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ІННОВАЦІЙНІ ПІДХОДИ ДО ЛІКУВАННЯ ХВОРИХ НА НЕСПЕЦИФІЧНИЙ САЛЬПІНГООФОРИТ
Розвиток захворювань мікробної етіології залежить від персистентних властивостей мікроорганізмів, спрямованих на інактивацію факторів природної резистентності організму. Вивчено видовий склад і біологічні властивості мікрофлори піхви і цервікального каналу у  жінок із запальними захворюваннями внутрішніх статевих органів, та показано, що запальні захворювання внутрішніх статевих органів протікають на тлі дисбіотичних станів, що характеризуються виділенням мікроорганізмів з високими персистентними властивостями. Останні, очевидно, грають велику роль в патогенезі запальних захворювань і дисбіотичних станів внутрішніх статевих органів жінки [1, 3, 9].

Не позбавлене сенсу розглядати мікробний консорціум вагінальних слизових оболонок організованою біоплівкою, яка специфічно переходить в патогенний стан, що включає набір постійних агентів, таких як Pseudonocardia, Fusobacterium, Haemophylus, Klebsiella, Streptococcus, Staphylococcus epidermidis і Clostridium perfringens та інших членів спільноти, періодично активних. При такому поданні про мікробіоценоз стають зрозумілими труднощі, які виникають при терапії хворих на сальпінгоофорит [4, 5]. Першою причиною невдач є наполеглива діагностика етіологічних чинників при ігноруванні патогенного потенціалу нормальної мікрофлори. Другою причиною є відомі труднощі в доставці ліків до вогнища запалення. Третя, поки мало відома клініцистам причина - колективна опірність антибіотиків та інших впливів організованої в біоплівку мікробіоти локусів [6, 10].

Утворення біоплівок є однією з основних стратегій виживання бактерій у зовнішньому середовищі. Водночас, утворення біоплівок, як і інші мікробні процеси, такі як біолюмінісценція, синтез детермінант вірулентності у патогенних бактерій, стан компетентності, перенесення кон’югативних плазмід, біосинтез антибіотиків, обмін і реплікація ДНК, реалізується тільки за умови досягнення популяцією певного рівня щільності. Цей феномен здобув назву “відчуття кворуму” – Quorum Sensing (QS) – це механізм, що дозволяє бактеріям функціонувати як багатоклітинний організм. Якщо кількість мікробів висока, то вільний простір між молекулами зменшується настільки, що мікроорганізми утворюють навколо себе захисну плівку й успішно оберігають себе від дезінфектантів та антибіотичних засобів і шляхом хибного сигналу паралізують імунну систему людини. Особливу загрозу для макроорганізму становлять змішані біоплівки [7, 8].

Мета дослідження

Визначення здатності формування мікроорганізмами біоплівок на тлі застосування комплексної терапії.

Матеріали і методи дослідження
У дослідженні оцінювали клінічний стан й особливості мікрофлори піхви у 105 пацієнтів віком від 25 до 39 років з неспецифічним сальпінгоофоритом порівняно з пацієнтами без сальпінгоофориту (n=35).

Дослідні групи осіб було розподілено таким чином: 1-група – пацієнтки з неспецифічним сальпінгоофоритом, яким застосовувалась терапія згідно локальних протоколів та наказів МОЗ України (n=35), 2-група – пацієнтки з неспецифічним сальпінгоофоритом, яким застосовувалась терапія, що включала імуномоделюючі біологічні препарати, активною речевиною яких є α-2 інтерферон, амінокислоти, аскорбінова кислота, пробіотичні штами лактобактерій та біфідобактерій (n=35); 3-група  - пацієнти без сальпінгоофориту (група порівняння). 

