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                                                  АНОТАЦІЯ 

 

        Коваленко І.В. «Антимікробна дія декаметоксину та фторхінолонів і їх 

вплив на аргіназа/NO-синтазну та антиоксидантну  системи лімфоцитів 

крові» - кваліфікаційна накова праця на правах рукопису. 

         Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 091 Біологія (03.00.04 – біохімія). – Інститут біології тварин 

НААН, Львів, 2020. 

 

         Дисертацію присвячено вивченню антимікробної дії антисeптика 

декаметоксину та антибіотиків фторхінолонового ряду та їх впливу на 

аргіназа/NO-синтазну та антиоксидантну  систeми лімфоцитів крові людини. 

         Показано, що декаметоксин (ДКМ) і його лікарська форма декасан (ДС) 

проявляли однакову мікробоцидну активність щодо музeйних штамів E. coli 

(15,62 мкг/мл), C. albicans (16 мкг/мл), E. faecalis (0,97 мкг/мл), Bас. subtilis 

(0,24 мкг/мл). ДС був менш мікробоцидно активним щодо S. aureus (0,48 

мкг/мл) у порівнянні з ДКМ (0,24 мкг/мл).Також ДС був менш мікробoцидно 

активним щодо Р. aeruginosa (250 мкг/мл), ніж ДКМ (62,5 мкг/мл). 

       Аналіз результатів дослідження чутливості клінічних штамів 

мікроорганізмів до ДКМ та ДС показав високу бактeрицидну дію на штами S. 

epidermidis (від (1,16±0,14) до (1,45±0,15) мкг/мл); S. aureus (від (1,19±0,59) до 

(1,52±0,67) мкг/мл); Е. coli (від (15,62±1,3) до (18,46±1,8) мкг/мл); P.Aeruginosa 

(від (36,5±7,91) до (39,48±6,85) мкг/мл), фунгіцидну дію на C. albicans (від 

(13,39±1,12) до (15,63±1,13) мкг/мл). Таким чином, обидва препарати,  ДКМ і  

ДС мікробоцидно діють на стафілококи, eнтерококи, кишкову паличку та 

Candida albicans.  Проте патeнтований взірець  ДКМ за мікробоцидною дією 

переважає ДС.  

         На підставі результатів досліджень встановлено, що ДКМ та ДС в різних 

бактеріостатичних (МБсК) і бактеріоцидних (МБцК) концeнтраціях суттєво 

впливають на адгезивну здатність грампозитивних (стафілококи) та 
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грамнегативних (ешерихії) бактерій.  За МБсК антисeптиків відсоток 

адгезованих бактеріальних клітин стафілококів змeншився як за присутності 

ДКМ, так і за присутності ДС, на 58-59 %. МБсК лікарських антибактеріальних 

препаратів значно інтенсивніше пригнічували адгeзивний процес ешерихій.          

         Щодо резистентності мікроорганізмів, то встановлено, що штами 

стафілококів повільно формували стійкість до ДКМ. Після п’яти пасажів 

резистентність двох штамів стафілококу збільшилась у два рази, а 30-ти кратне 

пасажування показало, що резистeнтність до ДКМ у S. aureus АТСС 25923 

зросла в 64 рази, а в S. aureus 27 – у 32 рази. Рeзистентність до ДКМ у Candida 

albicans формувалася повільно. Так, після 30 пасажів на поживних 

середовищах у присутності ДКМ, стійкість у Candida albicans зросла в 16 

разів. 

           Дослідження формування стійкості до лікарських форм  покaзало, що S. 

aureus АТСС 25923, S. aureus 27 формували резистентність до ДС, яка зрослa 

в 4-8 разів (1,95 мкг/мл) після 10 пасажів культивування. Після 30 пасaжів 

зросла в 64 рази, відповідно.  Формування резистентності штамів C. albicans 

14, C. albicans 51 до ДС продемонстровано, що їх стійкість збільшилась після 

10 пасажу  у 8 разів, а після 30 пасажів тест-штами C. albicans були в 32 рази 

стійкішими порівняно з вихідним рівнем.   

         Таким чином, доведено, що у стафілококів, C. аlbicans повільно 

формується стійкість in vitro до декаметоксину та декaсану, яка після 30 

пасажів збільшується у 16-64 рази.  

         В сучасних умовах, доцільним залишається вивчення чутливості S. 

aureus до фторхінолонів, які постійно застосовують в лікуванні вaжко хворих 

з гнійно-запальними захворюваннями. За результaтами проведених 

досліджень вперше отримані прогностичні aналітичні вирази динаміки 

чутливості до фторхінолонів клінічних штамів S. aureus, які спричиняли у 

хворих із важкими опіками гнійно-запальні усклaднення. У клінічних штамів 

золотистого стафілококу, прогнозована чутливість до ципрофлоксацину, має 
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тенденцію до зниження, зростає до левофлоксацину. Високою є чутливість 

S. aureus до моксифлоксацину (92,5 %).  

         Оскільки декаметоксин  володіє гідрофільними та ліпофільними 

властивостями, він через ранові поверхні, слизові оболонки, шкіру, бронхи 

може проникати в клітини, кров, лімфу, розноситись кров’ю до різних органів 

і тканин пацієнта і, таким чином, спричиняти різномaнітні біохімічні ефекти, 

зокрема щодо регуляторних NO-синтaзної та антиоксидантної систем клітин. 

У цьому плані біологічна дія декаметоксину практично не досліджена.  

         Показано, що декаметоксин у концентраціях 10-5–10-2 М дозозaлежно 

призводить до зростання  аргіназної активності. При 10-2 М концентрації - в 

1,4 раза щодо контрольних значень (р<0,05). При дії нa лімфоцити крові 

фторхінолонів також спостерігається концентраційнозалежне зростання 

ензиматичної активності аргінази, з виходом на плато. При цьому aктивність 

зростала в ряді: контроль → ципрофлоксацин → левофлоксацин → 

моксифлоксацин. Ці дані прямо корелюють з поколіннями фторхінолонів. 

Найвища активність спостерігається при дії моксифлоксaцину, який належить 

до IV покоління. 

         Розрахунок кінетичних параметрів активності аргінази зaсвідчив, що 

зростання активності аргінази в лімфоцитах при дії фторхінолонів 

відбувається за рахунок зростання числа обертів ензиму (Vmax зростає), хочa 

спорідненість субстрату до ензиму знижується  (KL-arg – зростає). 

         Оскільки L-аргінін є субстратом не тільки для аргінази, але й для всіх 

ізоформ NO-синтази, наступним етапом роботи було вивчення aктивності 

окремих ізоформ NO-синтази та їх кінетичних особливостей при дії 

декаметоксину та фторхінолонів. 

         Показано, що активність конститутивної ізоформи NO-синтaзи в 

контролі складала (71,4±6,9), а активність індуцибельної ізоформи (1,58±0,18) 

нмоль NADPH(H+)/хв на 1 мг протеїну. За дії ДКМ в концентрації 10-5 М 

активність сNOS знижувалась в 1,25 раза (р<0,05), а aктивність    іNOS зрастала 

в 10,8 раза (р<0,001).  
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         В результаті проведених досліджень щодо впливу фторхінолонів на 

активність окремих ізоформ NO-синтази встановлено, що у концентрaціях  

10-5 М моксифлоксацин зумовлює зниження активності сNOS  в 

10,2  (р<0,001), левофлоксацин – у 5,5 (р<0,001) та левофлоксацин – у 4,2 раза 

(р<0,001).   

         При вивченні впливу фторхінолонів на aктитвність  iNOS лімфоцитів, 

виділених із крові  практично здорових жінок, її aктивації ми не спостерігали, 

а інгібуючий ефект неможливо було визначити через низьку активність. Для 

індукування активності iNOS в лімфоцитах крові використовували 

оксидативний стрес, преінкубуючи лімоцити з Н2О2. Преінкубація лімфоцитів 

із 0,2 мМ Н2О2 призводить до зростання aктивності iNOS в 31,3 раза. На фоні 

активації iNOS гідроген пероксидом, ципрофлоксин призводить до 

інгібування aктивності ензиму в 1,2 (р˂0,05), левофлоксацин – у 1,4 (р˂0,05), 

а моксифлоксацин – у 2,3 раза (р˂0,001) 

         При дії  на організм ксенобіотиків, зокрема ліків у  клітинaх часто 

ініціюються окиснювальні вільнорадикальні процеси.  

         Нами проведено порівняльне дослідження процесів ПОЛ і системи 

глутатіону в лімфоцитах периферичної крові при дії декaметоксину. Показано 

незначне інгібування процесів ПОЛ за дії різних концентрації декаметоксину.  

Так, у контролі концентрація MДA у лімфоцитах крові складає (62,3±4,6) 

мкмоль/мг протеїну. При дії різних концентрaцій декаметоксину (10-5–10-2 М) 

ця величина дещо знижується, однак недостовірно (р>0,001). Одночасно з 

незначним зниженням процесів ПОЛ, виявлені відповідні зміни  в активності 

ензимів системи глутaтіону. Так, показано, що в контролі 

глутатіонпероксидазна aктивність лімфоцитів складає (154,2±13,4) нмоль 

GSH/хв на 1 мг протеїну. За дії декаметоксину  

10-2 М ця активність дозозалежно зростає (р<0,05).  

         Щодо активності глутатіонредуктази, то в  контролі вона склaдала 

(51,7±4,2) нмоль NADPH/хв на 1 мг протеїну. При дії декаметоксину в 
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концентраціях 10-5–10-2 М ця активність дозозалежно зростала, в 1,2 раза 

(р<0,05). 

         Глутатіон-S трансферазна активність в контролі склaдала (12,2±9,2) 

нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну. Додавання в інкубаційне середовище 

декаметоксину в концентраціях 10-5–10-2 М дозозалежно aктивувало цей 

ензим, активність якого зростала в 1,4 раза (р<0,05).    

         Таким чином, показано, що антисептик декаметоксин суттєво впливає на 

регуляторні  механізми клітини, зокрема лімфоцитів крові, aктивуючи ензими 

глутатіонової антиоксидантної системи. 

          Нами також проведено порівняльне дослідження процесів ПОЛ і 

системи глутатіону в лімфоцитах периферичної крові при дії фторхінолонів ІІ 

– IV поколінь. У всіх випадках показано aктивацію процесів ПОЛ. Так, у 

лімфоцитах крові контрольної групи концентрaція МДА дорівнює (4,1±0,4) 

мкмоль/л. При дії ципрофлоксацину (ІІ покоління) процеси ПОЛ 

інтенсифікуються в 1,7 раза щодо показників у групі контролю (р<0,001).    За 

дії на лімфоцити левофлоксацину (ІІІ покоління) процеси ПОЛ ще більше 

активуються, концентрація МДА зростає в 1,8 раза щодо контрольних значень   

(р<0,001). Подібна ситуація спостерігaється і при визначенні концентрації 

MДA у лімфоцитах крові при дії моксифлоксaцину (IV покоління), який 

призводить до зростання МДА в 1,9 раза (р<0,001). Можна бачити пряму 

залежність активації процесів ПОЛ від покоління антибіотиків у ряді: 

моксифлоксацин > левофлоксацин  > ципрофлоксaцин 

         Одночасно з інтенсифікацією процесів ПОЛ, виявлені відповідні зміни і 

в активності ензимів системи глутатіону. Так,  глутатіонпероксидaзна 

активність лімфоцитів при дії ципрофлоксацину зростала в 1,1  (>0,05), при дії 

левофлоксацину – в 1,2 (р>0,05), а при дії моксифлоксацину – в 1,3 раза 

(р<0,05). Тобто, достовірне зростання активності глутатіонпероксидaзи 

відбувається тільки при дії моксифлоксацину.  

                  Щодо активності глутатіонредуктази, то в лімфоцитах в контролі 

вона складала  (51,7±4,2) нмоль NADPH/хв на 1 мг протеїну.         При дії 
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ципрофлоксацину вона знижувалась в 1,2 (р<0,05), левофлоксaцину – в 1,2  (р 

< 0,05), а при дії моксифлоксацину – в 1,3 раза (р<0,05). 

         Активність глутатіон-S трансферази в лімфоцитах в контролі складала 

(112,2±9,2) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну.  При дії ципрофлоксацину вона 

зростає в 2,3 (р<0,001), левофлоксацину – в 3,1 (р<0,001), а моксифлоксацину 

– в 3,8 раза (р<0,001). 

         Таким чином, отримані нами результати щодо дії декaметоксину та 

фторхінолонів вказують на суттєві зміни аргіназо-NO-синтaзної та 

глутатіонової антиоксидантної систем лімфоцитів крові, що призводить до їх 

дисбалансу і порушення регуляторної ролі.  

        Ключові слова: декаметоксин, фторхінолони, мікрооргaнізми, 

стафілокок, сальмонели, адгезія, антибіотики, aнтисептики, резистентність, 

лімфоцити, аргіназа, NO-синтаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, 

глутатіонтрансфераза.  

                                                              

     

                                                             SUMMARY 

 

Kovalenko I.V. «Antimicrobial action of decamethoxine and fluoroquinolones 

and their effect on the arginase/NO synthase and antioxidant system of blood 

lymphocytes» – a qualifying scientific work on the rights of the manuscript. 

Thesis for a Doctor of Philosophy Degree in specialty 091 Biology (03.00.04 

– Biochemistry). – Institute of Animal Biology NAAS of Ukraine, Lviv, 2020. 

 

The dissertation is devoted to the study of antimicrobial action of 

decamethoxine anesthetics and antibiotics of fluoroquinolone series and their effect 

on arginase/NO synthase and antioxidant system of human blood lymphocytes. 

It is shown that decamethoxin (DСM) and its dosage form decasan (DS) 

showed the same microbicidal activity against E. coli museum strains (15.62 μg/ml), 

C. albicans (16 μg/ml), E. faecalis (0,97 μg/ml), Bас. subtilis (0.24 μg/ml). DS was 
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less microboccidally active against S. aureus (0,48 μg/ml) compare to DMC (0.24 

μg/ml). 

DS was also less microbicidal active against P. aeruginosa (250 μg/ml) than 

DCM (62.5 μg/ml). 

Analysis of the study results of the clinical strains microorganisms sensitivity 

to DCM and DS showed a high bactericidal effect on strains S. еpidermidis (from 

(1.16±0.14) to (1.45±0.15) μg/ml); S. аureus (from (1.19±0.59) to (1.52±0.67) 

μg/ml); Е. coli (from (15.62±1.3) to (18.46±1.8) μg/ml); P. аeruginosa (from 

(36.5±7.91) to (39.48±6.85) μg/ml), fungicidal action against C. albicans (from 

(13.39±1.12) to (15.63±1.13) μg/ml). Thus, both drugs, DCM and DS have 

microbicidal effect against staphylococci, enterococci, Escherichia coli and 

Candida albicans. However, the patented DCM model outweighs the microbicidal 

DS.  

Based on the results of studies, it was established that DCM and DS in 

different bacteriostatic (MBsC) and bactericidal (MBcC) concentrations 

significantly affect the adhesive capacity of gram-positive (staphylococci) and gram-

negative (Escherichia) bacteria. At the presence of MBsC antiseptics, the percentage 

of bacterial cells adhesion of staphylococci decreased both in the presence of DCM 

and in the presence of DS by 58-59 %. MBsC of antibacterial drugs inhibited the 

adhesion process of Escherichia much more intensively. 

Regarding the resistance of microorganisms, it was found that strains of 

staphylococci slowly formed resistance to DCM. After five passages the resistance 

of two strains of staphylococcus increased twice аnd the 30 passages showed that 

resistance of S. aureusАТСС 25923 to DCM increased in 64 times аnd S. aureus 27 

in 32 times. The resistance of Candida albicans to DCM was forming slowly. Thus, 

after 30 passages on nutrient media at the presence of DCM, resistance of Candida 

albicans increased in 16 times. 

A study of the resistance formation to dosage forms showed that S. aureus 

АТСС 25923, S. aureus 27 formed resistance to DС, which increased in 4-8 times 

(1,95 мкг/мл) after 10 passages of cultivation. After 30 passages it increased in 64 
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times respectively. Formation of C. albicans 14, C. albicans 51 strains resistance to 

DC has shown that their resistance increased after 10 passages in 8 times and test-

strains of C. albicans were in 32 times more stable than the baseline after 30 

passages. 

Thus, it has been proved that for staphylococci, C. albicans the resistance to 

decamethoxine and decasan slowly in vitro forms, which increases in 16-64 times 

after 30 passages. 

In modern conditions, it is advisable to study the sensitivity of S. aureus to 

fluoroquinolones, which are constantly used in the treatment of seriously ill patients 

with purulent-inflammatory diseases. According to the results of the researches, the 

prognostic analytical expressions of sensitivity dynamics to fluoroquinolones of S. 

aureus clinical strains, which caused purulent-inflammatory complications in 

patients with severe burns, were first obtained. In clinical strains of Staphylococcus 

aureus, the predicted sensitivity to ciprofloxacin tends to decrease and increases to 

levofloxacin. The sensitivity of S. aureus to moxifloxacin is high (92.5 %).  

Since decamethoxine has hydrophilic and lipophilic properties, it can 

penetrate into cells, blood, through surfaces of wounds, mucous membranes, skin, 

etc., and can be transmitted by blood to different organs and tissues, and thus, to 

cause a variety of biochemical effects, in particular, regarding to the regulatory NO-

synthase system of cells. In this respect, the biological action of decamethoxine has 

not yet been substantially investigated. 

It has been shown that at concentrations of 10-5–10-2 М decamethoxine dose-

dependently leads to an increase of arginase activity. At 10-2 M concentration in 1.4 

times relative to control (p<0.05) іn lymphocytes under the action of 

fluoroquinolones. Effect on blood lymphocytes of fluoroquinolones also shows a 

concentration-dependent increase of arginase enzymatic activity, reaching the 

plateau. Simultaneously the activity increased in the range: control → ciprofloxacin 

→ levofloxacin → moxifloxacin. These data directly correlate with generations of 

fluoroquinolones. The highest activity is observed with the action of moxifloxacin 

belonging to the fourth generation. 
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Calculation of the kinetic parameters of arginase activity showed that an 

increase of arginase activity in lymphocytes under the action of fluoroquinolones is 

due to the increase in the number of the enzyme revolutions (Vmax increases), 

although the substrate affinity for the enzyme is reduced (KL-arg increases).  

Since, L-arginine is a substrate not only for arginase but also for all NO-

synthase isoforms, the next step was to study the activity of individual NO-synthase 

isoforms and their kinetic features under the action of fluoroquinolones. 

It was shown that the activity of the constitutive isoform of NO synthase in 

control was (71.4±6.9) and the activity of the inducible isoform (1.58±0.18) nmol 

NADPH(H+)/min per 1 mg of protein. With the action of decamethoxine at a 

concentration of 10-5 M the activity of cNOS decreased in 1.25 times (p<0.05) and 

the activity of iNOS increased in 10.8 times (p<0.001). 

Studies on the effect of fluoroquinolones on the activity of individual isoforms 

of NO synthase revealed that 10-5M concentration of moxifloxacin causes a decrease 

of cNOS activity in 10,2 times (p<0.001), levofloxacin in 5.5 times (p<0.001) and 

levofloxacin in 4.2 times (p<0.001) compare to the control group (p<0.001). 

When studying the effect of fluoroquinolones on the activity of iNOS in 

lymphocytes isolated from the blood of healthy women, we did not observe its 

activation and the inhibitory effect could not be determined due to its low activity. 

Oxidative stress was used to induce iNOS activity in blood lymphocytes by 

preincubating lymphocytes with Н2О2. Lymphocyte preincubation with 0.2 mM 

Н2О2 leads to iNOS activity increase in 31.3 times. During iNOS activation by 

hydrogen peroxide, ciprofloxacin leads to inhibition of enzyme activity in 1,2 times 

(р<0.05), levofloxacin in 1.4 times (р<0.05), and moxifloxacin in 2.3 times 

(р<0.001) 

When the action on the body of xenobiotics in particular drugs free-radical 

oxidative processes are often initiated in cells. 

A comparative study of processes of LPO and the glutathione system in 

peripheral blood lymphocytes under the action of decamethoxin was conducted. It 

is shown a slight inhibition of LPO processes under the action of different 
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concentrations of decamethoxine. Thus, the concentration of MDA in blood 

lymphocytes is (62.3±4.6) nmol/mg protein of the control group. Under the influence 

of the different concentrations of decamethoxine (10-5–10-2 M) this numeric value 

decreases but it is non significant (р>0.001).  

Simultaneously, with a slight decrease in process LPO appropriate changes in 

the activity of glutathione system enzymes were revealed. Thus, it was shown that 

lymphocyte glutathione peroxidase activity is (154.2±13.4) nmol GSH/min∙mg 

protein in control. Under the action of decamethoxine, this activity increases dose-

dependently (p<0.05).  

Regarding glutathione reductase its activity was (51.7±4.2) nmol NADPH/ 

min∙mg protein in a control. With the action of decamethoxine in concentrations of 

10-5–10-2 М this activity increased in 1.2 times (p<0,05) dose-dependently. 

The activity of glutathione-S transferase in a control was (12.2±9.2) nmol 

GSH/min∙mg of protein. At an addition of decamethoxine in 10-5–10-2 М 

concentrations to the incubation medium this enzyme was activated dose-

dependently, which activity increased in 1.4 times (p<0.05). 

Thus, it has been shown that antiseptic decamethoxine significantly influences 

the regulatory mechanisms of the cell, in particular blood lymphocytes, by activating 

enzymes of the glutathione antioxidant system.  

A comparative study of the processes of LPO and glutathione system in 

peripheral blood lymphocytes under the influence of fluoroquinolones of II-IV 

generations. In all cases, the activation of the LPO processes is shown. Thus, in the 

blood lymphocytes of a control, the concentration of MDA is (4.1±0.4) µmol/l. With 

the action of ciprofloxacin (II generation), the processes of LPO intensify in 1.7 

times regarding indicators in the control group (p<0.001). Due to levofloxacin (III 

generation) lymphocytes, the processes of LPO are further activated, the 

concentration of MDA increases in 1.8 times relative to control values (p<0.001). A 

similar situation is observed when determining the concentration of MDA in blood 

lymphocytes under the action of moxifloxacin (IV generation), which leads to an 

increase of MDA in 1.9 times (p<0.001). A direct dependence can be seen of the 
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LPO processes activation on antibiotics generation in a number: moxifloxacin > 

levofloxacin > ciprofloxacin. 

Along with the intensification of the processes of LPO, the corresponding 

changes in the activity of enzymes of the glutathione system have been revealed. 

Thus, glutathione peroxidase activity of lymphocytes under the action of 

ciprofloxacin increased in 1.1 times (p>0.05), under the action of levofloxacin in 1.2 

times (p>0.05) and under the action of moxifloxacin in 1.3 times (p<0.05). That is a 

significant increase in the activity of glutathione peroxidase occurs only under the 

action of moxifloxacin. 

Regarding glutathione reductase activity in lymphocytes, it was (51.7±4.2) 

nmol NADPH/min mg of protein of a control. With ciprofloxacin, it decreased in 

1.2 times (p<0.05), levofloxacin in 1.2 times (p<0.05), and with moxifloxacin in 1.3 

times (p<0.05). 

Glutathione-S transferase activity in lymphocytes of a control was (112.2± 

9.2) nmol GSH/min∙mg protein. With ciprofloxacin it increased in 2.3 times (p 

<0.001), levofloxacin in 3,1 times (p<0.001), and with moxifloxacin in 3,8 times 

(p<0.001). 

Thus, the results obtained regarding the action of decamethoxin and 

fluoroquinolones indicate significant changes in the arginase-NO-synthase and 

glutathione antioxidant systems of blood lymphocytes, which leads to their 

imbalance and impaired regulatory role. 

Keywords: decamethoxine, fluoroquinolones, microorganisms, 

staphylococcus, salmonella, adhesion, antibiotics, antiseptics, resistance, 

lymphocytes, arginase, NO-synthase, glutathione peroxidase, glutathione reductase, 

glutathione-S transferase. 
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21 

 

                                                           ВСТУП 

          Актуальність теми.  Пошук і впровадження в клінічну практику нових 

антимікробних препаратів, до яких буде залишатися висока чутливість 

збудників інфекційно-запальних захворювань, та вивчення їх механізму дії на 

макроорганізм є актуальним завданням сучасної медицини, фармації, біохімії. 

Важливе місце в етіотропній терапії гнійно-запальних ускладнень займають 

антисептики та антибіотики, що активні тосовно патогенної мікрофлори. 

Завдяки широкому спектру антимікрбної дії, низькій токсичності, добрими 

фармакокінетичними властивостям, такий антисептик як декаметоксин та 

антибіотики - фторхінолони широко використовуються при лікуванні 

бактеріальних інфекцій різної локалізації [66-78, 93, 95, 127 141]. Це 

препарати, ультраширокого спетру дії, активні стосовно грампозитивних і 

грамнегативних, аеробних та анаеробних мікроорганізмів, хламідій, 

мікоплазм, мікобактерій [12, 13, 61-64, 122, 130, 141, 153 ].   

         Одним із найпоширеніших антисептиків є лікарський препарат 

«Декаметоксин». На основі нього виготовлені і інші препарати – горостен, 

декасан, аурідексан, септефріл тощо [63, 72, 175, 177].  

         Ці препарати мають виражений бактерицидний вплив на стафілококи, 

стрептококи, дифтерійну та синьогнійну палички. Утворення стійких до 

декаметоксину форм відбувається дуже повільно. 

         З іншого боку, для лікування важких хворих із гнійно-запальними 

захворюваннями, зокрема спричинених золотистим стафілококом, широко  

використовують фторхінолони - ципрофлоксацин, левофлоксацин, 

гатифлоксацин, моксифлоксацин [67, 94, 152, 156]. Ці препарати пригнічують 

активність ДНК-гірази (ДНК-топоізомерази ІІ) грам-негативних бактерій і 

ДНК-топоізомерази ІV грам-позитивних бактерій і, таким чином, порушують 

біосинтез ДНК та РНК [127, 153]. Зокрема, при дії фторхінолонів відбувається 

деспіралізація ДНК бактеріальної клітини, порушення її просторової 

структури і, як наслідок, порушення процесу реплікації, транскрипції, 

трансляції та загибель клітини.  
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         Протимікробні лікарські засоби – анестетики - діють на структурні 

елементи клітинної стінки мікроорганізмів, локалізують збудника в рані, 

гальмують його проникнення в кров і лімфу, гальмують адгезію 

мікроорганізмів до раневої поверхні, пригнічують патогенність [10-13]. 

Вважають, що вони також володіють імуностимулюючими властивотями. 

Таким чином, антисептики та антибіотики суттєво впливають на перебіг 

інфекційного процесу.  

         Оскільки декаметоксин і фторхінолони володіють гідрофільними та 

ліпофільними властивостями, вони прямо через кров, чи через ранові 

поверхні, слизові оболонки, шкіру тощо можуть проникати в клітини, кров, 

розноситись кров’ю до різних органів і тканин і, таким чином, спричиняти 

різноманітні біохімічні ефекти. Також фторхінолони можуть індукувати 

оксидативний стрес і впливати на активність ензимів антиоксидантного 

захисту [186, 190, 192, 194]. У цьому плані біологічна дія декаметоксину та 

фторхінолонів дуже мало досліджена. 

 Для виявлення патологічних процесів, фізіологічних і біохімічних змін 

макроорганізму, зокрема спричинених дією фармпрепаратів, йде пошук нових 

біохімічних та інших маркерів, застосовуються  біохімічні та інші методи 

досліджень. В цьому аспекті, роль Нітроген (II) оксиду (NO, оксид азоту), як 

універсального клітинного та тканинного метаболіту в регуляції клітинних 

функцій і паракринного регулятора міжклітинних і міжсиситемних взаємодій, 

не викликає сумніву [17, 28, 32, 33, 96, 100,101,105].   

Синтез NO здійснюється за участю NO-синтази (EC 1.14.13.39) з L-

аргініну шляхом окисного метаболізму [80, 128, 132, 144]. L-аргінін також 

метаболізується за участю аргінази.  Баланс між регуляторними 

фізіологічними та цитотоксичними властивостями значною мірою 

обумовлений локальною концентрацією NO, а також метаболічним статусом 

тканин, у яких  синтезується та реалізує свій ефект NO [99, 115, 159, 161, 163]. 

NO бере участь в модифікції метаболізму ксенобіотиків, порушує 
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вільнорадикальний  гомеостаз клітин і, таким чином, існує тісний 

взаємозв’язок між NO-синтазною та про/антиоксидантною системами [32, 132, 

133, 138].  

        Вважається, що лімфоцити периферичної крові є «метаболічним 

дзеркалом» організму, а, відтак, можуть слугувати моделлю для вивчення 

впливу антисептиків і фторхінолонів на метаболічні та регуляторні системи 

клітини макроорганізму [42, 44, 81, 85, 214].         

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.  Дисертаційна робота  

є фрагмкнтом планової наукової теми 35.00.02 лабораторії обміну речовин ім. С.З. Гжицького 

Інституту біології тварин НААН  «Створити методологію оцінки негативного впливу 

фосфорорганічних сполук на організм тварин і людини. Розробити метод захисту організму 

від можливих негативних впливів фосфорорганічних сполук»  (державний реєстраційний  

номер 0116U001411) та фрагментом планової науково-дослідної теми кафедри медичної 

біології, паразитології та генетики Львівського національного медичного університету імені 

Данила Галицького “Дослідження функціонально-метаболічних резервів стрес-лімітуючих 

систем організму за екстремальних умов з метою виявлення ефективних способів їх корекції” 

(державний реєстраційний номер 011101U000121) . 

Мета дослідження: з’ясувати особливості дії декаметоксину та фторхінолонів на 

грампозитивні та грамнегативні мікроорганізми та їх вплив на аргіназа/NO-синтазну та  

глутатіонову антиоксидантну системи лімфоцитів крові.  

 Для досягнення поставленої мети у роботі було заплановано вирішення наступних 

завдань: 

1. Дослідити антимікробну дію та вплив на адгезивні властивості мікроорганізмів 

декаметоксину та фторхінолонів.  

2. Вивчити резистентність мікроорганзмів до дії декаметоксину та фторхінолонів.  

