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АБ-АН	-	тест-система для определения чувствительности	к
антибактериальным препаратам облигатных анаэробных микроорганизмов
АБ-ГРАМ(-) -	тест-система для определения чувствительности	к
антибактериальным препаратам энтеробактерий, грамотрицательных аэробных микроорганизмов АДФ	-	аденозиндифосфорная кислота
АДФ/Л1	-	скорость фосфорилирования АДФ
АДФ/О	-	коэффициент синтеза АДФ
АОА	-	антиоксидантная активность
АТФ	-	аденозинтрифосфорная кислота
ДК	-	диеновые конъюгаты
ДКЛу	-	коэффициент дыхательного контроля по Ларди-Уэллману
ДКЧУ	-	коэффициент дыхательного контроля по Чансу-Уильямсу
ДНФ	-	коэффициент стимуляции дыхания 2,4-динитрофенолом
ИД-АНА	-	тест-система для идентификации облигатных анаэробных
микроорганизмов
ИД-ЭНТ	-	тест-система для идентификации энтеробактерий и других
грамотрицательных аэробных микроорганизмов ИКК	-	иммунокомпетентные клетки
ИЛ	-	интерлейкины
ИМ	-	индекс миграции
ИФА	-	иммуноферментный анализатор
КАН	-	комплекс антибактериальный
КЛ	-	кардиолипин
КО	-	контрольный образец
КС	-	культуральная среда
 (



)
ЛПВП	-	липопротеины высокой плотности
 (
6
)

	лпнп
	-
	липопротеины низкой плотности

	лпонп
	-
	липопротеины очень низкой плотности

	лпс
	-
	липополисахарид

	лтс
	-
	липид-транспортная система

	ЛФ
	-
	лизофосфатиды

	ЛХАТ
	-
	лецитин-холестерол-ацилтрансфераза

	МДА
	-
	малоновый диальдегид

	мпи
	-
	Мангеймский перитонеальный индекс

	мсм
	-
	молекулы средней массы

	нл
	-
	нейтрофильные лейкоциты

	оп
	-
	оптическая плотность

	ОФЛ
	-
	общие фосфолипиды

	ПГФ
	-
	полиглицерофосфатиды

	пол
	-
	перекисное окисление липидов

	ПОН
	-
	полиорганная недостаточность

	РБР
	-
	рабочий буферный раствор

	РПРК
	-
	раствор для предварительного разведения конъюгата

	РРК2
	-
	раствор для разведения конъюгата 2

	РСК
	-
	раствор для разведения сывороток и конъюгата

	РТМЛ
	-
	реакция торможения миграции нейтрофильных лейкоцитов

	СБР
	-
	субстратный буферный раствор

	СФМ
	-
	сфингомиелин

	тг
	-
	триглицериды

	ТМБ
	-
	тетраметилбензидин

	ФГА
	-
	фитогемагглютинин

	ФЛ
	-
	фосфолипиды

	ФИО
	-
	фактор некроза опухоли

	ФС
	-
	фосфатидилсерин

	ФСБ-Т
	-
	фосфатно-солевой буферный раствор с твином



ФХ	-	фосфатидилхолин
ФЭА	-	фосфатидилэтаноламин
ХС	-	холестерол
CRP	-	С-реактивный белок
CRP-ultra	-	высокочувствительный С-реактивный белок
Imax	-	максимальная интенсивность свечения, пропорциональная
уровню перекисного окисления липидов Kritm	-	коэффициент ритмичности
N0	-	оксид азота
Pi	-	абсолютная электрическая активность
S	-	светосумма свечения, обратно пропорциональная
антиоксидатной активности tga2	-	тангенс угла убывания сигнала после достижения
максимальной интенсивности, характеризующий скорость снижения свободнорадикальных процессов V2	-	скорость субстратного окисления
V3	-	скорость фосфорилирующего окисления
V4	-	скорость окисления после фосфорилирования
УДНФ	-	скорость разобщенного дыхания 2,4-динитрофенолом

