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У дисертаційній роботі на основі узагальнення результатів проведених комплексних токсиколого-гігієнічних, гематологічних, біохімічних, імунологічних, мікробіологічних досліджень розроблено та науково обґрунтовано гігієнічні регламенти допустимого вмісту нітроксоліну у повітрі робочої зони, запропоновано комплекс профілактичних заходів із оздоровлення умов праці та практичних рекомендацій щодо попередження негативних ефектів впливу працюючих у виробництві нітроксоліну. 

Встановлено, що за показниками гострої пероральної токсичності нітроксолін відноситься до 3 класу небезпеки відповідно до ГОСТ 12.1.007-76. Показники середньолетальної дози DL50 для білих щурів-самок становлять 980 мг/кг, для білих щурів самців – 835 мг/кг, для білих мишей-самців –660 мг/кг. При гострому пероральному отруєнні загибель як щурів так і мишей розтягнута в часі і наступає упродовж 1-3 діб. В клінічній картині гострого перорального отруєння переважають симптоми ураження центральної нервової системи. Середньоефективний час загибелі - 28 годин. У тварин, що вижили, нормалізація загального стану відбувається на 4-5 добу.

Середньосмертельна концентрація сполуки для білих щурів-самок перевищує 2500 мг/м3 (за ГОСТ 12.1.007-76 ІІ клас небезпеки); видова та статева чутливість тварин до дії нітроксоліну відсутня. 

Нітроксолін має помірну кумулятивну активність, коефіцієнт кумуляції - 5,0. Коефіцієнт видової чутливості – слабо виражений, статева чутливість не виражена. Резорбтивно-токсичний та місцево-подразнювальний ефект при попаданні на шкіру відсутній. Проявляє слабку подразнювальну дію на слизові оболонки ока.

Внутрішньошкірна сенсибілізація мурчаків нітроксоліном викликає локальну шкірну реакцію, яка супроводжується перерозподілом пулів лейкоцитарних клітин у бік зростання еозинофільних гранулоцитів, зменшенням відносного числа популяції лімфоцитів. Порушення динамічної рівноваги між пулами лейкоцитарних клітин у загальній популяції лейкоцитів периферичної крові відображають інтегральні лейкоцитарні індекси: зниження в середньому у 2 рази індексу співвідношення нейтрофілів до еозинофілів (ІСНЕ), лімфоцитів до еозинофілів (ІСЛЕ). Наявність виявлених порушень свідчить про формування патофізіологічних реакцій алергічного спрямування з участю еозинофільних гранулоцитів. 

Імуносенсибілізація мурчаків нітроксоліном впливає на клітинні показники системного імунітету та обумовлює зростання вмісту у сироватці крові циркулюючих імунних комплексів (ЦІК). Сприяє тенденції до зростання загальної популяції Т-лімфоцитів CD3+ за рахунок збільшення пулу супресорно/цитотоксичних Т-лімфоцитів СD8+ (р<0,05). Зниження, відносно фонових величин, показника імунорегуляторного індексу СD4+/СD8+, що підкреслює перевагу супресивних механізмів імунної відповіді, очевидно адаптивного характеру, направленої на гальмування механізмів алергічних реакцій. 
Однократний інгаляційний вплив лікарського засобу (ЛЗ) у концентраціях 78,5 мг/м3, 235,6 мг/м3 до 706,8 мг/м3 не викликає загибелі піддослідних тварин. Клінічні симптоми інтоксикації характеризуються порушенням ритму дихання та зниженням рухової активності упродовж 2-3 годин від початку експерименту. 

Інгаляційна дія нітроксоліну в діапазоні концентрацій від 235,6 мг/м3 до 706,8 мг/м3 характеризується зниженням сумаційно-порогового показника (СПП) та збільшенням тривалості тіопенталового сну. Поріг гострої інгаляційної дії за цими показниками встановлено на рівні 706,8 мг/м3. 
Субхронічний інгаляційний вплив нітроксоліну в умовах підгострого досліду (одномісячний термін експонування) на білих щурах-самках у діапазоні концентрацій 5 мг/м3  - 45 мг/м3 загибелі тварин не викликає. Поведінка, зовнішній вигляд тварин, споживання їжі і води, гематологічні, біохімічні показники крові у дослідних групах при цьому суттєво не відрізняються від контролю. При патоморфологічних дослідженнях значимих відмінностей в гістологічній картині досліджуваних тканин контрольної та експериментальних груп не виявлено. Вірогідними були зміни показника тіопенталового сну, який зростав в середньому у 1,3 рази на 30 добу експерименту у групах тварин, при рівнях впливу речовини 15 мг/м3 і 45 мг/м3 та СПП, який знижувалися в середньому у півтора рази. 

Концентрацію ЛЗ 15 мг/м3 за показниками тіопенталового сну та СПП визначено як порогову для субхронічної інгаляційної дії.
Нітроксолін у діапазоні концентрацій 5 мг/м3 – 45 мг/м3 при субхронічному інгаляційному шляху надходження проявляє негативну дію на біотоп урогенітального тракту у щурів, достовірно знижуючи з 2 тижня експерименту у асоціації молочнокислих бактерій частку біфідобактерій: в 1,7 разів при рівні ЛЗ 5 мг/м3, в 1,9 разів при 15 мг/м3 і 8,0 разів при 45 мг/м3, відносно фонових значень та зростання у 1,5 рази - 2,2 рази у популяції лактобактерій клітин коковидної форми. 

Зростання концентрації та подовження експозиції діючої речовини зменшує індекс домінування молочнокислих бактерій з середньофонових 70 % до 50 % у дослідних тварин, посилює колонізаційну активність умовно-патогенних штамів: дріжджів, плісеневих грибів, коків, в тому числі гемолітичних. Самовідновлення мікробіоценозу піхви у щурів у відновний період наступає лише у тварин, які були на рівні впливу сполуки 5 мг/м3.

Інгаляційна дія нітроксоліну змінює частоту зустрічності видового складу фекальної мікрофлори та її кількісні характеристики. На тлі незмінних показників виявлення облігатних штамів мікроорганізмів: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., E. сoli, Enterococcus spp., Рeptostreptococcuss, Streptococcus spp., за винятком двох останніх, частота виявлення яких зменшується, зростає зустрічність умовно-патогенних штамів: протею, дріжджів, плісені. При рівнях впливу ЛЗ 15 мг/м3 і 45 мг/м3 спостерігається пригнічення росту нормальної мікрофлори кишківника: зменшення популяції молочнокислих бактерій на 10,4 % і 24,6 %, ентерококів на 3,9 % і 11,0 %, бактерій групи кишкових паличок (БГКП) на 3,6 % і 5,0 %, натомість зростає колонізація коків на 21,5 % і 30,9 %, грибів роду кандіда в 1,7 рази і в 3,2 рази, плісені в 1,8 (p<0,02) і в 2,8 рази, відповідно.

В умовах інгаляційної дії нітроксоліну відбуваються структурні зміни усередині певних мікробних конгломератів. Так, у спільноті БГКП знижується в середньому у півтора (15 мг/м3) і 3 (45 мг/м3) рази величина популяції непатогенної Е. сoli й у стільки ж зростає колонізаційна активність інших штамів БГКП, наділених гемолітичними властивостями. Процеси повного відновлення нормальної кишкової палички у мікробіоті випорожнень щурів, на рівні впливу 15 мг/м3 наступають через місяць після відміни нітроксоліну. При дії нітроксоліну у концентрації 45 мг/м3 її самовідновлення до фонових показників не наступає. Аналогічну структурну перебудову у бік зростання патогенних штамів наділених гемолітичною активністю виявляли і у спільноті коків. 

На основі оцінки дисбіотичної дії нітроксоліну на мікробіоти урогенітального тракту та товстого кишківника при багатократному інгаляційному шляху надходження встановлено порогову величину для специфічної антимікробної дії Limch am – 5 мг/м3, а рівень 15 мг/м3 діючим за цим ефектом. 
На підставі проведених досліджень та обчислень з використанням формул кореляційної регресії, які враховують середньосмертельну дозу препарату, поріг гострої інгаляційної дії, поріг хронічної інгаляційної дії за специфічним впливом, мінімальну добову і найвищу добову терапевтичні дози розраховано орієнтовно безпечний рівень впливу нітроксоліну, який становить 5,0 мг/м3 «А». Запропоновано гранично допустиму концентрацію нітроксоліну у повітрі робочої зони на рівні 0,5 мг/м3 з позначкою «А». 
На підставі проведених досліджень та обчислень з врахуванням значень: порогу гострої інгаляційної дії (Limac), порогу хронічної антимікробної дії (Limсh am), зони хронічної дії (Zch), коефіцієнта видової чутливості (КВЧ) та коефіцієнта запасу (Кз), обгрунтовано гранично допустиму концентрацію нітроксоліну у повітрі робочої зони яка відповідає показнику 0,5 мг/м3 «А».

Розроблено комплекс санітарно-гігієнічних і медико-профілактичних заходів, спрямованих на покращення умов праці та збереження здоров'я працівників, що контактують з речовиною.

Ключові слова: нітроксолін, токсикологічні властивості, повітря робочої зони, гігієнічний регламент допустимого вмісту, рекомендації. 
Yaskiv H.I. Estimating dysbiotic and immunosensitive effect of quinolone  medications in their hygienic regulation in the working area air on the example of nitroxoline. Qualification scientific paper. Manuscript.
Thesis for the scientific degree of PhD in Medicine, by the specialty 14.02.01 «Hygiene and Professional Pathology». Danylo Halytsky Lviv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine; State institution «Kharviv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine», Lviv, 2019.  

The thesis highlights summarized outcomes of performed complex toxicologic, hematological, biochemical, immunological, microbiological researches. Hygienic regulations of admissible nitroxoline content in the working area air were elaborated and scientifically substantiated. Complex preventive measures for health improvement of working conditions and practical recommendations concerning  prevention of adverse effects on working staff in manufacturing of nitroxoline were offered.

It was determined that nitroxoline belongs to the 3rd class of hazard due to the indicators of acute oral toxicity according to GOST 12.1.007-76. Indices of average lethal dosage DL50 for white female rats were 980 mg/kg, for white male rats – 835 mg/kg, for white male mice – 660 mg/kg. Death of both rats and mice was not immediate and occurred  throughout 1-3 days. Acute oral poisoning was manifested with symptoms of central nervous system impairment. Average effective time of death was 28 hours. Normalization of the general condition occurred on the 4th -5th days in the survived animals.

Average lethal concentration of the compound exceeds 2500 mg/m3 (GOST 12.1.007-76 2nd class of hazard) for white female rats. Species and gender sensitivities of animals to nitroxoline action were absent. 

Nitroxoline has moderate cumulative activity, cumulation coefficient is 5,0. Species sensitivity coefficient is poor, gender sensitivity was not observed. Resorptive and toxic, local irritative effects were not noticed in case of contact with the skin. It exhibits mild irritative effect on eye mucosa. 
Intradermal sensibilization of guinea pigs with nitroxoline caused local dermal reaction accompanied with redistribution of leucocyte pools towards increasing eosinophil granulocytes, decreasing lymphocyte population. Disturbance of dynamic balance between leucocyte pools in the common leucocyte population of peripheral blood reflects integral leucocyte indices: decreasing on average in 2 times of the ratio between neutrophils and eosinophils, and the ratio between lymphocytes and eosinophils. Identified disturbances proved forming pathophysiological reaction of allergic nature with involved eosinophil granulocytes. 

Immunosensibilization of guinea pigs with nitroxoline influences cellular indicators of systemic immunity and causes increasing content of immune complexes circulating in the blood serum. It promotes increasing common population of Т-lymphocytes CD3+ at the expense of pool increasing of suppressor/cytotoxic Т-lymphocytes СD8+ (р<0,05). Decreasing of immunoregulatory index СD4+/СD8+ concerning the background indices proves the benefit of suppressive mechanisms of immune response apparently of adaptive nature intended to inhibit allergic reaction mechanisms. 

Single inhalation effect of the medication with the following concentrations –78,5 mg/m3, 235,6 mgг/m3 up to 706,8 mg/m3 – did not cause death of the studied animals. Clinical symptoms of intoxication involved impaired respiration rhythm and decreasing of motor activity throughout 2-3 hours from the beginning of the experiment.  

Inhalation effect of nitroxoline with the concentrations ranged from 235,6 mg/m3 to 706,8 mg/m3 involved decreased summation threshold index and increased duration of thiopental dream. The threshold of acute inhalation effect due to these indicators was determined on the level 706,8 mg/m3. 

Subchronic inhalation effect of nitroxoline under conditions of subacute experiment (1 month of exposure) on white female rats with the concentrations ranged from 5 mg/m3 to 45 mg/m3 did not cause death of animals. Behavior, appearance of the animals, consumption of food and water did not differ considerably from the control. Pathomorphological research did not determine considerable differences in the histologic picture of the studied tissues in the control and experimental groups. Changes in the thiopental induced sleep were statistically reliable, with increasing on average in 1,3 times on the 30th day of the experiment in the animal groups, with substance effect levels equal 15 mg/m3 and 45 mg/m3 and summation threshold index which decreased on average in 1,5 times. 

Concentration of the medication equal 15 mg/m3 due to the indices of thiopental induced sleep and summation threshold index was determined as liminal for the subchronic inhalation action. 

Nitroxoline with the concentrations ranged from 5 mg/m3 to 45 mg/m3 in case of subchronic inhalation administration exhibits adverse effect on the biotope of urogenital tract in rats, considerably decreasing from the 2nd week of the experiment  bifidobacterial count in the association of lactic acid bacteria: in 1,7 times with the medication concentration equal 5 mg/m3, in 1,9 times with the concentration 15 mg/m3 and in 8,0 times with the concentration 45 mg/m3, concerning to the background values and increasing of coccus cells in 1,5 - 2,2 times in the population of the lactic acid bacteria. 

