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ГЛАВА 3.

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

В последние годы пристальное внимание исследователей привлекает терапия БВ ввиду частого рецидивирования патологического процесса и не всегда достаточно высокой эффективности ряда предложенных препаратов. В настоящее время наиболее часто проводится двухэтапное лечение, включающее антимикробную терапию и восстановление микроценоза влагалища путем использования пробиотиков. 

Таким образом, на втором этапе возникла ниша в лечении БВ, и нет препаратов, которые бы стимулировали рост собственной лактофлоры влагалища.

На кафедре акушерства и гинекологии №1 СамГМУ сотрудниками кафедры (доценты Краснова Н.А. и Калинкина О.Б.) и  аспирантами (Денисова Н.Г., Высоцких Т.С., Чернышева Е.А., Усова М.А., Юсупов Д.М.) под руководством зав. кафедрой, профессора В.А. Мельникова проводятся исследования по восстановлению индивидуального биоценоза влагалища женщины после эндогенных и экзогенных воздействий. В 2004 году этой группой ученых была создана накопительная среда из растительного гликогена для молочнокислых бактерий, в которую пересевались собственные лактобактерии конкретной женщины с селективной питательной среды. В накопительной среде избирательно культивировались лактобактерии, которые, после достижения достаточной концентрации, заселялись во влагалище этой же женщине. В дальнейшем было предложено использовать среду из растительного гликогена как пребиотик, который должен стимулировать рост собственной молочнокислой флоры влагалища, тем самым, восстанавливая индивидуальный биоценоз влагалища женщины. 
3.1. Обоснование выбора пребиотика из растительного гликогена  

       и его технология производства.

В акушерско-гинекологической практике для восстановления нормального биоценоза влагалища применяются эубиотики и пробиотики чужеродного происхождения. Чаще всего используется пробиотик «Ацилакт», который представляет собой массу лиофизированных живых ацидофильных лактобактерий. Его действие направлено на восстановление нормального микробиоценоза влагалища. Непосредственно после окончания курса терапии наблюдается хороший эффект: выздоровление у 70,7% больных. Но в ходе оценки отдаленных результатов лечения отмечено высокое число рецидивов заболевания – до 30% через три месяца после лечения. По мнению исследователей, одной из причин высокого рецидивирования бактериального вагиноза является чужеродность применяемой лактофлоры и неспособность формировать индивидуальный биоценоз. 

Пребиотики, в отличии от эубиотиков, не содержиат лактобактерии различного происхождения, но способны стимулировать рост индивидуальной лактофлоры влагалища, так как является селективным питательным субстратом.  Пребиотики в лечении БВ до настоящего времени не применялись.

Эффективный препарат – пребиотик должен обладать набором таких свойств, которые позволяют осуществлять избирательную стимуляцию роста и метаболическую активность одной или нескольких групп полезных, заселяющих влагалище бактерий, приводя к нормализации их соотношения.

Нами разработан и предложен метод лечения бактериального вагиноза селективным пребиотиком из растительного гликогена, который является питательной средой и стимулирует рост индивидуальной лактофлоры влагалища, и отвечает всем требованиям, предъявляемым к пребиотикам (рац. предложение № 588 от 09.04.2008).

Доказано, что кислая среда влагалища здоровой женщины имеет относительно высокую концентрацию гликогена, который под влиянием влагалищных молочнокислых бактерий превращается в моносахариды, а затем в молочную кислоту. Влагалищное содержимое имеет высокую концентрацию  гликогена, низкое содержание диастатического фермента и белков, рН влагалищной жидкости меньше 4,5, при котором все другие микробы, кроме молочнокислых бактерий не могут развиваться. Следует также отметить, что в течение менструального цикла влагалищная микрофлора претерпевает определенные изменения, которые зависят от количества эпителиальных клеток и содержания в них гликогена. Под действием эстрогенов в пролиферативной фазе происходит рост многослойного плоского эпителия, накопление и синтез гликогена в нем. Многослойный плоский эпителий, насыщенный гликогеном, выполняет барьерную функцию, препятствует развитию воспаления. В эту фазу количество высеваемых лактобактерий, питательной средой которых является гликоген эпителиальных клеток, значительно выше, чем в секреторную фазу. В секреторной фазе под действием прогестерона происходит десквамация и цитолиз многослойного плоского эпителия. Флора Додерлейна способствуют расщеплению гликогена в отторгнутом многослойном эпителии до молочной кислоты, что в свою очередь, приводит к поддержанию нормальной рН влагалищной среды. В фазе секреции отмечается уменьшение количества лактофлоры. В период самой менструации вопрос о количестве микроорганизмов является дискутабельным. По данным одних авторов, в этот период наблюдается наименьшее количество микроорганизмов, по данным других, определяется интенсивный рост микрофлоры.

