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!'(' 3аболотного Р!АР{ !краиньп' (иев

!становлено увеличение удельн0г0 веса гн0йнь:х менингит0в в структуре заболеваем0сти не-

д0н0шеннь!х н0в0р0жденнь:х детей на гнойно-воспалительньпе заболевантля с 3,2'/' - у 2005 г.

до 11 
'7"А - у 2009 г. Риск ра3вития гнойного менингита в03растает если н0в0р0жденнь!е нах0дятся

в 0тделении интенсивн0й терапии н0в0р0жденнь!х, имеют при р0ждении 0чень низкплй и экстре-

мальн0 низкий вес тела и болеют пневм0нией. [1реимущественно возбудителем гнойнь!х менингит0в

есть Ё. [аеса|!з' причем вь!деление у {77,3у12,4)% слунаев из фекалий Ё.{аеса!тз' свидетельствует

об эндогвнном инфицировании нед0н0шеннь!х маль:шей.

!{лючевьле сл0ва: нед0н0шенн ь|е н0в0р0жденн ь!е, менингит, факторь: риска.
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д!я ФвРшЁнтн0г0 пРЁпАРАту,,цит0РЁц&тФБн-!чв','
нА 3дАтн!сть д0 утв0РЁння Б!0пл!в0к
штАмАм|л Р $Ёц 0 0 |у| 0 л]А$ АЁ пц вш о $А
1ду ,'!нст'1тут еп!дем!олог!| та ]нфекц!йнпх хвороб !м. ]1'Б' (ромашевського А[0!] |кра[нп'', м- 1{гц[в

2!!ац!ональний техн!чннй ун!верситет !кра[ни "!0ц[вськнй лол!техн|чний |нститут'', м. !0[в

[1 р е дот ав л е н| ре зул ь тат|' до с л | дже н н я д|[ ф е р м е нтн о г о

п ре п а р атук " !]л+то ре цн ф е н -$', н а з датн| ст ь ф о рмув а н ня

б!опл!вок штамам'| Рвец0опопаз аегс;ц!поза та впл14в

ферменту на вже сформовану б|опл!вку

!{лючов! сл0ва: б|опл]вка, Рзец0опопав аегш9|поза,

ф е р м е нтн п й п р е п а р ат " !]птп р ец п ф е н -[1/|''

а 0станн| 50 рок!в в!дбул0сь рев0люц!йне пере-

0смислення щ0д0 т0г0' щ0 м!кро0рган!3ми

@ 0.Б. |1окас, 0.!. [1ол!щук, 1.[. 1одоо!йнук

!снують у прир0д! не !ндив1дуальн0, а переважн0 у
вигляд! структур0ваних м!кр0бних сп!льн0т - б!о-

пл!вок. 3датн!сть д0 утв0рення б!опл|вок - 0дна

3 0сн0вних стратег!й виживання бактер!й не т!льки

в 30вн!шнь0му серед0вищ1' а й у макро0рган!змах.
Бактер!| у б!оф!льмах виявляютьоя у ]000 раз!в
ст:йк|шими д0 антибактер!альних препарат!в та

:нших несприятливих для них фактор1в пор:вняно

3 тими ж бактер!ями п0за б!опл!вками' Близь-
ко 60% хрон!нних бактер1альних та м!к0тичних
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[нфекц!й сь0г0дн! п0в'я3ують з б!опл!вками. 0дн!ею
3 важливих 3адач сучасн0] медицини с створення
препарат!в 3датних не т!льки 3ап0б!гати утв0ренню
м:кроорган!змами б!опл!вок, але так0ж ! здатних
зруйн0вувати вже сф0рмован[ б!0пл!вки, щ0 внесе
сутт0вий вклад у б0р0тьбу 3 небе3печними для
життя хр0н!чними [нфекц!ями [9' 10].

8 л!тератур! нав0дятьоя дан! щ0д0 3датн0ст!
а3итр0м!цина впливати на б!0пл!вку, утв0рену
Р. аегш9!по5а [11], суб!нг!буючих к0нцентрац!й

д!кл0ксацил!ну на утв0рвння б|опл|вок 5. ер!бег-
п!0!в та 5' !':аепо!у[!си5 [8], впливу екз0генних
пр0те0л!тичних фермент!в на бактер!| в б!опл!вках,
з0крема вобензиму [6].