Increasing of the concentration and exposure of the acting substance diminishes domination index of lactic acid bacteria from average background 70 % up to 50 % in the studied animals, strengthens colonization activity of conditionally pathogenic strains: yeasts, molds, coccus, including hemolytic. Self-restoration of vagina microbiocenosis in the rats only occurs in rats under the effect of 5 mg/m3 in the restoration period. 

Inhalation effect of nitroxoline alters occurrence rate of species composition in the fecal microflora and its quantity data.  Occurrence of conditionally pathogenic strains (protea, yeasts, molds) increases on the background of unchanged indicators of obligate microorganism strains: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., E. сoli, Enterococcus spp., Рeptostreptococcuss, Streptococcus spp., (except Рeptostreptococcuss, Streptococcus spp. as their occurrence decreases). Suppression of growing normal intestinal microflora is observed with the medication concentrations equal 15 mg/m3 and 45 mg/m3: decreasing of lactic acid bacteria population by 10,4 % and 24,6 %, Enterococcus– by 3,9 % and 11,0 %, bacteria E. coli group – by 3,6 % and 5,0 %, instead coccus colonization increases by 21,5 % and 30,9 %, Candida fungi – in 1,7 times and in 3,2 times, molds – in 1,8 (p<0,02) and in 2,8 times, correspondingly.

Structural changes within certain microbic conglomerates occur in case of inhalation effect of nitroxoline. Thus, non-pathogenic Е. сoli count decreases on average in 1,5 times (15 mg/m3) and in 3 times (45 mg/m3) in the Е. сoli group, colonization activity other strains of E. coli group with hemolytic properties increases identically. Complete self-restoration processes of normal bacteria E. coli group in rats’ fecal microbiota under medication concentration 15 mg/m3 occur in a month after discontinuation of nitroxoline administration. Self-restoration did not occur to background indicators with the nitroxoline concentration equal 45 mg/m3. Identical structural reorganization towards increasing pathogenic strains with hemolytic activity was determined in the coccus population as well. 

Liminal values for specific antimicrobic effect Limch am equal 5 mg/m3, and active level 15 mg/m3 due to this effect were determined on the basis of estimating dysbiotic effect of nitroxoline on microbiotas of the urogenital tract and the large intestine in case of  multiple inhalation. 

Substantiated safe effect level of the nitroxoline equal 5,0 mg/m3 was estimated on the basis of the conducted research and calculations using correlation regression formulas involving average lethal dosage of the medication, threshold of acute inhalation effect, threshold of chronic inhalation action due to specific impact, minimal daily and maximal daily therapeutic dosages.  

Liminal admissible concentration of nitroxoline in the working area air equal 0,5 mg/m3 was offered with a mark А.
Liminal admissible concentration of nitroxoline in the working area air equal 0,5 mg/m3 was substantiated on the basis of the performed research and calculations taking into consideration the following values: Limac, Limсh am, Zch, species sensitivity index and reserve index. 

Complex sanitary and hygienic, medical and preventive measures aimed at improving working conditions and health saving  of the working staff dealing with the substance were elaborated.  

Key words: nitroxoline, toxicologic properties, working area air, hygienic regulation of admissible content, recommendations
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ВСТУП
Хіміко-фармацевтична промисловість одна із провідних і високоприбуткових галузей у сучасному світі та в Україні. Специфікою хіміко-фармацевтичного підприємства є використання великої кількості сировини та хімічних реагентів, які несуть загрозу здоров'ю працюючих. 
Зростаюче виробництво лікарських засобів ставить перед гігієністами та лікарями профпатологами завдання підвищення вимог до якості виробничого середовища на фармацевтичних підприємствах, впровадження гігієнічних нормативів, які обумовлюють безпеку праці робітників в умовах виробництва потенційно шкідливих хімічних речовин та з’єднань [1]. 

Прояви професійної патології робітників на виробництві лікарських засобів (ЛЗ), в цілому, повторюють побічні реакції, що спостерігаються у клінічних умовах при застосуванні препаратів з лікарською метою. У більшості випадків вони зводяться до явищ пов'язаних з алергічними, токсичними реакціями та дисбіотичним ефектом [2-9]. Тому, в принципову схему досліджень по гігієнічному обгрунтуванню гігієнічних регламентів допустимого вмісту ЛЗ у повітрі робочої зони обов'язково включається вивчення цих типів біологічної дії [10].
Особливо це актуально для антимікробних препаратів (АМП), у властивостях яких іде поєднання антимікробної дії пов'язаної з клінічним ефектом, й дисбіотичної – як результат токсичного впливу. 
Провідними українськими фармацевтичними компаніями ПАТ «Київський вітамінний завод» (м. Київ), ПАТ НВЦ «Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод» (м. Київ), ПАТ «Технолог» (м. Умань Черкаська обл.), ПАТ «Вітаміни» (м. Умань Черкаська область) випускається уроантисептик нітроксолін.
Спектр антибактеріальної та протигрибкової активності нітроксоліну поширюється на більшість мікроорганізмів, що інфікують сечовивідні шляхи [11-14]. Експерти європейської асоціації урологів, враховуючи помітне зростання медикаментозної стійкості до фторхінолонів, аміноглікозидів, інгібіторів захищених беталактамних антибіотиків та високий ризик можливих побічних ефектів до них [15-19] розглядають нітроксолін як один із альтернативних АМП першої лінії для лікування неускладнених інфекцій сечовивідних шляхів (ІСВШ) [20].
У науковій літературі наявні повідомлення пов'язані з вивченням біологічної дії нітроксоліну на організм у рамках проведення клінічних досліджень [21-23]. Проте інформація, що висвітлює небажані ефекти впливу нітроксоліну в умовах виробництва у вітчизняній та зарубіжній літературі відсутня. Незважаючи на тривалий промисловий випуск нітроксоліну, гігієнічні регламенти допустимого вмісту сполуки у повітрі робочої зони до цього часу не розроблені. 

Враховуючи високу біологічну активність нітроксоліну встановлену в рамках проведення клінічних досліджень, широке використання препарату у медичній практиці, достатньо великі обсяги його виробництва обгрунтування гігієнічного регламенту допустимого вмісту ЛЗ у повітрі робочої зони фармацевтичних підприємств з врахуванням можливих специфічних імуносенсибілізуючих, дисбіотичних ефектів на працівників є важливим і актуальним. 

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

Дисертаційна робота є фрагментом наукової теми, яка виконувалась лабораторією промислової токсикології Львівського національного медичного університету (ЛНМУ) імені Данила Галицького: «Наукове обґрунтування гігієнічних регламентів допустимого вмісту лікарських препаратів в об’єктах довкілля та розробка кількісних методів їх визначення у повітрі» – реєстраційний номер 0109U000023. 
Мета дослідження: Експериментальна токсикогігієнічна оцінка з вивченням дисбіотичних та імуносенсибілізуючих ефектів нітроксоліну в аспекті гігієнічної регламентації лікарських засобів у повітрі робочої зони.

Завдання дослідження:
1. Визначити токсичність і характер біологічної дії нітроксоліну на лабораторних тваринах, при одноразовому та багаторазовому поступленні

сполуки в організм.
2. Вивчити субхронічну інгаляційну дію нітроксоліну з встановленням порогової концентрації за інтегральними показниками.

3. Дослідити імуносенсибілізуючу дію нітроксоліну з участю клітинних реакцій неспецифічного та системного імунітету.

4. Встановити дисбіотичні порушення мікробіоценозу урогенітального тракту і прямого відділу товстого кишківника за умов субхронічного інгаляційного впливу нітроксоліну з встановленням порогової концентрації.

5. Обгрунтувати гігієнічні регламенти допустимого вмісту нітроксоліну у

повітрі робочої зони та запропонувати комплекс заходів щодо попередження негативного впливу на організм працівників в умовах виробництва.

Об’єкт дослідження: токсикодинаміка нітроксоліну при одноразовому та

субхронічному надходженні в організм лабораторних тварин.

Предмет дослідження: токсикологічні, гематологічні, біохімічні,

імунологічні, морфологічні, мікробіологічні показники у лабораторних тварин з

експериментальним отруєнням нітроксоліном.

Методи дослідження:

- токсиколого-гігієнічні – для вивчення особливостей токсичної / біологічної дії та безпечності нітроксоліну, встановлення граничного рівня впливу в умовах експерименту;

- гематологічні – для вивчення дії нітроксоліну на показники крові;

- біохімічні – для дослідження впливу лікарського засобу на систему біохімічного гемостазу крові, функціональний стан печінки, нирок;

- імунологічні – для вивчення імуносенсибіолізуючої дії, клітинних реакцій неспецифічного та системного імунітету;

- морфологічні – для виявлення структурних змін в тканинах та органах;

- мікробіологічні – для дослідження впливу сполуки на біотопи урогенітального тракту та товстого кишківника;

- статистичні – для опрацювання та аналізу отриманих результатів дослідження.
Наукова новизна одержаних результатів.
Вперше в Україні на основі комплексних експериментальних досліджень на лабораторних тваринах вивчено механізми порушень в органах і системах організму: в системі кров’яного гемостазу, імунітету, екомікроценозу урогенітального тракту та товстого кишківника при інгаляційному шляху надходження нітроксоліну, що дає можливість науково обґрунтувати рівні державних гігієнічних регламентів України.

Удосконалено параметри токсичності нітроксоліну при різних шляхах

надходження (пероральному, інгаляційному, при попаданні на шкіру та слизові) в організм лабораторних тварин в умовах гострого і субхронічного експериментів.

Визначено кумулятивні та алергенні властивості нітроксоліну, вплив на показники гемостазу (гематологічні, біохімічні), на клітинні реакції неспецифічного та системного імунітету.

Доведено імуносенсибілізуючу активність нітроксоліну з формуванням в

організмі тварин патофізіологічних реакцій алергічного спрямування.

Вперше вивчено дисбіотичну дію нітроксоліну на структуру й кількісні показники видового складу мікрофлори урогенітального тракту та фекального біотопу щурів при багаторазовій інгаляційній дії нітроксоліну, встановлено порогову (5 мг/м3) та діючу концентрацію лікарського засобу (15 мг/м3), що викликає ці зміни.

Набуло подальшого розвитку знання щодо застосування комплексних досліджень по розробці гігієнічних регламентів допустимого вмісту лікарських засобів у повітрі робочої зони для підвищення вимог до якості виробничого середовища на фармацевтичних підприємствах та безпеки праці робітників в умовах виробництва потенційно шкідливих для здоров’я хімічних речовин.

Теоретичне значення. Обгрунтована необхідність вивчення специфічних ефектів впливу, зокрема дисбіотичної дії, для антимікробних препаратів при їх гігієнічній регламентації у повітрі робочої зони.

Практичне значення одержаних результатів.

Обгрунтовано гігієнічні регламенти допустимого вмісту нітроксоліну у повітрі робочої зони (орієнтовно безпечний рівень впливу, затв. Постановою санітарно-епідеміологічної служби України від 21.01.2014р.; гранично допустиму концентрацію нітроксоліну, схвалено Комітетом з питань гігієнічного регламентування МОЗ України 21.03.2019р.).

Розроблено комплекс санітарно-гігієнічних і медико-профілактичних заходів, спрямованих на покращення умов праці та збереження здоров’я працівників, що контактують з речовиною.

Результати роботи впроваджено y навчальний процес на кафедрах гігієни та профілактичної токсикології (акт впровадження від 3.07.2018р.), клінічної лабораторної діагностики, (акт впровадження від 21.06.2018р.), фармакології (акт впровадження від 21.06.2018р.), мікробіології (акт впровадження від 3.07.2018р.) Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького.

