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Зерттеудің өзектілігі. 
          Созылмалы остеомиелит қазіргі травматология мен ортопедиядағы ең күрделі әрі өзекті мәселелердің бірі болып табылады. Остеомиелит – негізінен табиғаты инфекция болып табылатын сүйек тінінің қабынулы-деструктивті ауруы. Созылмалы остеомиелиттің дамуының басты себептеріне сүйектің әртүрлі микроорганизм штаммдарымен екінші рет инфекциялануы, сонымен қатар, хирургиялық емнің тиімсіз жүргізілуі аясында сүйек трансплантациясынан кейінгі асқынулар жатады [1–5].
         Жүйелі антибактериалдық терапияның кеңінен қолданылуына қарамастан, остеомиелитті емдеудің дәстүрлі тәсілдері әрдайым тұрақты клиникалық нәтижеге қол жеткізуге мүмкіндік бермейді. Антибактериалдық препараттардың жоғары дозаларын қолдану бірқатар шектеулер мен қарсы көрсетілімдермен қатар жүреді және жеткілікті тиімділікті қамтамасыз етпейді [6]. Емдеуді қиындататын маңызды факторларға деструкция аймағындағы тіндердің жеткіліксіз васкуляризациясы, некроздың жаңа ошақтарының түзілуі, сондай-ақ қосымша тіндік жарақаттанумен қатар жүретін жеткілікті хирургиялық қолжетімділікті қамтамасыз етудің қиындығы жатады. Патологиялық ошақта антибиотиктердің тұрақсыз әрі жеткіліксіз концентрациясының болуы терапия нәтижелерінің қанағаттанарлықсыз болуының негізгі себептерінің бірі болып табылады [7].
         Созылмалы остеомиелитті емдеу патогенді микрофлорамен күресуді, қабыну үдерісін бақылауды, сүйек тінін реконструкциялауды, қайталамалы хирургиялық араласуларды жүргізуді, имплантат компоненттерін алып тастауды және сүйек ақауларын жоюды қамтитын кешенді тәсілдерді талап етеді [8, 9]. Тиімді нәтижеге қол жеткізу үшін жараны толық санациялау, антибиотиктің жоғары жергілікті концентрациясын қамтамасыз ету, сүйек ақауын толтыру және макроорганизмнің жалпы резистенттілігін арттыру қажет [10]. Осыған байланысты соңғы жылдары антибиотиктерді жергілікті тасымалдау әдістеріне көбірек көңіл бөлу уақыт өткен сайын жоғарылауда.
         Антибактериалдық препараттармен импрегнирленген тасымалдағыштар дәрілік заттың жергілікті босап шығу жүйелері қызметін атқарады. Олар хирургиялық өңдеуден кейін пайда болған қуыстарды толтырып қана қоймай, сонымен қатар оның қан сарысуындағы жүйелік деңгейінің артуын барынша төмендете отырып, инфекция ошағында антибиотиктің жоғары концентрациясын тікелей сақтауға ықпал етеді [11]. Сонымен қатар, мұндай әдістердің елеулі кемшіліктерінің бірі — қабыну аймағында антибиотик концентрациясының тез төмендеуі болып табылады [12, 13].
         Айта кету қажет, антибиотиктерді жергілікті қолдану осы уақытқа дейін емдеудің кеңінен қабылданған әдісіне айналмады және оның тиімділігіне қатысты дәлелдемелік базаның жеткіліксіздігімен жиі сипатталады. Антибиотик тасымалдағыштарының кең спектрі әзірленгеніне қарамастан [14–16], сүйек ақауын алмастыруды, антибиотик препаратын тиімді байланыстыруды және оны зақымданған аймақта біртіндеп бақылаулы түрде босатуды бір уақытта қамтамасыз ететін материалды жасау мәселесі әлі шешілмеген күйінде қалуда.
        Антибиотикпен импрегнирленген сүйек трансплантаттарын қолдануға арналған зерттеулер ғылыми және практикалық тұрғыдан айрықша қызығушылық тудырады [17, 18]. Мұндай жұмыстарда тасымалдағыш ретінде әдетте мұздатылған немесе лиофильденген сүйек фрагменттері қолданылады. Дегенмен, Марбург сүйек банкі жүйесі бойынша дайындалған бүтін сүйек графтын, атап айтқанда жамбас сүйегінің басын, антибиотикпен импрегнациялау туралы деректер қолжетімді әдебиетте жоқ. Сондай-ақ, аталған жүйе бойынша дайындалған сүйек графтын қолданғанда антибиотиктің қан ағысында және жара маңындағы тіндердегі концентрациясы туралы мәліметтер де аса шектеулі күйінде болып табылады.
