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Резюме: На підставі дослідження було виявлено синергізм протимікробної дії олії мануки та низки антибіотиків по відношенню до умовно-патогенних мікроорганізмів – збудників інфекційних захворювань верхніх дихальних шляхів. Найефективнішими були її комбінації з азитроміцином, доксицикліном, цефоперазоном та цефотаксимом.
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На основании исследования был обнаружен синергизм противомикробного действия масла мануки и ряда антибиотиков в отношении условно-патогенных микроорганизмов – возбудителей инфекционных заболеваний верхних дыхательных путей. Наиболее эффективными были её комбинации с азитромицином, доксициклином, цефоперазоном и цефотаксимом.
COMBINED ACTION OF MANUKA ESSENTIAL OIL WITH ANTIBIOTICS AGAINST CAUSATIVE AGENTS OF UPPER RESPIRATORY TRACT INFECTIONS IN EXPERIMENTS IN VITRO
Minukhin V.V., Kovalenko N.I., Tkachenko V.L., Zamaziі T.M.,
Gvozdetska A.-V.A., Kovalenko Yu.D.
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The synergy of antibacterial action of manuka oil and some antibiotics against opportunistic pathogens - causitive agents of upper respiratory tract infections was found in the experiment. The most effective was its combination with azithromycin, doxycycline, cefoperazone and cefotaxime.

Вступ. Інфекції дихальних шляхів залишаються однією з важливих проблем сучасної медицини, що пов’язано з високим рівнем захворюваності як дітей, так і дорослих, частими ускладненнями і значними економічними збитками [Андреева, Стецюк, 2009]. Фарингіти і тонзиліти є найбільш поширеними захворюваннями верхніх дихальних шляхів у всіх вікових групах [Дуда, Бойко, 2012].

При виборі тактики антимікробної терапії необхідно враховувати не тільки спектр вірогідних збудників, але й тенденції формування резистентності провідних етіологічних агентів до антибіотиків, тому що в останній час спостереження свідчать про появу резистентності до кожного нового препарату приблизно через 5 років його інтенсивного застосування в клінічних умовах [Wilcox, 2009].

Застосування антимікробних композицій, які містять препарати з різним механізмом дії, є пріоритетним напрямком пошуку нових шляхів впливу на мікроорганізми з метою попередження формування антибіотикорезистентності. Враховуючи синергічну антимікробну дію антисептиків, антибіотиків та ефірних олій на збудники бактеріальних інфекцій слизових оболонок, а також позитивний місцевий протизапальний ефект, доцільна подальша розробка комбінованих антимікробних лікувально-профілактичних препаратів [Вовк, Прокопчук, 2013; Гребова и др., 2013].

Одним із таких препаратів є ефірна олія мануки (Leptospermum scoparium) із Нової Зеландії, яка ефективна проти широкого спектру бактерій, має виражені антивірусні, протигрибкові властивості та не викликає виникнення резистентності мікроорганізмів [7]. 
Метою роботи було вивчення ефективності комбінованого застосування ефірної олії мануки та антибіотиків по відношенню до збудників інфекційних захворювань верхніх дихальних шляхів в дослідах in vitro.

Матеріал і методи. В якості тест-культур використовували стандартні штами мікроорганізмів: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae АТСС 5505, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus vulgaris XZ 4636, Proteus mirabilis ГІСК 160208, Candida albicans ВКПГу 401/NCTC 885-653, а також клінічні штами, виділені від хворих, які знаходилися на стаціонарному лікуванні в комунальному підприємстві охорони здоров'я «Харківська міська клінічна лікарня № 30».

Антибактеріальну та протигрибкову активність ефірної олії мануки у дослідах in vitro вивчали методами серійних розведень та дифузії в агар відповідно до Наказу МОЗ України № 167 від 05.04.2007 та рекомендацій міжнародного комітету клінічних лабораторних стандартів (NCCLS, 2002).
При визначенні МПК олії мануки у зв’язку з нерозчинністю у воді використовували 5% Твін 80 для її перетворення в емульсію, яка змішується з водними розчинами. Концентрація олії мануки варіювала від 0,02 до 9,6 об'єм. проц. Мікробне навантаження становило біля 107 КУО/мл.
Для вивчення сумісної дії олії мануки й антибіотиків використовували метод дифузії в агар. Концентрація олії мануки в агарі становила 70 мкг/мл або 0,007 об'єм. проц., а мікробне навантаження – 2·109 КУО/мл 
Обробка результатів досліджень проводилась за допомогою методу варіаційної статистики [Гланц, 1999].