Особистий внесок здобувача. Автором здійснено поглиблений патентно-інформаційний пошук, аналіз літературних даних за темою роботи, у співпраці з науковим керівником визначено мету, завдання дослідження та шляхи їх розв’язання, розроблено дизайн експериментів та обрано методи досліджень. Виконано мікробіологічні дослідження, статистичну обробку та інтерпретацію результатів. Експериментальні токсикологічні дослідження виконані за консультативної допомоги к.біол.н. В.А. Туркіної та к.біол.н. Т.А. Альохіної. Гематологічні, біохімічні, імунологічні дослідження виконані за консультативної допомоги к.мед.н. О.І. Грушки та ст.н.с., к.біол.н. І.Л. Платонової, морфологічні дослідження – за консультативної допомоги доц., к.мед.н. Ю.В. Бісяріна.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи представлені та обговорені на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Профілактична медицина: здобутки сьогодення та погляд у майбутнє» (Дніпропетровськ, 2016), міжнародній науково-практичній конференції «Сучасна медицина: актуальні питання» (Одеса, 2016), міжнародній науково- практичній конференції «Innovative technology in medicine: experience of Poland and Ukraine» (Lublin, 2017), рroceedings of the International Scientifi c Conference «Topical problems of modern science» (Warsawа, 2017), науково-практичній конференції, присвяченій 30-річчю лабораторії промислової токсикології ЛНМУ ім. Данила Галицького (Львів, 2017), ХУІІ конгресі Світової Федерації Українських лікарських Товариств (Тернопіль, 2018), міжнародній науково-практичній конференції «Вплив науково-технічного прогресу на розвиток медичної науки і практики: реалії сьогодення», Київський медичний науковий центр (Київ, 2018).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 14 робіт: 5 статей у наукових фахових виданнях, що входять до переліку затверджених МОН України, 1 – у журналі, що індексується в наукометричних базах, 2 – в іноземних періодичних наукових виданнях, 6 тез доповідей у матеріалах науково-практичних конференцій.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається із вступу, огляду літератури, матеріалів та методів, 4-х розділів власних досліджень, узагальнення результатів досліджень, висновків, списку літератури, 5 додатків. Загальний обсяг дисертації 170 сторінок комп’ютерного друку, з яких 108 сторінок -– становлять основний текст. Дисертація ілюстрована 22 рисунками, містить 25 таблиць. Бібліографія включає 174 джерела, з них 115 кирилицею і 59 латиницею.
РОЗДІЛ 1
РЕГЛАМЕНТАЦІЯ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ У ПОВІТРІ РОБОЧОЇ ЗОНИ ВИРОБНИЧИХ ПРИМІЩЕНЬ ТА ОСОБЛИВОСТІ БІОЛОГІЧНОЇ ДІЇ УРОАНТИСЕПТИКІВ НА ОРГАНІЗМ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1. Шкідливі небезпечні чинники хіміко-фармацевтичного виробництва, вплив на здоров’я працюючих та їх гігієнічна регламентація у виробничому середовищі 
Фармацевтична промисловість є важливою складовою системи охорони здоров’я, що базується в основному на наукових розробках, дослідженні, виробництві (хімічний синтез, випуск субстанцій, виготовлення готових лікарських препаратів) та маркетингу лікарських препаратів. Це матеріаломістка галузь, яка передбачає застосування різноманітної фармацевтичної сировини та ряду хімічних речовин, в тому числі агресивних, небезпечних для здоров’я людини. Вона, як і інші хімічні галузі є екологічно проблемною. Стрімке зростання попиту на фармацевтичну продукцію мотивує розширення та впровадження нових потужностей і є невіддільним від проблеми забруднення виробничого середовища та його впливу на стан здоров’я працюючих [24-27].

Умови праці на будь-якому підприємстві визначаються технологією виробничого процесу та санітарно-гігієнічними нормативами. Вони формують виробниче середовище, яке включає також: освітлення, пил, шум, вібрацію, хімічні речовини, метеорологічні фактори, електромагнітні хвилі, бактеріальне забруднення та ін. Кожен з тих факторів за відсутності заходів захисту, негативно впливатиме на організм працівника [24, 28, 29].
Виробнича діяльність на хіміко-фармацевтичному виробництві базується як на автоматичній складовій - управління апаратами та приладами, візуальне спостереженням за робочим обладнанням, так і на великиму об’ємі ручної праці, на зосередженні уваги, нервово-психічному навантаженні (контролери продукції, машиністи-таблетувальники), перебуванні у зоні дії шумів, високих температур (апаратники, запаювальники ампул, грунулорувальники), хімічних впливів, нерідко багатокомпонентних. При цьому, перевага надається токсичному чиннику, а саме забрудненню повітря робочої зони сировинними, проміжними та кінцевими продуктами на різних стадіях виробничого процесу. Токсична дія хімічного середовища, яке формується у виробничій зоні, як правило політропна і торкається багатьох систем та органів [25, 30, 31]. 
Специфіку виробництва лікарських засобів у токсикологічному аспекті, у значній мірі, визначають напівпродукти, що отримують на окремих стадіях виробництва та власне лікарські засоби. В окремих випадках, передбачених технологією (завантаження та розвантаження сипучих речовин, відбір технологічних проб) та при неочікуваних ситуаціях (розгерметизація обладнання), концентрації ЛЗ у повітрі робочої зони можуть перевищувати ГДК у кілька разів. Наприклад, на відбирання технологічних проб на виробництві, витрачається в середньому 3-5 % робочого часу, при цьому концентрація шкідливих речовин у повітрі робочої зони може перевищувати ГДК від 2 до 28 разів. Фільтрація та промивка напівпродуктів, яку здійснюють переважно за допомогою розчинників, складає 12-15 % робочого часу апаратника [25, 32]. Слід врахувати і те, що технологічний процес промислового виготовлення ліків передбачає використання в процесі синтезу великої кількості субстратів: різноманітної сировини, допоміжних хімічних реагентів (насичених і ненасичених вуглеводів, спиртів, кислот, лугів, диетилового ефіру, хлористого водню, та ін.), утворення проміжних, побічних, кінцевих продуктів, що значно ускладнює гігієнічну ситуацію виробничої зони. Для них, у кожному конкретному випадку, також повинні розроблятися ОБРВ, ГДК, методи контролю їх вмісту у повітрі робочої зони. У випадку виробництва готових лікарських форм, в тому числі багатокомпонентних, визначенню величин допустимого вмісту в повітрі робочої зони підлягають усі компоненти, які входять до готового ЛЗ: субстанція, наповнювачі, розрихлювачі, емульгатори смакові добавки та ін. [25, 32-34].
При найоптимальнішому варіанті, коли у виробничому приміщенні відсутні операції, які обумовлюють виділення хімічних речовин у великих кількостях, спрогнозувати шкідливий вплив сполуки на організм людини не завжди можливо, оскільки постійна дія лікарської субстанції в умовах виробництва не є порівнювальною з клінічною дією препарату, яку доволі часто використовують для прогнозування, або оцінки токсичного впливу в умовах виробництва. Якщо застосування ЛЗ у медичній практиці чітко регламентовано дозуванням, часом вживання препарату, шляхом поступлення в організм, то в умовах виробництва всі ці складові: доза, експозиція впливу, шляхи поступлення, різновекторна направленість дії на організм є некерованими й сприяють формуванню професійних захворювань. 
Значно ускладнюють впровадження заходів безпеки, щодо попередження шкідливої дії хімічних чинників на фармацевтичних підприємствах невеликі об’єми випуску кінцевих продуктів, широкий асортимент лікарських препаратів і проміжних продуктів їх синтезу, переривистий і багатостадійний характер технологічних процесів, періодичність річного виробництва, незначна тривалість у часі заключних стадій отримання ЛЗ, велика частка новосинтезованих сполук та їх напівпродуктів з невідомими токсичними властивостями. Тому, в умовах малотонажного виробництва ЛЗ впровадження традиційних для хімічної промисловості профілактичних заходів (автоматизації, механізації, герметизації технологічних процесів і т.д.) є складним завданням [10, 34, 35].
Про несприятливу гігієнічну ситуацію на виробництві ліків вказують ряд зарубіжних та вітчизняних наукових публікацій, які висвітлюють структуру захворюваності та тимчасову втрату працездатності на великих хіміко-фармацевтичних підприємствах. Медичні огляди проведені там змальовують невтішну картину зростання хворобливості працюючих, з перевагою захворювань органів дихання (44,5 %), у меншій мірі - кістково-м’язової (15,3 %), серецево-судинної (4,9 %) та нервової (4,6 %) системи, шлунково-кишкового тракту (4,5 %), шкіри (3,9 %), нирок і сечовивідних шляхів (2,3 %), жіночих тазових органів (2,2 %), інших захворювань – (17,8 %) [31, 36-42].
Аналіз професійних захворювань хімічного ґенезу зареєстрованих в Україні і проведений на основі «Карт профзахворювань (профотруєнь)», упродовж 2000-2015 рр. показав, що за вказаний період щорічно фіксували від 97 до 230 випадків захворювань, що відповідає 0,9 % - 5,3 % від усієї вперше виявленої професійної патології, серед яких частка гострих професійних отруєнь становила 3,9 % - 52,2 % від щорічно зареєстрованої, хронічних інтоксикацій - 5,9 % - 20,0 %, захворювань органів дихання 17,5 % - 75,6 % (найбільша частка в усі роки), захворювань шкіри – 1,0 % - 11,0 %, тринітротолуолової катаракти – 0,7 % - 13,3 %, онкологічної патології – 4,4 % - 14,1 %, інших видів захворювань - 3,0 % - 14,1 % у різні роки [5, 43]. Встановлено, що причинами виникнення професійних захворювань обумовлених дією хімічних чинників є: недосконалість технологій і конструкцій апаратів (28 % - 33 %), використання дуже токсичних речовин (22 % - 31 %), малоефективна робота вентиляційних систем (12 % - 15 %), недосконалість та відсутність засобів індивідуального захисту (15 % - 20 %), порушення правил техніки безпеки (15 % - 20 %), а також зростання чисельності імуноскомпроментованих та схильних до алергій людей [43-45].
Як бачимо, проблема хімічного забруднення при виробництві ЛЗ й відповідно, професійної патології існує і вимагає вирішення, вирішення на державному рівні. Безпечність виробничого середовища, в тому числі на хіміко-фармацевтичних підприємствах повинна стати одним із важливих напрямків державної політики направленої на попередження небезпечних для здоров’я впливів, розробку гігієнічних регламентів допустимого вмісту ЛЗ у повітрі робочої зони, включаючи усі етапи виробництва, а також здійснення контролю за їх дотриманням. 

Встановлення відповідних гігієнічних обмежень на робоче середовище для фармацевтичних препаратів є невід’ємним компонентом забезпечення здоров’я та безпеки працівників. Пріоритет повинен належати первинній профілактиці професійних ризиків для здоров’я, в тому числі контроль за шкідливими факторами, зокрема, хімічними, пов’язаними з умовами праці [28, 34, 44, 46].
Промисловому випуску ЛЗ передує проведення різнопланових доклінічних досліджень, зокрема: вивчення біологічної активності, тропності, токсичних властивостей сполуки in vitro, в умовах експерименту на моделі експериментальних тварин, проведення клінічних випробувань, що значно полегшує розробку гігієнічних нормативів для хіміко-фармацевтичних підприємств. 
Результати доклінічних випробувань суттєво скорочують обсяги токсикологічних досліджень по обґрунтуванню ОБРВ, ГДК токсичних речовин у повітрі робочої зони.
Слід відзначити, що ГДК ЛЗ для повітря робочої зони встановлюється для тих сполук, виробництво яких становить не менше 50 кг на рік, а у виробничому процесі задіяно більше 10 чоловік. В інших випадках розробляється ОБРВ [10].

Для встановлення ОБРВ, ГДК потенційно токсичних речовин існує уніфікована методологія етапності, яка включає три основні етапи:

Перший етап – період лабораторної розробки нових сполук. На цьому відрізку проводиться обгрунтування ОБРВ у повітрі робочої зони на основі отриманих показників токсикометричних і терапевтичних доз.

Другий етап – обґрунтування ГДК у повітрі робочої зони в хронічному експерименті на моделі експериментальних тварин, для виявлення можливих віддалених наслідків. Дослідження здійснюються на стадії проектування та проведення напівзаводських умов виробництва. Паралельно з обґрунтуванням ОБРВ чи ГДК іде розробка їх методів контролю у повітрі робочої зони.

Третій етап передбачає корекцію експериментально обґрунтованої ГДК за показниками епідеміологічних спостережень за робітниками на виробництві: захворюваністю, її структурою, тимчасовою втратою працездатності [10, 34].
Оцінка епідеміологічних показників проведена в 2009-2010 рр на одному із найбільших у Сибірі та Далекому Сході відкритому акціонерному товаристві «Органіка», виробнику субстанцій та готових лікарських форм, виявила специфічні проблеми хіміко-фармацевтичного виробництва: від 47 % до 88,5 % працюючих страждали на захворювання ЛОР-органів, від 5,7 % до 13 % на захворювання органів дихальної системи. У робітників, які контактували з хімічним фактором у 3 рази частіше констатували захворювання печінки та жовчних шляхів [38, 47]. Завищені епідеміологічні показники по певних нозологічних групах, у порівнянні до контрольної групи населення, вказували на шкідливі умови виробничого середовища та повинні були стати мотивацією до дії, щодо встановлення причин їх зростання (визначення якісного та кількісного рівня забруднення повітря робочої зони; гігієнічної оцінки технологічного процесу, устаткування, ефективності роботи вентиляційного обладнання та інших засобів колективного захисту; встановлення необхідності використання засобів індивідуального захисту органів дихання; оцінки ефективності впроваджених оздоровчих заходів; виявлення впливу шкідливих речовин на стан здоров’я працюючих; умовою до атестації робочих місць [44] та прийняття заходів щодо їх усунення.

Експериментальне вивчення токсичності і визначення параметрів токсикометрії та показників необхідних для обґрунтування ГДК або ОБРВ, здійснюється за загальноприйнятими методиками [33, 34] з урахуванням особливостей ЛЗ в даному випадку як специфічного хімічного фактору виробничого середовища.
Прискорене обгрунтування ГДК, або розрахункової величини ОБРВ починають зі збору первинної інформації про ЛЗ: відомості про хімічну будову, фізико-хімічні властивості, агрегатний стан, умови виробництва, фармакологічна активність, матеріали попередніх клінічних досліджень, визначення середньосмертельної дози при введенні в шлунок (DL50), середньосмертельної концентрації при інгаляційному надходженні (CL50), коефіцієнта видової чутливості тварин (КВЧ), порогу гострої дії (Limac), порогу специфічної дії (Limsp), дії на шкіру та слизові.
На стадії лабораторних та напівзаводських досліджень ГДК визначають: поріг хронічної дії (Limch), Limsp, вивчення специфічних та віддалених ефектів, проводять обгрунтування коефіцієнта запасу (Кз), розробку методу контролю сполуки у повітрі робочої зони. 

В умовах діючого виробництва проводять корегування ГДК на основі узагальнення та аналізу результатів гігієнічних, клінічних, епідеміологічних досліджень. 

