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ВИВЧЕННЯ АНТИБАКТЕРІАЛЬНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ЕФІРНОЇ ОЛІЇ МАНУКИ В ДОСЛІДАХ IN VIVO
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У ході дослідження виявлено, що ефірна олія мануки в дослідах in vivo на моделі опікової синьогнійної інфекції у мишей проявляє виражений антибактеріальний ефект, сприяє прискоренню репаративних процесів у рані і скорочує строки лікування експериментальної ранової інфекції на 4-6 діб, або на 31-40 %.
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Робота є фрагментом НДР «Експериментальне мікробіологічне обґрунтування протимікробної терапії гнійно-запальних захворювань» (№ держреєстрації 0114U003390).
Інфекція – одна з ключових проблем у комбустіології. Опікова рана представляє основну небезпеку у плані можливості розвитку і генералізації інфекційного процесу. Провідна роль у лікуванні опікових ран відводиться протимікробній терапії, а саме місцевому використанню антибактеріальних препаратів, що займає одне з головних місць у комплексному лікуванні опечених, зменшуючи ризик генералізації інфекції [1, 2]. Було запропоновано і використовується багато препаратів і засобів для місцевого лікування опікових ран, їх перелік постійно поповнюється [3]. Проте широке використання антибіотиків викликає формування резистентних штамів, що ускладнює лікування ранової інфекції й сприяє створенню резервуару високо резистентних мікроорганізмів у опікових відділеннях [4].

Попередження розвитку резистентності мікроорганізмів до антибіотиків можливе за рахунок використання природних препаратів, наприклад, ефірної олії мануки (Leptospermum scoparium) із Нової Зеландії, яка має виражені протимікробні, антивірусні, протигрибкові властивості [5]. Крім того, ефірні олії прискорюють репаративні процеси в рані, мають виражений ранозагоюючий ефект. Мікроорганізми при тривалому контакті з ефірними оліями не набувають до них резистентності, що є суттєвою їх перевагою перед іншими антибактеріальними препаратами [6, 7].

Метою роботи було вивчення терапевтичної ефективності олії мануки при експериментальній синьогнійній опіковій інфекції у мишей. 

Специфічну терапевтичну дію розчину олії мануки в ПЕГ (кінцева концентрація 70 мкг/мл або 0,007 об'ємних процентів) і «Левомеколю» (препарат порівняння) вивчали на експериментальній моделі інфікованого термічного опіку у мишей (контактна модель термічного опіку за Ц.К.Чантурією в модифікації В.В.Мінухіна), викликаного стандартним штамом P.aeruginosa АТСС 27853 [8]. Експериментальний опік у тварин отримували під ефірним наркозом. Опікова рана формувалася на другу добу від початку досліду. Всім експериментальним тваринам вводили анальгетик для знеболювання. В експериментальних і контрольних групах було по 10 тварин. Лікарські засоби використовували у кількості 0,5 мл 2 рази на добу у вигляді аплікацій впродовж 18 діб до повного загоювання рани. Оцінку терапевтичної дії проводили за такими критеріями: стан ранової опікової поверхні та її розмір, присутність в осередку ураження Pseudomonas aeruginosa, летальність серед експериментальних тварин. Площу рани визначали шляхом нанесення її контурів на стерильну целофанову плівку з наступним перенесенням трафарету на міліметровий папір. Робота з тваринами проводилася відповідно до положень Європейської конвенції «Про захист хребетних тварин, що використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986), «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» (Україна, 2001), Статуту Української асоціації з біоетики, норм GLP (1992) та типового положення з питань етики, регламентованого наказом МОЗ України № 690 від 23 вересня 2009 р.
У попередніх дослідженнях було виявлено, що як грампозитивні, так і грамнегативні бактерії, а також гриби роду Candida проявили чутливість до ефірної олії мануки [9]. Отримані в нашій лабораторії дані в цілому співпадають з даними, описаними в літературі [5]. 
При вивченні терапевтичної дії олії мануки на моделі опікової рани, інфікованої Pseudomonas aeruginosa, було доведено, що вона виявилася більш ефективним лікарським засобом для місцевого застосування, ніж препарат порівняння мазь «Левомеколь». Так, при використанні ефірної олії різниця у швидкості репаративних процесів ранової поверхні стає помітною вже на 6 добу спостереження, якщо порівнювати площу ранової поверхні у тварин контрольної групи, а на 12 добу відмічається більш позитивна динаміка загоювання рани і порівняно з експериментальними тваринами, яких лікували маззю «Левомеколь» (табл. 1). 
Таблиця 1
Зміна площі опікової інфікованої ранової поверхні у експериментальних тварин при лікуванні олією мануки та маззю “Левомеколь”
	
	Площа опікової поверхні, мм2

	Доба
	Контроль
	Олія мануки
	Мазь “Левомеколь”


	
	Абс.
	Відн.
	Абс.
	Відн.
	Абс.
	Відн.

	2
	148,8+4,2

n=10
	100,0
	141,9+3,4 n=10
	100,0
	144,6+4,6 n=10
	100,0

	4
	165,4+2,8 n=8
	110,0
	152,5+2,7 n=10
	107,4
	150,1+2,8 n=9
	103,8

	6
	155,1+2,0 n=6
	104,2
	140,5+6,5* n=10
	99,0
	145,4+1,3 n=9
	100,5

	8
	145,6+4,1 n=5
	97,8
	130,9+1,4* n=10
	92,2
	135,7+1,7 n=8
	93,8

	12
	135,6+1,5 n=4
	91,1
	110,6+1,8**
n=10
	77,9


	120,8+2,6*

n=8
	83,5



	15
	96,7+1,9

n=4
	64,9
	65,3+1,2**

n=10
	46,0


	82,4+3,1*

n=8
	56,9



	18
	59,5+2,9

n=4
	39,7
	32,8+0,9**

n=10
	23,1


	49,8+2,1*

n=8
	34,4


Примітка: * - достовірна відмінність показників від контрольних (р<0,001); ** - достовірна відмінність показників від контрольних та показників для препарату порівняння (р<0,001); n – кількість експериментальних тварин.