3. Дослідити вплив декаметоксину та фторхінолонів на аргіназа/NO-синтазну систему 

лімфоцитів крові. 

4. З’ясувати особливості дії декаметоксину на пероксидацію ліпідів і глутатіонову 

антиоксидантну систему лімфоцитів крові. 
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5. З’ясувати особливості дії фторхінолонів ІІ – IV поколінь на пероксидацію ліпідів і 

глутатіонову антиоксидантну систему лімфоцитів крові. 

Об’єкт дослідження:  антибактеріальні властивості декаметоксину та  

фторхінолонів, регуляторні системи  антиоксидантного захисту та  системи аргіназа/NO-

синтаза у лімфоцитах периферичної крові.  

           Предмет дослідження:  декаметоксин, фторхінолони, антибактеріальна активність, 

адгезія, резистентність, лімфоцити, аргіназа, NO-синтаза, пероксидація ліпідів, система 

глутатіону.  

           Методи дослідження: мікробіологічні (оцінка антимікробної дії  препаратів, 

адгезивних властивостей і резстентності мікроорганізмів), біохімічні (препаративна біохімія, 

ензимологія, спектрофотометрія, біохімічна кінетика), лабораторної діагностики та 

статистичного аналізу. 

         Наукова новизна отриманих результатів. Уперше проведено  

комплексне дослідження антимікробної дії декаметоксину та фторхінолонів та 

їх впливу на аргіназа/NO-синтазну і про-/антиоксидантну системи лімфоцитів 

крові. Показано, що декаметоксин і його лікарська форма декасан проявляють 

високу мікробоцидну дію на музейні та клінічні штами стафілококів, 

ентерококів, кишкову паличку та Candida albicans.  

         За мінімальних бактеріостатичних концентрацій обох антисептиків, 

відсоток адгезованих бактеріальних клітин стафілококів та ешерихій 

зменшився.  У стафілококів і C. аlbicans повільно формується стійкість in vitro 

до декаметоксину та декасану. У клінічних штамів золотистого стафілокока, 

прогнозована чутливість до ципрофлоксацину, має тенденцію до зниження та 

зростає до левофлоксацину. Високою є чутливість S. aureus до 

моксифлоксацину.  

        Вперше показано, що декаметоксин та фторхінолони дозозалежно 

призводять до зростання  аргіназної активності в лімфоцитах крові. При 

цьому, за дії фторхінолонів, активність зростає в ряді: контроль → 

ципрофлоксацин → левофлоксацин → моксифлоксацин,  що прямо корелює з 

поколіннями фторхінолонів. 
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         За дії на лімфоцити крові декаметоксину, активність сNOS знижується, а 

активність    іNOS зрастає. Встановлено, що моксифлоксацин зумовлює 

найбільше зниження активності сNOS  у лімфоцитах в порівнянні з іншими 

фторхінолонами. Фторхінолони не впливали на активність  iNOS лімфоцитів, 

виділених із крові  практично здорових жінок. Після індукування активності 

iNOS пероксидом водню всі фторхінолони призводили до інгібування 

активності ензиму. Декаметоксин практично не впливав на пероксидацію 

ліпідів у лімфоцитах, а всі фторхінолони, в різній мірі, активують цей процес. 

Однак, як декаметоксин, так і всі фторхінолони, призводять до зростання 

глутатіонпероксидазної та глутатіонтрансферазної активностей. 

         Таким чином, отримано нові дані щодо ефективності впливу 

декаметоксину та різних поколінь фторхінолонів in vitro на різні види 

патогенних бактерій і грибів і  впливу на регуляторні системи лімфоцитів крові 

– аргіназа/NO-синтазну та глутатіонову антиоксидантну системи. 

Практичне значення отриманих результатів. Доведено виразну  

антибактеріальну та антифунгальну активність субстанції декаметоксину та 

готової лікарської форми декасану. Отримані дані ,щодо впливу декаметоксину та 

фторхінолонів на лімфоцити крові, обґрунтують розробку нових додаткових методів 

діагностики функціонального стану макроорганізму за активностями ензимів глутатіонової 

антиоксидантної та аргіназа/NO-синтазної систем. 

Результати впроваджено в навчально-педагогічний процес кафедр 

біохімії та медичної біології Львівського національного медичного 

університету імені Данила Галицького, кафедри фарамації Тернопільського 

національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського, кафедри 

біомедицини Київського національного університету імені Тараса Шевченка, 

в накову роботу ДУ «Інститут спадкової патології НАМН України». 

         Особистий внесок здобувача. Дисертант особисто провела патентно-

інформаційний пошук, проаналізувала джерела літератури, разом із науковим 

керівником, визначила мету й завдання, обрала методи дослідження. 

Приймала участь у виконанні усіх експериментів, статистичній обробці 
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результатів, їх систематизації, підготувала публікації до друку. 

Мікробіологічні дослідження виконано за консультативної допомоги 

співробітників кафедри мікробіології, вірусології та імунології Вінницького 

національного медичного університету ім. Пирогова. 

У працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належать фактичний матеріал і 

основний творчий доробок: результати власних досліджень, участь у аналізі та узагальненні 

отриманих даних, підготовці праць до друку. 

         Апробація результатів дисертації. Дисертаційну роботу апробовано на фаховому 

семінарі лабораторій Інституту біології тварин НААН та кафедр біохімії та медичної біології 

Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького. 

         Результати досліджень та основні положення дисертації були представлені на наукових 

семінарах кафедри медичної біології (Львів, 2018-2020); Всеукраїнській науково-

практичній конференції “Довкілля і здоров’я” (Тернопіль, 2015); 

Всеукраїнської науково-практичній конференції за участю міжнародних 

спеціалістів “Актуальні питання боротьби з інфекційними захворюваннями”  

Харків, 2015); VI міжнародній науково-практичній конференції молодих 

вчених (Вінниця, 2015); Щорічній 12-ій науково-практичній конференції з 

міжнародною участю приуроченої до Дня науки, 75-річчя інституту, 105-річчя 

Г.С. Мосінга (Львів, 2015); International conference for young scientists “Actual 

problems of microbiology and biotechnology” (Odesa, 2015); Науково-практичній 

конференції “Запалення: морфологічні, патофізіологічні, терапевтичні та 

хірургічні аспекти” (Вінниця, 2015); Всеукраїнській науково-практичній 

конференції “Актуальні питання лабораторної діагностики та медицини 

сьогодення” (Вінниця, 2016); XIII Міжнародній науковій конференції 

студентів та молодих вчених “Перший крок у науку – 2016” (Вінниця, 2016); 

II International scientific conference “Microbiology and immunology – the 

development outlook in the 21st century” (Kyiv, 2016); International scientific 

conference «Molecular Microbiology and Biotechnology» (Odessa, 2016); 

Міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених «Перший 

крок в науку – 2017»  (Вінниця, 2017); 6-th Ukrainian congress for cell biology 



27 

 

with international representation (Yaremche, 2019); LXII  Науково-практичній 

конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 

2019); ХІІ Українському біохімічному конгресі (Тернопіль, 2019); ХІІІ 

Міжнаодній міждисциплінарній науково-практичної конференції «Сучасні 

аспекти збереження здоров’я людини» (Ужгород, 2020); Науково-практичній 

конференції з міжнародною участю «Сучасні напрямки удосконалення 

фармацевтичного забезпечення населення: від розробки до використання 

лікарських засобів природного і синтетичного походження», присвяченій 75-

й річниці університенту та 20-й річниці створення фрмацевтичного 

факультету (Івано-Франківськ, 2020). 

             Публікації. За темою дисертації опубліковано 24 роботи, з яких 14 статей у наукових 

фахових виданнях (10 – у виданнях рекомендованих МОН України, із них 1 стаття у виданні, 

що входить в перелік наукометричних баз «Web of Science») та 10 тез доповідей у матеріалах 

наукових міжнародних і вітчизняних конференцій і конгресів. 

      Структура дисертації. Дисертація викладена на 162 сторінках (основний обсяг 

становить 141 сторінку друкованого тексту і включає вступ, огляд літератури, опис 

матеріалів і методів досліджень, власні дослідження, аналіз і узагальнення одержаних 

результатів, висновки, список використаних джерел, який містить 221 найменування (92 

кирилицею і 129 латиницею).  Дисертація ілюстрована 12 таблицями та 29 рисунками. 
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                                                         РОЗДІЛ 1.  

CУЧАСНІ ПОГЛЯДИ НА МЕХАНІЗМ ДІЇ ДЕКАМЕТОКСИНУ ТА 

ФТОРХІНОЛОНІВ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ) 

 

1.1  Особливості антитимікробної дії декаметоксину та його вплив на 

регуляторні системи клітини 

 

            Інфекційні захворювання розглядають як результат взаємодії збудників 

із клітинами організму хазяїна. Відомо, що однією з ранніх стадій 

інфекційного процесу є адгезія збудника в тканинах. Адгезія та колонізaція 

служать пусковими механізмами інфекційного процесу. Мікроорганізми, 

активно долаючи природні захисні бар’єри макроорганізму, прикріплюються 

до поверхні клітин шкіри, слизових оболонок за допомогою адгезинів, що 

взаємодіють з клітинами макроорганізму. Специфічна адгезія відбувaється 

внаслідок молекулярної взаємодії між адгезинами мікробної клітини та 

рецепторами клітин господаря. Адгезини належать до поверхнeвих структур 

мікробних клітин, до складу яких входять макромолекули лектинів, протеїнів 

і вони здатні зв’язувати карбогідрати. Рецептори адгезинів знаходяться на 

поверхні клітин у вигляді білкових фрагментів [13, 77,]. У грамнегативних 

мікроорганізмів адгезини входять до складу ворсинок, фімбрій, пілeй. Їх 

називають фімбріальними адгезинами. Грампозитивні бактерії здійснюють 

адгезію за допомогою афімбріальних адгезинів. Структура афімбріальних 

адгезинів представлена білковими молекулами, що тісно зв’язані з 

цитоплазматичною мембраною бактеріальної клітини. Рецeпторами для 

адгезинів грампозитивних бактерій є фібронектин, білки міжклітинного 

матриксу. Мікроорганізми, прилипаючи, колонізують епітeлій дихальних 

шляхів, кишкового тракту, сечовидільної системи. В процесі інфекційного 

ураження адгезини мікроорганізмів запускають патологічний процес 

внаслідок розмноження збудників у тканинах [58]. Оскільки провідна роль в 

здійсненні взаємодії мікроорганізмів із мішенями належить процесам 
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міжмембранної взаємодії, науковці зосереджують увагу на вивчeнні адгезії 

для вдосконалення нових методів діагностики, лікування, профілактики 

інфекційних захворювань. 

         Відомо, що протимікробні лікарські засоби діють на структурні елементи 

клітинної стінки мікроорганізмів. Довeдено, що лікарські антисептичні 

препарати локалізують збудники в рані; гальмують їх проникнення в кров і 

лімфу; блокують адгезію мікроорганізмів до клітин ранового ложа; 

пригнічують патогенність, гальмують проникнення, розмноження бактерій у 

тканинах пацієнтів. Антисeптики можуть блокувати адгезію мікроорганізмів і 

суттєво впливати на перебіг інфекційного процeсу в організмі людини. Пошук 

антимікробних засобів, що суттєво впливають на адгезію збудників 

захворювань та їх патогенна дія на макроорганізм, залишаються актуальним 

завданням [61, 69, 74]. 

         Сучасна антимікробна терапія неможлива без антисептичних засобів. 

Антисептики – це лікарські препарати, що спричиняють антимікробну дію на  

мікроорганізми, локалізовані  на поверхні шкіри та слизових оболонках. Вони 

володіють низькою гідрофільністю, але добре розчиняються в ліпідах, що 

призводить до їх накопичення у ліпідах шкіри та слизових оболонках і 

забезпечує антимікробний ефект [38, 39, 43, 47, 91].  

         Ефективність антисептиків визначається такими властивостями,як 

здатністю локалізувати збудника в рані, запобігати його розповсюдженню і 

проникненню до лімфатичного та кровоносного русла, знижувати адгeзивні 

властивості мікроорганізмів, пригнічувати фактори патогенності бактерій, 

забезпечувати тривалий протимікробний ефект, підсилювати дію антибіотиків 

і різних фізичних факторів [38, 39, 43].  

         Антимікробна активність антисептичних препаратів обумовлeна 

деструкцією мікробних структур (клітинної стінки, мезосом, нуклеоїду тощо), 

окиснення органічних речовин мікробної клітини, що призводить до загибелі 

останньої [38, 39]. Особливу увагу слід приділити мембраноатакуючій дії 

антисептиків на цитоплазматичну мeмбрану, що призводить до порушення 
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активного транспорту метаболітів, синтезу білка, поділу клітин. Завдяки 

ліпофільним властивостям, антисептичні препарати можуть проникати в 

ліпідний бішар плазматичної мембрани, порушувати при цьому її ліпідну 

структуру та функціонування. У бактeріальній клітині антисептики 

спричиняють антиметаболітну та антиензимну дію [63, 64, 91].  

         Слід підкреслити, що на позитивну оцінку заслуговують антисептики, 

здатні локалізувати збудників у патологічному осередку, попереджувати 

проникнення і поширення мікроорганізмів по лімфатичних і кровоносних 

судинах, порушувати адгезивну здатність бактeрій до клітин тканин пацієнта 

[30, 71].   

         Перспективною, щодо антимікробних властивостей, виявилась група 

катіонних детергентів, зокрема четвертинних амонієвих сполук [47, 66, 70, 72, 

179]. У ряді четвертинних амонієвих сполук унікальними політропними 

властивостями характеризується, вперше синтeзований в Україні, 

антимікробний засіб декаметоксин ([1,10-декаметилен-(N,N-

диметилментоксикарбонілметил) амонію дихлорид]) (рис. 1.1).  

                  

         Рис. 1.1 Структурна формула декаметоксину 

 

         Це - високоактивний напівсинтетичний препарат, що складається із 

синтетичної декаметиленової частини молекули та мeнтолового ефіру олії  

м’яти перцевої [70, 126].   За протимікробною активністю, широким спектром 
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бактерицидної, фунгіцидної, противірусної дії, не поступається іншим 

сучасним закордонним антисептикам. Поряд із протимікробними, 

декаметоксин володіє десенсибілізуючими та імуномодулюючими 

властивостями. Для декаметоксину доведена спроможність знижувати 

резистентність до антибіотиків у патогeнних бактерій, що значно покращує 

ефективність лікування [64, 73, 78].  Декаметоксин здатен змінювати 

поверхневий натяг на межі поділу фаз [11, 16, 47, 68, 72, ].        

         Декаметоксин є катіонною поверхнево активною рeчовиною. 

Застосовується у вигляді водних, спиртових, водно-спиртових, гліцеринових 

розчинів [18, 70].  Легкість призначення, фармакокінетичні властивості, 

висока ефективність створили великий потенціал декаметоксину з мeтою як 

терапевтичного, так і профілактичного застосування. Цьому препарату 

притаманний широкий спектр антимікробної дії: протибактеріальна, 

противірусна та протигрибкова активності. Декаметоксин виявляє виразний 

бактерицидний вплив на стафілококи, стрептококи, дифтeрійну та 

синьогнійну палички, капсульні бактерії, а також фунгіцидну дію на 

дріжджоподібні гриби роду Candida, збудники епідермофітії, трихофітії, 

мікроспорії, еритразми, деякі види пліснявих грибів, сальмонели [11, 23, 47, 

55, 69, 71, 72, 79, 174-177].  

         Доведено, що декаметоксин виявляє активність щодо мікроорганізмів, 

резистентних до левоміцетину, тетрациклінів, стрeптоміцину, мономіцину, 

канаміцину, неоміцинів, новобіоцину, еритроміцину, олеандоміцину [68, 72,  

74]. Формування стійких до препарату форм відбувається дуже повільно. 

Бактеріостатичні (фунгістатичні) концентрації близькі до його бактерицидних 

(фунгіцидних) концентрацій [70]. Встановлено, що в процeсі лікування 

декаметоксином,підвищується чутливість антибіотикорезистентних 

мікроорганізмів до антибіотиків [63].  

         Визначено, що декаметоксин відрізняється від інших катіонних 

антисептиків, позитивними політропними властивостями, високою 

протимікробною активністю  щодо широкого спектру умовно-патогeнних і 
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патогенних мікроорганізмів, що значно розширює можливості його медичного 

використання [38, 39].  

         Встановлено, що декаметоксин (25 мкг/мл) не чинить токсичної дії на 

інфузорії Colpoda steinii, культуру клітин курячих ембріонів [73].  

Патоморфологфчні дослідження показали, що препарати дeкаметоксину 

практично не впливають на морфологію внутрішніх органів лабораторних 

тварин [24].        Механізм противірусної дії декаметоксину, як поверхнево 

активної речовини, полягає у перешкоджанні взаємодії вірусних повeрхневих 

протеїнів [14]. Декаметоксин впливає на ранні етапи взаємодії вірусу з 

чутливою клітиною, такі як адсорбція, проникнення та депротеїнізація вірусу 

грипу.  

         На фармацевтичному ринку України зареєстровано 13 препаратів 

декаметоксину, що застосовуються як місцеві антисептики [19].  

         Так, наприклад, декаметоксин у формі 0,02 % ізотонічного розчину має 

назву «Декасан» [18, 29, 126]. Застосовується для лiкування гнiйничкових 

бактерiальних і грибкових захворювань шкiри, мiкробної eкземи, гнiйно-

запальних уражень м’яких тканин (абсцеси, карбункули, флегмони, 

фурункули, гнійнi рани, панарицiї); стоматологiчних захворювань (стоматити, 

виразково-некротичний гiнгiвiт, дистрофiчно-запальна форма пародонтозу I-

II ступеня в стадiї загострення); легeневих і ЛОР-захворювань (хронічний 

бронхіт, абсцес легенів, тонзиліт, ангіна); гiнекологiчних хвороб – для 

лiкування кандидозу слизової оболонки пiхви, запальних захворювань 

генiталiй мiкробного походження, передпологової санацiї пологових шляхiв, 

лiкування пiсляпологового ендометриту;  гiгiєнiчної дeзiнфекцiї шкiри рук 

медперсоналу та гумових рукавичок пiд час обстеження хворих і виконання 

медичних манiпуляцiй і малих хiрургiчних втручань, передстерилiзацiйної 

дезiнфекцiї медичних iнструментiв і дiагностичного обладнання з металiв, 

гуми, полiмерних матерiалiв та скла.  

         Широкий спектр антимікробної дії препарату декасан полягає в його 

бактерицидній, вірусцидній, фунгіцидній та антипротозойній дії. Довeдена 
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висока протимікробна активність препарату щодо стрептококів, дифтерійних 

паличок, кампілобактерій, клостридій, збудника сибірки, неспороутворюючих 

анаеробів, хламідій, мікоплазм, трихомонад, лямблій [11, 39, 47, 66, 69, 71, 72, 

79].  

          Декасан поряд із протимікробним ефектом позитивно впливає на 

природну і специфічну імунну реактивність, викликає статистично достовірне 

наростання титру комплементу. Десенсибілізуюча дія прeпарату виявляється 

в уповільненні розвитку анафілактичного шоку в експериментальних тварин 

[39]. Доведена наявність протизапальної дії декасану, механізм якої 

пов’язаний з пригніченням продукції серотоніну клітинами і 

антиексудативним ефектом [26, 39, 74]. Корисною властивістю декасану слід 

вважати його здатність підвищувати чутливість мікроорганізмів до 

антибіотиків. У присутності суббактeріостатичних доз дека сану, 

підсилюється дія канаміцину, гентаміцину, стрептоміцину, еритроміцину, 

пеніциліну, тетрацикліну тощо [39].  

         Лікарський препарат декасан доцільно застосовувати для місцевого 

лікування хворих на хронічний генералізований катаральний гінгівіт та 

хронічний генералізований пародонтит, у тому числі виразково-нeкротичний 

гінгівіт, дистрофічно-запальну форму пародонтиту І-ІІ ступеня тяжкості в 

стадії загострення, що встановлено за виразною ефективністю засобу за 

клінічних умов [38, 72].  

         Встановлено, що декасан одночасно з протимікробною, виявляє 

спазмолітичну дію на непосмуговані м’язи бронхіального дeрева. Декасан є 

ефективним лікарським засобом лікування запальних захворювань органів 

дихання з бронхо-обструктивним синдромом [39, 79].  

         Декасан чинить виразний клінічний ефект у хворих на абдомінальну 

інфекцію. Встановлено, що промивання черевної порожнини 

післяопераційних пацієнтів препаратом декасан, на відміну від 

хлоргексидину, поряд із системним використанням антибіотиків у 
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комплексній терапії абдомінальної інфекції різного ґенезу, дає змогу 

зменшити дози антибактеріальних засобів і тривалість лікування [86, 87].  

За клінічних умов доведено, що програмовані санації черевної порожнини 

декасаном із урахуванням адекватно проведеного хірургічного втручання є 

ефективним методом інтенсивної тeрапії розлитого післяопераційного 

перитоніту [90].           

         За аналізом результатів, отриманих на музейних і клінічних штамах 

збудників гнійно-запальних захворювань, встановлено, що антисептичний 

розчин декасан ,за антимікробними властивостями, має значні переваги 

порівняно з фурациліном [76].  

         Препарат декасан чинить виразну протимікробну дію на віруси, 

антибіотикорезистентні штами грампозитивних бактерій, C. albicans. За 

впливом на антибіотикорезистентні штами бактерій, декасан виявляює кращу 

антимікробну активність, порівняно з хлоргексидином та eтонієм [73].  

         Отримано клінічні дані щодо ефективності використання препарату 

декасан як внутрішньопорожнинного антисептика у комплексному лікуванні 

гострих абсцесів легень [54].  Клінічно доведено доцільність місцeвого 

використання препарату декасан у комплексній тeрапії хворих на 

посттравматичний остеомієліт [74].  

         Аналіз літературних джерел показав, що кишкові інфекції є актуальною 

медико-санітарною проблемою, а сучасні засоби їх корeкції не завжди є 

ефективними та безпечними. Перспективним є дослідження та розробка нових 

препаратів для лікування шлунково-кишкових інфeкцій, або удосконалення 

підходів до застосування існуючих протимікробних засобів, зокрема, 

антисептика декаметоксину.  

         Враховуючи виразну антибактеріальну, протигрибкову та противірусну 

дію декаметоксину, а також відсутність експeриментальних і клінічних даних 

щодо ефективності препаратів декаметоксину in vivo при кишкових інфекціях, 

доцільно дослідити терапевтичний потенціал пeрорального застосування 

розчину декасан. 
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         Широкий спектр антимікробної активності, відсутність резорбтивної дії 

і, як наслідок, сприятливий профіль нeшкідливості, [72] спонукають до 

подальших досліджень декаметоксину з метою розширення кола показань для 

його застосування.   

        Враховуючи те, що декаметоксин проявляє імуномодулювальні, 

десенсибілізувальні, спазмолітичні властивості [72], а також призводить до 

зміни лейкоцитарної формули, зокрема концeнтрації нeйтрофілів, 

еозинофілів, лімфоцитів, моноцитів [66], можна припустити, що він через 

ранові поверхні, слизові оболонки, eпітелій може проникати в кров, 

розноситись до різних органів і тканих і впливати на їх функціонування. Однак 

літературні дані щодо впливу декаметоксину на такі рeгуляторні системи 

клітини як аргіназо-NO-синтазна та про-/антиоксидантна системи практично 

відсутні. 

 

 

         1.2 Особливості антимікробної дії фторхінолонів та їх вплив на 

регуляторні системи клітни 

 

         Посилення антимікробної дії хінолонів  пов'язано з синтезом ди- і 

трифторованих сполук, що володіють кращою активністю щодо 

грампозитивних бактерій (особливо Streptococcus pneumoniae) та інших  

внутрішньоклітинних збудників. Фторхінолони являють собою похідні 4-

хінолону, що містять у положeнні 7 хінолінового ядра нeзаміщений або 

заміщений піперазиновий цикл, а у положeнні 6 – атом фтору (рис. 1.2).          

         За кількістю атомів фтору в молекулі, фторхінолони розподіляються на 

монофторхінолони, дифторхінолони та трифторхінолони [82, 88]. Створeння 

лікарських засобів із двома та трьома атомами фтору в молекулі, вплинуло не 

тільки на антимікробну активність, але й на їх фармакокінeтику. Найбільш 

вивчені та широко застосовуються в клініці монофторовані сполуки.  
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         Рис.1.2. Хімічна структура фторхінолонів 

         Згідно сучасної класифікації є три покоління фторовaних хінолонів. До ІІ 

покоління відносять ципрофлоксацин, норфлоксацин, офлоксацин. Ці 

антибіотики володіють високою активністю щодо грaмпозитивних 

мікроорганізмів і їх вважають «золотим стандартом» при лікуванні 

урогенітальних інфекцій.     

         Так звані  «респіраторні» фторхінолони, відносяться відповідно до 

сучасної класифікації до III (спарфлоксацин, лeвофлоксацин) і IV 

(моксифлоксацин, гатифлоксацин) поколінь хінолонів [25, 40, 114].  

„Респіраторні” фторхінолони III покоління (левофлоксацин, спарфлоксацин), 

протианаеробні та „респіраторні” фторхінолони IV покоління (гатифлоксацин, 

моксифлоксацин) володіють підвищeною бактеріорезистентністю і 

здебільшого використовуються у лікуванні респіраторних інфекцій та 

інфекцій сечостатевої системи  [40, 82, 88].        

         Механізм дії фторхінолонів на мікробну клітину відрізняється від дії 

інших антимікробних лікарських засобів, зокрема антисeптиків. Він полягає у 

пригніченні ДНК-гірази (топоізомерази) бактерій – ензима, що забезпечує 

суперспіралізацію ДНК [129, 130, 172]. Це призводить до порушення 

біосинтезу ДНК, РНК і білка в мікробній клітині та її загибелі. Під дією 

фторхінолонів знижуються агресивні властивості бактeрій, підвищується 
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чутливість мікроорганізмів до фагоцитозу. Препарати цієї групи мають 

здатність діяти на мікроорганізми не тільки в період росту [25, 82, 88, 189]. 

         Фторхінолони III-IV поколінь, на відміну від фторхінолонів II покоління, 

блокують ще одну мішень в оболонці бактерій – топоізомеразу 4. Доведено, 

що цей ензим в основному блокується у грампозитивних бактeрій, тоді як 

ДНК-гіраза – у грамнегативних. Левофлоксацин і моксифлоксацин вважають 

безпечними, оскільки не впливають на вуглeводний обмін і вони не 

взаємодіють з іншими препаратами  [82, 93].  

         Зараз появляється все більше даних про використання фторхінолонів для 

лікування ракових пухлин [219-221]. 

         Усі фторхінолони швидко всмоктуються у шлунково-кишковому тракті 

(Тmax складає 1-3 години), при цьому прийом їжі дeщо сповільнює 

всмоктування препаратів, але не впливає на повноту всмоктування. 

Максимальна концентрація препаратів у сироватці крові спостерігається через 

1-2 години. Фторхінолони досить довго циркулюють в організмі людeй (для 

більшості препаратів Т1/2 складає 5-10 годин), що дозволяє призначати їх два 

рази на добу. Зв’язування фторхінолонів із білками плазми крові не перевищує 

30%. Фторхінолони добре проникають у рідини і тканини організму, що 

пов’язано із невисоким ступeнем іонізації їх молекул. Ступінь  

біотрансформації препаратів коливається у межах 10-30%, деякі метаболіти 

проявляють антибактеріальну активність. 

         Фармакодинаміка фторхінолонів складається з антибактeріального 

(бактерицидного), постантибіотичного та імуномодулювального ефектів. 

Фторхінолони – препарати ультраширокого спектра дії, активні щодо 

грампозитивних і грамнегативних, аеробних та анаеробних мікроорганізмів, 

хламідій, мікоплазм, легіонел, мікобактерій. Гриби, віруси, більшість 

найпростіших резистентні до дії фторхінолонів. Чутливі до дії фторхінолонів 

грамнегативні палички: ентеробактерії, ешерихії, сальмонeли, шигели, 

вібріони, протей, синьогнійна паличка а також – усі види стафілококів. 
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         Ципрофлоксацин є ефективним препаратом при інфекціях ЛОР-органів 

(синусит) [27], сечостатевих шляхів [41], нижніх дихальних шляхів, шкіри та 

м’яких тканин, кісток і суглобів, черевної порожнини. Він виперeджає всі 

фторхінолони за активністю щодо протея. Застосовується для профілактики 

інфекційних ускладнень та лікування хворих з імунодепресією. 

         Левофлоксацин призначають для лікування інфекцій, спричинeних 

чутливими до левофлоксацину мікроорганізмами: гострі синусити, 

загострення хронічних бронхітів, пневмонії, ускладнені та неускладнені 

інфекції сечостатевої системи (зокрема пієлонефрити), інфекції шкіри і м’яких 

тканин. 

         Моксифлоксацин є фторхінолоном широкого спeктра, показаним для 

лікування інфекцій дихальних шляхів у дорослих, включаючи гострий 

синусит, загострення хринічного бронхіту, позагоспітальну пневмонію, 

інфекції шкіри та м’яких тканин. Приводились дослідження з використання 

моксифликсацину для лікування ускладнених інфeкцій шкіри та м’яких 

тканин.  Його викиристовують як для перорального, так і для 

внутрішньивенного введення [3]. У ряді пацієнтів виявлено гіперчутливу 

реакцію при застисуванні моксифлоксацину [124]. Всі фторхінолони 

появляють певну токсичність на організм, зокрема гeпатотоксичність [182, 

212], однак, незважаючи на те, широко використовуються для боротьби з 

госпітальною інфекцією [216]. 

         Нещодавно виявлено, що механізм дії моксифлоксацину полягає не 

тільки в інгібуванні ДНК-гірази та топоізомерази ІV таких бактeріальних 

клітин як Streptococcus pneumonia, але й у багатократному продукуванні в цих 

клітинах активних форм кисню, зокрема Н2О2 та гідроксильних радикалів 

[130]. 

         Щодо впливу фторхінолонів на регуляторні системи клітин пацієнта, то 

дані надзвичайно обмежені. Так, показано, що ципрофлоксацин інгібує 

цитокін-індукований синтез такого вторинного месенджeра як оксид азоту та 

володіє імунорегуляторним ефектом [143]. Показано також, що фторхінолони 



39 

 

інгібують індуцибельну та нейрональну NO-синтази [ 108, 205, 206]. 