Після впровадження виробництва ЛЗ на крупнотонажних підприємствах (річний об'єм виробництва більше 5 тонн, а кількість працівників більше 30), при необхідності, проводяться додаткові спеціальні дослідження (алергенної, імунотоксичної, мутагенної, канцерогенної, ембріотоксичної, дисбіотичної дії, виявлення «доза-час-незалежних ефектів» направлені на розробку біологічної ГДК, методів раннього виявлення та терапії отруєнь [33, 34, 48].

Встановлення токсикологічних параметрів лікарських речовин, у повітрі робочої зони в умовах експерименту, як правило проводять у субхронічному досліді з використанням методу інтраназальних, або інтратрахеальних інсталяцій з подальшим перерахуванням дози, яка вводиться тваринам на концентрацію сполуки у повітрі. Для оцінки токсичної дії ЛЗ використовують інтегральні методи, які характеризують загальнотоксичну дію на системи та органи та специфічні – які спричинені фармакологічною та побічною дією препарату [10]. 

Гостру токсичність визначають при різних шляхах поступлення: пероральному (внутрішньошлункову), внутрішньочеревному, інгаляційному - мінімум на двох видах тварин (миші, щурі). Оскільки умови виробництва передбачають найбільш ймовірний тривалий контакт ЛЗ з дихальними шляхами, шкірою, слизовими. Особливої уваги при таких умовах заслуговує вивчення кумулятивних властивостей, які оцінюються по летальному ефекту в підгострому досліді упродовж 28 днів. Констатують загибель експериментальних тварин при введенні ЛЗ разовими дозами у зростаючому порядку, з інтервалом 4 доби. Перші 4 дні доза введення відповідає 1/10 DL50. Наступні 4 дні – доза збільшується у 1,5 раза, з наступним розрахунком коефіцієнта кумуляції (Kcum) [49]. 

Повна токсикологічна оцінка ЛЗ включає дослідження показників системи кров’яного гомеостазу, поведінкових реакцій, встановлення порогових та недіючих концентрації за загальнотоксичними показниками при однократній та багатократній дії у динаміці, встановлення класу безпеки, вивчення ефектів специфічної дії та виявлення органів-мішеней і систем організму чутливих до токсичного впливу ЛЗ. Після відміни затруєння, у відновний період, важливо прослідкувати за зворотністю виявлених порушень [10, 44, 50, 51]. 
Кров, будучи внутрішнім середовищем організму, реагує на вплив шкідливих факторів зміною біохімічних параметрів, перерозподілом лейкоцитарних клітинних фракцій, формуванням механізмів алергічних реакцій, що є відображенням стану систем і органів на дію чужорідних чинників [52-56]. 

Багаторазовий контакт ЛЗ з шкірними покровами, чи інгаляційне надходження сполуки через дихальні шляхи часто викликає імуносенсибілізацію організму та розвиток патофізіологічних реакцій алергічного спрямування. Клінічні прояви професійних алергозів залежать перед усім від форми імунної відповіді (клітинна, гуморальна), типу алергічної реакції та визначаються властивостями алергену, способом його надходження, дозою, станом обміну речовин, спадковістю. Форма імунної відповіді обумовлює клінічну картину алергозу: активування клітинних імунних реакцій, у більшості випадків, сприяє розвитку алергодерматозів, гуморальної – алергозів дихальних шляхів. За механізмом розвитку специфічні алергічні реакції, відповідно до класифікації P.Combs та P.Gell (1975) [57], поділяють на 4 типи:

І тип – алергічні реакції негайного типу. Їх розвиток пов’язаний з утворенням антитіл, переважно класу Іg Е, які фіксуються на опасистих клітинах і базофільних лейкоцитах. При повторному контакті антигену в сенсибілізованому організмі відбувається вивільнення активних медіаторів: гістаміну, гепарину, простагландинів, тромбоксанів та ін., що проявляється клінічною картиною анафілаксії [58-60]. 

ІІ тип – цитотоксичні органоспецифічні імунні реакції. Супроводжуються утворенням антитіл ІgМ та ІgG до поверхневих, або мембранозв’язаних антигенів, що сприяє активуванню комплементу, активні форми якого викликають ушкодження клітин. Часто об’єктом цитотоксичного ефекту можуть бути форменні елементи крові, що призводить до виникнення гемолітичної анемії, лейкопенії, тромбоцитопенії, агранулоцитозу. В умовах виробництва такі реакції можуть розвиватися при контакті зі сполуками з вираженими алергічними властивостями (пестициди, хлорорганічні, ртутьорганічні сполуки, карбамати [58-60].
ІІІ тип – ушкодження тканин імунними комплексами (тип Артюса, імунокомплексний тип), які утворюються у сенсибілізованому організмі з їх фіксацією та накопиченні у певному органі-мішені, що супроводжується розвитком запальних змін, у подальшому процесами загоєння з утворенням колагенових волокон. Класичну реакцію Артюса у професійній патології спостерігають в умовах тривалого інгаляційного впливу алергенів з розвитком екзогенного алергічного альвеоліту [58-60]. 

ІУ тип – алергічні реакції уповільненого типу (гіперчутливість уповільненого типу, клітинна гіперчутливість) обумовлені клітинним імунітетом. В їх основі лежить взаємодія сенсибілізованих лімфоцитів з антигеном із вивільненням лімфокінів та подальшим розвитком запальних процесів. Гіперчутливість уповільненого типу лежить в основі патогенезу деяких типів бронхіальної астми, алергічного риніту, контактного дерматиту, екземи. Вона є особливо актуальною для професійної патології, яка виникає внаслідок контакту з низькомолекулярними сполуками (гаптенами) [58-60].

При інгаляційному шляху надходження найчастіше розвиваються алергічні захворювання органів дихання, серед яких бронхіальна астма [42]. Хімічні речовини здатні викликати стан підвищеної чутливості дихальних шляхів, що настає в результаті стимуляції адаптивного імунітету і визначається як імуноопосередкована реакція гіперчутливості до екзогенних хімічних речовин [60]. Проникнення через шкіру найчастіше викликає дерматози. Доведена найбільша небезпека для організму потрапляння хімічного алергена (групи алергенів) кількома шляхами [61]. 
Слід врахувати і те, що тривала дія токсичного впливу на організм є причиною розвитку вторинних імунодефіцитів, що супроводжуються зростанням захворюваності на виробництві [62, 63]. 
Інформативним, чутливим та широко використовуваним методом дослідження імуносенсибілізуючої активності ЛЗ є проведення внутрішньошкірних провокаційних проб, з отриманням локальної реакції (або її відсутність) на місці повторного введення сполуки, змін в картині периферичної крові, фагоцитарного чи системного імунітету. 

Ще одним специфічним ефектом для цілого ряду ЛЗ є дисбіотичний, дослідження, якого вкрай важливе для групи антибактеріальних препаратів. У властивостях АМП іде поєднання антимікробної дії пов'язаної з клінічним ефектом, й дисбіотичної – як результат токсичного впливу. 
В умовах сьогодення АМП займають основне місце в хіміотерапії та профілактиці бактеріальних інфекцій. Збільшення випуску хіміко-фармацевтичною промисловістю цієї групи ЛЗ передбачає розробку комплексних заходів, щодо захисту від шкідливих впливів на здоров’я працюючих з розробкою гігієнічних регламентів допустимого вмісту АМП у повітрі робочої зони виробничих приміщень. 
У науковій літературі є ряд повідомлень, присвячених вивченю біологічної дії нітроксоліну на організм у рамках проведення клінічних досліджень, результатами яких доведена антибактеріальна дія ЛЗ та його клінічна ефективність [18-20, 64-66]. Проте, обмежена кількість публікацій, які висвітлюють безпеку та небажані ефекти терапевтичного застосування нітроксоліну, його імуносенсибілізуючу чи дисбіотичну дію [20, 22]. Відсутні дослідження, які надають інформацію щодо загального характеру токсичної дії нітроксоліну на організм тварин та людей, особливостей перебігу гострих та підгострих отруєнь, віддалених ефектів впливу, токсичності сполуки при інгаляційному шляху надходження в організм, зокрема, в умовах фармацевтичного виробництва. Вітчизняні наукові розробки по встановленню гігієнічного нормативу вмісту нітроксоліну у повітрі робочої зони до цього моменту не проводились, що визначає даний напрямок досліджень як важливий та актуальний.

1.2. Уроантисептики групи хінолонів. Особливості біологічної дії, ефекти впливу на системи та органи

Хінолони - основа багатьох лікарських препаратів, яка формує велику групу антимікробних засобів. Вони є препаратами вибору в лікуванні багатьох складних інфекцій, часто викликаних полірезистентними до інших антибіотиків та антисептиків штамами мікроорганізмів. Хінолони та їх похідні займають поважне місце серед ЛЗ із-за широкого спектру біологічної дії [67]. Володіють антибактеріальною [68], протипухлинною [69], протисудомною [70], знеболювальною [71], протиалергічною [72], протималярійною [73], протитуберкульозною [74], антигістамінною та антиастматичною активністю [75]. Вони також проявляють протигельмінтну активність й рекомендуються для лікування гельмінтозів у людей, тварин і птиці. Ефективні проти личинок Askaris suun, Trichostrongylys colubriformis овець, тощо [76].

Препарати групи хінолонів, використовуються у клінічній практиці з початку 60-х років, за механізмом дії принципово відрізняються від інших антимікробних препаратів, що і обумовлює їх активність до стійких штамів мікроорганізмів. Хінолони включають дві основні групи препаратів, які принципово відрізняються за структурою, активністю, фармакокінетикою та переліком показів до застосування: нефторовані хінолони та фторхінолони. Незважаючи на велику чисельність ЛЗ, які належать до цієї групи, до сих пір не утверджено загальноприйнятої їх класифікації. Найбільш вживаною є класифікація в основу якої покладено дві складові: клінічна ефективність АМП у порівнянні з попередником та час введення його у медичну практику. Згідно робочої класифікації, запропонованої R. Quintiliani (1997) [77], хінолони поділяють на чотири покоління: 

І генерація – хінолони І покоління - нефторовані хінолони, похідні нафтиридину: кислота налідиксова (неграм), оксолінієва (грамурин), піпемідієва (палій, піпемідин);

ІІ генерація - хінолони II покоління (фторовані хінолони чи фторхінолони (ФХ) І покоління): ломефлоксацин (окацин, ломадей), норфлоксацин (ютибід), офлоксацин (флоксан), пефлоксацин (абактал), ципрофлоксацин (цифрам, ципринол);

ІІІ генерація - хінолони III покоління (чи фторхінолони II покоління, «респіраторні» ФХ, антипневмококові фторхінолони): левофлоксацин (таванік, лефлоцин), спарфлоксацин (спарфло);

IV генерація - хінолони IV покоління (чи фторхінолони III покоління, «респіраторні» ФХ, які додатково впливають на анаеробні бактерії: моксифлоксацин (авелокс), геміфлоксацин (фактив, гемікс), гатифлоксацин (тебрис) [78, 79].

За хімічною будовою хінолони є похідними карбонових кислот. Основний механізм дії хінолонів пов'язаний з їх високою здатністю проникати всередину бактеріальної клітини з подальшим інгібуванням ферментів відповідальних за синтез дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК) і поділ клітини. Проте існують відмінності між ФХ і нефторованими АМП. Фторхінолонам властиві більш виражені бактеріоцидні властивості, ніж нефторованим препаратам. У молекулі кожного похідного хінолону є фрагмент піридону, який визначає основний механізм їх антимікробної дії. За рахунок цього фрагменту відбувається блокування специфічних, життєвоважливих для бактеріальної клітини ферментів, які забезпечують нормальну роботу генетичного апарату – ДНК-гірази (топоізомерази II типу та топоізомерази IV типу). ДНК-гіраза закручує і розкручує суперспіраль ДНК у процесі транскрипції і реплікації, зчитування генетичної інформації та поділу клітини. Таким чином, фермент здійснює упорядковану укладку бактеріальної хромосоми. Хінолони проявляють вибіркову блокаду ДНК-гірази, внаслідок чого порушується цільність нитки ДНК, і відповідно, поділ клітини [78].
Нефторовані хінолони, похідні 8-оксихіноліну займають окреме місце у групі хінолонів. 8-оксихіноліни мають певну структурну схожість із хінолонами, однак суттєво відрізняються у механізмах протимікробної дії. У молекулярній будові 8-оксихінолінів відсутній фрагмент піридону, що взаємодіє з топоізомеразами бактерій і визначає їх особливості. Основний механізм антимікробної дії препаратів групи 8-оксихіноліну грунтується на їх здатності до хелатування двовалентних катіонів металів (Fe, Cu, Zn, Мg, Mn) на поверхневих структурах мікробної стінки, змінюючи її проникність, функціональність [80-82], інгібуючи адгезивну експресію й бактеріальну прив'язку до епітеліальних клітин сечовивідних шляхів [21, 83, 84]. Встановлено також, що 8-оксихіноліни посилюють процеси вільнорадикального окислення в протоплазмі прокаріотичних клітин, а також наділені здатністю селективно інгібувати у мікробних клітинах обмін нуклеїнових кислот, впливаючи на РНК-залежну-ДНК-полімеразу [21, 85, 86]. Найбільш відомим представником цієї групи є 5-нітро-8-оксихінолін (нітроксолін). 
Спектр дії 8-оксихінолінів – грампозитивні (стафілококи, стрептококи, зокрема – гемолітичні, Streptococcus pneumoniae і ентерококи, коринебактерії, Bacillus subtilis) і грамнегативні (гонококи, кишкова паличка, протей, клебсіели, сальмонели, шигели, ентеробактерії) бактерії, мікобактерії туберкульозу, трихомонади, амеби, гриби роду Candida, дерматофіти, плісеневі гриби, деякі збудники глибоких мікозів. Стійкість мікроорганізмів до цих препаратів розвивається повільно, що дозволяє комбінувати їх з сульфаніламідами та протигрибковими антибактеріальними препаратами [11-14, 87]. 