Дүниежүзілік клиникалық тәжірибеде әртүрлі типтегі сүйек аллотрансплантаттары қолданылады, соның ішінде жаңа, жаңа мұздатылған, лиофильденген, деминерализделген және депротеинделген сүйек фрагменттерін айтуға болады. Ванкомицинге жүктелген кеуекті сүйек трансплантаттарын имплантациялау инфекцияны емдеуде тиімді болуы мүмкін, себебі ол қоздырғышты жоюдың жоғары дәрежесін қамтамасыз етеді және жүйелік улану қаупін тудырмайды. Эксперименттік жағдайларда гентамициннің имплантациядан кейін босап шығуы белгілі бір уақыт ішінде терапевтік концентрацияларда сақталуы мүмкін [19]. Сонымен бірге, лиофильденген сүйектен гентамициннің босап шығу жылдамдығы жаңа мұздатылған сүйектен босап шығу жылдамдығына тең болып келеді, себебі сүйек графттарының кескінділігі мен микроструктурасы ұқсас: препараттың жоғары концентрациясы алғашқы екі күнде тіркеледі, содан кейін екінші аптаның соңында оның күрт төмендеуі байқалады. Сонымен қатар, осындай биоматериалдың остеокондуктивтік және остеоиндуктивтік қасиеттері ақауды толтырғыш ретінде қолданғанда өңдеу үрдісінде интеграцияланған химиялық қоспалардың көп болуына байланысты айтарлықтай төмендеуі мүмкін [20].
 Антибиотик тасымалдағышы ретінде декальцинирленген сүйек матриксі микрофлораның өсуін тежейтін минималды концентрацияны сақтауда қолданылуы мүмкін екені анықталды, бұл ақаудың жазылуына ықпал етеді және қайталамалы хирургиялық араласудың қажеттілігін азайтады [21]. Дегенмен, антибактериалдық дәрінің концентрациясының тұрақсыздығы және сүйек тінінің қайта құрылуының қанағаттанарлықсыз нәтижелері қазіргі қолданыстағы тәсілдерді толық қанағаттанарлық деп санауға мүмкіндік бермейді.
Қазіргі уақытта инфекциялық-қабыну үдірісі нәтижесінде пайда болған ақауларды толтыру кезінде созылмалы остеомиелитті емдеудің стандарты ретінде полиметилметакрилат гранулалары мен аллогенді сүйек материалдарының фрагменттері қолданылады [22]. Дегенмен, осы материалдардың әрқайсысы белгілі бір кемшіліктерге ие болып, идеалды сүйек алмастырғышқа қойылатын талаптарға сай келмейді. Мұндай материал биосәйкестігімен, биорезорбциялығымен,  табиғи сүйек тінімен құрылымдық ұқсастығымен, клиникалық қолдануға ыңғайлылығымен, экономикалық тиімділігімен, остеоиндуктивтік қасиеттердің болуымен, реципиенттің сүйек тінінде толық қайта құрылуға қабілеттілігімен және сақтау кезінде тұрақтылығымен сипатталуы тиіс.
Соңғы 20 жылдағы жетекші ғылыми дерекқорларда ұсынылған әдеби мәліметтерді талдау антибиотиктердің жергілікті тасымалдау жүйесінің қасиеттерін толық остеинтеграциямен біріктіре отырып, созылмалы остеомиелитті емдеуде тиімді болатын оптималды трансплантаттың жоқ екенін көрсетеді. Осыған байланысты созылмалы остеомиелитті емдеуде антимикробтық препараттарды жергілікті тасымалдаудың тиімді жүйелерін іздеу және әзірлеу қазіргі заманғы травматология мен ортопедияның өзекті ғылыми және тәжірибелік міндеттерінің бірі болып табылады.
Зерттеу мақсатыия
Марбург сүйек банкі жүйесі бойынша дайындалған сүйек аллографтын остеомиелитті емдеуде антибиотиктің био тасымалдаушысы ретінде қолдану мүмкіндіктерін зерттеу және зақымдалған сүйек тінін алмастыру мақсатында лабораториялық жануарларда экспериментте тексеру.
          Зерттеу міндеттері:
1. Қояндардағы остеомиелит моделінде нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтан жүйелік қан ағысындағы антибиотиктің диффузиясын салыстыру.
2. Қояндардағы остеомиелит моделінде нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтан жанасқан жұмсақ тіндердегі антибиотиктің диффузиясын салыстыру.
3. Қояндардағы остеомиелит моделінде нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографты қолданудың рентгенологиялық тиімділігін салыстыру.
Ғылыми жаналығы
1. Алғаш рет нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен салыстырғанда қояндардағы остеомиелит моделінде, антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтан жергілікті жеткізу кезінде қан плазмасындағы антибиотик концентрациясы 3,4 есе жоғары екені анықталды.
