MORPHOLOGICAL CHANGES IN THE SKIN OF MICE WITH THERMAL BURNS INFECTED PSEUDOMONAS AERUGINOSA DURING TREATMENT WITH A COMPLEX APPLICATION SORBENT.
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Abstract. The purpose of this study was to investigate the morphological features of healing of burn wounds infected by Pseudomonas aeruginosa with the use of an experimental application sorption agent. In the experimental group of animals treated with the application of sorbent the inflammatory infiltrate contained a rapid change in neutrophil granulocytes in the monocyte-macrophage cell population, which resulted in a rapid purification of the wound from purulent necrotic detritus. The enhanced proliferation of fibroblasts has intensified the processes of fibroplasia, the maturing of granulation tissue and, as a consequence, epithelialization of the wound. Acute abscesses formation in the hypodermis, delayed formation of HT and epithelization of the wound defect were noted in animals that received the local drug-comparison-silver sulfadiazine. The obtained data indicate that the experimental group of animals treated with the application sorbent differed from other groups by accelerated healing of damaged tissues and an optimal therapeutic effect. So, we can conclude that the sorbent application is promising in the local treatment of burn with Pseudomonas - infection.
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Анотація. Метою дослідження було вивчення морфологічних особливостей загоєння опікових ран, інфікованих синьогнійною паличкою, у тварин на тлі лікування аплікаційним сорбентом оригінального складу. В експериментальній групі тварин, які отримували місцеве лікування розробленим аплікаційним сорбентом, у складі запального інфільтрату відбувалася швидка зміна нейтрофільних гранулоцитів (НГ) на моноцитарно-макрофагальну клітинну популяцію. Це призводило до швидкого очищення рани від гнійно-некротичного детриту, посилення проліферації фібробластів та дозрівання ГТ і, як наслідок, прискорювало епітелізацію рани у порівнянні з іншими групами. У тварин, які отримували для місцевого лікування препарат-порівняння – сульфадіазин срібла, у динаміці ранового процесу відзначалося утворення гострих абсцесів у гіподермі, затримувалося утворення ГТ та епітелізація ранового дефекту. Отримані дані свідчать про те, що експериментальна група тварин, яких лікували аплікаційним сорбентом, відрізнялася від інших груп більш швидкою репарацією ушкоджених тканин, що підтверджувалося патоморфологічними дослідженнями. Зазначене вище дозволяє стверджувати, що терапевтичне застосування аплікаційного сорбційного засобу є перспективним напрямком у місцевому лікуванні опікової Pseudomonas–інфекції. 
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Термічні опікові ушкодження є основною причиною смертності та інвалідності у більшості країнах світу. Довготривала госпіталізація, коштовні ліки та численні оперативні процедури призводять до значних витрат у системі охорони здоров'я [1, 2]. Відомо, що Pseudomonas aeruginosa є важливим опортуністичним патогеном, який може серйозно ускладнювати перебіг опікової рани, особливо у пацієнтів з ослабленим імунітетом. У таких умовах прискорення процесу загоєння ран є життєво необхідним [3]. Сприяння прискореному загоєнню ран, запобігання після опіковим ускладненням, таким як приєднання інфекції та надлишкове рубцювання, є основними завданнями терапії при опіках [4].
Відомо багато препаратів для лікування інфікованих опіків, але постійно триває пошук нових, більш досконалих ліків, які би у повній мірі відповідали усім вимогам сучасної медицини. З літературних джерел відомо про використання сорбентів для місцевого лікування ран [5]. Перспективною, на нашу думку, є розробка комплексного препарату, який би володів не тільки сорбційними, а ще й антибактеріальними та ранозагоювальними властивостями. 

Метою роботи було вивчення динаміки загоєння опікових ран, інфікованих синьогнійною паличкою, при лікуванні експериментальним аплікаційним сорбційним засобом.