Проте, слід виділити грамнегативні бактерії родини Enterobacteriaceae (Е.coli, Enterobacter spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Shigella spp., Salmonella spp.), а також Haemophillus spp. і Neisseria spp., які добре чутливі до нефторованих хінолонів. Оксолінова і піпемідинова кислоти, крім того, активні щодо S. aureus і деяких штамів P. аeruginosa. 

Хінолони І генерації добре всмоктуються у кишково-шлунковому тракті, міцно зв'язуються з білками плазми крові, внаслідок чого погано проникають у тканини. Не створюють терапевтичних концентрацій у крові, органах і тканинах. Виділяються переважно нирками у вигляді активних і неактивних метаболітів (налідиксова і оксолінова кислоти) чи у незміненому вигляді (піпемідова кислота, 5-нітро-8-оксихінолін). Максимальні концентрації в сечі досягаються в середньому через 3-4 год [78, 79].
Враховуючи особливості фармакокінетики хінолонів І покоління, їх в основному використовують для лікування інфекцій сечовивідних шляхів, зокрема гострого циститу, уретриту, простатиту, а також для профілактики частих їх рецидивів у дозі по 400 мг 2 рази на добу. Не призначають хінолонів І покоління при гострому пієлонефриті. Піпемідову кислоту застосовують також як місцевий уроантисептик у супозиторіях по 200 мг на ніч протягом     7-10 днів. Налідиксову кислоту використовують також для лікування кишкових інфекцій викликаних шигелами, бактеріальних ентероколітів [20, 78, 79].

Фторхінолони II покоління дозволені для клінічного застосування з початку 80-х років, III-IV покоління з середини 90-х років. Вони мають значно ширший спектр протимікробної дії й активні відносно ряду грампозитивних аеробних бактерій (Staphylococcus spp.), більшості штамів грамнегативних, в тому числі Е.coli (включаючи ентеротоксигенні штами), Shigella spp., Salmonella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp., Providencia spp., Citrobacter spp., M. morganii, Vibrio spp., Haemophilus spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Legionella spp., Brucella spp., Listeria spp. А ФХ III-IV генерації, як правило, активні щодо бактерій, стійких до хінолонів I покоління. Нові лінії ФХ, особливо IV покоління, більш високоактивні ніж їх попередники відносно пневмококів, внутрішньоклітинних збудників (Chlamydia spp., Mycoplasma spp., M.tuberculosis, M. avium та ін.), анаеробних бактерій (моксифлоксацин), грамнегативних бактерій. У зв'язку з високою активністю фторхінолонів ІІІ, ІУ покоління щодо збудників бактеріальних інфекцій верхніх та нижніх дихальних шляхів їх іноді називають «респіраторними» ФХ [79]. 

Фторхінолони, навідміну від нефторованих хінолонів, створюють високі концентрації в органах і тканинах, проникають всередину клітин. Виняток становить норфлоксацин, високі рівні якого фіксуються в кишківнику, сечовивідних шляхах і передміхуровій залозі. Найбільших тканинних концентрацій досягають офлоксацин, левофлоксацин, ломефлоксацин, спарфлоксацин, моксифлоксацин. Ципрофлоксацин, офлоксацин, левофлоксацин і пефлоксацин проходять через гематоенцефалічний бар'єр, досягаючи терапевтичних концентрацій. Ступінь метаболізму залежить від фізико-хімічних властивостей препарату: найбільш активно біотрансформується пефлоксацин, найменш активно - ломефлоксацин, офлоксацин, левофлоксацин. З калом виводиться від 3-4 % до 15-28 % прийнятої дози. Період напіввиведення у різних ФХ у людей коливається від    3-4 годин (норфлоксацин) до 12-14 годин (пефлоксацин, моксифлоксацин) і навіть до 18-20 годин (спарфлоксацин). При порушенні функції нирок період напіввиведення ЛЗ подовжується [88, 89].

Усім новим ФХ властивий широкий спектр активності, що дозволяє застосовувати їх при різноманітних інфекціях, включаючи інфекції респіраторної системи, сечовивідних шляхів, шкіри і м’яких тканин [90]. Фторхінолони – єдині пероральні препарати резервного ряду, які мають бактерицидну дію проти M. tuberculosis (офлоксацин, ципрофлоксацин, ломефлоксацин, левофлоксацин, моксифлоксацин і спарфлоксацин) [91, 92]. 

Побічні ефекти на тлі прийому хінолонів, в тому числі ФХ виникають у   3-17 % пацієнтів. Найбільш типовими реакціями, які загальні для всіх хінолонів є побічні реакції зі сторони шлунково-кишкового тракту: печія, біль в епігастральній ділянці, порушення апетиту, нудота, блювота, діарея; центральної нервової системи (ЦНС): ототоксичність, сонливість, безсоння, головний біль, запаморочення, порушення зору, парестезії, тремор, судоми; алергічні реакції: висип, свербіж, ангіоневротичний набряк; фотосенсибілізація (найбільш характерна для ломефлоксацину і спарфлоксацину) [93].

Хінолони I покоління можуть сприяти виникненню гематологічних реакцій (тромбоцитопеній, лейкопеній; при дефіциті глюкозо-6-фосфатдегідрогенази - гемолітичної анемії), холестатичної жовтяниці, гепатиту. Фторхінолони - найбільш часто викликають кандидоз слизової оболонки порожнини рота і / або вагінальний кандидоз, псевдомембранозний коліт, рідко можуть викликати порушення опорно-рухового апарату (артропатія, артралгія, міалгія, тендиніт, тендовагініт), проявляти нефронтоксичну (кристалурія, транзиторний нефрит) та кардіотоксичну дію (порушення серцевого ритму, подовження інтервалу QT на електрокардіограмі) [93, 94].

Підсумок оглядового аналізу літературних даних щодо спільних властивостей та особливостей антимікробної дії, токсичного впливу на системи та органи фторованих і нефторованих хінолонів, з узагальненням та виділенням ключових моментів характерних для кожної з цих груп відображено у таблиці 1.1. та є актуальним для врахування окремих, можливих ефектів при гігієнічному регламентуванні допустимого вмісту даних ЛЗ у повітрі робочої зони фармацевтичних підприємств.
Таблиця 1.1 
Порівняльна характеристика фторованих і нефторованих хінолонів [85]
	Фторхінолони
	Нефторовані хінолони

	1
	2

	За хімічною будовою хінолони є похідними карбонових кислот

	У молекулярній структурі наявний фрагмент піридону
	У молекулярній структурі відсутній фрагмент піридону

	Основний механізм дії пов'язаний з їх високою здатністю проникати 
	Основний механізм антимікробної дії грунтується на їх здатності до 


Продовження таблиці 1.1
	1
	2

	всередину бактеріальної клітини з подальшим інгібуванням ферментів відповідальних за синтез ДНК
(топоізомерази II типу та топоізомерази IV типу) і поділ клітини
	хелатування двовалентних катіонів металів (Fe, Cu, Zn, Мg, Mn) на поверхневих структурах мікробної стінки, впливаючи на її проникність, функціональність, інгібуючи адгезивну експресію й бактеріальну прив'язку до епітеліальних клітин сечовивідних шляхів. Селективна здатність впливати на мікробну РНК-залежну-ДНК-полімеразу

	Широкий антимікробний спектр: грампозитивні і грамнегативні аеробні та анаеробні бактерії, мікобактерії, мікоплазми, хламідії, рикетсії, борелії
	Обмежений антимікробний спектр: переважна активність відносно Enterobacteriaceae

	Виражений постантибіотичний ефект
	Постантибіотичний ефект слабий чи відсутній

	Висока біодоступність при прийманні в середину
	Низька біодоступність при прийманні в середину

	Швидке всмоктування у травному тракті, тривале перебування в організмі, хороше проникнення в органи, тканини і клітини, елімінація нирковим і позанирковим шляхом
	Низькі концентрації у сироватці крові, погане проникнення в органи, тканини і клітини; високі концентрації у сечі та фекаліях

	Застосування всередину і парентерально
	Застосування тільки всередину

	Широкі показання до призначення: бактеріальні інфекції різної локалізації, хламідіози, мікобактеріози, 
	Обмежені показання до призначення: інфекції сечовивідних шляхів, деякі кишкові інфекції (дизентерія, 


Продовження таблиці 1.1
	1
	2

	Побічні реакції спільні для обох груп:

	рикетсіози, бореліоз. Системна дія при генералізованих інфекціях зі сторони шлунково-кишкового тракту: печія, біль в епігастральній ділянці, порушення апетиту, нудота, блювота, діарея; ЦНС: ототоксичність, сонливість, безсоння, головний біль, запаморочення, порушення зору, алергічні реакції: висип, свербіж
	ентероколіт). Відсутність системної дії при генералізованих інфекціях зі сторони шлунково-кишкового тракту: печія, біль в епігастральній ділянці, порушення апетиту, нудота, блювота, діарея; ЦНС: ототоксичність, сонливість, безсоння, головний біль, запаморочення, порушення зору, алергічні реакції: висип, свербіж

	Можливі побічні реакції характерні для кожної з груп 

	Найбільш часто викликають кандидоз слизової оболонки порожнини рота і / або вагінальний кандидоз, псевдомембранозний коліт, рідко можуть викликати порушення опорно- рухового апарату (артропатія,

артралгія, міалгія, тендиніт, тендовагініт), проявляти нефронтоксичну (кристалурія, транзиторний нефрит), гепатотоксичну та кардіотоксичну дію (порушення серцевого ритму, подовження інтервалу QT на електрокардіограмі), парестезії, тремор, судоми, ангіоневротичний набряк
	Гематологічні реакції (тромбоцитопенія, лейкопенія; при дефіциті глюкозо-6-фосфатдегідрогенази - гемолітична анемія), холестатична жовтяниця

	Відносно добра переносимість
	Добра переносимість

	Хондротоксичність
	Хондротоксичність


Продовження таблиці 1.1
	1
	2

	Застосування у дорослих хворих; обмеження до призначення в педіатрії (у період росту і формування кістково-суглобової системи)
	Застосування у дорослих хворих і в педіатрії (після 5 років)


1.3. Нітроксолін. Механізм дії. Клінічна ефективність 
Нітроксолін (5-нітро-8-оксихінолін), синоніми: Нітроксолін, 5-НОК, Нібіол, Нітрокс, 5-Nitrox, 5-Nitroxine, BAS 58, Nibiol, Noxin, Uritrol тощо. Торгова назва - 5-НОК. Нітроксолін - антимікробний та антипротозойний ЛЗ широкого спектра дії. Застосовують, в основному, для лікування та профілактики інфекцій сечовивідних шляхів у дорослих та дітей. Активний відносно більшості грамнегативних і грампозитивних уропатогенних бактерій: N. gonorrhoeae, E.coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp., Enterobacter spp., Staphylococcus spp. (у тому числі S. aureus), Streptococcus spp. (у тому числі бета-гемолітичні стрептококи, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis), Corynebacterium spp., Bacillus subtilis [11, 87], мікоплазм [12, 13], патогенних для людини Candida spp [14]. Активний також щодо Mycobacterium tuberculosis, Trichomonas vaginalis. Антибактеріальна активність нітроксоліну щодо Acinetobacter spp., Enterococcus spp., Serratia spp. є варіабельною [20]. Із перечислених мікроорганізмів бактерії родини Enterobacteriaceae (E.coli) – найбільш вразливі до дії нітроксоліну [87].
Механізм антибактеріальної та протигрибкової дії грунтується на здатності нітроксоліну до хелатування двовалентних катіонів металів (Fe, Cu, Zn, Мg, Mn) з утворенням комплексів з поверхневими структурами мікробної стінки [80-82], порушуючи тим самим їх функціональність, інгібуючи адгезивну експресію й бактеріальну прив'язку до епітеліальних клітин сечовивідних шляхів [21, 83, 84]. Завдяки хелатуванню заліза та цинку нітроксолін ефективний у боротьбі з біоплівковими інфекціями. Руйнує та зменшує щільність біоплівок, покращує доступність системи захисту організму (неспецифічних факторів, системного імунітету) до збудника [95]. Змінює проникливість бактеріальної стінки [81, 82].

Нітроксолін зв'язується з бактеріальними поверхневими структурами, що, ймовірно, призводить до взаємодії ЛЗ з іонами магнію й фосфатними групами ліпополісахаридів мікробної стінки [81, 82]. Іони Мg2+ стабілізують молекули ліпополісахаридів у зовнішній мембрані бактерії, що сприяє накопиченню нітроксоліну усередині бактеріальної клітини й впливає на внутрішньоклітинний метаболізм, у першу чергу - на інгібування ферментативної активності металовмісних ферментів. Швидко і селективно інгібує активність ферментів, які приймають участь у нуклеїновому обміні мікробних клітин [23, 86]. Наявні дані, що нітроксолін не впливає на фекальну флору кишківника [96] та на лактобацили, останні наділені резистентністю до нітроксоліну [97]. 
Нітроксолін був описаний вперше у п'ятдесятих роках минулого століття [98]. З шістдесятих років ЛЗ використовується в європейських країнах для лікування і профілактики гострих і рецидивуючих інфекціях сечовивідних шляхів (ІСВШ) у дорослих і дітей [22, 99].
Спектр антибактеріальної та протигрибкової активності нітроксоліну поширюється на більшість мікроорганізмів, що інфікують сечовивідні шляхи.