При вивченні антибактеріальної дії олії мануки у дослідах in vivo уже на 4-у добу спостереження відзначається елімінація синьогнійної палички з поверхні опікових ран експериментальних тварин, а повна санація ушкоджень забезпечується на 12-у добу лікування при застосуванні ефірної олії (табл. 2). 

Таблиця 2
Динаміка висівання P.aeruginosa АТСС 27853 з опікової ранової поверхні експериментальних тварин при місцевому застосуванні олії мануки та мазі «Левомеколь»

	Доба
	Кількість інфікованих ран (%)

	
	Олія мануки
	Мазь “Левомеколь"
	Контроль

	2
	90
	100
	100

	4
	70
	100
	100

	6
	40
	100
	100

	8
	20
	88
	100

	12
	-
	75
	100

	15
	-
	50
	100

	18
	-
	25
	100


При місцевому лікуванні мишей препаратом порівняння маззю “Левомеколь” на 15-у добу експерименту P.aeruginosa не висівалася лише у 50 % лабораторних тварин і повної елімінації збудника ранової опікової інфекції не вдалося досягнути у всіх піддослідних тварин цієї групи. У контролі синьогнійна паличка висівалася протягом усього терміну спостереження в 100 % випадках.

Під час проведення експерименту летальність серед піддослідних тварин з синьогнійною опіковою інфекцією у контрольній групі склала 60 %, а серед тварин, яких лікували маззю «Левомеколь» - 20 %. Загибелі експериментальних тварини, яких лікували місцево олією мануки, не спостерігалось.
Таким чином, результати досліджень свідчать, що олія мануки в дослідах in vivo на моделі опікової синьогнійної інфекції у мишей проявляє виражений антибактеріальний ефект, сприяє прискоренню репаративних процесів у рані і має переваги перед препаратом порівняння маззю «Левомеколь».
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ИЗУЧЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ СВОЙСТВ ЭФИРНОГО МАСЛА МАНУКИ В ОПЫТАХ IN VIVO
Н.И. Коваленко, В.Л. Ткаченко, М.А. Ткаченко
В ходе исследования обнаружено, что эфирное масло мануки в опытах in vivo на модели ожоговой синегнойной инфекции у мышей проявляет выраженный антибактериальный эффект, способствует ускорению репаративных процессов в ране и сокращает сроки лечения экспериментальной раневой инфекции на 4-6 суток или на 31-40 %.

Ключевые слова: эфирное масло мануки, экспериментальная синегнойная ожоговая инфекция.

THE STUDY OF ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF MANUKA ESSENTIAL OIL IN EXPERIMENTS IN VIVO
Kovalenko N.I., Tkachenko V.L., Tkachenko M.O.
It was found using experiments in vivo on the model of burn Pseudomonas infection in mice that the Manuka essential oil showed a marked antibacterial effect, accelerated reparative processes in the wound and reduced the treatment time of experimental wound infection by 4-6 days or 31-40%.
Key words: Manuka essential oil, experimental burn Pseudomonas infection.
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The development of multiple antibiotic resistance of pathogens of burn wounds encourages expansion of the range of drugs for the local treatment of burn infection.

The aim of the research was to study the therapeutic efficacy of Manuka essential oil in experimental burn Pseudomonas infection in mice.

The therapeutic effect of Manuka essential oil and "Levomekol" (comparator) was studied on the experimental model of infected thermal burn in mice (Ts.K.Chanturiya’s contact thermal model of burn modified by V.V.Minuchin) caused by a standard P.aeruginosa strain ATCC 27853. Drugs were used in an amount of 0.5 ml 2 times per day as applications within 18 days.

The experiment on animals was conducted in accordance with the provisions of the European Convention "On Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes" (Strasbourg, 1986), "General Ethical Principles of Experiments on Animals" (Ukraine, 2001), the Charter of the Ukrainian Association of Bioethics, rules of GLP (1992) and standard regulations on ethics, regulated by the Order of the Ministry of Health of Ukraine № 690 of September 23, 2009.
The study proved that the use of Manuka essential oils stimulated reparative processes of wound surface and they became visible after 6 days of observation compared to animals of the control group, and on 12th day a positive trend of healing of wound compared to experimental animals treated with "Levomekol" ointment was found.
The efficacy of antibacterial action of Manuka oil was noticed on the fourth day of observation by elimination of Pseudomonas aeruginosa from the surface of burn wounds of experimental animals, but the complete sanation of injury was provided for a 12-day treatment. At the same time the use of the "Levomekol" ointment as a comparison led to the isolation P.aeruginosa only in 50% of laboratory animals on the 15th day of the experiment. Pseudomonas aeruginosa was isolated throughout the observation period in 100% of cases in control group.

During the experiment, the mortality among laboratory animals with Pseudomonas burn infection in the control group was 60%, and among animals treated with "Levomekol" ointment it was 20%. The mortality among experimental animals treated with Manuka oil locally was not observed.

Thus, results of research revealed that Manuka essential oil in experiments in vivo on model of burn Pseudomonas infection in mice showed a pronounced antibacterial effect, helped to accelerate reparative processes in the wound and had advantages over the comparator, namely the "Levomekol" ointment.
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