Утворення біоплівок вивчали за допомогою визначення здатності штамів бактерій до адгезії на поверхні 96 коміркових полістиролових планшетів для імуноферментного аналізу. Вимірювання оптичної щільністі початкової бактеріальної суспензії проводилося на “Densi-La-Meter”. Кількість інокульованих планктонних клітин підраховувалося на фотометрі «Multiskan EX 355» (Фінляндія). 

Результати дослідження та їх обговорення

В результаті дослідження пацієнток 1 групи було встановлено порушення мікробіоценозу піхви. Аналізуючи дані, які одержано, можна довести, що найбільш частими мікроорганізмами, що були вилучені з відокремлюваного піхви, були: Peptostreptococcus spp – 78% Enterococcus – 69%, S.aureus – 62,9%, E.coli - 64,2%, Fusobacterium spp – 61,0%; S. pyogenes – 58,0%, Candida spp – 47,0%.

У пацієнтів 1 групи кількість видів, що зустрічаються у трьох біотопах жіночих статевих органів, практично однакова, а рівні бактеріального обсіменіння цих ділянок вірогідно відрізняються один від одного (табл. 1). 

                                                                                         Таблиця 1
Рівень загальної бактеріальної щільності в біотопах жіночих статевих органів в групах спостереження порівняно з контрольною, КУО/од.суб. (р<0,05)
	Групи пацієнток
	Біотопи 
	Мікроорганізми
	Гриби роду Candida
	Загальна мікробна кількість

	
	
	Г+ (загальна кількість)
	Г – (загальна кількість)
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1 група
	Церві кальний канал
	8,50±0,78х106
	4,69±0,32х104
	4,09±0,63х104
	8,59±0,80х106

	2 група
	
	5,14±0,45х102
	2,38±0,23х101
	4,06±0,59х101
	5,78±0,55х102

	3 група
	
	1,87±0,71х103
	1,59±0,56х101
	7,21±0,61х102
	2,61±0,78х103

	1 група
	Заднє склепіння піхви 
	4,49±0,12х108
	8,19±0,36х105
	2,53±0,35х104
	4,51±0,13х108

	2 група
	
	3,81±0,42х103
	4,22±0,17х102
	1,79±0,54х102
	4,41±0,49х103

	3 група
	
	2,03±0,13х104
	3,72±0,49х103
	3,11±0,89х103
	2,72±0,27х104

	1 група
	Уретра
	5,12±0,74х106
	2,18±0,63х107
	8,23±0,92х102
	2,69±0,71х106 

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	2 група
	
	3,41±0,58х104
	6,14±0,88х105
	3,24±0,97х101
	6,90±1,40х105

	3 група
	
	2,76±0,92х103
	4,21±0,73х104
	2,33±0,87х102
	4,55±0,75х104


Причому найбільш висока щільність мікроорганізмів виявлена на задньому склепінні піхви. Тому інтродукція умовно-патогенних штамів частіше відбувається саме на цій ділянці. Це є доказом правомірності вибору відокремлення піхви, як об'єкта діагностичного, епідеміологічного й прогностичного моніторингу. Наведена характеристика мікробного стану жіночих статевих органів дозволяє виявити основні етіологічні чинники розвитку запального процесу та напрямки коригування протимікробної терапії.


В результаті проведеного дослідження асоціацію грибів роду Candida із стафілококами було виявлено у 21 % випадків, стрептококами – у 38 % випадків, протеєм й стафілококами – у 14%, нейсеріями – 9 %, нейсеріями й стафілококом – 5 % . Виявлені мікроекологічні порушення жіночих статевих органів  обумовлюють необхідність удосконалення тактики лікування. 