Результати і їх обговорення. Дослідження антибактеріальної та протигрибкової активності олії мануки методом серійних розведень та методом дифузії в агар показало, що як грампозитивні, так і грамнегативні бактерії, а також гриби роду Candida виявили чутливість до даної речовини (табл. 1). Причому, як стандартні, так і клінічні штами грампозитивних бактерій були чутливі до значно нижчих МПК (від 0,02 до 0,16 об'єм. проц.), ніж грамнегативні бактерії. Серед останніх найчутливішими виявилися стандартні штами E. coli ATCC 24923 та P. aeruginosa ATCC 27853 з МПК 2,56 об'єм. проц. Інші досліджені стандартні та клінічні штами синьогнійної палички, клебсієли та протея мали чутливість до МПК 5,12 об'єм. проц. Стандартний штам C. albicans характеризувався чутливістю до МПК 0,64 об'єм. проц. 

Таблица 1. Протимікробна активність олії мануки по відношенню до стандартних та клінічних штамів мікроорганізмів
	Вид мікроорганізмів
	МПК, об'єм. проц.
	Діаметр зон затримки росту, мм

	
	Власні результати
	За даними літератури [12]
	

	Стандартні штами

	S.aureus ATCC 25923
	0,08
	0,078
	33+1,2

	S.epidermidis ATCC 14990
	0,08
	0,078
	30+1,2

	E.coli ATCC 25922
	2,56
	2,5
	12+0,6

	K.pneumoniae NCTC 5055
	5,12
	5,0
	12+0,6

	P.aeruginosa ATCC 27853
	2,56
	2,5
	0

	P.vulgaris XZ 4636
	5,12
	5,0
	14+0,8

	P.mirabilis ГІСК 160208 
	5,12
	-
	15+0,6

	C.albicans NCTC 885-653
	0,64
	0,625
	15+0,6

	Клінічні штами

	S.aureus 155
	0,16
	-
	31+1,8

	S.aureus 74
	0,16
	-
	29+1,4

	S.epidermidis 85
	0,16
	-
	28+1,8

	S.epidermidis 143
	0,16
	-
	24+0,8

	E.coli 68
	5,12
	-
	12+0,6

	K.pneumoniae 112
	5,12
	-
	12+0,6

	P. vulgaris 94
	5,12
	-
	19+0,6

	P.aeruginosa 56
	5,12
	-
	0


Отримані нами дані по різниці чутливості до ефірних олій у грампозитивних і грамнегативних бактерій в цілому співпадають з даними, описаними в роботі [Reichling, 2009]. Інші автори [Бондаренко и др., 1975] відмічають, що із 700 видів вивчених ними лікарських рослин більше 80% видів продукують речовини, активні по відношенню до грампозитивних бактерій, і тільки у 2% досліджених видів рослин виявлені інгібітори грамнегативних бактерій. Специфіка дії ефірних олій на мікроорганізми може зумовлюватися як фізіологією самих мікробних клітин, так і різним хімічним складом олій.

При патології органів дихання та ЛОР-органів широко використовуються ефірні олії чайного дерева, чебрецю, евкаліпту, лаванди, бергамота, що обумовлено, зокрема, їх противірусною, бактерицидною, фунгіцидною, протизапальною дією [Вовк, Прокопчук, 2013; Гребова и др., 2013]. 
Відомо також, що ефірні олії та антибіотики проявляють синергізм у вигляді потенціювання ефектів протимікробної дії. Так, доведено, що ефірні олії базиліка та монарди підвищують ефективність деяких антибіотиків, наприклад, стрептоміцину та еритроміцину в 4–10 разів [Николаевский, 2009]. 

Незважаючи на високі протимікробні властивості олії мануки, доцільне подальше вивчення можливості підвищення її активності, насамперед шляхом введення антибіотиків до складу препаратів на основі олії мануки. З цією метою нами оцінювалася можливість сумісного використання олії мануки і деяких антибіотиків. Результати дослідження наведені в табл. 2. 