a-1 -ATT	-	а-1 -антитрипсин
 (
8
)
 (
8
)
[bookmark: bookmark2]ВВЕДЕНИЕ
За последние десятилетия достигнуты определенные успехи в решении одной из наиболее сложных проблем абдоминальной хирургии - лечении распространенного	гнойного	перитонита.	Многочисленные
экспериментальные и клинические исследования способствовали разработке фундаментальных принципов лечения данного заболевания, которые позволили перестать считать исход перитонита неизбежно летальным. Тем не менее, согласно современных литературных данных, летальность при распространенном гнойном перитоните колеблется в широких пределах от 9,79% до 84% и в среднем составляет 38,6-45%, что, по-прежнему, свидетельствует об отсутствии единого эффективного комплексного подхода при его лечении [49, 59, 95, 146, 165, 187].
В настоящее время развитие и течение распространенного гнойного перитонита неразрывно связано с понятием «абдоминальный сепсис» и рассматривается как тяжелое системное воспалительное заболевание [59, 225]. Прогрессирующая полиорганная недостаточность в результате токсического воздействия бактериальных эндо- и экзотоксинов, неконтролируемой каскадной воспалительной реакции, патологического сдвига общего и локального гомеостаза приводит к росту летальности до 80-90% [68, 149].
Современные методы исследования на клеточно-молекулярном уровне позволили получить новые данные о механизмах патогенеза распространенного гнойного перитонита. В связи с этим назрела необходимость уточнения и дополнения существующей схемы комплексного лечения распространенного гнойного перитонита с целью повышения ее эффективности и снижения летальности.
Не теряет свою актуальность проблема рациональной антибактериальной терапии. Основные сложности связаны с формированием резистентной микрофлоры в связи с назначением антибактериальных препаратов без учета результатов микробиологических исследований [24, 36, 42]. По-прежнему, в гнойном перитонеальном экссудате преобладает смешанная аэробноанаэробная микрофлора. Наиболее часто высеваемые микроорганизмы энтеробактерии - 58-85% и анаэробы - 17-48% [42, 95, 172]. Важное значение имеет своевременное выделение, достоверная идентификация микроорганизмов и определение их чувствительности к антибактериальным препаратам. В настоящее время с этой целью используются тест-системы зарубежного производства. Основным их недостатком является недоступность для многих клиник, обусловленная высокой себестоимостью применения.
В связи с этим необходимо создание отечественных тест-систем для идентификации аэробной и неклостридиальной анаэробной микрофлоры, определения ее чувствительности к антибактериальным препаратам, отвечающим следующим параметрам: экономическая доступность, простота выполнения микробиологических исследований, высокий уровень достоверности получаемых результатов, с целью разработки эффективных схем антибактериальной терапии и улучшения результатов лечения.
Исход распространенного гнойного перитонита во многом определяется возможностями защитных сил организма противостоять факторам агрессии. Перитонит характеризуется выраженными негативными изменениями иммунного гомеостаза, которые усугубляются операционной травмой и наркозом, оказывающими мощное депрессивное воздействие на иммунитет [25, 37, 62]. Особое значение в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита имеют мероприятия, направленные на коррекцию и восстановление механизмов иммунорезистентности.
В настоящее время медицина располагает широким набором препаратов, обладающих иммуномодулирующим действием. Тем не менее, в их применении при лечении распространенного гнойного перитонита нередко отсутствует системный и целенаправленный характер, в частности, на клеточно-опосредованный иммунитет с целью перераспределения иммунокомпетентных клеток из периферических лимфоузлов в очаг воспаления для быстрейшей его ликвидации.
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Исследования последних лет указывают на прямое негативное влияние бактериальных токсинов на функцию митохондриального аппарата [95,293, 323].
Митохондрии - ключевые органеллы клетки, выполняющие целый ряд функций, важнейшей из которых является синтез макроэргических соединений и энергообеспечение организма [12, 93, 209]. В митохондриях печени осуществляется синтез мочевины - конечного продукта обезвреживания аммиака, в избытке образующегося при распаде аминокислот. Эндотоксемия, снижение обеспечения тканей кислородом, сверхпродукция реактивных свободных радикалов, дисбаланс метаболических процессов - неполный перечень причин нарушения как структурной, так и функциональной целостности митохондрий.
Следовательно, необходимым компонентом в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита должно быть средство, действие которого было бы направлено на нормализацию процессов биологического окисления и восстановление энергообеспечения организма.
В настоящее время большой интерес представляет изучение при распространенном гнойном перитоните состояния липид-транспортной системы организма. По данным ряда авторов, при острых воспалительных заболеваниях органов брюшной полости, сепсисе отмечается значительное снижение уровня общего холестерина и липопротеинов высокой плотности в сыворотке крови [216, 263]. Поскольку липопротеины высокой плотности способны связывать и нейтрализовать бактериальные липополисахариды, участвуют в регуляции начальных этапов воспалительного процесса, выработки ряда цитокинов, их снижение может потенцировать активность воспалительного процесса, а гипохолестеролемия - приводить к уменьшению продукции глюкокортикоидов, которые существенно модифицируют состояние иммунной системы [125,	243]. Кроме того, выявлены эффекты
иммуностимуляции при гиперхолестеролемиях и иммунодепрессии при гипохолестеролемиях [189]. Установлена обратно пропорциональная корреляционная взаимосвязь между уровнем гипохолестеринемии и
10