!]а сьогодн!шн!й день в !кра|н! практичн0 не

зустр[наютьоя пов!домлення пр0 !ммоб1л!зован|
протим!кробн! ферментн! препарати поверхнев0г0
вик0ристання, щ0 3аот0с0вуютьоя у мединн[й прак-
тиц!, однак, !нтенсивн! р0зр0бки в ць0му напрямку
в0дуться [1' 4]. 0дним !з таких перспективних
препарат!в с ферментний наттлвний препарат ци-
торецифен та пммоб!л!зований препарат !-!иторе-

цифен-!\7!, щ0 р0зр0блен! на кафедр[ промислово|
б!отехнолог!т нтш "([!'', як! п0требують всеб!чн0г0
вивчення впливу на м!кроорган!зми.

!!!етою роботи було вивнення д!| фермент-
н0г0 препарату "!-]иторецифен-[!!'' на утв0рення
б!опл!вок штамами Рзец0опопаз аегш9/поза та
впливу на вже сформовану б!опл1вку.

[!!атер!али та мет0ди д0сл!дження
8 робот! вик0рист0вували кл!н[чн! штами Рзеш-

ёопопаз аегшц!поза, вид!лен! з ран у хворих з !н-

фекц!ями област! х!рург!нного втручання. 8 якост!

ферменту вик0рист0вували експериментальний
! м моб!л |зо ван ий п репарат "[_{ит0рецифен-![!'', що
був отриманий шляхом адсорбц!йно1 !ммоб!л!зац!|

на аеросил! марки 6ил!кс А_300 [3]. !-|иторецифен

с бактер!ол!тичним ферментним к0мплекс0м, щ0
си нтезу0ться м ! кроб н и м штам 0 м-п р0дуце нто м 5|гер-

{опусез гес!{епзув таг. !у|!сиз ![/8 Ас-5001 та м!стить
гл ! коз идази, мурам!дази, п роте|нази, пр0теа3и т0щ0.
8 попередн!й робот! |7]булак!льк!сно визначена бак-
тер!остатинна д!я препарату ! в даному експеримент!
ми вик0рист0вували концентрац!ю 25 мг7мл.

[осл!дження здатност! до формування б!о-
пл!вок м!кроорган!змами пр0в0дили зг!дно з ме-
т0диками Романово1 !0.!\/. !з сп|вав. [5]'

1 ' Бактер!альн! культури вир0щували в трип-
тика30с00в0му бульйон| при температур! 37"[. 3из-
начення пр0в0дили в пл0ск0д0нних планшетах для
!муноферментн0г0 анал!зу' Ё!ннп культури штам!в
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р0зв0дили п0живним серед0вищем ']:] 00, отриман!
суспенз|1 вн0сили по '150 мкл у лунки планшет
(в 4 лунки для к0жн0го штаму). !ля контролю
фону також у 4 лунки вн0сили поживний бульон,
в як0му !нкубували культури. 8 якост! п0живн0г0
бульона вик0рист0вували триптика30соовий бу-
льон. [ланшету !нкубували певний нас при 37"[.
Фермент "!_!иторецифен-[/!'' в концентрац!] 25 мг/мл
вн0сили в р[зн| сроки формування б|пл!вки: раз0м
з м|кробною мас0ю (!нкубували 48 год), п[сля росту
б!опл|вки пр0тяг0м 48 год ([нкубац!я з ферментом
24 год)' [от!м вм!ст лун0к видаляли ! вносили по
'150 мкл дистиль0вано| води та 15 мкл 1% спир-
т0вог0 р03чину барвнику криотал в!олету. 11унки,
заповнен! барвником, !нкубували при к[мнатн!й
температур! протягом 45 хвилин. [1от!м барвник
видаляли' а лунки трираз0в0 пр0мивали дисти-
ль0ван0ю в0д0ю' ! в!дмит| в!д незв'язано1фарби
лунки вносили по 250 мкл етил0в0го спирту ! за-
л\41!!али на 45 хвилин при к!мнатн!й температур!.
(!льк!сть сформовано1 б!опл|вки оц!нювали по
!нтенсивност! забарвлення спирту на фотометр!
за д0вжини хвил! 630 нм. (!льк[сним ви3наченням
отупеня утв0 рен ня б!опл !вко к слугувал и 3начення
оптично| густини (0д 0г).