Матеріали та методи. Дослідження проводилося на 54 6-ти місячних мишах-самцях лінії NMRI, вагою 18-20 г. Для експериментів була використана модель контактного термічного опіку по Ц. К. Чантурія (1982 г.) [6] в модифікації В. В. Мінухін і співавт. (1997 г.) [7] з авторськими доповненнями. Під ефірним рауш-наркозом у лабораторних тварин відтворювали опік III-б ступеню на 10% поверхні тіла. Безпосередньо після нанесення термічної травми, тваринам нашкірно інокулювали 0,1 мл добової агарової культури клінічного полірезистентного штаму Р. аeruginosa 3101, який було виділено від хворого з опіками, в дозі 1,5*108 КУО/мл, що відповідала LD50 відпрацьованої для зовнішнього застосування. На другу добу після термічної травми і зараження, під опіковий струп, вводили 0,1 мл мікробної суспензії, що містила аналогічну дозу синьогнійної палички. На третій день, під місцевою анестезією 0,5% розчином новокаїну, опіковий струп видаляли. 

Всі експериментальні тварини були поділені на 3 групи:  І-а - тварини, яких після опіку інфікували, але не лікували (контроль); ІІ-а - тварини, яким після опіку та інфікування, на рану наносили розроблений аплікаційний сорбент на основі високодисперсного кремнезему (ВДК) з іммобілізованою на його поверхні протимікробною сумішшю, яка містила антибіотик левофлоксацин та інші компоненти; ІІІ-я - тварини, яким після опіку та інфікування на поверхню рани наносили мазь з 1% сульфадіазином срібла (препарат-контроль). Далі починали лікування обпалених тварин шляхом щоденної обробки рани перекисом водню у тварин першої групи, обробки перекисом водню та нанесенням на рану дослідного аплікаційного сорбенту (3-5мм) тваринам другої групи та контрольного препарату (0,5г) тваринам третьої групи відповідно протягом 21 доби.

Утримання тварин та експеримент відбувалися згідно з вимогами Європейської конвенції по захисту хребетних тварин (Страсбург, 18.03.1986 р.), директиви Ради Європейського економічного товариства по захисту хребетних тварин (Страсбург, 24.11.1986), Directive 2010/63/EU of European Parliament and Council on the protection of animals used for scientific purposes. Експериментальних тварин виводили з експерименту на 7, 14 і 21 добу від початку експерименту шляхом декапітації. Матеріалом для морфологічного дослідження слугували фрагменти шкірної рани, висічені після виведення тварин з експерименту. Матеріал фіксували в 10% водному розчині нейтрального формаліну. Готували серійні зрізи товщиною 4-5х10-6м. Оглядові препарати, забарвлені гематоксиліном та еозином, використовували для оцінки стану досліджуваних тканин і мікрофотографування (мікроскоп Olympus BX-41).

Результати дослідження обробляли статистично із застосуванням стандартного пакету програм Microsoft Office Excel 2003. Для оцінки достовірності відмінності вибірок, що мають нормальний розподіл, застосовували параметричний t-критерій Ст´юдента. За достовірне брали відмінність при рівні ймовірності 95% і більше (p <0,05).
Результати та обговорення. Аналіз результатів експериментального дослідження показав, що у всіх піддослідних тварин розвинувся однотипний термічний опік шкіри ІІІ б ступеня, що характеризувався ураженням всієї товщі шкіри з повною загибеллю волосяних фолікулів, потових і сальних залоз. Шкіра на місці опіку була щільна, нерухома, та не чутлива до больових подразників. Навколо рани відзначалася зона гіперемії шириною 3-5мм. У піддослідних тварин першої групи протягом 3-х діб після нанесення опікової травми спостерігалися загальні прояви опікової хвороби (порушення координації руху, млявість, відмова від їжі), відзначалася втрата маси тіла до 10% від початкової. Крім того, на поверхні рани були виявлені тріщини, з яких виділявся ексудат з домішками крові. 

