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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
АМР – антимікробна резистентність
АМП – антимікробні препарати

А – амікацин

APACHE – система для оцінки важкості стану хворих

АБТ – антибіотикотерапія

БФ – бактеріофаги

БЛРС – бета-лактамази розширеного спектру

ВЛІ – внутрішньолікарняні інфекції

ВРІТ – відділення реанімації та інтенсивної терапії

ГГП – гострий гнійний перитоніт

ГП – гострий перитоніт

Г – гатифлоксацин

ЕН – епідеміологічний нагляд

ЕП – епідеміологічний процес

КПБФ – колі – протейний бактеріофаг

КЗФ – коефіцієнт завершеності фагоцитозу

ЛПЗ – лікувально – профілактичний заклад

MRSA – метицилін – резистентні стафілококи 
П – перитоніт

ПОП – післяопераційний перитоніт

ПРМ – полірезистентні мікроорганізми

ССЗВ – синдром системної запальної відповіді

СРБ – С –реактивний білок

УМП – умовно –патогенні мікроорганізми

ФЧ – фагоцитарне число

ФІ – фагоцитарний індекс

ЦІК – циркулюючі імунні комплекси

ШОЕ – швидкість осідання еритроцитів

ВСТУП
Актуальність теми
Проблема лікування та профілактики післяопераційних гнійних ускладнень в абдомінальній хірургії до теперішнього часу залишається актуальною. Це в значній мірі пов'язано з тим, що при зростанні числа складних операцій із застосуванням сучасних технологій збільшується об'єм і тривалість оперативних втручань, підвищується травматичність тканин і крововтрата, які сприяють розвитку післяопераційних інфекційних ускладнень. Розповсюджене використання антибіотиків широкого спектру дії впливає на бактеріальну флору, викликаючи селекцію резистентної популяції мікроорганізмів з локуса інфекції або ендогенної мікрофлори пацієнта. Резистентні штами мікроорганізмів можуть передаватися від пацієнта до пацієнта контактно – побутовим шляхом і  через навколишнє середовище при порушенні санітарно–гігієнічного режиму в хірургічному відділенні [1, 2, 3]. Дослідження, виконані за останні 20 років, доводять, що одним з провідних джерел ендогенного інфікування є також мікробна транслокація [4, 5].

В сучасній літературі розглядаються питання оптимального призначення антибіотиків для отримання максимальної клінічної ефективності [6]. Жоден окремо взятий антибіотик не може забезпечити профілактику всіх видів хірургічної інфекції. Будь–яка схема антибіотикопрофілактики може виявитися неефективною, якщо не враховувати фактори ризику розвитку післяопераційних гнійних ускладнень, а також мікробіологічний пейзаж госпітальної флори, який є індивідуальним для кожного хірургічного стаціонару. Очевидна необхідність розробки формуляру застосування антимікробних препаратів для кожної хірургічної клініки. Доведено, що при “чистих” операціях без застосування антибіотиків, нагноєння зустрічається в 1,4 % випадків, а при операціях цієї групи після яких призначають одноразову дозу препаратів – нагноєнь не відмічено. При «умовно – чистих» операціях при застосуванні антибіотиків число нагноєнь склало 3,3 % в порівнянні з 10,1 % нагноєнь без призначення антибіотиків [7, 8]. 
При «забруднених» операціях відсоток нагноєнь при профілактичному застосуванні антибіотиків спостерігався у 7,3 % хворих в порівнянні з 21,8 %, коли антибіотикопрофілактика не проводилася [9]. 
Таким чином, слід зазначити, що профілактичне застосування антибіотиків в плановій абдомінальній хірургії є важливим компонентом поліпшення результатів оперативного втручання і скорочення термінів перебування пацієнтів в хірургічній клініці [10, 11]. Основним принципом антибіотикопрофілактики є передопераційне призначення препарату широкого спектру дії в адекватних дозах. При виборі антимікробного препарату необхідно враховувати не тільки стан хворого, але і фактори хірургічної агресії. Однак, і до теперішнього часу застосування антибіотикопрофілактики має значну кількість важливих питань, на які ще не знайдено однозначних відповідей. 

Труднощі рішення проблеми лікування перитоніту полягає в тому, що недостатньо враховуються такі фактори, як роль захисних імунних сил організму. При введенні препаратів відбувається підвищення числа антибіотикорезистентних штамів мікроорганізмів, що призводить до зниження ефективності антибактеріальної терапії. Для досягнення терапевтичного ефекту клініцисти часто вимушені збільшувати дози антибіотиків до критичного рівня, що значно підвищує ризик виникнення побічних реакцій та ускладнень. Великі дози антибіотиків в процесі лікування перитоніту не в змозі повністю подавити мікрофлору перитонеального ексудату, крім того, великі дози препаратів різко пригнічують фагоцитарну активність лейкоцитів і клітин ретикуло – ендотеліальної системи, мають токсичний вплив на печінку, нирки, нервову систему, пригнічують імунну відповідь організму і викликають лікарську стійкість мікроорганізмів. Це в свою чергу знижує ефективність антибактеріальної терапії і сприяє виникненню частих післяопераційних ускладнень, подовженню термінів лікування та збільшенню кількості летальних випадків.
Основне місце (80-90%) в структурі інтраабдомінальних інфекцій відводиться вторинному перитоніту, який ускладнює гострі хірургічні захворювання або має ятрогенне походження (у післяопераційний період) [12, 13, 14]. 

Науково – технічний прогрес, досягнутий в області хірургії ще не вирішив проблеми хірургічних ускладнень, що нажаль, продовжує їх тяжкий наслідок – смертність хворих. 

Розлитий перитоніт (РП) є одним з найбільш важких ускладнень гострих запальних захворювань і травматичних пошкоджень органів черевної порожнини. Летальність при перитоніті залишається високою. За даними різних авторів, вона складає від 18,3 до 62,8 % [15, 16]. Найвища летальність спостерігається при післяопераційному перитоніті – від 45 до 92,3 % [17, 18, 19]. 
Серед усіх післяопераційних інтраабдомінальних ускладнень поширений перитоніт займає перше місце, складаючи 23,2 % випадків [20, 21, 22]. 

Зарубіжні автори наводять цифри летальності при розлитих формах перитоніту в тих же межах – 20 – 25 % [23, 24]. 
Останніми роками проводяться дослідження, присвячені пошукам альтернативних і синергічних методів антимікробної дії. Одним з них є бактеріофаги [25]. При клінічному використанні бактеріофагів встановлений факт поліпшення показників гуморального і клітинного імунітету. З цієї причини деякі автори відносять бактеріофаги до засобів імуноорієнтованої терапії [26, 27]. Фаготерапію використовували при кишкових інфекційних захворюваннях, інфекціях сечовивідних шляхів, різних гнійно – септичних інфекціях. З 50-х років ХХ століття лікування за допомогою бактеріофагів стало скорочуватися. Звичайно, до бактеріофагових препаратів, так само як і до антибіотиків, можливо виникнення фагорезистентності бактерій, проте вона компенсується надзвичайним еволюційним поліморфізмом бактеріофагів. 
Застосування бактеріофагів сьогодні є перспективним в умовах зростаючої антибіотикорезистентності збудників гнійно – септичних захворювань, інфекцій і ускладнення ран.

Зв´язок роботи з науковими програмами, планами, темами 

Дисертацію виконано у відповідності з планами науково-дослідної роботи кафедри мікробіології, вірусології та імунології Харківського національного медичного університету МОЗ України: «Оптимізація діагностики й протимікробної терапії гнійно-запальних процесів з урахуванням комунікативних властивостей мікроорганізмів», (номер державної реєстрації 0111U00142). Дисертант виконала частину роботи, яка полягала у вивченні особливостей оптимізації протимікробної терапії гнійно-запальних процесів. 
Тема дисертаційної роботи затверджена Проблемною комісією МОЗ, НАМН України  зі спеціальностей вірусологія – 03.00.06  та мікробіологія – 03.00.07 (прот. № 137 від 29.04.2011 р.); вченою радою Харківського національного медичного університету (прот. № 5 від 18.05.2011 р.). 
Мета і завдання дослідження

Мета – обґрунтувати доцільність застосування комбінації антибіотиків та бактеріофагів при експериментальному перитоніті, спричиненому Escherichia coli.
Для досягнення поставленої мети були сформульовані наступні завдання: 

1. Визначити роль Escherichia coli в розвитку інтраабдомінальних інфекцій на основі ретроспективного аналізу захворюваності за 2000 – 2010 рр. в м. Харкові.

2. Вивчити біологічні властивості та рівень активності факторів патогенності (адгезивна, протеолітична, гемолітична) музейних та клінічних штамів Escherichia coli, які були виділені від хворих на перитоніт. 

3. Розробити експериментальну модель перитоніту, спричиненого Escherichia coli.
4. Провести порівняльний аналіз антибіотикорезистентності клінічних та музейних штамів Escherichia coli. 

5. Визначити чутливість музейних та клінічних штамів Escherichia coli, виділених від хворих на перитоніт до колі- та колі-протейного бактеріофагу.
6. Визначити в експерименті ефективність включення амікацину, гатифлоксацину, колі-фагу та колі-протейного бактеріофагу у комплексну терапію перитоніту.
Об΄єкт дослідження: біологічні властивості (біохімічна активність, чутливість до антибіотиків колі-фагу та колі-протейного бактеріофагу, продукція ферментів) штамів E. coli; патоморфологічні особливості внутрішніх органів (запалення парієтальної та вісцеральної очеревини, присутність макрофагів в інфільтраті, фібріну в ексудаті, а також запалення та дистрофічні зміни в печінці та гемореологічні порушення) фагоцитарна активність лейкоцитів, гематологічні, гострофазові показники запалення (СРБ – С – реактивний білок, серомукоїди) експериментальних тварин.
Предмет дослідження: клінічні та музейні штами E. coli, виділені від хворих на перитоніт. 
Методи дослідження:

- мікробіологічні – ідентифікація та визначення біологічних властивостей вилучених штамів бактерій методами мікроскопії, культуральним, біохімічним. Визначення антибіотикочутливості мікроорганізмів диско-дифузійним методом; дослідження гемолітичної, протеолітичної активностей; визначення адгезивних властивостей. 

- імунологічні методи – визначення фагоцитарної активності лейкоцитів (фагоцитарне число, фагоцитарний індекс, коефіцієнт завершеності фагоцитозу). 

- патоморфологічні – особливості внутрішніх органів (запалення парієтальної та вісцеральної очеревини, присутність макрофагів в інфільтраті, фібріну в ексудаті, а також запалення та дистрофічні зміни в печінці та гемореологічні порушення)

- біохімічні методи – визначення гострофазних показників запалення (С – реактивного білку та серомукоїдів). 
- гематологічні – визначення формули крові. 

- математико – статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів
Вперше на експериментальній моделі гострого перитоніту, спричиненого Escherichia coli, на підставі мікробіологічних, імунологічних, клініко-лабораторних та патоморфологічних досліджень, доведена ефективність комбінованого застосування гатифлоксацину з колі- та колі-протейним бактеріофагом.
Вперше встановлено, що комбіноване застосування гатифлоксацину з колі-фагом та колі-протейним бактеріофагом призводить до пригнічення росту Escherichia coli, усунення ознак мікробного запалення у тканинах паренхіматозних органів (печінка, селезінка, серце та листках очеревини), а також нормалізації лабораторних показників (гематологічних, гострофазових показників запалення і фагоцитарної активності лейкоцитів). 

Вперше доведено, що імунобіологічні препарати (колі- та колі-протейний бактеріофаг) підвищують фагоцитарну активність лейкоцитів експериментальних тварин, як окремо так і в комбінації з гатифлоксацином.
Встановлено, що штами E. сoli, виділені від хворих на перитоніт, в порівнянні з музейними штамами, виявляють більш високу адгезивну, протеолітичну та гемолітичну активність. Вони відрізнялись від штамів групи порівняння полірезистентністю до антибіотиків, але при цьому як і музейні штами були високочутливими до колі- та колі-протейного бактеріофагу.

Встановлено велику кількість (85,7±9,3) % полірезистентних штамів E. coli, які ізольовані з черевної порожнини у хворих на перитоніт протягом 2011-2013 рр. у порівнянні з ретроспективними даними за 2000-2010 рр. 

Практичне значення одержаних результатів

Удосконалено спосіб потенціювання дії атибіотиків з групи фторхінолонів. Використано прийом поєднання лікарських засобів для посилення дії одного препарату іншим та розроблено спосіб потенціювання дії антибіотиків із групи фторхінолонів шляхом додавання колі-протейного бактеріофагу. Ефективність способу доведена експериментально на підставі патоморфологічних досліджень, змодельованого перитоніту у мишей. Встановлено, що лікування експериментального перитоніту поєднанням діючої речовини гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом є більш ефективним, ніж використання монотерапії з призначенням діючої речовини гатифлоксацину, що підтверджує потенціювання дії антибіотиків із групи фторхінолонів колі-протейним бактеріофагом.

Вищевикладене знайшло своє відображення в Інформаційному листі №  96 – 2013 «Спосіб потенціювання дії антибіотиків із групи фторхінолонів».

Пріоритетність досліджень підтверджено патентом України на корисну модель: Патент № 80884 «Спосіб потенціювання дії антибактеріальних препаратів з групи фторхінолонів», заявка № u 201410637 від 29.09.2014 р. на «Спосіб моделювання гострого перитоніту» 
Результати досліджень подано до реєстру галузевих нововведень за № 2789/05 від 10.11.2014 р. «Спосіб потенціювання дії протимікробних засобів із групи фторхінолонів». 

Отримані результати впроваджені в практику хірургічного відділення КЗОЗ «Обласна дитяча клінічна лікарня №1» м. Харкова (акт впровадження від 11.02.13), гінекологічного відділення КЗОЗ «Міський пологовий будинок №1» м. Харкова (акт впровадження від 03.12.12), навчальний процес Одеського національного медичного університету (акт впровадження від 15.05.13), ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» (акт впровадження від 14.05.2013). Дослідження обґрунтовують перспективність використання комбінованого методу (застосування колі-протейного бактеріофагу з гатифлоксацином) для лікування перитоніту.
Особистий внесок здобувача

Автору належить вибір теми, визначення мети, завдань, методології виконання дослідження. Особисто здобувачем проведено ретроспективний аналіз захворюваності на інтраабдомінальні інфекції за даними ДУ «Інститут загальної та невідкладної хірургії НАМН України», ідентифікація та дослідження по вивченню факторів патогенності (адгезія, протеоліз, гемоліз) клінічних і музейних штамів E.coli. Вивчена антибіотикочутливість та фагочутливість клінічних та музейних штамів E.coli.  Автором самостійно проведено експериментальні дослідження на лабораторних тваринах. Розроблена модель ешерихіозного перитоніту, на якій обґрунтована доцільність застосування комбінованої терапії гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом. Здобувачем також самостійно проведено науковий аналіз, статистичну обробку, інтерпретацію та узагальнення отриманих результатів. Оформлено висновки та практичні рекомендації.
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РОЗДІЛ І

СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО ЕТІОЛОГІЮ ТА ПАТОГЕНЕЗ ПЕРИТОНІТУ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1. Етіологічні фактори перитоніту
Перитоніт є найбільш важким проявом інфекції в хірургії, що пояснюється великими розмірами і значною поглинальною здатністю очеревини. За певних умов це викликає швидку генералізацію інфекції з переважанням загальних змін над місцевими, а в патогенезі перитоніту провідним чинником виступає інфекція [28, 29]. Вид, кількість і вірулентність мікрофлори істотно визначає тяжкість інтоксикації і прогноз захворювання [30, 31].
При всих типах перитоніту домінуючими етіологічними агентами  вважають грамнегативні бактерії (в основному представники сімейства Enterobacteriaceae), як правило, в поєднанні з анаеробними мікроорганізмами  (Bacteroides fragilis, Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Clostridium spp) [32]. Рідше при перитоніті висівають стафілококи. Ентерококи в перитонеальній рідині часто зустрічаються в асоціації з іншими бактеріями, проте їх клінічне значення, судячі з практики, зростає при післяопераційних інфекціях і характеризується формуванням абсцесів. В той же час, значення неферментуючих мікроорганізмів (P. аeruginosa, Acinetobacter spp.) при позалікарняних і ранніх післяопераційних перитонітах невелике, їх роль зростає при третинних перитонітах, особливо на тлі терапії антибіотиками широкого спектру. У хворих з вторинним поширеним перитонітом, що розвинувся внаслідок деструкції або перфорації органу, етіологічним агентом виступає власна умовно – патогенна мікрофлора, яка колонізує тонку і товсту кишки [33, 34]. В цьому випадку серйозних проблем з резистентністю мікроорганізмів, як правило, не спостерігається. В той же час при післяопераційних перитонітах інфекцію можуть викликати госпітальні штами мікроорганізмів зі складними механізмами резистентності [35, 36].

В більшості випадків при вторинному перитоніті з черевної порожнини виділяється декілька мікроорганізмів. За даними S.Finegold, у хворих з перитонітом виділялося в середньому 4,5 % мікроорганізмів, з них 2 % аеробних і 2,5 % анаеробних [37]. В інших дослідженнях більш ніж в 90 % випадків перитоніту виділені аеробно – анаеробні асоціації мікроорганізмів [38]. При перитоніті, що розвинувся унаслідок перфорації товстої кишки, в середньому у кожного пацієнта було виділено 9,4 % анаеробних мікроорганізмів. У цих дослідженнях найбільш частими патогенами були  E.coli і Bacteroides fragilis, далі Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Clostridium spp., різноманітні ентеробактерії, Enterococcus spp., Peptostreptococcus spp., Eubacterium spp [39, 40, 41].
Ще на зорі розвитку абдомінальної хірургії, значення бактеріального фактору в розвитку запального процесу у хворих перитонітом було показано експериментальними і клінічними дослідженнями [42, 43]. Причиною запалення очеревини можуть бути різноманітні захворювання шлунково – кишкового тракту як запального, так і травматичного характеру. Шляхи проникнення інфекту у вільну черевну порожнину різні. Найбільш простий шлях спостерігається при запаленні апендикса або жовчного міхура, коли виникає розповсюдження інфекта  per continuitatum, або після перфорації порожнинного органу, пов'язаної з деструкцією його стінки. Інший складніший шлях спостерігається тоді, коли в результаті порушення пасажу вмісту по кишковому тракту стінка кишки стає проникною для мікробів, які знаходяться в її просвіті, що є найбільш важливою патогенетичною ланкою в ланцюзі порушень, які розвиваються у хворих гнійним перитонітом [44, 45, 46].
В будь – якому випадку, в перитонеальному ексудаті при гнійному перитоніті завжди є мікроорганізми, які разом з бактеріемією і інтоксикацією бактерійними токсинами мають важливе значення в патогенезі перитоніту (П) і його ускладнень [47, 48, 49].

В останні 10 – 15 років в етіології даного захворювання визначається зростання умовно – патогенних грамнегативних бактерій як типових збудників гнійно – септичних ускладнень. Частота їх виділення з перитонеального ексудату в монокультурі і асоціаціях складає 60 – 90 % [50, 51].

У випадках інфекцій, викликаних грамнегативними бактеріями, традиційна антибіотикотерапія виявляється недостатньо ефективною. Це пояснюється широким розповсюдженням штамів, які несуть плазміди множинної лікарської резистентності, з'єднанням декількох видів мікроорганізмів, що викликають інфекційний процес, і мають свій спектр чутливості до антибіотиків, або зміною збудника в процесі лікування [52, 53].

Однак слід зазначити, що аеробні і анаеробні мікроорганізми грають неоднакову роль в перебігу гнійного перитоніту. Вважають, що аероби переважають на початкових стадіях процесу, а анаероби відповідальні за розвиток пізніх і гнійних ускладнень [54, 55, 56]. Серед аеробних грамнегативних мікроорганізмів кишкова паличка займає одне з провідних місць.
Таким чином, дані досліджень різних авторів свідчать, що гнійний перитоніт викликають представники декількох видів мікроорганізмів з високим ступенем вірулентності. Серед флори, що виділяється з черевної порожнини, при перитоніті зустрічається аеробна мікрофлора в асоціації з неклостридіальною анаеробною флорою. 
Відомо, що комплекс факторів патогенності (ФП), які притаманні E.coli, забезпечують їх транслокацію з місць нормальної локалізації в інші біотопи організму з ініціацією запального процесу в них і підтримують його протягом тривалого часу [57]. Умовно – патогенні мікроорганізми, які мають комплекс факторів патогенності, викликають найбільш важкі форми запальних захворювань. Одним з важливих етапів розвитку інфекції є адгезія мікроорганізмів на компетентних клітинах хазяїна [58, 57, 59]. Адгезивність також забезпечує стабільне заселення макроорганізму нормальною мікрофлорою, що є екологічним бар΄єром для інфекційних агентів [57]. Адгезія бактерій обумовлює гіперсекрецію слизу за рахунок стимуляції келихоподібних клітин з утворенням товстого шару слизуватого гелю над кишковим епітелієм, який включає бактерії, що створюють умови для формування персистуючої інфекції і розвитку синдрому мальабсорбції. 

Показано, що у штамів E.coli виявляється високий рівень антибіотикорезистентності, які володіють комплексом ФП: антилізацимною активністю (АЛА), антиінтерфероновою активністю (АІА) і антикомплементарною активністю (АКА) з адгезивними властивостями високого ступеня вираженості [60,61].

До ФП E.coli, які впливають на розвиток патологічних процесів в органах і тканинах організму господаря відносять як екзо-, так і ендотоксин, цитолізин [62,63,64]. 
Таким чином можна вважати, що експресія ФП кількісно і якісно посилюється в ряду зовнішнє середовище – здоровий організм – хворий організм.
1.2. Особливості патогенезу перитоніту, як запального процесу обумовленого інтраабдомінальною інфекцією
Фазність перебігу перитоніту є результатом змін як неспецифічної резистентності організму, так і імунологічної реактивності. Для реактивної стадії перитоніту характерна напруга факторів імунорезистентності організму хворих – підвищення лізоцимної та загальної бактерицидної активності сироватки крові, зменшення титру компліменту, зростання фагоцитарної активності, інтенсивності та завершеності фагоцитозу, зростання активності кислої фосфатази в нейтрофілах і гальмування активності лужної фосфатази.
Для вивчення особливостей патогенезу гострого гнійного перитоніту (ГГП), необхідно враховувати стадії його перебігу. І.А. Ерюхін та співавт., спостерігаючи розвиток експериментального перитоніту в реактивній фазі не виявили вирогідних порушень у білковому обміні [29]. З переходом в токсичну фазу переважали крупномолекулярні білки (глобуліни, фібриноген) при одночасному зниженні концентрації альбумінів. Явища диспротеїнемії виникали тільки в термінальній стадії [65, 66]. Реактивній стадії перитоніту властива напруга імунних систем, направлена на боротьбу з інфекцією та токсинами небактеріального походження. У цій стадії виявлено зростання вмісту γ–глобулінових фракцій, що свідчить про підвищення синтезу специфічних антитіл, які володіють тропністю до токсинів небактеріального походження.

Починаючи з токсичної стадії, поступово розвивається вторинна імунологічна недостатність. Знижується вміст Т–хелперів, Т–супресорів, змінюється значення імунорегуляційного індексу (Тх/Тс) [67,68].

У токсичній стадії перитоніту ефективність механізмів природнього захисту знижується, а в термінальній стадії настає майже повна неспроможність захисних сил організму.

Реактивна стадія спостерігається при виникненні перитоніту внаслідок запального процесу, травми, іноді після оперативного втручання. Така клінічна картина описується як гострий апендицит, перфоративна виразка шлунка чи дванадцятипалої кишки і т.п., що виникає внаслідок деструктивного процесу в органі або порушення його цілісності [69, 70].

Доведено, що в основі будь–якого перитоніту лежить ексудативна реакція очеревини на подразник (жовч, мікрофлору тощо). Але, незважаючи на віднесення інфільтрату до місцевого перитоніту, перитоніт з наявністю рідини в очеревинній порожнині розцінюється як ексудативний [71, 72, 73].

Гострий перитоніт продовжує займати провідне місце за тяжкістю перебігу, частотою виникнення ускладнень та показника летальності серед гострих хірургічних захворювань і травм живота. У 15–25 % випадків перебіг гострих хірургічних захворювань органів очеревинної порожнини ускладнюється перитонітом [74, 75, 76].

Наприкінці ХХ століття проблема перитоніту разом з проблемою абдомінального сепсису були підведені під єдину клініко–патогенетичну концепцію, оскільки впродовж багатьох десятиліть дві взаємопов΄язані проблеми розглядалися по – різному. До кожної з них висувалися й перевірялися гіпотези, на основі яких будувалися класифікації, діагностика, лікувальна тактика та прогноз щодо перебігу даного захворювання. За результатами конференції в 1991 році в м. Чикаго в наукову термінологію введено нове поняття – синдром системної запальної відповіді (ССЗВ) або system inflammatory response syndrome (SIRS), що сприяло певному прориву в розумінні патофізіології генералізованих форм інтраабдомінальної інфекції, таких як перитоніт та абдомінальний сепсис [77, 78, 79].

За популяційним рівнем, коефіцієнтом значущості та коефіцієнтом кількісного домінування основну патогенетичну роль при гострому перитоніті (ГП) у кишковому тракті відіграють ентеробактерії. 
Одним із провідних патогенетичних механізмів розвитку ГП є транслокація бактерій, що розглядається як один із провідних факторів, що визначають механізми та ступінь генералізації запального процесу при гострому перитоніті. Порушенню біологічної проникності кишкової стінки для бактерій, що мають виражені інвазивні властивості та їх екзо- та ендотоксинів сприяють: порушення колонізаційної резистентності слизової оболонки кишечнику, видового складу та популяційного рівня мікрофлори кишечнику, розлади мікроциркуляції, гіперкатаболізм, порушення факторів та механізмів специфічного імунного та неспецифічного протиінфекційного захисту, а також безпосередній пошкоджуючий вплив екзо- та ендотоксинів окремих ентеробактерій [79, 80, 81, 82].

Крім того, розвиток ГП характеризується не стільки місцевим перитонеальним запаленням, а транслокацією патогенних та умовно патогенних мікроорганізмів із очеревинної порожнини у кров [83, 84]. 

Перитоніт є своєрідною і вельми складною реакцією організму на конфлікт очеревини з патогенною мікрофлорою і представляє сукупність захисних реакцій [85].

При цьому запальні реакції очеревини (як найважливіша захисна реакція), її гострота, об'єм, якість ексудату, інтенсивність регіонарних і загальних реакцій залежать, в першу чергу, від індивідуальних властивостей організму, що відображають стан місцевого і загального імунітету. Крім цього реакція очеревини, як і загальна реакція організму, залежать в певній мірі і від характеру подразника, і від вірулентності мікрофлори [86, 87].
Очеревина реагує на бактерії або інші подразники, перш за все, утворенням серозно–фібринозного ексудату, який з'являється вже через 10 хвилин після її поразки.

Клінічний перебіг перитоніту з різними порушеннями морфофункціонального стану органів і систем істотно залежить від виду бактеріальної флори, яка часто визначає перебіг і результат захворювання [88, 89].

Головну роль в боротьбі з інфекцією очеревини грають лейкоцити і макрофаги, що фагоцитують в середньому 81 % бактерій [90]. Близько 5 % бактерій гине унаслідок бактерицидної дії ексудату. Кінцевий результат боротьби з інфекцією залежить від швидкої появи достатньої кількості лейкоцитів, яка починається на ділянці запалення, і їх фагоцитарної активності [91, 92].
При перитоніті стимуляція імунних процесів, що виявляється не тільки збільшенням фагоцитарної активності лейкоцитів, але і підвищенням інших показників неспецифічної імунологічної реактивності: наростання титру комплемента, ß–лізинів, загальної і бактерицидної активності сироватки крові та ін. Активізуються також ферментні системи організму, особливо різко посилюється вміст кислої фосфатази в лізосомах лейкоцитів, що, мабуть, свідчить про мобілізацію їх біологічної активності як одного з механізмів захисної реакції організму [93, 94, 95, 96].

С – реактивний білок (СРБ) – один із основних діючих факторів гострої фази запалення. СРБ – мультифункціональний білок, який відіграє важливу роль при запаленнях, в захисті організму від сторонніх агентів, в аутоімунних процесах. При запаленні його концентрація в крові збільшується в 10 – 100 разів. При запаленні, під час інфекції або пошкодженні тканин, СРБ синтезують переважно гепатоцити під контролем прозапальних цитокінів  IL – 6, і в меньшій мірі – IL – 1. СРБ є представником декількох функціональних груп: медіаторів, транспортних білків, імуномодуляторів. Він активує систему комплимента, блокує продукцію медіаторів запалення, приймає участь в регулюванні функцій імунокомпетентних клітин. Встановлена позитивна кореляція між змінами рівня СРБ, важкістю та динамікою клінічних проявів запальних процесів.

У зв'язку з вище вказаним СРБ є найбільш специфічним і чутливим лабораторним індикатором запалення та некрозу. Визначення концентрації СРБ широко застосовують для моніторингу та контролю ефективності лікування бактеріальних захворювань, тощо. 
У клінічній практиці вимірювання сироваткового рівня СРБ використовується для діагностики і моніторингу цілого ряду захворювань, а також для оцінки ефективності лікування. Підвищення концентрації СРБ в сироватці крові характерно для ревматизму, гострих бактерійних, паразитарних, грибкових і вірусних інфекцій, ендокардиту, ревматоїдного артриту, туберкульозу, перитоніту [97], інфаркту міокарду, станів після важких операцій, злоякісних новоутворень з метастазами, множинної мієломи.
Перитоніт, як і інші запальні захворювання різного генезу, супроводжується підвищенням рівня гострофазових білків. Наприклад, у хворих з місцевими формами апендикулярного перитоніту рівень СРБ був збільшений більш ніж в 200 разів, при  поширеному перитоніті більш ніж в 600 разів [98, 99, 100].
Ще одним гострофазовим показником є серомукоїд (орозомукоїд, α–1 кислий глікопротеїн).

Запальні та раньові процеси супроводжуються зміною ряду біохімічних показників крові, в тому числі підвищенням концентрації білків гострої фази запалення. Ці білки в значній мірі синтезуються в печінці і поступають в кровоток. Підвищення концентрації гострофазних білків пов'язано з відновленням порушеного гомеостазу і створенням умов для репаративних процесів [101]. Концентрація цих білків в крові є маркером перебігу процесів запалення та репарації.

Найбільш часто визначають концентрацію СРБ, циркулюючих імунних комплексів (ЦІК), глікопротеїнів, серумукоїдів, церулоплазміну.