Серед представників кокової флори виявлялися стафілококи, обсіменіння якими в середньому дорівнювало [image: image1.jpg]


1,7·105±1,2·104 КУО/од.суб., серед яких найбільш часто був S.aureus при щільності мікробної колонізації 6,3·104±1,2·103 КУО/од. суб. Мікробіоценоз анаеробної флори у пацієнток був різноманітним. Так, у мікрофлорі піхви 1 групи Veillonella spp й Prevotella spp. виявлялися з обсіменінням, що дорівнює 1,8·104±1,2·104 та 1,5·104±1,6·104 КУО/од.суб. відповідно. Bacteroides spp виявлявся з  обсіменінням 4,4·102±1,8·101 КУО/од.суб. Одночасно з цим у мікробіоценозі піхви реєструвався Propionibacterium spp., щільність колонізації якого дорівнювала 1,9·105±1,6·104 КУО/од.суб.  

Приріст оптичної щільності інокульованих ізолятів у рідке живильне середовище свідчить про розмноження в ньому мікроорганізмів. Високий рівень оптичної щільності за кількістю мікробних тіл дозволяє стежити за кінетикою розмноження мікроорганізмів, отримувати та оцінювати ріст бактерій й здатність до формування біоплівок. 

Зіставлення характеристик росту у двох фізіологічних станах ізолятів дозволяє відмітити підвищення щільності біоплівки. Результати тестування ізолятів на здатність до формування біоплівок довели, що усі вилучені патогени утворювали щільну біоплівку (рис. 1,2).
[image: image2.jpg]



Рис. 1. Оптична щільність сформованих біоплівок ізолятами, од.о.щ.

[image: image3.emf]1,56

2,64

2,37

1,67

2,12

1,97

3,87

2,31

2,19

1,99

2,42

1,34

1,64

3,45

3,67

3,56

3,42

1,87

0

1

2

3

4

E.coli

S. epidermidis

Enterobacter

Porphyromonas

Veillonella spp

Lactobacillus spp

Bacteroides spp

Fusobacterium spp

Prevotella spp.

Candida spp

S. aureus

S. pyogenes

Peptostreptococcus spp.

Enterococcus

Micrococcus spp.

Propionibacterium spp.

Bifidobacterium spp.

Actinomyces spp.


А                                                               Б          Б

Рис. 2. Формування змішаної біоплівки S. рyogenes, E. сoli й C. albicans через 6 годин (А) й 12 годин (Б) інкубації. Фарбування генціанвіолетом. Мікроскоп «AMPLIVAL» (Carl Zeiss. Jena) х1350 (х15 – окуляр и х90 – об’єктив).
У результаті дослідження було встановлено, що оптична щільність мікробних угрупувань збільшувалась на протязі 48 годин інкубації й була достовірно вищою, ніж у біоплівках, що утворювалися кожним асоціантом окремо. 
Результати дослідження дозволяють встановити факти утворення біоплівок ізолятами  МЗС залежно від асоціантів і підтверджують факти про те, що це відображає адаптаційні можливості патогену.

Комплексне лікування пацієнток 2 групи з неспецифічним сальпінгоофоритом сприяло поліпшенню показників мікроекології піхви у всіх пацієнток 2 групи, що досліджувалися. Вказані зміни проявлялися підвищенням частоти висівання представників нормофлори у 93,2 % пацієнток. Що стосується відновлення нормофлори піхви, то позитивний ефект терапії проявився зниженням частоти виявлення Staphylococcus aureus з 62,9 % (4,78±0,21 lgКУО/мл, р<0,05) до 8,1 % (3,24±0,23 lgКУО/мл, р<0,05), Staphylococcus epidermidis з 4,3 % (4,42±0,24 lgКУО/мл, р<0,05) до 1,5 (2,87±0,19 lgКУО/мл, р<0,05), припиненням висівання Streptococcus haemoliticus. На тлі вищевказаних змін мікробіоценозу спостерігалося достовірне зниження контамінації грибами роду Candida (з 51,4 % до 8,11 %; з 5,39±0,31 lgКУО/мл до 3,78±0,18 lgКУО/мл, р<0,05). У пацієнток 2 групи не виявлено умовно-патогенних бактерій кишкової групи. 