2. (ультури м!кроорган!зм[в в концентрац!|
0,5 [[с[аг!ап0 $1ап0аг1 вн0сили по 4 мл в чашки с
п0кр0вними ск0льцями' .{ашки !нкубували певний
час при 37'[. Фермент в к0нцентрац!| 25 мг/мл
вн0сили в р!зн! сроки формування б!опл!вок: раз0м
з м!кробною мао0ю (!нкубували 48 год), п!сля росту
б!опл!вки пр0тяг0м 48 год (!нкубац!я з ферментом
24 год). [!!сля !нкубац|| покровн! скельця в!дми-
вали дистиль0ван0ю в0д0ю, ф!ксували ]0 хви-
лин 96% етил0вим спирт0м ! забарвлювали р03-
чин0м генц!анв!олету. 8форм0вану б!опл!вку
оц!нювали за д0п0м0гою св!тлово} м!кроскоп!}
на мпкроскоп1 0!упршз 6)(-41 при 400-кратному
збпльшенн[ !з наступним фотографуванням 3а

д0п0м0г0ю цифрового фотоапарату.
0тр иман! к!л ьк!сн | резул ьтати досл !джень п !д-

давали статистичн : й обробц! 3агал ьн0прий нятим и

мет0дами вар[ац!йно| статистики з р0зрахунк0м св-

редньо| арифмотиннот (м)' середн ь0квадратичн0г0
в!дхилення (о), помилки середньо1 арифметинно1
(ш), оц!нкою доотов!рност! розб!жностей за крите-

р!см [т'юдента (1), 3 урахуванням р!вня знанущост!
(р) та !з вик0ристанням пр0грами "Б!остат'' [2].

Результати та ъя 8бгов0рен$!я
3становлен0, щ0 д0сл:джуван! штами вже

зерез 24 г0д утв0рюють на поверхн! п0кр0вних

йршф!лактинна медв{щв€на $о 2 (14)/2011
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!оол|джен! штами

Р. аегш9!поза 278

Р. аегш9!поза 278 + фермент

Р' аегш9!поза 278

Р. аегш9!поза 278 + фермент

Р' аегш9!поза 353

Р' аегш9/поза 353 + фермент

Р' аегш9!поза 353

Р. аегш9!поза 353 + фермент

46 год

48 год

72 год

48 год + 24 год

48 год

48 год

72 гол

48 год + 24 год

3начення 0[ 0!_ (|\{+п)

0,237з0,08

0,048*0,02

0,313*0,015

0,054:0,015

0,22*8,05

0,043*0,015

0,504*0,03

0,14*0,035

?абльзщя"!. (!льк!сна оц!нка б!опл|вки утворено| штамами Р. аеги9/поза без фергиентута з ферментом

скелець та на дн! лун0к планшету б|опл!вку, яка
зб!льшусться по площ! та густин! при продовженн!
кул ьтивуван ня.

$к видно з таблиц! ] штам Р. аегш9!поза278
утв0рював б!опл!вку в 1,3 рази б!льшу пр0тяг0м
72 год (0'313:0'015 0д 0г), н!ж за 48 год (0'237з
0,08 0д 0[), але без достов;рно| р|зниц!. А штам
Р ' аегш9!поза 353 за 72 годутв0рював б!льш к!льк!с-
ну б!опл!вку в 2,3 рази (р< 0,05) (0,504*0,03 0д 0г)'
н!ж за 48 год (0,22*0,05 0д 0г).