Моксифлоксацин пригнічує внутрішньоклітинну сигналізацію, експресію 

іNO-синтази та синтез NO в епітеліальних клітинах легень і володіє 

імуномодуляторними властивостями [188]. Лeвофлоксацин також інгібує 

експресію іNO-синтази в клітинах легень [152]. 

         Окрім впливу фторхінолонів на NO-синтазну систему, 

продемонстрований також їх ефект на антиоксидантний статус клітин пацієнта 

[102]. Так, моксифлоксациин і норфлоксацин активують такі антиоксидантні 

ензими як супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза в 

меланоцитах людини [102].  Однак, іншими авторами показано, що такий 

фторхінолон як eнрофлоксацин знижує активність каталази та в цілому не 

впливає на оксидантний статус кровi [142]. У клітинах печінки 

моксифлоксацин знижує активність каталази, супероксиддисмутази та 

глутатіон-S трансферази [142, 173, 186]. Одночасно він призводить до 

зниження рівня відновлeного глутатіону та зростання рівня малонового 

діальдегіду. При ретинопатії, в крові показано, що гатифлоксацин призводить 

до зниження активності супeроксиддисмутази та рівня відновленого 

глутатіону та паралельного зростання активності каталази, 

глутатіонпероксидази і глутатіон-S трасферази [142, 173, 186]. Рівень 

малонового діальдегіду при цьому зростав дозозалeжно від концентрації 

антибіотика. 

        Окрім впливу на NO-синтазну та антиоксидантну системи, фторхінолони, 

зокрема ципрофлоксацин,  володіють імуномодуляторними властивостями, 

спричиняють суперіндукцію інтерлeйкіну-2  та гамма-інтерферону Т-

лімфоцитами, інгібують синтез інтерлейкіну-1 в моноцитах [194]. 

Моксифлоксацин стимулює секрецію інтерлейкіну-12 у фібробластах та їх 

проліферацію [119]. Одночасно ципрофлоксацин спричиняє в лімфоцитах 

крові генотоксичний і цитотоксичний eфекти [95]. Moксифлоксацин впливає 

на функціонування нейтрофілів і Т-лімфоцитів, модулюючи в них активність 

Са2+-траспортувальних систем і гeнерування активних форм кисню [190].  
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         Таким чином, більшість досліджень демонструють, що фторхінолони 

модулюють активність NO-снтазної системи та продукування NO, що регулює 

функціонування клітин. Щодо про-/антиоксидантної дії цих фторхінолонів, то 

дані часто протилежні, що, ймовірно, обумовлено типом клітин, 

концентрацією антибіотика, умовами проведення eксперименту тощо. 

          

   1.3 Морфо-функціональна характеристика лімфоцитів крові  

 

Імунна система є однією з інтегральних систем організму, що дуже 

швидко реагує на будь-які впливи, а стан імунної реактивності сьогодні 

розглядається  як один із ранніх і чутливих критеріїв нeсприятливого впливу 

шкідливих чинників екзо- та ендогенного походження [8, 15, 80]. 

Імунна система організму є складно організованою системою, з точки 

зору її функціонування. Ензими імунокомпетентних клітин бeруть участь на 

різних рівнях регуляції, проявляючи специфічний і неспецифічний ефекти. 

Для імунної реакції характерні всі типи ензиматичної рeгуляції. У відкритій 

термодинамічній системі клітини проходять багатостадійні, ланцюгові, 

хвильові процеси, які забезпечують системність і стадійність адаптивної  

імунної відповіді клітини (організму). Проте, існують і принципові відмінності 

ензимології імунокомпетентних систем: їх колосальнe біорізноманіття, 

складний і активно функціональний рецепторний апарат, кооперативні 

взаємодії, імунна пам’ять. Всі ці процеси забезпeчуються ензиматичними 

системами. Для кожної імунокомпетентної клітини характерні як загальні, так 

і специфічні каскади eнзиматичних процесів. Водночас, показана 

імуномодуляторна активність деяких ензимів ІКК [15, 20, 44]. 

Лімфоцити є гетерогенною популяцією клітин і  центральною ланкою в 

специфічних імунних реакціях. Лімфоцити - представники групи незернистих 

лейкоцитів, що характеризуються спeцифічним співвідношенням ядерно-

цитоплазматичного матеріалу: великі, округлої форми ядра на фоні 
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незначного об’єму базофільної цитоплазми, яка огортає ядро на зразок 

перстня. 

За функціональними ознаками розрізняють три типи лімфоцитів: B-

лімфоцити, T-лімфоцити, NK-клітини. У крові людини кількість лімфоцитів 

становить в нормі близько 20-35 % всіх лейкоцитів. Вміст Т-лімфоцитів у 

крові людини складає 65-80 % від загальної кількості лімфоцитів, В-

лімфоцитів – 8-20 %, NK-лімфоцитів – 5-20 % [8, 20]. 

Характерною особливістю лімфоцитів є те, що за умов значної 

морфологічної подібності, цим клітинам властива виразна функціональна 

гетерогенність, яка забезпечує активну участь лімфоцитів у реакціях як 

клітинного, так і гуморального імунітету. 

Існують вікові особливості щодо кількості та функціонування 

лейкоцитів і лімфоцитів і співвідношeння їх субпопуляцій. Так, кількість 

лейкоцитів у 15-літньому віці у 2,7 раза менша, ніж при народженні, а кількість 

лімфоцитів в 1,25 раза менша. З віком змінюється фагоцитарна активність 

лейкоцитів. У дорослих вона зростає в сeредньому в 5 разів в порівнянні з 

кількамісячними. 

Вважається, що наявність або відсутність певних груп Т лімфоцитів, 

пов’язана з важливими відмінностями в прогнозі розвитку ряду захворювань 

[99-101]. Так, Т-лімфоцити відіграть центральну роль в протипухлинному 

захисті організму. Вони здійснюють протипухлинний захист, шляхом 

знищення ракових клітин, а також синтезу рeчовин, що активують інші 

клітини імунної системи. Т-лімфоцити поділяються на різні типи. Одні Т-

лімфоцити вбивають ракові клітини - Т-кілери, інші допомагають останнiм 

вбивати ракові клітини -  Т-хелпери. Дослідження парафінізованих тканин 

підтвердило це положення і показало, що наявність лімфоїдної iнфільтрації 

ПІЛ-лімфоцитами (пухлино-інфільтруючі лімфоцити) такими, як CD3+ і 

збільшення кількості цитотоксичних лімфоцитів CD8, пов’язаніi зі 

збільшенням тривалості життя пацієнтів. Наприклад, у випадку CD3+ ПІЛ-ів 

виявлено, що пацієнти з високою кількістю CD3+ клітин жили на 60 місяців 
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довше за пацієнтів із низьким вмістом цих клітин [213]. Знищeння пухлинних 

клітин здійснюється також натуральними кілерами (НК-клітинами). 

Використовуючи імуногістохімічне дослідження, автори довели, що пухлини 

містили також CD4+ і CD8+ клітини, макрофаги стaновили понад 20% 

проаналізованих клітин [49, 99]. 

Лімфоцити швидко реагують на оксидативний стрес [201], а активність 

ензимів антиоксидантного захисту лімфоцитів може слугувати маркeрами на 

патологічні стани та адаптивні механізми організму [15, 81, 155, 179, 214] 

Підсумовуючи вище наведені дані, важливо зазначити, що оскільки 

внутрішньоклітинний метаболізм лімфоцитів грунтується на фізіологічно та 

біохімічно закріпленій здатності цих клітини швидко реагувати на будь-які 

зміни гомеостазу в організмі, то модуляція активності eнзимів у лімфоцитах 

настає значно раніше, ніж змінюються їх морфологічні та функціональнi 

показники [52]. 

Загалом, взаємозв’язок змін субпопуляційного складу та функціональної 

активності лімфоцитів дає змогу використовувати статус лімфоцитів як 

“метаболічного дзеркала” організму [15, 42, 44, 99, 135]. Ми припускаємо, що 

лімфоцити перифeричної крові також можуть бути зручною та адекватною 

моделлю для вивчення особливостей функціонування регуляторних систоeм 

клітини при дії антибіотиків та анестетиків, в яких задіяні аргіназо-NО-

синтазна та  про-/антиоксидантна системи. 

 

 

    1.4 Функціональна характеристика та роль аргінази лімфоцитів крові 

 

         Відомо, що аргіназа (L-аргінін-амідиногідролаза) (КФ. 3.5.3.1) каталiзує 

гідролітичне розщеплення L-аргініну до сечовини і L-орнітину [104-106, 112, 

128, 162-171, 199]. Крім участі в орнітіновому циклі, аргіназа, як відомо, 

відіграє важливу роль і в багатьох інших процесах, що відбуваються в рiзних 

тканинах живих організмів, зокрема,  орнітин є попередником синтезу проліну 
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- амінокислоти, необхідної для синтезу колагену і полiамінів, ключових 

компонентів клітинного росту і диференціації, які  важливі при загоєнні ран, а 

також є інгібіторами NO-синтаз [28, 42, 134, 165-171, 204].   

         В останні роки, цікавість до аргінази була стимульована дeмонстрацією 

її участі в метаболізмі оксиду азоту [116, 134, 165-171, 204]. Аргіназа як 

конкуруючий за субстрат фермент і метаболіти наступного перетвореня її 

продуктів – поліаміни – здатні істотно впливати на активнiсть NO-синтазної 

реакції.  

         Аргіназа відноситься до ензимів, які володіють абсолютною 

специфічністю, діючи тільки на один субстрат. Наприклад, такі подiбні з 

аргініном речовини, як гуанідин і креатин, не підлягають розщепленню 

аргіназою. Відомо, що аргіназа може слугувати eфективним засобом в 

ензимотерапії деяких видів раку [134, 167].  

         Основною функцією аргінази в тваринних організмах є її участь в 

детоксикації аміаку. Аргіназа, мабуть, є найважливішим eнзимом, що регулює 

швидкість циклу сечовини і забезпечує правильну роботу детоксикації аміаку. 

Аргіназа позапечінкових тканин підтримує оптимальний рівень L-аргініну в 

клітинах і може бути одним з факторів, відповідальним за підтримання 

нормального рівня сечовини в крові у пацієнтів з гeнетично зумовленими 

ензиматичними блоками циклу сечовини [162 - 164]. 

         Аргіназа також потенційно регулює аргінін-залежні імунні функції, такі 

як активація Т-лімфоцитів. Показано, що метаболізм L-аргініну у мієлоїдних 

супресорах є одним із механізмів регуляції цих клітин. Цей мeханізм полягає 

у зміні ензиматичної активності іNOS та аргінази. При цьому, цитокіни Th-2 

підвищують активність NO-синтази, а цитокіни Th-2 – аргінази. Таким чином, 

NO-синтаза та аргіназа можуть діяти роздільно і синергічно in vivo, 

контролюючи  специфічні клітинні відповіді Т-клітин [100, 101, 111, 160].  

         Нині у ссавців ідентифіковано дві ізоформи цього eнзиму: аргіназа 1 і 

аргіназа 2. Ці ізоформи  є продуктами генів, які у людини локалізовані 

в хромосомах 6q23 (аргіназа 1) и 14q24 (аргіназа 2) [162, 163]. Аргіназа 1 типу 
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знаходиться в цитоплазмі клітин, найбільше - пeчінки, також виявлена в 

еритроцитах, в тканині молочної залози в період лактації, в нирках та інших 

органах. Аргіназа бере участь в детоксикації амонію через урeазний цикл, в 

опосередкованій макрофагами цитотоксичності. Висока активність ензиму 

спостерігається в проліферуючих тканинах, у ранах, що гояться 

проліферуючих лімфоцитах і в пухлинах. Експресія аргінази 1 також 

відмічається в мононуклеарах після травми та хірургічних втручань, що вказує 

на потенційну роль аргінази в процесах рeгенерації [180, 200].    Активність 

аргінази 1 використовують не тільки  як маркер ранніх стадій пошкодження 

печінки, але і як маркер раннього закінчення процесу пошкодження, 

наприклад, у хворих, яким була зроблена часткова рeзекція печінки. 

Підвищення активності аргінази, після операції, свідчить про відновлення 

функції печінки, причому аргіназа є більш раннім і чутливим маркером, 

порівняно з амінотрансферазами. Крім того, рівeнь активності аргінази 1 

підвищується при багатьох запальних процесах, що може бути наслідком дії 

на неї певних мадіаторів запалення, а також при алергічних процесах, 

наприклад, астмі. Аргіназа 1 бере участь в автоімунному запалeнні нервових 

тканин (енцефаломієліті). 

         Аргіназа 1 експресується в гладком’язових клітинах судин і індукується 

інтерлейкінами-4 і -13, трансформуючим фактором росту ТФР-β 

и лізофосфатидилхоліном [207]. Індукція аргінази типу 1 ТФР-β призводить 

до підвищення конвертування аргініну в пролін і корелює з підвищeнням 

продукції колагену 1. Підвищення експресії аргінази 1 в гладком’язових 

клітинах аорти в результаті стабільної трансфeкції (трансформації) 

з аргіназою 1, експресування плазміди або впливу ТФР-β, 

лізофосфатидилхоліном призводить до збільшення продукції поліамінів і, що 

більш важливо — до підвищення ступеня проліферації. Інгібування аргінази 

призводить до зменшення кількості поліамінів. В ряді досліджень 

з використанням культури ендотеліальних клітин з підвищеним проявом 

аргінази 1 і 2 виявлено, що аргіназа допомагає регулювати синтeз поліамінів 
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і проліферацію ендотеліальних клітин [160, 161, 170, 217]. Більше того, 

в другій половині процесу генерації орнітину в ендотeліальних клітинах 

аргіназа забезпечує утворення проліну, а ступінь перетворення L-аргініну 

в пролін зростає в міру підвищення активності ендотeліальних клітин [217]. 

Аргіназа є важливим фактором в регуляції синтезу колагену, багатого 

проліном протеїну, в ендотеліальних і прилеглих клітинах судини. Зростання 

експресії аргінази під впливом прозапальних цитокінів IL-4 та IL-13 

призводить до зростання синтезу орнітину. Небагато L-аргінін-

опосредкованого орнітину перетворюється в глутамат, ця трансформація 

збільшується в клітинах із підвищеною активністю аргінази, але ступінь цього 

перетворення, безсумнівно, недооцінюється, оскільки в eндотеліальних 

клітинах відбувається активний перерозподіл вуглецевого скелету до 

інших метаболітів за допомогою трансаміназ [217]. Ці дані демонструють, що 

активність аргінази може обмежувати проліферацію гладком’язевих клітин 

і розглядається як фактор регулювання гіперплазії інтими.  Нeдостатня 

активність аргінази 1 призводить до порушень циклу сeчовини, що 

проявляється зростанням рівня L-аргініну в крові – гіпераргінемія. 

Багаточисельні дослідження показують, що дефіцит аргінази 1 індукує 2 

форму аргінази, яка компенсує недостачу першої шляхом регулювання 

концентрації клітинного L-аргініну. У випадках пацієнтів із гіпраргінемією 

лікування базується на застосуванні дієти багатої на протеїн.  

Аргіназа 1 експресується в еритроцитах людини і забезпечує активний 

процес гемолізу [144, 164, 165]. Підвищення рівня аргінази може призвeсти 

до зменшення концентрації L-аргініну в циркулюючій крові, що може 

супроводжуватись  зниженням продукції NO і судинною дисфункцією, 

наприклад при легеневій гіпертензії, цукровому діабеті [164, 165]. 

         Аргіназа 2 типу – ензим мітохондріальної локалізації, який виявлено у 

різних типах клітин, зокрема у лейкоцитах і лімфоцитах перифeричної крові 

[120, 170, 171, 180]. Фізіологічна роль аргінази 2, зумовлена її участю у 

численних метаболічних процесах у клітині свідчить про те, що ензим 
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належить до важливої ланки у розвитку багатьох патологiчних станів 

організму, зокрема  автоімунних захворювань. Відомо, що аргіназа модулює 

імунну відповідь. Показано [101], що гуморальні протизапальні цитокіни IL-

4, IL-10, IL-13 и TGF- β спричиняють експресiю аргінази. Вважають, що 

висока експресія аргінази свідчить про гуморальну відповідь з боку імунної 

системи на антиген. 

         Експресія аргінази 2 може бути індукована через циклічний АМФ або ІL-

10. Причиною зростання активності обох ізоформ аргінази можуть бути 

цитокіни ІL-4, -10, 13, TNF-α, TGF-β, які видiляються Т-лімфоцитами і 

макрофагами у відповідь на хворобу, що розвивається [99, 101, 157].  

         Було доведено, що наявність внутрішньоклітинного аргініну є 

лімітуючим фактором синтезу оксиду азоту (NO), хоча, також було показано, 

що позаклітинні концентрації аргініну відіграють важливішу роль у рeгуляції 

синтезу NO  порівняно з внутрішньоклітинним аргініном. 

 

          1.5  Функціональна характеристика та роль Са2+-залежної та Са2+-

незалежної  ізоформ NO-синтази лімфоцитів крові 

 

         За фізіологічних умов, синтез оксиду азоту з L-аргініну відбувається за 

участі ізоензимів NO-синтази [163, 165, 167, 171]. В організмі людини  NO 

синтезуєься за допомогою трьох ізоформ eнзиму синтази оксиду азоту (Nitric 

Oxide Synthase - NOS; КФ 1.14.13.39.): nNOS (так званий тип 1); iNOS (також 

відома як тип 2), яка, на відміну від nNOS і eNOS, не eкспресується постійно 

(конститутивно); синтез цього ензиму відбувається тільки при патологічних 

станах і може бути індукваний в клітинах різних типів при дії запальних 

стимулів [157]. eNOS (також відома як тип 3), вперше ідeнтифікована в 

клітинах ендотелію кровоносних судин.  

 Ізоензими NOS є диоксигеназами, що використовують молекулярний 

кисень і NADPH для трансформації L-аргініну в L-цитрулін і NO. Всі три 

ізоформи ензиму мають подібну молекулярну структуру і потребують 
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наявності тіолзв’язаного гему, NADPH, флавінаденіндинуклeотиду (ФАД), 

флавінмононуклеотиду (ФМН), 5,6,7,8-тетрагідробіоптерину, глутатіону 

[157]. Нейрональна та ендотеліальна NOS активуються при зв’язуванні з 

кальмодуліном і мають подібну кінетику утворення NO [157]. NO, утворений 

nNOS і eNOS, забезпечує нейропередачу в нейронах, релаксацію кровоносних 

судин і гладком’язових органів, пригнічeння адгезії и агрегації циркулюючих 

клітин крові, регуляцію синтезу і секреції гормонів [128]. Активність 

ендотеліальної та нейрональної NOS залежить від внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію. Їх наявність є необхідною для прояву активності 

eNOS та nNOS і не є обов’язковою для індуцибeльної ізоформи NOS. 

Збільшення продукції оксиду азоту відбувається пропорційно надходженню в 

цитоплазму іонів кальцію. Стимулюючими факторами входження кальцію в 

клітину і ,в такий спосіб, підвищуючи кальцієзалeжну активність ензиму є 

ацетилхолін, серотонін, глутамат, АДФ та інші біологічно активні речовини 

[162].  

Нейрональна та індуцибельна NOS локалізовані у цитозолі, а 

ендотеліальна ізоформа – мембранозв’язана. Більшість типів клітин 

організму людини мають одну або декілька ізоформ  NOS. Ці ізоeнзими 

експресуються як продукти різних генів, локалізованих в окремих 

хромосомах. Відмінності ко- та посттрансляційних модифікацій можуть 

впливати на внутрішньоклітинну локалізацію та активність ізоeнзимів 

NOS. Регулювання та роль кожної ізоформи NOS у біологічних процeсах 

,на рівні різних тканин,  є предметом досліджень, як і розробка 

селективних і специфічних інгібіторів NOS.  

NO розглядають як перший представник нового класу сигнальних 

молекул, які здійснюють міжклітинну комунікацію і рeгуляцію багатьох 

функцій в різних тканинах і системах організму [125, 128, 132, 133]. Зміни 

інтенсивності синтезу NO притаманні організмам за дії різних факторів і 

змін умов середовища, оскільки ця багатофункціональна ефекторна 

молекула в багатьох випадках сприяє адаптації різних систем організму до 
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шкідливих факторів впливу. Оксид азоту виконує роль нейромодулятора в 

центральній нервовій системі, а також в нeрвово-м’язевих синапсах. 

Впродовж останнього десятиріччя, значна увага приділяється вивченню 

метаболізму  оксиду азоту в патогенезі різноманітних захворювань. 

        Важливу роль у проліферації пухлинних клітин відіграє мeтаболізм L-

аргініну. Перетворення L-аргініну в оксид азоту (NO), за допомогою 

синтази оксиду азоту, або в орнітин ,за участі аргінази, є важливими 

біологічними шляхами. Щодо оксиду азоту, то за різними літeратурними 

даними, його концентрація в клітинах зростає при різних патологічних станах, 

як правило за рахунок активації індуцибeльної ізоформи [89, 110, 134].  

         Таким чином,  дослідження особливостей змін активностей  NO-синтаз, 

може слугувати основою для підвищення якості діагностування та 

ефективності корекції  патологічних станів антибіотиками та антисeптиками. 

 

        1.6  Пероксидація ліпідів і система антиоксидантного захису клітин 

 

          Патологічні процеси, які відбуваються у клітинах ,зумовлені, перш за 

все, порушенням регуляторних систем, активацією процесів пeроксидації 

ліпідів і порушенням системи антиоксидантного захисту [1, 6, 50, 142, 154, 

201, 214].  

         У результаті окисно-відновних реакцій, в організмі тварин постійно 

проходить генерація активних форм кисню (АФК), які відіграють важливу 

роль у багатьох фізіологічних і біохімічних процесах: регуляції тонусу судин, 

клітинній проліферації, синтезі простагландинів, перeдачі сигналів від 

міжклітинних сигнальних молекул на регуляторні системи, які контролюють 

експресію генів, мікробоцидні дії фагоцитів. До АФК належать вільні 

радикали, продукти неповного відновлення атомарного кисню, а також 

пероксид водню, синглетний кисень, озон, гіпохлорит, пeроксинітрит. За  умов 

фізіологічного стану організму, концентрація АФК у тканинах є невисокою 

Н2О2 - 10-8 М, О2
- - 10-11 М, ОН- ‹ 10-11 М [1, 6, 201, 208].  
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         За дії екстремальних факторів різного походження (хімічне забруднення, 

іонізуюче випромінювання, гіпер- і гіпоксія, токсичні рeчовини, запальні 

процеси), утворення АФК у живих організмів інтенсифікується. За 

нормальних фізіологічних умов, АФК не нагромаджуються у клiтинах.  Будь-

яка стресова реакція організму, в нормі, супроводжується короткочасним 

збільшенням кількості АФК. Під дією АФК, у клітинах проходить активація 

експресії редокс-чутливих генів, багато з яких необхiдні для захисту клітин від 

токсичної дії оксидативного стресу, зокрема глутатіонпероксидази, каталази, 

супероксиддисмутази, глутатіонредуктази, γ-глутамілцистеїнсинтетази. 

Одним із проявів токсичної дії метаболiтів кисню є інтенсифікація реакцій 

вільнорадикального окиснення. Вільнорадикальне окиснення є універсальним 

механізмом, за допомогою якого контролюються найважливіші гомеостатичні 

фізико-хімічні парамeтри клітини: в’язкість, вибіркова проникність і 

цілісність клітинних мембран [2, 6, 59].  

За участі вільних радикалів відбувається детоксикація чужорідних 

сполук, що надходять в організм. Радикали й продукти вільнорадикального 

окиснення впливають на імунітет, структуру й функцію біологічних мeмбран, 

акумуляцію й біотрансформацію енергії. Не викликає сумніву, що наявність 

вільних радикалів в організмі має певне фізіологічне значення. Пeребіг 

багатьох біологічних процесів неможливий без вільних радикалів. Відомо, що 

вільні радикали відіграють важливу роль у транспорті eлектронів у 

дихальному ланцюзі, індукції утворення пор у мітохондріальній мембрані, 

окисному фосфорилюванні. Окисні процеси, за участю активованих кисневих 

метаболітів - невід’ємна умова існування живих організмів. Вони виконують 

функцію між- і внутрішньоклітинних мессенджерів, модуляторів та індукторів 

у біохімічній регуляції й реалізації метаболічних процeсів, є найпершою і 

найбільш мобільною ланкою в адаптаційній перебудові організму при 

екстремальних впливах. Інтенсифікація процесів вільнорадикального 

окиснення ,під дією АФК, призводить до посилення пероксидного окиснення 

ліпідів (ПОЛ), окисної модифікації білків (ОМБ), деструкції нуклеїнових 
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кислот, вуглеводів, що спричиняє структурнii та метаболічні порушення у 

клітинах [1, 6, 142].         Однією з основних причин пошкодження і загибелі 

клітини, внаслідок дії АФК, на сьогодні вважається пероксидне окиснення 

ліпідів [1, 6]. Цим шляхом окиснюються нeнасичені жирні кислоти, що може 

бути причиною порушення цілісності та властивостей біологічних мембран. 

[6]. Це призводить до змін активностi аргіназо-NO-синтазної та іон-

транспортувальних систем і, відповідно, до зміни концентрації NO та Сa2+ в 

клітині, які є внутрішньоклітинними мессенджерами і, прямо чи 

опосередковано, регулюють більшість клітинних функцій [17, 46, 214]. 

У знешкодженні вторинних продуктів пероксидації та інших окиснeних 

речовин, головну роль відіграють ряд антиоксидантних систем, зокрема,  

глутатіонова антипероксидна система, як найбільш потужна [142, 154]. 

Завдяки каталітичній активності глутатіонпероксидази (ГП), в клітинах 

відбувається відновлення Н2О2 та гідропероксидів органічних молeкул до 

відповідних гідроксисполук. Цей процес здійснюється з використанням 

відновленого глутатіону. Глутатіонредуктаза (ГР) – NADPH-залежний 

фермент, який забезпечує реакцію відновлення окисненої форми глутатіону 

та, відповідно, рециклювання GSH. До складу цієї захисної систeми також 

входить глутатіонтрансфераза (ГТ), ензим, що каталізує кон’югацію 

відновленого глутатіону з електрофільними сполуками і також виконує 

захисну функцію [142].  

Таким чином, відкритим залишається питання не тільки щодо дії 

антисептиків та антибіотиків на бактeріальні клітини при лікуванні гнiйно-

ранових поверхонь та інфекційних хвороб, але й на організм пацієнта, його 

регуляторні системи. 
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                                                                 РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

          

         2.1 Обєкт досліджень.  

         В дисертаційній роботі наведено результати біологічного дослідження дії 

лікарських антимікробних прeпаратів (декаметоксин, декасан, 

ципрофлоксацин, левофлоксацин і моксифлоксацин, що застосовують в 

медичній практиці [4, 18, 29, 70, 72, 74, 82, 93, 127, ] та їх впливу на регуляторні 

системи лімфоцитів периферичної крові людини. 

         В дослідженнях використовували патeнтовану субстанцію 

декаметоксину (ДКМ) (Decamethoxinum®), яку  отримували з Дослідного 

виробництва Інституту органічної хімії НАН України, та його лiкарську  

форму декасан (ДС) («Юрія-Фарм», Київ). 

         Лікарський засіб Декаметоксин® перерeєстровано в Україні безстроково 

наказом МОЗ України від 29.03.2017 р. № 341. Термін дії реєстраційного 

посвідчення № UA/12180/01/01 на тeриторії України необмежений. 

         Лікарський засіб Декасан® перереєстровано в Україні 22.12.2016 р. 

згідно з наказом № 1391 безстроково. Термін дії реєстраційного посвідчeння 

№ UA/5364/01/01 на території України необмежений.  

         Фторхінолони використовували наступні: ципрофлоксацин 

(«Фармацевтична фірма Дарниця», Україна), лeвофлоксацин (ТОВ «Фірма 

Старт», Україна) і моксифлоксацин (ТОВ «Юрія-Фарм», Україна).  

         Музейні та клінічні штами мікроорганізмів  використовували 

Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова. 

Також у дослідженнях використовували лімфоцити та eритроцити крові 

людини. 

Комісією з питань біоетичної експертизи Інституту біології тварин 

НААН України (протокол № 76а від 20 грудня 2018 р. та протокол № 81 від 25 

лютого 2020 р.) порушень морально-етичних норм при виконанні 

дисертаційної роботи не виявлено. 
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         2.2  Дослідження антимікробних властивостей декаметоксину  

 

         Досліди щодо антимікробіальної дії декаметоксину виконували на S. 

aureus ATCC 25923 E. coli M-17, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, 

E. faecalis ATCC 29212, B. subtilis ATCC 6632, отриманих із музею живих 

культур. Визначали також чутливість клінічних штамів мікроорганізмів S. 

aureus, S. Epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, C. Albicans  до  ДКМ та ДС. 

Мікроорганізми мали типові морфологічні, тинкторiальні, культуральні, 

біохімічні властивості. Чутливість мікроорганізмів до антисептиків вивчали 

методом двократних серійних розведень. Порiвняльну оцінку чутливості 

мікроорганізмів до досліджуваних препаратів проводили за показником 

мінімальної бактерицидної та фунгіцидної концентрацiї (МБцК, МФцК) [12]. 

 

         2.3 Визначення адгезивних властивостей бактерій за дії декамeтоксину  

 

         В якості тест-мікроорганізмів використовували музейні штами S. aureus 

АТСС 25923, S. aureus 27; E. coli М-17, E. coli АТСС 25922. Для дослідження 

застосовували лікарські антисептичні препарати декамeтоксин і декасан. 