Проведені дослідження мікробіоценозу піхви у пацієнток з неспецифічним сальпінгоофоритом дозволили уявити структуру екології жіночих статевих органів, визначити домінантний склад і виявити мікроорганізми, що мають здатність до групового розподілу. 

Спосіб існування мікроорганізмів у складі біоплівок утворює великі проблеми в медичній практиці у зв’язку з тим, що у 50-500 разів вони є більш стійкими до дії дезінфікуючих речовин, антибактеріальних препаратів, бактеріофагів, антитіл і фагоцитів. Однак дисбаланс ендо- й екзогенних факторів, таких як антибактеріальна терапія, імунодефіцитний стан, сприяє перетворенню умовно-патогенної форми в патогенну. Одже, проблема сучасної діагностики й терапії сальпінгоофоритів з позиції того, що мікроорганізми – збудники висхідної інфекції, утворюють навколо себе захисну плівку й успішно охороняють себе від дезінфектантів та антибіотичних засобів, а також шляхом хибного сигналу паралізують імунну систему людини є актуальною.

При цьому слід враховувати суттєві підходи до корекції дисбіозів. Головним завданням при розв’язанні вказаної проблеми є деконтамінація патогенних мікроорганізмів, відтворення індигенних видів, нормалізація специфічного й неспецифічного місцевого й системного імунітету.

Висновки
Для поліпшення результатів лікування хворих на сальпінгоофорит при ранній адекватній антибактеріальній терапії, протимікробні засоби повинні призначатися безпосередньо після уточнення нозологічного діагнозу і до отримання результатів бактеріологічного дослідження. Після отримання результатів бактеріологічного дослідження режим протимікробної терапії повинен бути скоригований з урахуванням виділеної мікрофлори та її антибіотикочутливості у стані біоплівки. Отже, адекватній мікробіологічній діагностиці висхідної інфекцій, що спричинює розвиток сальпінгоофориту й, як наслідок призводить до безпліддя, слід приділяти не менше уваги, ніж питанням вибору режиму терапії.

Вивчення здатності утворення біоплівок МЗС дозволять по-новому підійти до призначення протимікробної терапії, створення передумов для подальших досліджень щодо здійснення раціональних терапевтичних заходів і до повної характеристики механізмів, що сприяють розвитку запальної патології.
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РЕЗЮМЕ
ПАРАЩУК Ю.С., ТЕРТЫШНИК А.А.
Харьковский национальный медицинский университет, Кафедра акушерства и гинекологии №2, г. Харьков

ИННОВАЦИОННЫЕ ПОДХОДЫ К ЛЕЧЕНИЮ БОЛЬНЫХ НА  НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ САЛЬПИНГООФОРИТ
         Исследование микробиоценоза влагалища у пациенток с неспецифическим сальпингоофоритом позволяет выявить основные этиологические факторы его развития. Изменения микрофлоры влагалища, которые сопровождаются дискоординацией ее функционирования как единой экосистемы, проявляется нарушением микробиологического статуса благодаря образованию биопленок, что создает предпосылки для дальнейших исследований относительно применения комплексной  терапии.
          Ключевые слова: неспецифический сальпингоофорит, микробиоценоз, биопленки, микробные ассоциации.
SUMMARY
PARASHCHUK Y., TERTYSHNYK A.
Kharkiv national medical University, Department of obstetrics and gynecology №2, Kharkov
INNOVATIVE APPROACHES TO THE TREATMENT OF PATIENTS ON NONSPECIFIC SALPINGOOPHORITIS

Research microbiocenosis vagina in patients with nonspecific salpingo reveals the main etiological factors of its development. Changes in vaginal flora, which are accompanied by discoordination its functioning as a single ecosystem, manifested a violation of microbiological status due to the formation of biofilms, which creates prerequisites for further studies regarding the use of combination therapy.
Key words: nonspecific salpingoophoritis, microbiocenosis, biofilms, microbial association.
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