Нами для моніторингу перебігу перитоніту були вибрані показники концентрації СРБ та серомукоїдів.

На відміну від СРБ, що має короткий час напівжиття в крові, орозомукоїд має досить тривалий період напівжиття, що становить близько 5 днів, та дозволяє вважати його вдалим індикатором ефективності лікування при запальних захворюваннях різного генезу, зокрема, при перитоніті, викликаному E.coli [102].

Відомо, що у хворих на ГП ІІ ступеня тяжкості спостерігається певне пригнічення гуморальної та клітинної імунної відповіді. Розвиток ГП ІІІ ступеня тяжкості супроводжується суттєвим пригніченням усіх параметрів клітинної і гуморальної відповіді та зниженням основних показників неспецифічної ефекторної системи протиінфекційного захисту. Масивна транслокація мікроорганізмів та їх токсинів викликає негайну активацію найбільш важливих ланок захисних сил організму, включаючи систему факторів і механізмів неспецифічної резистентності організму та специфічної імунної реактивності [85, 86, 93].

Таким чином, розвиток гострого перитоніту, обумовлюється зв’язком патогенетичної взаємодії, між вірулентними мікроорганізмами та їх екзо- і ендотоксинами з одного боку, і факторами гуморального і клітинного імунітету, а також механізмами неспецифічної резистентності – з іншої сторони. На думку авторів [103], саме співвідношення між цими умовно факторами «агресії» та «захисту» визначає, як особливості перебігу у кожного конкретного хворого, так і прогноз [104]. 
1.3. Антибіотикотерапія та фаготерапія перитоніту
В даний час антибіотикотерапія стає все менш ефективною через широке розповсюдження серед бактерій генів, контролюючих лікарську стійкість, а також через підвищення рівня резистентності до антимікробних препаратів у бактерій, які утворюють біоплівки [105, 106].

Одна з причин стійкості біоплівок до дії антибактеріальних препаратів – нездатність препаратів проникати углиб біоплівки. Легкість або утрудненість проникнення антибіотиків в біоплівки залежить як від особливостей лікарського засобу, так і від властивостей самої біоплівки [107, 108, 109, 110].

Однією з найважливіших детермінант вірулентності є резистентність мікроорганізмів до дії антибіотиків та інших протимікробних препаратів. Набуття та втрата резистентності до тих чи інших антибактеріальних препаратів – процес динамічний і потребує постійного моніторингу, який дозволяє коректувати рекомендації щодо застосування антибактеріальних препаратів у клініці [111, 112].

Часте і неконтрольоване застосування антимікробних препаратів приводить до запуску процесів формування стійкості мікроорганізмів. Розповсюдження резистентних, особливо, полірезистентних бактерій істотно ускладнює боротьбу з інфекційними захворюваннями [113]. За даними багатоцентрових досліджень в стаціонарах України спостерігається широке розповсюдження резистентних штамів Escherichia coli (E. coli) [114, 115].

Як вважають більшість дослідників резистентність бактерій до антибіотиків є прямим наслідком нераціонального їх використання [116] та доволі частого застосування антибіотиків широкого спектру дії [117].

У сучасній концепції лікування ГП провідне місце займають питання вибору методу хірургічної детоксикації в ранньому післяопераційному періоді, серед яких велике практичне значення має метод післяопераційної санації черевної порожнини [118, 119, 120]. Підвищити ефективність цієї процедури можливо, перш за все, за рахунок зміни рецептури використовуваних розчинів. 

В останні роки витрати лікувальних установ на придбання лікарських засобів складають 15 – 20 % бюджету, з них протимікробних препаратів – 50 – 60 %, що примушує шукати нові підходи до їх застосування.

Важливу роль у лікуванні хворих на перитоніт (П) відіграють заходи щодо боротьби з мікробною забрудненістю та токсичною дією перитонеального ексудату. Згідно даних літератури, ліквідація джерела інфекції і ретельна інтраопераційна санація черевної порожнини не дозволяють миттєво усунути патоморфологічні порушення, що розвиваються при перитоніті. Багато авторів [121, 122, 123, 124, 125] вважають за доцільне закінчувати оперативне втручання дренуванням черевної порожнини, обґрунтовуючи тим, що навіть використання найсучасніших методів інтраопераційної санації не дозволяють досить ретельно промити черевну порожнину внаслідок технічних труднощів, що викликані деструктивним процесом, а також порушення анатомічних взаємовідношень між органами. У будь – якому випадку в черевній порожнині між складками очеревини і в невеликих нашаруваннях фібрину залишається патогенна мікрофлора, а токсичний ексудат, який немає відтоку, накопичується в анатомічних кишенях і служить причиною розвитку післяопераційних ускладнень. Крім того, при П пошкоджується бар΄єрна функція слизових оболонок, внаслідок чого розвивається синдром надлишкової колонізації тонкої кишки. 

Одним з найважливіших компонентів комплексної терапії є раціональна антибіотикотерапія (АБТ), яка полягає в своєчасному призначенні ефективних антибіотиків в адекватних дозах. Своєчасна і адекватна з першого етапу АБТ визначає не тільки подальший прогноз при розлитому перитоніті, але і має істотне економічне значення для медичних установ [126, 127, 128].

Ускладнена інтраабдомінальна інфекція в плані антибактеріальної терапії представляє вельми складну проблему внаслідок полімікробного характеру, що не завжди виявляється при мікробіологічному дослідженні. При цьому слід враховувати, що у цієї категорії хворих потрібна тривала (нерідко до 3–4 тижнів) АБТ, при якій необхідна щонайменше 2–3–кратна зміна режиму призначення препаратів, тобто збереження дво- триступінчатого резерву. «Золотим стандартом» для антимікробного лікування хворих з розповсюдженим гнійним перитонітом (РГП) є застосування аміноглікозиду з бета–лактамним антибіотиком і антианаеробним препаратом [129, 130, 131]. Проте, на жаль, цей стандарт комбінованої антибіотикотерапії не може бути використаний у всіх випадках, особливо при тяжкості стану хворих 20 і більш балів за шкалою APACHE II (прогнозована летальність 30–82 %), при післяопераційному перитоніті в результаті неспроможності швів накладеного раніше анастомозу, або прориві гнійника у вільну черевну порожнину, при інфікованому некрозі підшлункової залози або зачеревної септичної флегмони в результаті панкреонекрозу, при розвитку поліорганних порушень і септичного шоку [132, 133, 134].

Розробка і впровадження в клінічну практику останніми роками антибактеріальних препаратів нових поколінь (аміноглікозиди III покоління, цефалоспорини III–IV покоління, фторхінолони) показало їх високу ефективність при перитоніті і дозволило дещо поліпшити результати післяопераційного лікування. На сьогодні ці антибіотики є препаратами вибору при лікуванні важких форм перитоніту [135, 136, 137]. 

Як емпірична терапія вторинних поширених перитонітів звичайно використовується комбінація режимів для пригнічення найбільш вирогідних збудників інфекції, як аеробних, так і анаеробних: цефалоспорини ІІ – ІІІ покоління + кліндаміцин, амоксициллин/клавуланат (ампіцилін/сульбактам) + аміноглікозид, ципрофлоксацин (офлоксацин) + метронідазол.

За даними літератури результати відкритого рандомізованого дослідження показали високу клінічну і бактеріологічну ефективність моксифлоксацина в режимі монотерапії при ускладнених переважно позалікарняних, абдомінальних інфекціях [138, 139, 140, 141].

Першими препаратами, які володіли активністю по відношенню до всієї родини Enterobacteriaceae були  аміноглікозиди. Висока резистентність серед грамнегативних бактерій до гентаміцину, ймовірно, пов΄язана з невиправдано широким застосуванням цього антибіотику не тільки для лікування нозокоміальних інфекцій, але і для терапії позалікарняних інфекцій [142, 143, 144]. Так, резистентність грамнегативних бактерій до гентаміцину (46 – 74) % в нашій країні значно перевищує рівні, які зафіксовано в країнах Європи і Північної Америки (2,0 – 13,1) % [145, 146]. Резистентність до амікацину зустрічається доволі рідко [144], але відомо, що амікацин ефективний лише відносно бактерій, не продукуючих БЛРС [147]. Різко зросла кількість штамів мікроорганізмів, які мають одночасно декілька детермінант резистентності до аміноглікозидів [148].

До несприятливої тенденції слід віднести появу резистентних штамів мікроорганізмів до хінолінів серед збудників позалікарняних інфекцій ( у деяких країнах Європи до 15 %) [149].
Близько 20 років в клінічній практиці застосовуються фторхінолони, проте, не дивлячись на високу природну активність проти грамнегативних бактерій, ніколи не розглядалися як засоби вибору при лікуванні ускладнених абдомінальних інфекцій і вважалися альтернативою β–лактамним антибіотикам. Вони мають широкий спектр антимікробної дії, активні по відношенню до E. coli (включаючи ентеротоксигенні штами) [150, 151]. Як пояснення цьому можна вказати на невисоку природну активність ранніх фторхінолонів відносно грампозитивних мікроорганізмів, перш за все, стрептококів і ентерококів, а також відсутність клінічно значущої активності проти грамнегативних анаеробних бактерій. У зарубіжних практичних рекомендаціях, з ранніх фторхінолонів рекомендується ципрофлоксацин в поєднанні з метронідазолом [152, 153, 154]. У рекомендаціях Суспільства інфекційних хвороб США разом з ципрофлоксацином при неважких абдомінальних інфекціях рекомендуються нові фторхінолони (гатифлоксацин, левофлоксацин, моксифлоксацин), також в комбінації з метронідазолом [155, 156, 157, 135, 137].

Дані літератури свідчать про різну ефективність цефалоспоринів як препаратів для емпіричної АБТ [158, 159].

Встановлена висока чутливість ентеробактерій (E.coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Enterobacter spp.), виділених з перитонеального ексудату, до препаратів хінолонового ряду – ципрофлоксацину, цефалоспоринам другого і третього поколінь (цефуроксим, цефотаксим) [160, 161].

В той же час з'являються повідомлення про розвиток стійкості мікроорганізмів до антибіотиків, які широко використовуються при лікуванні перитоніту. Так, резистентність до гентаміцину відмічена в 37,3 – 44,4 % спостережень, до ампіоксу – 81,5 %, канаміцину – 55 %, тобраміцину – 30 % сизоміцину, ампіциліну – 25 %. До цефалоспоринів стійкість проявили від 3,7 до 25,9 % виділених штамів [162, 163]. Особливо значною стійкістю володіли багато штамів E.coli, P.aeruginosa. Кокова аеробна мікрофлора виявилася чутливішою до антибактеріальних препаратів [164, 165]. Кількість ентеробактерій, резистентних до тетрацикліну і карбенінпеніциліну, зросла до 50 – 70 %. До 80 – 90 % стафілококів були чутливі до аміноглікозидів і тетрацикліну і до 70 % – до макролідів, тоді як ефективність β – лактамних антибіотиків і цефалоспоринів першого покоління не перевищувала 40 – 50 % [166, 167, 168].

Сучасними дослідженнями встановлено, що з часом відбуваються зміни антибітикорезистентності збудників. Так, на середину 90 –х років минулого сторіччя основний збудник інтраабдомінальних інфекцій – кишкова паличка (E.coli) зберігала практично 100 % чутливість до карбапенемів, ципрофлоксацину, чутливість до цефалоспоринів ІІІ покоління перевищувала 80 %. Однак формування резистентності впродовж наступних 10 років призвело до відмови від широкого застосування цефалоспоринів ІІІ покоління, необхідності розповсюдженого використання захищених антипсевдомонозних пеніцилінів (піперациліну/тазобактаму, тикарциліну/клавуланату) [169, 170].

Останніми роками проводяться дослідження, присвячені пошукам альтернативних і синергічних методів антимікробної дії. Одним з них є бактеріофаги [171].
Практичний інтерес в зв'язку з цим викликає обробка черевної порожнини лікувальними бактеріофагами. Бактеріофаги відносяться до імунобіологічних препаратів та є вірусами, які розмножуються в клітинах бактерій, з цим пов´язана їх терапевтична дія. Було встановлено, що бактеріофаги (БФ) достатньо швидко поступають в біологічні середовища, діють бактерицидно, сприяють швидкій елімінації збудника з осередку інфекції. БФ не мають протипоказань до застосування і можуть поєднуватися з будь-якими іншими лікувальними засобами [172, 173, 174, 175].

Бактеріофаги, маючи малі (навіть для мікросвіту) розміри, швидко проникають через анатомічні бар'єри. Так, фаги, прийняті орально, вже через декілька годин виявляються в сечі, відокремлюваному ран, бронхолегеневому ексудаті, спинномозковій рідині [176, 177].

При клінічному використанні бактеріофагів встановлений факт поліпшення показників гуморального і клітинного імунітету. З цієї причини деякі автори відносять бактеріофаги до засобів імуноорієнтованої терапії [178, 179].

До теперішнього часу виділені бактеріофаги проти більшості відомих патогенних бактерій, в т.ч. стафілококів, протеїв, кишкової палички і клостридій. Шляхи введення фагів можуть бути різними: їх застосовували місцево (наносили на рану і вводили у вигляді клізм, свічок, а також у вигляді ін'єкцій внутрішньошкірно, внутрішньовенно, внутрішньом'язово, інтрадуоденально, внутрішньочеревно і навіть всередину легенів і в сонну артерію, а також в порожнину перикарду [180, 181, 182]. Фаготерапію використовували при кишкових інфекційних захворюваннях, інфекціях сечовивідних шляхів, різних гнійно–септичних інфекціях.

З 50–х років ХХ в. лікування за допомогою бактеріофагів стало скорочуватися. Це було пов'язано з безліччю обставин: дискредитація методу через використання препарату без урахування біологічних особливостей вірусів, технічними проблемами виробництва, деякими організаційними труднощями. Нерідко відсутність ефекту була пов'язана з інактивацією бактеріофагів неспецифічними факторами резистентності людини (найбільш часто підвищеним рівнем соляної кислоти шлункового соку при прийомі фагів всередину) [183, 184, 185]. Проте головною причиною скорочення використання фагів є відкриття пеніциліну в 1929 р. і інших антибіотиків в 40–60–х роках минулого століття, що володіли широким спектром антимікробної активності.

Звичайно, до бактеріофагових препаратів, так само як і до антибіотиків, можливо виникнення фагорезистентності бактерій, проте вона компенсується надзвичайним еволюційним поліморфізмом бактеріофагів. З безлічі паразитуючих на даному мікробі вірусів завжди можливо знайти альтернативний фаг, патогенний відносно кожного нового штаму бактерії. Крім того, еволюція мікроорганізмів відбувається паралельно еволюції бактеріофагів, які «вчаться обходити» захисні пристосування бактерій. Тому список фагів постійно поповнюється [186, 187, 188].

В умовах поліетіологічності багатьох захворювань, в т.ч. і нозокоміальних інфекційних ускладнень, найдоцільніше використання полівалентних комбінованих бактеріофагів, адаптованих до найбільш вирогідних збудників. Комбінація фагів дозволяє застосовувати її до отримання результатів бактеріологічного дослідження, що вигідно відрізняє комплексні бактеріофаги від монофагів. Останніми роками на тлі значного збільшення об'ємів випуску фагових препаратів створюється ряд нових лікарських форм і прописів комбінацій фагів [189, 190, 191].

Не дивлячись на всі переваги терапії з використанням фагових препаратів, у доступних інструктивних матеріалах з проведення профілактики і лікування хірургічних інфекцій застосування бактеріофагів розглядається не достатньо широко. Головною причиною є обмеження використання і лікування фагами.

Таким чином, застосування бактеріофагів сьогодні є перспективним в умовах зростаючої антибіотикорезистентності збудників гнійно – септичних захворювань, інфекцій і ускладнення ран. Бактеріофаги пригнічують зростання основних збудників гнійної інфекції. Слід зазначити, що фагопрофілактика і фаготерапія хірургічних інфекцій перспективна, і можливо, дозволить кардинально змінити ситуацію, що створилася з антібіотікорезістентністю патогенних збудників. 

Здатність мікроорганізмів формувати резистентність до основних антибактеріальних препаратів породжує високу вирогідність невдачі емпіричної антибіотикотерапії, особливо за умови застосування в більшості випадків загальновідомих схем. В той же час, як свідчить клінічний досвід, тривале використання обмеженого переліку препаратів створює «селективний пресинг антибіотиків», що сприяє глобалізації проблеми антибіотикорезистентності [192, 193, 194]. Аналіз рівнів антибіотикорезистентності вилучених ізолятів дозволяє використовувати ці дані для епідеміологічного аналізу. Для встановлення походження штамів, які циркулюють у стаціонарах, обґрунтована необхідність проведення аналізу рівнів антибіотикорезистентності. Так аналіз рівнів антибіотикорезистентності штамів E. coli в акушерських стаціонарах [195], показав, що 43,8 % штамів були резистентними одночасно до 3 – 12 антибіотиків. Токсична дія антибіотиків, яка посилює поліорганну недостатність, характерну для гострого розлитого гнійного перитоніту, а також відносно низька концентрація в інфікованих тканинах (очеревині) стали основою пошуку нових методів лікування, за допомогою яких можна було б поліпшити результати лікування хворих (ГП).

Дані in vivo і in vitro показали, що активність фагів відносно цих збудників сумісна з активністю найбільш сучасних антибіотиків. Тобто бактеріофаги можна використовувати з іншими засобами антимікробної терапії (включаючи антибіотики) [196, 197].

Ефективність застосування фагів залежить від ступеня їх адаптації з регіонарними варіантами (різні види) бактерій, тому головний недолік фагів полягає в їх строгій специфічності У той же час ніякої корекції між антибіотикорезистентністю і фагорезистентністю не існує, оскільки ці ознаки мають різні генетичні структури і механізми фенотипової експресії [198, 199, 200]. 
Таким чином, в зв'язку з вищевикладеним можливо, що застосування бактеріофагів, активних відносно багатьох мікроорганізмів, виділених у хворих з важкими формами гнійного перитоніту, може істотно підвищити ефективність лікування пацієнтів з вказаною патологією.

1.4. Моніторинг за антибіотикорезистентністю
Особливої актуальності проблема антибіотикорезистентності набуває при лікуванні внутрішньолікарняних інфекцій (ВЛІ), розповсюдження яких стрімко зростає у міру вдосконалення медичних технологій. Істотно розширюється коло критичних станів, які піддаються ефективній терапії. Інтенсивний селективний пресинг антибіотиків обумовлює швидку еволюцію і розповсюдження нових механізмів резистентності в лікувально – профілактичних закладах (ЛПЗ), перш за все у відділеннях реанімації і інтенсивної терапії (ВРІТ) [201, 202]. ВЛІ залишаються однією з гострих проблем сучасної медицини і виникають, у 5 – 7 % хворих, які знаходяться в лікувальних установах [203]. 

Тип та рівень догляду за пацієнтами також впливають на показники розповсюдження полірезистентних мікроорганізмів (ПРМ). Відділення хірургії та інтенсивної терапії можуть характеризуватися більш високими показниками розповсюдження ВЛІ, спричинених ПРМ, в порівнянні з іншими відділеннями.

Показники резистентності до дії антибіотиків також значною мірою залежать від розміру лікарні, а також типу закладу охорони здоров΄я. Частота нозокоміального інфікування, що спричиняється даними патогенами, є низькою в закладах, призначених для тривалого лікування пацієнтів. Проте, інфекції, спричинені ПРМ у цих закладах, можуть стати причиною виникнення серйозних захворювань та смерті пацієнтів [204, 205, 206].

В бактеріологічних лабораторіях лікувальних закладів країн світу накопичено величезний обсяг даних про чутливість мікроорганізмів до антибіотиків, але систематично аналізувати їх дуже незручно. За допомогою примітивних методів не вдається отримати цілісного уявлення про «мікробний пейзаж» стаціонару, чутливість мікрофлори до антибіотиків і намітити можливі шляхи для зниження мікробної резистентності.

ВООЗ, надаючи великого значення цим проблемам, ухвалила рішення про необхідність створення єдиної комп΄ютерної системи нагляду за антимікробною резистентністю (АМР). На жаль цією комп΄ютерною системою у закладах охорони здоров΄я України поки що не користуються [207, 208, 209].

За даними наукової літератури, на сьогодні антибактеріальні препарати займають одну з важливих частин лікарського арсеналу медичних установ України. Від 25 до 35 % усіх госпіталізованих пацієнтів одержують антибіотики за різними показаннями [210, 211].

Успіхи розвинутих країн світу щодо контролю за використанням антибіотиків дозволили дещо зменшити масштаби розповсюдження резистентних штамів у медичних установах. Цього було досягнуто завдяки зусиллям зі створення сучасної і ефективної служби інфекційного контролю в більшості клінік [212, 213, 214].

Незважаючи на актуальність і клінічне значення, проблема антибіотикорезистентності у хірургічних стаціонарах України недостатньо розроблена як в науковому, так і в організаційному плані. Дані щодо етіологічної структури цих інфекцій та їх біологічні властивості, зокрема антибіотикорезистентності відображені лише в окремих наукових роботах.

Зниження частоти післяопераційних гнійно – запальних інфекцій перш за все вимагає отримання даних про найбільш поширених збудників інфекцій, їх чутливості до антимікробних препаратів, а також шляхи розповсюдження інфекції в стаціонарі.

Засобом щодо попередження цих процесів є раціональне використання антибактеріальних препаратів, яке неможливе без мікробіологічного моніторингу, який дає уявлення про етіологічну структуру збудників післяопераційних ВЛІ та їх антибіотикорезистентність у кожному конкретному стаціонарі [215, 216, 217].

Аналіз структури етіологічних факторів післяопераційних гнійно – запальних інфекцій, виділених від хворих в період з 2008–2010 рр. показав, що кількісне співвідношення провідних збудників гнійно–запальних інфекцій як серед грампозитивних, так і грамнегативних умовно-патогенних мікроорганізмів (УМП) залежно від регіону розташування хірургічного стаціонару мають значні відмінності [218, 219, 220].

Серед грамнегативних збудників післяопераційних гнійно–запальних інфекцій на першому місці у досліджуваний період були клінічні штами E.coli, які в загальній структурі УМП становили 14,8±0,09 % (21613 із 146454 штамів), частота виділення яких в стаціонарах окремих регіонів України варіювала у межах від 6,4 до 29,0 % [221, 222].

Значні коливання щодо частоти виділення клінічних штамів E.coli у досліджених хірургічних стаціонарах регіонів України спостерігались також в окремі роки проведеного дослідження.

Отримані дані, дають можливість стверджувати, що у досліджуваний період (2008 – 2010 рр.) у хірургічних стаціонарах України частота виділення клінічних штамів E.coli збільшувалась і за період спостереження з 2008 по 2010 р. зросла на 4,3 % [223, 162].

Отримані результати в значній мірі узгоджуються з даними інших авторів відносно провідних видів УПМ – збудників післяопераційних гнійно-запальних інфекцій в хірургічних відділеннях ЛПЗ, хоча кількісне співвідношення різних груп мікроорганізмів може зазнавати значних коливань. Це свідчить про те, що мікробіологічний моніторинг ВЛІ, який є невід΄ємною складовою частиною системи інфекційного контролю та основою для раціональної антибіотикопрофілактики та антибіотикотерапії, а також ефективні протиепідемічні заходи, необхідно проводити в кожному хірургічному стаціонарі [224, 225, 209]. 

Успіх антибіотикопрофілактики та стартової антибактеріальної терапії гнійно – запальних інфекцій в хірургічних стаціонарах залежить від правильного вибору антибіотика, що вимагає отримання даних про чутливість до антимікробних препаратів найбільш поширених їх збудників. 

Серед факторів, що безпосередньо пов΄язані із розвитком гнійно – запальної інфекції непересічне значення має широке безконтрольне використання у хірургічних стаціонарах антибактеріальних препаратів, в т.ч. широкого спектру дії. Це призводить до формування в стаціонарах резистентних до дії протимікробних препаратів штамів, переважну більшість яких складають УПМ, для яких характерна здатність до формування, накопичення та обміну детермінантами антибіотикостійкості.

Засобом, щодо попередження цих процесів, є раціональне використання антибактеріальних препаратів, яке неможливе без мікробіологічного моніторингу, який дає уявлення про антибіотикорезистентність збудників ВЛІ у кожному конкретному стаціонарі [226, 227].

Важливим механізмом виникнення антибіотикорезистентності є здатність мікроорганізмів синтезувати ферменти, які руйнують антибіотики. Однією з найважливіших проблем, в останні десятиліття, в терапії інфекцій, стала поява ентеробактерій, здатних синтезувати β – лактамази з розширеним спектром дії (БЛРС) [228, 229]. В результаті зміненої хімічної будови БЛРС здатні руйнувати не тільки пеніциліни і цефалоспорини І покоління (які гідролізуються «класичними» β – лактамазами), але й антибіотики, що належать до ІІ і ІІІ покоління цефалоспоринів [230]. З даних літератури відомо, що летальність достовірно вище при інфекціях, які викликані БЛРС – продукуючими бактеріями [231].

Носійство резистентних бактерій, таких, як метицилін – резистентні стафілококи (MRSA),  бета – лактамази розширеного спектру (БЛРС+) Enterobacteriaceae та пневмококів може призвести до інфекції. У доступній літературі факти носійства цих бактерій та пов΄язані з ними інфекції доведені багатьма дослідниками. Так, дослідженням, проведеним в Саудівській Аравії, виявлено БЛРС+ бактерії у фекаліях 26,1 % стаціонарних хворих, 15,4 % амбулаторних пацієнтів, а також 13,1 % досліджених здорових людей. В дослідженні, що проведено в Іспанії, загальна поширеність носійства штамів Enterobacteriaceae, що виробляють БЛРС, серед здорових людей знаходиться на рівні 6,6 % (досліджено 948 осіб) [232, 233, 234, 214].

Поширеність штамів E.coli, які виробляють БЛРС при позалікарняних інфекціях сечовивідних шляхів складає 7,9 % в Туреччині та 34,4 % в Індії [235, 236, 237, 238].

Взаємодія організму хазяїна (пацієнта), мікроорганізму і навколишнього середовища складає основу епідеміології інфекційних хвороб. Коли йдеться про ВЛІ, взаємодія між пацієнтом, збудниками цих інфекцій і внутрішньолікарняним середовищем, що включає, перш за все, різні лікувальні і діагностичні процедури, визначає вирогідність розвитку інфекції. У природних умовах закономірності епідемічного процесу (ЕП) обумовлені еволюційно сформованим характером взаємодії між макро- і мікроорганізмами. ЕП у хірургічних стаціонарах розвивається також відповідно до еволюційно обумовлених закономірностей і суттєво не відрізняється від розвитку ЕП поза стаціонаром, коли йдеться про «класичні» інфекційні хвороби [239, 240].

В умовах хірургічного стаціонару той же ЕП розвивається більш інтенсивно у зв΄язку з наявністю значної кількості пацієнтів з послабленим імунітетом, що пов΄язане з основним захворюванням, а також більш тісним контактом з можливим джерелом збудника. Крім того, у стаціонарах створюються додаткові, штучно створені шляхи передачі збудника ВЛІ, що обумовлено неминучими та необхідними для лікування пацієнта хірургічними втручаннями та іншими медичними маніпуляціями.

Таким чином, активні медичні втручання (хірургічні операції, діагностичні та лікувальні маніпуляції) призводять до того, що вхідні ворота інфекції та первинна локалізація збудника в організмі хворого не пов΄язані з механізмом передачі, яка склалась еволюційно [241, 242].

Локалізація збудника ВЛІ та шляхи його передачі у хірургічному стаціонарі мають особливості, які не притаманні іншим інфекціям, спричиненим збудниками «класичних» інфекційних захворювань. Сукупність цих особливостей призводить до того, що у хірургічних стаціонарах ЕП в основному формується за рахунок не патогенних, а умовно–патогенних мікроорганізмів (УПМ), інфікування якими відбувається через хірургічну рану [243, 244].

Епідемічний процес ВЛІ у хірургічних стаціонарах, пов΄язаний з УПМ, які входять до складу постійної мікрофлори тіла, як правило, починається з ендогенної інфекції, потім передається від одного пацієнта іншому через руки медичного персоналу, різні медичні інструменти та обладнання.

Збудники ВЛІ у хірургічному стаціонарі передаються, в основному, контактним, інструментальним та повітряно – крапельним (менше) шляхами. Таким чином, руки виконують роль провідного фактора передачі інфекції. У такій, ніби вторинній, екзогенній інфекції формується госпітальний штам, що володіє стійкістю до антибіотиків та антисептиків, які використовуються у стаціонарі, або іншими факторами патогенності.

Мікроорганізми здебільшого стають причиною ВЛІ серед хірургічних хворих за умови наявності зниження їх імунокомпетентності. Головним ланцюгом у захисті від збудників ВЛІ є власні імунні механізми пацієнтів, порушення яких сприяє розвитку післяопераційних гнійно – запальних процесів [245, 246, 247].

Нормальна мікрофлора людини, яка має значення для підтримання особистого здоров΄я, у певних умовах може відігравати важливу роль у виникненні інфекційного захворювання.

Ентеробактеріями можуть бути контаміновані медичні інструменти, що використовуються під час хірургічних втручань та інших медичних процедур. Найчастіше резервуаром ентеробактерій в організмі людини є шлунково – кишковий тракт, для якого ці мікроорганізми є частиною мікробіоценозів. За літературними даними, Enterobacter spp. колонізує кишечник до 40 – 80 % здорових людей і після використання цефалоспоринів частота ректальної колонізації значно збільшується [248, 249, 250].

Поява β – лактамаз широкого спектру дії є результатом точкових мутацій, що відбуваються в ТЕМ і SHV–генах. Дані ферменти, гідролізують пеніциліни, цефалоспорини і монобактами, що є причиною стійкості до β – лактамних антибіотиків. Тому, не дивлячись на чутливість штамів – продуцентів   БЛРС до цих антибіотиків в умовах in vitro, їх все одно необхідно вказати як стійкі. Бактерії – продуценти БЛРС є в основному причинами внутрішньолікарняних інфекцій (ВЛІ). Відомо, що значна частина інфекцій кровотоку, що часто зустрічаються у відділеннях інтенсивної терапії, викликаються K. pneumoniae, які синтезують БЛРС. Висока частота зустрічаності БЛРС є причиною утруднень при терапії і підвищує ризик захворюваності і летальності [52, 251, 252, 253].

Бактерії, що продукують БЛРС в окремих випадках, виявляються резистентними до карбапенемів. Проте, в результаті емпіричного і нераціонального застосування карбапенемів в клініках, збільшуються витрати на лікування і бактерії набувають стійкості до даних антибіотиків [254, 255].