2. Алғаш рет нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалдың орташа концентрациясымен  салыстырғанда қояндардағы остеомиелит моделінде, антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтан жергілікті жеткізу кезіндегі жұмсақ тіндердегі орташа концентрациясы 5,2 есе жоғары екені анықталды.
3. Алғаш рет нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен салыстырғанда қояндардағы остеомиелит моделінде, антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографты оригиналды әдістеме бойынша қолданғанда рентгенологиялық бағалау кезінде бинарлық шкала бойынша остеомиелит белгілерінің көрінісі 39 % төмендегені анықталды.
4.  «Рентгенологиялық тексеру мақсатында лабораториялық жануарларды бекіту құрылғысы» әзірленді, куәлік №15561, 1 наурыз 2021 жыл. «Сүйек аллографтын перфорациялау құрылғысы» әзірленді, патент №3980, 04.12.2018ж. «AllograftKuat» ЭЕМ бағдарламасы әзірленді, куәлік №27000, 8 маусым 2022 жыл.
Қорғауға шығарылатын ережелер:
1. Марбург сүйек банкі жүйесі бойынша оригиналды әдістемемен дайындалған антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтысы қояндардағы остеомиелит моделінде 7-ші тәулікте қан плазмасындағы антибиотик концентрациясын Perossal-мен салыстырғанда 3,4 есе жоғары қамтамасыз етеді.
2. Марбург сүйек банкі жүйесі бойынша оригиналды әдістемемен дайындалған антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтысы қояндардағы остеомиелит моделінде жұмсақ тіндерде антибиотиктің орташа концентрациясын Perossal-пен салыстырғанда 5,2 есе жоғары қамтамасыз етеді.
3. Оригиналды әдістеме бойынша антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографт қояндардағы остеомиелит моделінде рентгенологиялық бағалау кезінде тасымалдау жүйесі ретінде қолданғанда бинарлық шкала бойынша остеомиелит белгілерінің көрсеткішін нанокристаллды гидроксиапатит негізіндегі биоыдырайтын материалмен салыстырғанда 39 % төмен екенін көрсетеді.
Алынған нәтижелердің тәжірибелік маңыздылығы: Диссертациялық жұмыс барасында алынған зерттеу материалдары перфорацияланған сүйек аллографтын антибиотик тасымалдаушысы ретінде қолдану және созылмалы инфекцияны емдеуде сүйек ақауларын қалпына келтіру әдістемесін әзірлеу үшін, сонымен қатар, антибиотикпен импрегнирленген сүйек аллографтын клиникалық тәжірибеде тиісті процедуралардан кейінгі пациенттерде созылмалы остеомиелитті емдеуге қолдану технологиясын әзірлеу үшін пайдаланылу мүмкіндігі бар.
Тәжірибеге енгізу 
Оқу үрдісіне енгізу бойынша 3 акті рәсімделді: «Лабораториялық жануарларды фиксациялау құрылғысын қолдану», ««AllograftKuat» ЭЕМ бағдарламасын қолдану», «Сүйек аллографтын перфорациялау құрылғысын қолдану».
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Қояндарда созылмалы остеомиелитті модельдеу
Созылмалы остеомиелит моделін хирургиялық аурулар кафедрасы базасында қайта жасау үшін алдын ала ғылыми зерттеулер жүргізілген [23]. Эксперименттік модель ретінде қояндар таңдалды, себебі олардың сүйек тінінің минералдық тығыздығы мен бұзылу беріктігі көрсеткіштері адам сүйек тініне ұқсас болып  келеді, сондықтан сүйек инфекциясын модельдеуге қолайлы объектіге айналдырады. Осы кезеңнің мақсаты — ересек қояндарда біртектес патологиялық үдеріс қалыптасатын, қайта өндірілетін созылмалы остеомиелит моделін әзірлеу болды. Әдеби деректерді және бұрын сипатталған эксперименттік тәсілдерді талдау негізінде өздігінен жасалған созылмалы остеомиелит моделі әзірленіп, бірнеше эксперименттік серияда апробацияланған және авторлық куәлікпен қорғалған (Диссертациялық жұмыстың Қосымшасы В).