На 7 добу лікування у тварин першої групи поверхня рани була з гнійно-некротичним детритом, м'які тканини набряклі та гіперемовані. Мікроскопічно спостерігалася глибока зона некрозу із запальною нейтрофільною інфільтрацією. На дні та по краях рани було виражене гнійне запалення і поширені васкуліти. У прилеглих до рани дермі і гіподермі зберігалися ознаки набряку та інфільтрації нейтрофільними гранулоцитами (НГ). Судини були повнокровні, в їх стінках виявлялися фібриноїдні зміни, а в просвітах - еритро-, лейкостаз та тромби. Периваскулярно визначалися діапедезні крововиливи, базальні мембрани судин були дещо потовщені та розволокнені. Ендотелій був набряклим, частково десквамованим. Також відзначався периневральний набряк і запальна інфільтрація стінок vasa nervorum.
У тварин ІІ-ї групи, які отримували аплікаційний сорбент, ранова поверхня була чистою, не містила гнійно-некротичного детриту. Відзначалася невелика набряклість і гіперемія м'яких тканин. Мікроскопічно в шкірній рані спостерігали некроз, який поширювався на дерму. Гіподерма в проекції дна рани, а також в прилеглих до рани ділянках, була набряклою, з дифузною інфільтрацією НГ. Відзначалися циркуляторні порушення у вигляді повнокров'я судин, з еритро-і лейкостазами, іноді - мікротромбозом, а також периваскулярні діапедезні крововиливи. Стінки судин були з явищами фібриноїдного некрозу, інфільтровані НГ. Ендотелій судин був набряклим та вогнищево десквамованим. 
У тварин третьої групи на тлі лікування сульфадіазином срібла на 7 добу спостереження опікова рана була очищена від гнійно-некротичного детриту. По краям рани візуалізувалися острівці грануляційної тканини (ГТ). В 2/3 спостережень рана характеризувалася наявністю зони некрозу, при цьому він поширювався углиб епідермісу та дерми, місцями проникаючи до гіподерми. Зона некрозу і гіподерма були дифузно інфільтровані НГ, однак ступінь запальної інфільтрації був слабшим, ніж в групі контролю. В м'язових волокнах виявлялися вогнища міоцитолізу. Дерма була набряклою, сполучнотканинні волокна розволокнені, фрагментовані. Мікросудини повнокровні, з еритро-і лейкоцитарним стазами, мікротромбами. Стінки судин були з явищами фібриноїдного некрозу. Базальні мембрани судин дещо потовщені. В 1/3 спостережень на тлі вищеописаних змін у гіподермі виявлялися як дифузні запальні зміни, так і гострі абсцеси. Навколо абсцесів візуалізувалася ГТ. Вона була юною, набряклою, містила повнокровні капіляри синусоїдного типу, камбіальні елементи, фібробласти, нечисленні макрофаги і ніжну мережу колагенових волокон.