Враховуючи здатність до тривалого виживання на об΄єктах лікарняного середовища, ризик нозокоміальної передачі пацієнтам резистентних мікроорганізмів – збудників гнійно–запальних інфекцій, зростає необхідність вивчення особливостей поширення цих мікроорганізмів, що необхідно для розробки та впровадження ефективних заходів. Це сприятиме зменшенню випадків ВЛІ, ризику утворення резистентних штамів бактерій, фінансових витрат, необхідних для лікування післяопераційних інфекцій та підвищенню ефективності лікування пацієнтів [256, 257, 258].

Знання складу і біологічної активності патогенної і умовно – патогенної мікрофлори, що викликає перитоніт, сприяє раціональному і обгрунтованому антибактеріальному лікуванню як в період підготовки до операції, так і післяопераційний період, що дозволить уникнути ускладнень захворювання і поліпшити результати лікування.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЬ

2.1. Загальна характеристика штамів

У роботі було використано 94 штами (клінічні, музейні та референтні). Клінічні штами були отримані в КЗОЗ «Обласна дитяча клінічна лікарня» (25 штамів), ізольованих з черевної порожнини дітей хворих на перитоніт, ДУ «Інститут загальної та невідкладної хірургії НАМН України» (25 штамів) від дорослих хворих на перитоніт, 25 штамів – з кишечнику умовно здорових людей; 19 музейних штамів з ДУ «Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова НАМН України».
2.2. Матеріали для досліджень

Ідентифікацію E.coli проводили згідно чинної нормативно – методичної документації [259, 260] Для ідентифікації використовували систему індикаторну бумажну [ФГУП «НПО«Микроген» Н.Новгород, Россия]. При дослідженні користувались селективними та диференційно – діагностичними середовищами, виробництва Hi Media, [India].
Приготування поживних середовищ здійснювалось у відповідності з вимогами [261].

Контроль якості поживних середовищ проводили за рекомендаціями фірм-виробників, які викладено у сертифікатах до продукції, а також за інформаційним листом [262].

Приготування суспензій мікроорганізмів із визначеною концентрацією мікробних клітин проводили за шкалою McFarland з використанням електронного приладу Densi-La-Meter (PLIVA-Lachema Diagnostika, Чехія) згідно з інформаційним листом [263].

Чутливість штамів E.coli до цефалоспоринів: цефазолін, цефалексін, цефамандол, цефуроксим, цефтриаксон, цефотаксим, цефепім; фторхінолонам: ципрофлоксацин, офлоксацин, пефлоксацин, гатифлоксацин, норфлоксацин, левофлоксацин; аміноглікозидам: гентаміцин, нетилміцин, нетроміцин, амікацин; пеніциліни: ампіцилін, амоксицилін, пиперацилін, ампіциліну/клавуланат, амоксициліну/сульбактам, пиперациліну/тазобактам; тетрацикліни: тетрациклін, доксициклін; поліміксини: поліміксин; нітрофурани: нітрофурантоїн, фурамаг; хлорамфенікол; ко-тримаксозол визначали на середовищі Мюллер–Хінтон Hi Media, (India) з використанням стандартних комерційних дисків Hi Media, (India).

Як тест–культури використовувались референтні штами бактерій: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, одержані з філії музею мікроорганізмів ДУ “ІМІ ім. І.І. Мечникова АМН України”.

Для відтворення експерименту використовували клінічний штам Escherichia coli, виділений від дорослих хворих на перитоніт  та  референтний штам Escherichia coli ATCC 25922.

Матеріалом для біохімічних досліджень служила свіжа сироватка крові експериментальних тварин. Забір крові здійснювали з хвостової вени без антикоагулянта на першу і третю добу від моменту початку лікування.
Матеріалом для морфологічного дослідження були фрагменти черевної стінки (парієтальний листок очеревини) і стінки товстого кишечника (вісцелярна очеревина), висічених після виведення тварин з експерименту. Крім того, в експериментальних тварин видаляли серце, печінку, селезінку. 
Після макроскопічного оцінювання із вищезазначених органів вирізували стандартні шматочки, потім матеріал фіксували в 10 % водному розчині нейтрального формаліну та після спиртної проводки піддавали парафіновій проводці. Готували серійні зрізи завтовшки 4–5х10-6м. Оглядові препарати, забарвлені гематоксиліном та еозином, використовували для загального оцінювання стану досліджуваних тканин і макрофотографування.
Усі маніпуляції на тваринах здійснювали під наркозом відповідно з міжнародними вимогами до проведення експериментів на тваринах. Експерименти проведені у віварії ХНМУ.

Для ретроспективного аналізу збір інформації проводили за 10 років в бактеріологічній лабораторії ДУ «Інститут загальної та невідкладної хірургії АМН України» м. Харкова. Було обстежено 1186 хворих, із них 886 чоловік та 300 жінок у віці від 18 до 75 років, за період з 2000 по 2010 роки. Матеріалом для бактеріологічного дослідження були черевний ексудат, асцитична рідина, гнійні виділення післяопераційних ран, кров, мезентеріальні лімфовузли, мазки з дренажів, вміст абсцесів, порожнини позачеревного простору та холедоху. 

Данні про реєстрацію препаратів на Україні.

Бігафлон (гатифлоксацин) – реєстраційне посвідчення № UA/4554/01/01 від 30.07.09 («Юрія – Фарм», Україна, м. Київ);

Аміцил (амікацин) – реєстраційне посвідчення № UA/1036/01/03, № UA/1036/01/04 від 03.11.2009 ( «ARTERIUM», Україна, м. Київ);

Бактеріофаг колі-протейний рідкий – сертифікат про державну реєстрацію № 161/08 – 300200000 від 19.03.08 («Мікроген» Росія, м. Нижній Новгород) .

Колі – бактеріофаг рідкий - сертифікат про державну реєстрацію № 550/11 – 300200000 від 15.08.11 («Мікроген» Росія, м. Перм) .

2.3. Мікробіологічні методи

Ідентифікація мікроорганізмів. Ідентифікацію здійснювали за морфологічними, тінкторіальними, культуральними, біохімічними властивостями загальноприйнятими методами [264].

Приготування суспензій монокультур мікроорганізмів. Приготування суспензій мікроорганізмів із визначеною концентрацією мікробних клітин проводили за шкалою McFarland з використанням електронного приладу Densi-La-Meter (PLIVA-Lachema а.s., Чехія) згідно з інструкцією до приладу. З поверхні агарових середовищ стерильним фізіологічним розчином змивали культури та доводили до необхідної, для проведення дослідів, кількості одиниць оптичного стандарту щільності за McFarland. Число живих мікроорганізмів (КУО) визначали методом серійних розведень із подальшим висівом на відповідні поживні середовища. Була використана запропонована методика приготування суспензій мікроорганізмів із визначеною концентрацією [263].

Методи визначення чутливості до протимікробних препаратів. Визначення чутливості вилучених культур мікроорганізмів до протимікробних препаратів проводили диско–дифузійним методом Bauer–Kirbi з використанням комерційних дисків [265]. Виділення, ідентифікацію і визначення чутливості виділених культур до антимікробних препаратів було проведено в лабораторії  медичної мікробіології з музеєм мікроорганізмів ДУ «Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова» за адресою м. Харків, вул. Пушкінська, 14 –16, атестат акредитації № 100 – 071/2012 від 28.03.12. 

Метод визначення чутливості до колі- та колі-протейного бактеріофагу.

Вивчення чутливості досліджуваних культур до колі- та колі-протейного бактеріофагу проводили згідно: Способу определения фагочувствительности путем посева выделенных культур возбудителей на плотные питательные среды и дальнейшего нанесения соответствующего бактериофага [266]. До «фагочутливих» віднесено штами, які мали показники лізису CL, SCL та +++, до «помірночутливих» – штами із зоною лізису (++, +), до стійких – із зоною (0).

Вивчення адгезивної активності бактерій. Здатність E.coli до адгезії досліджували методом гемадгезії на формалізованих еритроцитах людини 0 (I) групи крові резус–позитивної (Бріліс В.І., 1986). При оцінці адгезивних властивостей мікроба використовували такі критерії: середній показник адгезії (СПА), коефіцієнт адгезії (КА) та індекс адгезивності мікроорганізмів (ІАМ). Щодо критеріїв оцінки адгезивних властивостей, то мікроорганізм вважають неадгезивним при ІАМ ≤ 1,75; низькоадгезивним при ІАМ від 1,76 до 2,5; середньоадгезивним при ІАМ від 2,51 до 4,0; та високоадгезивним при ІАМ більш ніж 4,0 [267].

Визначення ферментативної активності мікроорганізмів. У межах дослідження визначали здатність мікроорганізмів продукувати желатиназу, казеїназу, фібринолізин, гемолізини.

Для визначення желатиназної активності використовували прискорений метод за допомогою фотоплівки в рідкому поживному середовищі [268]. 
Визначення казеїнолітичної активності проводили на середовищі з 1 % розчином казеїну, шляхом внесення в лунки діаметром 5–7 мм густої суспензії вивчаємих культур [268, 269]. 

Фібринолітичну активність E.coli визначали на плазмо – агаровому голодному середовищі [268].

Гемолітичну активність визначали на агарових середовищах із додаванням 5 % дефібринованої крові людини [268, 269]. 

Для контролю ферментативної активності ставили позитивні та негативні контролі з референтними штамами.

Синхронізація активності культур перед проведенням дослідів досягалася одноразовим впливом низької температури (4 0С) упродовж 30 хвилин [270]. 
Вивчення фагоцитарної активності лейкоцитів. Після розрахунку інфікуючої дози (5×108 мікробних тіл на мишу) здорових мишей розподілили на 9 груп для проведення експериментальної частини. Всього в дослідах було використано 750 мишей. І – а група (порівняння, неліковані) тварини (83 тварини), 2 – а група, яка отримувала амікацин в дозі 0,2 мг/кг (83 тварини). 3 – я група де тварини отримували гатифлоксацин в дозі 0,25 мг/кг (83 миші). 4 – а група тварин, яким вводили колі- або колі-протейний бактеріофаг (83 миші). 5–а група тварини отримувала комбінацію амікацину та гатифлоксацину (80 мишей). 6–а група, яка отримувала амікацин з колі- або колі-протейним бактеріофагом (0,03 мг/кг) (83 миші) . 7 – а група тварин, які отримували гатифлоксацин та колі- або колі-протейний бактеріофаг (83 миші). 8 – а дослідна група, яка отримувала амікацин, гатифлоксацин та колі- або колі-протейний бактеріофаг (83 миші). 9 – а група дослідні тварини групи контролю, які отримували 0,9 % фізіологічний розчин (83 миші). Дослідження гістологічних, гематологічних, фагоцитарної активності лейкоцитів та біохімічних показників у лабораторних тварин проводили на 1 – у, 3 – ю та 5 –у добу. Препарати вводили внутрішньоочеревно щоденно (1 раз на добу) протягом 5 діб. Визначення клінічної ефективністі комбінованого застосування  антибіотиків з бактеріофагом у лабораторних тварин проводили на 1-у, 3-ю, 5-у добу під час лікування.
Визначення фагоцитарної активності лейкоцитів проводили за методом В.М. Бермана з урахування фагоцитарного числа, фагоцитарного індекса та коефіцієнту завершеності фагоцитозу [271].

Для проведення експерименту піддослідних тварин витримували на звичайному харчовому раціоні з вільним доступом до води по 10 особин в стандартних клітках. Досліди здійснювали відповідно до національних «Загальних етичних принципів дослідів на тваринах» (Україна, 2001), які узгоджуються з положеннями «Європейські конвенції про захист хребетних тварин, використовуваних для експериментальних і інших наукових цілей» (Страсбург, 18.03.1986 р.). виведення тварин з експерименту проводили шляхом миттєвої дислокації.

2.4. Біохімічні методи

C–реактивний білок (СРБ) проводили напівкількісно імунотурбодіметричним методом, за допомогою набору реактивів фірми «Філісіт – Діагностика» (м. Дніпропетровськ, Україна) відповідно до інструкції набору [272]. Слабопозитивною вважалася проба в якій рівень показника СРБ знаходився в межах 6–15 мг/л. Позитивною – перевищував 15 мг/л. При концентрації СРБ в досліджуваних зразках менше 6 мг/л проба вважалася негативною.
Cеромукоїди визначали імунотурбодіметричним методом, за допомогою набору реактивів фірми «Філіст – Діагностика» (м. Дніпропетровськ, України) відповідно до інструкції набору [273].
2.5. Моделювання перитоніту у лабораторних тварин

Дослідження проводили in vivo на моделі перитоніту у мишей лінії BALB/c з масою 18 – 20 г, який викликали шляхом внутрішньочеревного введення 10 % суспензії стерильних фекалій мишей з добовою культурою E.coli АТСС 25922 (референтний штам), а також було проведено експеримент з клінічним штамом E.coli (5×108 мікробних тіл на мишу). Стерильність фекальних мас досягалась шляхом їх автоклавування при t=132о С 60 хв. Відсутність спорової культури підтверджувалась посівом на поживні середовища та мікроскопією (подано патент) [274, 275, 276]. 
2.6. Гістологічні методи

Гістологічні методики виконані за прописами, викладеними в керівництві з гістологічної техніки та гістохімії  [277]. 
З метою об'єктивізації одержаних даних при проведенні порівняльної характеристики в досліджуваних групах використовували напівкількісний метод оцінки морфологічних змін, що виявляються. Оцінка проводилася за бальною системою залежно від вираженості тих або інших морфологічних змін: від «-» до «++++».
Гістологічні дослідження та мікрофотографування проводили на мікроскопі Olympus BX – 41.
Морфологічні дослідження виконані в ЦНДЛ ХНМУ. 

2.7. Гематологічні показники

Мазки крові фіксували в метиловому спирті (3 – 5 хвилин) і фарбували азур – еозином ІІ (8 – 10 хвилин) (Любина А.Я., 1984). Потім мікроскопіювали [278].

Вивчали клінічні показники гемограми: кількість еритроцитів, величина ШОЕ, вміст гемоглобіну, лейкоцитарна формула. Данні, які були отримані при вивченні цих показників в кожній дослідній групі тварин порівнювались з показниками контрольної групи.

2.8. Статистична обробка результатів досліджень

Статистичну обробку даних здійснено методами варіаційної статистики. Розраховано значення середніх величин і стандартного квадратичного відхилення (M±d) для параметричних величин і частоту, з якою зустрічаються ознаки, для непараметричних величин. Порівняння величин проведено за допомогою  метода Стьюдента. Вірогідним вважалися відмінності з рівнем значущості (p<0,05).
Обробка результатів досліджень виконувалась на персональному комп’ютері за допомогою комп’ютерних програм Microsoft Excel 2003, «Biostat-6» [279, 280, 281, 282].
РОЗДІЛ 3

РЕТРОСПЕКТИВНИЙ АНАЛІЗ ЗАХВОРЮВАННОСТІ НА ІНТРААБДОМІНАЛЬНІ ІНФЕКЦІЇ

В даний час абдомінальну хірургічну інфекцію прийнято розглядати як сукупність певних нозологічних форм, що відображають ускладнену течію гострих хірургічних захворювань і пошкоджень, так чи інакше – з позиції єдиної клінічної проблеми перитоніту. Останніми роками стали виявлятися чинники, здатні визначити перспективні тенденції і зміни в дослідницьких і практичних підходах до проблеми перитоніту. Проведені дослідження останніх років присвячені перитоніту, дозволили сформувати нові поняття в даній проблемі. У клінічній етіології перитоніту стали виділяти не тільки його вторинні форми, що розвиваються у відповідь на появу в черевній порожнині джерела інфекції, але також первинні і третинні перитоніти. Серед трьох позначених форм первинні перитоніти складають від 1 до 5 % [283, 284, 285, 286]. Частота третинних перитонітів – близько 10 %, а летальність при них досягає 60 –70 % [285, 287, 288].

Провідними мікроорганізмами в етіології ІАІ є грамнегативні бактерії, здебільшого це ентеробактерії (Esсherichia coli, Proteus spp., Klebsiella spp. і ін.), Pseudomonas aeruginosa та неспороутворюючі анаероби  (Bacteroides fragilis). Частота грампозитивних мікроорганізмів спостерігається менш ніж в 30 % випадків. При післяопераційних перитонітах, які розвинулися в умовах стаціонару, виділяються госпітальні полірезистетні штами Acinetobacter spp., Enterobacter spp., та ін. При первинному перитоніті виділяються E. coli, Klebsiella pneumoniae, пневмококи, стрептококи, але частіше збудник залишається невстановленим [289, 290, 291].

При проведеному нами ретроспективному аналізі було встановлено, що питома вага перитонітів в структурі інтраабдомінальних інфекцій складала 9,8 %. Отримані нами дані співпадають з даними інших дослідників [292].

Результати ретроспективного аналізу інтраабдомінальних інфекцій за нозологічними одиницями надано у табл. 3.1.

Таблиця 3.1

Структура інтраабдомінальних інфекцій

	№ п/п
	Нозологічна одиниця
	Кількість хворих
	M±m

	
	
	Абс
	%
	

	1.
	Апендицити
	218 
	18,4
	1,12

	2.
	Панкреатити, холецистити
	215 
	18,1
	1,11

	3.
	Виразкова хвороба
	140 
	11,8
	0,93

	4.
	Внутрішньочеревні абсцеси
	169 
	14,2
	1,01

	5.
	Гостра кишкова непрохідність
	60 
	5,0
	0,63

	6.
	Перитоніти
	116 
	9,8
	0,86

	7.
	Поранення і травми черевної порож.
	29 
	2,4
	0,44

	8.
	Дивертикули та грижі
	52 
	4,38
	0,59

	9.
	Новоутворення 
	187 
	15,8
	1,06


Встановлено достатньо широкий спектр мікроорганізмів, що був представлений 1021 ізолятами 20 видів мікроорганізмів. Слід відмітити, що серед збудників гнійно – запальних процесів органів черевної порожнини переважала грамнегативна мікрофлора(рис.3.1). Лише при виразковій хворобі шлунка, частота грамнегативних мікроорганізмів була значно нижче і складала 6,2±1,0 %. 
Співвідношення представників грамнегативної мікрофлори, що колонізували черевну порожнину надано у табл.3.2. 

Таблиця 3.2

Мікробний спектр грамнегативної мікрофлори при інтраабдомінальних інфекціях
	Нозологічна

одиниця
	E. coli
	P.aeruginosa
	K.pneumonia
	P.vulgaris
	P.mirabilis
	P. morganii
	Enterobacter
	Acinetobacter
	E.aerogenus
	E.cloaceae

	
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	Абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21

	Апендицити
	41
	10,7

±1,6
	10
	6,5

±2,0
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	4
	12,1±5,7
	2
	100,0

	Панкреатити, холецистити
	73
	19,1

±2,0
	39
	25,5

±3,5
	1
	14,2

±13,2
	4
	14,3

±6,6
	1
	50,0

±35,4
	1
	100,0
	1
	100,0
	-
	
	10
	30,3±8,0
	-
	

	Виразкова хвороба
	24
	6,3

±1,2
	10
	6,5

±2,0
	1
	14,2

±13,2
	1
	3,6

±3,5
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	2
	6,1

±4,2
	-
	

	Внутрішньочеревні абсцеси
	72
	18,8

±2,0
	31
	20,3

±3,3
	2
	28,6

±17,1
	9
	32,1

±8,8
	1
	50,0

±35,4
	-
	
	-
	
	-
	
	6
	18,2±6,7
	-
	

	Гостра кишкова непрохідність
	24
	6,3

±1,2
	6
	3,9

±1,6
	1
	14,2

±13,2
	1
	3,6

±3,5
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	4
	12,1±5,7
	-
	


Продовження таблиці 3.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21

	Перитоніт
	50
	60,9±5,3
	26
	31,7±5,1
	1
	14,2

±13,2
	5
	21,0±7,8
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	

	Поранення і травми черевної порожнини
	11
	2,9

±0,8
	10
	6,5

±2,0
	-
	
	2
	7,1

±4,8
	-
	
	-
	
	-
	
	1
	100,0
	1
	3,0

±3,0
	-
	

	Дивертикули і грижі
	19
	5,0

±1,1
	5
	3,3

±1,4
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	1
	3,0

±3,0
	-
	

	Новоутворення
	68
	17,8±1,9
	16
	10,5±2,5
	1
	14,2

±13,2
	6
	21,4±7,7
	-
	
	-
	
	-
	
	-
	
	5
	15,1±6,2
	-
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Рис. 3.1. Загальне співвідношення грампозитивної і грамнегативної мікрофлори при інтраабдомінальних інфекціях
Як видно з табл. 3.1. до основних представників грамнегативної мікрофлори належали мікроорганізми родини Enterobacteriaceae, частка яких в мікробному біоценозі складала (71,2±3,5) %. Слід відмітити, що серед ентеробактерій найчастіше виділялись Escherichia coli (62,6±1,9) %, з представників неферментуючих грамнегативних бактерій – P.aeruginosa, (25,0±1,7) %. Мали місце поодинокі випадки виділення P.mirabilis, P. morganii, Enterobacter та Acinetobacter.

Встановлено, що серед представників грампозитивної мікрофлори, що були  ізольовані з черевної порожнини домінували мікроорганізми роду Staphylococcus, на їх частку припадало (59,2±3,7) % випадків. За видовим складом стафілококи розподілялись таким чином: S.aureus – (32,0±6,2) %, коагулазонегативні стафілококи (KNS) – (68,0±4,3) %. KNS представлені видами S.epidermidis (92,4±2,5) % та S. saprophyticus (7,6±10,0) %.

Із значно меншою частотою виділявся E.faecium – (12,6±10,0) %. Слід відмітити, що у (29,6±4,9) % випадків було виділено мікроорганізми роду Enterococcus, з домінування виду E.faecalis (82,7±4,5) % випадків. 

Мікробний спектр грампозитивної мікрофлори при різних нозологічних формах надано у табл.3.3.

Таблиця 3.3

Мікробний спектр грампозитивної мікрофлори при інтраабдомінальних інфекціях
	Нозологічна одиниця
	Enterococcus spp.
	Staphylococcus spp.
	Streptococcus spp.
	Micrococcus
	C. albic
ans

	
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m
	абс
	M+m

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Апендицити
	6
	6,9±2,7
	30
	17,1±2,8
	1
	20,0±17,9
	-
	
	1
	4,3±4,2

	Панкреатити, холецистити
	19
	22,0±4,4
	33
	18,8±2,9
	2
	40,0±22,0
	-
	
	3
	13,0±7,0

	Виразкова хвороба
	8
	9,2±3,1
	30
	17,1±2,8
	-
	
	3
	75,0±21,6
	7
	30,4±9,6

	Внутрішньочеревні абсцеси
	14
	16,1±4,0
	24
	13,7±2,6
	1
	20,0±17,9
	1
	25,0±21,6
	4
	17,4±7,9

	Гостра кишкова непрохідність
	3
	3,4±1,9
	6
	3,4±1,4
	-
	
	-
	
	-
	

	Перитоніт
	10
	11,5±3,4
	12
	6,8±1,9
	-
	
	-
	
	3
	13,0±7,0


Продовження таблиці 3.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Поранення і травми черевної порожнини
	2
	2,3±1,6
	7
	4,0±1,5
	1
	20,0±17,9
	-
	
	-
	

	Дивертикули і грижі
	5
	5,7±2,5
	4
	2,3±1,1
	-
	
	-
	
	-
	

	Новоутворення
	20
	23,0±4,5
	28
	16±2,8
	1
	20,0±17,9
	-
	
	5
	21,7±8,6


Виділені мікроорганізми зустрічалися як в монокультурі, так і в асоціаціях. Мікроорганізми в монокультурі висівались в (85,0±1,4) % випадків.

Встановлено, що асоціації мікроорганізмів складали (15,3±1,2) %. На долю двокомпонентних асоціацій припадало (91,7±2,6) %, трьохкомпонентних (8,3±8,7) %. Двокомпонентні асоціації при різних нозологічних одиницях мали різний склад. Частіше за все вони були представлені E.coli та S.epidermidis, S.aureus чи E.faecalis, або E.coli та  P.aeruginosa чи E.coli та E.aerogenus.

Аналіз мікробного складу при перитоніті показав, що основними представниками мікрофлори були: E. coli на її частку припадало (60,9±5,4) % випадків, з представників неферментуючих грамнегативних бактерій – P. aeruginosa (31,7±5,2) %. Мав місце одиничний випадок виділення K. pneumonia (14,2±13,2) %. Також було виділено (21,0±7,8) % представників роду Proteus (а саме P.mirabilis та P.vulgaris).

Грампозитивна мікрофлора була представлена родом Staphylococcus та Enterococcus. За видом та складом стафілококи розподілялись таким чином S. aureus та S.epidermidis, який є коагулазонегативним, були у рівному співвідношенні (27,3±9,5) %. Слід відмітити, що в (27,3±9,5) % було виділено представників роду Enterococcus, з домінуванням виду E.faecalis – 23,0±9,0 %.

З´ясовано, що при перитоніті також переважала грамнегативна мікрофлора, що показано на рис. 3.2. 

Встановлено, що частіше при перитоніті виділялись двокомпонентні асоціації – 78,0±5,6 %, з яких (38,1±7,5) % було представлено E. coli з представниками роду Enterococcus: (28,6±7,0) % E. coli + E. aerogenus та (9,5±4,5) % - E. coli + E.faecalis. Асоціації E. coli з неферментуючими представниками грамнегативних бактерій (P. aeruginosa): P. aeruginosa + E. aerogenus, P. aeruginosa + C. albicans, а також E. coli + P. vulgaris, E.faecalis + E. aerogenus, мали однакову частку в структурі перитоніту і складали по (9,5±4,5) % випадків.

Слід відмітити, що трьохкомпонентні асоціації такі як E. coli + P. aeruginosa + Streptococcus spp.; E. coli + P. aeruginosa +  Enterobacter; E. coli + P. aeruginosa + P. vulgaris; E. coli + P. aeruginosa + K. pneumonia мали по (25,0±12,5) %. Встановлено, що на долю трьохкомпонентних асоціацій приходилось (22,2±5,6) % випадків.
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Рис. 3.2. Співвідношення грампозитивної і грамнегативної мікрофлори при перитоніті


Таким чином встановлено, що частка перитонітів в структурі ІАІ складала 9,8 %. Встановлено, що серед збудників ІАІ переважала грамнегативна мікрофлора – 71,2 %, а при перитонітах – 78,8 %. Серед грамнегативної мікрофлори в структурі ІАІ переважала E.coli на її частку припадало 62,6 %, а при перитоніті – 60,9 %.

Наукові результати розділу опубліковано в роботах:

Етіологічна роль умовно – патогенних мікроорганізмів при інтраабдомінальних інфекціях / А.Я. Циганенко, Н.І. Коваленко, Л.С. Габишева, О.Ю. Косілова // Медицина сьогодні і завтра. – 2012. – №1(54). – С. 6 – 10. 

РОЗДІЛ 4

ВИВЧЕННЯ БІОЛОГІЧНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ТА АНТИБІОТИКОЧУТЛИВОСТІ E.COLI ВИДІЛЕНОЇ У ХВОРИХ З ПЕРИТОНІТАМИ

4.1. Фактори патогенності штамів E.coli 

Одним з постійно перебуваючих мікроорганізмів в кишковому біоценозі є ешеріхії. У нормі ешеріхії складають близько 1 % загальної бактеріальної біомаси, локалізованої у кишковому тракті людини. Кількість E.coli у фекаліях становить від 107 до 109 КУО/г, їх співвідношення з представниками анаеробної мікрофлори складає 1:100-1000. Гемолітичні ешеріхії у здорових людей, як правило відсутні, а частка варіантів зі слабо вираженими ферментативними властивостями не перевищує 5-20 %. 
Ешеріхії беруть участь у формуванні як пристінкової (резидентної), так і просвітної (фекальної) мікрофлори. Пристінкові ешеріхії інтимно зв´язані із слизовою оболонкою кишечнику, що забезпечується відповідними специфічними адгезивними факторами [302]. 

Дана група мікроорганізмів здатна викликати інфекції кишкової та позакишкової локалізації. Серед інфекцій позакишкової локалізації, які здатна викликати кишкова паличка, розрізняють інфекції сечовивідних та дихальних шляхів, інтраабдомінальні, шкіри і м΄яких тканин, а також генералізовані [144]. Такі інфекції виникають екзогенно, або ендогенно, за рахунок штамів, що колонізують кишечник. 
Під факторами патогенності розуміють пристосовні механізми збудників інфекційних хвороб. Перш за все, слід визначитися з такою фундаментальною властивістю бактерій, як патогенність. 

Наявність факторів патогенності у мікроорганізмів має велике значення для оцінки етіологічної значущості. 

Для дослідження факторів патогенності E.coli нами проведено: визначення протеолітичної, желатиназної, гемолітичної, фібринолітичної активності, а також адгезивних властивостей.

Було встановлено, що всі досліджувані штами E.coli, в кількості 94, мали протеолітичну активність. При цьому високого ступеню протеолітичної активності не було виявлено. Всі клінічні та музейні штами були слабо активними. 

Окрім вище розглянутих біологічних властивостей у одержаних бактерій визначали і фібринолітичну активність. Цей фактор патогенності спрямований на розчинення фібрину, що обмежує місцеве запальне вогнище, і тим самим сприяє генералізації патологічного процесу.

При дослідженні на фібринолітичну активність всі клінічні штами, та виділені від умовно здорових людей мали негативний результат. Це співпадає з даними літератури за якими штами E.coli  не мають здатності до фібринолітичної активності [293]. 

При вивченні факторів патогенності велике значення надають гемолітичній активності. Вона пов'язана з цитотоксичністю, при цьому лізуюча спрямованість, не обмежена дією тільки на еритроцити, а розповсюджується також і на інші типи клітин. Здатність багатьох штамів E.coli викликати гемоліз еритроцитів людини і тварин пов'язана з наявністю в клітинах генів α–гемолізина, що є основним чинником патогенності E.coli. Гемолітичну активність проявляють термолабільні токсини, позаклітинний β–гемолізин і ентерогемолізин, що локалізується в зовнішній мембрані бактеріальної клітини, а також цитолізин А. Вони «буравлять» плазмалему не тільки еритроцитів, але і інших клітин, в т.ч. фагоцитів роблячи їх нежиттєздатними.

З літературних джерел відомо, що штами  E.coli позакишкової локалізації мають плазмідний α – гемолізин [294, 295]. Штами які продукують цитотоксин, резистентні до хіміотерапевтичних препаратів і відносяться до особливо небезпечних [296].

Нами була вивчена гемолітична активність у штамів E.coli виділених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, а також музейних і штамів виділених від умовно здорових людей (група порівняння).