Таблиця 2. Антибактеріальна активність олії мануки в комбінації 
з антибіотиками по відношенню до стандартних штамів мікроорганізмів 
за даними методу дифузії в агар (діаметри зон затримки росту, мм)
	Вид мікроор-ганізма
	Показники
	Препарат

	
	
	Азитроміцин
	Амікацин
	Доксициклін
	Офлоксацин
	Цефазолін
	Цефуроксим
	Цефоперазон
	Цефотаксим
	Кліндаміциг
	Фузидин

	S. aureus ATCC 25923
	К
	21+1,5
	15+1,0
	25+
1,5
	21+1,5
	26+0,6
	8+
1,5
	18+0,6
	8+
1,0
	16+1,5
	24+1,0

	
	Д
	25+
0,6*
	17+0,6
	29+
0,6*
	22+0,6
	26+0,6
	12+
0,6*
	21+
0,6*
	10+0,6
	20+
0,6*
	30+
1,0*

	E. coli ATCC 25922
	К
	20+0,6
	15+1,5
	13+
0,6
	27+1,0
	15+0,6
	0
	20+0,6
	15+0,6
	0
	0

	
	Д
	21+0,6
	15+0,6
	20+
0,6*
	30+1,0*
	15+0,6
	0
	25+1,5*
	20+0,6*
	0
	0

	K. pneu-moniae ATCC 5055
	К
	8+
1,0
	13+1,5
	7+0,6
	30+0,6
	0
	6+
1,0
	6+
0,6
	11+1,5
	0
	0

	
	Д
	10+0,6
	17+1,5*
	10+
0,6*
	30+0,6
	0
	7+
1,0
	12+1,1*
	20+0,6*
	0
	0

	P. aerugi-nosa ATCC 27853
	К
	20+0,6
	15+1,5
	0
	18+1,0
	0
	0
	13+1,0
	0
	0
	0

	
	Д
	25+1,0*
	17+0,6
	0
	20+1,0
	0
	0
	16+1,0*
	7+
1,0*
	0
	0

	P. aerugi-nosa ATCC 9027
	К
	16+1,5
	18+1,0
	9+
0,6
	20+0,6
	0
	0
	15+0,6
	0
	0
	0

	
	Д
	20+0,6*
	20+0,6
	9+
1,5
	21+0,6
	0
	0
	20+1,0*
	0
	0
	0

	P.vulga-ris XZ 4636
	К
	0
	11+1,1
	0
	26+0,6
	0
	0
	11+1,0
	16+0,6
	0
	0

	
	Д
	13+1,0*
	14+0,6*
	12+
1,0*
	30+0,6*
	0
	0
	13+1,0
	20+0,6*
	0
	0

	P. mirabi-lis 160208
	К
	20+0,6
	12+0,6
	10+
0,6
	25+0,6
	0
	7+
0,6
	16+0,6
	15+0,6
	0
	0

	
	Д
	20+1,1
	15+0,6*
	10+
1,0
	26+0,6
	0
	7+
1,1
	16+0,6
	20+0,6*
	0
	0


Примітка. К (контроль) – активність антибіотиків; Д (дослід) – активність комбінації антибіотиків з олією мануки; * – р < 0.05.

По відношенню до S. aureus установлено синергізм дії олії мануки з азитроміцином, цефуроксимом та цефоперазоном. Достовірне підвищення активності цефоперазону виявлено щодо всіх досліджених штамів, крім P.vulgaris і P. mirabilis. Олія мануки потенціює також дію цефотаксиму по відношенню до всіх досліджених грамнегативних мікроорганізмів. Доксициклін і офлоксацин були ефективнішими в комбінації з олією мануки щодо E. coli, K.pneumoniae та P. vulgaris. Синергізм дії спостерігався при комбінації амікацину з олією мануки щодо K. pneumoniae, P. mirabilis та P. vulgaris. Ефективною була також комбінація азитроміцину з олією мануки по відношенню до P. aeruginosa, P. vulgaris та P. mirabilis.

Таким чином, одержані результати свідчать про те, що ефірна олія мануки проявляє синергізм дії з низкою антибіотиків по відношенню до грампозитивних і грамнегативних збудників інфекцій верхніх дихальних шляхів, її комбінації з азитроміцином, доксицикліном, цефоперазоном та цефотаксимом можуть бути рекомендовані для подальшого вивчення в якості компонентів лікарських форм для лікування місцевих інфекційних процесів.

Висновки
1. Олія мануки високоактивна щодо грампозитивних бактерій та грибів роду Candida і має помірну активність щодо грамнегативних факультативно-анаеробних бактерій.

2. Олія мануки потенціює протимікробні властивості низки антибіотиків, а саме азитроміцину, цефуроксиму, цефоперазону, доксицикліну по відношенню до грампозитивних і грамнегативних збудників інфекцій дихальних шляхів.

Перспектива подальших розробок. У зв’язку з вираженим посиленням дії антибіотиків на умовно-патогенні мікроорганізми олія мануки може бути рекомендована не тільки як самостійний лікарський препарат, а і як базовий компонент для створення нових лікарських засобів, які можуть знайти використання для лікування ряду асоційованих інфекцій.
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