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Актуальность. Изучено в эксперименте влияние препарата на основе метаболитов штамма бактерий рода Bacillus, выделенного из проб многолетнемёрзлых пород (ММП), на течение репарационного процесса и скорость выздоровления, при лечении экспериментальной механической эрозии эпителия роговицы глаза. Показано, что препарат, содержащий комплекс метаболитов бактерий штамма Bacillus sp. обладает выраженным репаративным эффектом в отношении наружной фиброзной оболочки глазного яблока.

Одним из этиологических факторов, нарушающих целостность и прозрачность роговой оболочки глаза являются её травмы [14]. Они занимают одно из первых мест в бытовом травматизме глаз по числу обращений пациентов за экстренной помощью и могут приводить к значительным изменениям структуры роговицы с грубым нарушением работы зрительного анализатора. Поэтому исследования по поиску новых препаратов и методов лечения травм роговой оболочки глаза очень актуальны. Одним из направлений по поиску биоактивных веществ, улучшающих (ускоряющих) репаративные процессы и активацию деления клеток является выделение и изучение бактериальных метаболитов, обладающих подобными свойствами.

В научно исследовательской лаборатории Тюменского научного центра СО РАН активно проводится работа по получению [10] и изучению биологической активности препаратов микроорганизмов из штаммов бактерии рода Bacillus, выделенных из многолетнемёрзлых пород (ММП) [3, 5, 6]. Показано их положительное влияние на репарацию кожной раны [1, 2, 8, 9], пролиферативную активность лимфоцитов [5, 6, 11], исход закрытой черепно-мозговой травмы [12, 13], влияние на иммунную систему [3, 5, 6].

На основании ранее полученных результатов [1, 2, 8, 9, 12, 13], нами проведено исследование по применению метаболитов одного из штаммов бактерии рода Bacillus для лечения экспериментальной механической эрозии эпителия роговицы глаза.

Цель исследования: изучить в эксперименте влияние препарата, содержащего комплекс метаболитов штамма микроорганизмов рода Bacillus, выделенный из проб ММП, на на репарацию экспериментальной механической эрозии эпителия роговицы глаза.

Материал и методы. В работе использовали штамм бактерий рода Bacillus, Bacillus sp., выделенный нами из ММП и идентифицированый методом сиквенса по 16S RNA. Штамм передан на хранение во Всероссийскую Коллекцию Промышленных Микроорганизмов (ВКПМ) ФГУПГосНИИГенетика.

Посев клеток бактерий производили штрихом в стандартные пробирки на скошенный питательный агар для культивирования микроорганизмов (Оболенск, ТУ 9398-020-78095326-2006). В эксперименте культивирование штамма бактерий осуществляли в аэробных условиях в термостате при температуре +26оС в течение 48 часов. Все работы по посеву и культивированию осуществляли при соблюдении стерильности. Смывы бактерий со среды в пробирках производили физиологическим раствором в объеме 5 мл. Определяли количество микробных клеток в полученной суспензии методом предельных разведений, с последующим высевом на агаризованную питательную среду в чашках Петри и подсчётом выросших колоний. После определения количества клеток бактерий в исходной суспензии плотность бактериальной суспензии доводили до рабочей концентрации в 1х109 м.к./1 мл. физиологического раствора. Суспензию микробных клеток в физиологическом растворе инкубировали в холодильной камере при температуре -16оС в течение 3-х суток, с периодическим оттаиванием 1 раз в сутки [1, 4] после чего производили фильтрацию через бактериальный фильтр «Millipore» с размером пор 0,22 мкм.
Фильтрат использовали для инстилляции глаз для лечения механической эрозии эпителия роговицы. Для оценки действия фильтрата бактериального штамма на репарацию экспериментальной механической эрозии эпителия роговицы, 1 раз в сутки до полной эпителизации дефекта роговицы, осматривались биомикроскопически все отделы переднего сегмента глаза. Применялось диффузное, прямое фокальное, непрямое освещение (для осмотра капиллярной сети лимба) при увеличении от 18 до 64. Оценивались расположение, число передних цилиарных артерий, локализация зон патологии гемомикроциркуляции переднего сегмента глаза. Полученные данные фиксировались в протоколе исследования. В качестве периваскулярных критериев нами отмечались периваскулярный отек конъюнктивальной ткани со снижением ее прозрачности, нарушение прозрачности и утолщение лимба, кровоизлияния в венозном отрезке микроциркуляторного русла.

Экспериментальное исследование по механической эрозии эпителия роговицы проведено на глазах 10 кроликов (20 глаз) по 5 в опытной и столько же в контрольной группе.

Животные, используемые в эксперименте были разделены на две равные группы по 5 штук в каждой группе. Эксперименты проводились в соответствии с международными требованиям Хельсинкской декларации всемирной медицинской ассоциации, Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, используемых в эксперименте и для других научных целей (№ 123, 1986 г.), а так же приказа МЗ РФ № 267 от 19.06.03 «Правила лабораторной практики в РФ» о гуманном отношении к лабораторным животным.