До уропатогенних мікроорганізмів, які викликають більш ніж 90 % ІСВШ належать бактерії родини Enterobacteriaceae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus. Разом з тим такі мікроорганізми як Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Gardnerella vaginalis, Streptococcus spp., дифтероїди, лактобацили, анаероби, практично не викликають цих інфекцій, хоча колонізують шкіру, слизові прямої кишки, урогенітального тракту [100].
Найбільш частими збудниками інфекцій сечовивідних шляхів є Е. coli. Відомо, що позагоспітальні ІСВШ у амбулаторній практиці та в умовах стаціонару у більшості випадків спровоковані кишковою паличкою. Досліджуючи етіологію інфекцій сечовивідної системи у вагітних Синякова Л. А., Кокосова И. В. вказують, що питома вага Е. coli у загальній структурі мікроорганізмів, які обумовлюють дану нозологію становить 62,9 % [101]. Рафальский В.В. и др. акцентує увагу на показнику – 80,0 % [102]. Ряд авторів констатує, що гострі неускладнені ІСВШ (чи їх рецидиви) спричинені у переважаючій більшості саме кишковою паличкою, рідше Proteus mirabilis, іноді Klebsiella, сапрофітним стафілококом (менше 5 % кожен) [15-17]. Тому, вирішальним фактором у виборі антибіотиків для лікування ІСВШ у першу чергу є активність антибактеріальних препаратів (АБП) до домінантного у екобіотопі збудника - E. сoli та у певній мірі ступінь набутої резистентності у популяції [103]. 

Упродовж тривалого часу у лікуванні ІСВШ (гострих неускладнених інфекцій та їх рецидивів) перевагу надавали ФХ, аміноглікозидам, інгібітор захищеним беталактамним антибіотикам. Препарати групи хінолонів першого покоління використовувалися, як препарати останньої лінії. Анонімний опит лікарів-педіатрів (143 чол.) м. Хабарoвська, Росія показав, що більшість респондентів в якості етіотропного агента, який викливав ІСВШ у дітей вказували на бактерії родини Enterobacteriaceae. У боротьбі з ними лікарі використовували 4 групи АБП: захищені і незахищені амінопеніциліни, нітрофурани, похідні 8-оксихіноліну і цефалоспорини. Зустрічалося і «не раціональне» (до 10 %), відповідно до сучасних стандартів лікування ІСВШ, використання АБП таких як цефазолін, ко-тримаксазол, нітроксолін, ампіцилін [104]. Застосування протягом тривалого часу золотого стандарту лікування ІСВШ: фторхінолонів, аміноглікозидів, беталактамних антибіотиків привело до зростання бактеріальної резистентності до них, на що вказують дослідження проведені Naber K.G. et al. та Kahlmeter G. et al. [16, 17]. Ризик можливих побічних ефектів та помітне зростання резистентності до фторхінолонів привели до того, що вони, відповідно до міжнародних рекомендацій, випадають із основних, першочергових антибіотиків для лікування неускладнених ІСВШ [16-19]. Тому, оцінка альтернативи повернення до препаратів хінолонової групи першого покоління у лікуванні неускладнених ІСВШ зокрема, нітроксоліну є вкрай важливою. Актуальність застосування у наш час даного ЛЗ обумовлюється також його високим бактеріоцидним ефектом відносно кишкової палички. Не дивлячись на «довгий вік» нітроксоліну у клінічній практиці, зростання резистентності Е.coli до нього не спостерігається [20]. 

Дослідження чутливості виділених клінічних штамів Е. coli до ряду антибіотиків проведені Панасенком Ю. В. та Бірюковою С. В. показали, що найбільш ефективними до цього збудника - фторхінолони (чутливість 69,2 - 78,3 %) та аміноглікозиди (амікацин 72,5 %). Отримана відносно висока чутливість штамів Е. coli, виділених при циститах і пієлонефритах, до нітрофурану (до 61 %) та нітроксоліну (69,2 %) [105]. Водночас, Більченко А.В., Чуб О.І., вивчаючи поширеність мікроорганізмів продукуючих бета-лактамази розширеного спектра (БЛРС) типів ТЕМ, SHV, СТХ-М серед збудників хронічного нефриту показали, що найбільша кількість резистентних штамів була до ампіціліну - 73,3%, ципрофлоксацину - 46,7 %, левофлоксацину - 43,3 %, гентаміцину - 40,0 %. Рівні чутливих штамів до меропенему - 96,7 %, нітроксоліну - 83,3 %, фосфоміцину - 70,0 %, амікацину - 70,0 % [106]. 

Питання правильності вибору антибактеріального препарату (чи препаратів) для лікування неускладнених інфекцій сечової системи набуває гостроти також із-за високої частоти даної патології - друге-третє місце у загальній структурі інфекційних захворювань. Дана нозологія є найчисельнішою групою у структурі нефрологічних захворювань [107]. Перелік антибіотиків, що застосовуються при гострих неускладнених ІСВШ (циститах) - широкий, однак із-за їх доступності та невиправданого використання, стійкість до них кишкової палички розвивається швидше, ніж з'являються нові препарати. За даними Європейської асоціації урологів, рівень резистентності E. coli до триметоприм/сульфаметоксазолу (ТМП/СМХ), налідіксової кислоти і ампіциліну/амоксициліну перевищує 20 %. Стійкість до ко-амоксиклаву, фторхінолонів, цефалоспоринів складає приблизно 10 %. На думку експертів Європейської асоціації урологів для лікування неускладнених ІСВШ не слід призначати ЛЗ до яких у E. coli резистентність перевищує 20 %. Препарати, резистентність до яких знаходиться у межах від 10 до 20 %, можна розглядати як альтернативні, але не основні. Антимікробні препарати, які широко використовують у лікуванні інших захворювань назначати при неускладнених ІСВШ не бажано. До числа таких препаратів слід віднести амінопеніциліни, фторхінолони і цефалоспорини [20,108]. ЛЗ: ко-трімоксазол, триметоприм, фторхінолони, амоксицилін з і без клавуланової кислоти, пероральні цефалоспорини в багатьох сучасних рекомендаціях не значаться як антибіотики першої лінії для лікування неускладнених ІСВШ (цистит) [18, 19, 109]. Старі пероральні антибіотики, такі як: фосфоміцин, трометамол, півмецілінам, нітрофурантоїн, які все ще зберігають свою антибактеріальну активність відносно E. coli та деякі інші уросептики, рекомендують як антибіотики першої лінії [18, 19]. 

На сьогоднішній день в Україні та пострадянських країнах (Росія, Білорусія, Казахстан) рекомендації з лікування гострого неускладненого циститу виглядають наступним чином: дорослим обирають препарати з групи нітрофуранів (фурадонін, фурагін, фурамаг, фуразолідон і ін.), фторхінолонів, або призначають фосфоміцину трометамол одноразово. Дітям і вагітним, в силу небажаних побічних ефектів з вище перерахованих груп, призначають амоксициліну клавуланат, цефалоспорини 2-3-його покоління. Дітям від 5 років, вагітним і годуючим жінкам можливе застосування фосфоміцину трометамолу [107-111]. При емпіричному виборі схеми лікування неускладнених ІСВШ призначають: сульфаметоксазол або сульфаметрол у поєднанні з триметопримом для дітей [110] та фторхінолон (ципрофлоксацин або офлоксацин) у дорослому віці. У дорослих триметоприм/сульфаметоксазол (960 мг) призначають лише в регіонах із рівнем резистентності Е. coli до цих ЛЗ нижче 20 %. Назначення ломефлоксацину та моксіфлоксацину обмежене з економічних міркувань (висока вартість препарату), інші фторхінолони менш ефективні. Ципрофлоксацин (ципринол) залишається першим препаратом вибору при лікуванні неускладнених інфекцій органів сечової системи [107]. Такі антибіотики і протимікробні засоби для лікування ІСВШ, як: ампіцилін, амоксицилін, нітроксолін (5-НОК), ко-тримоксазол (бісептол) в даний час у Росії не використовують, така тенденція є характерною і для України [108].

Широкий ретроспективний та оперативний аналіз клінічної ефективності уросептиків провели Kurt G., Naber K.G et. al. на основі аналізу літературних даних, рандомізованих клінічних досліджень 3 груп пацієнтів (466 жінок) з неускладненими ІСВШ, які отримували: нітроксолін (250 мг тричі на день) – група 1, ко-тримоксазол (960 мг одноразово в день) – група 2 та норфлоксацин (400 мг одноразово в день) - група 3 та аналізу даних протоколів пацієнтів з аналогічними схемами лікування неускладнених ІСВШ (більше 11000 пацієнтів) показав еквівалентну ефективність нітроксоліну (у 90,0 %) з ко-тримоксазолом та норфлоксацином (у 95 %). Побічні ефекти становили 9,4 % проти 7,8 %, відповідно [20].

Постмаркетингове дослідження ефективності та безпеки нітроксоліну при лікуванні ІСВШ проводили компанія-виробник Rosen Pharma, Blieskastel, Німеччина, яке включало 9800 пацієнтів (75 % жінок, 25 % чоловіків) з ускладненими та неускладненими ІСВШ, в тому числі і їх рецидиву [22, 81, 109]. Нітроксолін пацієнти отримували у дозі 250 мг тричі на добу, тривалість лікування була обрана відповідно до рішення лікаря. За оцінкою лікаря лікування було успішним у 95 % при циститі, у 79 % при рецидивах і ускладнених ІСВШ; у 80 % при пієлонефриті та у 91 % при грибкових інфекціях. За оцінкою пацієнтів - лікування рахували успішним 95 % осіб. Лише 2,2 % осіб повідомляли про побічні ефекти від терапії: порушення зі сторони шлунково-кишкового тракту у 1,8 % та 0,3 % алергічних побічних ефектів: свербіж, кропив'янку, в одному випадку висипання на шкірі у вигляді папул [20].

Підсумовуючи результати аналізу наукової літератури, є очевидним, що нітроксолін, який більше 50 років використовується у клінічній практиці для лікування та профілактики неускладнених ІСВШ у дорослих та дітей, зберігає до сих пір високу клінічну ефективність і безпечність застосування. Клінічна ефективність та безпечність застосування нітроксоліну є порівнювана з ко-тримоксазолом та норфлоксацином. Усунення бактеріурії при застосуванні нітроксоліну у лікуванні неускладнених ІСВШ констатовано більш ніж у 90 % пацієнтів, при лікуванні ко-тримоксазолом, або норфлоксацином близько 95 %. Побічні ефекти спостерігалися у 9,4 % і 7,8 % осіб, відповідно. 

Чутливість виділених клінічних штамів Е. coli до нітроксоліну залишається високою - 69,2 % і не поступається фторхінолонам - 69,2 - 78,3 %, аміноглікозидам (амікацин) - 72,5 %, нітрофурану - до 61 %. Серед збудників хронічного нефриту продукуючих бета-лактамази розширеного спектру типів ТЕМ, SHV, СТХ-М найбільша кількість резистентних штамів мікроорганізмів була до: ампіціліну (73,3 %), ципрофлоксацину (46,7 %), левофлоксацину (43,3 %), гентаміцину (40,0 %). Рівні чутливих штамів до меропенему - 96,7 %, нітроксоліну - 83,3 %, фосфоміцину - 70,0 %, амікацину - 70,0 %.

Спираючись на результати аналізу наукових публікацій, які вказують на зростання резистентності уропатогенів до фторхінолонів, аміноглікозидів, захищених і незахищених беталактамних антибіотиків та збереження чутливості до нітроксоліну, він досі залишається актуальним уроантисептиком, який слід розглядати як один із АБП першої лінії для лікування неускладнених інфекцій сечовивідних шляхів. Саме останнє передбачає збереження (розширення) виробництва даного ЛЗ й, відповідно, визначає встановлення гігієнічного нормативу нітроксоліну у повітрі робочої зони важливим та актуальним напрямком досліджень. 
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Об'єктом наших досліджень був вітчизняний лікарський засіб нітроксолін, який випускається хіміко-фармацевтичними підприємствами: ПАТ «Київський вітамінний завод» (м. Київ), ПАТ НВЦ «Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод» (м. Київ), ПАТ «Технолог» (м. Умань Черкаська обл.) та ПАТ «Вітаміни» (м. Умань Черкаська область). 

Хімічна назва - 5-нітро-8-хінолінол, торгова назва - 5-НОК, емпірична формула - С9Н6N2O3. CAS № 4008-48-4. 
Фармакотерапевтична група: протимікробні засоби для системного застосування, інші антибактеріальні засоби. Код АТС J01XX07.

Структурна формула:
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Молекулярна маса речовини: Мr 190,16. Агрегатний стан: дрібнокристалічний порошок від коричнево-жовтого до коричневого кольору. Питома вага 1,549 г/см3 (при 22 сС). Малорозчинний у воді, розчинність за t 0С складає 3,73 г/л препарату. Слабкорозчинний у 95 % спирті та диетиловому ефірі, важкорозчинний у хлороформі. Легкорозчинний у лугах та кислотах. Розчиняється у льодяній оцтовій кислоті, диоксані. Важкорозчинний в ацетоні. Розчиняється у бензолі, ізоамілацетаті, ізоаміловому спирті. Ентальпія сублімації нітроксоліну складає 86,14 кДж/моль при 298.15 К. Точка плавлення нітроксоліну складає 1820 С, з виділенням 103,1 Дж/г енергії. Слаболіпідна сполука, коефіцієнт розподілу октанол/вода (LogP (м/в) становить — 1,99. Кислотна константа дисоціації складає 2,08 та 6,88. Тиск газу за t 25 0С дорівнює 2,13x10-6 мм.рт.ст. Константа Генрі, тобто здатність газу розчинятися в рідині за t 25 0С, становить 2,83 x10-13 атм-м3/моль.