КеАҚ «Қарағанды медицина университеті» хирургиялық аурулар кафедрасының клиникалық базасы ШЖҚ «Проф. Х. Ж. Макажанов атындағы көпсалалы ауруханасының» (Қазақстан Республикасы, Қарағанды қаласы) комбустиология және іріңді травматология бөлімшесінде созылмалы остеомиелиттің микробтық ландшафты алдын ала талданған [24]. Зерттеу нәтижелері бойынша инфекциялық үдірісті модельдеу үшін негізгі қоздырғыш ретінде Staphylococcus aureus (S. aureus) анықталған. Штаммды таңдау 220 созылмалы остеомиелитпен аталған клиникада ауырған пациенттердің микробтық спектрі мен антибиотикограмма нәтижелерін талдау арқылы негізделген. Анықталғандай, негізгі қоздырғыштар грам оң микроорганизмдер болып, олардың 61%-ында S. aureus бөлініп алынған. Антибиотикограмма талдауы қоздырғыштардың III буын цефалоспориндерге, аминогликозидтерге, гликопептидтерге және фторхинолондарға ең сезімтал екенін көрсетті, ал гентамицинге сезімталдық 84% құрады. Антимикробтық препарат ретінде гентамицин таңдалды, бұл оның Lobator sd-2 аппаратымен графтты өңдеу кезінде термостабильділігімен де байланысты болып табылды.
Қояндардың сүйек тінін инфекциялау және инфекциялық генезді остеомиелитті модельдеу үшін S. aureus (ATCC 43300) лабораториялық штаммының инокуляты қолданылды, суспензия тығыздығы МакФарланд лайлылық стандарты бойынша 3 деңгейде болды. Сонымен қатар, авторлар ұжымы PerOssal® препаратын қолданудың тиімділігін микробиологиялық және гистологиялық зерттеулер арқылы бағалады [24]. Анықталғандай, антибиотикпен импрегнирленген биоыдырайтын материал PerOssal® грам оң микроорганизмдерге қарсы антибактериалды белсенділікке ие болды, әсіресе S. aureus үшін статистикалық маңызды түрде жоғары көрсеткіш байқалды (p=0,05).
Созылмалы остеомиелитті оперативті модельдеу асептикалық жағдайларда жүзеге асырылды. Сан сүйегінің дистальді метаэпифизі проекциясында сан сүйегінің төменгі үштен бір бөлігін қабаттап бөлумен ұзындығы 2 см-ге дейінгі теріні кесу арқылы бастап орындады. Сүйекте диаметрі 3,0 мм болатын бұрғымен тесу арқылы саңылау қалыптастырылды. Содан кейін құрамында S. aureus мәдениеті бар дайындалған ортаның 0,2 мл сіңірілген медициналық мақта фрагменті қалыптасқан перфоративті тесікке орналастырылды. Аталған манипуляцияларды орындау нәтижесінде 14 тәулік ішінде барлық жануарларда созылмалы остеомиелит моделі қалыптасты.
Оперативтік араласудан кейін барлық 40 қоянда әзірленген әдістеме бойынша остеомиелит моделі қалыптасты. Патологиялық үдірістің қайта құрылуын визуализациялау мақсатында 14-ші күні барлық жануарларға рентгенологиялық зерттеу жүргізіліп, 0-ден 12-ге дейінгі шкала бойынша жалпы рентгенологиялық балл талқыланды.
Рентгенологиялық өзгерістерді бағалау лабораториялық жануарлардағы остеомиелиттің эксперименттік модельдері үшін жасалған C. L. Kelly және әріптестері  әзірлеген шкала бойынша жүргізілді[25]. Бұл шкала төрт көрсеткіштен тұрады: остеолиз, периостальдық реакция, секвестрдің болуы және жұмсақ тіндердің өзгерістері. Әрбір көрсеткіш 0-ден 3 балға дейін бағаланды, ал жалпы балл 0-ден 12-ге дейінгі аралықта болуы мүмкін. Нәтижелерді интерпретациялау келесі түрде жүргізілді:0 балл – белгі жоқ; 1 балл – минималды өзгерістер, операциядан кейінгі ықтимал өзгерістер, инфекциялық үдерісті растамайды; 2 балл – орташа дәрежедегі патологиялық өзгерістер; 3 балл – айқын патологиялық белгі. Егер бір параметр бойынша 3 балл болса, остеомиелит диагнозы қалған көрсеткіштерге қарамастан расталған деп есептелді.
Рентгенологиялық бағалау нәтижелері барлық эксперименттік жануарларда созылмалы остеомиелиттің қалыптасқанын растады. Екі топтағы көпшілік жалпы рентгенологиялық көрсеткіштер 3 баллдық шекті мәннен асып, ол остеомиелиттің болуын көрсететін минималды деңгейге сәйкес келді (Сурет 2). Медиандық мәндер мен интерквартильдік диапазондардың осы шектен жоғары орналасуы модельдің тұрақты түрде қайта құрылуын көрсетті. Осылайша, рентгенологиялық зерттеу деректері барлық қояндарда әзірленген әдістеме бойынша созылмалы остеомиелит моделінің қалыптасқанын растады (Диссертациялық жұмыстың Қосымшасы В).
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	Сурет 1 –Қояндар топтары (PerOssal® және аллографт) үшін төрт көрсеткішті (остеолиз, периостальдық реакция, секвестр, жұмсақ тіндердің өзгерістері) бағалауға арналған жалпы рентген деректері (балл түрінде)