(ультивування м!кроорган!зм!в ра30м з фер-
мент0м при3вел0 д0 утв0рення менш к!лькпсно|
б!опл[вки. 0бидва штами з 0дн0часним внесен-
ням ферменту при !нкубац!| 48 год формували
б!опл!вку (штам 278 - 0,048*0,02, штам 353 -0'043:0,015 0д 0г)' що майже в 5 раз!в менше
(р <0'05) пор!вняно !з культивуванням без внесен-
ня ферменту (0'313*0,0]5 та 0,504+0,03 0д 0г
в!дпов!дно). 0триман! дан! св!днать, що фермент
"!_{иторецифен-![!'' в к0нцентрац![ 25 мг/мл при-
гн!нус утв0ренння б!опл!вок м|кроорган!змами
Р. аегш9!поза (рис. 1).

0дн!сю 3 важливих задач сучасно! медицини с
ств0рення препарат!в здатних не т!льки запоб|гати

утв0рен н ю м ! кроорган !3мами б|опл !вок, але так0ж

! здатних зруйновувати утворен! вже б!опл!вки. Б
3в'я3ку з цим одн!ею !з задан наш0г0 досл!дження
було вивнення д!1 ферменту "[-{иторецифен-|$'' на
вже сформовану протягом 48 год б!опл!вку.

8становлено, щ0 при внесенн! ферменту нерез
48 год !нкубац!1к!льк!сть б!опл|вки щворено| штам0м
Р. аегш9!поза278 (0,054*0,0'15 0д 0г) зменшилась
майже в 6 раз!в (р <0'05) в пор!внянн! з! штамом
!нкубованим 72 годбез ферменту (0,313+0,01 5 0!
0!-), а б!опл!вка штама 353 (0,14+0,035 0! 0г) - в

3,6 раз|в (р< 0,05) (табл. '1 
, рис' 2)'

8несення таких фермент!в, як папа1н, трип-
син, вобензим в к!лькост! ]00 мг/л при !нкубац!|
24 год призв0дил0 до зб!льшення маси б!опл!в-
ки, 3ниження д03и вобензима до 50_5 мг/л в

анал0г!чних ум0вах призв0дил0 до пригн!нення

утв0рення б[опл!вки [6]. [аким чин0м, пригн!нен-
ня мал0 д0зозалежний ефект, що св!днить про
специф!нн!сть ефекту. [апа1н та вобензим в доз!
0,5-50 мг/л пригн!чують формування б!опл!вки
кишково1 палички. [1ри зниженн! дози ферменту
до 0'5 мг/л цей ефект знижувався. 0тже, на основ!
вищенаведен0г0 м0жн0 стверджувати, що фермент
"|.|иторецифен-[[!'' д!с на вже сформовану б!опл!вку
та призв0дить до [[ суттсв0г0 зменшення.

0,25

0,2

ь 0,75

о_ 0,7

0,05

0 27в 353

п-48год &_48год+ф
Рио 1. (|льк!сна оц!нка б|опл!вок утв0р0них за 48 год штамами
Р. аегш9!поза без ферменту та з ферментом

[!роф!лактинна медицина ],!о 2 (14)/2011

0,6

0,5

,- 0,4

цг 0,3
о_

0,2

0,1

0
278 353

]- 72 год Б- 48 год + 24 г0д ф

Рис 2. (!льк|сна оц!нка б!опл|вок утв0рених 3а штамами
Р' аегш9|поза за72 год без ферменту та з ферментом
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. Б!опл!вки мають характерну арх!тектуру, яка
складаеться з м:кроколон!й, заключених в 6к30по-
л!мерний матрикс, пронизаний зап0вненими р!ди-
н0ю каналами, п0 яким в!дбувасться надх0джвння
п0живних реч0вин та кисню ! виведення к!нцевих
продукт!в метабол!зму. [|а рис. 3(А). зображена
б!опл[вка утв0рена Р' аегш9!поза 278 пр0тяг0м
48 год, де видн0 к0нгл0мерати бактер[й, тяж!,