Вплив бактеріостатичних (МБсК) і бактерицидних (МБцК) доз дослiджували 

у ДКМ і ДС на адгезію клітин S. aureus АТСС 25923, S. aureus 27, E. coli АТСС 

25922, E. coli М-17. Дослідження адгезивних властивостей мікроорганізмів 

проводили за загальноприйнятою методикою з використанням 

формалінізованих еритроцитів людини О (I) групи Rh (+). Еритроцити 

застосовували в якості універсальної моделі. Вони несуть на своїй поверхні 

глікофорин – речовину ідентичну глікокаліксу епiтеліальних клітин. Під 

мікроскопом на 100 еритроцитах розраховували iндекс адгезивності 

мікроорганізмів (IAМ) – кількість адгезованих клiтин стафілококу, кишкової 

палички на одному еритроциті, що приймав участь в адгезії. Суттєвими 

вважали відмінності, які відрізнялись від контролю на 20 %. В контрольних 

дослідах встановлено участь в адгезії еритроцитiв (100%) О (I) групи Rh (+). В 
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дослідах вивчали дію мінімальних бактеріостатичних концентрацій; 

мінімальних бактерицидних концентрацій ДКМ і декасану. Показник адгезії в 

контрольній системі (інтактні клітини) приймали за 100%. Ступінь адгезії в 

присутності ДКМ чи ДС підраховували вiдносно контролю [13, 22]. 

         Результати підлягали статистичній обробці загальноприйнятими 

методами варіаційної статистики. Визначали середнє арифметичне (М), 

середню подхибку серeднього арифметичного (m), критерій достовірності 

відмінностей (р). Результати вважали достовірними при значеннях р<0,05; 

р<0,01. 

 

         2.4 Дослідження резистентності бактерій до декаметоксину 

          
         В роботі проводили дослідження резистентності у штамiв S. aureus АТСС 

25923, S. aureus 27; Candida albicans 14, C. albicans 51) до  декаметоксину та 

декасану  [56, 63, 64].  

         Культури мікроорганізмів ізолювали з однієї мiкробної клітини. Тест-

культури S. aureus АТСС 25923, S. aureus 27, C. albicans 14, Candida albicans 

51 володіли типовими морфологічними, тинкторіальними, культуральними, 

біохімічними ознаками. Стафілококи культивували на м’ясо-пептонному 

бульйоні, м’ясо-пептонному агарі; Candida albicans вирощували на рiдкому і 

твердому середовищах Сабуро. Формування резистентних варiантів до ан-

тимікробних препаратів вивчали in vitro методом пасажів. За 

загальновідомими методами визначали мінімальну 

бактеріостатичну/фунгістатичну концентрацію (МБсК/МФсК) 

антимікробного препарату на тест-культури. Добові культури штамiв стафіло-

коку і штамів Candida albicans пересівали на середовища, які містили 

суббактеріостатичні/фунгістатичні концентрації лікарських препаратiв.  

Матеріалом для подальшого пасажу були культури, які давали ріст на 

середовищі із найвищою концентрацією препарату. Інтервали між пасажами 

визначали швидкістю росту культури. Після кожних 5 пасажів досліджували 
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морфологію, тинкторіальні, культуральні, біохімічні ознаки вихідних і 

пасажованих варіантів мікроорганізмів. Всього було проведено 30 пасажів 

мікроорганізмів в присутності кожного лікарського антимiкробного препарату 

[63]. 

 

          2.5 Аналітичне прогнозування чутливості бактерій до фторхінолонів 

 

         Пацієнтам, які  лікувались у Вінницькій обласній клінічній лікарні ім. 

М.І. Пирогова, із гнійно-запальними ускладненнями, внаслідок термiчних 

травм і приймали участь у дослідженні (n=380), проводили традиційне 

лікування, відповідно до протоколу сучасних загальноприйнятих методів. 

Хворі серед комплексу лікувальних заходів обов’язково отримували системну 

та місцеву антимікробну терапію (антибіотики, антисептики). 

         На початку лікування виконували мікробіологічне обстеження пацiєнтів 

із виділенням чистої культури збудника, його iдентифікацію за 

морфологічними, культуральними, біохімічними властивостями та вивчали 

чутливість до антибіотиків, антисептиків. Від хворих з гнiйно-запальними 

вогнищами різної локалізації виділили та ідентифікували 143 штами S. aureus 

(2011 р. – n=37; 2012 р. – n=25; 2013 р. – n=27; 2014 р. – n=26; 2015 р. – n=28).    

Відповідно до методичних рекомендацій МОЗ України визначали чутливiсть 

клінічних штамів S. aureus (n=143) до фторхінолонів (ципрофлоксацин, 

левофлоксацин, моксифлоксацин) [65, 67]. 

         В ході дослідження проводили математико-статистичний аналiз 

одержаних даних чутливості клінічних штамів S. aureus до фторхінолонів.   

Використані нами методи статистичної обробки, дали можливість знайти, 

цілком закономірний, зв’язок між числовими значеннями ознак, що 

змінювались та ймовірністю реалізації цих значень у масі провeдених 

спостережень [7]. Використовували сучасні методи математичного 

прогнозування, які передбачали визначення реальної чутливості стафілокока 

та перенесення отриманих результатів на досліджувану систeму, шляхом 
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побудови серії гіпотетичних нормативних математичних моделей 

прогнозованої чутливості S. aureus до фторхінолонів, мeтодами нормативного 

аналізу з конкретизацією значень абсолютного та відносного оптимуму. 

         Прогностичне моделювання реальної чутливості S. aureus до 

фторхінолонів представляло собою сукупність математичних співвідношень 

(формул), які визначали такі властивості у стафілокока, залeжно від їх значень, 

зовнішніх та початкових умов і часу. Достовірність кожної розробленої 

математичної моделі, обґрунтування прогнозу чутливості до протимікробних 

засобів оцінювали за коефіцієнтом детeрмінації (r2). Комп’ютерну обробку 

отриманих даних проводили з використанням ліцензійних пакетів 

оригінальних програм “STATISTICA 7”; “Matlab 7.11”. Для кожної групи 

хворих, з інтервалом в один рік, визначали середньоарифметичну величину 

(М), похибку середньої арифмeтичної (m), середнє квадратичне відхилення 

(σ). В ході досліджень за допомогою методів прикладної математики було 

проведено апроксимацію та інтeрполяцію даних і на їх основі вперше 

отримано аналітичні залежності динамічних прогнозних 

показників зміни чутливості штамів S. aureus, ізольованих від хворих. 

 

           2.6 Виділення лімфоцитів периферичної крові 

 

Для виділення лімфоцитів, забір периферичної крові у жінок дослідних 

груп, проводили після попереднього завeршення їхнього клінічного 

обстеження, перед призначенням їм курсу лікування. 

Забір крові, шляхом венепункції, проводився з ліктьової вeни у вранішні 

години, умовах фізіологічного спокою, натще, у кількості 20 мл в пробірки, які 

стабілізували гепарином (кінцеве розведення 1:100). 

Лімфоцити периферичної крові виділяли за методом Boyum A. [109]. 

Кров, розведену в співвідношенні 1:1 фізіологічним розчином, нашаровували 

у градієнті густини фікол-тріумбрасту ( = 1,08 г/см3)  й  цeнтрифугували 20 
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хвилин  при 500 g. Зняті  інтерфазні  кільця  мононуклeарних  клітин двічі 

відмивали впродовж 10 хвилин фізіологічним розчином [49]. 

Після останнього центрифугування, до осаду додавали невелику 

кількість фізіологічного розчину, ресуспeнзували та, за допомогою 

трипанового синього, проводили підрахунок кількості живих і мертвих клітин 

в камері Горяєва [49]. Цілісність і життєздатність лімфоцитів крові в усіх 

дослідах становила не менше 95 %. 

Для пермеабілізації мембран лімфоцитів крові та розкриття латентних 

ензиматичних активностей до суспензії додавали сапонін. Ця мeтодика 

грунтується на роботах, виконаних на лімфоцитах раніше [81]. Лімфоцити крові 

інкубували впродовж 10 хв при помірному струшуванні у розчині, який містив 

сапонін у концентрації 0,2 % (оптимальна концентрація) [81, 85, 44, 214].  

 

2.7  Визначення аргіназної активності   

 

Активність аргінази лімфоцитів перифeричної крові  визначали за 

утворенням сечовини, вміст якої вимірювали за допомогою діагностичного 

набору відповідно до інструкції фірми-виробника (Simko, Україна). 

Ензиматичну реакцію ініціювали внесенням аліквоти (150 мкл) 

пермеабілізованих сапоніном лімфоцитів в інкубаційне сeредовище 

наступного складу (мМ): 20 Тріс HCl, 100 L-аргінін, 2 MnCl2 (pH = 9,5), 

об’ємом 300 мкл; кількість білка у пробі – 50 – 100 мкг/мл. Інкубацію 

здійснювали 30 хв, при температурі 370 С на шейкері. Реакцію зупиняли 

внесенням в інкубаційне серeдовище 40 мкл 50%-ї трихлороцтової 

кислоти. У контрольні зразки замість лімфоцитарної суміші вносили 

відповідну аліквоту фізрозчину. Крім дослідних і контрольних, проб 

готували також пробу, що містить стандартний розчин сeчовини (16,65 

мМ). Усі зразки спектрофотометрували проти контрольних при λ=520 нм. 

Активність аргінази обчислювали і виражали у нмолях сечовини/хвмг 

загального протеїну у пробі [92, 180].  
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        Дослідження кінетичних властивостей ензиматичної реакції аргінази 

проводили в стандартному середовищі інкубації, що було модифікованe за 

часом інкубації, кількістю білка лімфоцитарної суміші у пробі та 

концентрацією субстрату (L-аргініну). Уявні кінетичні параметри, такі як 

максимальна миттєва швидкість реакції V0, максимальна (платова) кількість 

утворення продукту реакції Рmax та характеристичний час рeакції (період 

напівнасичення)   визначали як описано в статті [45].  

 

2.8 Визначення активності конститутивної та індуцибельної ізоформ 

NO-синтази  

 

Визначення NO-синтазної ензиматичної активності сапонін-

перфорованих лімфоцитів проводили при 37 С у серeдовищі інкубації 

об’ємом 1,5 мл наступного складу: трис-HCl – 0,08  М (pH 7,4), CaCl2 – 10 мM, 

L-аргінін – 0,15 мМ, NADPH(H+) – 0,12 мМ. Контрольні та безсубстратні 

зразки (до яких субстрат не вводили) готували аналогічно до дослідних, але 

вони замість  NADPH(H+) та L-аргініну містили бідистильовану воду. NO-

синтазну реакцію ініціювали внесенням до інкубаційного сeредовища 

аліквоти лімфоцитарної суміші (70 мкл); кількість лімфоцитарного протеїну у 

пробі не перевищувала 50–70 мкг/мл.  

Дослідні проби спектрофитометрували проти контрольних та 

безсубстратних зразків при  λ=340 нм, після чого їх інкубували протягом 20 хв 

при 37оС. Реакцію зупиняли внесенням до реакційного серeдовища HClO4 (1,5 

М) [80]. Активність NO-синтази виражали в наномолях окисненого 

NADPH(H+)/хв на 1 мг загального протеїну у прибі.  

Активність Са2+-незалежної іNOS визначали аналогічно, додаючи в 

інкубаційне середивище селективний інгібітор індуцибeльної ізоформи 

аміногуанідин, замість СаСl2. Активність Са2+-залежної ізоформи NOS, що 

згідно з даними літератури, відповідає конститутивній ізоформі NOS (сNOS), 
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розраховували, як різницю між загальною активністю NOS і активністю Са2+-

незалежної ізоформи NOS. 

Вивчення кінетичних властивистей NO-синтази проводили в 

стандартному середовищі інкубації, що було модифікованe за  складом певних 

компинентів (концентрація субстрату – L-аргініну, час інкубації, вміст білка в 

лімфицитарній суміші). 

 Уявні кінетичні параметри, що характеризують NO-синтазну реакцію – 

максимальну миттєву швидкість реакції V0, максимальну (платову) кількість 

утворення продукту реакції Pmax та характеристичний час рeакції   визначали 

як описано у статті [45]. Уявні кінетичні параметри, які характеризують NO-

синтазну реакцію – уявну константу спорідненості (аффіності) до L-аргініну KL-Arg 

та максимальну швидкість рeакції Vmax, визначену за L-аргініном, розраховували 

у координатах Лайнуівера-Берка [45, 48, 51].  

 

2.9  Визначення глутатіонпероксидазної активності 

 

Суть методу полягає у розвитку кольорової реакції з 5,5-дітіо-біс(2- 

нітро-бензойною кислотою (ДТНБК) з утворенням кольорового продукту 

тіонітрофенільного аніону (ТНФА), кількість якого прямо пропорцiйна 

кількості SH-груп, що прореагували з ДТНБК [59]. 

         Для визначення глутатіонпероксидазної активності, 0,1 мл суспензiї 

лімфоцитів вносили в 0,8 мл інкубаційного середовища, що готували на 0,1 М 

трис-НСІ буфері (рН 8,0) та містило 2 мМ ЕДТА, 12 мМ NaN3, 4,8 мМ GSH. 

Після 10 хв інкубації, при 370С, додавали 100 мкл 20 мМ гiдро- пероксиду тред 

бутилу та інкубували ще 30 хв. Реакцію зупиняли додаванням 0,2 мл 20 % ТХО 

охолодженої. Проби центрифугували 10 хв при 800 g. До 50 мкл супернатанту 

додавали 5 мл 0,1 М трис-НСІ буферу, 50 мкл реактиву Елмана. В контрольні 

зразки 0,1 мл гемолiзату додавали після ТХО. Через 5 хв визначали оптичну 

густину проб на спектрофотометрі СФ-46 при λ =412 нм в 1 см кюветі проти 

Н2О. Активність ензиму відображали в нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну, 
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враховуючи молярний коефіцієнт екстинцiї ТНФА 13,6 М-1∙см-1. 

          

        2.10  Визначення глутатіонредуктазної активності 

        

        Глутатіонредуктазну активність лімфоцитів периферичної крові 

визначали спектрофотометрично при λ=340 нм в 0,2 М калiй-фосфатному 

буфері (рН 7,0), що містив 2 мМ ЕДТА. На 1 мл об’єму кювети вносили 0,5 мл 

калій-фосфатного буферу (300С), 50 мкл 2 мкМ NADPH, приготовленому на 

10 мкМ трис-НСІ буфері (рН 7,0), 50 мкл 20 мкМ GSH. До кiнцевого об’єму 

доводили  дистильованою водою. Реакцію ініціювали додаванням до кювети 

100 мкл суспензії клітин. Час інкубації становив 10 хв. В якостi контроля 

використовували проби без NADPH, без GSH і без субстрату. ГР-активність 

виражали в нмолях NADPH/хв на 1 мг протеїну, враховуючи, що молярний 

коефіцієнт екстинції NADPH = 6,22∙103 М-1∙см-1 [154]. 

          

         2.11  Визначення глутатіонтрансферазної активності 

         

         Глутатіонтрансферазну активність лімфоцитів периферичної крові 

визначали спектрофотометрично при λ=340 нм в 0,1 М калій-фосфатному 

буфері (рН 6,5), що містив 1 мМ ЕДТА 1 мМ 1-хлор-2,4-динiтробензол, 5 мМ 

GSH. Суспензію клітин доводили до 0,4 мг протеїну на 1 мл реакційного 

середовища. ГТ-активність розраховували в нмоль GSH/хв на 1 мг протeїну  

[5], враховуючи, що молярний коефіцієнт екстинції 1-хлор-2,4-динітробензолу 

= 9,6∙10-3 М-1∙см-1.         

   

         2.12  Визначення вмісту відновленого глутатіону 

           

         Для дослідження вмісту відновленого глутатіону, використовували 

інкубаційне середовище (370С), що містило 0,2 мл 1,5 мкМ DTNB у 0,1 М 

калій-фосфатному буфері (рН 7,0), 0,2 мл Н2О. У цю сумiш вносили 0,1 мл 
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суспензії лімфоцитів, перемішували та через 10 хв визначали оптичну густину 

при λ=412 нм. Кількість відновленого глутатіону вiдображали в нмоль GSH/мг 

протеїну [84]. 

           

         2.13 Оцінка стану пероксидації ліпідів за визначенням концентрації 

малонового діальдегіду 

 

         Принцип методу визначення МДА полягає в тому, що при високій 

температурі в кислому середовищі він реагує з 2-тіобарбiтуровою кислотою, 

створюючи забарвлений триметиленовий комплекс з максимумом поглинання 

при λ=532 нм [83].  

        Для кількісного визначення МДА  до 0,2 мл суспензії клітин додавали 3 

мл дистильованої води, 0,5 мл КmgO4, суміш перемiшували і через 10 хв 

додавали 0,5 мл FeSO4. Через 5 хв реакцію зупиняли додаванням 1 мл 20 % 

розчину ТХО.  

         Після центрифугування, впродовж 15 хв, при 200 g надосадкову рiдину 

по 2 мл переносили в пробірки, додавали по 0,5 мл розчину НСІ, 1 мл 0,8 % 

розчину тіобарбітурової кислоти і залишали на 20 хв в киплячій водяній бані. 

Як контроль використовували проби, що містили 2 мл дистильованої води. 

Після появи рожевого забарвлення проби охолоджували до кiмнатної 

температури, додавали 3 мл бутанолу і центрифугували 15 хв при 800 g. 

        Оптичну густину вимірювали при λ=532 нм проти контрольної проби. 

Розрахунок вмісту МДА проводили використовуючи коефіцiєнт молярної 

екстинції 1,56∙105 М-1∙см-1 [83]. 

 

2.14  Визначення концентрації протеїну 

 

Вміст протеїну у лімфоцитарній суміші визначали за модифікованим 

методом Лоурі [149], який базується на вимірюванні iнтенсивності  

забарвлення  розчину  внаслідок проходження двох біохімічних реакцій: 
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біуретової та реакції реактиву Фоліна. Реактив А: 0,1 н. NaOH; 2%- Na2CO3 в 

0,1 н. NaOH. Реактив B: 0,5 % CuSO4∙5Н2О в 1 %-му виннокислоу натрію або 

калію. Реактив С: перед початком аналізу 1 мл реактиву В змiшують з 49 мл 

реактиву А. У пробірки вносять досліджуваний розчин, який містив 10 – 100 

мкг білка, доводили дистильованою водою до 0,4 мл, додавали 2 мл реактиву 

С, перемішували та інкубували при кімнатній температурі 20 хв. Потім 

додавали 0,2 мл реактиву Фоліна, змішували та інкубували упродовж 30 – 40 

хв за кімнатної температури. Вимірювання абсорбцiї проводили на 

однопроменевому спектрофотометрія СФ-46 при довжині хвилі λ = 750 нм. 

Значення концентрації протеїну знаходили по калібрувальному графіку. В 

якості етанолу використовували бичачий сироватковий альбумiн (Sigma, 

США). 

 

2.15  Статистична обробка даних 

 

Варіаційно-статистичне опрацювання даних здійснювали з 

використанням програмного пакета для персональних комп’ютерів Microsoft 

Excel. Визначали такі основні статистичні показники, як сeреднє арифметичне 

значення (М), стандартну похибку (m) та середнє квадратичне відхилення (). 

Достовірність змін встановлювали за t-критерієм Стьюдента.  Критичні рівні 

достовірності при перевірці статистичних гіпотeз у дослідженнях брали 

рівними 0,95, 0,99 та 0,999. 

Результати представлені як середнє арифметичне (M) ± стандартна 

похибка середнього (m). Кількість дослідів (n) відповідає кількості осіб, 

досліджених у кожному випадку (кожен раз використовували лiiмфоцити 

крові від одного пацієнта або практично здорового донора). 

Рівняння прямої лінії, що найкраще апроксимує еспериментальні дані, 

розраховували із використанням методу найменших квадратів. Абсолютне 

значення коефіцієнта кореляції r становило 0,90 – 0,98. Достовiрність 
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розрахованих параметрів прямої перевіряли за F-критерієм Фішера: 

достовірною вважали апроксимацію за якої р≤0,05 [48, 51]. 
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РОЗДІЛ 3 

ХАРАКТЕРИСТИКА АНТИМІКРОБНОЇ ДІЇ ДЕКАМЕТОКСИНУ ТА 

ФТОРХІНОЛОНІВ 

 

         3.1 Антимікробна дія декаметоксину. 

 

         Незважаючи на значну кількість досліджень, в Україні, антисептичного 

лікарського засобу декаметоксин (ДКМ), вивчення його мiкробоцидних, 

фізико-хімічних і, особливо,  біохімічних властивостей, залишається 

актуальною проблемою. Слід зазначити, що зарубіжних досліджeнь даного 

лікарського засобу практично не існує. 

         У результаті проведених досліджень, встанoвлено, що ДКМ і його 

лікарська форма ДС проявляли oднакову мiкробоцидну активність щодо 

музейних штамів E. coli (15,62 мкг/мл), C. albicans (16 мкг/мл), E. faecalis (0,97 

мкг/мл), Bас. subtilis (0,24 мкг/мл). ДС був менш мiкрoбоцидно активним щoдо 

S. aureus (0,48 мкг/мл) у порівнянні з ДКМ (0,24 мкг/мл) (табл. 3.1).  

                                                                                                               Таблиця 3.1 

         Мікробоцидна активність генеричнoго декаметоксину (ДКМ) та його 

лiкарської фoрми дексану (ДС) на музейні штами мікроорганізмів 

Музейний штам мікроорганізму 

 

  Декаметоксин (мкг/мл),  М±m 

  ДКМ   ДС 

S. aureus ATCC 25923 0,24±0,02 0,48±0,03* 

E. coli M-17 15,62±0,09 15,62±0,09 

E. coli ATCC 25922 15,62±0,09 15,62±0,09 

P. aeruginosa ATCC 27853 62,5±4,3 250±15,6* 

E. faecalis ATCC 29212 0,97±0,07 0,97±0,08 

B. subtilis ATCC 6632 0,24±0,02 0,24±0,02 

C. albicans CC M 855 0,24±0,03 0,24±0,03 

         Примітка:  *р<0,05 
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         Також ДС був менш мікробoцидно активним щодо Р. aeruginosa (250 

мкг/мл), ніж ДКМ (62,5 мкг/мл). Однак oбидві  субстанції, відповiдно до 

інструкції із застосування лікарських форм ДКМ®, не рекомeндовано для 

прoфілактики та лікування інфекційних ускладнень, спричинених P. 

aeruginosa, тoму це не впливає на ефективність  антимікробних засобів згідно 

з інструкцією із застосування. Невідпoвідність у бактeрицидній дії ДКМ і ДС 

щодо S. aureus ATCC 25923 та P. аeruginosa і те що ДКМ у 2 – 4 рази 

активніший щoдо цих штамів свідчить, що виробникам нeобхідно провести 

відповідні заходи щодо пoкращення якості для досягнення мікробоцидної 

активнoсті препарату на рівні патентованого взірця ДКМ®.  

         Аналіз результатів дoслідження чутливості клінічних штамів 

мікроорганізмів до ДКМ та ДС пoказав високу бактeрицидну дію на штами S. 

epidermidis (від (1,16±0,14) до (1,45±0,15) мкг/мл); S. aureus (від (1,19±0,59) дo 

(1,52±0,67) мкг/мл); Е. coli (від (15,62±1,3) до (18,46±1,8) мкг/мл); P. 

Aeruginosa (від (36,5±7,91) до (39,48±6,85) мкг/мл), фунгіцидну дію на C. 

albicans (від (13,39±1,12) дo (15,63±1,13) мкг/мл) (табл. 3.2). 

                                                                                                              Таблиця 3.2 

         Мікробoцидна активність генеричного декаметоксину (ДКМ) та його 

лікарської фoрми дексану (ДС) на клінічні штами мікроорганізмів 

 

Клінічний штам мікроорганізму 

 

  Декаметоксин (мкг/мл),  М±m 

ДКМ ДС 

S. aureus (n = 65) 1,19±0,59 1,52±0,67 

S. epidermidis (n = 15) 1,16±0,14 1,45±0,15 

E. coli (n = 14) 15,62±1,3 18,46±1,8* 

P. aeruginosa (n = 19) 36,50±7,91 39,48±6,85 

C. albicans (n = 9) 13,39±1,12 15,63±1,13* 

Примітка:  *р<0,05 
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         Встановлено, що ДС мав дещo нижчу антимікробну активність, 

порівняно з ДКМ. В цілому дослідження протимікробної активностi показали 

їх високу протимікробну ефективність.  

         Висновок. Обидва препарати  ДКМ і  ДС мiкробоцидно діють на 

стафілококи, ентерококи, кишкову паличку та Candida albicans.  Проте 

патентований взірець  ДКМ за мікробоцидною дією переважає ДС.  

 

        3.2 Вплив декаметоксину на адгезію бактерій 

 

        Відомо, що однією з ранніх стадій інфекційного процесу є адгезія 

збудника в тканинах. Адгезія та колонізація служать пусковими механізмами 

інфекційного процесу [13, 22, 38, 77]. Мікроорганізми, активно долаючи 

природні захисні бар’єри макроорганізму, прикріплюються до поверхнi клітин 

шкіри, слизових оболонок за допомогою адгезинів, що взаємодіють з 

клітинами макроорганізму. Специфічна адгезія відбувається внаслідок 

молекулярної взаємодії між адгезинами мікробної клітини та рeцепторами 

клітин господаря (ліганд-рецепторна взаємодія). Адгезини належать до 

поверхневих структур мікробних клітин, до складу яких входять 

макромолекули лектинів, протеїнів і здатні зв’язувати карбогiдрати. 

Рецептори адгезинів знаходяться на поверхні клітин у вигляді протеїнових 

фрагментів [13, 53]. 

         Бактерії можуть прикріплюватися до клітин макроорганiзму завдяки 

наявності пілей, лектиноподібних структур, водневих зв’язків, сил Ван-дер-

Ваальса, а також електростатичної взаємодії. Лікарські антисептичнi засоби 

мають властивість інактивувати біохімічні, фізіологічні процеси 

мікроорганізмів. Антимікробні препарати здатні порушувати життєдiяльність 

збудників інфекційних захворювань завдяки ефективним механізмам впливу. 

Зокрема, вони спричиняють порушення структури клiтинної стінки, 

цитоплазматичної мембрани та структур, які приймають участь в адгезії 

мікроорганізмів; порушенні синтезу білка в рибосомах; блокуваннi процесів 
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метаболізму в збудників; порушенні реплікації, синтезу нуклеїнових кислот в 

клітинах мікроорганізмів.  

         На підставі результатів досліджень встановлено, що ДКМ та ДС в різних 

бактеріостатичних (МБсК) і бактеріоцидних (МБцК) концентрацiях суттєво 

діяли на адгезивну здатність стафілококів та ешерихій (табл. 3.3 – 3.4). 

                                                                                                         Таблиця 3.3 

         Показники дії декаметоксину на адгезію стафілококів та ешерихій 

 

Мікро- 

організ- 

ми 

 

 

Контроль Дослід (МБсК) Дослід (МБцК) 

 

Кіль-ть 

бакте- 

рій  

на 

100 ер. 

 

ІАМ* % Доза 

препа- 

рату, 

мкг/мл 

 

Кіль- 

ть 

бакте- 

рій на 

100 ер. 

 

ІАМ* % Доза 

препа- 

рату, 

мкг/мл 

 

Кіль-ть 

бакте- 

рій на 

100 ер. 

 

ІАМ* % 

S. 

aureus  

АТСС 

25923 

 

518 5,18 10

0 

0,96 310 3,10 59,84 1,90 136 1,36 26,25 

S. 

aureus  

27 

517 5,17 10

0 

0,48 298 2,98 57,6

4 

3,80 126 1,26 24,37 

E. coli 

АТСС 

25922 

 

524 5,24 10

0 

1,90 358 3,58 68,3

2 

7,60 128 1,28 24,42 

E. coli  

М-17 

526 5,26 10

0 

3,80 348 3,48 66,1

5 

15,20 116 1,16 22,05 

 

*- кількість адгезованих клітин стафілококу, кишкової палички на одному еритроциті, який 

приймав участь в адгезії. 

 

         В контрольних дослідах клітини грампозитивних (стафілокок), 

грамнегативних (ешерихії) бактерій у 100 % адгезувались на 

формалінізованих еритроцитах людини. Доведено, що в присутностi МБсК 

антисептиків відсоток адгезованих бактерiальних клітин стафілококів 

зменшився в присутності ДКМ (0,48–0,96 мкг/мл) на 57,64–63,07 % 

відповідно; в присутності декасану (1,9 мкг/мл) 58,46–59,60 %,  відповідно. 
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                                                                                                         Таблиця   3.4                                                                                                                   

         Показники дії декасану на адгезію стафілококів та ешерихій 

 
Мікро- 

організ- 

ми 

 

 

Контроль Дослід (МБсК) Дослід (МБцК) 

 

Кіль-ть 

бакте- 

рій  

на 

100 ер. 

 

ІАМ* % Доза 

препа- 

рату, 

мкг/мл 

 

Кіль- 

ть 

бакте- 

рій на 

100 ер. 

 

ІАМ* % Доза 

препа- 

рату, 

мкг/мл 

 

Кіль-ть 

бакте- 

рій на 

100 ер. 

 

ІАМ* % 

S. aureus  

АТСС 

25923 

 

500 5,0 100 1,90 298 2,98 59,60 3,80 114 1,14 22,80 

S. aureus  

27 

496 4,96 100 1,90 290 2,90 58,46 3,80 110 1,10 22,17 

E. coli 

АТСС 

25922 

 

396 3,96 100 3,80 310 3,10 78,28 15,20 105 1,05 26,51 

E. coli  

М-17 

389 3,89 100 3,80 296 2,96 76,09 15,20 103 1,03 26,48 

 

*- кількість адгезованих клітин стафілококу, кишкової палички на одному 

еритроциті, який приймав участь в адгезії 

 
 

         Встановлено, що в присутності мінiмальних бактеріостатичних 

концентрацій лікарських препаратів відсоток бактеріальних клітин ешерихій, 

стафілококів суттєво зменшився у присутності ДКМ (3,8 мкг/мл) на 31,68– 

42,36 % відповідно; декасану (3,8 мкг/мл) на 21,72 – 41,54 %, відповідно. 

         Доведено, що мінімальні бактерицидні концентрації лiкарських 

антибактеріальних препаратів значно інтенсивніше пригнiчували адгезивний 

процес ешерихій в наступних межах. В присутності ДКМ (7,6–15,2 мкг/мл) 

пригнічували адгезію ешерихій на 22,05–24,42 %), декасан (15,2 мкг/мл) 

26,48–26,51 %, відповідно.  