При аналізі результатів по визначенню гемолітичної активності у вилучених штамів E.coli (n=94) встановлено що 4 (4,2±2,0) % штами виділені від дорослих виявились здатними продукувати α – гемолізин.

У всих клінічних штамів E.coli, які були вилучені від дітей та дорослих, а також музейних і виділених від умовно здорових людей виявлено здатність до желатиназної активності. Встановлено, що 4 (16,0±7,3) % штамів вилучених від дорослих мали різко позитивну желатиназну активність, з позитивним результатом – 10 (40,0±9,7) %. Також були виявлені і слабо активні штами – 5 (20,0±8,0) %. У 6 (24,0±8,5) % штамів ми отримали негативний результат. 

При дослідженні музейних штамів E. coli встановлено, що з різко позитивною желатиназною активністю були 2 (10,5±7,0) % штами, позитивну активність мали – 13 (68,4±10,6) % штамів. Також були штами зі слабою желатиназною активністю 4 (21,0±9,3) % та такі, що мали негативний результат – 1 (5,2±5,0) % штам. Слід відмітити, що штами E. coli вилучені від дітей не мали різко- та слабо позитивної желатиназної активності, але мали місце 2 (8,0±5,4) % випадки в яких штами давали позитивний результат через 48 годин, що свідчить про слабку желатиназну активність. Переважну кількість складали штами E. coli, що мали позитивну желатиназну активність 22 (88,0±6,4) %. Серед досліджуваних штамів 1 (4,0±3,9) % виявився з негативним результатом.

При аналізі желатиназної активності у штамів, виділених від умовно здорових людей (група порівняння): позитивних штамів виявилось 2 (8,0±5,4) %, різко- та слабо позитивних – 1 (4,0±3,9) %. Проте цікавим виявилось те, що негативних штамів та тих, що давали позитивний результат через 48 годин виявилось у рівній кількості по 10 (40,0±9,7) %.

Значення адгезивних характеристик бактерій для макроорганізму може розглядатися з двох позицій. З одного боку, адгезивний потенціал індігенної мікрофлори є одним з факторів реалізації резистентності, колонізації слизової кишечника і перешкоди прикріпленню до рецепторів слизової  патогенних мікроорганізмів. З іншого боку, при розвитку дисбіотичних порушень адгезивні властивості опортуністичної мікрофлори розглядають в ролі фактора патогенності, оскільки вони дозволяють мікробам закріпитися на поверхні шкіри, слизових і колонізувати даний біотоп, досягаючи певного рівня популяції [11, 48]. В даний час вже показаний характер змін адгезивних характеристик мікробів при розвитку мікроекологічних порушень рото- і носоглотки, піхви, запропоновані підходи до зниження адгезії у умовно – патогенних бактерій. В той же час дані про біологічні властивості представників мікробіоти кишечника досить нечисленні, що, ймовірно, обумовлено видовою різноманітністю даного біотопа [297].
З літературних джерел відомо, що адгезія відіграє важливу роль в розвитку інфекційного процесу, а також визначає його початок і сприяє подальшій інвазії мікроорганізмів в тканини хазяїна. Патогенний потенціал УПМ, при транслокації, з місць природного перебування в інші біотопи суттєво підвищується [298, 299]. Нами було вивчено адгезивну активність штамів E.coli вилучених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, а також музейні та штами виділені від умовно здорових людей (група порівняння). Результати вивчення адгезивних властивостей E.coli, вилучених від хворих на перитоніт, музейні штами і штами виділені від умовно здорових людей (група порівняння) наведено в табл. 4.1.
Таблиця 4.1

Рівень адгезивності штамів E.coli, виділених від хворих на перитоніт, музейні штами та штами виділені від умовно здорових людей (група порівняння)

	Показники адгезії
	Штами E.coli виділені від дітей (n=25), M±m
	Штами E.coli виділені від дорослих (n=25), M±m
	Музейні штами E.coli (n=19), M±m
	Штами E.coli виділені від умовно здорових людей (група порівняння) (n=25), M±m

	СПА
	3,3±0,3
	3,2±0,3
	1,9±0,2
	2,5±0,2

	К (%)
	41,1±9,8
	35,4±9,6
	30,0±10,5
	28,3±9,0

	ІАМ
	4,8±0,4*
	4,6±0,3
	2,7±0,3
	3,3±0,3*


Примітка. – різниця показників статистично достовірна (р<0,001)

При дослідженні встановлено, що середня кількість еритроцитів, які приймають участь в адгезивному процесі (К) штамів E.coli вилучених від дорослих хворих на перитоніт, музейних та штамів виділених від умовно здорових людей (група порівняння) достовірно не відрізнялась (р>0,05). 

При аналізі результатів, щодо адгезивних властивостей штамів E.coli виділених від дорослих хворих на перитоніт, були отримані наступні результати: 5 штамів мали високу адгезивну активність, що відповідає (20,0±4,4) %, середню – 20 (80,0±8,0) % з 25 досліджених штамів. Для штамів групи порівняння (штами, вилучені з кишечнику умовно здорових людей) середня адгезивність була у 2 (8,0±2,8) % випадків, частка низькоадгезивних штамів E.coli цієї групи становила 23 (92,0±8,4)%.
При дослідженні штамів E.coli, вилучених від дітей, хворих на перитоніт, ми можемо сказати, що штамів, які мають середню та високу адгезивність виявилось 12 (48,0±6,5) % та 13 (52±6,7) % відповідно. 

Аналіз даних вивчення адгезивності музейних штамів E.coli, показав, що 5 штамів (26,3±5,0) % були високоадгезивними та 15 з 19 штамів (78,9±8,2) % – середньоадгезивними.

Таким чином, всі досліджувані штами E.coli мали адгезивні властивості. Більш високі показники адгезії були у штамів E.coli вилучених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, в порівнянні зі штамами, виділеними від умовно здорових людей. Наявність високоадгезивних штамів може свідчити про те, що запальний процес підсилюється. 

При аналізі отриманих результатів можна зробити висновки, що виділені штами, не є високоактивними по всіх показниках. 

Звісно, що окремо не один з методів не може гарантувати остаточного визначення ролі виділеного штаму, як збудника гнійно – запальних процесів, в тому числі перитоніту. Тільки сукупність всих об΄єктивних показників, до яких відносять і чутливість до антибіотиків, може визначити питому вагу того чи іншого штаму у розвитку інфекції.

Разом з факторами патогенності доцільно було вивчити культуральні, морфологічні, тінкторіальні та біохімічні властивості 94 штамів E.coli вилучених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, а також музейні штами. Результати, які були отримані при вивченні біологічних властивостей, дали змогу віднести їх до виду E. coli.
Першим етапом вивчали характер росту E. coli на середовищі Ендо. Колонії оцінювали за такими характеристиками (розмір, форма, здіймання над поверхнею, особливості краю, щільність, консистенція). Важливе значення має колір  ізольованих колоній E. coli на середовищі Ендо, який залежить від диференціюючих компонентів середовища.
Через (18 – 24) год інкубації, на середовищі Ендо, колонії E. coli мали правильну округлу форму, гладку, випуклу поверхню, рівний край. У вигляді червоних колоній з металевим блиском на живильному середовищі були лактозопозитивні колонії. Рожеві або безбарвні колонії з червонуватим центром без блиску – штами які слабо ферментували лактозу. Безбарвними залишались колонії, які не зброджували лактозу.

Для підтвердження приналежності бактерій до родини Eterobacteriaceae визначали продукцію ферментів каталази та оксидази, пересівали колонії на комбіноване середовище для первинної ідентифікації (агар Кліглера).
Облік результатів росту на агарі Кліглера проводили через (18–24) год інкубації, при цьому відзначали наявність газоутворення, продукцію сірководня, ферментацію лактози та глюкози. Ферментацію глюкози та лактози визначали по зміні кольору середовища, в стовпчику та скошеній частині. Після другого етапу ідентифікації відбирали ті культури, які ферментували глюкозу до кислоти та газу або тільки до кислоти, ферментували чи не ферментували лактозу та не продукували сірководень. 

Для визначення біохімічних властивостей вилучених штамів робили посів на мінімальний диференціюючий ряд тестів (табл. 4.2). 
Одним з «ключових» біохімічних тестів при ідентифікації бактерій роду Escherichia є здатність утилізувати ацетат натрія. Але існують «неактивні» E. coli, які дають негативний результат в більшості використовуваних тестів, що робить їх схожими до шигел та гафній. Тому доцільно визначити біохімічні властивості в максимально повному обсязі, а не лише оцінити окремі ключові тести.

Таблиця 4.2

Характеристика ферментативної активності штамів E. coli, виділених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, музейних та штамів виділених від умовно здорових людей (група порівняння) (n=94)

	Тест або субстрат
	Відсоток позитивних штамів, %

	Глюкоза (КГ)
	100

	Лактоза (К)
	90,4

	Сірководень
	0

	Сечовина
	0

	Рухливість
	89,4

	Індол
	91,5

	Цитрат Сімонса
	0

	Лізіндекарбоксилаза
	98

	Орнітиндекарбоксилаза
	87,2

	Реакція з метиловим червоним
	100

	Реакція фогеса – Проскауера
	0

	Сорбіт (К)
	89,4


Примітка. КГ – кислота і газ, К – кислота. 
Залежно від наявності тих або інших факторів патогенності, серологічних маркерів і епідеміологічних особливостей діареєгенні E. coli розділяють на наступні категорії: ентеротоксигенні (enterotoxigenic – ETEC), ентероінвазивні (enteroinvasive – EIEC), ентеропатогенні (enteropathogenic – EPEC), ентерогемарогічні (enterohaemorrhagic – EHEC) і ентероагрегативні або ентероадгезивні E. coli (enteroaggregativ, enteroadherent – EaggEC, EAEC) [62, 63].
При значному збільшенні в кишковому біотопі концентрації ешеріхій, можлива транслокація мікроорганізмів в інші органи і системи, при таких змінах товстокишковий біотоп може служити ендогенним джерелом високовірулентних клонів умовно – патогенних мікроорганізмів, здатних знижувати колонізаційну резистентність окремих біотопів [57]. Серед інфекцій позакишкової локалізації, які здатна викликати кишкова паличка, розрізняють інфекції сечовивідних та дихальних шляхів, інтраабдомінальні, шкіри і м΄яких тканин, а також генералізовані [144]. 
В нашому дослідженні патогенні різновиди ешеріхій фактично не відрізняються від представників нормальної мікрофлори по своїм морфологічним, біохімічним і культуральним властивостям. Тому було необхідно провести серологічну діагностику для ідентифікації патогенних серотипів. Наявність в патологічному матеріалі E. coli певної ОК-групи визначали при позитивному результаті реакції аглютинації живої культури з відповідною моновалентною ОК-сироваткою, а також прогрітої культури – з адсорбованою О-сироваткою.
При дослідженні серологічних властивостей відібраних штамів E. coli (n=94) виявлено 65,8 % патогенних серотипів. При цьому всі виділені E. coli, ізольовані з черевної порожнини у дітей та дорослих, а також музейні штами відносились до ЕПКП (О127:К63, О33:К-) та 1 – до ЕІКП (О144:К-).
4.2. Ретроспективний аналіз чутливості до антибіотиків E.coli 

Не дивлячись на розширення можливостей діагностики та медикаментозної терапії, лікування перитоніту залишається складною та досі не вирішеною проблемою невідкладної абдомінальної хірургії. Останнім часом у світі спостерігається ріст антибіотикорезистентності штамів Escherichia coli, яка є одним з провідних збудників нозокоміальних гнійно – запальних інфекцій [8, 162, 164].

В цьому аспекті актуальним є вивчення антибіотикорезистентності клінічних штамів E.coli, виділених у хворих на перитоніт.

За даними ретроспективного аналізу антибіотикочутливості клінічних штамів E.coli встановлено значну їх резистентність до більшості антибіотиків (табл.4.3–4.4). Найбільш високу резистентність виділені штами E.coli мали до пеніцилінів та цефалоспоринів 1–3 поколінь (цефуроксим, цефалексин, цефтазідім, цефотаксим, цефазолін, цефтриаксон, цефаперазон, цефепім) (табл.4.3). 
Таблиця 4.3

Резистентність клінічних штамів E.coli до β-лактамних антибіотиків
	Кількість штамів
	Антибіотики

	
	Пеніциліни
	Цефалоспорини
	Карбопенеми

	
	пеніцилін
	бензилпеніцилін
	Оксацилін
	Ампицилін
	амоксиклав
	амоксицилін
	Ампісульбін
	Карбеніцилін
	Цефуроксим
	Цефалексин
	цефтазідім
	цефотаксим
	цефазолін
	Цефтриаксон
	цефоперазон
	цефепім
	ертапенем
	меропенем
	іміпенем

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20

	Дослідже-них
	58
	40
	210
	195
	70
	126
	89
	27
	115
	167
	76
	88
	206
	245
	187
	180
	31
	84
	14

	Резистент-них (%)
	95

±1,9
	95

±1,9
	94

±2,1
	92

±2,4
	90

±2,6
	87

±2,9
	83

±3,3
	74

±3,8
	87

±2,9
	81

±3,4
	74

±3,8
	74

±3,8
	74

±3,8
	71

±3,9
	65

±4,2
	66

±4,1
	71

±3,9
	51

±4,4
	21

±3,5


Примітка. р<0,05
Кількість резистентних E.coli до ампіциліну, оксациліну, пеніциліну, амоксиклаву досягала 90 %–95 %. Резистентність до карбеніциліну, ампісульбіну, амоксициліну, та цефалоспоринів від 65 % до 87 %. Найбільш ефективним серед β – лактамів був карбапенем іміпенем, до якого були резистентними 21 % штамів. Активність меропенема та ертапенема була значно нижча, і кількість нечутливих до них штамів склала 51 % та 71 % відповідно.

Серед інших груп антибіотиків з дуже низькою активністю виявилися макроліди (64 % – 88 % резистентних штамів), хлорамфенікол – 74 %, рифампіцин – 84 % (табл.4.4).

Резистентність E.coli до тетрацикліну та доксицикліну склала 64 % та 69 % відповідно.

Серед фторхінолонів найменш активними були офлоксацин, ципрофлоксацин і норфлоксацин (65 % – 74 % резистентних штамів). Резистентність E.coli до левофлоксацину та авелоксу була в межах 49 % – 57 %, до гатифлоксацину – 42 %.

Резистентність до поліміксину спостерігалася у 46 % виділених штамів.

Найбільш активними виявилися аміноглікозиди нетилміцин та амікацин, до яких було виявлено 30 % та 39 % резистентних штамів відповідно. Резистентність до гентаміцину проявили 64 % досліджених штамів. 

Таким чином, клінічні штами E.coli, виділені в 2000 – 2010 роках від хворих на перитоніт, проявили високий рівень резистентності до значної більшості антибіотиків, які широко застосовуються для лікування хворих з перитонітом.

В цілому, подібна ситуація відмічається в багатьох країнах світу, де спостерігається поширена резистентність до антибіотиків [22]. Тому строгий вибір схеми емпіричної антибіотикотерапії на основі локальних даних – важлива умова попередження  антибіотикорезистентності.

Таблиця 4.4

Резистентність клінічних штамів E.coli до різних груп антибіотиків
	Кіль-кість шта-мів
	Антибіотики

	
	Аміноглікозиди
	Макроліди
	Фторхінолони
	Левоміце-

Тини
	Тетра

Цикліни
	поліміксин


	фузидін


	рифампіцин

	
	гентаміцин
	амікацин
	нетилміцин
	Олеандоміцин
	Еритроміцин
	лінкоміцин
	Азитроміцин
	Норфлоксацин
	Офлоксацин
	Ципрофлоксацин
	авелокс
	левофлоксацин
	гатифлоксацин
	хлорамфенікол
	левоміцитин
	тетрациклін
	доксициклін
	
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21

	Дос-

лід-жених
	229
	188
	172
	66
	72
	74
	28
	145
	248
	271
	35
	88
	96
	19
	262
	61
	190
	48
	54
	105

	Резис-тент-них (%)
	64

±4,2
	39

±4,2
	30

±4,0
	88

±2,8
	86

±3,0
	76

±3,7
	64

±4,2
	74

±3,8
	71

±3,9
	65

±4,2
	57

±4,3
	49

±4,4
	42

±4,3
	74

±3,8
	69

±4,0
	69

±4,0
	64

±4,2
	46

±4,3
	61

±4,2
	84

±3,2


Примітка. р<0,05

4.3. Біологічні властивості та чутливість до антибіотиків штамів E.coli, виділених у хворих на перитоніт

4.3.1. Біологічні властивості та характеристика чутливості до антибіотиків клінічних штамів E.coli вилучених у хворих хірургічного стаціонару дитячого і дорослого віку.

E. coli викликає післяопераційні ускладнення у вигляді різних гнійно –запальних захворювань і займає одне з перших місць в етіології перитонітів [256, 300, 301]. 
Тому доцільно було оцінити антибіотикочутливість клінічних штамів E. coli, виділених у дітей і дорослих, хворих перитонітом.


При дослідженні біохімічних властивостей клінічних штамів E.coli було встановлено, що всі штами були каталазопозитивні та оксидазонегативні, не мали здатності  утилізувати цитрат Сімонса та гідролізувати сечовину. Досліджувані нами клінічні штами E.coli, вилучені від дорослих в 3 – х  (12,0±6,4) % випадках не ферментували глюкозу з утворенням кислоти та газу, а штами вилучені від дітей в 5 – и  (20,0±8) % випадках. Також при дослідженні декарбоксилювання лізину ми встановили, що 2 (8,0±5,4) % штами не мали такої здатності. Слід відмітити, що досліджувані  штами E.coli утилізували ацетат Na, але не утилізували малонат Na; здатність до індолоутворювання мали 14 (56,0±6,9) % з 25 штамів виділених від дорослих та 8 (32,0±9,3) % з 25 досліджуваних штамів, вилучених від дітей. 

При аналізі чутливості до антибіотиків клінічних штамів E.coli були отримані наступні дані.
Штами, виділені від дітей, мали 100,0 % чутливість до антибіотиків з групи карбапенемів (іміпенем і меропенем) (рис. 4.1). 
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Рис. 4.1. Антибіотикорезистентність клінічних штамів E. coli, виділених від дітей з перитонітом. 

Проявили виражену чутливість до цефалоспоринів 3 – го покоління (цефатоксим і цефтріаксон – 89,0±7,4 %) і 4 – го покоління (цефепім – 89,0±7,4 %). Високі показники чутливості були до антибіотиків з групи фторхінолонів (ципрофлоксацин – 89,0±7,4 %, офлоксацин, гатифлоксацин, норфлоксацин і левофлоксацин – по 83,0±8,8 %, пефлоксацин – 78,0±9,8 %). Чутливість до хлорамфеніколу і фурамагу склала 83,0±8,8 %, поліміксину – 78,0±9,8 % і 72,0±10,6 % – до ко-трімаксозолу. Разом з тим у виділених клінічних штамів E. coli встановлено виражену стійкість до пеніциліну, особливо, до ампіциліну – 100,0 % і в 50 % випадків до ампіциліну/клавуланату і амоксициліну. Високі показники резистентності були до групи тетрациклінів (доксициклін – 89,0±7,4 % і тетрациклін – 72,0±10,6 %).

У штамів, вилучених від дорослих, хворих на перитоніт, виражена чутливість була до антибактеріальних препаратів з групи карбапенемів: іміпенему – 93,0±6,8 % і меропенему – 78,5±10,9 %. У 50,0±13,3 % випадків відмічена чутливість до фурамагу (рис. 4.2).

 
До решти груп антибіотиків клінічні штами E. coli проявляли виражену стійкість: до пеніцилінів (ампіцилін і ампіцилін/клавуланат – 85,7±9,3 %, ампіцилін/сульбактам і амоксицилін – 78,5±10,9 %, піперацилін – 71,4±12,1 %), цефалоспоринів 1 – 4 поколінь (цефалексин і цефуроксим – 92,8±6,9 %, цефамандол і цефепім – 85,7±9,3 %, цефазолін – 78,5±10,9 %, цефтріаксон і цефатоксим – 71,4±12,1 %), фторхінолонів (ципрофлоксацин і норфлоксацин – 85,7±9,3 %, офлоксацин, пефлоксацин і левофлоксацин – 78,5±10,9 %, гатифлоксацин – 71,4±12,1 %) і тетрациклінів (доксициклін –  92,8±6,9 %, тетрациклін – 78,5±10,9 %).

Штами виділені від дітей в 44,4 % були полірезистентними. Клінічні штами виділені від дорослих  були полірезистентними в 85,7 % випадків. 
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Рис. 4.2. Антибіотикорезистентність клінічних штамів E. coli, виділених від дорослих  з перитонітом.
У дітей виділено по 12,5 % штамів, які були стійкі до 2–х, 4–х і 5–и груп, 62,5 % – до 3 – х груп антибіотиків. Від дорослих виділено по 8,3 % клінічних штамів, які були стійкі до 2 – х, 3 – х і 6 – и груп антибіотиків, в 25 % виявлена резистентність до 5 – ти груп і у 50 % – до 4 – х груп.

Згідно з отриманими результатами штами E. coli, виділені від дітей, хворих перитонітом, володіли вираженою чутливістю до основних груп антибіотиків, особливо до карбапенемів (у 100,0 % випадків), фторхінолонів (в середньому – 83,2±8,8 %), цефалоспоринів 3 – го і 4 – го поколінь (в середньому – 89,0±7,4 %). Виняток становили тетрациклін і пеніциліни. Кількість штамів стійких до тетрацикліну була  80,5±9,3 %, пеніцилінів – 43,0±11,6 %. 
Штами E. coli, вилучені від дорослих, володіли більш ніж 70 % стійкістю до 26 антибіотиків з 32. Виражена чутливість була тільки до антибіотиків з групи карбапенемів (в середньому – 85,8±9,3 %) і фурамагу (50,0±13,3 %). 


Штами, виділені як від дітей, так і від дорослих були стійкими до одного і більше антибіотиків з різних груп. У дорослих полірезистентні штами E. coli зустрічалася в 2 рази частіше, ніж у дітей (р≤0,05), що, можливо, пов'язано з різною часткою продуцентів бета –лактамаз розширеного спектру дії (БЛРС)  [211, 300]. 

Відносно сприятлива ситуація, щодо  антибіотикочутливості клінічних штамів у дітей, ймовірно пояснюється меншим в порівнянні з дорослими навантаженням антимікробними препаратами протягом життя і доволі частим зверненням батьків за консультативною допомогою до лікарів, що в свою чергу сприяє раціональнішому використанню антибіотиків і стриманню процесу формування антибіотикорезистентності у мікроорганізмів [57].
Порівняння показників антибіотикочутливості клінічних штамів E. coli до різних груп антибіотиків дозволило виділити антибактеріальні препарати з групи карбапенемів. Штами виділені від дітей мали 100,0 % чутливість до іміпенему і меропенему, від дорослих – 93,0±6,8 % і 78,5±10,9 % відповідно. Таким чином, карбапенеми показали найбільшу антимікробну активність відносно клінічних штамів E. coli і зарекомендували себе як найбільш ефективні препарати для лікування перитонітів даної етіології. Отримані результати узгоджуються з даними досліджень, що проводяться в світі [254, 300]. 
Дослідження чутливості виділених штамів E. coli до антимікробних препаратів показало, що серед виділених культур зростає кількість штамів, які є полірезистентними, що може свідчити про широке та не завжди раціональне застосування антибіотиків. При узагальненні результатів антибактеріальної активності препаратів, які застосовуються в клініках по відношенню до штамів E.coli, слід зазначити їх невисоку ефективність.

Беручи до уваги сучасне положення проблеми грамнегативної госпітальної інфекції, необхідно проводити лікування, яке відповідає сучасним вимогам медицини, з застосуванням високоефективних хіміотерапевтичних препаратів широкого спектру антимікробної дії.


Таким чином, антибіотикотерапія в стаціонарах повинна проводитися з урахуванням останніх даних моніторингу мікробної резистентності і результатів тесту на антибіотикочутливість.

4.3.2. Біологічні властивості та характеристика чутливості до антибіотиків музейних штамів E.coli

У зв'язку з істотним розширенням спектру збудників і зміною ролі деяких з них у виникненні, розвитку та розповсюдженні інфекцій, для практики більшої актуальності набувають питання, щодо застосування адекватних методів і засобів виділення та точної ідентифікації збудника конкретного захворювання, а також коректних засобів етіотропної терапії та профілактики [142]. 

По морфологічним, ферментативним та культуральним властивостям патогенні та непатогенні різновиди ешеріхій  не відрізняються. Тому пошук патогенних варіантів в дослідному матеріалі, частіше за все, проводять на фоні рясного росту типових ешеріхій, що ускладнює виділення та ідентифікацію збудників, які належать до роду Escherichia. 
Формування і удосконалення різних та ефективних механізмів резистентності до антибіотиків є умовою виживання мікроорганізмів в навколишньому середовищі. Ще з тих років фармацевтична індустрія вимушена вести постійний пошук хімічних сполук здатних подолати резистентність мікроорганізмів.
В зв΄язку з вищевикладеним велике значення має вивчення біохімічних властивостей та антибіотикочутливості мікроорганізмів, які викликають різні захворювання.

В нашій роботі ми вивчали музейні штами E.coli, які зберігались в ліофілізованому стані. Всі зразки було перевірено на життєздатність, після чого дослідили біологічні властивості штамів, а саме: біохімічні властивості та рухливість.

Вивчення життєздатності штамів E.coli показало, що всі досліджувані штами були життєздатними та давали характерний ріст на середовищі Ендо. При дослідженні біохімічних властивостей музейних штамів E.coli було встановлено, що всі штами були каталазопозитивні та оксидазонегативні, не мали здатності утилізувати цитрат Сімонса та гідролізувати сечовину. Досліджувані нами музейні штами E.coli, як і всі типові штами, ферментували глюкозу з утворенням кислоти та газу, декарбоксилювали лізин. Також слід відмітити, що досліджувані штами E.coli утилізували ацетат, але не утилізували малонат; здатність до індолоутворювання мали 10 (52,6±11,4) % з 19 штамів. При вивченні рухливості життєздатних колекційних штамів E.coli встановлено, що із 19 штамів 3 (15,7±8,3) %  зразки виявилися нерухливими. 

 За літературними даними відомо, що є біогрупа E.coli, яка характеризується відсутністю лізиндекарбоксилази, аргініндегідролази і орнітиндекарбоксилази, що робить її схожою з Enterobacter agglomerans та іншими видами, також негативними по вказаним ознакам. І, нарешті, штами E.coli інколи виявляють нетипові реакції в різних тестах, наприклад H2S, цитрат, уреазу, KCN, адоніт і інозит. Тому, перш ніж виключати E.coli, важливо визначити біохімічний профіль в максимально повному обсязі, а не лише оцінити окремі «ключові тести» [302]. Таким чином можна зробити висновок, що метод ліофільного висушування, який використовують в музеї мікроорганізмів ДУ «Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечнікова АМН України» забезпечує вихідні біологічні властивості типових штамів E.coli.

 Результати вивчення чутливості музейних штамів E.coli до β–лактамних антибіотиків представлено на рис.4.3.
Слід відмітити, що, найменш активними з досліджуваних антибіотиків, по відношенню до музейних штамів E.coli, виявилися пеніциліни та цефалоспорини 1 – 4 поколінь. Так кількість резистентних штамів до ампіциліну склдала 92,8 % до ампіциліну/клавуланату – 78,5 %, а до піперациліну і амоксициліну/сульбактаму – 57 %. Резистентність до амоксициліну і цефуроксиму складала 64 % відповідно. 

Результати, що отримано в нашій роботі щодо визначення поширеності антибіотикорезистентних штамів E.coli, співпадають з аналогічними показниками інших вчених. Так, за даними Бірюкової С.В., кількість штамів E.coli, резистентних до ампіциліну, складала 92,8 %, до цефуроксиму – 58,2 % штамів [303]. 
Найефективнішими серед β–лактамів виявились карбопенеми (іміпенем та меропінем), штамів резистентних до цих препаратів не було виявлено (рис.4.3). 
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Рис.4.3. Питома вага резистентних до β - лактамних антибіотиків музейних штамів E.coli.

При аналізі активності тетрацикліну та доксицикліну до штамів E.coli слід відмітити, що за даними наших досліджень, питома вага стійких до цих антибіотиків штамів була (64,0±11) % та 100 % відповідно. Це також співпадає з даними Бірюкової С.В., згідно яких, кількість штамів E.coli стійких до тетрацикліну було 63,6 % [303].

Результати досліджень чутливості до різних груп антибіотиків представлені на рис.4.4.

Проведені дослідження дозволили встановити, що серед антибіотиків інших груп з помірною активністю виявився ко-тримаксозол. Так (50,0±11,5) % штамів були чутливими до ко-тримаксозолу. Стійкими до поліміксину виявилися (57,0±11,3) % музейних штамів E.coli. Третина штамів E.coli була резистентною до хлорамфеніколу, фурамагу та нітрофурантоїну (рис.4.3).
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Рис.4.4. Питома вага резистентних до різних груп антибіотиків музейних штамів E.coli.
Серед групи аміноглікозидів до штамів E.coli найбільш активними виявились – амікацин та нетилміцин. Стійких препаратів до цих штамів було (7,6±6,2) % та (14,2±7,9) % відповідно. До гентаміцину та нетроміцину резистентних штамів E.coli було набагато більше і складало (64,0±11) % та (50,0±11,5) % відповідно. Отримані дані також співпадають з даними літератури [303]. Для Росії та України характерний високий рівень розповсюдження штамів резистентних до гентаміцину, що можна пояснити невиправдано широким використанням  цього антибіотика не тільки в стаціонарах для лікування нозокоміальної інфекції, але і в амбулаторній практиці для терапії позалікарняних інфекцій [13]. 
Визначення активності фторхінолонів відносно штамів E.coli, показало, що питома вага штамів, стійких до цих антибактеріальних препаратів, складала 57 – 64 %, що може свідчити про несприятливу тенденцію [235].
Таким чином за нашими дослідженнями встановлена висока резистентність музейних штамів E.coli до багатьох антибіотиків: ампіциліну – 92,8 %, ампіциліну/клавуланату – 78,5 % та цефуроксиму – 64 %. Виявлена 100 % чутливість музейних штамів до препаратів групи карбапенемів.