Материалдар мен әдістер
Созылмалы остеомиелит моделі барлық жануарларда алынғаннан кейін зерттеудің екінші кезеңі басталды. Барлық жануарлар кездейсоқ түрде 20 данадан тұратын екі топқа бөлінді. 1-топқа инфекциялық ошақты санациялағаннан кейін гентамицинмен импегнирленген синтетикалық остеокондуктивті резорбцияланатын сүйек тінін алмастыратын PerOssal® енгізілген қояндар кірді. 2-топқа инфекциялық ошақты санациялағаннан кейін авторлық әдістеме бойынша антибиотикпен импегнирленген перфорацияланған сүйек аллографты енгізілген жануарлар кірді (Б. Е. Түлебаев және әріптестері) (Диссертациялық жұмыстың Қосымшасы Г).
Зерттеудің осы кезеңін жүргізу үшін Қазақстан Республикасының заңнамалық базасына сәйкес тірі донордан (жамбас-сан буынына артропластикалық операция жасалғаннан кейінгі пациенттерден) алынған сан сүйегінің басы қолданылды. Экспериментке диаметрі 50–55 мм, айқын склероз және зақымдануларсыз сан сүйегінің басы енгізілді.
Сүйек аллографтары авторлық әдістеме бойынша перфорацияланды («Сүйек аллографтын перфорациялау құрылғысы», KZ патенті №3980, МПК А61М 31/00 (2006.01), 17 мамыр 2019 жыл). Кейіннен нұсқаулыққа сәйкес «Lobator sd-2» аппаратымен термиялық өңдеу жүргізілді.
Имплантациядан кейін екі топтағы жануарлардың клиникалық жағдайын күнделікті бағалау жүргізілді, оған термометрия және таразыда салмақ өлшеу кірді. Сонымен қатар, зерттелген топтарда имплантациядан бұрын және 14, 28, 42 тәуліктерде рентгенография жасалды. Эксперименттік жануарларда гентамицин концентрациясын жоғары тиімді сұйықтықтық хроматография (ЖҚХ) әдісімен анықтады, қанды имплантациядан кейінгі 1, 3, 6 сағат және 1, 2, 5, 6, 7 тәуліктерде алды.
          1, 2, 3, 6 және 7 тәуліктерде жануарлардың төменгі үштен бір бөлігіндегі сан сүйегіндегі жұмсақ тіндері стандартты операциялық процедураға (СОП) сәйкес алынды. Жұмсақ тіндерді алу жануарларды анестезияға енгізу арқылы жүзеге асырылды.
Эксперименттік зерттеу 4–5 айлық, салмағы 3000–3500 г болатын, ересек жыныстары әртүрлі 40 қоянға жүргізілді. Эксперименттік жануарларды таңдау анатомо-физиологиялық ерекшеліктеріне негізделді: қоянның сан  сүйегінің құрылымы мен көлемі сүйек дефектін қалыптастыруға және кейін остеомиелиттің дамуына мүмкіндік береді, ал сүйек тінінің көлемі мен репаративтік потенциалы патологиялық үдерістің барлық сатыларын бақылауға жағдай жасайды. Зерттеудің стандартизациясы мен репрезентативтілігі жынысы, жасы және салмағы бойынша салыстырылатын жануарларды таңдау арқылы қамтамасыз етілді.
Жануарлар стандартты виварийлік жағдайда, температурасы 18–22 °С және жарық режимі 12/12 сағатта ұсталды. Зерттеу ТШЖ негізіндегі РМК «Қарағанды мемлекеттік медицина университеті» биоэтика комитетінің шешімі негізінде, жергілікті этика комиссиясының мақұлдауынан кейін жүргізілді (Хаттама №4, 25.09.2017 ж., №13). Барлық инвазивтік араласулар асептика мен антисептика ережелеріне, сондай-ақ жануарларға адамгершілікпен қарау принциптеріне сәйкес Қазақстан Республикасының қолданыстағы нормативтік құжаттарына сай жүзеге асырылды.
Барлық манипуляциялар жалпы анестезия кезінде жүргізілді: ксилазинді 7 мг/кг мөлшерде тамырға енгізу және кетаминді 35 мг/кг мөлшерде бұлшық етке енгізу арқылы жасалды. Зерттеу аяқталғаннан кейін жануарларды эксперименттен шығару анестезиологиялық препараттарды шамадан тыс қолдану әдісімен, белгіленген нормативтік талаптарға сәйкес жүргізілді.
Зерттеу дизайны екі кезеңнен тұрды. Бірінші кезеңде созылмалы остеомиелитті эксперименттік модельдеу жүргізілді. Екінші кезеңде қалыптасқан модель расталғаннан кейін барлық операция жасалған жануарлар қолданылған хирургиялық ем тактикасына байланысты 20 данадан тұратын екі топқа кездейсоқ бөлінді.
1-топта инфекциялық ошақты санациялағаннан кейін гидроксиапатит пен кальций сульфатынан жасалған, антибиотикпен импегнирленген синтетикалық остеокондуктивті резорбцияланатын сүйек тінін алмастыратын PerOssal® қолдану арқылы сүйек дефектісі жабылды. 2-топта инфекциялық ошақты санациялағаннан кейін авторлық әдістеме бойынша антибиотикпен импегнирленген перфорацияланған сүйек аллографты имплантацияланды (Б. Е. Түлебаев және әріптестері) (Диссертациялық жұмыстың Қосымшасы Г).
Қалыптасқан созылмалы остеомиелит моделін клиникалық және рентгенологиялық тексеруден кейін, жануарларға жалпы анестезия кезінде қайтадан операциялық араласу жасалды. Теріні және жұмсақ тіндерді қабат-қабат кескеннен кейін, инфекцияланған сүйек проекциясында жараны санациялау, сан сүйегін скелеттеу, зақымдалған сүйек тінінің бөліктерін алып тастау және топқа сәйкес имплантациялық материалмен дефекті алмастыру жүргізілді.
Зерттеудің екінші кезеңі үшін аллогендік материал ретінде Қазақстан Республикасының қолданыстағы заңнамасына сәйкес жамбас-сан буынынан артропластикадан кейін алынған тірі донордың сан сүйегінің басы қолданылды. Экспериментке диаметрі 50–55 мм, айқын склероз немесе механикалық зақымдалулар белгілері жоқ сан сүйегінің басы енгізілді. Сүйек аллографтары авторлық әдістеме бойынша перфорацияланып, кейіннен нұсқаулыққа сәйкес Lobator sd-2 аппаратында термиялық өңдеуден өткізілді.
Екі топта да жануарлардың жағдайын күнделікті клиникалық бағалау жүргізілді, оған термометрия және дене салмағын бақылау кірді. Рентгенологиялық зерттеу операцияға дейін, сондай-ақ имплантациядан кейін 14, 28 және 42 тәуліктерде жасалды.
 Антибиотиктің жергілікті және жүйелік фармакокинетикасын бағалау үшін гентамицин концентрациясы жоғары тиімді сұйықтықтық хроматография (ЖҚХ) әдісімен анықталды. Қан операциядан кейін 1, 3 және 6 сағатта, сонымен қатар, имплантациядан кейін 1, 2, 5, 6 және 7 тәуліктерде алынды. Сан сүйегінің төменгі үштен бір бөлігіндегі жұмсақ тіндер 1, 2, 3, 6 және 7 тәуліктерде стандартты операциялық емшараларға сәйкес алынды; материал алу жануарларды анестезиялау арқылы жүргізілді. Зерттеу дизайны 2-суретте көрсетілген.