В настоящее время хорошо известно, что нормальная бактериальная флора определенной ниши организма препятствует инвазии в ней патогенных микроорганизмов. Как неспецифические воспалительные заболевания женских половых путей, так и болезни, передаваемые половым путем сопровождаются изменениями состава микрофлоры влагалища. У здоровых женщин репродуктивного возраста отделяемое влагалища содержит 106 – 108 микроорганизмов в 1 мл.

В норме во влагалище существуют две группы лактобактерий. Одни из них в процессе брожения углеводов вырабатывают молочную кислоту. К ним относятся строгие анаэробы: представители рода Lactobacillus, Bifidobacterium spp. и Peptostreptococcus. Другие продуцируют перекись водорода, они занимают ведущее место в вагинальном биоценозе, составляя около 90 – 95% всех микроорганизмов. Это микроаэрофильные Lactobacillus spp., именно они обеспечивают основной защитный механизм: при взаимодействии с пероксидазой из цервикальной слизи и галоидными соединениями, подавляют размножение многих видов бактерий, в частности G. Vaginalis, Candida, Mobiluncus spp. и анаэробов.

Питательным субстратом для рассматриваемой группы бактерий является гликоген эпителиальных клеток влагалища. В результате температурного и кислотного гликолиза во влагалище гликоген расщепляется до моносахаридов, которые включаются в процесс молочнокислого брожения.

Большинство углеводов, встречающихся в природе, существует в форме высокомолекулярных полисахаридов. Их полный гидролиз в присутствии кислот или специфических ферментов дает моносахариды. Преобладающей моносахаридной единицей полисахаридов является D-глюкоза. 

Главными резервными полисахаридами в природе являются гликоген и крахмал (у животных и растений соответственно). Они состоят из D-глюкозидных единиц и представляют собой гомополисахариды (рис. 1).
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Рис. 1. Строение крахмала и гликогена (А. Ленинджер Биохимия. М.:    

           Мир, 1974, с. 272).
Крахмал и гликоген откладываются в цитоплазме клеток в виде крупных гранул, которые состоят из большого числа тесно связанных друг с другом полисахаридных молекул. Кроме того, в них содержатся белки и в их числе – специальные ферменты, принимающие участие в процессах синтеза и распада полисахаридов. Гранулы крахмала и гликогена могут быть выделены из клеточных экстрактов методом дифференциального центрифугирования.

Крахмал существует в двух формах, а именно в форме ά-амилозы и в форме амилопектина. ά-амилоза состоит из длинных неразветвленных цепей, в которых все D – глюкозидные единицы соединены ά 1,4 связями. Амилоза может быть гидролизована до глюкозы и мальтозы. Остов молекулы амилопектина имеет гликозидные связи ά 1,4-типа, но связи в точках ветвления относятся к ά 1,6-типу. Амилопектин полностью расщепляется на глюкозу и мальтозу.

Содержание амилозы в крахмале составляет 10 – 30%, амилопектина – 70 – 90%.

Гликоген представляет собой полисахарид, в котором D – глюкозидные единицы соединены ά 1,4 связями. Связи в точках ветвления принадлежат к ά 1,6 типу. Гликоген легко гидрализуется до глюкозы и мальтозы.

Таким образом, гликоген по своему строению близок к амилопектину (рис. 1). Эмпирическая формула гликогена как и крахмала (С6Н10О5)n.
Учитывая однородное строение гликогена и крахмала, последний был нами использован как пребиотик растительного происхождения.