4.3.3. Чутливість виділених штамів E.coli у хворих до колі- та колі-протейного  бактеріофагу

Фундаментальні дослідження в біології відкривають нові горизонти і перспективи в медицині, а часто повертають до життя і забуті методи лікування інфекційних захворювань. Ці дослідження актуальні, оскільки з деяких проблем найближчим часом сучасну медицину може чекати криза. Бактерії, резистентні до більшості або до всіх відомих антибіотиків, викликають все більш серйозні проблеми [193, 194]. Не дивлячись на інтенсивну роботу фармацевтичних компаній, за останні 30 років не було знайдено нових класів антибіотиків. Фагова терапія була вперше розроблена на початку 20 – го століття і здавалася багатообіцяючою, хоч і викликала багато суперечок. Відомо, що антибіотики пригнічують нормальну мікрофлору в природних біоценозах людини, практично завжди надають тератогенний ефект, а більшість антибіотиків токсичні, що істотно збільшує перелік протипоказань до їх використання [176, 187, 188]. З цієї причини виникають ситуації, коли практикуючі лікарі, використовуючи антибіотики, вимушені шукати компроміс між їх антимікробною дією і вираженістю побічних ефектів [304, 305]. Останніми роками проводяться дослідження, присвячені пошукам альтернативних і синергічних методів антимікробної дії [197]. Одним з них є фаготерапія та фагопрофілактика.

Тому доцільно було визначити чутливість вилучених клінічних та музейних штамів E.coli до колі-фагу та колі-протейного бактеріофагу. Слід зазначити, що результати отримані з колі-протейним бактеріофагом достовірно не відрізнялись від отриманих результатів при застосуванні колі-бактеріофагу. Результати визначення чутливості E.coli надано в табл.4.5.
Таблиця 4.5

Чутливість штамів E.coli, які ізольовані від хворих на перитоніт музейних та штамів, виділених від умовно здорових людей (група порівняння) до колі – та колі-протейного бактеріофагу (M±m) %

	Бактеріофаг
	Штами E.coli виділені від дітей n=25
	Штами E.coli виділені від дорослих n=25
	Музейні штами
n=19
	Штами E.coli виділені від умовно здорових людей (група порівняння) n=25

	Колі-бакте-

Ріофаг
	абс. 
	(M±m) %
	абс.
	(M±m)%
	абс.
	(M±m)%
	абс.
	(M±m)%

	
	15
	(60,0

±9,8)
	20
	(80,0

±8,0) 
	10
	(60,0

±11,2) 
	24
	(96,0
±4,0) 

	Колі-протейний бакте-ріофаг
	13
	(52,0

±9,9) 
	19
	 (76,0

±8,5) 
	10
	(52,0

±11,5) 
	23
	 (92,0

±5,4) 


Аналіз отриманих результатів показав, що клінічні штами вилучені з черевної порожнини дорослих, хворих на перитоніт були в 19 (76,0±8,5) % випадках чутливими до колі-протейного бактеріофагу, а в 6 (24,0±4,7) % – не чутливими.

При аналізі штамів E.coli виділених від дітей ми встановили, що 13 (52,0±9,9) % штамів були чутливими до колі-протейного бактеріофагу, а 12 (48,0±6,5) % виявилися не чутливими.

При дослідженні 19 музейних штамів, які зберігалися в ліофілізованому вигляді, до колі-протейного бактеріофагу були чутливими – 10 (52,0±11,5) % , не чутливими – 9 (48,0±6,5) %.

Штами, виділені від умовно здорових людей (група порівняння), показали досить високу чутливість до колі-протейного бактеріофагу. З 25 досліджуваних штамів 23 (92,0±5,4) % штамів були чутливими, 2 штами – (8,0±2,8) % не чутливі.

Враховуючи, що при перитоніті домінуючим мікроорганізмом є E.coli, яка виявлялась в асоціації з представниками роду Proteus в 21,0±7,8 % випадків нами були проведені дослідження чутливості мікроорганізмів не тільки до колі-фагу, а й до колі-протейного бактеріофагу.
При дослідженні чутливості отриманих штамів E.coli до колі-бактеріофагу та колі-протейного бактеріофагу, були отримані наступні результати. 
Кількість чутливих штамів E.coli по відношенню до колі-фагу і колі-протейного бактеріофагу, які виділені від дітей хворих на перитоніт та музейні штами, була на одному рівні (60,0±11,2) % та (52,0±9,9) %. Як видно з табл. 4.5. кількість чутливих штамів E.coli, які були виділені від дорослих хворих на перитоніт, складала (80,0±8,0) % та (76,0±8,5) % і була достовірно нижче ніж в групі порівняння (92,0±5,4) %. Було проведено порівняння результатів, які отримали при застосуванні колі-фагу та колі-протейного бактеріофагу у штамів виділених від дітей, дорослих і музейних та не отримано достовірної різниці між показниками (р˃0,05).

Отримані результати свідчать про те, що досліджувані штами E.coli мали високу чутливість як до колі-фагу так і колі-протейному бактеріофагу, що вказує на доцільність його застосування при перитоніті викликаному Escherichia coli (рис.4.5).
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Рис. 4.5 Чутливість штамів E. coli до бактеріофагів
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РОЗДІЛ 5

ПАТОМОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ВНУТРІШНІХ ОРГАНІВ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН ПРИ ПЕРИТОНІТІ

5.1. Морфологічна характеристика внутрішніх органів тварин при змодельованому експериментальному перитоніті, без лікування

В історії вивчення патологічної анатомії і патогенезу перитоніту можна прослідкувати повернення інтересів дослідників до даної складної проблеми, що безпосередньо обумовлена черговими новими досягненнями в медичній науці і клінічній практиці. Гострий перитоніт – одне з найбільш частих вторинних запальних захворювань серозних покривів черевної порожнини, що виникає як ускладнення гострих хірургічних захворювань і травматичних пошкоджень органів черевної порожнини.

Традиційне викладання питань перитоніту починається з його історії, яка налічує століття і містить опис трагічних ситуацій. Але ймовірно краще почати безпосередньо з питань класифікації, етіології і патогенезу. Однією з найбільш доцільних класифікацій вважається класифікація перитонітів з виокремленням реактивної, токсичної і термінальної фаз  [274]. Саме даного поділу перитоніту на фази ми дотримувалися в нашому дослідженні:
 1.
Реактивна (перші 24 години) – стадія максимальних місцевих проявів і менш виражених загальних проявів. У зв΄язку з тим що реактивна стадія досить швидко переходить в токсичну ми рахували за доцільне розпочинати дослідження саме з другої стадії.

 2.
Токсична (24 – 72 години) – стадія вщухання місцевих проявів і превалювання загальних реакцій, типових для інтоксикації.

 3.
Термінальна (понад 72 години) – стадія глибокої інтоксикації на межі оборотності.
Після розтину, у мишей групи порівняння, спостерігали поширене запалення очеревини. При макроскопічному дослідженні очеревина різко гіперемійована з ділянками дрібноцяткових, місцями зливних, крововиливів, з нашаруваннями ниток фібрину. При висівах ексудату на м΄ясо – пептонний агар виділялася E.coli в кількості 4×109 – 8×109 КУО/мл за культуральними та біохімічними властивостями ідентична взятій для зараження.
Виходячи з даних табл. 5.1 ми можемо оцінити термін життя піддослідних тварин при ешерихіозному перитоніті та терапії, що проводилась і відповідно оцінити ступінь активності  препаратів, які були взяті в експеримент.

При порівняльному аналізі якості монотерапії та комбінованої терапії по показнику тривалості життя піддослідних тварин з ешерихіозним перитонітом ми з΄ясували, що найменша летальність реєструвалась в 7 групі при лікуванні тварин комбінацією препаратів гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу (10 %) у порівнянні з монотерапією гатифлоксацином (30 % - летальних випадків) та окремо колі-протейним бактеріофагом (20 % - летальних випадків) та позитивним контролем, де летальність досягала 100% - на 3 добу.

Таким чином, можна зробити висновок, що найбільш ефективним є комбіноване лікування антимікробним препаратом з групи фторхінолонів та колі-протейним бактеріофагом, тривалість життя при даній комбінації препаратів – 90 %, що говорить про те що комбіноване застосування препаратів має високий терапевтичний ефект. 

Таблиця 5.1

Виживання піддослідних тварин при ешерихіозному перитоніті
	№
	Група тварин
	Кількість тварин, що вижили, доба / (М±m) %

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1
	1 група
	6 (60±

15,5)
	4 (60±

15,5)
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	2
	2 група
	10
	8 (80±

12,6)
	7 (70±

14,5)
	7 (70±

14,5)
	6 (60±

15,5)
	6 (60±
15,5)
	5(50±

15,8) 
	5(50±
15,8) 
	5(50±
15,8) 
	5(50±
15,8)

	3
	3 група
	10
	9 (90±

9,5)
	9 (90±

9,5) 
	8 (80±

12,6)
	8(80±

12,6)
	7 (70±
14,5)
	7(70±

14,5) 
	7(70±
14,5) 
	7(70±
14,5) 
	7 (70±
14,5)

	4
	4 група
	10
	8 (80±

12,6)
	8 (80±

12,6)
	8 (80±

12,6)
	8 (80±

12,6)
	8 (80±
12,6)
	8(80±

12,6) 
	8(80±
12,6) 
	8(80±
12,6) 
	8 (80±
12,6)

	5
	5 група
	10
	7 (70±

14,5)
	7 (70±

14,5)
	6 (60±

15,5)
	6 (60±

15,5)
	6 (60±
15,5)
	6(60±

15,5)
	6(60±
15,5)
	6(60±
15,5)
	6 (60±
15,5)

	6
	6 група
	10
	8 (80±

12,6)
	8 (80±

12,6)
	7 (70±

14,5)
	7(70±

14,5)
	6 (60±
15,5)
	6(60±

15,5)
	6(60±
15,5)
	6(60±
15,5)
	6 (60±
15,5)

	7
	7 група
	10
	9 (90±

9,5) 
	9 (90±

9,5) 
	9 (90±

9,5) 
	9 (90±

9,5) 
	9 (90±
9,5) 
	9(90±

9,5) 
	9(90±
9,5) 
	9(90±
9,5) 
	9 (90±
9,5) 

	8
	8 група
	10
	8 (80±

12,6)
	8 (80±

12,6)
	7 (70±

14,5)
	7(70±

14,5)
	7 (70±
14,5)
	7(70±

14,5) 
	7(70±
14,5) 
	7(70±
14,5) 
	7 (70±
14,5)


Примітка. В експерименті був використаний клінічний штам E.coli, виділений від дорослих хворих на перитоніт та референс-штам АТСС 25922. Відмінностей, щодо виживання піддослідних тварин, не було виявлено.

Проведена морфологічна характеристика внутрішніх органів тварин групи порівняння. Як група порівняння були обрані тварини з експериментальним перитонітом та отримані наступні результати: морфологічна характеристика печінки. Макроскопічно печінка жовтувато-коричневого кольору з гладкою поверхнею, тістуватої однорідної консистенції. У жовчних протоках не виявлено конкрементів та ознак холестазу. Мікроскопічно часточки печінки з різко повнокровними центральними венами, синусоїдальними капілярами, а також судинами портальних трактів. У судинах мікроциркуляторного русла відмічається крайове стояння нейтрофільних гранулоцитів. Звертає на себе увагу виражена дискомплексація гепатоцитів і гіперплазія Купферових клітин. Відомо, що останні здійснюють 80–90 % активності всієї ретикулоендотеліальної системи і забезпечують запобігання проникнення ендотоксину з портальної крові в периферичну циркуляцію. Серед звичайних гепатоцитів зустрічаються одиничні диплоїдні клітини. Цитоплазма гепатоцитів еозинофільна, з виразною зернистістю. Осередково відмічається велико- і середньокрапельне ожиріння гепатоцитів. У портальних трактах визначаються лімфоплазмоцитарні інфільтрати зі значною домішкою нейтрофільних гранулоцитів. Також відмічається проникнення запальних інфільтратів всередину часточок і формування мікроабсцесів. У багатьох гепатоцитах відмічаються явища каріолізису, ознаки маргінації хроматину, гіперхроматоз ядер, а також осередковий цитоліз гепатоцитів. 
Морфологічна характеристика серця. Макроскопічно серце тварин розташоване всередині серцевої сорочки, має мішкоподібну форму і в'ялу консистенцію. Мікроскопічно відмічається виражений набряк інтерстицію і повнокров'я судин. У кардіоміоцитах визначається осередкова базофілія саркоплазми, що свідчить про дистрофічні зміни. Переважно периваскулярно визначаються скупчення лімфогістіоцитарних елементів з домішкою нейтрофільних гранулоцитів (рис. 5.1). Клапанний і пристінковий ендокард з ознаками набрякання сполучнотканинної основи, з вогнищами ендотелізації та накладеннями на них тромботичних мас (рис. 5.2). Морфологічна характеристика селезінки. Виявляються морфологічні ознаки гіперплазії Т –зони лімфоїдних фолікулів: вони широкі, густоклітинні. В –зони фолікулів виражені слабко, зменшується щільність заселення клітин.
При цьому в Т–зонах виникає картина дірчастого прояснення (картина "зоряного неба"), обумовлена скупченнями макрофагів. У червоній пульпі щільність розташування імунних клітин висока (рис. 5.3).
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Рис. 5.1. У кардіоміоцитах визначається осередкова базофілія саркоплазми. Периваскулярно визначаються скупчення лімфогістіоцитарних елементів з домішкою нейтрофільних гранулоцитів. Група порівняння. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.

Морфологічна характеристика очеревини. На поверхні очеревини в парієтальному і, меншою мірою, у вісцеральному листках, визначаються накладення ниток фібрину зі значною домішкою нейтрофільних гранулоцитів та одиничними макрофагами. Виявляється набряк сполучнотканинного шару й гіперемія очеревини. Кровоносні судини з ознаками не тільки різко вираженого повнокров'я, але й гемореологічними порушеннями, особливо це стосується капілярів і венулярної ланки мікроциркуляторного русла. Наявні поширені ендо- і периваскуліти.
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Рис. 5.2. Пристінковий ендокард з ознаками набрякання сполучнотканинної основи, з вогнищами ендотелізації та накладеннями на них тромботичних мас. Група порівняння. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.
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Рис. 5.3. Т-зони лімфоїдних фолікулів широкі, густоклітинні. В-зони фолікулів виражені слабко. У Т-зонах картина "зоряного неба". Група порівняння. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.
Таким чином результати проведеного дослідження свідчать, що для групи порівняння є характерним виражене повнокров'я судин у паренхіматозних органах (печінка, серце) та обох листках очеревини з розвитком гемореологічних порушень. Дистрофічні й некробіотичні, а також запальні процеси в паренхіматозних органах та очеревині мають виражений характер. Проявом компенсаторно – пристосовної реакції у відповідь на запальний процес у печінці вважають збільшення реактивної тканини (гіперплазія Купферових клітин), що виконує, з – поміж багатьох інших функцій, функцію детоксикації. У селезінці експериментальних тварин виявлено морфологічні ознаки антигенної стимуляції у вигляді гіперплазії білої пульпи, посиленої макрофагальної і плазмоцитарної реакцій у червоній пульпі. Описані зміни відповідають морфологічній картині сепсису. При цьому в 7 (77,8) % спостереженнях наявна септицемія, а у 2 (22,2) % спостереженнях, які виявили мікроабсцеси у печінці, – септикопіємія.

У тварин групи контролю виявлено помірне, подекуди нерівномірне, повнокров'я судин внутрішніх органів, помірно виражену мітотичну та синтетичну активність гепатоцитів. У частині спостережень відмічається вакуолізація цитоплазми гепатоцитів, що є свідченням накопичення в печінці глікогену. У печінці визначаються Купферові клітини, які в нормі здійснюють 80 – 90 % активності всієї ретикулоендотеліальної системи та 
забезпечують запобігання проникнення ендотоксину з портальної крові в 
периферичну циркуляцію (рис.5.4).
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Рис. 5.4. Структура печінкових часточок збережена, по ходу портальних трактів визначають дрібні лімфоплазмоцитарні інфільтрати. Група контролю. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.
5.2. Морфологічна характеристика внутрішніх органів тварин при змодельованому експериментальному перитоніті, за умови лікування антибактеріальними препаратами
Згідно з даними літератури, які ґрунтуються на клінічних спостереженнях, для токсичної стадії перитоніту характерне вщухання місцевих проявів і превалювання загальних реакцій, типових для інтоксикації. При лікуванні тварин амікацином на 3–ю добу експериментального перитоніту істотними є судинні зміни в паренхіматозних органах та очеревині, що характеризуються вираженою гіперемією і розвитком реологічних порушень аж до мікротромбозу. Наявність у складі ексудату, окрім нейтрофільних гранулоцитів, фібрину свідчить про виражену проникність стінок судин, наслідком чого і є вихід грубодисперсного фібриногену. Запальні зміни у внутрішніх органах та очеревині також мають виражений характер і за ступенем мало відрізняються від таких у групі порівняння (рис. 5.5). Дистрофічні та некробіотичні процеси у внутрішніх органах обумовлені як вираженою інтоксикацією, обумовленою впливом мікроорганізмів та антибіотика, так і порушеннями мікрогемодинаміки. Особливою тяжкістю відрізняються зміни в печінці (рис. 5.6). 
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Рис.5.5 Парієтальна очеревина. Лімфогістіоцитарні інфільтрати зі значною домішкою нейтрофільних гранулоцитів. Група «Перитоніт при лікуванні амікацином». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.

У селезінці при 3 – добовому запаленні виявляють морфологічні ознаки антигенної стимуляції у вигляді гіперплазії білої пульпи, посиленої макрофагальної та плазмоцитарної реакцій. Термінальна стадія перитоніту – стадія глибокої інтоксикації або необоротна (за К.С. Симоняном - термінальна).

Експериментальні й клінічні дані багатьох авторів, у тому числі результати досліджень, виконаних І. А. Ерюхіним і співавторами  [306] переконують у тому, що патогенетична сутність переходу від реактивної фази перитоніту до токсичної полягає в прориві біологічних бар'єрів, які стримують ендогенну інтоксикацію (до них, перш за все, належать печінка, очеревина, кишкова стінка).
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Рис.5.6. Запальна інфільтрація по ходу портальних трактів з проникненням її всередину часточок. Виражене повнокров'я судин і гемореологічні порушення у вигляді стазу й тромбозу. Група «Перитоніт при лікуванні амікацином». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
При цьому перехід до термінальної фази перитоніту визначається виснаженням захисно – компенсаторних механізмів.
На 5 – у добу на тлі незначного ослаблення запального компоненту відбувається посилення дистрофічних і некробіотичних змін, особливо в печінці, що відображає поєднану токсичну дію як самого перитоніту, так і амікацину (рис. 5.7).

Зберігаються ознаки вазодилатації та реологічних порушень. Морфологія термінальної стадії гострого розлитого перитоніту на тлі лікування амікацином характеризується гнійним запаленням очеревини, що зберігається, при цьому у вісцеральному листку, порівняно з парієтальним, запальні зміни виражені значно менше.
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Рис.5.7. Дискомплексація, груба вакуолізація цитоплазми, осередкові некрози гепатоцитів. Зональне велико- і середньокрапельне ожиріння гепатоцитів. Група «Перитоніт при лікуванні амікацином». На 5-у добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.

Макрофаги у складі запального інфільтрату не визначаються ні на 3 – ю, ні на 5 – у добу експериментального перитоніту (рис. 5.8). Зміни селезінки в порівнянні з 3 – ю добою не зазнають яких – небудь значних змін.

При лікуванні гатифлоксацином на 3–ю добу експериментального перитоніту, порівняно з попередньою експериментальною групою (лікування амікацином) і групою порівняння, запальні та дистрофічні зміни в паренхіматозних органах і листках очеревини виражені слабше (рис. 5.9).

Гіперемія та реологічні порушення виражені незначно. У селезінці виявляють морфологічні ознаки антигенної стимуляції у вигляді гіперплазії Т–зон лімфоїдних фолікулів, помірної макрофагальної реакції.
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Рис.5.8. Виражена нейтрофільна інфільтрація парієтального листка очеревини. Група «Перитоніт при лікуванні амікацином». На 5-у добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.

На 5–у добу на тлі ще більшого зменшення запалення та зниження у складі запальних інфільтратів нейтрофільного компоненту відбувається посилення дистрофічних і некротичних змін у печінці так само, як і при лікуванні амікацином (рис. 5.10). Запалення очеревини, більш виражене в її парієтальному листку, у цілому характеризується помітним ослабленням і втратою вираженої нейтрофільної та фібринозної складової.
Макрофаги у складі запальної клітинної кооперації, в невеликій кількості з'являючись на 3 – ю добу, зникають на 5–у добу.
Купферовські клітини, навпаки, на 5–у добу піддаються гіперплазії і гіпертрофуються. Зміни в селезінці в порівнянні з 3 – ю добою залишаються такими самими.

На тлі комбінованого лікування «амікацин+гатифлоксацин» на 3 – ю добу експериментального перитоніту дистрофічні та некробіотичні зміни в печінці зберігаються. Запальні зміни у внутрішніх органах та очеревині за ступенем мало відрізняються від таких у групі порівняння. У печінці має місце різке зниження кількості Купферових клітин, відмічається виражена гіперемія та реологічні порушення аж до мікротромбозу (рис. 5.11).
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Рис.5.9. Набряк сполучнотканинного шару парієтальної очеревини, десквамація мезотеліоцитів і лімфогістіоцитарних інфільтратів зі значною домішкою нейтрофільних гранулоцитів. Група «Перитоніт при лікуванні гатифлоксацином». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

У селезінці при 3 – добовому запаленні морфологічні ознаки гіперплазії білої пульпи знижуються, посилення макрофагальної та плазмоцитарної реакцій не відмічено.

На 5–у добу вищеописані зміни у внутрішніх органах та очеревині не зазнають динаміки і навіть зростають. При цьому зберігається тенденція до переважання запальних змін у парієтальній очеревині. Зміни селезінки аналогічні до таких при 3–добовому перитоніті.
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Рис.5.10. Цитоплазма гепатоцитів з ознаками вакуольної дистрофії та осередкового цитолізу. Група «Перитоніт при лікуванні гатифлоксацином». На 5-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.
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Рис.5.11. Осередковий цитоліз гепатоцитів. Конденсація й маргінація хроматину, каріопікноз. Група «Перитоніт при лікуванні амікацин+ гатифлоксацин». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.
На нашу думку, альтеративні й запальні процеси у внутрішніх органах обумовлені як вираженою інтоксикацією, пов'язаною з мікробної контамінацією очеревини, порушеннями мікрогемодинаміки, токсичним впливом антибіотиків і пригніченням місцевих механізмів клітинного захисту (імунодепресія), так і можливою резистентністю патогенної флори до даної комбінації антибактеріальних препаратів.

5.3. Морфологічна характеристика внутрішніх органів тварин при змодельованому експериментальному перитоніті, за умови лікування антибактеріальними препаратами та колі – протейним бактеріофагом

При лікуванні «амікацин+колі-протейний бактеріофаг» на 3–ю добу експериментального перитоніту морфологічні зміни в печінці характеризуються переважанням дистрофічних і некробіотичних змін на тлі зниження кількості Купферових клітин (рис.5.12). Одночасно запальні зміни в порівнянні з групою, де лікування здійснювали тільки амікацином, без комбінації з колі-протейним бактеріофагом, дещо зменшувались. В очеревині запальні зміни зберігаються, залишається вираженим нейтрофільний компонент, водночас з'являються макрофаги (рис.5.13). У селезінці при 3 – добовому перитоніті виявляють морфологічні ознаки антигенної стимуляції у вигляді гіперплазії білої пульпи, посиленої макрофагальної і плазмоцитарної реакцій.
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Рис.5.12. Проникнення запального інфільтрату з портального тракту всередину часточок. Група «амікацин+колі-протейний бактеріофаг». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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Рис.5.13. Лімфогістіоцитарні інфільтрати з домішкою нейтрофільних гранулоцитів і макрофагів. Група «амікацин+колі-протейний бактеріофаг». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином.× 400.
На 5–у добу на тлі незначного зниження нейтрофільного компоненту в сукупності клітинної запальної кооперації також відбувається ослаблення дистрофічних і некротичних змін, особливо в печінці, що, можливо, пов'язано із застосуванням колі-протейного бактеріофага (рис. 5.14). Тим часом у серці відмічається посилення запальних змін з розвитком пристінкового ендокардиту. Зміни селезінки в порівнянні з 3 – ю добою не зазнають яких – небудь значних змін.
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Рис. 5.14. У парієтальному листку очеревини визначаються лімфогістіоцитарні інфільтрати з домішкою нейтрофільних гранулоцитів і макрофагів. Група «амікацин+колі-протейний бактеріофаг». На 5-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 400.
При лікуванні «гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг» на 3 –ю добу експериментального перитоніту запальні й дистрофічні зміни в паренхіматозних органах та листках очеревини,  порівняно з іншими групами спостережень, виражені слабше (рис. 5.15, 5.16). Гіперемія та реологічні порушення не значні. У селезінці зберігаються ознаки антигенної стимуляції у вигляді гіперплазії Т – зон білої пульпи, помірної макрофагальної реакції.
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Рис.5.15. Усередині портальних трактів і внутрішньочасточково визначаються лімфогістіоцитарні інфільтрати з домішкою нейтрофільних гранулоцитів. Слабо виражена дистрофія гепатоцитів. Група «гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг».  На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

На 5 – у добу ще помітніше слабшають запальні й дистрофічні зміни в паренхіматозних органах та очеревині. Так само, як і на 3 – ю добу, зберігається гіперплазія і гіпертрофія Купферових клітин, наявність у запальному інфільтраті макрофагів. Запалення очеревини характеризується втратою нейтрофільної і фібринозної складової, представлено дрібноосередковою лімфогістіоцитарною інфільтрацією на тлі слабко вираженого набряку і помірного повнокров'я судин. Зміни селезінки порівняно з 3–ю добою залишаються на тому самому рівні.
При комбінованому лікуванні «амікацин+гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг» на 3–ю добу експериментального перитоніту запальні зміни в паренхіматозних органах та очеревині мають помірно виражений характер. Домінують дистрофічні зміни, зокрема, у печінці і міокарді, викликані токсичним ушкодженням, імовірно в результаті масивної антибактеріальної терапії. Кількість Купферових клітин в печінці збільшена, наявні ознаки їх гіпертрофії.
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Рис.5.16. Запальні зміни в парієтальній очеревині виражені слабко. Група «гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг». На 3-ю добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200.

На 5–у добу запальні дистрофічні зміни зменшуються. Водночас відмічається зменшення кількості в печінці Купферових клітин і редукція білої пульпи селезінки, що також може бути обумовлено виснаженням захисних імунних механізмів в умовах масивної антибактеріальної терапії. Морфологія перитоніту характеризується ослабленням запальних змін очеревини, при цьому в брижі запальні зміни виражені значно і мають характер фібринозно – гнійного процесу (рис.5.17).
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Рис.5.17. Очеревина. Слабка вираженість фібринозного та нейтрофільних компонентів запалення, у значній кількості виявляють макрофаги. Група «амікацин+гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг». На 5-у добу спостереження. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 400.
Для наочності виявлених морфологічних змін була складена таблиця (табл. 5.2), де зірочкою відмічено показники групи «К» і тих груп, у яких вираженість морфологічних змін була мінімальною (домінування невисоких напівкількісних значень). Квадратом позначені групи «Пр» і ті досліджувані групи, у яких морфологічні зміни були найбільш вираженими (переважання високих значень). Кругом позначені групи, які за напівкількісними показниками посіли проміжне положення. Проаналізовані у такий спосіб дані дозволили зробити висновок, що в досліджуваних групах, у яких для лікування було використано «амікацин» і комбінацію «амікацин+гатифлоксацин» за морфологічними показниками наближалися до групи «Пр», особливо в плані вираженості дистрофічних і некробіотичних процесів у печінці, тобто дані антибактеріальні комбінації надавали виражену токсичну дію на паренхіматозні органи.
Більш ефективним, щодо купіювання запальних змін при мінімальній токсичній дії на паренхіматозні органи, виявилося  застосування «гатифлоксацину» і, особливо, «гатифлоксацин+КПБФ».
Застосування комбінацій «амікацин+КПБФ» та «амікацин+гатифлоксцин+КПБФ», КПБФ сприятливо відбився на  купіюванні запальних змін і з 5–ї доби експериментального перитоніту на вираженості дистрофічних і некробіотичних змін у паренхіматозних органах.
 Вираженість гемореологічних порушень була високою як у групах з найбільш вираженими запальними й дистрофічними змінами («амікацин» і комбінація «амікацин+гатифлоксацин»), так і в групах, що посіли проміжне положення («амікацин+КПБФ» і «амікацин+гатифлоксацин+КПБФ») за даними показниками. Мінімальна вираженість гемореологічних порушень характерна для груп «гатифлоксацин» і «гатифлоксацин+КПБФ».

Слід зазначити, що в порівнянні з печінкою, вираженість морфологічних змін у серці  всіх досліджених груп була значно меншою, при цьому максимальні зміни реєструвалися в групі «амікацин».
Вираженість запальних змін у парієтальній очеревині найбільша в групах «Пр» і групі, у якій лікування проводили «амікацином». У вісцеральній очеревині запальні зміни були виражені значно слабше, при цьому максимальні зміни також виявлялися в групах «Пр» і групі, у якій лікування проводили «амікацином».
Таблиця 5.2
Морфологічні зміни у внутрішніх органах тварин з експериментальним перитонітом
	Група
	Доба
	1□
(А)
	2*
(Г)
	3□
(А+Г)
	4○
(А+ КПБФ)
	5*
(Г +КПБФ)
	6○
(А+Г+ КПБФ)
	7 (К)*
	8□
(Пр)

	Вираженість запалення в печінці

	3
	+++
	+
	++
	++
	++
	+ - ++
	–


	++++

	
	5
	++
	+
	++++
	++
	+
	+
	
	

	Вираженість дистрофічних змін у печінці
	3
	+++
	+ - ++
	+++ -++++
	++++
	+ - ++
	+++  - ++++
	–


	++++

	
	5
	++++
	+++
	+++ - ++++
	++
	+
	++
	
	

	Вираженість гемореологічних порушень

	3
	+++
	++
	+++
	+++
	++
	+++
	–


	++++

	
	5
	++
	+
	+++
	–
	++
	+++
	
	

	Вираженість запалення в міокарді


	3
	+ - ++
	+ 
	–
	– - +
	–
	–
	–


	+++

	
	5
	+
	–  - +
	+
	+ - ++
	–
	+ 
	
	

	Вираженість запалення вісцеральної очеревини
	3
	++
	+
	+
	–
	+
	+
	–


	++

	
	5
	+
	+
	+
	++
	+
	+
	
	

	Вираженість запалення парієнтальної очеревини
	3
	+++
	++
	++
	++
	–
	++
	–


	+++

	
	5
	+++
	++
	++
	+
	+
	+
	
	

	Наявність макрофагів в інфільтраті


	3
	–
	+
	–
	+
	++
	+
	–


	–

	
	5
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	
	


Продовження таблиці 5.2
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Наявність фібрину в ексудаті


	3
	++
	–
	–
	–
	–
	+
	–


	++

	
	5
	–
	–
	++
	–
	–
	–
	
	

	Кількість Купферових клітин


	3
	Змен

шення
	Не збільш.