              [image: ]


                                        Сурет 2 – Зерттеу дизайны


          Статистикалық талдау әдістері
Алынған мәліметтерді статистикалық өңдеу Microsoft Excel кестелік процессорының (Microsoft Office 2010 пакеті) және Statistica 13.0 бағдарламалық қамтамасыз ету арқылы жүргізілді. Статистикалық талдау әдістерін таңдау зерттеудің көлемі, мәліметтердің таралу сипаты және жұмыстың эксперименттік бөлігі ерекшеліктері ескеріле отырып жасалды.
Сандық көрсеткіштер үшін деректердің таралу түріне байланысты сипаттамалық статистика параметрлері есептелді. Қалыпты таралу кезінде деректер орташа арифметикалық мән (M), стандартты ауытқу (SD) және 95% сенімділік интервалы (CI95%) ретінде көрсетілді. Қалыпты емес таралу кезінде сандық көрсеткіштер медиана (Me) және интерквартильдік ауқым (Q25–Q75) арқылы сипатталды.
 Сапалық белгілер үшін зерттелетін топтардағы олардың кездесу жиілігі мен үлесі анықталды. Топтар арасындағы сандық көрсеткіштерді салыстыру үшін Манн–Уитни параметрлік емес критерийі қолданылды. Сапалық белгілер бойынша айырмашылықтарды бағалау үшін Пирсонның χ² критерийі, ал күтілетін бақылау саны 5-тен аз болған жағдайда – Фишердің дәл критерийі қолданылды. Айырмашылықтар статистикалық маңызды деп p<0,05 деңгейінде есептелді.
Нәтижелер мен талқылау
Зерттеудің объективтілігін қамтамасыз ету үшін жүргізілген эксперименттер аясында гентамицинді жеткізудің екі әдісінің тиімділігі бағаланды: PerOssal® гранулаларын қолдану және антибиотикпен импегнирленген перфорацияланған сүйек аллографты қолдану.
Гентамицин концентрациясын сандық талдау ЖҚХ әдісі арқылы хроматографиялық жүйені қолдану арқылы жүргізілді. Зерттеу екі топтағы (әр топта 20 қоян) қан плазмасы мен сан сүйегі айналасындағы жұмсақ тіндер үлгілеріне жүргізілді: гентамицин ерітіндісімен қанықтырылған PerOssal® гранулаларын қолдану (1-топ) және гентамицинмен импегнирленген перфорацияланған сүйек аллографты қолдану (2-топ). Үлгілерді алу екі топта да бірдей жүргізілді: операциядан кейін 1, 3 және 5 сағаттан кейін, сондай-ақ 7 тәуліктің ішінде күнделікті түрде. 1-топтағы эксперименталды жануарлардың (PerOssal® гранулаларын қолдану) ЖҚХ нәтижелерінің сандық деректері 1-кестеде көрсетілген.

1-кесте. Антибиотикпен импегнирленген сүйек аллографты қолданған кезде қан плазмасындағы гентамицин концентрациясының бақылау мерзімдері бойынша салыстырмалы сипаттамасы.