Препарат пребиотика для коррекции дисбиотических изменений во влагалище у больных бактериальным вагинозом готовили специалисты лаборатории ГУЗ СО «Клинического центра клеточных технологий» по нашей методике.

Для получения лечебного препарата крахмал подвергался температурному tº – 110-120º C при давлении 0,2 -0,4 атм., и кислотному гидролизу, для чего была использована молочная кислота в том количестве, которое необходимо для получения pH среды от 3,8 до 4,0. После такой обработки среда пребиотика представляла собой однородный гель, который помещался в герметичные пробирки «Фолькон» ёмкостью 50 мл (рис. 2). Пробирки со средой могут хранится в обычных условиях или в холодильнике при температуре 5 - 10ºС в течении 30 дней.

Введение во влагалище среды из селективного пребиотика растительного происхождения возможно несколькими способами:

1. приготовление свечей или шариков из среды пребиотика;

2. шприцевое введение 2 – 3 мл среды;

3. использование вагинальных тампонов типа «Tampex», пропитанных средой из пребиотика и введенных во влагалище на 1 – 2 часа;

4. обработка влагалища стерильным тампоном, пропитанным средой из растительного гликогена, врачом или медсестрой.

Учитывая выполнение работы на базе женской консультации, введение во  влагалище среды пребиотика из растительного гликогена мы проводили вторым, третьим (женщина выполняла самостоятельно) и четвертым способом 2 раза в день утром и вечером в течение 10 дней.
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Рис. 2. Фольконовые пробирки, содержащие среду селективного пребиотика из растительного гликогена.

3.2. Культивирование in vitro влагалищной молочнокислой  

       флоры в среде из растительного гликогена.

Изучив теоретическую часть проблемы, и обосновав выбор растительного пребиотика для стимуляции роста индивидуальной молочнокислой флоры влагалища женщины, мы, совместно с аспирантами кафедры акушерства и гинекологии № 1 Д. Юсуповым и М. Усовой, провели эксперимент по культивированию индивидуальной молочнокислой флоры влагалища в условиях in vitro.

В эксперименте приняло участие 37 женщин с диагностированным  по критериям Амсела бактериальным вагинозом.
Методика проведения эксперимента заключалась в следующем: 
· до начала проведения антибактериальной терапии с боковых сводов влагалища пациентки стерильным ложкообразным шпателем забиралась влагалищная жидкость и помещалась в среду из растительного гликогена, которая находилась в пяти пронумерованных пробирках «Фолькон». Необходимым элементом для успешного культивирования молочнокислой флоры является создание анаэробных условий в пробирке, что достигалось умеренным сжатием последней во время закручивания крышки. После создания анаэробных условий в пробирках, они помещалась в термостат;
· взятие стерильным шпателем материала из правого бокового свода и нанесение его на стерильное предметное стекло, с последующей окраской мазка метиленовым синим или по методу Грама;

· бактериоскопия исходного окрашенного мазка при Х 600 и Х 900;

· культивирование в анаэробных условиях при температуре 36,6°С, т.е. средняя температура тела человека;
· забор материала к концу первых суток из пробирки № 1 только для бактериоскопического исследования и измерения рН среды;
·  забор материала к концу вторых суток из пробирки № 2 для бактериоскопического, микробиологического исследования и измерения рН среды;

· забор материала к концу третьих суток из пробирки № 3 только для бактериоскопического исследования и измерения рН среды;

· забор материала к концу четвертых суток из пробирки № 4 только для бактериоскопического исследования и измерения рН среды;

· забор материала к концу пятых суток из пробирки № 5 для бактериоскопического, микробиологического исследования и измерения рН среды.
Результаты эксперимента.