Максимальна добова терапевтична доза (МДТД) становить 800 мг. Агрегатний стан в повітрі робочої зони: аерозоль дезінтеграції. 

2.1. Токсиколого-гігієнічні дослідження

Токсиколого-гігієнічні дослідження із встановленням параметрів токсичності й характеру біологічної дії нітроксоліну проводили на лабораторних тваринах відповідно до методичних вказівок “Обґрунтування гранично допустимих концентрацій лікарських засобів у повітрі робочої зони і атмосферному повітрі населених місць [10], «Методическими указаниями к постановке исследований для обоснования санитарных стандартов вредных веществ в воздухе рабочей зоны» [112] та «Гигиеническое нормирование лекарственных средств в воздухе рабочей зоны, атмосферном воздухе населенных мест и воде водных объектов» [113]. У експериментах використовували нелінійних щурів, мишей, мурчаків і кролів. Тварини утримувались в умовах віварію Львівського національного медичного університету (ЛНМУ) на стандартному харчовому раціоні, згідно з правилами «належної лабораторної практики» (GLP), у відповідності з положенням Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, яких використовують в експериментальних та інших наукових цілях (Страсбург, 1986 р.), Директиви Ради Європи 2010/63/EU, Закону України № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження», загальних етичних принципів експериментів на тваринах, ухвалених Першим національним конгресом України з біоетики (2001 р.) та нормативним документом «Порядок проведення науковими установами дослідів, експериментів на тваринах» [114]. Експериментальні групи включали 6 - 8 особин кожна і формувались шляхом ранжирування рядів за зростаючою масою тіла. Отримані під час експериментів результати досліджень співставляли з показниками контрольних груп. 

Параметри токсичності нітроксоліну встановлювали при пероральному, інгаляційному та перкутанному шляхах надходження препарату в організм дослідних тварин. 
Дослідження гострої пероральної токсичності здійснювали на безпородних статевозрілих білих щурах з масою тіла 150-280 г і білих нелінійних мишах – 18-20 г шляхом ведення водних суспензій нітроксололіну щурам у дозах від 600 мг/кг до 1200 мг/кг, мишам - від 300 мг/кг до 600 мг/кг [112]. Зовнішній огляд тварин проводили упродовж двох годин після введення препарату. Загальний термін спостереження становив 14 діб, упродовж якого спостерігали за поведінкою, інтенсивностю та характером рухової активності, зміною дихання, станом шкірного покриву, вживанням їжі та води. Інтерпретацію клінічних проявів гострої токсичності нітроксоліну проводили за Hayes A.W. [115]. Розрахунок DL50 здійснювали з використанням пробіт-аналізу за методом Litchfielda & Wilcoxon та Van der Waerden [116]. Середньоефективний час загибелі тварин (ЕТ50) встановлювали за Г. Н. Красовським [117]. 

Гостру інгаляційну дію нітроксоліну вивчали на білих щурах самках (8 тварин у групі) з масою тіла 190-230 г шляхом інтраназального введення препарату в кількості 390 мг/кг з встановленням показника середньосмертельної концентрації (CL50). Для модeлювання інгаляційного шляху надходження змішували нітроксолін зі стерильним фізіологічним розчином. Суспензію в кількості 0,20 мл вводили тваринам інтраназально за допомогою дозатора з м'яким пластиковим зондом. Перерахування введеної дози ЛЗ на концентрацію в повітрі, що вдихається, здійснювали за формулою:

D = K × V,                         (2.1), 

де K – концентрація препарату, мг/м3; D – доза препарату (мг), введена тварині; V – об'єм повітря, що вдихається (м3) [10, 113]. 
Оцінку безпечності речовини за ступенем дії на організм проводили згідно з ГОСТ 12.1.007-76 [118]. 
Дослідження порогової концентрації Limac нітроксоліну при однократному інгаляційному поступленні проводили згідно з методичними вказівками «Обґрунтування гранично допустимих концентрацій лікарських засобів у повітрі робочої зони і в атмосферному повітрі населених місць» [10]. 
Для встановлення порогових концентрацій нітроксоліну обирали та проводили ряд різнонаправлених досліджень, які дали б можливість встановити порушення в системах організму викликані токсичною дією сполуки. Тому, критеріями оцінки токсичного впливу ЛЗ на організм тварин були показники, що характеризували систему кров'яного гемостазу, зокрема загального аналізу крові (рівень гемоглобіну, кількість еритроцитів і лейкоцитів та їх популяційна структура), біохімічні параметри крові, які оцінювали стан печінки та нирок, показники тривалості тіопенталового сну, поведінкових реакцій [119], сумаційно пороговий показник (СПП) [120]. Окрім того, встановлювали рівень хімічноіндукованого антигенного навантаження, який оцінювали шляхом визначення в сироватці крові тварин циркулюючих імунних комплексів (ЦІК).

Підрахунок еритроцитів та загальної кількості лейкоцитів проводили уніфікованим методом у камері Горяєва. Пули лейкоцитарних клітин (базофілів, еозинофілів, нейтрофілів, лімфоцитів, моноцитів) визначали уніфікованим методом морфологічного дослідження формених елементів крові з диференційним підрахунком лейкоцитарної формули, які виражали у відносних та абсолютних одиницях у перерахунку на 1 літр крові, 109/л [121, 122]. Визначення гемоглобіну проводили гемоглобінціанідним методом з використанням набору реактивів для визначення концентрації гемоглобіну у крові, науково-виробничого підприємства «Філісіт-Діагностика» м. Дніпро, Україна (ТУ У 24.4-24607793-019-2003). Біохімічні дослідження сироватки крові включали визначення активності лужної фосфатази [123], трансаміназ АлТ, АсТ, білірубіну, тимолової проби, загального білку, сечовини, креатиніну [124]. Морфологічну картину внутрішніх органів досліджували з використанням загальноприйнятих методів світлової мікроскопії [125]. 
Концентрацію нітроксоліну, яка викликала достовірні зміни не менше ніж по 3 показниках, приймали за порогову.

Дослідження місцево-подразнювальної та шкірно-резорбтивної дії проводили на бiлих щурах відповідно до методичних вказівок «Оценка воздействия вредных химических соединений на кожные покровы и обоснование предельно допустимых уровней загрязнения кожи» [126] та «Методические указания к постановке исследований по изучению раздражающих свойств и обоснование предельно допустимых концентраций избирательно действующих раздражающих веществ в воздухе рабочей зоны» [127] методом хвостових проб. Для цього 2/3 хвоста тварин занурювали в пробірку з ненасиченим водним розчином речовини впродовж 4 годин тривалістю 10 днів. Відмічали наявність чи відсутність клінічних ознак гострої інтоксикації. 
Для оцінки іритативної дії нітроксоліну препарат в кількості 50 мг вносили в кон'юнктивальний мішок ока кроля. Вигляд слизової оболонки ока оцінювали через 1, 24, 48 та 72 години після внесення ЛЗ із подальшим спостереженням за динамікою змін упродовж 14 діб. Ступінь ушкодження слизової оболонки ока виражали в балах відповідно до класифікації A. Majda, K. Chrusaielska [128], згідно якої: 
0 - видима реакція відсутня;

1 - легке почервоніння кон’юнктиви;

2 - почервоніння слизової оболонки і частково склери;

3 - різке почервоніння кон’юнктиви і склери, гнійний офтальміт (таблиця 2.1). 
Поведінкову активність щурів вивчали після одноразового інтраназального введення різних доз нітроксоліну на першу добу та на другу добу, почергово починаючи з дослідної та контрольної груп, методом «відкритого поля». Для цього у затемненому приміщенні щурів поміщали в манеж, площею 1м2, розділений на двадцять п’ять квадратів, між якими було дев’ять нірок діаметром 5 см. Кожну тварину почергово ставили в центральний квадрат відкритого поля. Тривалість експерименту - 20 хвилин.
Таблиця 2.1

Оцінка пошкоджуючої дії речовин на слизову оболонку ока [128]
	Показники
	Бали

	1
	2

	А. Гіперемія кон’юктиви:
	

	судини ін’єкційовані
	1

	окремі судини важко розрізнити
	2

	дифузне глибоке почервоніння
	3

	Б. Набряк вій: 
	

	слабий набряк
	1

	виражений набряк з частково вивернутими віями
	2

	внаслідок набряку око закрите наполовину
	3

	внаслідок набряку око закрите повністю
	4

	В. Виділення:
	

	мінімальна кількість виділень
	1

	кількість виділень зволожує віки
	2

	кількість виділень зволожує віки і навколишню шкіру
	3


За допомогою секундоміра фіксували час виходу тварини з центрального квадрату (латентний період), при цьому критерієм переходу тварин до іншого квадрата вважали переміщення обох тазових кінцівок через лінію, що розділяла квадрати. Протягом хвилини візуально відзначали кількість квадратів, у які зайшла тварина (горизонтальна рухова активність), кількість піднімань на задні кінцівки (вертикальна рухова активність), кількість «нірок», які щур обнюхав і заглянув у них (норковий рефлекс) [119]. Визначення тривалості тіопенталового сну проводили методом тіопенталової проби, шляхом внутрішньошлункового введення щурам 1% розчину тіопенталу натрію [129], сумаційно-порогового показника (СПП) – за Сперанским С. В. [120].
Кумулятивну активність нітроксоліну вивчали за методом R. K. Lim et al. [49] шляхом перорального введення білим щурам-самкам ненасиченого водного розчину нітроксоліну, починаючи з 0,1 DL50 (98,0 мг/кг) з наступним його збільшенням кожні 4 доби у 1,5 рази. Перші 4 доби тварини одноразово отримували по 0,1 DL50, упродовж 5-8 доби – 0,15 DL50, 9-12 доби – 0,22 DL50, 13-16 доби – 0,34 DL50, 17-20 доби – 0,5 DL50, 21-24 доби – 0,75 DL50. Всього було проведено 24 введення. Розрахунок коефіцієнта кумуляції проводили за формулою:


Кcum = ∑ DLn50 /DL150
(2.2)

де ∑ DLn50 - сумарна середньосмертельна доза речовини при багаторазовому введенні; DL150 – середньосмертельна доза речовини при однократному введенні; Кcum – коефіцієнт кумуляції [49, 130]. 
2.2. Імунологічні дослідження

Дослідження імунoсенсибілізуючої дії нітроксоліну проводили на статевозрілих мурчаках масою 300-350 г. відпoвіднo до метoдичних рекoмендацій «Дослідження імунотoксичнoї дії потенційно небезпечних хімічних речовин при їх гігієнічній регламентації» [131] та метoдичних вказівок «Требования к постановке экспериментальных исследoваний по обоснoванию предельнo дoпустимых концентраций промышленных химических аллергенoв в вoздухе рабочей зoны и атмoсферы» [132]. Для проведення експерименту було сформовано дві групи тварин – контрольну і дослідну, по 8 особин у кожній. 
Сенсибілізацію тварин (дослідна група) проводили за методом О.Г. Алєксєєвої, А.І. Петкевич [133] шляхом внутрішньошкірного введення 200 мкг (0,02 мл) препарату у зовнішню поверхню вуха. Інтактним тваринам вводили 0,02 мл 0,9 % натрію хлориду (NaCl). Через 10 днів після первинного введення препарату мурчаків повторно сенсибілізували. Тваринам на депільовану ділянку бокової поверхні тулуба наносили 7 аплікацій ЛЗ у розведенні 1:50 (2 % від нативної речовини). Ступінь сенсибілізації та інтенсивність алергенної дії сполуки оцінювали візуально за характером локальних змін зі сторони шкірних покривів: місцевої гіперемії (діаметр еритеми), набряку (інфільтрат чи генералізований набряк), наявності ерозій чи некрозу тканин через 20-30 хв., 4-5 годин та 24 години після постановки внутрішньошкірних проб ЛЗ у розведеннях: 1:10, 1:100, 1:1000 та загальною реакцією організму на повторне введення препарату на основі результатів загальноклінічних та імунологічних досліджень. 

Загальноклінічні лабораторні показники включали уніфіковані дослідження лейкограми периферичної крові з визначенням загальної кількості лейкоцитів та їх субпопуляцій: базофілів, еозинофілів, нейтрофілів, лімфоцитів, моноцитів [121, 122].
Для оцінки загальної характеристики та напрямку клітинних реакцій в системі кров'яного гомеостазу, за показниками лейкоцитарної формули, проводили обчислення лейкоцитарних індексів - співвідношення між окремими фракціями лейкоцитів, зокрема: індексу співвідношення нейтрофілів до лімфоцитів (ІСНЛ), індексу співвідношення нейтрофілів до моноцитів (ІСНМ), індексу співвідношення нейтрофілів до еозинофілів (ІСНЕ), індексу співвідношення моноцитів до еозинофілів (ІСМЕ), індексу співвідношення лімфоцитів до моноцитів (ІСЛМ), індексу співвідношення лімфоцитів до еозинофілів (ІСЛЕ) [122, 134]. 
Стан неспецифічної резистентності організму вивчали за показниками фагоцитарної активності: фагоцитарним числом (ФЧ), фагоцитарним індексом (ФІ), за загальною окисно-відновною активністю нейтрофілів в тесті відновлення нітросинього тетразолію (НСТ-тест) та цитохімічним коефіцієнтом (ЦК), який характеризував цитотоксичність нейтрофілів [135]. 

Дослідження лімфоцитарних фракцій: СД3+ (Т-лімфоцити), СД4+         (Т-хелпери), СД8+ (супресорно-цитотоксичні Т-лімфоцити), СД16+ (натуральні кілери), СД22+ (В-лімфоцити) здійснювали за допомогою діагностикумів еритроцитарних з адсорбованими на їх поверхні відповідними анти-СD-моноклональними антитілами виробництва ТВО НВЛ «Гранум» Україна, м. Харків. Отримані значення виражали у відносних (%) і в абсолютних одиницях у перерахунку на 1 літр крові (109/л). 