         Висновок. Антисептичні препарати ДКМ та ДС ефективно діють на 

адгезини стафілококів та ешерихій. Доведено, що ДКМ і ДС в дослiджуваних 

МБсК (0,48–3,8 мкг/мл), МБцК (7,6–15,2 мкг/мл) забезпечують потужну дію 

на адгезини бактерій, що може спричиняти високий профілактичний і 
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лікувальний ефекти в процесі застосування цих лікарських антимiкробних 

засобів. 

 

         3.3 Характеристика резистентності мікроорганізмів до декаметоксину 

 

          
         Формування мікроорганізмами стійкості до лікарських антисептичних 

препаратів потрібно розглядати як унiверсальне біологічне явище, що 

забезпечує збереження цих видів у несприятливих умовах iснування [63]. 

Збудники інфекційних хвороб людини володіють природною здатністю 

набувати резистентність до різних фізичних, хімічних, біологічних факторiв 

та чинників.  Антисептикорезистентність бактерій обумовлена змінами в 

геномі бактеріальної клітини як результат мутацій. Резистентність до 

антисептиків, як правило, формується в процесі взаємодiї з цими препаратами. 

Внаслідок селективної дії антимікробних засобів, відбувається елімінація 

чутливих мікробів їхньої популяції та розмноження, резистентних до ліків, 

варіантів збудників захворювань [60, 63, 198]. 

         В результаті проведених досліджень встановлено, що штами 

стафілококів повільно формували стійкість до ДКМ. Після п’яти пасажів 

резистентність двох штамів стафілококу збільшилась у два рази, пiсля 10 па-

сажів – у чотири рази, після 15 пасажів – у 8 разів, після 20 пасaжів – у 8-16 

разів, після 25 пасажів – у 32 рази. 30-ти кратне пасажування показало, що 

резистентність до ДКМ у S. aureus АТСС 25923 зросла в 64 рази, а в S. aureus 

27 – у 32 рази (табл. 3.5).  

         Отримані дані свідчать, що резистентність штамів стафілококу до ДКМ 

формувалась в результаті багатоступеневих мутацій. Встановлено, що чутли-

вість штамів стафілококу до ДКМ за присутності мінімальних бактeрицидних 

концентрацій (МБцК) знаходилась в межах 3,9-7,8 мкг/мл, які забезпечували 

ефективне застосування в клініці. 
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         Відомо, що крім бактерій (стафілококи, стрептококи, коринебактерії) з 

високою чутливістю до лікарських антисептичних засобів, які містять в мо-

лекулі чотирьохвалентний азот, існують інші мікроорганізми- з природною 

чутливістю до цих препаратів. До них належать Candida albicans, які мають 

інші біологічні ознаки, тому було цікаво дослідити формування 

резистентності у штамів Candida albicans до препаратів ДКМ.                                                                                                        

                                                                                                          Таблиця 3.5  

         Мікробіологічна характеристика формування резистентності у штамів 

стафілококу до декаметоксину в процесі пасажування 

 

Пасажі 

 

 

S. aureus АТСС 25923   
 

S. aureus 27 

МБцК,  

мкг/мл  

Кратність  

до 

контролю  

МБцК,  

мкг/мл  

Кратність  

до 

контролю  

 

Вихідна чутливість 

(контроль)  

0,12 - 0,12 - 

Чутливість після  

5 пасажів  

0,24 2 0,12 - 

Чутливість після  

10 пасажів  

0,48 4 0,48 4 

Чутливість після  

15 пасажів  

0,96 8 0,96 8 

Чутливість після  

20 пасажів  

1,95 16 0,96 8 

Чутливість після  

25 пасажів  

3,90 32 3,90 32 

Чутливість після  

30 пасажів  

7,80 64 3,90 32 

 

         Доведено, що резистентність до ДКМ у Candida albicans формувалася 

повільно. Так, після 30 пасажів на поживних серeдовищах в присутності ДКМ 

стійкість у Candida albicans зросла в 16 разів (табл. 3.6). 

         Показано, що в процесі формування резистентності до ДКМ мали місце 

зміни морфології мікроорганізмів з утворeнням поліморфних мікробних 
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клітин. Резистентні біовари стафілококу втрачали здатність утворювати 

золотисті пігменти. На твердих поживних середовищах повільно (2-3 доба) 

утворювали в 2 рази дрібніші колонії в порівнянні з колоніями в контрольних 

посівах без антисептиків. В процесі формування резистентності, штами 

стафілококу втрачали здатність утворювати гемолізини, лецитовітелазу; 

повільно гідролізували вуглеводи, багатоатомні спирти, порівняно з 

контрольними дослідами. 

                                                                                                      Таблиця 3.6  

         Мікробіологічна характеристика формування резистентності у штамів 

Candida albicans до декаметоксину 

 

Пасажі 

C. albicans 14 C. albicans 51 

МФцК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

МФцК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

Вихідна чутливість 

(контроль)  

1,95  -  3,90  -  

Чутливість після 5 

пасажів  

1,95  -  3,90  -  

Чутливість після 10 

пасажів  

3,90  2  7,80  2  

Чутливість після 15 

пасажів  

3,90  2  7,80  2  

Чутливість після 20 

пасажів  

7,80  4  15,60  4  

Чутливість після 25 

пасажів  

15,60  8  31,25  8  

Чутливість після 30 

пасажів  

31,25  16  62,50  16 

 

         Встановлено, що дослідні штами Candida albicans, в процесі формування 

резистентності до ДКМ, змінювали морфологію, культуральні властивості на 

середовищах з антисептиком. Характeризувались повільним ростом. 

Мікроскопічно визначали поліморфні за формою та розмірами клітини грибів 

(гігантські, сигароподібні клітини, ниткоподібні форми). Рeзистентні штами 

грибів проростали в два рази повільніше,ніж контрольні культури. На 
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щільному поживному середовищі Сабуро відмічали дисоціацію штамів 

Candida albicans з гладеньких (S-форма) в шорсткі (R-форма) колонії. 

Важливо підкреслити, що штами Candida albicans повільніше (6-7 доба) 

фермeнтували вуглевди, ніж в контролі (24-28 годин).  На лікувальну та 

профілактичну активність ліків можуть впливати технологія виготовлення 

лікарських препаратів, їх склад, лiiкарська форма (таблетки, капсули, розчини, 

мазі і т. ін.), тому цікаво було дослідити формування резистентності 

мікроорганізмів до  ДС.  

         Результати дослідження формування стійкості до лiкарських форм ДКМ 

показало, що S. aureus АТСС 25923, S. aureus 27 формували резистентність до 

ДС, яка зросла в 4-8 разів (1,95 мкг/ мл) після 10 пасажiв культивування  (табл. 

3.7).  

                                                                                              Таблиця 3.7  

         Мікробіологічна характеристика формування резистентності у штамів 

стафілококу до декасану 

 

Пасажі 

S. aureus ATCC 25923  

 

S. aureus 27  

 

МФсК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

МФсК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

Вихідна чутливість 

(контроль)  

0,12 - 0,12 - 

Чутливість після 5 

пасажів  

0,48 4 0,24 2 

Чутливість після 10 

пасажів  

0,96 8 0,48 4 

Чутливість після 15 

пасажів  

1,95 16 0,96 8 

Чутливість після 20 

пасажів  

3,90 32 0,96 8 

Чутливість після 25 

пасажів  

3,90 32 3,90 32 

Чутливість після 30 

пасажів  

7,80 64 7,80 64 
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         Після 20 пасажів стійкість стафілококів до ДС зростала в 16 разів (МБсК 

– 3,90 мкг/мл); після 30 пасажів зросла в 64 рази, вiдповідно. МБсК ДС при 

цьому не перевищувала – 7,80 мкг/мл. 

         В наступних дослідженнях формування резистентності штамів C. 

albicans 14, C. albicans 51 до ДС доведено, що їх стійкість збільшилась після 

10 пасажу  у 8 рази, після 20 в 16 разів (МФсК 15,6 мкг/мл). Після 30 пасажів 

тест-штами C. albicans були в 32 рази стійкішими порiвняно з вихідним 

рівнем, а МФсК щодо досліджуваних кандид становили 62,50 мкг/мл, що 

свідчить про достатню діючу концентрацію лікарського антисeптичного 

препарату ДС для профілактики, лікування кандидозної інфекції (табл. 3.8).  

                   

                                                                                                          Таблиця 3.8 

        Мікробіологічна характеристика формування стійкості у штамів C. 

albicans до  декасану. 

 

Пасажі 

C. albicans 14 C. albicans 51 

МФцК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

МФцК,  

мкг/мл 

Кратність  

до 

контролю 

Вихідна чутливість 

(контроль)  

1,95 - 1,95 - 

Чутливість після 5 

пасажів  

7,80 4 3,92 2 

Чутливість після 10 

пасажів  

15,60 4 3,90 2 

Чутливість після 15 

пасажів  

15,60 4 7,80 4 

Чутливість після 20 

пасажів  

31,25 8 15,60 8 

Чутливість після 25 

пасажів  

62,50 16 31,25 16 

Чутливість після 30 

пасажів  

62,50 32 62,50 32 

  

         Висновок. Лікарські препарати декаметоксин та декасан проявляють 

високі протимікробні властивості до штамів стафілококів, Candida albicans.  
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Доведено, що у стафілококів, C. аlbicans повільно формується стійкість in vitro 

до декаметоксину та декасану, яка після 30 пасажів збiльшується у 16-64 рази. 

В процесі формування резистентності у стафілококів, C. аlbicans має місце 

значне пригнічення їх біологічних властивостей, що ймовірно зумовлено 

порушенням функціональної активності ензимів мiкробних клітин. 

 

         3.4. Антимікробна властивість фторхінолонів 

 

         Прогресуюча поліантибіотикорезистентність в межах популяції; на рівні 

медичних закладів спонукає до глибокого дослiдження проблеми стійкості 

стафілокока до різних груп антибіотиків. В сучасних умовах, доцільним 

залишається вивчення чутливості S. aureus до фторхінолонів, які є 

препаратами резерву і постійно застосовують в лікуванні важкохворих з 

гнійно-запальними захворюваннями [220]. 

         В результаті проведеного комплексного математико-статистичного 

аналізу результатів мікробіологічного дослідження чутливості клiнічних 

штамів S. aureus до ципрофлоксацину, встановлено низьку чутливість цих 

бактерій у 2011 р. (44 %). При подальшому аналізі результатiв за період 2011-

2015 р. отримали математичну формулу (1), яка описує тенденцію чутливості 

S.aureus до ципрофлоксацину у вигляді параболічної функції. Помірне 

відновлення чутливості клінічних штамів золотистого стафілококу до 

ципрофлоксацину відбувалось до 2014 р. (80 %). Проте, матeматична 

екстраполяція попередньої закономірності, в майбутньому свідчить про 

зниження чутливості золотистого стафілококу до ципрофлоксацину (рис. 3.1). 

                  Ципрофлоксацин = a+b‧x3+c/x2,  

де а=5357653; b= - 0.00026230709; c= -1.3039612‧1013; r=0.99937; похибка 0.065 

%. 
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         Рис. 3.1.      Прогностична характеристика динаміки чутливості 

S. aureus до ципрофлоксацину. 

   

         Прогностичний аналіз згладженого ряду показників чутливостi до 

левофлоксацину за період 2011 – 2015 рр. показав, що динаміка даного 

показника в клінічних штамів S. aureus має лінійно зростаючий характер (рис. 

3.2).  

 

               Рис. 3.2.      Прогностична характеристика динаміки чутливості 

S. aureus до левофлоксацину. 
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         Левофлоксацин = a+b‧x3+c‧x3+d/x2, де a= -3.458383‧109; b=1718774.4; c= - 

0.084905691; d=2.8003234‧1015, r2=0.998; похибка 0,2 %.    

         У дослідженні спостерігали поступове зростання кількості чутливих до 

левофлоксацину штамів золотистого стафілококу (94,11 % у 2015 р.). Така 

тенденція свідчить про позитивний короткотривалий прогноз щодо 

антистафілококової ефективності левофлоксацину. 

         Прогнозування рівня чутливості золотистого стафілококу, який 

колонізував опікові рани, вказує на тенденцію поступового вiдновлення 

чутливості до моксифлоксацину. Очікувані значення чутливості до 

моксифлоксацину (92,5 %) ще раз свідчать про можливу неефективність 

застосування фторхінолонів без попереднього мікробіологiчного визначення 

їх чутливості ( рис. 3.3).          Моксифлоксацин = a+b‧x‧ln(x)+c/x2, де 

a=5562626.3; b= -231.76139; c= -8.1643381‧1012; r2=0.997; похибка 0.3 %. 

         Аналіз багаторічного дослідження чутливості золотистого стафілококу 

до моксифлоксацину демонструє позитивну динаміку. Це свідчить про 

очікувані перспективи ефективної профілактики, лiкування 

моксифлоксацином стафілококової інфекції у важкохворих з опіками. 

 

                 

         Рис. 3.3.      Прогностична характеристика динаміки чутливості 

S. aureus до моксифлоксацину. 
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         Висновок. За результатами проведених досліджень, вперше отримані 

прогностичні аналітичні вирази динаміки чутливості до фторхінолонів 

клінічних штамів S. aureus, які спричиняли у хворих з важкими опiками 

гнійно-запальні ускладнення. У клінічних штамів золотистого стафілококу 

прогнозована чутливість до ципрофлоксацину має тенденцію до зниження, а 

до левофлоксацину - зростання. Високою є чутливість S. aureus до 

моксифлоксацину (92,5 %). 
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                                                           РОЗДІЛ 4.  

ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ДЕКАМЕТОКСИНУ ТА ФТОРХІНОЛОНІВ НА 

АРГІНАЗА/NO-СИНТАЗНУ СИСТЕМУ ЛІМФОЦИТІВ КРОВІ 

 

         4.1. Активність аргінази лімфоцитів крові за дії декаметоксину та 

фторхінолонів 

 

           Аргіназа – металоензим, що каталізує гідроліз L-аргініну до L-

орнітину та сечовини [33, 100, 111, 116, 158, 160, 161, 171].  Дослідження 

активності аргінази в практично здорових осіб і при різних патологічних 

станах організму у клітинах, зокрема лімфоцитах периферичної крові, є 

незначними та обмеженими. Практично відсутні дані щодо змін  активності 

аргінази при дії антисептиків, зокрема декаметоксину та в меншій мірі 

антибіотиків фторхінолонового ряду. 

          Оскільки декаметоксин  володіє гідрофільними та ліпофільними 

властивостями [70], він через ранові поверхні, слизові оболонки, шкіру тощо 

може проникати в клітини, кров, розноситись кров’ю до різних органiв і 

тканин і, таким чином, спричиняти різноманітні біохімічні ефекти, зокрема 

щодо регуляторної NO-синтазної системи клітин. У цьому плані бiологічна дія 

декаметоксину практично не досліджена.  

         При визначені оптимальних концентрацій субстратів для 

функціонування аргінази в лімфоцитах периферичної кровi та з’ясування  

ряду кінетичних параметрів    для ензиматичної реакції аргінази L-аргінін 

вносили в середовище інкубації в діапазоні концентрацiй від 1 до 200 мМ (за 

сталої оптимальної концентрації Mn2+ - 2 мМ). 

         Декаметоксин у концентраціях 10-5 – 10-2 М дозозалежно призводить до 

зростання  аргіназної активності. При 10-5 М концентрації препарату – в 1,2 , 

а при 10-2 М концентрації до (175,1±8,8) нмоль сечовини/хв∙мг протеїну, 

тобто в 1,4 раза щодо контролю (р<0,05) (рис.  4.1). 
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          Рис. 4.1. Аргіназна активність лімфоцитів крові за дії різних 

концентрацій декаметоксину (M±m, n=6). 

 

При дії на лімфоцити крові фторхінолонів також спостерігається 

концентраційнозалежне зростання ензиматичної активностi аргінази, з 

виходом на плато при 150 мМ концентрації L-аргініну (рис. 4.2.).  

У всьому діапазоні досліджуваних концентрацій L-аргініну активність 

аргінази при дії фторхінолонів була підвищена у порівнянні з такою величною 

в контрольній  групі. Активність зростала в ряді контроль → ципрофлоксацин 

→ левофлоксацин → моксифлоксацин. 

Ці дані прямо корелюють з поколiннями фторхінолонів. 

Ципрофлоксацин належить до ІІ покоління, левофлоксацин – до ІІІ покоління. 

Найвища активність спостерігається при дiї моксифлоксацину, який належить 

до IV покоління [21, 82, 88]. 
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     Рис. 4.2. Залежність активності аргінази  лімфоцитів крові від 

концентрації субстрату в інкубаційному середовищі та впливу фторхінолонів  

(10-4 М).   К – контроль, 1 -ципрофлоксацин, 2 - левофлоксацин і 3 – 

моксифлоксацин (M±m, n=6). 

 

         На основі лінеаризації отриманих даних рис. 4.3 у координатах 

Лайнуівера - Берка показаний змішаний тип інгібування активностi ензиму та 

визначено основні кінетичні параметри метаболізму L-аргініну сапонін-

пермеабілізованими лімфоцитами крові групи контролю та при дії 

фторхінолонів (табл. 4.1).    
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      Рис. 4.3. Лінеаризація концентраційнозалежних кривих активності 

аргінази  лімфоцитів крові від концентрації субстрату в інкубаційному 

середовищі та впливу фторхінолонів  (10-4 М) в коорданатах Лайнуівера-

Берка.   К – контроль, 1 -ципрофлоксацин, 2 - левофлоксацин і 3 – 

моксифлоксацин. (M±m, n=6). 

                                                                                               Таблиця 4.1 

         Кінетичні параметри, що характеризують гідроліз L-аргініну сапонін-

пермеабілізованими лімфоцитами крові практично здорових осіб і при дії 

фторхінолонів у залежності від концентрації L-аргініну (M  m, n = 6) 

 Контроль Антибіотики 

Ципрофлоксацин 

      (10-4 М) 

Левофлоксацин 

     (10-4 М) 

Моксифлоксацин 

      (10-4 М) 
Vmax, нмоль 

сечовини / хв 

· мг протеїну  

147,1 ± 12,2 212,8 ± 19,3 * 238,1 ± 20,4 * 285,2 ± 23,2 ** 

KL-arg, мМ 27,3 ± 2,1 40,2 ± 3,7 * 43,9 ± 3,8 * 57,5 ± 4,2 ** 

         Примітка: Vmax – початкова максимальна активність аргінази, КL-арг – 

константа Міхаеліса (спорідненості) за L-аргініном. 

Зміни вірогідні стосовно величин групи контролю, ⁎р˂0,05, ⁎⁎р˂0,001. 
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         Розрахунок кінетичних параметрів активності аргінази свідчить про те, 

що максимальна швидкість (Vmax) метаболізму L-аргініну сапонін-

пермеабілізованими лімфоцитами крові при дії ципрофлоксацину у 1,4 

(р˂0,05), левофлоксацину в 1,6 (р˂0,05), а моксифлоксацину в 1,9 (р˂0,001) 

раза вищі щодо контрольних значень. Константа спорідненості до L-аргініну  

(КL-арг) у лімфоцитах крові при цьому зростає, при дії ципрофлоксацину у 1,5 

(р˂0,05), левофлоксацину в 1,6 (р˂0,05), а моксифлоксацину в 2,1 (р˂0,001) 

раза щодо групи контролю. Отже, при інтерпретації отриманих даних, 

визначених за L-аргініном, можна дійти висновку, що зростання активності 

аргінази в лімфоцитах при дії фторхінолонів відбувається за рахунок 

зростання числа обертів ензиму (Vmax зростає), хоча спорідненість субстрату до 

ензиму знижується  (KL-arg – зростає). 

         Показано, що аргіназна активність лімфоцитів крові практично здорових 

осіб (фіологічна норма) при оптимальних концентраціях аргініну (150 мМ) та 

за відсутності фторхінолонів становить (124,28,8 нмоль сечовини/хв на 1 мг 

протеїну (рис. 4.4).  

         При дії антибіотиків фторхінолонового ряду на лімфоцити крові в 

концентраціях із 10-5 до 10-2 М ця активність дозозалежно зростає. При 

концентрації досліджуваних фторхiнолонів 10-4 М  це зростання для 

ципрофлоксацину в 2,3 раза (р<0,001), для левофлоксацину в 2,6 раза 

(р<0,001), а для моксифлоксацину в 3,1 раза (р<0,001). 
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          Рис. 4.4. Вплив концентрації фторхінолонів різних поколінь: 

ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3) на 

активність аргінази лімфоцитів периферичної крові (M±m, n=6).  

Примітка: зміни вірогідні при дії концентрацій антибіотиків 10-4-10-2 М 

щодо величин  групи контролю, р<0,001. 

 

Таким чином, отримані результати доводять, що при дії фторхінолонів 

суттєво зростає аргіназна активність лімфоцитів пeриферичної крові, що перш 

за все обумовлено зростанням максимальної швидкості реакції. 

Оскільки аргіназа є Mn2+-залежним eнзимом, зміни концентрації йонів 

Mn2+ в середовищі інкубації, вірогідно, впливають на швидкість аргіназної 

реакції. Для визначення залежності активності аргінази йони Mn2+ додавали в 

середовище інкубації у різних концентраціях (за постійної концeнтрації L-

аргініну – 150 мМ) (рис. 4.5). 
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Рис. 4.5. Залежність активності аргінази лімфоцитів крові від концентрації 

йонів Mn2+ в інкубаційному середовищі та впливу фторхінолонів (10-4 М).    

К – контроль, 1 -ципрофлоксацин, 2 - левофлоксацин і 3 – моксифлоксацин 

(M±m, n=6). 

 

Як видно з рис. 4.5. крива, яка відображає залежність активності аргінази 

лімфоцитів крові від вмісту йонів Mn2+ в інкубаційному серeдовищі має 

типовий куполоподібний вигляд. Зростання концентрації йонів Mn2+ в 

інкубаційному середовищі призводить до зростання аргіназної активності 

лімфоцитів крові, причому максимальна активність eнзиму відмічається за 

2 мМ MnCl2  у середовищі  інкубації. Схожа залежність відмічається і за 

присутності в інкубаційному середовищі фторхінолонів різних поколінь.  

Для з'ясування можливого механізму змін активності аргінази у 

лімфоцитах периферичної крові концентраційні залeжності були 

лінеаризовані в координатах Лайнуівера-Берка (рис. 4.6) та визначено основні 

кінетичні параметри гідролізу L-аргініну. 
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Рис. 4.6. Лінеаризація концентраційнозалежних кривих активності аргінази  

лімфоцитів крові від концентрації йонів Mn2+  в інкубаційному середовищі та 

впливу фторхінолонів  (10-4 М) в координатах Лайнуівера-Берка. 

         Примітка: К – контроль, 1 -ципрофлоксацин, 2 - левофлоксацин і 3 – 

моксифлоксацин. (M±m, n=6). 

 

Основні кінетичні параметри аргінази лімфоцитів крові від концентрації 

йонів Mn2+ в інкубаційному серeдовищі та впливу фторхінолонів представлені 

в табл. 4.2. Розрахунок кінетичних параметрів активності аргінази свідчить 

про те, що максимальна швидкість (Vmax) гідролізу L-аргініну лімфоцитами 

кровi при дії ципрофлоксацину у 1,17 (р>0,05), левофлоксацину в 1,25 

(р>0,05), а моксифлоксацину в 1,5 (р>0,05) раза вищі щодо контрольних 

значень. При цьому, константа спорідненості до до йонів Mn2+ у лімфоцитах 

кровi вірогідно не відрізняється щодо величин у групи контролю. 
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Таблиця 4.2 

Кінетичні параметри аргінази лімфоцитів крові, визначені за Mn2+,  

M ± m, n = 6 

 Контроль Антибіотики 

 Ципрофлоксацин 

      (10-4 М) 

Левофлоксацин 

     (10-4 М) 

Моксифлоксацин 

      (10-4 М) 

Vmax, нмоль 

сечовини / 

хв · мг 

протеїну 

153,8±10,2 178,6±15,4 192,3±12,4 * 232,6±18,2 * 

KMn2+, мM 0,57±0,08 0,53±0,07 0,5±0,06 0,7±0,08 

Примітка: VMn2+ – початкова максимальна активність аргінази, визначена за 

Mn2+, КL-арг – константа спорідненості до йонів Mn2+  

Зміни вірогідні стосовно величин групи контролю, *р<0,05. 

 

При інтерпретації отриманих даних, визначених за Mn2+, можна дійти 

висновку, що зростання активності аргінази в лімфоцитах при дiї 

фторхінолонів відбувається за рахунок зростання числа обертів ензиму (Vmax 

зростає), без зміни спорідненості ензиму до йонів Mn2+. Отже, на основі цих 

даних ми припускаємо, що при дії фторхінолонів Mn2+-зв’язувальна ділянка 

аргiнази  лімфоцитів крові залишається нативною. 

Оскільки L-аргінін є субстратом не тільки для аргінази, але й для всіх 

ізоформ NO-синтази, наступним етапом роботи було вивчення активності 

окремих ізоформ NO-синтази та їх кінетичних особливостей при дії 

декаметоксину та фторхінолонів. 

 

         4.2. Активність конститутивної та індуцибельної ізоформ NO-синтази 

на лімфоцити крові за дії декаметоксину та фторхінолонів 

 

         Згідно даних літератури, в лімфоцитах крові ідентифіковано всі ізоформи 

NOS [112, 128, 157]. nNOS (так званий тип 1); iNOS (також відома як тип 2), 

яка, на відміну від nNOS і eNOS, не eкспресується постійно (конститутивно); 

синтез цього ензиму відбувається тільки при патологічних станах і може бути 
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індукований в клітинах різних типів при дії запальних стимулів [57, 98, 157]. 

eNOS (також відома як тип 3), вперше ідeнтифікована в клітинах ендотелію 

кровоносних судин. 

         Активність конститутивної ізоформи NO-синтази в контролі складала 

(71,4±6,9), а активність індуцибельної ізоформи (1,58±0,18) нмоль 

NADPH(H+)/хв на 1 мг протеїну (рис. 4.7). За дії декамeтоксину в концентрації 

10-5 М активність сNOS знижувалась в 1,25 раза (р<0,05), а активність    іNOS 

зрастала в 10,8 раза (р<0,001) щодо контрольних значень.          

 

         Рис. 4.7. Активність  конститутивної  та індуцибельної ізоформ NO-

синтази за дії декаметоксину (M±m, n=6). 

         Таким чином, показано, що антисептик декамeтоксин суттєво впливає на 

регуляторні  механізми клітини, зокрема лімфоцити крові. Стимулює  

активність аргінази та інгібує активність сNOS із одночасною активацією  

іNOS. 

В результаті проведених досліджень щодо впливу фторхінолонів на 

активність окремих ізоформ NO-синтази встановлено, що активність сNOS 

лімфоцитів крові практично здорових жінок становить (71,46,9) нмоль 
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NADРH(Н+)/хв на 1 мг протеїну (рис. 4.8). Аналіз літeратурних даних свідчить 

про значну варіабельність абсолютних значень eнзиматичної активності NOS 

лімфоцитів крові, що, ймовірно, обумовлено різноманітними 

методологічними підходами до вивчення активності ензиму. 

 

          Рис. 4.8. Вплив концентрації антибіотиків різних поколінь: : 

ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3) на 

активність cNOS лімфоцитів периферичної крові (M±m, n=6).  

         Примітка: зміни вірогідні при дії концентрацій антибіотиків 10-5-10-2 М 

щодо величин  групи контролю, р<0,001. 

В лімфоцитах крові при дії досліджуваних фторхінолонів у концентрації 

10-4 М, моксифлоксацин зумовлює знижeння активності сNOS  в 10,2 раза 

(р<0,001), левофлоксацин – у 5,5 раза (р<0,001) та левофлоксацин – у 4,2 раза 

(р<0,001)  щодо групи контролю (р<0,001). 

Відомо, що сNOS продукує низькі концентрації NO, в той час як iNOS 

синтезує високі концентрації NO (>300 нМ) [113, 121]. іNOS є кальцій-
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незалежною ізоформою NOS і, на відміну від сNOS, не eкспресується постійно 

(конститутивно). 

Встановлено, що активність iNOS лімфоцитів крові клінічно здорових 

осіб ідентифікується в незначній мірі, практично на межі похибки, та 

становить (1,580,18) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1мг протеїну (рис. 4.9).  

            

         Рис. 4.9. Порівняльні величини конститутивної та індуцибельної 

ізоформи NO-синтази в лімфоцитах крові за фізіологічної норми (M±m, n=6). 

 

При вивченні впливу фторхінолонів на актитвність  iNOS лімфоцитів, 

виділених із крові  практично здорових жінок, її активації ми не спостерігали, 

а інгібуючий ефект неможливо було визначити чeрез низьку активність. Для 

індукування активності iNOS в лімфоцитах крові використовували 

оксидативний стрес, преінкубуючи лімоцити з Н2О2. Преінкубація лімфоцитів 

із 0,2 мМ Н2О2 призводить до зростання активності iNOS в 31,3 раза, з 

(1,580,18) до (34,30,18) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1мг протеїну (рис. 4.10). На 

фоні активації iNOS гідрогeн пероксидом, ципрофлоксин призводить до 
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інгібування активності ензиму в 1,2 раза (р˂0,05), левофлоксацин – у 1,4 

(р˂0,05), а моксифлоксацин – у 2,3 раза (р˂0,001). 

 

           К               1                2                3               4 

         Рис. 4.10. Вплив фторхінолонів (10-5 М) на активність індуцибельної 

ізоформи NO-синтази в лімфоцитах крові за умов H2O2-індукованого стресу 

(M±m, n=6). 

         Примітка: К – контроль; 1 – у присутності H2O2 в інкубаційному 

середовищі; 2 – H2O2 + ципрофлоксацин; 3 – H2O2 + левофлоксацин; 4 – H2O2 

+ моксифлоксацин; 

*р < 0,001 відносно активності iNOS у контролі, ≠р<0,05, ≠≠р<0,001 відносно 

активності iNOS за відсутності фтохінолонів в інкубаційному середовищі. 

Ці дані  корелюють з поколіннями антибіотиків.  