	Зменшен
ня
	Зменшення
	Збільшення
	Збіль
шення
	Не збільш

	++



	
	5
	Змен
шення
	Збіль
шення 


	Зменшен
ня
	Зменшення
	Збільшення
	Змен
шення
	
	


Примітки:
1. А – група, яка отримувала амікацин;

Г – група, яка отримувала гатифлоксацин;

А+Г – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином;

КПБФ – група, яка отримувала колі-протейний бактеріофаг;

А+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з колі-протейним бактеріофагом;

Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом;

А+Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом.
2.  * – групи з мінімальними морфологічними змінами; □ – групи з найбільш вираженими морфологічними змінами; ○ – групи, які посіли проміжне положення.
Макрофаги в клітинному складі запального інфільтрату в групі і групах, у яких лікування проводили «амікацином» або «амікацин+гатифлоксацин» не виявлялися або зустрічалися у вигляді одиничних, дегенеративно змінених форм, що свідчить про пригнічення місцевих імунних клітинних реакцій.
Наявність фібринозного компоненту – показника тяжкості запальних змін, що свідчить про виражену проникність судин, відмічено в групах «Пр» і групі, де лікування проводили «амікацином».
 Важливе значення має морфологічне оцінювання стану Купферових клітин. Відомо, що останні здійснюють 80 – 90 % активності всієї ретикулоендотеліальної системи і забезпечують запобігання проникнення ендотоксину з портальної крові в периферичну циркуляцію. У групах, у яких лікування проводили «амікацином» або «амікацин+гатифлоксацин», відмічається зниження  кількості Купферових клітин – реактивної тканини, що виконує з поміж інших функцій функцію детоксикації. У групах, у яких лікування проводили комбінацією «гатифлоксацин+КПБФ», а також «амікацин+гатифлоксацин+КПБФ» відмічено збільшення кількості Купферових клітин у печінці. Одночасно слід зазначити, що в групі, де була застосована комбінація «амікацин+гатифлоксацин+КПБФ», незважаючи на первинне (3 доби перитоніту) збільшення Купферових клітин, на 5 – у добу кількість їх знижувалася. При лікуванні «гатифлоксацином» кількість Купферових клітин у порівнянні з групою «К» на 3 – ю добу не змінювалася, а на 5 – у добу зростала, крім того, відмічалася їх гіпертрофія.
Таким чином застосована модель перитоніту повністю адекватна відомим патоморфологічним положення про перитоніт. Встановлено, що перитоніт є не тільки місцевим запальним процесом, а й системним захворюванням, оскільки при прогресуванні захворювання уражаються всі життєвоважливі органи. Це проявляється у вигляді поєднання дистрофічних, запальних, а також гемореологічних порушень органів. Виявлені зміни внутрішніх органів відповідають морфологічній картині сепсису. При цьому у всіх експериментальних групах серед клініко – морфологічних форм сепсису переважає септицемія, а септикопіємія наявна тільки в групі нелікованого перитоніту (група порівняння). 

Для групи порівняння характерне поєднання виражених запально – дистрофічних і гемореологічних порушень як в паренхіматозних органах, так і в листках очеревини. Як прояв компенсаторно – пристосовної реакції у відповідь на запальний процес у печінці відмічено збільшення реактивної тканини у вигляді гіперплазії Купферових клітин.

 

При лікуванні перитоніту амікацином запальні, дистрофічні та некробіотичні зміни у внутрішніх органах та очеревині мають виражений характер і за ступенем мало відрізняються від таких в групі порівняння. Запальні й дистрофічні, а також гемореологічні зміни в паренхіматозних органах і листках очеревини, при лікуванні гатифлоксацином, виражені помірно, проте при подовженні термінів лікування відбувається посилення дистрофічних і некротичних змін у печінці, як і при лікуванні амікацином.
 

На тлі комбінованого лікування амікацин+гатифлоксацин дистрофічні й некробіотичні зміни в печінці зростають, а запальні зміни у внутрішніх органах та очеревині за ступенем мало відрізняються від таких у групі порівняння. При лікуванні амікацин+колі-протейний бактеріофаг морфологічні зміни в печінці характеризуються переважанням дистрофічних і некробіотічних змін на тлі зниження кількості Купферових клітин. Водночас запальні зміни порівняно з групою, у якій лікування здійснювали тільки амікацином, без комбінації з колі-протейним бактеріофагом, зменшуються.
 
Встановлено, що група гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг відрізняється від інших оптимальною терапевтичною комбінацією, що знаходить своє морфологічне підтвердження. Запальні, дистрофічні й гемореологічні зміни в паренхіматозних органах та листках очеревини, порівняно з іншими групами спостережень, виражені слабо. Відмічено гіперплазію Купферових клітин, наявність у запальному інфільтраті макрофагів. 

При комбінованому лікуванні амікацин+гатифлоксацин+колі-протейний бактеріофаг запальні зміни в паренхіматозних органах та очеревині мають помірно виражений характер. Домінують дистрофічні зміни, зокрема, в печінці і міокарді. Збільшена спочатку кількість Купферових клітин із часом зменшується, що відображає виснаження захисних імунних механізмів в умовах масивної антибактеріальної терапії. Альтеративні (дистрофічні й некробіотичні) зміни у внутрішніх органах обумовлені як вираженою інтоксикацією, пов'язаною з мікробною контамінацією очеревини в поєднанні з порушеннями мікрогемодинаміки, так і токсичним впливом антибіотиків, а також пригніченням місцевих механізмів клітинного захисту в умовах масивної антибактеріальної терапії. Слід зазначити, що експериментальні дані отримані при застосуванні колі-протейного бактеріофагу були аналогічними з даними при застосуванні колі бактеріофагу.
Наукові результати розділу опубліковано в роботах:

Мінухін В. В. Морфологічні особливості експериментального перитоніту при застосуванні гатіфлоксацину в режимі монотерапії та в комбінації з колі – протейним бактеріофагом / В. В. Мінухін, О. Ю. Косілова, Н. І. Горголь// Клінічна і експериментальна медицина. – 2013. – № 2(59). – С. 46 – 49.

РОЗДІЛ 6

 ЗАСТОСУВАННЯ ХІМІОТЕРАПЕВТИЧНИХ ТА ІМУНОБІОЛОГІЧНИХ ПРЕПАРАТІВ В ЕКСПЕРИМЕНТІ 
6.1. Гематологічні показники експериментальних тварин, які отримували антибактеріальні препарати окремо та в комбінації з колі –протейним бактеріофагом

Відомо, що хіміотерапевтичні препарати можуть ушкоджувати органи та системи, особливо чутливою є кровотворна система. Тому антибіотикотерапію, не – залежно від виду застосованих препаратів та шляхів їх введення, проводять під гематологічним контролем, що дає можливість своєчасно судячи з показників периферичної крові відреагувати на токсичну, побічну та лікувальну дію хіміотерапевтичних препаратів. Про перебіг запальної токсичної реакції також роблять висновки за показниками периферичної крові [79, 103, 223].

Тому доцільно було дослідити зміни гематологічних показників експериментальних тварин при лікуванні перитоніту антибактеріальними препаратами та колі-протейним бактеріофагом.

В результаті проведених досліджень виявили, що після 1–ї доби введення амікацину окремо та амікацину в комбінації з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом кількість еритроцитів в переферичній крові  було достовірно знижено у порівнянні з контролем (табл.6.1). При введенні гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу окремо, а також  комбінації амікцину з гатифлоксацином, амікацину з колі-протейним бактеріофагом, гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом, кількість еритроцитів не відрізнялась у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин. У тварин, яким вводили колі-протейний бактеріофаг в комбінації з амікацином спостерігалося збільшення кількості еритроцитів у порівнянні з групою тварин, які отримували амікацин (p<0,001). При введенні амікацину в комбінації з гатифлоксацином  та колі-протейним бактеріофагом спостерігалось зниження кількості еритроцитів у порівнянні з групою мишей, які отримували амікацин, гатифлоксацин, та колі-протейний бактеріофаг окремо (p<0,001). 

У тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин, та колі-протейний бактеріофаг окремо і в комбінаціях вміст гемоглобіну у піддослідних тварин у вказаний вище термін не змінювався, за виключенням групи амікацину з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом, де спостерігалось зниження гемоглобіну, у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин.

Прискорення ШОЕ спостерігалось в групі тварин, які отримували амікацин, амікацин в комбінації з гатифлоксацином, та амікацин з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом у порівнянні  з аналогічними показниками контрольної групи тварин (p<0,001).

У тварин всих експериментальних груп (ІІ – VIII) спостерігалась лейкопенія (табл. 6.1).

Тварини які отримували амікацин в комбінації з гатифлоксацином, а також амікацину в комбінації з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом  кількість базофілів в периферичній крові збільшувалась.

Виражена еозинофілія спостерігалась у тварин, що отримували гатифлоксацин (3,9±0,1), амікацин у поєднанні з гатифлоксацином (7,5±1,3), амікацин у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом (2,8±0,6), амікацин у поєднанні з гатифлоксацином (4,8±0,5) і амікацин у поєднанні з гатифлоксацином  та колі-протейним бактеріофагом (10,4±1,2), у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.

При введенні тваринам амікацину в окремо, а також амікацину в комбінації з колі-протейним бактеріофагом спостерігався зсув лейкоцитарної формули ліворуч.

Таблиця 6.1
Гематологічні показники експериментальних тварин після першої доби застосування хіміотерапевтичних препаратів (амікацина, гатифлоксацина, колі-протейного бактеріофага) окремо та в комбінації

	Групи тварин
	еритро-цити,  1×106
	гемоглобін %
	ШОЕ, мм/ч
	лейкоцити, 1×103
	базофіли %
	еозинофіли, %
	нейтрофпалич
кояд., %
	нейтроф
сегментоя
дер., %
	лімфоци

ти, %
	моно

цити, %

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Контроль
	9,3
	11,6
	3,1
	7,9
	0,5
	0,9
	2,8
	36,3
	59,1
	0,4

	
	±0,6
	±0,7
	±0,4
	±0,3
	±0,2
	±0,3
	±0,5
	±1,3
	±1,4
	±0,2

	
	<0,01
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	А
	6,9
	9,8
	5,2
	3,1
	0,6
	1,6
	7,2
	34,7
	52,7
	1,2

	
	±0,3
	±0,7
	±0,3
	±0,3
	±0,4
	±0,6
	±1,7
	±1,8
	±2,2
	±0,5

	
	<0,01
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	<0,02
	>0,1
	<0,05
	>0,1

	Г
	7,7
	11,3
	3,7
	2,8
	1,1
	3,9
	-
	32,9
	56,8
	3,6

	
	±0,3
	±0,7
	±0,6
	±0,3
	±0,5
	±1,0
	-
	±1,1
	±2,1
	±1,4

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	<0,01
	-
	<0,1>0,05
	>0,1
	<0,02

	А+Г
	7,9
	10,7
	4,8
	3,0
	2,9
	7,5
	
	31,7
	48,6
	5,8

	
	±0,5
	±0,6
	±0,4
	±0,2
	±1,0
	±1,3
	
	±2,1
	±3,0
	±0,6

	
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,02
	<0,001
	
	>0,1
	<0,02
	<0,001

	КПБФ
	9,5
	12,0
	3,5
	6,8
	0,3
	0,8
	3,4
	35,2
	58,0
	1,1

	
	±0,7
	±0,7
	±0,3
	±0,2
	±0,1
	±0,3
	±0,6
	±1,6
	±1,9
	±0,5

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1

	А+КПБФ
	9,1
	11,1
	3,6
	3,3
	0,8
	2,8
	5,7
	31,6
	53,8
	2,2

	
	±4
	±0,7
	±0,5
	±0,2
	±0,5
	±0,6
	±0,5
	±1,2
	±1,0
	±0,7

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	<0,01
	<0,001
	<0,05
	<0,05
	<0,01


Продовження таблиці 6.1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Г+КПБФ
	8,1
	11,8
	3,0
	4,3
	1,2
	4,8
	
	29,7
	56,4
	3,8

	
	±0,4
	±0,3
	±0,4
	±0,3
	±0,7
	±0,5
	
	±2,0
	±1,7
	±1,5

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	<0,001
	
	<0,05
	>0,1
	<0,01

	А+Г+КПБФ
	4,2
	9,7
	5,9
	1,5
	4,9
	10,4
	
	29,8
	46,9
	4,2

	
	±0,2
	±0,5
	±0,4
	±0,1
	±1,0
	±1,2
	
	±2,0
	±2,0
	±0,6

	
	<0,001
	<0,1>
0,05
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	
	<0,05
	<0,001
	<0,001


Примітка:


А – група, яка отримувала амікацин;

Г – група, яка отримувала гатифлоксацин;

А+Г – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином;

КПБФ – група, яка отримувала колі-протейний бактеріофаг;

А+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з колі-протейним бактеріофагом;

Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом;

А+Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом

В крові експериментальних тварин, яким вводили гатифлоксацин окремо та в комбінації з колі-протейним бактеріофагом спостерігалось зниження сегментоядерних нейтрофілів. При введенні гатифлоксацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом спостерігалось зниження кількості сегментоядерних нейтрофілів на 14,1 %, амікацину в поєднанні з гатифлоксацином і колі-протейним бактеріофагом – 11,9 %, у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин (р<0,05).

В крові піддослідних тварин, які отримували колі-протейний бактеріофаг в комбінації з амікацином та гатифлоксацином відмічалося достовірне зменшення  кількості сегментоядерних нейтрофілів у порівнянні з показниками крові тварин, які отримували амікацин та колі-протейний бактеріофаг.

Суттєве зменшення кількості лімфоцитів у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин спостерігалось при введенні мишам амікацину окремо, амікацину в поєднанні з гатифлоксацином, амікацину з колі-протейним бактеріофагом та амікацину в поєднанні з гатифлоксацином і колі-протейним бактеріофагом. Також зменшення лімфоцитів відмічалось в IV та VIII експериментальних групах у порівнянні з III і V групами. 

У тварин, які отримували гатифлоксацин, колі-протейний бактеріофаг окремо і гатифлоксацин у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом, кількість лімфоцитів була на рівні аналогічних показників в крові контрольних тварин.

В крові піддослідних тварин ІІІ, IV, VII та VIII експериментальних груп спостерігався виражений моноцитоз у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин.

Після 3–х добового введення препаратів суттєві зміни в показниках периферичної крові відмічались у тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин та колі-протейний бактеріофаг в режимі монотерапії та в різних поєднаннях, (табл. 6.2)

Виходячи з отриманих даних (табл.6.2) у тварин всіх дослідних груп, за виключенням групи тварин яка отримувала колі-протейний бактеріофаг окремо, відмічалось зниження кількості еритроцитів у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин.

При застосуванні колі-протейного бактеріофагу з амікацином, а також з гатифлоксацином, та з амікацином і гатифлоксацином, відмічалось зменшення кількості еритроцитів у порівнянні з їх вмістом в крові експериментальної групи яка отримувала колі-протейний бактеріофаг окремо, подвійна та потрійна комбінація препаратів не впливала на змінення кількості еритроцитів у порівнянні з групами тварин, що отримували амікацин і гатифлоксацин.

В крові мишей, які отримували амікацин окремо та в комбінації з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом спостерігалось зниження гемоглобіну у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин  на 21,8 та 29,7 % відповідно. 

У тварин які отримували колі-протейний бактеріофаг змін в периферичній крові не було виявлено.

В крові піддослідних тварин, які отримували амікацин з гатифлоксацином окремо і в комбінаціях з колі-протейним бактеріофагом спостерігалось зниження кількості лейкоцитів у піддослідних тварин. Виражена лейкопенія спостерігалася у експериментальних тварин, які отримували амікацин – 1,2×103(±0,06), амікацин в комбінації з гатифлоксацином – 1,8×103(±0,2) та амікацин, гатифлоксацин і колі-протейний бактеріофаг – 0,7×103(±0,08). 
Таблиця 6.2

Гематологічні показники піддослідних тварин після 3-х добового застосування амікацина, гатифлоксацина та колі-протейного бактеріофага окремо і в комбінації

	Групи тварин
	еритро-цити, 1×106
	гемогло

бін  %
	ШОЕ, мм/ч 
	лейкоцити, 1×103
	базофіли %
	еозинофі
ли, %
	нейтроф. паличко-ядерн., %
	нейтроф. сегмент., %
	лімфоци

ти, %
	моноцити, %

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Контроль
	9,3
	11,6
	3,1
	7,9
	0,5
	0,9
	2,8
	36,3
	59,1
	0,4

	
	±0,6
	±0,7
	±0,4
	±0,3
	±0,2
	±0,3
	±0,5
	±1,3
	±1,4
	±0,2

	
	<0,01
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	А
	6,3
	8,7
	3,7
	1,2
	1,9
	5,4
	3,8
	32,6
	49,7
	3,9

	
	±0,4
	±0,6
	±0,2
	±0,06
	±0,7
	±1,0
	±0,6
	±1,2
	±2,0
	±0,7

	
	<0,01
	<0,02
	<0,05
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	<0,01
	<0,001

	Г
	5,9
	10,0
	2,9
	2,7
	2,7
	6,8
	3,5
	26,9
	54,0
	2,3

	
	±0,3
	±0,5
	±0,3
	±0,2
	±0,7
	±0,8
	±0,8
	±2,0
	±1,4
	±0,7

	
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	>0,1
	<0,01
	>0,05
	<0,01

	А+Г
	6,2
	10,8
	3,3
	1,8
	5,9
	12,0
	5,3
	25,4
	42,6
	4,6

	
	±0,2
	±0,4
	±0,3
	±0,2
	±1,2
	±0,8
	±0,8
	±1,5
	±2,9
	±0,5

	
	<0,01
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	<0,001
	<0,001

	КПБФ
	8,4
	11,5
	3,0
	8,0
	0,4
	0,8
	4,0
	33,8
	55,7
	3,0

	
	±0,2
	±0,6
	±0,4
	±0,4
	±0,2
	±0,3
	±0,6
	±1,2
	±1,5
	±0,9

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,05
	>0,1
	>0,1
	<0,01

	А+КПБФ
	6,7
	12,6
	3,4
	2,3
	3,5
	5,7
	3,2
	30,7
	51,6
	2,9

	
	±0,4
	±0,4
	±0,3
	±0,3
	±0,6
	±0,6
	±0,9
	±2,6
	±1,5
	±1,0

	
	<0,02
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	>0,1
	>0,05
	<0,01
	<0,02

	Продовження таблиці 6.2.


	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Г+КПБФ
	6,0
	11,7
	3,9
	3,2
	2,1
	7,6
	4,1
	24,8
	53,4
	3,7

	
	±0,4
	±0,5
	±0,4
	±0,3
	±0,7
	±0,5
	±0,8
	±2,0
	±1,2
	±0,8

	
	<0,01
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,02
	<0,001
	>0,1
	<0,001
	<0,05
	<0,001

	А+Г+КПБФ
	6,0
	7,8
	4,2
	0,7
	4,8
	12,4
	7,5
	19,9
	46,1
	6,1

	
	±0,3
	±0,6
	±0,4
	±0,08
	±0,6
	±2,0
	±0,6
	±1,7
	±1,4
	±0,9

	
	<0,001
	<0,01
	<0,02
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001


Примітка:

А – група, яка отримувала амікацин;

Г – група, яка отримувала гатифлоксацин;

А+Г – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином;

КПБФ – група, яка отримувала колі-протейний бактеріофаг;

А+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з колі-протейним бактеріофагом;

Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом;

А+Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом

В результаті комбінованої дії амікацину з колі-протейним бактеріофагом спостерігалося збільшення лейкоцитів в 1,8 рази (р<0,001), у порівнянні з тваринами, які отримували амікацин. При введенні експериментальним тваринам колі-протейного бактеріофагу з гатифлоксацином рівень лейкоцитів підвищувався в 1,3 рази (р<0,02), на відміну від групи де застосовували гатіфлоксацин. 

В периферичній крові тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин окремо та в комбінаціях відмічалася базофілія, еозинофілія та моноцитоз, у порівнянні з аналогічними показниками в крові контрольних тварин. При ввведенні експериментальним тваринам гатифлоксацину окремо та в комбінаціях (амікацин+гатифлоксацин та амікацин+гатифлоксацин+КПБФ) спостерігався зсув лейкоцитарної формули ліворуч. Зниження кількості лімфоцитів було при застосуванні амікацину окремо, амікацину у поєднанні з гатифлоксацином, амікацину з колі-протейним бактеріофагом, гатифлоксацину в комбінації з колі-протейним бактеріофагом, амікацину у поєднанні з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом, у порівнянні з аналогічними показниками в крові тварин контрольної групи.

Зменшення числа лімфоцитів спостерігалось у тварин, які отримували гатифлоксацин окремо, у порівнянні з аналогічними показниками в крові тварин контрольної групи. 

При введенні експериментальним тваринам амікацину в поєднанні з гатифлоксацином була виражена токсична дія на лімфоцити. Кількість лімфоцитів в крові експериментальних тварин, які отримували гатифлоксацин в комбінації з колі-протейним бактеріофагом була на рівні такої, як при застосуванні  гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу окремо. 

На 5 – у добу введення препаратів показники периферичної крові і їх кількість в більшості випадків досягала показників, які були аналогічними з показниками крові контрольних тварин (табл. 6.3).

Таблиця 6.3

Гематологічні показники піддослідних тварин на 5 – у добу застосування амікацину, гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу окремо і в комбінації

	Групи тварин
	еритро-цити, 1×106
	гемогло-бін  %
	ШОЕ, мм/ч
	лейкоцити, 1×103
	базофіли %
	еозинофі
ли, %
	нейтроф. паличко-яд.,  %
	нейтроф. сегменто
ядерн., %
	лімфоци

ти, %
	моноци
ти, %

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Контроль
	9,3
	11,6
	3,1
	7,9
	0,5
	0,9
	2,8
	36,3
	59,1
	0,4

	
	±0,6
	±0,7
	±0,4
	±0,3
	±0,2
	±0,3
	±0,5
	±1,3
	±1,4
	±0,2

	
	<0,01
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	А
	6,0
	11,2
	3,3
	2,0
	0,4
	1,4
	2,3
	34,6
	56,7
	2,7

	
	±0,1
	±0,6
	±0,4
	±0,09
	±0,3
	±0,8
	±0,4
	±3,2
	±3,0
	±0,9

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,02

	Г
	10,0
	9,9
	3,0
	2,4
	1,7
	2,5
	2,9
	32,4
	58,4
	0,6

	
	±0,6
	±0,5
	±0,4
	±0,2
	±0,5
	±0,5
	±0,4
	±1,5
	±1,4
	±0,3

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,05
	<0,01
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1

	А+Г
	8,3
	10,5
	3,2
	2,5
	4,0
	8,3
	-
	29,8
	53,4
	2,0

	
	±0,3
	±0,6
	±0,4
	±0,3
	±0,7
	±0,8
	-
	±1,0
	±1,1
	±0,5

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	-
	<0,05
	<0,05
	<0,01

	КПБФ
	9,1
	11,7
	3,1
	7,9
	0,3
	1,0
	2,5
	37,0
	59,0
	0,5

	
	±0,3
	±0,4
	±0,4
	±0,6
	±0,2
	±0,5
	±0,7
	±2,2
	±2,1
	±0,3

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1

	А+КПБФ
	8,0
	10,8
	3,7
	2,4
	0,5
	2,1
	2,0
	35,9
	57,6
	0,5

	
	±0,3
	±0,5
	±0,3
	±0,1
	±0,3
	±1,0
	±0,9
	±1,8
	±1,5
	±0,3

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1


Продовження таблиці 6.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	Г+КПБФ
	8,3
	10,5
	2,8
	4,1
	1,0
	3,7
	-
	34,3
	58,3
	0,5

	
	±0,1
	±0,5
	±0,3
	±0,3
	±0,3
	±0,8
	-
	±1,9
	±1,6
	±0,3

	
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	<0,01
	-
	>0,1
	>0,1
	>0,1

	А+Г+КПБФ
	5,9
	9,8
	4,2
	1,2
	2,0
	11,6
	-
	28,6
	51,2
	3,4

	
	±0,3
	±0,4
	±0,2
	±0,1
	±0,7
	±1,1
	-
	±2,1
	±2,0
	±0,7

	
	<0,001
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,05
	<0,001
	-
	<0,02
	<0,02
	<0,001


Примітка:

А – група, яка отримувала амікацин;

Г – група, яка отримувала гатифлоксацин;

А+Г – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином;

КПБФ – група, яка отримувала колі-протейний бактеріофаг;

А+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з колі-протейним бактеріофагом;

Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом;

А+Г+КПБФ – група, яка отримувала комбінацію амікацину з гатифлоксацином у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом

Кількість еритроцитів залишалась достовірно меншою у тварин, які отримували амікацин – 6,7×106 (±0,2) та амікацин в поєднанні з гатифлоксацином і колі-протейним бактеріофагом – 5,9×106 (±0,3) (р<0,01), у порівнянні з контролем – 8,8×106 (±0,5).

З таблиці 6.3. видно, що кількість еритроцитів у тварин які отримували амікацин у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом та амікацину в комбінації з гатифлоксацином було більше, ніж при застосуванні амікацину окремо.

Рівень гемоглобіну у всіх піддослідних тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин, колі-протейний бактеріофаг окремо та в комбінаціях, був на рівні аналогічних показників в крові контрольних тварин. Величина ШОЕ у всіх піддослідних тварин, окрім VIII піддослідної групи не змінювалась.

 Кількість лейкоцитів у тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин окремо, амікацин з гатифлоксацином та амікацин з колі-протейним бактеріофагом, була в середньому від 2,0×103 (±0,09) до 2,5×103 (±0,3). Виражена лейкопенія  спостерігалась у тварин 8 експериментальної групи – 1,2×103 (±0,1).

Таким чином, при аналізі отриманих даних після введення амікацину, гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу окремо і в комбінаціях, на показники периферичної крові, можна зробити такі висновки:

 У експериментальних тварин при застосуванні амікацину та гатифлоксацину окремо та в різних комбінаціях (амікацин з гатифлоксацином, амікацин у поєднанні з колі-протейний бактеріофагом, гатифлоксацин у комбінації з колі-протейний бактеріофагом, амікацин та гатифлоксацин у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом) відмічалось зниження кількості лейкоцитів в периферичній крові.

Аналогічні результати були отримані і при застосуванні колі-бактеріофагу.
6.2. Фагоцитарна активність лейкоцитів крові експериментальних тварин під впливом амікацину, гатифлоксацину, колі-протейного бактеріофагу

Для з΄ясування ефективності хіміотерапевтичних препаратів, які застосовуються з лікувальною метою, велике значення має їх вплив на специфічний та неспецифічний імунітет. Як відомо, хіміотерапевтичні препарати пригнічують захисні реакції організму, в тому числі і фагоцитоз. Але мало даних відносно характеру змін заключної фази фагоцитозу при різному впливі, тоді як саме вона має виключне значення як показник  реактивності організму [27, 86, 180].

Недостатньо вивчено питання щодо динаміки змін  фагоцитарної активності лейкоцитів при антибіотикотерапії перитоніту, а вплив гатифлоксацину, амікацину та колі-протейного бактеріофагу на фагоцитарну активність лейкоцитів в літературі не висвітлено.

Тому доцільно було вивчити вплив гатифлоксацину, амікацину та колі-протейного бактеріофагу на фагоцитарне число, фагоцитарний індекс та коефіцієнт завершеності фагоцитозу. 

В результаті проведених досліджень виявили, що при застосуванні амікацину в дозі 0,2 мг/кг (внутрішньоочеревно) протягом 1 – ї доби спостерігали зниження  фагоцитарного числа (ФЧ) і фагоцитарного індексу (ФІ) та коефіцієнту завершеності фагоцитозу (КЗФ), по відношенню до аналогічних показників контрольних тварин. Фагоцитарне число було знижено в 1,6 разів, фагоцитарний індекс та коефіцієнт завершеності фагоцитозу – в 1,9 рази (р<0,001) (табл.6.4).  

Після 1 – ї доби введення експериментальним тваринам гатифлоксацину в дозі 0,25 мг/кг також спостерігалось зниження всіх показників фагоцитозу: фагоцитарного числа в 1,2 рази (р<0,01), фагоцитарного індексу – в 2,3 рази та коефіцієнта завершеності фагоцитозу – в 2 рази (р<0,001), у порівнянні з аналогічними показниками контрольної групи.

Таблиця 6.4

Дія амікацину, гатифлоксацину, колі-протейного бактеріофагу при окремому та комбінованому застосуванні на фагоцитарну активність лейкоцитів периферичної крові експериментальних тварин на 1- у добу введення препаратів.
	Біологічні параметри
	Групи тварин

	
	Конт-роль
	А
	Г
	А+Г
	КПБФ
	А+КПБФ
	Г+КПБФ
	А+Г+КПБФ

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ФЧ
	48,0
	27,6
	39,6
	25,8
	54,6
	28,7
	55,5
	24,2

	
	±2,0
	±0,5
	±1,6
	±0,8
	±2,1
	±0,7
	±1,7
	±0,2

	
	-
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	<0,05
	<0,001
	<0,02
	<0,001

	ФІ
	1,2
	0,5
	0,4
	0,2
	2,6
	0,6
	0,8
	0,2

	
	±0,09
	±0,006
	±0,08
	±0,03
	±0,1
	±0,07
	±0,04
	±0,02

	
	-
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	<0,001

	КЗФ
	70,0
	33,8
	31,7
	28,8
	71,7
	36,5
	42,0
	26,7

	
	±0,9
	±1,3
	±0,6
	±0,7
	±3,6
	±1,7
	±2,8
	±0,6

	
	-
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,001


Примітка.  ФЧ – фагоцитарне число;

ФІ – фагоцитарний індекс;

КЗФ – коефіцієнт завершеності фагоцитозу.
При застосуванні гатифлоксацину та амікацину в комбінації пригнічуюча дія цих препаратів на показники фагоцитозу була виражена. Фагоцитарне число при застосуванні амікацину у поєднанні з гатифлоксацином було пригнічене в 1,7 раз, фагоцитарний індекс – в 3,9 рази та коефіцієнт завершеності фагоцитозу – 2,4 рази (р<0,001).

При введенні колі-протейного бактеріофагу в дозі 0,03 мг/кг внутрішньоочеревно, фагоцитарне число та фагоцитарний індекс у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин підвищувались. Коефіцієнт завершеності фагоцитозу знаходився на рівні контрольних значень.