р03таш0ван! як поодинок0, так ! скупненнями' [{а

рис. 3(Б) де зображена б!опл!вка утв0рена штам0м
Р. аеги9/поза 278 з внеоеним ферментом пр0тяг0м
48 год зовс[м !нша картина, скупчення к0нгл0мера-
т!в ! тяж!в не спостер!гасться, в пол! зору кл!тини

р0зташ0ван! поодиноко, або невеликими скупчен-
нями. Б!опл!вка утворена штамом Р. аегш9!поза 278
3 внесеним фермен.том нерез 48 г0д та п0даль-
шо1 !нкубац1'т 24 год, яка зображена на рис. 3(8),
являла собою пром!жну картину серед дв0х п0-
передн!х, тут м0жна спостер!гати як ! поодинок!
тяж!, так ! невелик! скупчення кл!тин. йожливо, це
м0жна пояснити, тим, щ0 фермент д|яв протягом
24 год п б!опл!вка ще д0 к!нця не зруйнована.

[тосовно б!опл;вки, утворено| штам0м
Р. аеги9/поза 535 (рис' 4.), м0жна ска3ати, щ0

м!кр0ск0п!чно в0на виражена б!льш слабк0ю, але
так0ж ми бачимо к0нгл0мерати ! тяж!, в присутност!

ферменту - лише поодинок! кл!тини'
]аким чин0м нами сп!вставлен! дан| щодо

ви3начення утв0р0ння б|опл|вки, як метод0м фото-
метричним - на основ| вим|рювань оптично]
густини утв0рен0г0 б!осубстрату, так ! методом
св!тлово1 м!кроскоп!| пофарбованих препарат|в.

8исновки

1 . Ферментний препарат "!-]иторецифен-!\/!''

при його внесенн! в к0нцентрац!| 25 мг/мл без_
п0середнь0 на п0чатку культивування штам:в
Р' аегш9!поэа призв0див до пригн:нення утв0рення
бактер!ально] б!опл!вки'

2' Ферментний препарат "[{иторецифен_й"
при внесенн! в концентрац|1 25 мг/мл у б!осистему
!з уже сформован0ю штамами Р' аегш9/поза б1о-
пл!вкою при3в0див до [[ суттсвог0 зменшення.

3. [1ригн!нення утв0рення б!опл!вки штамами
Р' аегш9/поэа та 1[ суттеве 3меншення п:д д!сю
фер ме нтн о г0 препарату " !-]ито реци фе н-й'' п !дтве р-
джен0 методами фотометринним !з вим!рюванням
оптично[ густини та св!тлово1 м!кроскоп!|.

;1::;,::!.};;#Ё*;}}
,1;, {',,,'' ;т'.***#;:1;:;4;: ;], : ; ;1

,,: ; 

- 
;, 

;|',;;#*ь,;;;{:, 
. :'

.',. ! ;,),,#Ё:-!;;:,:|.;;.1!:.,,

;,,':|:[|:*1, ; 
$;, :;|! {;,.,,

;!;;|'т,}#'!#[|:
Рип. 3. Б!опл!в(а утворена щтам0м Р. аегш9!поза 278 а - пр0тяг0м 48 год без ферменту, б - протягом 48 год з вн0сеним
ферментом, 8 - 3 внесеним ферментом нерез 48 г0д та п0дальшо1 !нкубац!1 24 год

Рис" 4. Б!опл|вка утв0рена штам0м Р. аегн9/поза 353: а - пр0тяг0м 48 год без ферменту, б - протягом 48 год з внесеним
ферментом, а - 3 внесеним ферментом нерез 48 г0д та п0дальшо} !нкубац!| 24 год
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$!ерспективи п@д@льших двел!джень п0лягають
в ви3наченн! д!| ферментн0г0 препарату "!-.[итореци-

фен-й'' на формування б!опл!вок грамп03итивними

м!кр00рган!змами та д!{
кооперац!| та виживання
антиб!отик! в.

препарату на м!кробн!
бактер!й в присутност!
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[1редставлень! ре3ультать! исслед0вания действия ферментн0г0 препарата "цит0рецифен_$"
на способность формировать биопленки штаммами Рзец6опопаз аегш9!поза и влияние фермента
на уже сформированню биопленку.
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