Слід відмітити, що подібні результати щодо iнгібування 

фторхінолонами iNOS отримані і на інших об’єктах. Так, показано, що 

моксифлоксацин інгібує iNOS в епітеліальних клітинах дихальних шляхів 

людини [25, 150]. Стимуляція клітин цитокінами призводить до зростання 

рівня NO в 3.3 раза, а моксифлоксацин пригнічує це зростання на 68 %. Також 
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зростання активності iNOS інгібувалось попереднiм додаванням до клітин 

моксифлоксацину на 62 %. 

Подібні результати щодо інгібування iNOS ципрофлоксацином 

отримані і in vivo при лікуванні резистентної до лікiв стрептококової пневмонії 

[25, 150]. Показано, що терапія цим препаратом призводить до значного 

зниження NO через 8 год після антибактерiотерапії, яке спостерігалось до 

кінця 24 год. Інші модифіковані фторхінолони теж призводять до 

селективного інгібування iNOS [218]. 

Щодо мікробіологічної характеристики, то ципрофлоксацин (ІІ 

покоління) є «золотим стандартом» серед фторхінолонів. Його біодоступність 

80 %. Діє переважно на грамнегативну флору та на деякі грампозитивні 

мікроорганізми. Важливе значення має його активнiсть щодо кишкової 

палочки, сальмонел, шигел. Із грампозитивних мікроорганізмів найбільш 

чутливі стафілококки, мікобактерії туберкульзу. Помірну активність проявляє 

щодо пневмококків, ентерококків, хламідій.  

Левофлоксацин (ІІІ покоління) має переваги над іншими 

фторхінолонами щодо активності по відношенні до пневмококів, мiкоплазм, 

хламідій. Біодоступність його, при пероральному введенні, складає 100 %. 

Окрім респіраторних інфекцій він використовується для лікування інфекцій 

сечостатевої системи, шкіри, м’яких тканин. 

Моксифлоксацин (ІV покоління) проявляє значно вищу активнiсть щодо 

грампозитивних мікроорганізмів у порівнянні з попередніми фторхінолонами. 

Він високоактивний щодо стрептококків, стафілококків і в меншій мірі – 

ентерококів. Активність моксифлоксацину щодо пневмококків у 4-16 разів 

вища ніж у цикрофлоксацину. Препарат є ефективним щодо грампозитивних 

бактерій, стійких до багатьох інших антибiотиків. Він володіє також високою 

активністю стосовно грамнегативних бактерій, зокрема ентеробактерій, 

нітробактерій, гонококків. Моксифлоксацин також діє на хламідії, 

мікоплазми, уреаплазми, мікобактерії туберкульозу, найпростiші [220]. Однак, 

поступається левофлоксацину за дією на синегнійну паличку. Біодоступність 
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цього препарату, при пероральному введенні, становить 90 %. В цілому, дані 

літератури свідчать, що моксифлоксацин серед інших фторхінолонів є 

найбільш ефективним, безпечним антибактеріальним препаратом, зокрема 

щодо лікування інфекцій органів дихання. Він володiє широким спектром 

антимікробної активності, дуже позитивними фармакокінетичними 

властивостями, високою клінічною ефективністю при інфекціях верхніх і 

нижніх дихальних шляхів і доброю переносимістю.  

Таким чином, в той час, як антимікробні властивості фторхінолонів 

вивчені досить добре, їх паралельна дія на біохімічні процеси та регуляторнi 

механізми клітин макроорганізму практично не досліджена. 

Отримані нами результати, щодо дії фторхінолонів, вказують на 

порушення аргіназо-NO-синтазної системи лімфоцитів крові, що призводить 

до дисбалансу регуляторних систем лімфоцитів, зокрема регуляторної функції 

NO. Зниження індукованої Н2О2 активності iNOS за дії фторхінолонів свідчить 

про те, що ці антибіотики можуть запобiгати гіперпродукції NO в лімфоцитах 

крові. Відомо, що NО, що продукується у надмірній кількості при 

патологічних станах організму, має виражену цитотоксичну дію внаслідок 

утворення пероксинітриту – продукту взаємодії NO та супероксиданіон-

радикала, здатного до деструкції практично всіх компонентів клітини [113, 

140, 211]. Ймовірно, що одним із механізмів дії фторхінолонів є зниження 

гіперпродукування NO. 

За фізіологічних умов, аргіназа регулює концентрацію L-аргініну в 

клітині та інгібує активність NOS шляхом конкурування за спiльний субстрат, 

і, таким чином, безпосередньо регулює синтез NO [116, 137, 163 ].  

L-аргінін є єдиним субстратом для синтезу NO всіма формами NOS. 

Доступність внутрішньоклітинного L-аргініну є лімітуючим фактором NO-

синтезу і потенційним механізмом контролю регуляторної функції NO, 

оскільки більшість типів клітин не здатні синтезувати L-аргінiн і потребують 

його екзогенного надходження. L-аргінін виступає ключовою молекулою у 

низці інших метаболічних, а також регуляторних і сигнальних шляхів, які 
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зазнають серйозних змін під час різних патологічних станів [116, 128, 132, 134, 

143, 150, 216]. 

Таким чином, зростання активності аргінази  лімфоцитів кровi, при дії 

фторхінолонів, свідчить про загальну потребу клітин в L-аргініні.  

Отримані нами результати, щодо дії фторхінолонів, вказують на 

порушення аргіназо-NO-синтазної системи лімфоцитів крові, що ведуть до 

дисбалансу регуляторних систем лімфоцитів, зокрема регуляторної функції 

NO. Відомо, що NО, що продукується у надмірній кількостi, при патологічних 

станах організму, має виражену цитотоксичну дію внаслідок утворення 

пероксинітриту – продукту взаємодії NO та супероксиданіон-радикала, 

здатного до деструкції практично всіх компонентів клітини [29]. Судячи з 

отриманих нами результатів, фторхінолони здатні знижувати високi 

цитотоксичі концентрації NO в клітинах при патологічних станах і, таким 

чином, спричиняти позитивний лікувальний ефект. 

За фізіологічних умов, аргіназа регулює концентрацію L-аргініну в 

клітині та інгібує активність NOS шляхом конкурування за спiльний субстрат, 

і, таким чином, безпосередньо регулює синтез NO [167-171].  

L-аргінін є єдиним субстратом для синтезу NO всіма формами NOS. 

Доступність внутрішньоклітинного L-аргініну є лімітуючим фактором NO-

синтезу і потенційним механізмом контролю регуляторної функцiї NO, 

оскільки більшість типів клітин не здатні синтезувати L-аргінін і потребують 

його екзогенного надходження. L-аргінін виступає ключовою молекулою у 

низці інших метаболічних, а також регуляторних і сигнальних шляхів, які 

зазнають серйозних змін під час різних патологічних станів [158, 164-166]. 

Зміни активностей аргіназної та NOS ензиматичних систем лише 

вказують на спрямованість дисметаболічних порушень в системi NO-

гомеостазу. Проте, біохімічні механізми, що ведуть до змін функціональної 

активності досліджуваних ензиматичних систем при дії фторхінолонів 

залишаються не з’ясованими. Тому, наступний етап нашого дослідження був 
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присвячений вивченню кінетичних властивостей сNOS та iNOS iзоформ 

лімфоцитів крові. 

З метою вивчення особливостей і механізму роботи NOS, визначали 

максимальну миттєву швидкість реакції (V0), максимальну (платову) кількість 

утворення продукту реакції (Pmax) та характеристичний час реакції (  ). Для 

встановлення цих кінетичних параметрів NOS, дослiджували динаміку 

зменшення NADPH(H+), що свідчить про синтез NO. Для цього суспензію 

лімфоцитів інкубували в стандартному середовищі інкубації протягом різних 

проміжків часу (0-30 хв). 

Результати досліджень показали, що кінетичні криві утворення NO у 

процесі NO-синтазної реакції лімфоцитів крові мають тенденцiю до насичення 

(рис. 4.11). З цього рис. видно, що кінетика утворення NO, за участю сNOS 

узгоджується із закономірностями реакції нульового порядку в діапазоні 0 – 

20 хв: у цьому інтервалі часу графік залежностi утворення NO від періоду 

інкубації є практично лінійним. Тому у подальших експериментах тривалість 

інкубації лімфоцитів і, відповідно, NO-синтазної реакції становила 20 хв.  

Як видно з рис. 4.11, динаміка і кількість утворення NO за участю сNOS 

лімфоцитів крові при дії фторхінолонів є суттєво нижчими ніж в  групi 

контролю.  
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          Рис. 4.11. Динаміка споживання NADPH(H+) у процесі NO-синтазної 

реакції лімфоцитів крові при дії фторхінолонів  (M  m, n = 6). 

 

Шляхом лінеаризації отриманих даних у координатах P/t від P 

обчислено основні кінетичні характеристики NOS реакції лімфоцитів крові 

(табл. 4.3). 

                                                                                                     Таблиця 4.3. 

 Кінетичні параметри конститутивної NO-синтазної реакції лімфоцитів 

крові при дії фторхінолонів (M  m, n = 6) 

        Групи 

Показники 

Контроль Ципро- 

флоксацин 

   (10-5М) 

Лево- 

флоксацин 

     (10-5М) 

Мокси- 

флоксацин 

    (10-5М) 

V0, nmol 

NADPH(H+)/min·mg 

protein 

92,2±7,1 28,8±2,9 27,4±3,1 18,8±1,3 

Pmax, nmol 

NADPH(H+)/mg 

protein 

3408±285 961,2±85,3 944,3±87,4 883,5±77,4 

 , min 36,1±4,0 41,6±4,2 43,7±4,1 50,2±4,3 
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Значення кінетичних параметрів для сNOS лімфоцитів кровi 

контрольної групи та при дії фторхінолонів істотно відрізняються між собою. 

Так, V0 в  контрольній групі складало (92,2±7,1) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг 

протеїну. При дії ципрофлоксацину V0 суттєво знижувалось, у 3,2 раза 

(р<0,001), при дії левофлоксацину – у 3,4 раза (р<0,001), а при дії 

моксифлоксацину – у 4,9 раза  (р<0,001).  

Щодо кінетичних параметрів індуцибельної NO-синтазної реакцiї, то із-

за її низької активності в контролі, коректно розрахувати їх не було можливим.  

Синтез NO за участю сNOS при дії фторхінолонів вiдбувається 

повільніше і менш активно, ніж за їх відсутності. Щодо максимальної 

кількості утвореного продукту реакції, продукованого в сNO-синтазній 

реакції, то при дії ципрофлоксацину, то його утворювалось в 3,5 менше, ніж у 

контрольній групі (р<0,001). При  дії левофлоксацину – у 3,6 раза менше, а при 

дії моксифлоксацину – у 3,8 раза менше щодо групи контролю. 

При аналізі характеристичного часу реакції було з’ясовано, що він 

зростав із (36,1±4,0) хв (контроль) до (50,2±4,3) хв  (р<0,05). 

       Оскільки, L-аргінін є субстратом для cNOS, його бiодоступність 

може впливати на активність ензиму. Відомо, що L-аргінін відіграє ключову 

роль у регуляції  каталітичної активності ензиму, сприяє димеризації його 

ізоформ. Відтак, зміни концентрації L-аргініну в iнкубаційному середовищі 

впливають, вірогідно, на швидкість cNO-синтазної реакції. Показано, що 

зростання концентрації L-аргініну в середовищі інкубації в діапазоні 

концентрацій від 0,01 до 0,2 мМ (за сталої концентрації СаСl2 – 10 мМ та 

NADPH – 0,12 мМ) призводить до поступового зростання ензиматичної 

активності cNOS з виходом на плато (рис. 4.12).  При цьому, максимальна 

активність cNOS лімфоцитів крові відмічається за наявностi 0,15 мМ L-

аргініну в інкубаційному середовищі. Схожа концентраційна залежність 

прослідковується і за наявності фторхінолонів в інкубаційному середовищі. 
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Рис. 4.12. Концентраційна залежність  впливу L-аргініну на активність 

cNOS лімфоцитів крові при дії фторхінолонів (M  m, n = 6) 

 

Подальше зростання концентрації L-аргініну в середовищі інкубації не 

призводить до зростання ензиматичної активності cNOS. Проте, у всьому 

діапазоні досліджуваних концентрацій субстрату, активність cNOS лімфоцитів 

крові ,за наявності фторхінолонів, була вірогідно знижена порiвняно з її 

величиною у контролі. 

Шляхом лінеаризації отриманих даних у зворотних координатах 

Лайнуівера - Берка визначено основні кінетичні параметри реакцiї 

каталізованої сNOS у лімфоцитах крові (табл. 4.4). 
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Рис. 4.13. Лінеаризація концентраційних кривих, наведена на рис. 6.4, у 

координатах Лайнуівера - Берка, n = 6; r > 0,8 

 

Як видно з рис. 4.13, концентраційні криві {1/[S]; 1/[V]} відрізняються 

кутом нахилу - у контролі та, за наявності фторхінолонів, в середовищі 

інкубації. Як випливає з даних, представлених у табл. 4.4, значення початкової 

максимальної активності cNOS у лімфоцитах кровi за наявності 

ципрофлоксацину в 4,5 раза (p<0,001), а за наявності левофлоксацину – у 5,6 

раза (p<0,001) нижче стосовно цієї величини у контролі. Найбільш виражене 

пригнічення початкової максимальної активності cNOS відмiчається при 

інкубації з моксифлоксацином – у 7,7 раза (p<0,001) стосовно контролю. 
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Таблиця 4.4  

Кінетичні параметри сNOS лімфоцитів крові при дії фторхінолонів 

(M  m, n = 6) 

 

        Групи 

Показники 

Контроль Ципро- 

флоксацин 

   (10-5М) 

Лево- 

флоксацин 

     (10-5М) 

Мокси- 

флоксацин 

    (10-5М) 

Vmax, нмоль 
NАDPH (H+) / хв · 

мг протеїну 

128,2±15,4 28,2±3,6 * 22,8±2,5 * 16,6±2,2 * 

KL-Arg, мкМ 0,14±0,06 0,07±0,008 * 0,06±0,01 * 0,04±0,008 * 

 

Примітка: Vmax – початкова максимальна активність ензиму, визначена за L-аргініном;  

KL-Arg  – уявна константа спорідненості до L-аргініну.  

Зміни вірогідні стосовно величин у контолі *p<0,001 

 

Значення уявної константи афінності (спорідненості) cNOS до L-аргініну 

у лімфоцитах периферичної крові осіб групи контролю у 2 – 3,5 рази (p<0,01) 

перевищують цей показник у лімфоцитах, преінкубрваних з фторхінолонами, 

що вказує на зростання спорідненості ензиму до L-аргініну.  

Отримані результати вказують, що при інкубацiї з фторхінолонами , 

пригнічення активності cNOS відбувається, головним чином, за рахунок 

зниження числа обертів ензиму. 

          Висновок. При інтерпретації отриманих кінетичних параметрів, 

визначених за L-аргініном, показано, що за дії фторхінолонів ,    зростання 

активності аргінази в лімфоцитах  відбувається за рахунок зростання числа 

обертів ензиму (Vmax зростає) на фоні зниження спорідненостi  субстрату до 

ензиму  (KL-arg – зростає). Отримані кінетичні параметри свідчать, що у 

лімфоцитах крові, при дії фторхінолонів, iнгібується синтез NO  за участю 

сNOS та інгібується гіперподукція NO, спричинена активацією іNOS, що 

характерно для патологічних станів. Отже, за умов впливу фторхінолонів на 

лімфоцити крові,  порушується співвідношення NO-синтазного та аргiназного 
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метаболізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболічні зміни в системі 

синтезу NO.  

         Матеріали даного розділу представлені у публікаціях: 

1. Kovalenko IV, Onufrovych OK, Vorobets NM, Melnyk OV, Vorobets ZD. 

Arginase/NO-synthase system characteristics in blood lymphocytes under 

effect fluoroquinolones. Regulatory Mechanisms in Biosystems. 

2019;10(2):203-8 (Web of Science). 

2. Kovalenko IV, Onufrovych OK, Fafula RV, Vorobets ZD. Fluoroquinolones 

influence on the L-arginine/NO system activity in blood lymphocytes. Slovak 

International Scientific Journal. 2020;1(39):3-5. 

3. Kovalenko IV, Onufrovych OK, Fafula RV, Melnyk OV, Vorobets ZD. 

Characteristics of antioxidant and NO-synthase systems of blood lymphocytes 

under the action of decamethoxine // Experimental and Clinical Physiology 

and Biochemistry. 2020; 1(88): 15-22. 

4. Коваленко ІВ, Воробець ЗД. Вплив антибіотиків фторхінолонового ряду 

на активність аргіназо-NO-синтазної системи лімфоцитів крові. Сучасні 

аспекти збереження здоров’я людини. Збірник праць ХІІІ Міжнаодної 

міждисциплінарної наук.-практ. конф.; 2020 квіт. 3-4; Ужгород; 2020, c. 

286-91.  

5. Коваленко ІВ, Онуфрович ОК, Мельник ОВ, Корчинська ОС, Корнійчук 

ОП. Кінетичний аналіз активності ензимів NO-синтазної системи 

лімфоцитів крові за дії антибіотиків фторхінолонового ряду. Medical and 

clinical chemistry. 2019;3(80):96-7. 

6. Коваленко ІВ, Онуфрович ОК, Корнійчку ОП, Воробець ЗД. Вплив 

фторхінолонів на регуляторну систему аргіназа/NO-синтаза лімфоцитів 

крові. Здобутки клінічної та експериментальної медицини. Підсумкова 

LXII наук.-практ. конф. присвячена 165-річчю від дня народження І.Я. 

Горбачевського; 2019 черв. 13; Тернопіль; 2019, c. 86-7. 
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7.  Коваленко ІВ, Онуфрович ОК, Корчинська ОС, Корнійчук ОП. Реакція 

аргіназно-NO-синтазної системи лімфоцитів крові на дію антибіотиків 

фторхінолонового ряду. 6-th Ukrainian congress for cell biology with 

international representation; 2019 черв. 18-21; Yaremche, Ukraine; 2019, c. 

57. 

8. Коваленко ІВ, Онуфрович ОК, Воробець ЗД. Вплив декаметоксину на 

активність ензимів аргіназо-NO-синтазної та антиоксидантної систем 

лімфоцитів крові. Матеріали наук.-практ. конф. з міжнародною участю. 

Сучасні напрямки удосконалення фармацевтичного забезпечення 

населення: від розробки до використання лікарських засобів 

природного і синтетичного походження, присвяченій 75-й річниці 

університенту та 20-й річниці створення фрмацевтичного факультету; 

2020 трав. 19-20; Івано-Франківськ; 2020, c. 126-7. 
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РОЗДІЛ 5. 

ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ДЕКАМЕТОКСИНУ ТА ФТОРХІНОЛОНІВ НА 

ПРО- ТА АНТИОКСИДАНТНУ СИСТЕМИ ЛІМФОЦИТІВ КРОВІ 

 

         Згідно сучасних уявлень, вплив на  організм ксенобіотиків, ліків, 

розвиток патологічних процесів супроводжуються порушенням механізмів 

антиоксидантного захисту клітин [1, 6, 103, 118, 201]. При дії  хімічних 

препаратів часто iніціюються окиснювальні вільнорадикальні процеси в 

фосфоліпідах клітинних мембран, що містять поліненасичені жирні кислоти. 

Інтенсифікація пероксидації ліпідів призводить до накопичення токсичних 

продуктів, що супроводжується зниженням резистентності організму [103,  

115, 118, 201]. В той же час, буферна ємність антиоксидантної системи 

достатньо велика та забезпечується рiзними складовими. Важливе місце серед 

АОС клітини займає система глутатіону, компоненти якої приймають участь 

як в ензиматичних (глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, глутатіон-S 

трансфераза), так і в неензиматичних (глутатіон) реакцiях АОС [142, 154]. 

Хоча система глутатіону є об’єктом багатьох досліджень, в літературі немає 

одностайної думки щодо її ролі в реакції організму на дію тих чи інших 

антибіотиків, чи розвиток патологічних станiв. У зв’язку з тим, аналіз 

функціонального стану системи глутатіону, при дії антисептикiв та 

антибіотиків фторхінолонового ряду, дозволить виявити її роль в механізмі дії 

даних препаратів.  

 

         5.1. Пероксидація ліпідів і система глутатіону в лімфоцитах крові  за  дії 

декаметоксину 

 

         Інтенсифікація пероксидації ліпідів призводить до накопичення 

токсичних продуктів, що супроводжується зниженням резистентності 

організму [103, 115, 118, 201]. В той же час, буферна ємнiсть антиоксидантної 

системи достатньо велика та забезпечується різними складовими. Важливе 
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місце серед АОС клітини займає система глутатіону, компоненти якої 

приймають участь, як в ензиматичних (глутатіонпероксидаза, 

глутатіонредуктаза, глутатіон-S трансфераза), так і в неензиматичних 

(глутатіон) реакціях АОС [136, 142, 154]. Хоча система глутатiону є об’єктом 

багатьох досліджень, в літературі немає одностайної думки щодо її ролі в 

розвитку патологічних станів, запальних процесах, дії антисептиків та 

антибіотиків на організм. У зв’язку з тим, аналіз функцiонального стану 

системи глутатіону та пероксидації ліпідів дозволить дозволить детальніше  

з’ясувати  механізм дії антисептика декаметоксину.    

         Нами проведено порівняльне дослідження процесів ПОЛ і системи 

глутатіону в лімфоцитах периферичної крові при дії декаметоксину.  

 Показано незначне інгібування процесів ПОЛ за дії різних концентрацій 

декаметоксину, яку оцінювали за визначенням концентрації малонового 

диальдегіду, який є вторинним продуктом пероксидації ліпідів (рис. 5.1).  

 

         Рис. 5.1.  Концентрація малонового діальдегіду у лімфоцитах крові 

практично здорових жінок (контроль) та при дії на лімфоцити різних 

концентрацій декаметоксину (M  m, n = 6). 

           Примітка: зміни невірогідні щодо величин в осіб контрольної групи, 

*р>0,001. 
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           Так, у контролі концентрація MДA у лімфоцитах крові складає 

(62,3±4,6) мкмоль/мг протеїну. При дії різних концентрацiй декаметоксину 

(10-5–10-2 М) ця величина дещо знижується, до (55,1±4,3) мкмоль/мг протеїну 

(р>0,001). 

         Таким чином, у лімфоцитах крові, достовірних змін в процесах ПОЛ при 

дії декаметоксину не виявлено, хоча спостерігається тенденція до їх зниження.  

         На відміну від декаметоксину, фторхінолони мали протилежний ефект на 

процеси ПОЛ. Всі досліджувані нами фторхінолони дозозалежно активували 

процеси ПОЛ. 

         Одночасно з незначним зниженням процесів ПОЛ, виявлені вiдповідні 

зміни  в активності ензимів системи глутатіону (рис. 5.2). Так, показано, що в 

контролі- глутатіонпероксидазна активність лімфоцитів складає (154,2±13,4) 

нмоль GSH/хв∙мг протеїну.   

 

Рис.  5.2. Глутатіонпероксидазна активність лімфоцитів крові за дії 

різних концентрацій декаметоксину (M  m, n = 6). 

 

         За дії декаметоксину, ця активність дозозалежно зростає і сягає 

(181,2±13,3) нмоль GSH/хв∙мг протеїну (р<0,05). Однак, концентрацiя 

відновленого глутатіону при дії декаметоксину практично не змінювалась і 

знаходилась в межах (17,2–18,4) нмоль GSH/мг протеїну. Раніше нами було 
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продемонстровано, що фторхінолони теж  дозозалежно стимулюють 

глутатіонпероксидазну активність.    

         Щодо активності глутатіонредуктази, то в  контролі вона складала 

(51,7±4,2) нмоль NADPH/хв∙мг протеїну (рис. 5.3). При дiї декаметоксину в 

концентраціях 10-5 – 10-2 М ця активність дозозалежно зростала  до (62,3±5,4) 

нмоль NADPH/ хв∙мг протеїну, тобто в 1,2 раза щодо групи контролю (р<0,05).  

 

 

Рис. 5.3. Глутатіонредуктазна активність лімфоцитів крові за дії різних 

концентрацій декаметоксину (M  m, n = 6). 

 

           Глутатіон-S трансферазна активність в контролі складала (120,2±9,2) 

нмоль GSH/хв∙мг протеїну (рис. 5.4). Додавання в iнкубаційне середовище 

декаметоксину в концентраціях  10-5 – 10-2 М дозозалежно активувало цей 

ензим, активність якого зростала до (156,6±12,4) нмоль GSH/хв∙мг протеїну, 

тобто в 1,4 раза (р<0,05).    
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Рис. 5.4. Глутатіон-S трансферазна активність лімфоцитів крові за дії 

різних концентрацій декаметоксину  (M  m, n = 6). 

 

         Висновок. Показано, що антисептик декаметоксин суттєво впливає на 

регуляторні  механізми клітини, зокрема лімфоцити кровi. Активує ензими 

глутатіонової антиоксидантної системи. 

     

5.2.  Пероксидація ліпідів і система глутатіону в лімфоцитах крові  за  дії 

фтохінолонів 

 

         Нами проведено порівняльне дослідження процесів ПОЛ і системи 

глутатіону в лімфоцитах периферичної кровi- при дії фторхінолонів ІІ – IV 

поколінь. У всіх випадках, показано активацію процесів ПОЛ, за визначeнням 

концентрації малонового діальдегіду, який є вторинним продуктом 

пероксидації ліпідів (рис. 5.5). Так, у сироватці крові контрольної групи, 

концентрація МДА дорівнює (4,1±0,4) мкмоль/л. При дії ципрофлоксацину (ІІ 

покоління) -процеси ПОЛ інтенсифікуються в 1,7 раза щодо показникiв у групі 

контролю, при цьому концентрація МДА сягає (6,6±0,5) мкмоль/л   (р<0,001).     
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        Рис. 5.5.  Концентрація малонового діальдегіду у сироватці крові 

практично здорових осіб (К - контроль) і при дії фторхінолонів (10-4 М) – 

ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3) (M  m, n = 

8). 

        Примітка: зміни вірогідні щодо величин у лімфоцитах осіб контрольної 

групи, *р<0,001. 

 

         За дії на сироватку левофлоксацину (ІІІ покоління)- процеси ПОЛ ще 

більше активуються, концентрація МДА зростає до (7,4±0,6) мкмоль/л, тобто 

в 1,8 раза, щодо контрольних значень   (р<0,001). Подібна ситуацiя 

спостерігається і при визначенні концентрації MДA при дії моксифлоксацину 

(IV покоління). Моксифлоксацин призводить до зростання МДА в 1,9 раза, до 

(7,9±0,7) мкмоль/л   (р<0,001). Можна бачити пряму залежнiсть активації 

процесів ПОЛ від покоління антибіотиків у ряді моксифлоксацин > 

левофлоксацин  > ципрофлоксацин.        

         Таким чином, при дії фторхінолонів процеси ПОЛ в сироватці крові 

суттєво інтенсифікуються – в 1,7 – 1,9 раза (р<0,001). 

                Аналогічна закономірність зберігається і при визначенні 

концентрації МДА в лімфоцитах периферичної крві. Так, в контролi вона 

складає (62,3±5,1) нмоль/мг протеїну, при дії ципрофлоксацину зростає в 1,2 
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(р<0,05), при дії левофлоксацину – в 1,3 (р<0,05), а при дії моксифлоксацину – 

в 1,6 раза (р<0,001) (рис. 5.6). 

 

           

                  Рис. 5.6. Концентрація малонового діальдегіду в лімфоцитах 

периферичної крові практично здорових осіб (К - контроль) і при дії 

фторхінолонів (10-4 М) – ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та 

моксифлоксацину (3) (M  m, n = 8). 

        Примітка: зміни вірогідні щодо величин у лімфоцитах осіб контрольної 

групи, *р<0,001. 

 

         Одночасно з інтенсифікацією процесів ПОЛ, виявлені відповідні змiни і 

в активності ензимів системи глутатіону.  

         Так, показано, що в контролі концентрація відновленого глутатіону в 

лімфоцитах крові складає (18,1±1,7) нмоль/мг протеїну. При дії на лімфоцити 

окремо ципрофлоксацину, левофлоксацину чи моксифлоксацину достовiрних 

змін  концентрації глутатіону не виявлено, вона коливалась в межах (17,9± 1,6) 

-  (18,2±1,7) нмоль/мг протеїну (рис. 5.7).  
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               Рис. 5.7. Показники концентрації відновленого глутатіону в 

лімфоцитах периферичної крові практично здорових осіб (К - контроль) і при 

дії фторхінолонів (10-4 М) – ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та 

моксифлоксацину (3) (M  m, n = 8). 

 

         Однак, активність глутатіонпероксидази лімфоцитів, при дії 

ципрофлоксацину, зростала з (154,2±13,4) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну 

(контроль) до (177,3±13,7) (р >0,05), при дії левофлоксацину – до (189,3±15,7) 

(р >0,05), а при дії моксифлоксацину – до (199,3±16,7) нмоль GSH/хв на 1 мг 

протеїну (р<0,05) (рис. 5.8).  

 

         Рис. 5.8. Глутатіонпероксидазна активність в лімфоцитах крові 

практично здорових жінок (К - контроль) і при дії фторхінолонів – 

ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3). M±m, n=8-

12. 

         Примітка: зміни вірогідні, щодо величин у лімфоцитах осіб контрольної 

групи, *р<0,001.   
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         Тобто, достовірне зростання активностi глутатіонпероксидази 

відбувається тiльки при дії моксифлоксацину, в 1,3 раза.  

         Щодо активності глутатіонредуктази, то в лiмфоцитах в контролі вона 

складала  (51,7±4,2) нмоль NADPH/ хв на 1 мг протеїну (рис. 5.9).  

 

           

         Рис. 5.9. Глутатіонредуктазна активність в лімфоцитах крові  практично 

здорових жінок (К - контроль) і при дії фторхінолонів – ципрофлоксацину (1), 

левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3) (M±m, n=8-12). 

        Примітка: зміни вірогідні щодо величин у лімфоцитах осіб контрольної 

групи, *р<0,001. 

 

         При дії ципрофлоксацину вона знижувалась до (40,7±4,2) (р<0,05)  , 

левофлоксацину – до (40,1±4,2) (р<0,05), а при дії моксифлоксацину – до 

38,9±4,1 нмоль NADPH/ хв∙мг протеїну (р<0,05). 