Після застосування амікацину з колі-протейним бактеріофагом показники фагоцитозу знижувались. ФЧ було пригнічено в 1,5 рази (р<0,001), ФІ – в 1,6 рази (р<0,01) та КЗФ – в 1,8 раз (р<0,001), у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.

Застосування гатифлоксацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом призвело до підвищення ФЧ в 1,2 раз (р<0,02), та зниження ФІ – 1,3 рази (р<0,001), КЗФ – 1,5 раз (р<0,001), у порівнянні з аналогічними показниками  контрольних тварин.

Введення гатифлоксацину в комбінації з амікацином та колі-протейним бактеріофагом, викликало достовірне зниження фагоцитарного числа (24,2±0,3), фагоцитарного індекса (0,2±0,02) та  коефіцієнту завершеності фагоцитозу (26,7±0,6), у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин, при (р<0,001) (табл.6.4).

При порівнянні токсичної дії амікацину у поєднанні з гатифлоксацином, а також амікацину у поєднанні з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом, слід відмітити, що в результаті було достовірне зниження фагоцитарної активності, у порівнянні з тим, що спостерігалось у тварин, які отримували амікацин окремо (табл.6.4).

Показники фагоцитозу при введенні амікацину та у поєднанні його з бактеріофагом достовірно не відрізнялися.

Фагоцитарне число та фагоцитарний індекс при введенні амікацину у поєднанні з гатифлоксацином значно зменшились: фагоцитарне число  складало 25,8±0,8, фагоцитарний індекс – 0,2±0,03, в той час як у тварин, які отримували гатифлоксацин окремо, ці показники фагоцитозу дорівнювали відповідно 39,6±1,6 та 0,4±0,08.

Значно підвищувалися показники фагоцитозу при застосуванні гатифлоксацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом: фагоцитарне число було вище в 1,3 рази (р<0,001), фагоцитарний індекс – в 1,7 раз та коефіцієнт завершеності фагоцитозу – в 1,2 рази, у порівнянні з показниками його в ІІІ експериментальній групі.

При введенні амікацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом відмічалось достовірне зниження фагоцитарного числа (28,7±0,7) (р>0,1), фагоцитарного індексу – 0,6±0,07 (р>0,1) та  коефіцієнту завершеності фагоцитозу (36,5±1,7) (р>0,1) у порівнянні з фагоцитарними показниками у тварин, які отримували колі-протейний бактеріофаг окремо – 54,6±2,1, 2,6±0,1 та 71,7±3,6. Фагоцитарний індекс та коефіцієнт завершеності фагоцитозу були значно нижче у тварин, яким вводили гатифлоксацин у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом, ніж у тварин, які отримували колі-протейний бактеріофаг окремо, фагоцитарне число було на однаковому рівні в цих обох групах.

При застосуванні колі-протейного бактеріофагу у поєднанні з амікацином та гатифлоксацином фагоцитарна активність знижувалась у порівнянні з фагоцитарними показниками тварин, які отримували бактеріофаг та гатифлоксацин окремо. 

На 3 – ю добу введення препаратів фагоцитарні показники не досягали рівня контрольних значень (табл.6.5).

При введенні амікацину окремо та в комбінації з гатифлоксацином і колі-протейним бактеріофагом зменшувалась фагоцитарна активність лейкоцитів однаково (в 1,6 рази) при (р<0,001) у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.  Зниження фагоцитарної активності відмічалося у тварин, які отримували гатифлоксацин окремо та амікацин у поєднанні  з колі-протейним бактеріофагом, в 1,2 та 1,4 рази відповідно.
Фагоцитарне число у тварин, яким вводили колі-протейний бактеріофаг  окремо, було вище у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин. У VII групі фагоцитарне число було на рівні аналогічних показників контрольних тварин. 

При застосуванні амікацину і гатифлоксацину, введених окремо, фагоцитарний індекс був знижений в 1,5 рази (р<0,02) в порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин (р<0,01).

При введенні амікацину в поєднанні з гатифлоксацином та амікацину в комбінації з колі-протейним бактеріофагом і гатифлоксацином значно знижували  фагоцитарний індекс (в 2,2–2,9 рази відповідно) при (р<0,001), у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.

Таблиця 6.5
Дія хіміотерапевтичних препаратів та колі-протейного бактеріофагу на фагоцитарну активність лейкоцитів периферичної крові піддослідних тварин на 3 – ю добу введення препаратів 
	Біологічні параметри
	

Групи тварин

	
	К
	А
	Г
	А+Г
	КПБФ
	А+КП

БФ
	Г+КП

БФ
	А+Г+КПБФ

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ФЧ
	48,0
	28,6
	42,4
	32,1
	54,0
	30,5
	50,7
	28,0

	
	±2,0
	±0,4
	±0,4
	±0,3
	±0,3
	±0,5
	±0,7
	±0,2

	
	-
	<0,001
	<0,01
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	>0,1
	<0,001

	ФІ
	1,2
	0,7
	0,8
	0,4
	1,8
	0,9
	0,9
	0,4

	
	±0,09
	±0,07
	±0,04
	±0,03
	±0,06
	±0,05
	±0,06
	±0,03

	
	-
	<0,02
	<0,01
	<0,001
	<0,001
	<0,05
	<0,05
	<0,001

	КЗФ
	70,0
	39,9
	37,2
	34,3
	70,0
	40,4
	58,3
	31,8

	
	±0,9
	±0,8
	±1,0
	±0,8
	±1,7
	±0,8
	±2,3
	±0,9

	
	-
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	>0,1
	<0,001
	<0,001
	<0,001


Примітка. ФЧ – фагоцитарне число;

ФІ – фагоцитарний індекс;

КЗФ – коефіцієнт завершеності фагоцитозу.

Після введення колі-протейного бактеріофагу спостерігали достовірне підвищення фагоцитарного індексу, який досягав – 1,8±0,06, в контрольній групі він дорівнював 1,2±0,09 (при р<0,001). При введенні амікацину з колі-протейним бактеріофагом та гатифлоксацину з бактеріофагом фагоцитарний індекс знижувався у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.

У всих піддослідних групах, за виключенням групи в якій використовувався колі-протейний бактеріофаг спостерігалося зниження коефіцієнта завершеності фагоцитозу після введення препаратів протягом 3–х діб, у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин.

При введенні амікацину і гатифлоксацину окремо, гатифлоксацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом, амікацину у комбінації з бактеріофагом, колі-протейного бактеріофагу в комбінації з амікацином та гатифлоксацином спостерігалося пригнічення завершеності фагоцитозу, про що свідчать дані щодо його зниження в ІІІ та VI експериментальних групах в 1,6 рази, в ІІІ групі – 1,7 рази, в ІV групі – в 1,9 рази, в VIІ групі – в 1,2 рази та в VIІІ групі – в 2,1 рази, у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин (р<0,001).

При порівнянні вивчених комбінацій найбільша фагоцитарна активність лейкоцитів до завершеності спостерігалась при введенні гатифлоксацину в поєднанні з колі-протейним бактеріофагом, найменша – при введенні гатифлоксацину в комбінації з амікацином та колі-протейним бактеріофагом.

Після введення амікацину, гатифлоксацину, амікацину з гатифлоксацином, амікацину з бактеріофагом, амікацину з гатифлоксацином та бактеріофагом протягом 3 – х діб відмічалось поступове підвищення фагоцитарної активності лейкоцитів периферичної крові (табл.6.5). 

Як видно з таблиці 12, після 3-х добового введення амікацину і гатифлоксацину окремо фагоцитарний індекс і завершеність фагоцитозу були підвищені. 

При застосуванні амікацину у поєднанні з гатифлоксацином протягом 3 – х діб спостерігалось підвищення фагоцитарного числа, фагоцитарного індексу та коефіцієнту завершеності фагоцитозу.

 При введенні тваринам колі-протейного бактеріофагу окремо і амікацину у комбінації з колі-протейним бактеріофагом відбувалося посилення фагоцитарної реакції. 

Фагоцитарне число і завершеність фагоцитозу у тварин після 3 – х діб застосування гатифлоксацину в комбінації з бактеріофагом та гатифлоксацину у поєднанні з амікацином та бактеріофагом були вище, чим при застосуванні вказаних комбінацій після 1 – ї доби.

 Після введення препаратів на 5-у добу, показники фагоцитозу наближались до контрольних значень, виключенням була VIII експериментальна група, де фагоцитарне число, фагоцитарний індекс та коефіцієнт завершеності фагоцитозу залишались на низькому рівні по відношенню до аналогічних показників контрольних тварин (р<0,001) (табл.6.6)
У тварин, які отримували амікацин в комбінації з гатифлоксацином фагоцитарна активність була низькою. При застосуванні гатифлоксацину в комбінації з амікацином і бактеріофагом вона була знижена в 1,2 рази, у порівнянні з аналогічними показниками контрольної групи.

При введенні амікацину у поєднанні з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом фагоцитарний індекс зменшувався в 1,4 (р<0,01) рази, коефіцієнт завершеності фагоцитозу – в 1,2 рази (р<0,001), по відношенню до аналогічних показників контрольних тварин.

Таблиця 6.6
Фагоцитарна активність лейкоцитів крові піддослідних тварин на 5 – у добу застосування хіміотерапевтичних препаратів амікацину, гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу застосованих окремо та в комбінаціях
	Біологічні параметри
	Групи тварин

	
	К
	А
	Г
	А+Г
	КП

БФ
	А+КПБФ
	Г+КП

БФ
	А+Г+
КПБФ

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ФЧ
	48,0
	45,7
	47,4
	43,9
	48,0
	46,6
	48,0
	39,7

	
	±2,0
	±0,3
	±0,6
	±0,4
	±0,5
	±0,8
	±0,5
	±0,4

	
	-
	>0,1
	>0,1
	<0,1>0,05
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001

	ФІ
	1,2
	1,1
	1,2
	1,0
	1,2
	1,1
	1,2
	0,8

	
	±0,09
	±0,005
	±0,005
	±0,05
	±0,03
	±0,06
	±0,06
	±0,04

	
	-
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,01

	КЗФ
	70,0
	67,7
	64,7
	62,6
	70,0
	68,0
	70,0
	60,8

	
	±0,9
	±0,7
	±0,9
	±0,7
	±0,8
	±1,0
	±0,9
	±1,0

	
	-
	>0,1
	<0,01
	<0,001
	>0,1
	>0,1
	>0,1
	<0,001


Примітка. ФЧ – фагоцитарне число;

ФІ – фагоцитарний індекс;

КЗФ – коефіцієнт завершеності фагоцитозу.
Завершеність фагоцитозу була низькою у тварин, яким вводили гатифлоксацин (64,7±0,9), амікацин в комбінації з гатифлоксацином (62,6±0,7) (р<0,001), по відношенню до аналогічних показників контрольних тварин (70,0±0,9). При введенні експериментальним тваринам колі-протейного бактеріофагу окремо та в комбінаціях завершеність фагоцитозу  також досягала аналогічних показників у контрольних тварин.

Таким чином, аналізуючи дані, отримані при вивченні окремого та комбінованого застосування амікацину, гатифлоксацину і бактеріофагу на фагоцитарні реакції, можна зробити наступні висновки:

При введенні амікацину і гатифлоксацину, окремо та в комбінаціях спостерігали зниження фагоцитарного числа, фагоцитарного індексу та завершеності фагоцитозу після 3 – ї та 5 – ї доби застосування препаратів.

При введенні комбінації амікацину у поєднанні з гатифлоксацином та колі-протейним бактеріофагом була виражена пригнічуюча дія на фагоцитарні реакції.

При введенні гатифлоксацину в комбінації з колі-протейним бактеріофагом фагоцитарне число було вище, ніж при аналогічних показниках контрольної групи, але таке саме, як і при окремому застосуванні колі-протейного бактеріофагу.

При введенні колі-протейного бактеріофагу окремо, спостерігалось підвищення фагоцитарного числа та фагоцитарного індекса у порівнянні з аналогічними показниками контрольних тварин, що можливо пов΄язано з імуною реакцією на фагові антигени. Не відрізнялись показники фагоцитозу і при застосуванні колі бактеріофагу.
6.3. Біохімічні показники при застосуванні антибактеріальних препаратів в режимі монотерапії та в комбінації з колі-протейним бактеріофагом

Як вказано в літературному огляді, рівень білків гострої фази запалення є інформативним показником перебігу захисної запальної реакції організму. Динаміка зміни фаз запальних та репаративних процесів супроводжується зміною концентрації білків гострої фази запалення в плазмі крові. Враховуючи це в даному розділі представлено результати вивчення концентрації СРБ та серомукоїдів в крові тварин з експериментальним перитонітом на фоні моно- та комбінованої терапії антибактеріальними препаратами та колі-протейним бактеріофагом.

В цій серії досліджень визначали концентрацію СРБ та серомукоїдів в сироватці крові.

При вивченні вмісту СРБ в сироватці крові тварин на 1 – у та 3 – ю доби проведеної терапії було отримано наступні результати: референтна концентрація СРБ в групі контрольних тварин протягом 3 – х діб не змінювалась (табл.6.7). В групі порівняння концентрація СРБ була достовірно вищою, ніж в контрольній і не знижувалась протягом 3 – х діб (термін спостерігання). У всіх контрольних групах в першу добу введення препаратів концентрація СРБ достовірно не відрізнялась від показників групи порівняння.
Таблиця 6.7

Вміст СРБ в сироватці крові
	Групи тварин
	Тварини з реакцією СРБ, г/л
	Р

	
	1 доба
	3 доба
	

	Контрольна група
	12,0±1,8
	12,0±1,8
	>0,05

	Тварини з перитонітом
	22,4±2,5
	22,4±2,5*
	<0,05)

	1 гр. (амікацин)
	20,1±1,9
	21,3±2,1
	>0,05

	2 гр. (гатифлоксацин)
	19,8±1,8
	17,8±1,2
	<0,05

	3 гр. (А+Г)
	21,3±2,2
	18,6±1,6
	<0,05

	4 гр. (А+КПБФ)
	20,8±2,0
	19,2±1,7
	<0,05

	5 гр. (Г+КПБФ)
	19,5±1,7
	14,5±1,4*
	<0,05

	6 гр. (А+Г+КПБФ)
	20,5±2,0
	15,2±1,5*
	<0,05


Примітка. СРБ – С-реактивний білок; * - р<0,05.
На 3 – ю добу в першій, другій, третій та четвертій експериментальних групах (відповідно монотерапія амікацином та гатифлоксацином, комбінацією амікацина з гатифлоксацином та амікацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом) концентрація СРБ в сироватці крові також достовірно не знижувалася.

В п΄ятій групі (терапія гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом) та в шостій групі (терапія комбінацією амікацину, гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу) концентрація СРБ достовірно знизилася. 

При вивченні показників концентрації серомукоїдів було встановлено, що на першу добу у тварин з експериментальним перитонітом вміст серомукоїдів достовірно підвищувався і не змінювався протягом 3 – х діб (табл.6.8)

В усіх дослідних групах (монотерапія та терапія комбінацією препаратів) вміст серомукоїдів в першу добу від початку лікування достовірно не відрізнявся від показників групи порівнянні.

На 3 – ю добу від початку лікування вміст серомукоїдів достовірно не змінювався в 1 – й та 2 – й групі тварин (монотерапія амікацином та гатифлоксацином). В 3 – 6 групах (при комбінованій терапії антибіотиками та антибіотиками і колі-протейним бактеріофагом) вміст серомукоїдів достовірно знижувався.

Таблиця 6.8 

Вміст серомукоїдів в сироватці крові
	Групи тварин
	Вміст сіромукоїдів, S-H
	Р

	
	1 доба
	3 доба
	

	Контрольна группа
	4,0±0,2
	3,7±0,2 
	р>0,05

	Тварини з перитонітом
	4,4±0,2
	4,4±0,1* 
	р<0,05

	1-а группа (А)
	4,4±0,1
	4,2±0,2 
	р>0,05

	2-а группа (Г)
	4,4±0,2
	4,0±0,2 
	р>0,05

	3-я группа (А+Г)
	4,4±0,2
	3,9±0,1* 
	р<0,05

	4-а группа (А+КПБФ)
	4,5±0,1
	4,1±0,1*
	р<0,05

	5-а группа (Г+КПБФ)
	4,3±0,1
	4,0±0,1*
	р<0,05

	6-а група (А+Г+КПБФ)
	4,4±0,1
	4,1±0,1*
	р<0,05


Примітка. S-H – одиниці помутніння за Shank та Hoagland; * - р<0,05.
Ці результати свідчать про те, що вибрана експериментальна модель перитоніту адекватно відтворювала перебіг захисної запальної реакції організму тварин. В групах порівняння показники вмісту СРБ та серомукоїдів були достовірно вищими, ніж референтні показники цих білків в контрольних групах. Протягом 3 – х діб без лікування в організмі тварин порушений гомеостаз не відновлювався, запальні процеси були максимально вираженими. 

Монотерапія антибіотиками, комбінована терапія амікацином та гатифлоксацином і антибіотиками та колі-протейним бактеріофагом в першу добу також не викликали достовірних змін перебігу гострої фази запалення. На 3 – ю добу монотерапія антибіотиками, комбінована терапія антибіотиками та амікацина з колі-протейним бактеріофагом не супроводжувалася достовірними змінами вмісту СРБ.

Це свідчить про те, що у вказаних групах тварин продовжувалися активні запальні процеси із переважаючим синтезом прозапальних цитокінів. В дослідних групах 5 та 6 (терапія гатифлоксацином з колі-протейним бактеріофагом та комбінацією антибіотиків з колі-протейним бактеріофагом) вміст СРБ в сироватці крові на 3 – ю добу достовірно знизився, хоча і не досягнув показників контрольної групи. Відповідно після лікування вказаними комбінаціями препаратів більш швидко відбувалося відновлення гомеостазу і репаративні процеси.

Аналогічною була динаміка зміни вмісту серомукоїдів в сироватці крові експериментальних тварин. У тварин з експериментальним перитонітом вміст серомукоїдів протягом 3 – х діб не змінювався. Після монотерапії антибіотиками, комбінованої терапії антибіотиками і колі-протейним бактеріофагом в першу добу вміст серомукоїдів не знижувався.

На 3 –ю добу лікування комбінацією антибіотиків та комбінацією антибіотиків з колі-протейним бактеріофагом виявлено достовірне зниження вмісту серомукоїдів до референтних показників контрольної групи. Ці дані також свідчать про зменшення проявів запальних процесів після лікування вказаними комбінаціями препаратів.

Слід відмітити також кореляцію між динамікою зміни показників гострої фази запалення СРБ, серомукоїдів та даними гістологічних досліджень представлених в 5 розділі.

Динаміка зміни вмісту показників білків гострої фази запалення свідчить про наявність запального процесу у тварин експериментальних груп та групи порівняння і про адекватність вибраної моделі експериментального перитоніту.

Монотерапія антибіотиками (амікацин, гатифлоксацин) та терапія комбінацією цих антибіотиків та антибіотиків в комбінації з колі-протейним бактеріофагом в першу добу суттєво впливає на перебіг запального процесу при відтворенні моделі експериментального перитоніту.

Після терапії протягом 3 – х діб комбінацією антибіотиків з колі-протейним бактеріофагом вміст СРБ та серомукоїдів знижувався, що свідчило про ступінь вираженості запального процесу та про ефективність терапії цими комбінаціями. Аналогічні показники були отримані і при застосуванні колі бактеріофагу.
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ

Хірургічні гнійно – септичні післяопераційні ускладнення входять до групи внутрішньолікарняних інфекцій. До цієї групи, на частку якої припадає 15 – 25 % від усіх інфекцій в стаціонарі, відносяться інфекції хірургічних, опікових і травматичних ран. Частота їх розвитку залежить від типу оперативного втручання: при “чистих” ранах – 1,5 – 6,9 %, умовно чистих – 7,8 – 11,7 %, контамінованих – 12,9 – 17 %, брудних – 10 – 40 %. Так, число післяопераційних гнійних ускладнень в плановій абдомінальній хірургії складає 6 – 8 %; при цьому, якщо при «чистих» операціях гнійні ускладнення розвиваються в 0,8 – 2 %, то при «забруднених» або контамінованих збільшується до 20 %. Збільшення частоти раневих гнійних ускладнень спостерігається після операцій з розтином порожнинних органів. При цьому частота післяопераційних інфекційних ускладнень значно зростає при резекції шлунку і коливається від 4 до 26 %. Частота гнійних ускладнень залишається високою при операціях на печінці – 27 – 58 %, на підшлунковій залозі – 40 – 70 %. Велика кількість (68 %) післяопераційних гнійно-септичних ускладнень спостерігається при хірургічних втручаннях на товстій кишці. 

Найбільш важким ускладненням в абдомінальній хірургії вважають перитоніт, частота розвитку якого знаходиться в межах від 3 до 70 %. Не дивлячись на досягнутий прогрес в невідкладній абдомінальній хірургії, розширення можливостей діагностики і медикаментозної терапії, впровадження нових медичних технологій, лікування перитоніту залишається важкою і до кінця не розв'язаною проблемою. Стабільно високі показники  післяопераційної летальності (33 – 60 %), значна кількість післяопераційних ускладнень вимагає пошуку нових ефективних методів лікування. Мікробна контамінація операційної рани є неминучою навіть при ідеальному дотриманні правил асептики і антисептики в 80 – 90 % випадків. 

Розширення діапазону оперативних втручань на органах черевної порожнини за останні десятиліття сприяло значному збільшенню частоти післяопераційних ускладнень. Ранні ускладнення зустрічаються у 6 – 10 % оперованих, при найбільш тривалих і обширних операціях частота їх досягає 12 – 27,5 %.


В результаті проведеного нами ретроспективного аналізу було ізольовано 1021 штам мікроорганізмів двадцяти видів. Нозологічними одиницями які досліджувались були: гострі апендицити, панкреатити, холецистити, виразкова хвороба з ускладненнями, внутрішньочеревні абсцеси та гематоми, гостра кишкова непрохідність, перитоніти, поранення і травми черевної порожнини, дивертикули та ускладнені грижі, онкологічні захворювання.

Слід відмітити, що серед збудників гнійно – запальних процесів органів черевної порожнини переважала грамнегативна мікрофлора. Лише при виразковій хворобі шлунка, частота грамнегативних мікроорганізмів була значно нижче і складала 6,2±1,0%. Серед ентеробактерій найчастіше виділялись Escherichia coli (62,6±1,9)%, з представників неферментуючих грамнегативних бактерій – P.aeruginosa, (25,0±1,7)%. Встановлено, що серед представників грампозитивної мікрофлори, що були ізольовані з черевної порожнини домінували мікроорганізми роду Staphylococcus, на їх частку припадало 59,2±3,7% випадків.


Аналіз мікробного складу при перитоніті показав, що основними представниками мікрофлори були: E. coli на її частку припадало (60,9±5,4) % випадків, Також було виділено (21,0±7,8) % представників роду Proteus а саме P. vulgaris та P. mirabilis.  З представників неферментуючих грамнегативних бактерій – P. aeruginosa (31,7±5,2) %. Грампозитивна мікрофлора була представлена родом Staphylococcus (а саме S. aureus і S.epidermidis) та Enterococcus з домінуванням виду E.faecalis.
Відомо, що у розвитку інфекційного процесу важливу роль відіграють ферменти агресії, які є факторами патогенності, а саме гемолітична активність збудника. Тому, нами була вивчена здатність кишкової палички ізольованої від хворих на перитоніти продукувати гемолізин. Результати дослідження показали, що 4 (4,2±2,0) % штами виділені від дорослих виявились здатними продукувати α – гемолізин.

Найбільш гемолітично активними були культури, виділені від дорослих. Штами виділені від дітей та музейні були гемолітично не активними. Також було досліджено такий фактор патогенності як лецитиназана активність. Здатність до лецитиназної активності мали всі досліджувані штами. Високу ступінь активності даного ферменту мали 4 (16,0±7,3) % штами вилучені від дорослих та 2 (10,5±7,0) % випадків – музейні штами. Всі досліджувані штами E.coli мали адгезивні властивості. Більш високі показники адгезії були у штамів E.coli вилучених від дітей та дорослих хворих на перитоніт, в порівнянні з контрольною групою. Наявність високоадгезивних штамів може свідчити про те, що запальний процес підсилюється. 
При дослідженні серологічних властивостей відібраних штамів E. coli (n=94) виявлено 65,8 % патогенних серотипів. При цьому всі виділені E. coli, ізольовані з черевної порожнини у дітей та дорослих, а також музейні штами відносились до ЕПКП (О127:К63, О33:К-) та 1 – до ЕІКП (О144:К-).

В останні роки відмічається збільшення рівня антибіотикорезистентності серед штамів кишкової палички, тому нами була вивчена чутливість клінічних штамів до антибіотиків. Результати проведених досліджень показали, що всі штами, які виділені від дорослих хворих на перитоніт були резистентними до пеніцилінів, цефалоспоринів 1–3 поколінь, фторхінолонів, тетрациклінів та мали високий рівень резистентності до антибактеріальних препаратів, які використовують для лікування перитонітів. Штами виділені від дітей хворих на перитоніт, мали достатньо високу чутливість до антибіотиків. При аналізі музейних штамів E.coli була встановлена висока резистентність музейних штамів до багатьох антибіотиків: ампіциліну – 92,8 %, ампіциліну/клавуланату – 78,5 % та цефуроксиму – 64 %. Виявлена 100 % чутливість музейних штамів до препаратів групи карбапенемів.
Проведені дослідження вказують на розповсюдження множинної антибіотикорезистентності серед виділених штамів. 
Також нами було проведено дослідження чутливості E.coli до колі- та колі-протейного бактеріофагу. При аналізі отриманих результатів переважали штами які були чутливими до колі- та колі-протейного бактеріофагу. Кількість чутливих штамів E.coli до колі-протейного бактеріофагу, виділених від дітей та музейних штамів була на одному рівні (60,0±11,2) % та (52,0±9,9) %. Кількість чутливих штамів E.coli виділених від дорослих хворих на перитоніт (80,0±8,0) % та (76,0±8,5) % була нижче ніж в групі порівняння (92,0±5,4) %. Отримані дані свідчать, про доцільність застосування колі- та колі-протейного бактеріофагу при перитоніті спричиненому Escherichia coli.


Однак, отримані дані дозволяють говорити про достатньо високий рівень антибіотикорезистентності серед дорослого населення, що є підставою до подальшого вивчення цього питання.

Розробка нових методів лікування перитоніту – одна з ключових проблем в хірургічній клініці. Для розробки єфективних методів лікування перитоніту нами була відтворена експериментальна модель патологічного процесу на лабораторних тваринах. Метою даного експерименту було обґрунтувати доцільність застосування колі- або колі-протейного бактеріофагу в комбінації з хіміотерапевтичними препаратами при перитоніті, спричиненому Escherichia coli.


При лікуванні тварин з експериментальним перитонітом ефективність дії даних препаратів оцінювали по виживанню лабораторних тварин. Аналіз отриманих даних показав, що при лікуванні гатифлоксацином та колі- або колі-протейним бактеріофагом летальність складала 10 %, тоді як при лікуванні одним антибактеріальним препаратом (гатифлоксацином) та комбінацією амікацин, гатифлоксацин та колі-протейний бактеріофаг – 30 % (летальних випадків), колі- або колі-протейним бактеріофагом – 20 % (летальних випадків), амікацином і гатифлоксацином та комбінацією амікацину і колі- або колі-протейного бактеріофагу – 40 % ( летальних випадків), лікування тільки амікацином – 50 % ( летальних випадків).


У експериментальних тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин та колі- або колі-протейний бактеріофаг, були вивчені зміни в периферичній крові, фагоцитарна активність лейкоцитів, біохімічні показники та патоморфологічні зміни внутрішніх органів.

При введенні експериментальним тваринам амікацину і гатифлоксацину окремо та в комбінації з колі-протейним бактеріофагом відмічалось зниження кількості лейкоцитів та еритроцитів.


На нашу думку лейкопенія, може бути обумовлена розвитком синдрому – системної запальної відповіді (СЗВ) на різні «фактори агресії». Це також може свідчити про пригнічення або виснаження захисних сил організму. При застосуванні амікацину окремо та колі-протейного бактеріофагу в комбінації з амікацином і гатифлоксацином, спостерігалося зниження гемоглобіну та незначне підвищення ШОЕ у порівнянні з аналогічними показниками контрольної групи тварин.


При введенні експериментальним тваринам амікацину та гатифлоксацину окремо і в зазначених вище комбінаціях, в периферичній крові збільшувалась кількість еозинофілів, базофілів, моноцитів і зменшувалась кількість лімфоцитів, так як моноцити відносяться до системи фагоцитуючих мононуклеарів, і ця система є центральною, та об’єднує різні типи клітин, що беруть участь в захисних реакціях організму, можна зробити висновок щодо стимуляції клітинної ланки імунітету. Збільшення моноцитів спостерігалось при введенні колі-протейного бактеріофагу, що можливо пов´язано з консервантом (0,01% хінозол), який входить до складу колі-протейного бактеріофагу. При застосуванні амікацину в комбінації з колі-протейним бактеріофагом відмічався зсув лейкоцитарної формули ліворуч. 


Після 3–х добового введення гатифлоксацину окремо та в комбінації з амікацином, колі-фагом та колі-протейним бактеріофагом мала місце еозинофілія, базофілія та моноцитоз. 

При введенні колі-фагу та колі – протейного бактеріофагу окремо негативної дії на показники крові лабораторних тварин не спостерігалось.


У експериментальних тварин, які отримували колі-фаг та колі – протейний бактеріофаг в комбінації з амікацином, кількість базофілів, моноцитів, еозинофілів збільшувалась у порівнянні з аналогічними показниками контрольної групи тварин.


При комбінованому застосуванні колі-протейного бактеріофагу з гатифлоксацином відмічалось підвищення кількості базофілів, еозинофілія та моноцитоз.


При вивченні терапевтичної ефективності хіміотерапевтичних препаратів, які застосовуються при лікуванні перитоніту, звертає на себе увагу їх дія на неспецифічний та специфічний імунітет. Як відомо хіміотерапевтичні препарати мають пригнічуючу дію не тільки на запальний процес, але і одночасно на одну з головних захисних реакцій організму – фагоцитарну.