количеством неблагоприятных исходов заболевания [235]. Однако, методы и способы лечения этих изменений в изученной литературе отсутствуют.
Приведенные данные свидетельствуют о необходимости дальнейшего изучения состояния липид-транспортной системы организма при распространенном гнойном перитоните и возможности ее коррекции.
Таким образом, с учетом современных возможностей науки назрела необходимость дальнейшего изучения этиопатогенеза распространенного гнойного перитонита и разработки его комплексного лечения.
Цель работы: разработка комплексного лечения распространенного гнойного перитонита с учетом современных особенностей его этиопатогенеза.
[bookmark: bookmark3]Задачи исследования:
1. Провести анализ результатов применяемого в настоящее время комплексного лечения распространенного гнойного перитонита.
2. Разработать тест-системы для идентификации аэробных и неклостридиальных анаэробных микроорганизмов и определения их чувствительности к антибактериальным препаратам.
3. Разработать эффективные схемы антибактериальной терапии для лечения распространенного гнойного перитонита.
4. Изучить состояние клеточно-опосредованного иммунитета и неспецифической резистентности организма при распространенном гнойном перитоните и возможности их коррекции.
5. Изучить состояние биоэнергетических процессов, происходящих в организме при распространенном гнойном перитоните.
6. Определить роль липид-транспортной системы в патогенезе распространенного гнойного перитонита.
7. На основании проведенных исследований разработать и оценить эффективность предложенной новой патогенетически обоснованной тактики комплексного лечения распространенного гнойного перитонита.
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Научная новизна
Впервые созданы тест-системы, позволяющие визуально или автоматически с помощью многоканального спектрофотометра АИФ М/340 и компьютера, с разработанным программным обеспечением «МісгоЬі», идентифицировать и определять чувствительность к антибактериальным препаратам основных возбудителей распространенного гнойного перитонита.
Предложены рациональные, эффективные схемы антибактериальной терапии в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита.
Впервые применен с целью иммунокоррекции при распространенном гнойном перитоните внутрикожный способ введения препарата рекомбинантного интерлейкина-2 «Ронколейкин», обеспечивший более выраженное иммунотропное действие, по сравнению с подкожным его введением, и сопоставимое с внутривенным, что позволило достичь в комплексе с другими средствами эффективное выздоровление пациентов.
Впервые системно изучены морфофункциональные изменения митохондриального аппарата тонкой кишки, печени и сердца при экспериментальном распространенном гнойном перитоните.
Впервые с целью коррекции морфофункциональных изменений митохондрий в организме, устранения энергетического дефицита, эндогенной интоксикации и полиорганной недостаточности при распространенном гнойном перитоните применен препарат, содержащий янтарную кислоту, «Цитофлавин», значительно превосходящий по своей активности препарат креатинфосфата «Неотон».
Впервые при экспериментальном распространенном гнойном перитоните изучено состояние липид-транспортной системы и структуры митохондрий печени, а также возможность их коррекции.
Впервые с целью нормализации морфофункциональных изменений в организме, происходящих в результате нарушений в липид-транспортной системе, применен препарат, содержащий омега-3-жирные кислоты, «Омегавен».
Впервые в эксперименте изучено влияние «Омегавена» на морфометрические параметры надпочечников, свидетельствующие о его способности препятствовать развитию в них патологических структурных изменений и гипофункционального состояния. Применение «Омегавена» в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита положительно влияло на клиническое течение послеоперационного периода и исход заболевания.