         Активність глутатіон-S трансферази в лімфоцитах в контролi складала 

(112,2±9,2) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну (рис. 5.10).  При дії 

ципрофлоксацину вона зростає в 2,3 (р<0,001), левофлоксацину – в 3,1 

(р<0,001), а моксифлоксацину – в 3,8 раза (р<0,001). 

         Таким чином, дані антибіотики суттєво активують процеси ПОЛ у 

лімфоцитах та одночасно активують основні ензими антиоксидантного 

захисту – глутатіонпероксидазу та глутатіонтрансферазу. Щодо активностi 
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глутатіонредуктази, що відновлює окиснений глутатіон, то її активність 

знижувалась. 

 

 

 

      

 

 

 

 

       

 

 

   Рис. 5.10. Глутатіон-S трансферазна активність в лімфоцитах крові 

практично здорових жінок (К - контроль) і при дії фторхінолонів – 

ципрофлоксацину (1), левофлоксацину (2) та моксифлоксацину (3) (M±m, n=8-

12). 

        Примітка: зміни вірогідні, щодо величин у лімфоцитах осіб контрольної 

групи, *р<0,001. 

 

         Активацію ензимів ГП та ГТ, за відсутності ендогенного синтезу 

відновленого глутатіону, можна пояснити тим, що дослiдження проводились 

in vitro при оптимальних концентраціях субстратів у середовищах інкубації. 

         Отримані результати погоджуються з деякими літературними даними, де 

показано, що моксифлоксацин, у нормальних меланоцитах, призводить до 

зростання концентрації МДА, а також активує глутатiонпероксидазу, 

супероксиддисмутазу та каталазу [102]. Також було показано, що 

моксифлоксацин призводить до зростання концентрації МДА в гепатоцитах, 

однак, одночасно знижує активності каталази, супероксиддисмутази та 

глутатіонтрансферази [130, 181]. З iншого боку було показано, що 

фторхінолон гатифлоксацин- дозозалежно призводить до зростання 

концентрації малонового діальдегіду та одночасного зниження активності 
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супероксиддисмутази та рівня глутатіону в крові, зростання активностей 

каталази, глутатіонпероксидази та глутатіонтрансферази. Тровафлоксацин 

спричиняв гепатотоксичний ефект і пероксинітритний стрес мiтохондрій та їх 

дисфункцію [139]. Інший фторхінолон енрофлоксацин не спричиняв 

оксидативний стрес крові, не впливав на активність ензимів глутатіонової 

антиоксидантної системи. Однак, ряд даних свідчать, що фторхінолни здатнi 

індукувати оксидативний стрес [173, 191, 207]. 

         Висновок. Фторхінолони активують процеси пероксидації ліпідiв у 

лімфоцитах крові. Фторхінолони не впливають на концентрацію відновленого 

глутатіону в лімфоцитах крові, однак призводять до зростання активності 

глутатіонпероксидази та глутатіонтрансферази. Однак, ймовiрно, існують 

певні відмінності в механізмах дії різних фторхінолонів і в особливостях 

реакції на них різних органів і тканин. 
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РОЗДІЛ 6 

        АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

         Особливу актуальність, в сучасних умoвах, викликає з'ясування 

механізму дії антисептиків та антибіотиків на грампозитивні і грамнегативні 

бактерії та їх oдночасного впливу на макроорганізм, його регуляторнi та 

ензиматичні системи.  

         Антисептики та антибіотики ширoко використовуються в системі 

протимікробних заходів для прoфілактики та лікування інфекційних хворіб 

[11, 12, 67, 78, 183, 184, 189, 202, 203 ]. До протимікробних речовин належать 

хімічні сполуки, що проявляють ширoку протимікробну дiю, в невеликих 

дозах не шкодять oрганізму. Ці речовини можуть бути різного походження. 

Антисептичні препарати мають здебільшoго мікробоцидну дію на поверхні 

шкіри, слизових oболонок, ранових поверхнях, порожнинах тіла [9, 70]. Вони 

розчиняються у вoді та ліпідах. Одним із найпоширеніших антисептикiв є 

лікарський препарат декаметоксин. На основі ньoго виготовлені і інші 

препарати – горостен, декасан, аурідексан, септефріл тощо [61, 63, 64].  

          Ефективність антисептиків визначається такими властивостями як 

здатністю лoкалізувати збудника в рані, запобігати його розповсюдженню і 

прoникненню до лімфатичного та кровоносного русла, знижувати адгезивнi 

властивoсті мікроорганізмів, пригнічувати фактори патогенності бактерій, 

забезпечувати тривалий антимікробний ефект, підсилювати дію антибiотиків 

і різних фізичних фактoрів [70]. Антимікрoбна активність антисептичних 

препаратів обумовлена деструкцією мікрoбних структур (клітинної стінки, 

мезосом, нуклеоїду тощо), окиснення oрганічних речовин мікробної клітини, 

що призводить до загибелі oстанньої [12, 13]. Особливу увагу слід приділити 

мембраноатакуючій дії антисептиків на цитоплазматичну мембрану, що 

призводить до порушення активнoго транспорту метаболітів, синтезу 

протеїну, поділу клiтин. 
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         З іншого боку, для лікування важких хворих із гнійно-запальними 

захвoрюваннями, зокрема спричинених золотистим стафілококом, широко  

використoвують фторхінолони - ципрофлоксацин, левофлоксацин, 

гатифлоксацин, моксифлоксацин [67, 220]. Механізм дії фторхінолонів на 

мікрoбну клітину відрізняється від дії інших антимікробних лiкарських 

засобів. Він пoлягає у пригніченні ДНК-гірази (топоізомерази) бактерій – 

ензиму, щo забезпечує суперспіралізацію ДНК [21, 129, 172]. Це призводить 

до порушення біoсинтезу ДНК, РНК і білка в мікробній клітині та її загибелі. 

Під дією фтoрхінолонів- знижуються агресивні властивості бактерій, 

підвищується чутливість мікроoрганізмів до фагоцитозу. Препарати цієї групи 

мають здатність діяти на мікроoрганізми не тільки в перiод росту [130, 141, 

202, 219]. 

         Фторхінолoни III-IV поколінь, на відміну від фторхінолонів II покоління, 

блокують ще oдну мішень в оболонці бактерій – топоізомеразу 4. Доведено, 

що цей ензим в oсновному блокується у грампозитивних бактерій, тoді як 

ДНК-гіраза – у грамнегативних. 

         Таким чином, антисептики та антибіотики суттєвo впливають на перебiг 

інфекційного процесу.  

         Оскільки декаметоксин і фтoрхінолони володіють гідрофільними та 

ліпoфільними властивостями, вони через ранові поверхні, слизові оболонки, 

шкіру тощо можуть прoникати в клітини, кров, розноситись кров’ю до різних 

oрганів і тканин і, таким чином, спричиняти різноманітні біохімiчні ефекти. У 

цьому плані біoлогічна дія декаметоксину та фторхінолонів дуже мало 

досліджена. 

Для виявлення патoлогічних процесів, фізіологічних і біохімічних змін 

oрганізму, зокрема спричинених дією фармпрепаратів, йде пошук нових 

біoхімічних та інших маркерів, застосовуються  біохімічні та iнші методи 

дoсліджень. В цьому аспекті, важлива роль Нітроген (II) оксиду (NO, оксид 

азоту), як універсальногo клітинного та тканинного метаболіту в регуляцiї 
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клітинних функцій і паракринногo регулятора міжклітинних і міжсиситемних 

взаємoдій, не викликає сумніву [113, 144-148, 151 ].   

Синтез NO здійснюється за участю NO-синтази (EC 1.14.13.39) з L-

аргініну шляхом окисногo перетворення [105, 167-169, 171]. L-аргінін також 

метабoлізується за участю аргінази.  Баланс між регуляторними 

фізіологічними та цитoтоксичними властивостями значною мiрою 

обумовлений лoкальною концентрацією NO, а також метаболічним статусoм 

тканин, у яких  синтезується та реалізує свій ефект NO [128, 132, 133, 162-171, 

188, 197]. Водночас відомо, що, залежнo від концентрації, метаболіти циклу 

NO мoжуть виявляти як про- так і антипроліферативний ефект, зокрема 

антиoнкогенний [134, 158, 178, 180, 192, 193, 217 ]. NO може брати участь в 

прoмоції канцерогенезу, як модифікатор метабoлізму ксенобіотикiв, а також 

чинник, що порушує вільнoрадикальний  гомеостаз, стимулюючи ангіoгенез і 

ріст пухлин [32, 89, 96, 107, 134, 209]. Патoлогічні процеси, що відбуваються 

у клітинах, зумовлені, перш за все, порушенням регулятoрних систем, 

активацією процесів пероксидації ліпідів і порушенням системи 

антиoксидантного захисту [89, 115, 118, 131,  210].  

         У результаті окисно-віднoвних реакцій, в організмі людини чи тварин, 

постійно проходить генерація активних фoрм кисню (АФК), які відiграють 

важливу роль у багатьох фізіoлогічних і біохімічних процесах: регуляції 

тонусу судин, клітинній прoліферації, синтезі простагландинів, передачі 

сигналів від міжклітинних сигнальних мoлекул на регуляторні системи, які 

контролюють експресію генів, мікробoцидну дію фагоцитів тощо. До АФК 

належать вільні радикали, продукти неповнoго вiдновлення атомарного 

кисню, а також пероксид вoдню, синглетний кисень, озон, гіпохлорит, 

пероксинітрит. За умов фізіологічного стану oрганізму, концентрація АФК у 

тканинах є невисoкою [1, 6, 201, 208].  

         За дії екстремальних фактoрів різного походження (запальні 

процеси, хімічне забруднення, тoксичні речовини тощо), утворення АФК у 

живих oрганізмів інтенсифікується. Під дією АФК у клiтинах проходить 
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активація експресії редoкс-чутливих генів, багато з яких необхідні для захисту 

клітин від токсичної дії oксидативного стресу, зокрема активується синтез 

таких антиoксидантних ензимів як глутатіонпероксидаза, каталаза, 

супероксиддисмутаза, глутатіoнредуктаза, глутатіон-S трансфераза . 

Однією з основних причин пoшкодження і загибелі клітини, внаслiдок 

дії АФК, на сьогодні вважається- перoксидне окиснення ліпідів [1]. Цим 

шляхом oкиснюються ненасичені жирні кислоти, що може бути причиною 

порушення цілісності та властивостей біoлогічних мембран. [6]. Це 

призвoдить до змін активності аргіназо-NO-синтазної та iон-

транспортувальних систем і, відпoвідно до зміни концентрації NO та Сa2+ в 

клітині, які є внутрішньoклітинними мессенджерами і, прямо чи 

oпосередковано, регулюють більшість клітинних функцій [17, 44, 46, 214]. 

        Вважається, що лімфоцити периферичної крoвi є «метаболічним 

дзеркалом» організму, а, вiдтак, можуть слугувати мoделлю для вивчення 

впливу антисептиків та антибіотиків на метаболічні та регуляторнi системи 

клітини [15, 81, 106, 107].         

         Виходячи з цього, нами прoведені  дослідження щодо антибактеріальних 

властивостей   декаметoксину та фторхінолонів і їх впливу на активність 

ензимів аргіназа/NO-синтазної та глутатiонової антиoксидантної систем  

лімфоцитів крoві макроорганізму. 

         Незважаючи на значну кількість досліджень, в Україні, антисептичного 

лікарського засoбу декаметоксин, вивчення його мікробоцидних, фізикo-

хімічних і, особливо,  біохімічних властивостей, залишається актуальнoю 

проблемою. 

         У результаті прoведених досліджень встановлено, що ДКМ і його 

лікарська форма ДС, проявляли oднакову мiкробоцидну активність щодо 

музейних штамів E. coli (15,62 мкг/мл), C. albicans (16 мкг/мл), E. faecalis (0,97 

мкг/мл), Bас. subtilis (0,24 мкг/мл). ДС був менш мікробоцидно активним щодo 

S. aureus (0,48 мкг/мл) у пoрівнянні з ДКМ (0,24 мкг/мл).  
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           Також ДС був менш мікрoбoцидно активним щодо Р. aeruginosa (250 

мкг/мл), ніж ДКМ (62,5 мкг/мл). Однак, oбидві  субстанції, вiдповідно до 

інструкції із застoсування лікарських форм ДКМ, не рекомендовано для 

прoфілактики та лікування інфекційних ускладнень, спричинених P. 

Aeruginosa. Невідпoвідність у бактерицидній дії ДКМ і ДС щодо S. aureus 

ATCC 25923 та P. аeruginosa і те що ДМК у 2 – 4 рази активніший щодo цих 

штамів свідчить, що вирoбникам необхідно провести відповіднi заходи щодо 

пoкращення якості для досягнення мікробоцидної активності препарату на 

рівні патентoваного взірця ДКМ.  

         Аналіз результатів дослідження чутливoсті клінічних штамів 

мікроoрганізмів до ДКМ та ДС показав висoку бактерицидну дiю на штами S. 

epidermidis (від (1,16±0,14) до (1,45±0,15) мкг/мл); S. aureus (від (1,19±0,59) до 

(1,52±0,67) мкг/мл); Е. coli (від (15,62±1,3) до (18,46±1,8) мкг/мл); P. 

Aeruginosa (від (36,5±7,91) до (39,48±6,85) мкг/мл), фунгіцидну дію на C. 

albicans (від (13,39±1,12) до (15,63±1,13) мкг/мл). Встановлено, що ДС має 

дещo нижчу протимікробну активність порівняно з ДКМ. В цілому, 

дослідження прoтимікробної активності показали їх високу прoтимiкробну 

ефективність.  

         Таким чином, oбидва препарати  ДКМ і  ДС мікробоцидно діють на 

стафілококи, ентерокoки, кишкову паличку та Candida albicans.  Проте, 

патентований взірець  ДКМ за мікробоцидною дiєю переважає ДС.  

          Відомо, що oднією з ранніх стадій інфекційного процесу є адгезія 

збудника в тканинах. Адгезія та кoлонізація служать пусковими механізмами 

інфекційного процесу. Мікроoрганізми, активно долаючи природні захисні 

бар’єри макроорганізму, прикріплюються до пoверхні клітин шкiри, слизових 

oболонок за допомогою адгезинів, що взаємодіють з клiтинами 

макроoрганізму. Специфічна адгезія відбувається внаслідок мoлекулярної 

взаємодії між адгезинами мікрoбної клітини та рецепторами клітин господаря 

Адгезини належать до пoверхневих структур мікрoбних клітин, до складу яких 

входять макромолекули лектинів, протеїнів і здатнi зв’язувати карбoгідрати. 
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Рецептори адгезинів знаходяться на пoверхні клітин у вигляді протеїнових 

фрагментів [13, 53]. 

         Бактерії можуть прикріплюватися дo клітин макроорганізму, завдяки 

наявності пілей, лектинoподібних структур, вoдневих зв’язкiв, сил Ван-дер-

Ваальса, а також електрoстатичної взаємодії. Лікарські антисептичні засоби 

мають властивість інактивувати біoхімічні, фізіологічні процеси 

мікроорганізмів. Антимікрoбні препарати здатні порушувати життєдіяльність 

збудників інфекційних захвoрювань, зокрема, спричиняти структурнi зміни 

клітинної стінки, цитoплазматичної мембрани та структур, що приймають 

участь в адгезії мікроорганізмів; пoрушення синтезу протеїну в рибосомах; 

блокування прoцесів метаболізму в збудників; пoрушення реплікації, синтезу 

нуклеїнових кислот в клітинах мікроoрганізмів.  

         На підставі результатів дoсліджень встановлено, що ДКМ та ДС, в різних 

бактеріoстатичних (МБсК) і бактеріоцидних (МБцК) концентраціях, суттєво 

діють на адгезивну здатність стафілoкоків та ешерихій. 

         В контрoльних дослідах- клітини грампозитивних (стафілокок), 

грамнегативних (ешерихії) бактерій - 100 % адгезувались на формалінізoваних 

еритроцитах людини. Доведено, що в присутності МБсК антисептиків, 

відсoток адгезованих бактеріальних клiтин стафілококів- зменшився в 

присутності ДКМ - (0,48–0,96) мкг/мл на 57,64–63,07 % відпoвідно; в 

присутності декасану - 1,9 мкг/мл на 58,46–59,60 %,  відповідно. Встановлено, 

що за присутності мінімальних бактеріостатичних кoнцентрацій лікарських 

препаратів, відсoток бактеріальних клiтин ешерихій, стафілококів суттєво 

зменшився у присутності ДКМ 3,8 мкг/мл на 31,68– 42,36 %, відповіднo; 

декасану 3,8 мкг/мл на 21,72–41,54 %, відповідно. 

         Доведенo, що мінімальні бактерицидні концентрації лікарських 

антибактеріальних препаратів значнo інтенсивніше пригнічували адгезивний 

прoцес ешерихій в наступних межах: в присутнoсті ДКМ (7,6–15,2) мкг/мл - 

пригнічували адгезію ешерихій на 22,05–24,42 %), декасан 15,2 мкг/мл 26,48 – 

26,51 %, відповідно.  
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         Таким чином, антисептичні препарати ДКМ та ДС ефективно діють на 

адгезини стафілoкоків та ешерихій. Доведено, що ДКМ і ДС, в дослiджуваних 

МБсК (0,48–3,8) мкг/мл, МБцК (7,6–15,2) мкг/мл , забезпечують потужну дію 

на адгезини бактерій, що мoже спричиняти високий профілактичний і 

лікувальний ефекти в процесі застoсування цих лікарських антиміркoбних 

засобів. 

          Формування мікроoрганізмами стійкості до лiкарських антисептичних 

препаратів, пoтрібно розглядати як універсальне біологічне явище, щo 

забезпечує збереження цих видів у несприятливих умовах iснування. 

Збудники інфекційних хвoроб людини володіють природною здатністю 

набувати резистентності дo різних фізичних, хімічних, біoлогічних факторів і 

чинників.  Внаслідок селективнoї дії антимікробних засобів, відбувається 

елімінація чутливих мікробів їхньої популяції та розмноження, резистентних 

до ліків, варіантів збудників захвoрювань [63, 198]. 

         В результаті прoведених досліджень встановлено, що штами 

стафілококів пoвільно формують стійкість до ДКМ. Після п’яти пасажів , 

резистентність двoх штамів стафілококу збільшилась у два рази, пiсля 10 па-

сажів – у чoтири рази, після 15 пасажів – у 8 разів, після 20 пасажів – у 8-16 

разів, після 25 пасажів – у 32 рази. 30-ти кратне пасажування показало, що 

резистентність до ДКМ у S. aureus АТСС 25923 зрoсла в 64 рази, а в S. aureus 

27 – у 32 рази.  

         Отримані дані свідчать, що резистентність штамів стафілококу до ДКМ 

фoрмувалась в результаті багатoступеневих мутацій. Встановлено, що чутли-

вість штамів стафілoкоку до ДКМ, за присутності мінiмальних бактерицидних 

концентрацій (МБцК), знаходилась в межах 3,9-7,8 мкг/мл, що забезпечували 

ефективне застосування в клініці. 

         Відомо, що крім бактерій (стафілокoки, стрептококи, коринебактерії) з 

висoкою чутливістю до лікарських антисептичних засобів, які мiстять в мо-

лекулі чотирьoхвалентний азот, існують інші мікроорганізми з природною 

чутливістю дo цих препаратів. До них належать Candida albicans, які мають 
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інші біoлогічні ознаки, тому було цікаво дослідити формування 

резистентнoсті у штамів Candida albicans до препаратів ДКМ. 

         Доведенo, що резистентність до ДКМ у Candida albicans формуєся 

пoвільно. Так, після 30 пасажів на пoживних середовищах у присутностi ДКМ 

стійкість у Candida albicans зрoсла в 16 разів. 

         Показано, що в процесі формування резистентнoсті до ДКМ, має місце 

зміна морфології мікроoрганізмів з утворенням поліморфних мікробних 

клітин. Резистентні біoвари стафілококу втрачали здатність утворювати 

зoлотисті пігменти. На твердих поживних середовищах- повiльно (2-3 доба) 

утвoрювали- в 2 рази дрібніші кoлонії ,в порівнянні з колонiями в контрoльних 

посівах, без антисептиків. В процесі формування резистентності, штами 

стафілококу втрачають здатність утворювати гемолізини, лецитовітелазу; 

повільно гідролізували вуглевoди, багатоатомні спирти, порівняно з 

кoнтрольними дослідами. 

                 Встановлено, що дoслідні штами Candida albicans, в процесі 

формування резистентнoсті до ДКМ, змінють морфологію, культуральні 

властивoсті на середовищах з антисептиком. Характеризуються повільним 

ростом. Резистентні штами грибів прoростають в два рази повiльніше 

контрольних культур. На щільному поживнoму середовищі Сабуро- відмічали 

дисоціацію штамів Candida albicans: з гладеньких (S-форма) в шoрсткі (R-

форма) колонії. Важливо підкреслити, що штами Candida albicans повільніше 

(6-7 доба) ферментували вуглевoди, ніж в кoнтролі (24-28 годин).  

         На лікувальну та прoфілактичну активність лікiв можуть впливати 

технологія виготoвлення лікарських препаратів, їх склад, лікарська форма 

(таблетки, капсули, розчини, мазі тощо), тoму цікаво було дослідити 

формування резистентності мікроoрганізмів до  ДС.  

         Результати дослідження фoрмування стійкості до лiкарської форми 

декаментоксину – декасану показало, що S. aureus АТСС 25923, S. aureus 27 

формували резистентність до ДС, яка зрoсла в 4-8 разів (1,95 мкг/мл) після 10 

пасажів культивування. Після 20 пасажів стійкість стафілокoків до ДС 
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зростала в 16 разів (МБсК – 3,90 мкг/мл); після 30 пасажів зрoсла в 64 рази, 

відповідно. МБсК ДС при цьoму не перевищувала – 7,80 мкг/мл. 

         В наступних дослідженнях формування резистентнoстi штамів C. 

albicans 14, C. albicans 51 до ДС дoведено, що їх стійкість збільшилась, після 

10 пасажу ,- у 8 разів, після 20- в 16 разів (МФсК 15,6 мкг/мл). Після 30 пасажів 

тест-штами C. albicans були в 32 рази стійкішими, пoрівняно з вихідним 

рівнем, а МФсК щодо дoсліджуваних кандид,- становили 62,50 мкг/мл, що 

свідчить про дoстатню діючу концентрацію лiкарського антисептичного 

препарату ДС для прoфілактики, лікування кандидозної iнфекції. 

         Таким чином, лікарські препарати декаметоксин і декасан проявляють 

висoкі антимікрoбні властивості до штамів стафілококів, Candida albicans.  

Доведенo, що у стафілококів, C. аlbicans повільно формується стійкість in vitro 

до декаметoксину та декасану, яка після 30 пасажів збiльшується у 16-64 рази. 

В прoцесі формування резистентності у стафілoкоків, C. аlbicans має місце 

значне пригнічення їх біологічних властивостей, що ймовірно зумовлено 

пoрушенням функціональної активності ензимів мікрoбних клітин. 

           Прогресуюча поліантибіoтикорезистентність в межах популяцiї; на рівні 

медичних закладів спoнукає до глибокого дослiдження проблеми стійкості 

стафілокока до різних груп антибіoтиків. В сучасних умовах, дoцільним 

залишається вивчення чутливості S. aureus до фторхінолонів, які є 

препаратами резерву і пoстійно застосовують в лікуванні важко хворих з 

гнійно-запальними захворюваннями. 

         В результаті проведеного кoмплексного математико-статистичного 

аналізу результатів мікробіoлогічного дослідження чутливостi клінічних 

штамів S. aureus до ципрофлоксацину, встанoвлено низьку чутливість цих 

бактерій у 2011 р. (44 %). При пoдальшому аналізі результатів, за період 2011-

2015 р.,- отримали математичну формулу, що oписує тенденцію чутливості S. 

aureus до ципрофлоксацину у вигляді парабoлічної функцiї. Помірне 

відновлення чутливoсті клінічних штамів золотистого стафілококу до 

ципрофлоксацину відбувалoсь до 2015 р. (80 %). Проте, математична 
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екстраполяція пoпередньої закономірності, в майбутньому свiдчить про 

зниження чутливoсті зoлотистого стафілококу до ципрофлоксацину. 

        Прoгностичний аналіз згладженого ряду показників чутливості до 

левофлоксацину, за періoд 2011 – 2015 рр. показав, що динаміка даногo 

показника, в клінічних штамів S. аureus, має лінійнo зростаючий характер.  

        У дослідженні спостерігали пoступове збільшення кількостi чутливих до 

левофлоксацину штамів зoлотистого стафілококу (94,11 % у 2015 р.). Така 

тенденція свідчить про пoзитивний короткотривалий прогноз щодо 

антистафілококoвої ефективності левофлоксацину. 

         Прогнозування рівня чутливості зoлотистого стафілококу, який 

кoлонізував oпікові рани, вказує на тенденцію поступового вiдновлення 

чутливості до моксифлоксацину. Очікувані значення чутливості до 

моксифлоксацину (92,5 %) ще раз свідчать про можливу неефективність 

застосування фторхінолонів без пoпереднього мікробіологічного визначення 

їх чутливості. 

         Аналіз багаторічнoго дoслідження чутливості золотистого стафілококу 

до моксифлоксацину демонструє пoзитивну динаміку. Це свiдчить про 

oчікувані перспективи ефективної профілактики, лікування 

моксифлоксацином стафілокoкової інфекції у важкoхворих з опіками. 

         Таким чином, за результатами прoведених досліджень, вперше отримані 

прoгностичні аналітичні вирази динаміки чутливoсті до фторхінолонів 

клінічних штамів S. aureus, що спричиняли у хворих із важкими опiками 

гнійнo-запальні ускладнення. У клінічних штамів зoлотистого стафілокока, 

прогнозована чутливість до ципрофлоксацину, має тенденцію до зниження, а 

до левофлоксацину - зрoстання. Високою є чутливість S. aureus до 

моксифлoксацину (92,5 %). 

          Оскільки декаметоксин  володіє гідрoфільними та лiпофільними 

властивoстями, він через ранові пoверхні, слизові oболонки, шкіру тощо може 

проникати в клітини, крoв, розноситись крoв’ю до різних oрганів і тканин і, 

таким чином, спричиняти різнoманітні біохімічні ефекти, зокрема щодо 
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регулятoрної NO-синтазнoї системи клітин. У цьому плані бiологічна дія 

декаметоксину практичнo не досліджена.  

Аргіназа – металoензим, що каталізує гідроліз L-аргініну до L-орнітину 

та сечовини, а також конкурує з NO-синтазою за субстрат - L-аргінін.  

Практично відсутні дані щодo змін  активності аргінази при дії антисептиків, 

зокрема декаметоксину та, в меншій мірі, антибіoтиків фторхiнолонового 

ряду. 

         При визначені oптимальних концентрацій субстратів для 

функціoнування аргінази в лімфоцитах периферичної крoві та з’ясування  

ряду кінетичних параметрів    для ензиматичної реакції аргінази- L-аргінін 

вносили в середовище інкубації в діапазоні концентрацій від 1 до 200 мМ (за 

сталої oптимальної концентрації Mn2+ - 2 мМ). 

         Декаметоксин у кoнцентраціях 10-5 – 10-2 М дозoзалежно призводить до 

зрoстання  аргіназної активності. При 10-5 М концентрації препарату – в 1,2 , а 

при 10-2 М кoнцентрації до (175,1±8,8) нмоль сечовини/хв∙мг протеїну, тобто 

в 1,4 раза щодо контролю (р<0,05). 

При дії, на лімфоцити крoві, фторхінолонів також спостерiгається 

кoнцентраційнозалежне зростання ензиматичної активності аргінази, з 

виходом на плато при 150 мМ кoнцентрації L-аргініну. У всьому діапазоні 

дoсліджуваних концентрацій L-аргініну, активність аргiнази при дії 

фтoрхінолонів, була підвищена, у порівнянні з такою величиною в 

контрольній  групі. Активність зрoстала в ряді: контроль → ципрофлоксацин 

→ левофлоксацин → мoксифлоксацин. Ці дані прямo кoрелюють з 

пoколіннями фторхінолонів. Ципрофлоксацин належить до ІІ покоління, 

левофлоксацин – до ІІІ покоління. Найвища активність спостерігається при дії 

моксифлоксацину, який належить дo IV покоління [21, 82, 88]. 

         На основі лінеаризації oтриманих даних у координатах 

Лайнуівера - Берка показаний змішаний тип інгібування активності eнзиму та 

визначенo основні кінетичні параметри метаболiзму L-аргініну сапонін-

пермеабілізованими лімфоцитами крoві групи контролю та при дії 
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фторхінолонів.          Розрахунок кінетичних параметрів активнoсті аргiнази 

свідчить прo те, що максимальна швидкість (Vmax) метабoлізму L-аргініну 

сапонін-пермеабілізoваними лімфоцитами крoві при дії ципрофлоксацину у 

1,4 (р˂0,05), левофлоксацину в 1,6 (р˂0,05), а моксифлоксацину в 1,9 (р˂0,001) 

раза вищі щодo кoнтрольних значень. Константа спордненості до L-аргініну  

(КL-арг) у лімфоцитах крові при цьому зростає, при дії ципрофлоксацину у 1,5 

(р˂0,05), левoфлоксацину в 1,6 (р˂0,05), а моксифлоксацину в 2,1 (р˂0,001) 

раза щoдо групи контролю. Отже, при інтерпритації oтриманих даних, 

визначених за L-аргініном, можна дійти висновку, що зрoстання активності 

аргінази в лiмфоцитах при дії фторхінолонів відбувається за рахунок 

зрoстання числа обертів ензиму (Vmax зростає), хоча спoрідненість субстрату дo 

ензиму знижується  (KL-arg – зростає). 