Динаміка змін фагоцитарної реакції при застосуванні хіміотерапевтичних препаратів та колі-протейного бактеріофагу на даний момент вивчена недостатньо, а вплив колі-протейного бактеріофагу окремо і застосування його в комбінаціях з амікацином та гатифлоксацином раніше не розглядалося в доступній нам літературі. Тому нами була вивчена дія хіміотерапевтичних та імунобіологічних препаратів на фагоцитарне число, фагоцитарний індекс та завершеність фагоцитозу. При аналізі даних були отримані наступні результати: колі-протейний бактеріофаг має опсонізуючі властивості і тим самим підвищує фагоцитарне число, фагоцитарний індекс, та в деякій мірі стимулює завершеність фагоцитозу.


При введенні тваринам колі-протейного бактеріофагу в поєднанні з гатифлоксацином фагоцитарне число було вище аналогічних показників контрольної групи тварин. Фагоцитарний індекс та завершеність фагоцитозу, були нижче, у порівнянні з аналогічними показниками контрольної групи тварин. Досліджувані препарати як окремо так і в комбінаціях, за виключенням колі – протейного бактеріофагу, пригнічували фагоцитарну реакцію. Застосовані препарати та їх комбінації призводили до стійкості лейкоцитів але не дивлячись на продовження введення хіміотерапевтичних препаратів фагоцитарні показники починали відновлюватись. 


Під час вивчення морфологічних особливостей в тканинах експериментальних тварин було встановлено, що при комбінованому застосуванні даних препаратів (гатифлоксацин та колі – протейний бактеріофаг), морфологічна картина в паренхіматозних органах та очеревині характеризувалась вираженими запальними і дистрофічними змінами. Запальні зміни в очеревині характеризувались втратою нейтрофільної і фібринозної складової, та були представлені дрібноосередковою лімфогистіоцитарною інфільтрацією на тлі слабо вираженого набряку і помірного повнокров'я судин. Тобто спостерігалась мінімальна вираженість гемореологічних порушень. Важливе значення має морфологічна оцінка стану Купферових клітин. Відомо, що останні здійснюють 80 – 90% активності всієї ретикулоендотеліальної системи і перешкоджають проникненню ендотоксинів з портальної крові в периферичну циркуляцію. В ході наших досліджень відмічене збільшення  Купферових клітин в печінці та наявність в запальному інфільтраті макрофагів при застосуванні гатифлоксацину у поєднанні з колі-протейним бактеріофагом. 

При аналізі гострофазових показників (СРБ, серомукоїд) в сироватці крові експериментальних тварин, було підтверджено наявність запального процесу. З΄ясовано, що перитоніт, викликаний E.coli, супроводжується вираженою гострофазовою відповіддю. Визначення СРБ та серомукоїдів в динаміці дозволило говорити про ефективність застосованої комбінації антибактеріальних та імунобіологічних препаратів. Високу ефективність мала комбінована терапія гатифлоксацину та колі-протейного бактеріофагу і гатифлоксацину у поєднанні з амікацином та колі – протейний бактеріофагом, яку застосовували при лікуванні експериментальних тварин. Це підтверджується отриманими результатами за якими комбінація гатифлоксацину з колі-протейним бактеріофагом призводить до зниження СРБ та серомукоїдів на третю добу лікування. Вміст СРБ в крові експериментальних тварин, що отримували гатифлоксацин з колі – протейним бактеріофагом можна порівняти з рівнем СРБ у тварин, які отримували амікацин, гатифлоксацин та колі – протейний бактеріофаг. При застосуванні гатифлоксацина у комбінації з колі-протейним бактеріофагом та гатифлоксацину у поєднанні з амікацином і колі-протейним бактеріофагом також спостерігалося зниження рівня серомукоїдів на 3 – ю добу. Було проведено серію  експериментів з колі фагом, де були отримані аналогічні результати по всім дослідженням.
Таким чином, на підставі проведеного дослідження застосування комбінованої терапії гатифлоксацину з колі- або колі – протейним бактеріофагом при ешерихіозній інфекції є обґрунтованим з точки зору імунологічних, біохімічних, гематологічних та морфологічних досліджень. Застосування антибактеріальних препаратів з групи фторхінолонів та колі- або колі-протейного бактеріофагу є ефективним та раціональним, що доведено нами експериментально на моделі перитоніту. Тому вважаємо за доцільне, внести пропозиції до хірургічних, гінекологічних стаціонарів м. Харкова, щодо застосування антибіотиків з групи фторхінолонів в комбінації з колі- або колі-протейним бактеріофагом для лікування перитоніту, викликаного E.coli. 
ВИСНОВКИ


У дисертаційній роботі на основі даних ретроспективного аналізу, вивчення біологічних властивостей клінічних та музейних штамів E.coli, їх чутливості до антибіотиків, проведеного експериментального дослідження з використанням антибіотиків в комбінації з колі- та колі-протейним бактеріофагами та узагальнення отриманих результатів визначено напрямки удосконалення лікувальної тактики при перитоніті. 
1. При ретроспективному аналізі встановлено, що серед збудників інтраабдомінальної інфекції переважала грамнегативна мікрофлора – 71,2 %, серед якої домінувала E.coli (62,6 %). Питома вага перитонітів в структурі ІАІ становила 9,8 %, де також частіше зустрічалась грамнегативна мікрофлора – 78,8 %, а частка E.coli складала – 60,9 %.

2. Всі штами E.coli, які були вилучені від хворих на перитоніт і відібрані для подальших досліджень, мали типові біологічні властивості. Штами  E.coli, які були вилучені від дітей, мали середню та високу адгезивну активність в (48,0±6,5) % та (52±6,7) % відповідно. Штами E.coli, виділені від дорослих хворих на перитоніт (20,0±4,4) % високу, (80,0±8,0) % - середню адгезивну активність у порівнянні зі штамами виділеними від умовно здорових людей. 
3. Доведено, що (4,2±2,0)% штамів, які були виділені від дорослих, виявились здатними продукувати α–гемолізин, та проявляли високу резистентність до хіміотерапевтичних препаратів різних груп. При визначенні протеолітичної активності у клінічних та музейних штамів E.coli, встановлено, що всі штами були слабо активними. Штамів з високим ступенем протеолітичної активності виявлено не було. 
4. На лабораторних тваринах розроблена модель гострого перитоніту, спричиненого Escherichia coli, основні характеристики якої були підтверджені бактеріологічними та  патоморфологічними методами дослідження. 

5. Чутливість E.coli до антибіотиків у хворих на перитоніт дітей та дорослих відрізнялася. Так, штами E.coli, які були виділені від дітей виявились чутливими до антибіотиків з групи цефалоспоринів ІІІ та ІV поколінь (89,0±7,4) %, фторхінолонів від (78,0±9,8) % до (89,0±7,4) % відповідно. Штами E.coli, які були виділені від дорослих, навпаки проявляли виражену стійкість до окремих антибіотиків  групи пеніцилінів, цефалоспоринів та фторхінолонів від (71,4±12,1) % до (85,7±9,3) % відповідно. У дорослих полірезистентні штами E.coli зустрічалися в 2 рази частіше, ніж у дітей (р≤0,05). Музейні штами E.coli, виявляли виражену стійкість до ампіциліну - 92,8 %, ампіциліну/клавуланату – 78,5 % та цефуроксиму – 64,0 %. Відмічено 100 % чутливість музейних штамів до препаратів з групи карбапенемів.
6. Встановлено, що кількість чутливих до колі- та колі-протейного бактеріофагів штамів E.coli, які вилучені від дітей хворих на перитоніт та музейних, були на одному рівні (60,0±11,2) % та (52,0±9,9) % відповідно. Кількість чутливих штамів E.coli, які були виділені від дорослих, до колі- та колі-протейного бактеріофагу була більшою (80,0±8,0) % та (76,0±8,5) %.

7. На моделі експериментального ешерихіозного перитоніту доведені переваги комбінованого застосування гатифлоксацину з колі- або колі-протейним бактеріофагом, де виживання тварин досягало 90,0 % у порівнянні з монотерапією гатифлоксацином (70,0 %) або колі- чи колі-протейним бактеріофагом (80,0 %).
8. Застосування колі- або колі-протейного бактеріофагу в комплексній терапії з гатифлоксацином при експериментальному ешеріхіозному перитоніті призводило до підвищення показників фагоцитарного числа в 1,2 рази, характеризувалося протизапальним ефектом, де показники СРБ (14,5±1,4) г/л та серомукоїдів (4,0±0,1)S-H на 5-у добу знижувалися з (19,5±1,7) г/л та (4,3±0,1) S-H відповідно, а також вщуханням запальних, дистрофічних і гемореологічних змін в паренхіматозних органах і листках очеревини, в порівнянні з іншими дослідними групами.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
На підставі проведеного експерименту було обґрунтовано доцільність застосування комбінації гатифлоксацину (0,25 мг/мл) та колі-протейного бактеріофагу (0,03 мг/мл), протягом 5 – 7 діб 1 раз на добу в залежності від тяжкості процесу для лікування хворих на перитоніт, що представлено в Інформаційному листі № 96 – 2013 «Спосіб потенціювання дії антибіотиків з групи фторхінолонів» та у формі нововведення «Спосіб потенціювання дії протимікробних засобів із групи фторхінолонів» 
Враховуючи, що на підставі мікробіологічних, патоморфологічних, імунологічних та клініко-лабораторних досліджень, доведена ефективність застосування комбінації гатифлоксацину з колі- або колі-протейним бактеріофагом це може також бути рекомендовано і для лікування інших захворювань, спричинених E.coli. 
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		Амикацин		Амикацин		Амикацин

		Фторхинолоны		Фторхинолоны		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин		Офлоксацин		Офлоксацин

		Пефлоксацин		Пефлоксацин		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин		Норфлоксацин		Норфлоксацин

		Левофлоксацин		Левофлоксацин		Левофлоксацин

		Тетрациклины		Тетрациклины		Тетрациклины

		Тетрациклин		Тетрациклин		Тетрациклин

		Доксициклин		Доксициклин		Доксициклин

		Другие препараты		Другие препараты		Другие препараты

		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксозол		Ко-тримаксозол		Ко-тримаксозол

		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол

		Фурамаг		Фурамаг		Фурамаг

		Полимиксин		Полимиксин		Полимиксин



Резистентный

Умеренно чувствительный

Чувствительный

100

0

0

50

16.6

33

22

16.6

61

50

39

11

39

16.6

44

0

11

89

16.6

33

50

22

89

16.6

22

5.5

72

44

55.5

11

0

89

11

0

89

11

0

89

0

0
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0

0

100

11

39

50

5.5

11

83

11

72

16.6

11

61

27.7

11

0

89

16.6

0

83

16.6

5.5

77.7

16.6

0

83

16.6

0

83

11

5.5

83

72.2

11

16.6

88.8

11

16.6

5.5

66.6

27

27.7

0

72

16.6

0

83

0

16.6

83

16.6

5.5

77.7



взрослые (диаграмма)

		Пенициллины		Пенициллины		Пенициллины

		Ампициллин		Ампициллин		Ампициллин

		Амоксициллин		Амоксициллин		Амоксициллин

		Пиперациллин		Пиперациллин		Пиперациллин

		Ампициллин/Клавуанат		Ампициллин/Клавуанат		Ампициллин/Клавуанат

		Амоксициллин/Сульбактам		Амоксициллин/Сульбактам		Амоксициллин/Сульбактам

		Пиперациллина/Тазобактам		Пиперациллина/Тазобактам		Пиперациллина/Тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		Цефазолин		Цефазолин

		Цефалексин		Цефалексин		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		Цефамандол		Цефамандол

		Цефуроксим		Цефуроксим		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		Цефтриаксон		Цефтриаксон

		Цефотаксим		Цефотаксим		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		Цефепим		Цефепим

		Карбапенемы		Карбапенемы		Карбапенемы

		Имипенем		Имипенем		Имипенем

		Меропенем		Меропенем		Меропенем

		Аминогликозиды		Аминогликозиды		Аминогликозиды

		Гентамицин		Гентамицин		Гентамицин

		Нетилмицин		Нетилмицин		Нетилмицин

		Нетромицин		Нетромицин		Нетромицин

		Амикацин		Амикацин		Амикацин

		Фторхинолоны		Фторхинолоны		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин		Офлоксацин		Офлоксацин

		Пефлоксацин		Пефлоксацин		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин		Норфлоксацин		Норфлоксацин

		Левофлоксацин		Левофлоксацин		Левофлоксацин

		Тетрациклины		Тетрациклины		Тетрациклины

		Тетрациклин		Тетрациклин		Тетрациклин

		Доксициклин		Доксициклин		Доксициклин

		Другие препараты		Другие препараты		Другие препараты

		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксазол		Ко-тримаксазол		Ко-тримаксазол

		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол

		Фурамаг		Фурамаг		Фурамаг

		Полимиксин		Полимиксин		Полимиксин
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Чувствительный
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Диаграмма1

		Пеницилины

		Ампициллин

		Амоксициллин

		Пиперациллин

		Ампициллина/клавуланат

		Амоксициллина/сульбактам

		Пиперациллина/тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин

		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол

		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон

		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим

		Карбапенемы

		Имипинем

		Меропенем

		Аминогликозиды

		Гентамицин

		Нетилмицин

		Нетромицин

		Амикацин

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин

		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин

		Левофлоксацин

		Тетрациклины

		Тетрациклин

		Доксициклин

		Другие препараты

		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксозол

		Хлорамфеникол

		Фурамаг

		Полимиксин



Резистентність
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дети (ОДКБ №1)

		Названия АБ		Резистентный		Умеренно чувствительный		Чувствительный

		Пеницилины

		Ампициллин		100		0		0

		Амоксициллин		50		16.6		33

		Пиперациллин		22		16.6		61

		Ампициллина/клавуланат		50		39		11

		Амоксициллина/сульбактам		39		16.6		44

		Пиперациллина/тазобактам		0		11		89

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		16.6		33		50

		Цефалексин		22		89		16.6

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		22		5.5		72

		Цефуроксим		44		55.5

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		11		0		89

		Цефотаксим		11		0		89

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		11		0		89

		Карбапенемы

		Имипинем		0		0		100

		Меропенем		0		0		100

		Аминогликозиды

		Гентамицин		11		39		50

		Нетилмицин		5.5		11		83

		Нетромицин		11		72		16.6

		Амикацин		11		61		27.7

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		11		0		89

		Офлоксацин		16.6		0		83

		Пефлоксацин		16.6		5.5		77.7

		Гатифлоксацин		16.6		0		83

		Норфлоксацин		16.6		0		83

		Левофлоксацин		11		5.5		83

		Тетрациклины

		Тетрациклин		72.2		11		16.6

		Доксициклин		88.8		11		16.6

		Другие препараты

		Нитрофурантоин		5.5		66.6		27

		Ко-тримаксозол		27.7		0		72

		Хлорамфеникол		16.6		0		83

		Фурамаг		0		16.6		83

		Полимиксин		16.6		5.5		77.7





Диаграмма2

		Пенициллины

		Ампициллин

		Амоксициллин

		Пиперациллин

		Ампициллин/Клавуанат

		Амоксициллин/Сульбактам

		Пиперациллина/Тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин

		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол

		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон

		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим

		Карбапенемы

		Имипенем

		Меропенем

		Аминогликозиды

		Гентамицин

		Нетилмицин

		Нетромицин

		Амикацин

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин

		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин

		Левофлоксацин

		Тетрациклины

		Тетрациклин

		Доксициклин

		Другие препараты

		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксазол

		Хлорамфеникол

		Фурамаг

		Полимиксин



Резистентність

85.7

78.5

71.4

85.7

78.5

57.1

78.5

92.8

85.7

92.8

71.4

71.4

85.7

0

7.1

92.8

64.2

85.7

21.4

85.7

78.5

78.5

71.4

85.7

78.5

78.5

92.8

28.5

78.5

71.4

28.5

85.7



взрослые (ХНИОНХ)

		Название АБ		Резистентный		Умеренно чувствительный		Чувствительный

		Пенициллины

		Ампициллин		85.7		14.2		14.2

		Амоксициллин		78.5		0		21.4

		Пиперациллин		71.4		7.1		21.4

		Ампициллин/Клавуанат		85.7		0		14.2

		Амоксициллин/Сульбактам		78.5		7.1		14.2

		Пиперациллина/Тазобактам		57.1		21.4		21.4

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		78.5		14.2		7.1

		Цефалексин		92.8		7.1		0

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		85.7		7.1		7.1

		Цефуроксим		92.8		7.1		0

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		71.4		14.2		14.2

		Цефотаксим		71.4		14.2		14.2

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		85.7		7.1		7.1

		Карбапенемы

		Имипенем		0		7.1		92.8

		Меропенем		7.1		14.2		78.5

		Аминогликозиды

		Гентамицин		92.8		0		7.1

		Нетилмицин		64.2		28.5		7.1

		Нетромицин		85.7		0		14.2

		Амикацин		21.4		35.7		42.8

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		85.7		0		14.2

		Офлоксацин		78.5		0		21.4

		Пефлоксацин		78.5		7.1		14.2

		Гатифлоксацин		71.4		7.1		21.4

		Норфлоксацин		85.7		0		14.2

		Левофлоксацин		78.5		7.1		14.2

		Тетрациклины

		Тетрациклин		78.5		7.1		14.2

		Доксициклин		92.8		7.1		14.2

		Другие препараты

		Нитрофурантоин		28.5		28.5		42.8

		Ко-тримаксазол		78.5		0		21.4

		Хлорамфеникол		71.4		7.1		21.4

		Фурамаг		28.5		21.4		50

		Полимиксин		85.7		0		14.2





Лист2

				Резистентні

		Пеніциліни		100

		Тетрацикліни		88.8

		Антибіотики		Резистентність

		Ампіцилін		92.8

		Амоксицилін		64

		Піперацилін		57

		Ампіциліну/клавуланат		78.5

		Амоксициліну/сульбактам		57

		Піперациліну/тазобактам		28.5

		Цефазолін		57

		Цефалексін		64

		Цефамандол		57

		Цефуроксим		64

		Цефтріаксон		57

		Цефотаксім		57

		Цефіпім		57

		Іміпінем		0

		Меропенем		0

		Антибіотики		Резистентність

		Гентаміцин		64

		Нетилміцин		14.2

		Нетроміцин		50

		Амікацин		7.6

		Ципрофлоксацин		57

		Офлоксацин		57

		Пефлоксацин		64

		Гатіфлоксацин		57

		Норфлоксацин		57

		Левофлоксацин		57

		Тетрациклін		64

		Доксициклін		100

		Нітрофурантоїн		28.5

		Ко-тримаксозол		50

		Хлорамфенікол		28.5

		Фурамаг		28.5

		Поліміксин		57
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Диаграмма3
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		Нетилміцин

		Нетроміцин
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		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин

		Пефлоксацин
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		Норфлоксацин
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		Тетрациклін
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Лист1

		





дети (диаграмма)

		Пеницилины		Пеницилины		Пеницилины

		Ампициллин		Ампициллин		Ампициллин

		Амоксициллин		Амоксициллин		Амоксициллин

		Пиперациллин		Пиперациллин		Пиперациллин

		Ампициллина/клавуланат		Ампициллина/клавуланат		Ампициллина/клавуланат

		Амоксициллина/сульбактам		Амоксициллина/сульбактам		Амоксициллина/сульбактам

		Пиперациллина/тазобактам		Пиперациллина/тазобактам		Пиперациллина/тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		Цефазолин		Цефазолин

		Цефалексин		Цефалексин		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		Цефамандол		Цефамандол

		Цефуроксим		Цефуроксим		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		Цефтриаксон		Цефтриаксон

		Цефотаксим		Цефотаксим		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		Цефепим		Цефепим

		Карбапенемы		Карбапенемы		Карбапенемы

		Имипинем		Имипинем		Имипинем

		Меропенем		Меропенем		Меропенем

		Аминогликозиды		Аминогликозиды		Аминогликозиды

		Гентамицин		Гентамицин		Гентамицин

		Нетилмицин		Нетилмицин		Нетилмицин

		Нетромицин		Нетромицин		Нетромицин

		Амикацин		Амикацин		Амикацин

		Фторхинолоны		Фторхинолоны		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин		Офлоксацин		Офлоксацин

		Пефлоксацин		Пефлоксацин		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин		Норфлоксацин		Норфлоксацин

		Левофлоксацин		Левофлоксацин		Левофлоксацин

		Тетрациклины		Тетрациклины		Тетрациклины

		Тетрациклин		Тетрациклин		Тетрациклин

		Доксициклин		Доксициклин		Доксициклин

		Другие препараты		Другие препараты		Другие препараты

		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксозол		Ко-тримаксозол		Ко-тримаксозол

		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол

		Фурамаг		Фурамаг		Фурамаг

		Полимиксин		Полимиксин		Полимиксин



Резистентный

Умеренно чувствительный

Чувствительный

100

0

0

50

16.6

33

22

16.6

61

50

39

11

39

16.6

44

0

11

89

16.6

33

50

22

89

16.6

22

5.5

72

44

55.5

11

0

89

11

0

89

11

0

89

0

0

100

0

0

100

11

39

50

5.5

11

83

11

72

16.6

11

61

27.7

11

0

89

16.6

0

83

16.6

5.5

77.7

16.6

0

83

16.6

0

83

11

5.5

83

72.2

11

16.6

88.8

11

16.6

5.5

66.6

27

27.7

0

72

16.6

0

83

0

16.6

83

16.6

5.5

77.7



взрослые (диаграмма)

		Пенициллины		Пенициллины		Пенициллины

		Ампициллин		Ампициллин		Ампициллин

		Амоксициллин		Амоксициллин		Амоксициллин

		Пиперациллин		Пиперациллин		Пиперациллин

		Ампициллин/Клавуанат		Ампициллин/Клавуанат		Ампициллин/Клавуанат

		Амоксициллин/Сульбактам		Амоксициллин/Сульбактам		Амоксициллин/Сульбактам

		Пиперациллина/Тазобактам		Пиперациллина/Тазобактам		Пиперациллина/Тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		Цефазолин		Цефазолин

		Цефалексин		Цефалексин		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		Цефамандол		Цефамандол

		Цефуроксим		Цефуроксим		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		Цефтриаксон		Цефтриаксон

		Цефотаксим		Цефотаксим		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		Цефепим		Цефепим

		Карбапенемы		Карбапенемы		Карбапенемы

		Имипенем		Имипенем		Имипенем

		Меропенем		Меропенем		Меропенем

		Аминогликозиды		Аминогликозиды		Аминогликозиды

		Гентамицин		Гентамицин		Гентамицин

		Нетилмицин		Нетилмицин		Нетилмицин

		Нетромицин		Нетромицин		Нетромицин

		Амикацин		Амикацин		Амикацин

		Фторхинолоны		Фторхинолоны		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин		Офлоксацин		Офлоксацин

		Пефлоксацин		Пефлоксацин		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин		Норфлоксацин		Норфлоксацин

		Левофлоксацин		Левофлоксацин		Левофлоксацин

		Тетрациклины		Тетрациклины		Тетрациклины

		Тетрациклин		Тетрациклин		Тетрациклин

		Доксициклин		Доксициклин		Доксициклин

		Другие препараты		Другие препараты		Другие препараты

		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксазол		Ко-тримаксазол		Ко-тримаксазол

		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол		Хлорамфеникол

		Фурамаг		Фурамаг		Фурамаг

		Полимиксин		Полимиксин		Полимиксин



Резистентный

Умеренно чувствительный

Чувствительный

85.7

14.2

14.2

78.5

0

21.4

71.4

7.1

21.4

85.7

0

14.2

78.5

7.1

14.2

57.1

21.4

21.4

78.5

14.2

7.1

92.8

7.1

0

85.7

7.1

7.1

92.8

7.1

0

71.4

14.2

14.2

71.4

14.2

14.2

85.7

7.1

7.1

0

7.1

92.8

7.1

14.2

78.5

92.8

0

7.1

64.2

28.5

7.1

85.7

0

14.2

21.4

35.7

42.8

85.7

0

14.2

78.5

0

21.4

78.5

7.1

14.2

71.4

7.1

21.4

85.7

0

14.2

78.5

7.1

14.2

78.5

7.1

14.2

92.8

7.1

14.2

28.5

28.5

42.8

78.5

0

21.4

71.4

7.1

21.4

28.5

21.4

50

85.7

0

14.2



Диаграмма1

		Пеницилины

		Ампициллин

		Амоксициллин

		Пиперациллин

		Ампициллина/клавуланат

		Амоксициллина/сульбактам

		Пиперациллина/тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин

		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол

		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон

		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим

		Карбапенемы

		Имипинем

		Меропенем

		Аминогликозиды

		Гентамицин

		Нетилмицин

		Нетромицин

		Амикацин

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин

		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин

		Левофлоксацин

		Тетрациклины

		Тетрациклин

		Доксициклин

		Другие препараты

		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксозол

		Хлорамфеникол

		Фурамаг

		Полимиксин



Резистентність

100

50

22

50

39

0

16.6

22

22

44

11

11

11

0

0

11

5.5

11

11

11

16.6

16.6

16.6

16.6

11

72.2

88.8

5.5

27.7

16.6

0

16.6



дети (ОДКБ №1)

		Названия АБ		Резистентный		Умеренно чувствительный		Чувствительный

		Пеницилины

		Ампициллин		100		0		0

		Амоксициллин		50		16.6		33

		Пиперациллин		22		16.6		61

		Ампициллина/клавуланат		50		39		11

		Амоксициллина/сульбактам		39		16.6		44

		Пиперациллина/тазобактам		0		11		89

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		16.6		33		50

		Цефалексин		22		89		16.6

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		22		5.5		72

		Цефуроксим		44		55.5

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		11		0		89

		Цефотаксим		11		0		89

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		11		0		89

		Карбапенемы

		Имипинем		0		0		100

		Меропенем		0		0		100

		Аминогликозиды

		Гентамицин		11		39		50

		Нетилмицин		5.5		11		83

		Нетромицин		11		72		16.6

		Амикацин		11		61		27.7

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		11		0		89

		Офлоксацин		16.6		0		83

		Пефлоксацин		16.6		5.5		77.7

		Гатифлоксацин		16.6		0		83

		Норфлоксацин		16.6		0		83

		Левофлоксацин		11		5.5		83

		Тетрациклины

		Тетрациклин		72.2		11		16.6

		Доксициклин		88.8		11		16.6

		Другие препараты

		Нитрофурантоин		5.5		66.6		27

		Ко-тримаксозол		27.7		0		72

		Хлорамфеникол		16.6		0		83

		Фурамаг		0		16.6		83

		Полимиксин		16.6		5.5		77.7





Диаграмма2

		Пенициллины

		Ампициллин

		Амоксициллин

		Пиперациллин

		Ампициллин/Клавуанат

		Амоксициллин/Сульбактам

		Пиперациллина/Тазобактам

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин

		Цефалексин

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол

		Цефуроксим

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон

		Цефотаксим

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим

		Карбапенемы

		Имипенем

		Меропенем

		Аминогликозиды

		Гентамицин

		Нетилмицин

		Нетромицин

		Амикацин

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин

		Офлоксацин

		Пефлоксацин

		Гатифлоксацин

		Норфлоксацин

		Левофлоксацин

		Тетрациклины

		Тетрациклин

		Доксициклин

		Другие препараты

		Нитрофурантоин

		Ко-тримаксазол

		Хлорамфеникол

		Фурамаг

		Полимиксин



Резистентність

85.7

78.5

71.4

85.7

78.5

57.1

78.5

92.8

85.7

92.8

71.4

71.4

85.7

0

7.1

92.8

64.2

85.7

21.4

85.7

78.5

78.5

71.4

85.7

78.5

78.5

92.8

28.5

78.5

71.4

28.5

85.7



взрослые (ХНИОНХ)

		Название АБ		Резистентный		Умеренно чувствительный		Чувствительный

		Пенициллины

		Ампициллин		85.7		14.2		14.2

		Амоксициллин		78.5		0		21.4

		Пиперациллин		71.4		7.1		21.4

		Ампициллин/Клавуанат		85.7		0		14.2

		Амоксициллин/Сульбактам		78.5		7.1		14.2

		Пиперациллина/Тазобактам		57.1		21.4		21.4

		Цефалоспорины 1 поколение

		Цефазолин		78.5		14.2		7.1

		Цефалексин		92.8		7.1		0

		Цефалоспорины 2 поколение

		Цефамандол		85.7		7.1		7.1

		Цефуроксим		92.8		7.1		0

		Цефалоспорины 3 поколение

		Цефтриаксон		71.4		14.2		14.2

		Цефотаксим		71.4		14.2		14.2

		Цефалоспорины 4 поколение

		Цефепим		85.7		7.1		7.1

		Карбапенемы

		Имипенем		0		7.1		92.8

		Меропенем		7.1		14.2		78.5

		Аминогликозиды

		Гентамицин		92.8		0		7.1

		Нетилмицин		64.2		28.5		7.1

		Нетромицин		85.7		0		14.2

		Амикацин		21.4		35.7		42.8

		Фторхинолоны

		Ципрофлоксацин		85.7		0		14.2

		Офлоксацин		78.5		0		21.4

		Пефлоксацин		78.5		7.1		14.2

		Гатифлоксацин		71.4		7.1		21.4

		Норфлоксацин		85.7		0		14.2

		Левофлоксацин		78.5		7.1		14.2

		Тетрациклины

		Тетрациклин		78.5		7.1		14.2

		Доксициклин		92.8		7.1		14.2

		Другие препараты

		Нитрофурантоин		28.5		28.5		42.8

		Ко-тримаксазол		78.5		0		21.4

		Хлорамфеникол		71.4		7.1		21.4

		Фурамаг		28.5		21.4		50

		Полимиксин		85.7		0		14.2





Лист2

				Резистентні

		Пеніциліни		100

		Тетрацикліни		88.8

		Антибіотики		Резистентність

		Ампіцилін		92.8

		Амоксицилін		64

		Піперацилін		57

		Ампіциліну/клавуланат		78.5

		Амоксициліну/сульбактам		57

		Піперациліну/тазобактам		28.5

		Цефазолін		57

		Цефалексін		64

		Цефамандол		57

		Цефуроксим		64

		Цефтріаксон		57

		Цефотаксім		57

		Цефіпім		57

		Іміпінем		0

		Меропенем		0

		Антибіотики		Резистентність

		Гентаміцин		64

		Нетилміцин		14.2

		Нетроміцин		50

		Амікацин		7.6

		Ципрофлоксацин		57

		Офлоксацин		57

		Пефлоксацин		64

		Гатіфлоксацин		57

		Норфлоксацин		57

		Левофлоксацин		57

		Тетрациклін		64

		Доксициклін		100

		Нітрофурантоїн		28.5

		Ко-тримаксозол		50

		Хлорамфенікол		28.5

		Фурамаг		28.5

		Поліміксин		57





Лист2

		



Резистентні



		



Резистентність



		



Резистентність



		



Резистентність