На 14 добу спостереження в групі контролю опікова рана не була очищеною від гнійно-некротичного детриту. У порівнянні з попереднім терміном дещо зменшилася набряклість і гіперемія м'яких тканин. Мікроскопічно в рані зберігалися некроз і запальна інфільтрація. Циркуляторні порушення у вигляді повнокров'я судин, лейко-, ерітростазів і тромбозу мікросудин були виражені слабше, ніж на 7-му добу. Базальні мембрани судин були потовщені, набряклі, ендотелій вогнищево десквамований. Набряк і запальна інфільтрація гіподерми і міжм'язової сполучної тканини дещо зменшилися. На дні та краях рани, у вигляді невеликих острівців, виявлялася ГТ з численними капілярами синусоїдного типу. Серед клітинних елементів переважали камбіальні елементи і фібробласти. Зрілі форми клітин фібробластичного ряду не були виявлені.
У ІІ групі тварин, при використанні аплікаційного сорбенту, опікова рана по всій своїй поверхні не містила гнійно-некротичного детриту. Відзначалося формування ГТ, яка мала зернистий вигляд. З країв рани, а в частині спостережень, протягом усього ранового дефекту, відбувалася епітелізація. Мікроскопічно у меншій частині тварин у рані зберігалася невелика зона некрозу. У більшості спостережень запальний процес характеризувався зміною фази ексудації фазою проліферації. У складі запального інфільтрату серед НГ у великій кількості визначалися макрофаги. Вони були функціонально активними, про що свідчили великі розміри та світла цитоплазма цих клітин. Формування в рані лімфоплазмоцитарних інфільтратів, у поєднанні зі значно вираженою макрофагальною реакцією, завершувало повне очищення рани на даному етапі репаративного процесу.
У тварин ІІІ-ї групи, яких лікували маззю з сульфадіазином срібла, на 14 добу лікування опікова рана була очищена від гнійно-некротичного детриту. По краям рани візуалізувалися острівці ГТ, відзначалася крайова епітелізація. Мікроскопічно тривало дозрівання ГТ, що виражалося у наростанні кількості колагенових волокон, які формували впорядковані пучки, зменшенні кількості судин і клітинних елементів. Серед останніх переважали фібробласти, з'являлися фіброцити. Периваскулярно виявлялися невеликі лімфоплазмоцитрані інфільтрати з домішкою окремих макрофагів і НГ. В більшій частині спостережень, до даного терміну, завершувався процес фіброплазії, регресували та зникали судини, тобто мало місце утворення сполучнотканинного рубця, відзначалася його крайова епітелізація. Епітеліальний пласт був потовщеним, не мав чітко виражених шарів. 
На 21 добу у нелікованих тварин, макроскопічно, опікова рана була очищена від гнійно-некротичного детриту. Набряклість і гіперемія м'яких тканин була незначною. Мікроскопічно відзначали повне відторгнення зони некрозу. Однак, в глибоких відділах дерми, зберігалося запалення, у вигляді вогнищевих скупчень НГ. В судинах мікроциркуляторного русла ерітро- і лейкостази відзначалися рідко, інфільтрація судинних стінок була слабко вираженою та непостійною. Базальні мембрани судин були дещо потовщені, а ендотелій судин активно проліферував. У ГТ, поряд зі зменшенням запальних і циркуляторних порушень, збільшилася кількість колагенових волокон, частково редукувалися синусоїдні капіляри і зменшувалася кількість камбіальних клітинних елементів. Епітеліальний регенерат був дещо потовщеним, у порівнянні з прилеглими ділянками інтактної шкіри, його шари не мали чіткого диференціювання. Епітелізація носила нестійкий характер за рахунок повільного дозрівання ГТ.
У ІІ групі до даного терміну рана епітелізувалася повністю, були відсутні набряклість і гіперемія м'яких тканин. У більшій частині спостережень відбулося загоєння ранового дефекту з утворенням сполучнотканинного регенерату та його епітелізацією. Епітеліальний пласт за товщиною не відрізнявся від такого в інтактних ділянках, мав чітко диференційовані шари. Проліферативна активність в базальному шарі епідермісу була зниженою до нормального рівня. У деяких спостереженнях зберігався невеликий рановий дефект, запальна інфільтрація при цьому була відсутньою. У краях та на дні рани ГТ характеризувалася дозріванням, містила велику кількість колагенових волокон, які були сформовані у пучки. Серед клітинних елементів переважали клітини фібробластичного ряду, також визначалися макрофаги та лейкоцити. Судини ГТ були здебільшого скорочені.
У ІІІ-й групі на 21 добу лікування спостерігали епітелізацію ранової поверхні. В більшій частині спостережень у ГТ прогресував процес фіброплазії, регресували і зникали судини, мало місце утворення сполучнотканинного рубця. Визначався епітеліальний регенерат, декілька потовщений в порівнянні з прилеглими ділянками інтактної шкіри, його шари були без чіткого диференціювання. В базальному шарі епітеліального пласту спостерігалася проліферативна активність клітин базального шару.
Таким чином, результати проведеного дослідження свідчать, що у тварин, які отримували аплікаційний сорбент, рановий процес характеризувався послідовною зміною фаз запалення. До кінця першого тижня гнійно-некротичні та циркуляторні зміни в рані зберігалися, вже на 14-у добу відзначалося зменшення нейтрофільної складової в запальному інфільтраті, у грануляційній тканині спостерігалася інтенсивна проліферація клітинних елементів фібропластичного та макрофагального рядів, а у результаті активного утворення коллагену формувалися волокнисті структури. Все це сприятливо впливало на процес епітелізації [8].

Цей експеримент довів, що застосування аплікаційного сорбенту збільшує швидкість загоєння інфікованих опікових ран третього ступеня у мишей у порівнянні з сульфадіазином срібла, який застосовується при традиційній терапії опікових ушкоджень, що було підтверджено морфологічними дослідженнями. З літературних джерел відомо про побічні ефекти лікування сульфадіазином срібла, а саме затримка загоєння ран, алергічні реакції на сульфадіазинові фрагменти та зафарбовування сріблом опікової рани [9,10]. Наш препарат виключає всі ці ускладнення. Він демонструє виражене зменшення ранової площі та розвиток реепітелізації менш ніж за 21 добу після опіку, не залишаючи ніяких рубців або інших порушень після загоєння. 
Результати цього дослідження дозволяють стверджувати, що використання аплікаційного сорбенту в якості нового терапевтичного засобу для місцевого лікування опікової рани, інфікованої синьогнійною паличкою, є перспективним методом її лікування. Однак, потрібні подальші комплексні дослідження для визначення механізмів дії нового аплікаційного сорбенту. 
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