У каждой пациентки перед заселением материала в экспериментальную среду проводился забор влагалищной жидкости стерильными ватными тампонами из заднебокового свода влагалища. Один тампон помещали в пробирку с жидкой питательной средой (1% сахарный бульон), из которого через одни сутки инкубирования делали посевы на 5% кровяной агар и на среду Сабуро. Второй тампон с материалом помещали в герметическую транспортную среду  Кэри Блэйр для бактерий анаэробов, из которой не позднее двух часов производили посевы на среду Wilkins-Chalgern и инкубировали в анаэростате в течение пяти суток, после чего проводили определение рода и видовой принадлежности микроорганизмов. Материал для мазка так же получали из заднебокового свода и окрашивали его по методу Грама.  

Микроскопические и микробиологические исследования проб, взятых стерильной петлёй из пробирки № 1  перед заселением в среду влагалищного материала, показали, что экспериментальная среда во всех случаях была стерильная: роста  колоний микроорганизмов на жидкой и твердой питательных средах  не было, бактериоскопически бактерии не определялись (рис. 3), рН = 7,8.
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Рис.3. Мазок из пробирки с экспериментальной средой перед заселением в   

           неё влагалищного материала. х 600. Окраска метиленовым синим.

На рисунках 4 и 5 представлены исходные мазки из заднебокового свода влагалища  больной М. и больной С. с бактериальным вагинозом перед антибактериальной терапией и заселением материала в экспериментальную среду. 

Как видно из данных рисунков отмечается резкое уменьшение грамположительных палочек, преобладает смешанная кокковая флора, эпителиальные клетки облеплены бактериями «ключевые клетки», единичные лейкоциты в поле зрения. У  больной М. рН вагинальной жидкости 5,2, положительный аминный тест и обильные вагинальные гомогенные сероватого цвета выделения, у другой  больной С. рН вагинальной жидкости 5,4, положительный аминный тест и обильные вагинальные гомогенные серовато-белого цвета выделения. 
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Рис. 4. Исходный вагинальный мазок  больной М. с БВ. Х 600. Окраска по  

            методу Грама.
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Рис. 4. Исходный вагинальный мазок  больной С. с БВ. Х 600. Окраска по  

            методу Грама.

Выраженные изменения микробиоценоза влагалища наблюдались и в количественном соотношении различных групп микроорганизмов.  Результаты бактериологических исследований у 37 пациенток с диагностированным БВ приведены в табл. 1.                                              
                                                                                                     Таблица 1

Степень обсемененности вагинального отделяемого  различными видами    микроорганизмов у женщин с бактериальным вагинозом

	Виды микроорганизмов
	Частота 

выделения (%)
	Количество

(КОЕ / г)

	Микроаэрофильные бактерии

Lactobacillus spp.

Gardnerella vaginalis
Анаэробные бактерии
Lactobacillus spp.
Bifidobacterium spp.
Mobiluncus spp.
Bacteroides spp.
Peptostreptococcus spp. 

Fusobacterium spp.
Propionibacterium spp.
Prevotella spp.
Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus group viridans
Аэробные бактерии
Corinebacteriym spp.

Enterococcus
Грибы рода Candida
	17

86,6

86,7

33,3
66,7
93,3

73,3
53,3
26,6
53,3
86,6
20

53,3
60
6,6 
33,3       
	≤ 10

107 - 109

103 и менее
104 и менее
1010 и более

106 и более

105 и более

104 и более


до 105

105 и более

105 и более

до 103

103 и более
до 104
до 102
104 и более


Было установлено, что при БВ общее число бактерий возрастает до 109 – 1011/г выделений (по данным разных авторов общее количество бактерий в нормальной вагинальной экосистеме не превышает 105 – 106/г выделений). 

Бактериологические исследования качественного и количественного состава микрофлоры влагалища выявили у пациенток во влагалищной жидкости анаэробов 73,7%, а аэробов 23,4%, т.е. соотношение анаэробов/аэробам составило у пациенток с БВ  3,1: 1.

Лактобактерии были культивированы в 86,6% случаев в количестве lg 1,9±0,11 КОЕ/г, микроаэрофильные лактобактерии  обнаружены в 17% случаев в концентрации lg 0,11±0,07. Концентрация бактерий остальных таксоманических групп приведена  на рисунке 6.
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Рис. 6. Сравнение концентрации бактерий различных таксономанических  

            групп в ВЖ у женщин с БВ.