Впервые показано, что сочетанное применение препарата рекомбинантного интерлейкина-2 «Ронколейкин» с внутрикожным способом введения, метаболического средства, содержащего янтарную кислоту, «Цитофлавин» и препарата для парентерального питания на основе омега-3- жирных кислот «Омегавен» обладает выраженным противовоспалительным действием в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита.
На основании полученных новых данных об этиопатогенезе распространенного гнойного перитонита разработаны новые подходы в комплексном лечении, позволившие снизить летальность с 32,38% до 13,46%, а частоту послеоперационных гнойно-воспалительных осложнений - с 17,14% до 13,46%.
[bookmark: bookmark4]Теоретическая и практическая значимость
Результаты исследования в значительной степени расширяют представления об этиопатогенезе распространенного гнойного перитонита и путях улучшения лечения пациентов с данным заболеванием.
Для идентификации грамотрицательных микроорганизмов и определения их чувствительности к антибактериальным препаратам разработаны тест-системы «ИД-ЭНТ» и «АБ-ГРАМ(-)», для облигатноанаэробных микроорганизмов - «ИД-AHA» и «АБ-АН», соответственно. Созданные тест-системы характеризуются большим разнообразием антибиотиков, относительной дешевизной, простотой в изготовлении, эксплуатации, быстротой идентификации и определения чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам, и могут найти широкое использование в бактериологических лабораториях различного профиля с целью рационального применения антибактериальной терапии.
Установлены системные изменения миграционной активности иммунокомпетентных клеток, биоэнергетических процессов, состояния липид-транспортной системы при распространенном гнойном перитоните, предложены и обоснованы методы и способы их устранения.
Сочетанное применение в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита препарата рекомбинантного интерлейкина-2 «Ронколейкин» с внутрикожным способом его введения, метаболического средства, содержащего янтарную кислоту, «Цитофлавин», препарата, содержащего омега-3 жирные кислоты, «Омегавен» способствует эффективному снижению активности воспалительного процесса, более благоприятному течению послеоперационного периода.
Оптимизация комплексного лечения распространенного гнойного перитонита с учетом новых данных этиопатогенеза заболевания позволила снизить летальность с 32,38% до 13,46%, сократить число послеоперационных гнойно-воспалительных осложнений с 17,14% до 13,46%.
[bookmark: bookmark5]Внедрение результатов исследования в практику
Основные результаты диссертационной работы внедрены и используются в клинической практике хирургических отделений и отделений реанимации ГУЗ ГКБ №23 им. «Медсантруд» (Москва), УЗ «Витебская больница скорой медицинской помощи» (Республика Беларусь), УЗ «Витебская областная клиническая больница» (Республика Беларусь).
Разработаны, прошли клинические испытания и регистрацию в Республике Беларусь тест-системы «ИД-ЭНТ», «АБ-ГРАМ(-)», «ИД-АН А» и «АБ-АН» для идентификации грамотрицательных и облигатно-анаэробных микроорганизмов, определения их чувствительности к антибактериальным препаратам. Материалы диссертации использованы для учебника «Инфекция в хирургии» (Минск, 2012), а также применяются при проведении теоретических и практических занятий на кафедре общей хирургии ГБОУ ВПО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова, кафедрах факультетской, госпитальной хирургии, хирургии повышения квалификации У О «Витебский государственный медицинский университет».
[bookmark: bookmark6]Основные положения диссертации, выносимые на защиту
1.  Разработанные тест-системы для идентификации аэробной и неклостридиальной анаэробной микрофлоры, определения ее чувствительности к антибактериальным препаратам позволяют обеспечить диагностику основных возбудителей распространенного гнойного перитонита и назначить эффективную комбинированную антибактериальную терапию.
2.  Внутрикожное введение препарата рекомбинантного интерлейкина-2 «Ронколейкин» оказывает выраженное влияние на миграционные свойства нейтрофильных лейкоцитов, по сравнению с традиционными методами его применения.