	Бақылау кезеңі
	Ме
	IQR
	Ме
	IQR
	
	

	
	Perossal® Нг/мл
	Сүйекті аллографт
Нг/мл
	U-критерий мәні
	p

	1сағ
	78,39
	59,7
	71.55
	13.62
	8,0
	0,004

	3сағ
	73,10
	9,94
	40,13
	1,84
	26,0
	0,002

	5сағ
	70,66
	48,31
	38,50
	10,38
	3,0
	0,001

	1 тәулік
	57,06
	42,88
	35,21
	40,18
	7,0
	0,003

	2 тәулік
	56,89
	23,36
	29,95
	4,49
	15,0
	0,007

	3 тәулік
	34,20
	2,07
	23,1
	26,13
	8,0
	0,002

	4 тәулік
	29,12
	30,39
	21,55
	3,03
	5,0
	0,001

	5 тәулік
	21,55
	3,03
	19,57
	12,88
	20,0
	0,003

	6 тәулік
	11,19
	1,30
	18,95
	5,68
	11,0
	0,001

	7 тәулік
	5,02
	16,10
	17,41
	14,00
	8,0
	0,004

	
	
	Ескерту: Манна -Уитни U- критерийі k-тәуелсіз топтар үшін)


Сонымен, 1-кесте көрсеткендей, PerOssal® имплантациядан кейінгі алғашқы кезеңдерде қан плазмасындағы гентамицин концентрациясын жоғары деңгейде қамтамасыз етеді, ал антибиотикпен импегнирленген сүйек аллографт препараттың ұзақ уақытқа баяу босап шығуын сипаттайды, бұл бақылаудың 6–7-күндерінде салыстырмалы түрде жоғары плазмалық концентрацияларда көрінеді. Алынған деректер гентамициннің босап шығу фармакокинетикалық профилі қолданылған тасымалдаушыға байланысты өзгеретінін болжауға мүмкіндік береді.
Топтар арасындағы салыстыру нәтижелері 2-кестеде көрсетілген.

2-кесте. Жұмсақ тіндердегі гентамицин концентрацияларының медианалық мәндерін зерттеу нәтижелері.

	Бақылау кезеңі
	Ме
	IQR
	Ме
	QR
	
	

	
	Perossal® нг/мг
	Сүйекті аллографт нг/мг
	U-критерий мәні
	p

	1сағ
	2,49
	2,64
	5,8
	4,4
	8,0
	0,001

	3сағ
	2,65
	0,14
	2,69
	0,23
	26,0
	0,008

	5сағ
	1,64
	0,56
	1,87
	0,94
	3,0
	0,003

	1 тәулік
	0,33
	0,38
	1,45
	0,63
	7,0
	0,002

	2 тәулік
	0,37
	0,11
	1,37
	0,18
	15,0
	0,001

	3 тәулік
	0, 28
	0,11
	1,31
	0,19
	8,0
	0,004

	4 тәулік
	0,27
	0,57
	1,3
	0,95
	5,0
	0,009

	5 тәулік
	0,24
	0,24
	1,26
	0,4
	20,0
	0,001

	6 тәулік
	0, 22
	0,13
	1,15
	0,22
	11,0
	0,003

	7 тәулік
	0,21
	0,23
	1,11
	0,39
	8,0
	0,006

	
	
	Ескерту: Ме-медиана мәні, IQR-квартиль аралық интервал,U- Манна -Уитни U- критерийі k-тәуелсіз топтар үшін)



2-кестеден көрініп тұрғандай, сүйек аллографты имплантацияланған аймақ айналасындағы жұмсақ тіндерде гентамициннің жоғары концентрациясы мен ұзақ сақталуын қамтамасыз етеді. Сол уақытта PerOssal® гранулаларын қолданғанда да антибиотик тінде бақылау кезеңі бойы анықталды, бірақ оның концентрациясы төменірек болып, айтарлықтай тез азайғаны байқалды.
Сүйек аллографты және PerOssal® материалы қолданылған жануарларда эксперименттік остеомиелиттің рентгенологиялық белгілерін 14, 28 және 42-күндерде бинарлық шкала бойынша салыстырмалы талдау жүргізілді. Остеомиелиттің рентгенологиялық көрінісі ошақтық остеолиз, секвестрация, периостальдық реакция және тұрақсыздық белгілерін қамтитын бинарлық шкала бойынша бағаланды. Әрбір белгі 0 немесе 1 баллмен бағаланды; жалпы баллдың өсуі остеомиелиттің рентгенологиялық көріністерінің күшеюін білдірді. Бағалау медиана, интерквартильдік диапазон және рентгенологиялық белгілердің суммарлық баллы бойынша жүргізілді; топтар арасындағы айырмашылықтар Манн–Уитни критерийі арқылы анықталды (3-кесте).


 3-кесте. Эксперименттік остеомиелитті емдеуде рентгенологиялық белгілердің баллдарының салыстырмалы талдауы (бинарлық шкала бойынша баллдар).