Изучение видового и количественного состава микрофлоры влагалища у 37 женщин с БВ показало, что у этих пациенток имеет место увеличение числа видов различных микроорганизмов с преобладанием строгих анаэробных бактерий, а повышенная генерация анаэрбов сопровождается уменьшением частоты выделения молочнокислых бактерий.

Нами установлен факт, что лактобактерии отсутствовали лишь у 13,4% пациенток, у 86,6% их удалось выделить, а также у 17% женщин культивировались микроаэрофильные лактобактерии, которые продуцируют в основном перекись водорода. На фоне снижения лактобактерий остальные компоненты флоры Додерлейн (Bifidobacterium spp. и Peptostreptococcus spp.) превышали показатели нормы как по встречаемости, так и по концетрации. Так, частота (33,3%) встречаемости бифидобактерий в 2,5 раза превышала нормативные показатели (до 12-15%), а популяционная концентрация составила lg 2,3±0,47 КОЕ/г. Преобладающими микроорганизмами из флоры Додерлейн были пептострептококки. Частота выделения их составила 73,3%, а популяционая конценрация превышала значения нормы и достигала lg 6,7± 0,47 КОЕ/г.

Таким образом, как видно из данных рисунка 5, доминирющими микроорганизмами у женщин с БВ были неспорообразующие анаэробы и гарднереллы. Наряду с этим во флоре Додерлейна имеется определенный дисбаланс: значительное уменьшение популяционной концентрации лактобацилл, увеличение концентрации и частоты выделения бифидобактерий и резкое преобладание пептострептококков.
Вышеописанная клиническая картина и лабораторные данные были типичны для всех 37 больных, вошедших в наше исследование.
Микроскопия мазков из экспериментальной среды (рис. 7, 8, 9, 10, 11, 12) показала, что процесс размножения в среде из растительного гликогена идет динамично и через 4 – 5 дней  определяются однородные грамположительные палочки в количестве 60 – 100 в каждом поле зрения при 600-кратном увеличении, другая флора не визуализируется. Среднее значение рН среды снижается до 3,8 ± 0,11.
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Рис. 7. Микроскопическая картина мазка после заселения экспериментальной 

            среды материалом. Пациентка С. х 600. Окраска  метиленовым    

            синим.
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Рис. 8. Палочки и пептострептококки в экспериментальной среде после   

           однодневного  культивирования. Пациентка С. х 600. Окраска  

           метиленовым   синим.
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Рис. 9. Лактобактерии и пептострептококки в экспериментальной среде после   

           двухдневного  культивирования. Пациентка С. х 600. Окраска по    

           методу Грама.  
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Рис. 10. Лактобактерии и пептострептококки в экспериментальной среде    

               после трехдневного  культивирования. Пациентка С. х 600. Окраска      

              по методу Грама.
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Рис.11. Лактобактерии в экспериментальной среде после четырехдневного   

            культивирования. Пациентка С. х 600. Окраска метиленовым   синим.
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Рис. 12. Лактобактерии в экспериментальной среде после пятидневного 

            культивирования. Пациентка К. х 600. Окраска метиленовым синим.

          Тестирование экспериментальной среды после культивирования в ней микроорганизмов из вагинального биотопа показало, что бактериологически определяется молочнокислая  флора (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. и  Peptostreptococcus spp.) в достаточном количестве (105 – 106 КОЕ/г).
При идентификации микробных культур в экспериментальной среде из растительного гликогена после культивирования установлено, что Lactobacillus spp. выявляются в количестве 104 и более КОЕ/г и в концентрации lg 6,5±0,21 КОЕ/г,  Bifidobacterium spp. в количестве 10³ и более КОЕ/г и  в концентрации lg 1,17 ± 0,11 КОЕ/г, и Peptostreptococcus spp.  в количестве 10² и более КОЕ/г и  в концентрации lg 0,7 ± 0,11 КОЕ/г. Другая микрофлора не высевалась.

Таким образом, растительный гликоген после специальной обработки может быть использован в качестве селективного пребиотика для стимуляции роста молочнокислой флоры in vivo.  
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