3.  Пациентам с распространенным гнойным перитонитом необходимо включать в комплексное лечение средства, воздействующие на биоэнергетические процессы организма.
4.  При распространенном гнойном перитоните в липид-транспортной системе организма наблюдаются изменения, характерные для генерализованного воспаления, оказывающие существенное влияние на течение заболевания и требующие корригирующей терапии.
5.  Сочетанное применение лекарственных средств, обладающих иммунотропным действием (препарат рекомбинантного интерлейкина-2 «Ронколейкин»), влияющих на биоэнергетические процессы (метаболическое средство, содержащее янтарную кислоту, «Цитофлавин») и липид-транспортную систему (препарат, содержащий омега-3-жирные
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кислоты, «Омегавен»), оказывает выраженное противовоспалительное действие при распространенном гнойном перитоните.
[bookmark: bookmark7]Связь диссертации с планом научных исследований
Диссертационная работа выполнена по плану научных исследований ГОУВПО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова «Разработка современных технологий подготовки специалистов с высшим медицинским и фармацевтическим образованием на основе достижений медико-биологических исследований» (№ государственной регистрации 01.02.2006 06352), темы Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследований «Новые пути совершенствования лечения распространенного гнойного перитонита» (№ Б11-022 от 15.04.2011).
[bookmark: bookmark8]Личный вклад соискателя
Личное участие автора состоит в организации исследования в соответствии с его целями и задачами, непосредственное участие в обследовании и лечении пациентов. Автором самостоятельно проведены все клинические, биохимические и инструментальные исследования у пациентов, экспериментальные исследования на лабораторных животных, выполнены статистическая обработка, анализ и интерпретация полученных данных, написание публикаций и всех разделов диссертации.
[bookmark: bookmark9]Апробация результатов диссертации
Результаты исследований и основные положения диссертации доложены и обсуждены на: научных сессиях Витебского государственного медицинского университета (г. Витебск 2010, 2011, 2012 гг.); XXVII съезде хирургов Республики Беларусь (2010 г.); Всероссийской конференции хирургов с международным участием, посвященной 65-летию Научного хирургического общества и 20-летию Ассоциации врачей хирургического профиля на Кавказских Минеральных Водах (Пятигорск, 2011); VII Всероссийской конференции общих хирургов с
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международным участием (г. Красноярск, 2011 г.); Всероссийской конференции с международным участием «Актуальные вопросы хирургической гастроэнтерологии» (г. Геленджик, 2011 г.); TV съезде хирургов Сибири и Дальнего Востока (г. Якутск, 2012 г.); XXVI Пленуме Правления хирургов Республики Беларусь (Бобруйск, 2012); II съезде общероссийской общественной организации «Российское общество хирургов гастроэнтерологов» «Актуальные вопросы хирургической гастроэнтерологии» (Геленджик, 2012).
[bookmark: bookmark10]Публикации
По материалам диссертации опубликовано 34 научные работы, из них 1 учебник, 1 монография, 16 в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК, получено 1 авторское свидетельство и 3 приоритетные справки на изобретения, 4 утвержденных технических условий на производство тест-систем для идентификации и определения чувствительности к антибактериальным препаратам основных возбудителей хирургической инфекции.
[bookmark: bookmark11]Объем и структура диссертации
Диссертация состоит из введения, обзора литературы, клинической характеристики обследованных пациентов и методов исследования, результатов собственных исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций и списка литературы. Материалы диссертации изложены на 316 страницах машинописного текста, иллюстрированы 42 таблицами и 84 рисунками. Список литературы включает 190 отечественных и 151 зарубежных источников.