	Тәулік
	Аллографт (баллдар)
	Perossal® (баллдар)
	p- Манна Уитни критерий»

	
	MMe
	Жалпы балл
	IQR
	MMe
	Жалпы балл
	IQR
	

	14
	1,0
	24
	1,25
	1,5
	33
	1,0
	0,0539

	28
	1,0
	12
	1,0
	1,0
	22
	1,25
	0,0396

	42
	0,0
	6
	1,0
	1,0
	14
	1,0
	0,0709

	Толық бақылау кезеңі:
14–42 күндер аралығы
	0,0
	42
	1,0
	1,0
	69
	1,0
	0,0027



Бақылау кезеңінің барлық уақытында рентгенологиялық белгілердің жалпы баллы PerOssal® тобында сүйек аллографты тобымен салыстырғанда жоғары болды. 14-күнде жалпы балл 33 қарсы 24, 28-күнде – 22 қарсы 12, 42-күнде – 14 қарсы 6 балл құрады. Сонымен қатар, екі топта да 42-күнге қарай патологиялық өзгерістердің айқындылығы төмендегенімен, сүйек аллографты тобында рентгенологиялық белгілердің регрессиясы анағұрлым айқын болды.
Күн сайын салыстырғанда 14-ші және 42-ші күндерде топтар арасындағы статистикалық мәнді айырмашылықтар анықталмаған (p = 0,0539 және p = 0,0709 сәйкесінше), ал 28-ші күнде айырмашылықтар статистикалық мәнді болды (p = 0,0396). Бақылау кезеңінің бүкіл кезеңі бойынша интегралдық бағалау да топтар арасындағы статистикалық мәнді айырмашылықтарды көрсетті: бинарлық шкаланың жалпы баллы PerOssal® тобында 69, ал сүйек аллографты тобында 42 болды, бұл аллографты тобында рентгенологиялық белгілердің айқындылығы 39%-ға төмендегенін көрсетеді (p = 0,0027).
Сонымен, сүйек аллографтын қолдану PerOssal® материалымен салыстырғанда созылмалы остеомиелиттің рентгенологиялық динамикасына тиімді әсерін көрсетті, бұл патологиялық өзгерістердің азайғандығы және барлық бақылау кезеңінде жалпы рентгенологиялық баллдың жылдам төмендеуі арқылы байқалды.
Резюме
Эксперименттік зерттеу нәтижелерін объективті бағалау мақсатында гентамицинді жергілікті жеткізудің екі әдісінің тиімділігін салыстырмалы түрде бағалау жүргізілді: біріншісі – PerOssal® гранулаларын пайдалану, екіншісі – аталған антибиотикпен сіңдірілген перфорацияланған сүйек аллографтын қолдану.
Алынған нәтижелер көрсеткендей, гентамицинмен сіңдірілген  перфорацияланған сүйек аллографты PerOssal® гранулаларымен салыстырғанда антибиотикті жергілікті түрде ұзақ уақыт сақтауды қамтамасыз етеді. Бұл тәжірибелік бақылау кезеңінде остеомиелит белгілерінің аз көрінуі мен рентгенологиялық динамиканың қолайлырақ болуымен бірге жүрді. Интегралдық бағалау көрсеткендей, аллографт тобының суммарлық рентгенологиялық ұпайы PerOssal® тобына қарағанда 39% төмендеді (p = 0,0027). Осылайша, сүйек аллографты эксперименттік остеомиелитті емдеу кезінде гентамициннің тасымалдаушысы ретінде жоғары тиімділікті көрсетті.
Қорытынды:
Алынған зерттеу нәтижелеріне сүйене отырып, келесі қорытындылар жасауға болады: 
1. Қояндардың остеомиелит моделінде перфорацияланған сүйек аллографты жеті күн ішінде қанның сарысуында антибиотик концентрациясын PerOssal®-ға қарағанда 3,4 есе (17,4 нг/мл қарсы 5,02 нг/мл) жоғары қамтамасыз етеді (p = 0,004).
2.  Қояндардың остеомиелит моделінде перфорацияланған сүйек аллографты жеті күн ішінде қанның сарысуында антибиотик концентрациясын PerOssal®-ға қарағанда 5,2 есе (1,11 нг/мг қарсы 1,93 нг/мг) жоғары қамтамасыз етеді (p = 0,006).
3. Қояндардың остеомиелит моделінде эксперименттік қояндарды рентгенологиялық зерттеу нәтижелері бойынша сүйек аллографты қолданылған топта остеомиелит белгілері PerOssal® тобына қарағанда 39% төмен көрініс тапты (бинарлық шкала бойынша жалпы балл: 69 балл қарсы 42 балл) (p = 0,0027).
         Тәжірибелік ұсыныстар
Диссертациялық жұмыстың нәтижелері антибиотикпен сіңдірілген перфорацияланған сүйек аллографтын қолдануға негізделген созылмалы остеомиелиттің жергілікті антибактериалды терапиясының жаңа тәсілдерін әзірлеуде пайдалануға ұсынылуы мүмкін. Алынған мәліметтер бұл материалды тек антибактериалды препарат тасымалдаушы ретінде ғана емес, сонымен қатар сүйек ақауларын қалпына келтіру құралы ретінде қолданудың перспективтілігін негіздейді. Жұмыстың тәжірибелік маңызы – әзірленген технологияны эксперименттік, клиника алдылық және клиникалық бағалаудың қажетті кезеңдерін өткізгеннен кейін клиникалық тәжірибеге енгізу мүмкіндігі болып табылады.
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