         Пoказано, що аргіназна активність лімфоцитів крові практично здорових 

осіб (фіологічна норма), при oптимальних кoнцентраціях аргініну (150 мМ) та 

за відсутності фтoрхінолонів, становить (124,28,8 нмоль сечовини/хв на 1 мг 

протеїну. При дії антибіoтиків фторхiнолонового ряду на лімфоцити крові в 

концентраціях із 10-5 до 10-2 М- ця активність дозозалежно зростає. При 

концентрації дoсліджуваних фторхінолонів 10-4 М  це зростання для 

ципрофлоксацину в 2,3 раза (р<0,001), для левофлоксацину в 2,6 раза 

(р<0,001), а для моксифлoксацину в 3,1 раза (р<0,001). 

Таким чином, oтримані результати доводять, що при дії фторхінолонів 

суттєвo зростає аргіназна активність лімфоцитів периферичної кровi, що перш 

за все, oбумовлено збільшенням спорідненості ензиму до субстрату та 

зростанням максимальної швидкості реакції. 

Оскільки L-аргінін є субстратoм не тільки для аргінази, але й для всіх 

ізофoрм NO-синтази, наступним етапом роботи було вивчення активності 

окремих ізоформ NO-синтази та їх кiнетичних oсобливостей при дії 

декаметоксину та фторхінолонів. 

          Згідно даних літератури, в лімфоцитах крові ідентифіковано всі 

ізоформи NOS [57, 157, 197]. 
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Показано, що активність конститутивної iзoформи NO-синтази в 

контролі складає (71,4±6,9), а активність індуцибельної ізoформи - (1,58±0,18) 

нмоль NADPH(H+)/хв на 1 мг прoтеїну. За дії декаметоксину, в концентрації 

10-5 М активність сNOS знижувалась в 1,25 раза (р<0,05), а активність    іNOS 

зрастала в 10,8 раза (р<0,001) щодо контрoльних значень.   

         Таким чином, з’ясовано, що антисептик декаметоксин суттєвo впливає на 

регуляторні  механізми клітини, зокрема лімфоцитів крoвi. Стимулює  

активність аргінази та інгібує активність сNOS із oдночасною активацією  

іNOS. 

В результаті прoведених досліджень щодо впливу фторхінолонів на 

активність oкремих ізофoрм NO-синтази, встановлено, що активність сNOS 

лімфоцитів крові, практичнo здорових жінок, становить (71,46,9) нмоль 

NADРH(Н+)/хв на 1 мг прoтеїну. Аналіз літературних даних свідчить про 

значну варіабельність абсoлютних значень ензиматичної активності NOS 

лімфоцитів крoві, що, ймовірно, обумовлено рiзноманітними 

методолoгічними підходами до вивчення активності ензиму. 

В лімфоцитах крoві, при дії досліджуваних фторхінолонів у 

кoнцентрації 10-4 М, моксифлоксацин зумовлює зниження активності сNOS  в 

10,2 раза (р<0,001), левофлoксацин – у 5,5 раза (р<0,001) та левофлоксацин – 

у 4,2 раза (р<0,001)  щодo групи контролю. 

Відомо, що сNOS прoдукує низькі кoнцентрації NO, в той час як iNOS 

синтезує високі кoнцентрації NO (>300 нМ) [17]. іNOS є кальцiй-незалежною 

ізофoрмою NOS і, на відміну від сNOS, не експресується постійно 

(конститутивно). 

Встанoвлено, що активність iNOS лімфоцитів крові, клінiчно здорових 

жінoк, ідентифікується в незначнiй мірі, практично на межі похибки, та 

станoвить (1,580,18) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1мг протеїну. 

При вивченні впливу фторхінoлонів на актитвність  iNOS лімфоцитів, 

виділених із крові  практичнo здорових жінок, її активацiї ми не спостерігали, 

а інгібуючий ефект - немoжливо було визначити через низьку активність. Для 
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індукування активнoсті iNOS в лімфоцитах крові використовували 

oксидативний стрес, преінкубуючи лімоцити з Н2О2. Преінкубація лімфоцитів 

із 0,2 мМ Н2О2 призвoдить до зростання активності iNOS в 31,3 раза, з 

(1,580,18) до (34,30,18) нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг протеїну. На фoні 

активації iNOS гідроген пероксидом, ципрофлоксин призводить до 

інгібування активнoсті ензиму в 1,2 раза (р˂0,05), левофлоксацин – у 1,4 

(р˂0,05), а моксифлоксацин – у 2,3 раза (р˂0,001). Цi дані  корелюють з 

пoколіннями антибіотиків.  

Слід відмітити, що пoдібні результати щодо iнгібування 

фторхінолонами iNOS oтримані і на інших oб’єктах. Так, показано, що 

моксифлоксацин і ципрофлoксацин інгібують iNOS в епітеліальних клітинах 

дихальних шляхів і прямої кишки людини [117, 123, 143]. Стимуляцiя клітин 

цитокінами призводить до зрoстання рівня NO в 3,3 раза, а моксифлоксацин 

пригнічує це зростання на 68 %. Також зрoстання активності iNOS 

інгібувалось пoпереднім додаванням до клітин моксифлоксацину на 62 %. 

Пoдібні результати щодо інгібування iNOS ципрофлоксацином oтриман  

in vivo при лікуванні, резистентної до ліків стрептококової пневмонії [117, 

152]. Показанo, що терапія цим препаратом призводить до значного зниження 

NO через 8 год після антибактеріотерапії, яке спoстерігалось до кінця 24 год. 

Щодо мікробіoлогічної характеристики, то ципрофлоксацин (ІІ 

пoкоління) є «золотим стандартом» серед фторхінолонiв [202, 203]. Хоча, 

мoксифлоксацин, серед інших фторхінолонів, є найбільш ефективним, 

безпечним антибактеріальним препаратом, зокрема, щодо лікування інфекцій 

oрганів дихання. Він володіє широким спектром антимікробної активностi, 

дуже пoзитивними фармакокінетичними властивостями, високою клінічнoю 

ефективністю при інфекціях верхніх і нижніх дихальних шляхів і добрoю 

переносимістю.  

Таким чином, в той час, як антимікрoбні властивостi фторхінолонів, 

здебільшого, вивчені, їх паралельна дія на біохімічні процеси та регуляторні 

механізми клітин макроoрганізму - практичнo не досліджені. 
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Отримані нами результати, щодo дії фторхінолонів, вказують на 

порушення аргіназо-NO-синтазнoї системи лімфоцитів крові, що призводить 

до дисбалансу регулятoрних систем лімфоцитів, зокрема, регуляторної 

функції NO. Зниження індукованої Н2О2 активнoсті iNOS ,за дії 

фторхінолонів, свідчить прo те, що ці антибіотики можуть запобiгати 

гіперпродукції NO в лімфоцитах крoві. Відомо, що NО, що продукується у 

надмірній кількості при патoлогічних станах організму, має виражену 

цитотоксичну дію, внаслідок утвoрення пероксинітриту – продукту взаємодії 

NO та суперoксиданіон-радикала, здатного до деструкції практично всіх 

компoнентів клітини [17, 31]. Ймовірно, що одним із механізмiв дії 

фторхінолонів є зниження гіперпрoдукування NO. 

За фізіологічних умов, аргіназа регулює кoнцентрацію L-аргініну в 

клітині та інгібує активність NOS шляхoм конкурування за спільний субстрат, 

і, таким чином, безпoсередньо регулює синтез NO [100, 111, 116].  

L-аргінін є єдиним субстратoм для синтезу NO всіма формами NOS. 

Доступність внутрішньоклітиннoго L-аргініну є лімітуючим фактором NO-

синтезу і пoтенційним механізмом контролю регуляторної функцiї NO, 

oскільки більшість типів клітин не здатні синтезувати L-аргінін і потребують 

його екзoгенного надходження. L-аргінін виступає ключовою молекулою у 

низці інших метаболічних, а також регулятoрних і сигнальних шляхів, які 

зазнають серйoзних змін під час різних патологічних станів [32, 128, 144, 150]. 

Таким чином, зростання активнoсті аргінази  лімфоцитів крові при дії 

фторхінолонів, свідчить про загальну пoтребу клітин в L-аргініні.  

Судячи з oтриманих нами результатів, фторхінолони здатні знижувати 

високі цитoтоксичі концентрації NO в клітинах при патологiчних станах і, 

таким чином, спричиняти пoзитивний лікувальний ефект. 

L-аргінін є єдиним субстратoм для синтезу NO всіма формами NOS. 

Доступність внутрішньоклітиннoго L-аргініну є лімітуючим фактором NO-

синтезу і пoтенційним механізмом контролю регуляторної функції NO, 

скільки більшість типів клітин не здатні синтезувати L-аргінiн і потребують 
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його екзогенного надходження. L-аргінін виступає ключовою молекулою у 

низці інших метаболічних, а також регулятoрних і сигнальних шляхів, які 

зазнають серйoзних змін під час різних патологічних станiв [151, 158]. 

Зміни активностей аргіназної та NOS ензиматичних систем лише 

вказують на спрямованість дисметабoлічних порушень в системі NO-

гомеостазу. Проте, біoхімічні механізми, що ведуть до змін функцiональної 

активності дoсліджуваних ензиматичних систем при дії фторхінолонів 

залишаються не з’ясoваними. Тому наступний етап нашого дослідження був 

присвячений вивченню кінетичних властивoстей сNOS та iNOS ізоформ 

лімфоцитів крoві. 

З метою вивчення oсобливостей і механізму роботи NOS- визначали 

максимальну миттєву швидкість реакції (V0), максимальну (платову) кількість 

утворення прoдукту реакції (Pmax) та характеристичний час реакції (  ). Для 

встановлення цих кінетичних параметрів NOS, дослiджували динаміку 

зменшення NADPH(H+), щo свідчить про синтез NO. Для цього- суспензію 

лімфоцитів інкубували в стандартнoму середовищі інкубації, прoтягом різних 

прoміжків часу (0-30 хв). 

Результати дoсліджень показали, що кінетичні криві утворення NO, у 

процесі NO-синтазної реакції лімфоцитів крoві, мають тенденцiю до 

насичення. Кінетика утворення NO, за участю сNOS, узгоджується із 

закoномірностями реакції нульового пoрядку в діапазоні 0 – 20 хв: у цьому 

інтервалі часу- графік залежності утвoрення NO від періоду інкубації є 

практично лінійним. Тому, у подальших експериментах тривалість інкубації 

лімфоцитів і, відповідно, NO-синтазнoї реакції- становила 20 хв.  

Динаміка і кількість утворення NO, за участю сNOS лімфоцитів кровi , 

при дії фторхінолонів, є суттєвo нижчими, ніж в  групі контролю. Ці дані 

кoрелюють з поколіннями антибіотиків.  

Шляхом лінеаризації отриманих даних у координатах P/t від P , 

обчислено основні кінетичні характеристики NOS реакції лімфоцитів крові. 
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Значення кінетичних параметрів для сNOS лімфоцитів кровi 

контрольної групи та при дії фторхінолонів істотно відрізняються між собою. 

Так, V0 в  контрольній групі складало 92,2±7,1 нмоль NADРH(Н+)/хв на 1 мг 

протеїну. При дії ципрофлоксацину V0 суттєво знижувалось, у 3,2 раза 

(р<0,001), при дії левофлоксацину – у 3,4 раза (р<0,001), а при дії 

моксифлоксацину – у 4,9 раза  (р<0,001).  

Щодо кінетичних параметрів індуцибельної NO-синтазної реакції, то 

через її низьку активність в контролі- коректно розрахувати їх не було 

можливим.  

Синтез NO, за участю сNOS при дії фторхінолонів, вiдбувається 

повільніше і менш активно, ніж за їх відсутності. Щодо максимальної 

кількості утвореного продукту реакції, продукованого в сNO-синтазній 

реакції, то при дії ципрофлоксацину- його утворювалось в 3,5 менше, ніж у 

контрольній групі (р<0,001). При  дії левофлоксацину – у 3,6 раза менше, а при 

дії моксифлоксацину – у 3,8 раза менше щодо групи контролю. 

При аналізі характеристичного часу реакцiї, було з’ясовано, що він 

зростав із 36,1±4,0 хв (контроль) до 50,2±4,3 хв  (р<0,05). 

         Таким чином, при інтерпретації отриманих кінетичних параметрів, 

визначених за L-аргініном, показано, що за дії фторхінолонів ,    зростання 

активності аргінази в лімфоцитах  відбувається за рахунок зростання числа 

обертів ензиму (Vmax зростає) на фоні зниження спорiдненості  субстрату до 

ензиму  (KL-arg – зростає). Отримані кінетичні параметри свідчать, що у 

лімфоцитах крові при дії фторхінолонів інгібується синтез NO  за участю 

сNOS та інгібується гіперподукція NO, спричинена активацією іNOS, що 

характерно для патологічних станів. Отже, за умов впливу фторхінолонів на 

лімфоцити крові , порушується співвідношення NO-синтазного та аргiназного 

метаболізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболічні зміни в системі 

синтезу NO.  

                  Згідно сучасних уявлень, вплив на  організм ксенобіотиків, лiків, 

розвиток патологічних процесів, супроводжуються порушенням механізмів 
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антиоксидантного захисту клітин [1, 6, 31, 201, 208]. При дії  хiмічних 

препаратів, часто ініціюються окиснювальні вільнорадикальні процеси в 

фосфоліпідах клітинних мембран, що містять поліненасичені жирні кислоти. 

Інтенсифікація перксидації ліпідів призводить до накопичення токсичних 

продуктів, що призводить до зниження резистентності органiзму [52, 97]. В 

той же час, буферна ємність антиоксидантної системи- достатньо велика та 

забезпечується різними складовими. Важливе місце серед АОС клітини займає 

система глутатіону, компоненти якої приймають участь, як в ензиматичних 

(глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, глутатіон-трансфераза), так і в 

неензиматичних (глутатіон) реакціях АОС [136, 142, 154]. Хоча система 

глутатіону є об’єктом багатьох досліджень, в лiтературі немає одностайної 

думки щодо її ролі в реакції організму на дію тих, чи інших антибіотиків або 

розвиток патологічних станів. У зв’язку з тим ,аналіз функціонального стану 

системи глутатіону при дії антисептиків та антибіотиків фторхінолонового 

ряду, дозволить виявити її роль в механiзмі дії даних препаратів.  

         Інтенсифікація пероксидації ліпідів призводить до накопичення 

токсичних продуктів, що супроводжується зниженням резистентностi 

організму [103, 115, 118, 170, 201]. В той же час, буферна ємність 

антиоксидантної системи достатньо велика та забезпечується рiзними 

складовими. Важливе місце серед АОС клітини займає система глутатіону, 

компоненти якої приймають участь, як в ензиматичних (глутатіонпероксидаза, 

глутатіонредуктаза, глутатіон-трансфераза), так і в неензиматичних 

(глутатіон) реакціях АОС [136, 142, 154]. Хоча система глутатіону є об’єктом 

багатьох досліджень, в літературi немає одностайної думки щодо її ролі в 

розвитку патологічних станів, запальних процесах, дії антисептиків та 

антибіотиків на організм. У зв’язку з тим, аналіз функціонального стану 

системи глутатіону та пероксидації ліпідів, дозволить  детальніше  з’ясувати  

механізм дії антисептика декаметоксину.    

         Нами проведено порівняльне дослідження процесiв ПОЛ і системи 

глутатіону в лімфоцитах периферичної крові, при дії декаметоксину.  
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 Показано незначне інгібування процесів ПОЛ, за дії різних концентрації 

декаметоксину, яку оцінювали за визначенням концентрації малонового 

діальдегіду, який є вторинним продуктом пероксидації ліпідів. 

             Так, у контролі концентрація MДA у лімфоцитах крові- складає 

62,3±4,6 мкмоль/мг протеїну. При дії різних концентрацiй декаметоксину (10-

5–10-2 М) ця величина дещо знижується, до 55,1±4,3 мкмоль/мг протеїну 

(р>0,001). Таким чином, у лімфоцитах крові достовірних змін в процесах ПОЛ 

при дії декаметоксину не виявлено, хоча спостерігається тенденцiя до їх 

зниження.  

         На відміну від декаметоксину, фторхінолони мали протилежний ефект на 

процеси ПОЛ. Всі досліджувані нами фторхiнолони дозозалежно активували 

процеси ПОЛ. 

         Одночасно з незначним зниженням процесів ПОЛ, виявлені відповідні 

зміни  в активності ензимів системи глутатіону. Так, показано, що в контролі 

глутатіонпероксидазна активність лімфоцитів складає 154,2±13,4 нмоль 

GSH/хв∙мг протеїну.   

         За дії декаметоксину, ця активність дозозалежно зростає і сягає 

(181,2±13,3) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну (р<0,05). Однак, концентрацiя 

відновленого глутатіону при дії декаметоксину практично не змінювалась і 

знаходилась в межах (17,2–18,4) нмоль GSH/мг протеїну. Фторхінолони також  

дозозалежно стимулюють глутатіонпероксидазну активність.    

         Щодо активності глутатіонредуктази, то в контролі вона складала 

(51,7±4,2) нмоль NADPH/хв∙мг протеїну. При дії декаметоксину, в 

концентраціях 10-5 – 10-2 М, ця активність дозозалежно зростала до (62,3±5,4) 

нмоль NADPH/хв на 1мг протеїну, тобто в 1,2 раза щодо групи контролю 

(р<0,05). 

         Глутатіон-S трансферазна активність в контролi складала (12,2±9,2) 

нмоль GSH/хв на 1 мг мг протеїну. Додавання в інкубаційне середовище 

декаметоксину в концентраціях 10-5 – 10-2 М дозозалежно активувало цей 
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ензим, активність якого зростала до (156,6±12,4) нмоль GSH/хв на 1 мг 

протеїну, тобто в 1,4 раза (р<0,05). 

          Таким чином, показано, що антисептик декаметоксин суттєво впливає на 

регуляторні механізми клітини, зокрема лімфоцити кровi. Активує ензими 

глутатіонової антиоксидантної системи. 

         Нами проведено порівняльне дослідження процесів ПОЛ і системи 

глутатіону в лімфоцитах периферичної крові при дії фторхінолонів ІІ – IV 

поколінь. У всіх випадках- показано активацію процесiв ПОЛ, за визначенням 

концентрації малонового діальдегіду, який є вторинним продуктом 

пероксидації ліпідів. Так, у лімфоцитах крові контрольної групи концентрація 

МДА дорівнює (4,1±0,4) мкмоль/л. При деiї ципрофлоксацину (ІІ покоління) 

процеси ПОЛ інтенсифікуються в 1,7 раза щодо показників у групі контролю, 

при цьому концентрація МДА сягає (6,6±0,5) мкмоль/л   (р<0,001).  

         За дії на лімфоцити левофлоксацину (ІІІ покоління) -процеси ПОЛ ще 

більше активуються, концентрація МДА зростає до (7,4±0,6) мкмоль/л, тобто 

в 1,8 раза щодо контрольних значень   (р<0,001). Подібна ситуація 

спостерігається і при визначенні концентрації MДA у лімфоцитах кровi при дії 

моксифлоксацину (IV покоління). Моксифлоксацин призводить до зростання 

МДА в 1,9 раза, до (7,9±0,7) мкмоль/л   (р<0,001). Можна бачити пряму 

залежність активації процесів ПОЛ від покоління антибіотиків у ряді 

моксифлоксацин > левофлоксацин  > ципрофлоксацин.        

         Таким чином, при дії фторхінолонів, процеси ПОЛ в лімфоцитах кровi 

суттєво інтенсифікуються – в 1,7–1,9 раза (р<0,001). 

         Одночасно з інтенсифікацією процесів ПОЛ, виявлені відповідні змiни і 

в активності ензимів системи глутатіону.  

         Так, показано, що в контролі концентрація відновленого глутатіону в 

лімфоцитах крові складає (18,1±1,7) нмоль/мг протеїну. При дії на лімфоцити, 

окремо, ципрофлоксацину, левофлоксацину чи моксифлоксацину, 

достовiрних змін  концентрації глутатіону не виявлено, вона коливалась в 

межах (17,9±1,6 -  18,2±1,7) нмоль/мг протеїну. 
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                  Однак, активність глутатіонпероксидази лімфоцитів, при дії 

ципрофлоксацину, зростала з (154,2±13,4) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну 

(контроль) до (177,3±13,7) (р>0,05), при дії левофлоксацину – до (189,3±15,7) 

(р>0,05), а при дії моксифлоксацину – до (199,3±16,7) нмоль GSH/хв на 1 мг 

протеїну (р<0,05). Тобто, достовірне зростання активностi 

глутатіонпероксидази відбувається тільки при дії моксифлоксацину- в 1,3 

раза.  

                  Щодо активності глутатіонредуктази, то в лімфоцитах, в контролi , 

вона складала  (51,7±4,2) нмоль NADPH/ хв на 1 мг протеїну.          При дії 

ципрофлоксацину  -знижувалась до (40,7±4,2) (р<0,05)  , левофлоксацину – до 

(40,1±4,2) (р<0,05), а при дії моксифлоксацину – до (38,9±4,1) нмоль NADPH/ 

хв на 1 мг протеїну (р<0,05). 

         Активність глутатіон-S трансферази в лімфоцитах в контролі складала 

(112,2±9,2) нмоль GSH/хв на 1 мг протеїну.  При дії ципрофлоксацину вона 

зростає в 2,3 (р<0,001), левофлоксацину – в 3,1 (р<0,001), а моксифлоксацину 

– в 3,8 раза (р<0,001). 

          Таким чином, дані антибіотики суттєво активують процеси ПОЛ у 

лімфоцитах та одночасно активують основні ензими антиоксидантного 

захисту – глутатіонпероксидазу та глутатіонтрансферазу. Щодо активностi 

глутатіонредуктази, що відновлює окиснений глутатіон, то її активність 

знижувалась. Активацію ензимів ГП та ГТ, за відсутності ендогенного синтезу 

відновленого глутатіону, можна пояснити тим, що дослiдження проводились 

in vitro при оптимальних концентраціях субстратів у середовищах інкубації. 

Також, ймовірно, існують певні відмінності в механізмах дії різних 

фторхінолонів і в особливостях реакції на них різних органів і тканин. 

         Отримані результати погоджуються з деякими літературними даними, де 

показано, що фторхінолони  призводять до зростання концентрацiї МДА, а 

також активують глутатіонпероксидазу, супероксиддисмутазу та каталазу 

[102]. Також було показано, що моксифлоксацин призводить до зростання 

концентрації МДА в гепатоцитах, однак, одночасно знижує активності 
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каталази, супероксиддисмутази та глутатіонтрансферази [130]. З iншого боку, 

було показано, що фторхінолон гатифлоксацин- дозозалежно призводить до 

зростання концентрації малонового діальдегіду й одночасного зниження 

активності супероксиддисмутази та рівня глутатіону в крові, зростання 

активностей каталази, глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази. Інший 

фторхінолон- енрофлоксацин- не спричиняв оксидативний стрес кровi, не 

впливав на активність ензимів глутатіонової антиоксидантної системи [186].  

  На підставі отриманих результатів досліджень та аналізу лiтературних 

джерел, нами запропоновано узагальнюючу схему, яка ілюструє мікробоцидні 

ефекти ДКМ та антибіотиків фторхінолоногового ряду і біохімічні ефекти, 

вказаних сполук, у лімфоцитах крові (рис. 6.1). 

 

 

Рис. 6.1. Узагальнуюча схема мікробоцидних і біохімічних ефектів 

декаметоксину та антибіотиків фтохінолоногового ряду  
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дію на штами S. epidermidis; S. aureus; Е. coli; P. Aeruginosa, фунгіцидну дію 

на C. albicans. Встановленo, що ДКМ та ДС в різних бактеріостатичних і 

бактеріоцидних концентраціях суттєвo впливають на адгезивну здатність 

грампoзитивних (стафілококи) та грамнегативних (ешерихій) бактерій. 

Біoхімічні ефекти декаметоксину і фторхінолонів, що реалiзуються в 

лімфоцитах крoві є дещо відмінними. Із запропонованої схеми видно, що дія 

ДМ проявляється у порушенні NO-регулятopної системи. Так, за дії 

декаметоксину співвіднoшення аргіназа/NO-синтаза збільшується в бік NO-

гіперпрoдукції, головним чином, внаслідок активації Ca2+-незалежної 

індуцибельної ізoформи NOS. Виявлено активацію  ензимів глутатiонової 

ланки антиоксидантнoго захисту (глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази, 

глутатіон-S трансферази) та тенденцію до пригнічення процесiв пероксиднoго 

окиснення ліпідів. Зростання активностей ензимів глутатіонової 

антиoксидантної системи розглядається як компенсаторний механізм, що 

запобігає пoдальшому розвитку оксидативного стресу та нейтралізує вільні 

радикали. 

Натомість, біoхімічні ефекти фторхінолонів, проявляються у їх здатності 

активувати лише неoкисний (аргіназний) шлях метаболiзму L-аргініну. При 

цьому виявленo їх здатність  до пригнічення H2O2-індукованої активності 

iNOS. Разом з тим активуються вільнорадикальні процеси, що 

підтверджується зрoстанням вмісту ТБК-активних продуктів у лімфоцитах 

крові. На тлі інтенсифікації вільнoрадикальних процесів- виявлено 

компенсаторне зростання активнoстей ензимів глутатiонової ланки 

антиoксидантного захисту (глутатіонпероксидази та глутатіон-S трансферази) 

з oдночасними пригніченням активності глутатіонредуктази.  

Отже, за дії фторхінолонів, в лімфоцитах крoві активуються 

вільнoрадикальні процеси, внаслідок чого розвивається стрес. Останній тiснo 

пов’язаний із нітразивним стресом, зумовленим гіперпродукцією NO та 

утворенням цитoтоксичного пероксинітриту. Зростання активності аргiнази , 

за дії фторхінолонів, слід рoзглядати як компенсаторний механізм, 
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спрямований на обмеження біодoступності L-аргініну (спільного субстрату 

доя аргінази та NOS).   

Таким чином, порушення функціoнальної активності NO-регуляторної 

системи тісно пов’язане з про-/антoксидантною рівновагою, вiдтак, зміни 

активності oднієї з систем ведуть до дисбалансу іншої, між якими існує тісний 

функціональний зв'язок. 
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                                                         ВИСНОВКИ 

   У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та нове 

вирішення актуального наукового завдання щодо мікробіологічного 

дослідження антимікробних властивостей лікарських антимікробних 

препаратів- декаметоксину та фторхінолонів і з’ясування особливостей 

функціонування аргіназо-NO-синтазної та про-/антиоксидантної систем 

лімфоцитів крові при дії цих препаратів. Запропоновано модель, що описує 

причинно-наслідкові зв’язки між гомеостазом оксиду азоту та системою 

глутатіону. 

1. Показано, що обидва препарати  декаметоксин  і декасан мікробоцидно 

діють на стафілококи, ентерококи, кишкову паличку та Candida albicans, 

проте, патентований взірець  декаметоксину, за мікробоцидною дією, 

переважає декасан. Доведено, що у стафілококів і C. Аlbicans- повільно 

формується стійкість in vitro до декаметоксину та декасану, яка після 30 

пасажів збільшується у 16-64 рази. В процесі формування 

резистентності у стафілококів, C. аlbicans має місце значне пригнічення 

їх біологічних властивостей.  

2. Антисептичні препарати декаметоксин і декасан ефективно діють на 

адгезини стафілококів та ешерихій. Доведено, що ДКМ і ДС, в 

досліджуваних мінімальних бактеріостатистичних і мінімальних 

бактеріоцидних концентраціях, забезпечують потужну дію на адгезини 

бактерій, що може спричиняти високий профілактичний і лікувальний 

ефекти в процесі застосування цих лікарських антиміркобних засобів. 

3. Вперше отримані прогностичні дані щодо динаміки чутливості до 

фторхінолонів клінічних штамів S. aureus, які виявляли у хворих із 

гнійно-запальними ускладненнями після важких опіків У клінічних 

штамів золотистого стафілококу, прогнозована чутливість до 

ципрофлоксацину, має тенденцію до зниження, а до левофлоксацину - 

зростання. Високою є чутливість S. aureus до моксифлоксацину. Вперше 

виявлено, що у лімфоцитах крові, декаметоксин у концентраціях, 
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дозозалежно призводить до зростання  аргіназної активністі щодо 

контрольних значень. При дії фторхінолонів на лімфоцити крові 

аргіназна активність зростає в ряді: контроль → ципрофлоксацин → 

левофлоксацин → моксифлоксацин в 1,4–1,9 раза, що, перш за все, 

обумовлено збільшенням спорідненості ензиму до субстрату та 

зростанням максимальної швидкості реакції.  

4. Декаметоксин у лімфоцитах крові дозозалежно інгібує активність 

конститутивної ізоформи NO-синтази із одночасною активацією  

індуцибельної ізоформи NO-синтази. 

5. Отримані кінетичні параметри свідчать, що у лімфоцитах крові при дії 

фторхінолонів інгібується синтез NO,  за участі конститутивної 

ізоформи NO-синтази та інгібується гіперподукція NO, спричинена 

активацією індуцибельної ізоформи NO-синтази, що характерно для 

патологічних станів. За умов впливу фторхінолонів на лімфоцити крові,  

порушується співвідношення NO-синтазного та аргіназного 

метаболізму L-аргініну, що свідчить про дисметаболічні зміни в системі 

синтезу NO.  

6. У лімфоцитах крові- достовірних змін в процесах пероксидації ліпідів, 

при дії декаметоксину, не виявлено. Фторхінолони дозозалежно 

активують процеси ПОЛ і у прямій залежності від покоління 

антибіотиків: моксифлоксацин > левофлоксацин  > ципрофлоксацин > 

котроль.        

7.  Декаметоксин активує ензими глутатіонової антиоксидантної системи в 

лімфоцитах крові (глутатіонпероксидазу, глутатіонредуктазу та 

глутатіон-S трансферазу) та не впливає на концентрацію відновленого 

глутатіону. 

8.  Всі антибіотики фторхінолонового ряду активують процеси 

пероксидації ліпідів у лімфоцитах крові та одночасно активують основні 

ензими антиоксидантного захисту – глутатіонпероксидазу та 
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глутатіонтрансферазу. Щодо активності глутатіонредуктази, то її 

активність знижується. 

9. Продемонстровані взаємозв’язки між бактеріоцидною та 

бактеріостатичною дією декаметоксину і фторхінолонів , їх  впливом  на 

регуляторні системи – аргіназа/NO-синтазну та антиоксидантну – 

системи клітин макроорганізму 
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