Механическую травму, моделирующую эрозию эпителия роговицы, производили под местной анестезией оксибупрокаином 0,4% и премедикацией хлорпромазина 2,5% с димедролом 1,0%. Трепаном диаметром 5мм. на эпителий роговицы наносили метку, которую визуализировали 0,1% раствором флюоресцина натрия. Скарификацию клеток эпителия производили в пределах метки от трепана одноразовым скальпелем. Контроль размера и формы дефекта проводили с применением 0,1% раствора флюоресцина натрия. Механическая эрозия везде имела правильную форму круга диаметром 5мм.

Сразу после формирования механической эрозии эпителия роговицы проводили инстилляцию глаз: в контрольной группе (группа № 1) широко применяемым с данной целью, глазным гелем «Солкосерил», в опытной группе (группа № 2) препаратом, содержащим комплекс метаболитов бактерий рода Bacillus. Инстилляцию препаратами осуществляли 4 раза в сутки до полной эпителизации дефекта роговицы.

Полученные данные обрабатывались на ПЭВМ IBM/РС при помощи стандартных статистических пакетов «SPSS 11,5 for Windows». 

Результаты и обсуждение. После формирования экспериментальной травмы состояние глаз характеризовалось типичными признаками роговичного синдрома. Клиническое состояние глаз животных оценивали, используя микроскоп ААОМ-20/1. 
Через 18 часов после нанесения травмы была проведена 1-я биомикроскопия глаз животных опытной и контрольной группы. Она показала, что в контрольной группе (группа № 1) наблюдается обильное серозное отделяемое, дефект центральной зоны в виде эрозии эпителия роговицы без признаков эпителизации, в зоне травмы наблюдался отек и утолщение слоев роговицы. В опытной группе (группа № 2) наблюдается умеренное серозное отделяемое, дефект центральной зоны в виде эрозии эпителия роговицы с признаками частичной круговой эпителизации роговицы.

Биомикроскопия глаз через 48 часов показало следующие результаты. В группе № 1 наблюдается отделяемое серозного характера, эрозия роговицы до 3 мм с различным расположением: по центру, в верхнем квадранте, либо в оптической зоне. В группе № 2 наблюдается незначительное серозное отделяемое, дефект и инфильтрация эпителия роговица отсутствовали. Только у одного животного в оптической зоне сохранилась эрозия в виде фасетки до 2 мм.

Биомикроскопия глаз через 72 часа. В группе № 1 наблюдается незначительное серозное отделяемое в конъюнктивальной полости, сохранялась эрозия роговицы до 3 мм без существенной динамики. В группе № 2 отделяемого в конъюнктивальной полости и дефекта эпителия роговицы отсутствовало, роговица была прозрачной на всём своем протяжении.

Биомикроскопия глаз через 96 часов. В группе № 1 отделяемого нет, наблюдается дефект в виде эрозии роговицы центрального расположения от 1 до 3 мм. Биомикроскопия глаз через 120 часов. В группе № 1 отделяемого нет, эрозии нет, роговица прозрачная на всём протяжении. У одного животного наблюдается эрозия роговицы в центре оптической зоны до 2 мм, которая исчезла через 144 час наблюдения.

Таким образом, в группе № 1 серозное отделяемое регистрируется в течение 2-х суток. Экспериментальный дефект эпителия роговицы наблюдается до 96 часов у 100% животных. Через 120 часов дефект эпителия роговицы сохранился у 20% животных. И только через 144 часа (6 сутки) у всех животных наблюдается полная эпителизация дефекта эпителий роговицы после нанесённой экспериментальной травмы.

В группе № 2 уже через 18 часов после экспериментальной травмы наблюдается круговая эпителизация дефекта роговицы. Серозное отделяемое заметно уменьшилось и через 48 часов оно отсутствовало во всех обследованных глазах животных. Через 48 часов у 80% животных дефект роговицы отсутствовал, роговица стала прозрачной на всём протяжении. Через трое суток у всех животных наступило полная эпителизация дефекта эпителия роговицы после нанесённой экспериментальной травмы.

Бактерии, выделенные из ММП, практически не исследованы по своему биологическому влиянию на современные организмы. По этому вопросу имеются лишь первые работы [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Известно, что почвенные микроорганизмы способны синтезировать очень большое количество различных биологически активных веществ, в том числе антибиотиков, цитокининов, гибереллинов, гормоноподобных веществ [15, 16, 17, 18]. Вполне ожидаемо, что бактерии-продуценты подобных веществ могут оказать влияние, как на морфофизиологические, так и на биохимические показатели животных.

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о том, что на фоне лечения экспериментальной эрозии роговицы глаза препаратом, содержащим метаболиты штамма бактерий Bacillus sp. выздоровление наступает в 2,5 раза быстрее, чем при лечении препаратом «Солкосерил». Разработка лекарственного препарата на основе метаболитов штамма бактерий Bacillus sp. может быть перспективной.
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