[bookmark: bookmark66]ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
В существующее комплексное лечение распространенного гнойного перитонита целесообразно включение новых схем, способов и методов, разработанных нами на основании новых данных об этиопатогенезе заболевания:
1.  Антибактериальная терапия.
Для эффективного применения антибактериальных препаратов в комплексном лечении распространенного гнойного перитонита необходимо использовать разработанные нами тест-системы «ИД-ЭНТ» и «ИД-АН» (идентификация грамотрицательных аэробных и облигатных анаэробных микроорганизмов), «АБ-ГРАМ(-)» и «АБ-АН» (определение чувствительности к антибактериальным препаратам грамотрицательных аэробных и неклостридиальных анаэробных микроорганизмов). Наиболее рациональными схемами антибактериальной терапии являются:
1)  препараты выбора 1-го ряда
·  цефалоспорины III поколения + метронидазол;
·  цефалоспорины ІП поколения + аминогликозиды + метронидазол;
2)  препараты выбора 2-го ряда
·  фторхинолоны + метронидазол;
·  цефалоспорины IV поколения + метронидазол;
3)  препараты резерва
·  карбапенемы.
2.  Иммунокорригирующая терапия.
Внутрикожное введение «Ронколейкина» (0,15 мг один раз в сутки внутрикожно, в течение 5 суток) приводит к выраженному иммунотропному действию, по сравнению с другими способами введения, заключающемуся в значительном	повышении	цитокинпродуцирующей	активности иммунокомпетентных клеток, которые в свою очередь более эффективно регулируют миграционные свойства нейтрофильных лейкоцитов в очаге воспаления в брюшной полости.
3.  Коррекция биоэнергетических процессов в организме.
Высокой эффективностью обладает препарат, содержащий янтарную кислоу, «Цитофлавин» (по 10 мл в 200 мл 5% раствора глюкозы 2 раза в сутки внутривенно капельно) с целью нормализации биоэнергетических процессов, происходящих в органах и тканях, устранения энтеральной недостаточности, эндогенной интоксикации и полиорганной недостаточности. Установлено, что лечебное действие данного лекарственного средства связано с восстановлением функциональной активности митохондрий, увеличением образования АТФ, дезинтоксикационным и антиоксидантным действием, снижением последствий окислительного стресса на организм.
4.  Коррекция липид-транспортной системы с помощью жировой эмульсии, содержащей омега-3-жирные кислоты, «Омегавен» (2мл/кг 1 раз в сутки внутривенно капельно) способствует восстановлению структуры тонкой кишки, печени, сердца, надпочечников, снижению выраженности воспаления, препятствует развитию дистрофических и некротических изменений.
5.  Сочетанное применение «Ронколейкина», «Цитофлавина» и «Омегавена» обладает выраженным противовоспалительным действием при распространенном гнойном перитоните, что способствует существенному улучшению результатов лечения.
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