Для оцінки стану динамічності багатокомпонентної системи імунітету, використовували імунорегуляторні індекси, які виражали співвідношення між певними субпопуляціями лімфоцитарних клітин, вказуючи на стан рівноваги між ними чи її зміщення у бік певного лімфоцитарного пулу, який ініціюватиме вектор розвитку патофізіологічних процесів імунної відповіді. Із імунорегуляторних індексів обчислювали: індекс співвідношення Т-хелперних СД4+ до супресорно-цитотоксичних Т-лімфоцитів СД8+ (СД4+/СД8+), співвідношення кількості лейкоцитів до числа Т-лімфоцитів - лейко-Т-клітинний індекс (ЛТІ) та співвідношення кількості лейкоцитів до числа В-лімфоцитів - лейко-В-клітинний індекс (ЛВІ) [136, 137]. 
Гуморальний імунітет вивчали за показниками імуноглобулінів IgА, IgМ, IgG та циркулюючих імунних комплексів (ЦІК). Вміст імуноглобулінів в сироватці крові визначали методом радіальної імунодифузії в гелі за методом Манчіні з утворенням кілець преципітації специфічних анти-ІgА, анти-ІgМ і анти-ІgG. Діаметр кілець прямопропорційний вмісту імуноглобулінів [138]. Циркулюючі імунні комплекси визначали методом преципітації великоглобулярних імунних комплексів крові з високомолекулярним поліетиленгліколем (ПЕГ) спектрофотометрично [139].
2.3. Мікробіологічні дослідження
Дослідження дисбіотичної дії нітроксоліну при інгаляційному шляху надходження на екобіотоп урогенітального тракту та прямого відділу товстого кишківника проводили на самках щурів в умовах субхронічного експерименту. Тварин упродовж 30 днів піддавали впливу ЛЗ, який вводили інтраназально у дозах, що відповідали концентраціям сполуки у повітрі: 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3. У експерименті перебувало 4 групи тварин: контрольна і 3 дослідні, по 8 особин кожна, вагою 200-250 г. Дослідні групи формували відповідно до концентрації сполуки: перша група - 5 мг/м3 , друга – 15 мг/м3, третя – 45 мг/м3. Мікробіологічні дослідження біотопу піхви та вмісту прямого відділу товстого кишківника проводили у динаміці: до початку затруєння тварин (фон), на 15-й, 30-й день затруєння та через місяць після відміни препарату (відновний період) [10, 113, 140]. 
Для вивчення якісного (частоти зустрічності мікроорганізмів) та кількісного складу біотопу піхви біоматеріал забирали уніфікованими стерильними тампонами. Спершу, з дотриманням правил асептики, наносили матеріал на стерильні предметні скельця, готуючи препарати для мікроскопічних (цитологічних) досліджень. Після проведеної маніпуляції, тампон поміщали у стерильні пробірки з 1 мл 0,9 % розчином NaCl – основна проба. Для культуральних досліджень із основної проби, шляхом десятикратних розведень з використанням 0,9 % NaCl, готували розведення:  10-1, 10-2, 10-3, 10-4. У двох паралелях методом прямого посіву із розведень 10-3, 10-4  висівали по 0,05 мл змиву на спеціальні та диференційно-діагностичні поживні середовища. 
Матеріалом для вивчення дисбіотичної дії нітроксоліну на біотоп прямого відділу товстого кишківника були свіжі випорожнення лабораторних щурів, які відбирали у стерильні пробірки. Всі мікробіологічні маніпуляції проводилися з дотриманням правил асептики та антисептики. Взірці зважували, додавали 0,9 % NaCl у перерахунку на 10 кратне розведення, гомогенізували, отримували вихідну пробу 10-1. З вихідної проби готували серію розведень до 10-10. Виявлення основних груп життєздатних мікроорганізмів (КУО) проводили шляхом висіву відповідних розведень на селективно-диференційні середовища [140, 141]. 

Поживні середовища готували відповідно до наказу МОЗ України № 167 від 2007 року Про затвердження методичних вказівок «Визначення чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів» [142] та згідно ГОСТ 10.444.1–84 (СТСЭВ 3833 – 82) [143]. Контроль якості поживних середовищ проводили за рекомендаціями фірм-виробників, як зазначено у сертифікатах до продукції, та за Інформаційним листом МОЗ України № 05.4.1/1670 «Бактеріологічний контроль поживних середовищ», Київ, 2000 [144]. 
Культивування мікроорганізмів, дослідження їх ферментативних властивостей здійснювали згідно нормативних документів та методичних рекомендацій [145-151]. 
Посів мікрофлори урогенітального тракту та прямого відділу товстого кишківника проводили на селективних середовищах: біфідобактерії і лактобактерії на агаризованому середовищі MRS, середовищі Блаурока в анаеробних умовах з використанням анаеростату з пакетами. Культивування бактерій групи Enterobacteriaceae (БГКП) здійснювали на середовищі Ендо, Плоскірєва. Для росту стафілококів використовували середовище жовчно-сольового агару (ЖСА), для виявлення стрептококів та мікроорганізмів з гемолітичними властивостями – м'ясопептонний агар (МПА) з додаванням цілісної крові. Ентерококи виявляли посівом на ентерококовий агар. Мікроорганізми культивували у термостаті при температурі 37 0С упродовж  24-72 год. Дріжджеподібні гриби роду Candida, плісеневі гриби (плісень) вирощували на середовищі Сабуро в термостаті за температури 24 0С упродовж 5 діб. 

З усіх типових колоній мікроорганізмів, які виросли на чашках Петрі робили мазки, підсушували над полум'ям, фарбували та мікроскопували. 

Фарбування мазків проводили за методом Грама. На фіксований мазок накладали смужку фільтрувального паперу і наносили карболовий генціанвіолет, витримували 1-2 хв., промивали водою і фарбували розчином Люголя (мазок чорніє). Через 1-2 хв. розчин зливали і фіксували етиловим спиртом протягом 0,5-1 хв., промивали водою і фарбували 1-2 хв. водним фуксином. Фуксин змивали водою, скельце висушували фільтрувальним папером [152].

Вагінальні мазки фарбували за методом Грама та Романовського-Гімза (азур-еозином), вивчали під мікроскопом [153]. 

Мікроскопування проводили за допомогою мікроскопа лабораторного «Мікмед-6» при збільшенні у 250 і 2500 разів у 100 полях зору. 

Ідентифікацію чистих культур здійснювали шляхом верифікації морфологічних, тинкторіальних, культуральних властивостей мікроорганізмів, з використанням матеріалів та ідентифікаційних таблиць видових ознак штамів наведених у «Определитель бактерий Берджи» [152]. 
Біохімічний профіль виділених мікроорганізмів оцінювали за допомогою набору індикаторних паперових систем фірми «Мікроген» для міжродової та видової диференціації мікроорганізмів. Фізіолого-біохімічні тести використовували як обов’язковий етап ідентифікації мікроорганізмів: їх поєднання є індивідуальним для кожного роду мікроорганізмів. 

Кількість колонієутворюючих одиниць мікроорганізмів (КУО) урогенітального тракту в 1 мл розчину обчислювали за формулою: 

Х = N × 10 × 10 n              (2.3), 

де Х – число КУО в 1 мл; 
N – кількість колоній, що утворилися на середовищах при посіві відповідного розведення; 
10 – постійний коефіцієнт при посіві 0,1 мл відповідного розведення; 
n – ступінь розведення. 

Підрахунок кожної групи мікроорганізмів у 1 г фекалій проводили за формулою:

М = N* × 10п+1              (2.4),

де М – число мікроорганізмів в 1 г; 

N – кількість колоній, які виросли на твердих селективних середовищах; 

п - ступінь розведення біологічного матеріалу.
Для визначення абсолютного числа мікроорганізмів використовували розведення випорожнень 10-7, в якому підраховували загальне мікробне число (на основі підрахунку кількості КУО на поверхні твердого МПА) й процентний вміст кожної групи мікроорганізмів, зокрема [141].
2.4. Математичні методи

Для статистичного аналізу вихідних даних, математичних розрахунків, їх графічного представлення та результатів аналізу використано програмне забезпечення Excel з пакету прикладних програм Microsoft Office.

Для оцінки результатів досліджень визначали наступні показники:

середнє значення (М):
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– значення однієї вибірки даних, n – об’єм однієї вибірки (кількість дослідів);

середньоквадратичне відхилення (σ sigma):
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абсолютну похибку (m): 
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Істотність відмінності у дисперсіях здійснювали між контролем і досліджуваними групами в динаміці, а також між досліджуваними групами на основі F-критерію (критерію Фішера):
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Для оцінки вірогідності різниці між відповідними показниками в динаміці використовували перевірку гіпотез про рівність центрів розподілу двох незалежних нормальних сукупностей при малих вибірках, коли дисперсії сукупностей вважаються однаковими [154]. 

Діаграми виконані за допомогою програми Microsoft Office.

На засіданні комісія з питань етики при Львівському національному медичному університеті імені Данила Галицького (протокол №1 від 18.01.2016 р. та протокол № 7 від 22 жовтня 2018 р.) постановила, що робота відповідає принципам Гельсінської декларації, прийнятої Генеральною асамблеєю Всесвітньої медичної асоціації (1964-2000 рр.), Конвенції Ради Європи про права людини та біомедицину(1997 р.), Європейської конвенції по захисту хребетних тварин (Стразбург, 18.03.1986 р.), директиви Ради Європейського економічного товариства по захисту хребетних тварин (Стразбург, 24.11.1986 р.), положенням ВООЗ, Міжнародної ради медичних наукових товариств, Міжнародного кодексу медичної етики (1983 р.) та законам України.
Таким чином, вище наведений обсяг токсикологічних, загально-клінічних, біохімічних, імунологічних, мікробіологічних досліджень, дає можливість виявити шкідливу дію нітроксоліну на ряд систем та органів, провести повну, різносторонню оцінку ступеню небезпеки ЛЗ та запропонувати обґрунтовані пропозиції щодо запобігання отруєнь в умовах виробництва його на хіміко-фармацевтичних підприємствах.
розділ 3
ОЦІНКА ТОКСИЧНОСТІ І ХАРАКТЕРУ БІОЛОГІЧНОЇ ДІЇ НІТРОКСОЛІНУ В ГОСТРИХ ТА ПІДГОСТРИХ ДОСЛІДАХ 

3.1. Встановлення параметрів токсичності і характеру біологічної дії нітроксоліну на організм лабораторних тварин в умовах гострих дослідів
Однократне пероральне введення нітроксоліну білим щурам в дозах від 600,0 мг/кг до 1200,0 мг/кг та білим мишам в дозах від 300 мг/кг до 600 мг/кг викликає розвиток гострого отруєння, в клінічній картині якого спостерігаються симптоми ураження центральної нервової системи. Через дві години після введення препарату з’являється короткочасне збудження, тварини труть лапками мордочки, безладно пересуваються по клітці, після чого рухова активність знижується, тварини залягають на живіт, спостерігається гіподинамія, реакція на зовнішні подразники слабка, дихання сповільнюється і стає спастичним. Перед загибеллю у тварин появляються судоми, горбовидна спина, ригідність хвоста (симптом Штраубе).

Загибель як щурів так і мишей розтягнута в часі і наступає упродовж 1-3 діб. Середньоефективний час загибелі білих щурів (ЕТ50) складає 28 годин. У тварин, що вижили, нормалізація загального стану відбувається на 4-5 добу.  

Залежність летальності тварин від доз ЛЗ представлена в таблиці 3.1.

Таблиця 3.1.

Динаміка загибелі білих щурів при одноразовому введенні нітроксоліну
	Дози, мг/кг
	Кіль-кість тварин
	Терміни спостереження, доби
	Кількість тварин, що загинули
	Частка тварин, що загинули (%) %

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	14
	
	

	600
	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	800
	6
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	16,7

	1000
	6
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	3
	50,0

	1200
	6
	4
	1
	0
	0
	0
	0
	5
	83,3


Середньосмертельна доза нітроксоліну при пероральному введенні для білих щурів-самок становить 980 (852-:-1127) мг/кг, для білих щурів-самців – 835 мг/кг, для білих мишей-самців – 660 мг/кг (табл. 3.2).
Таблиця 3.2
Середньосмертельні дози нітроксоліну для лабораторних тварин при пероральному введенні

	Вид тварин
	DL50, мг/кг
	Клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76

	
	За Лічфільдом і уілкоксоном
	За Van der Waerden
	

	Білі щури-самки
	980 (852-:-1127)
	-
	3

	Білі щури-самці
	-
	835
	3

	Білі миші-самці
	-
	660
	3


Згідно класифікації ГОСТ 12.1.007-76 за параметрами гострої пероральної токсичності нітроксолін належить до 3 класу небезпеки (речовини помірно небезпечні).

Видова чутливість тварин до дії нітроксоліну слабо виражена. Коефіцієнт видової чутливості тварин (КВЧ) дорівнює 1,17. Статева чутливість не притаманна.

Коефіцієнт небезпеки гострого перорального отруєння, розрахований за методом І.П. Уланової [155] становить для щурів-самок 0,0010, для щурів-самців - 0,0012, для мишей-самців - 0,0015 і вказує, що нітроксолін належить до малонебезпечних сполук.
При одноразовому інтраназальному введенні нітроксоліну білим щурам у вигляді суспензії в стерильному фізіологічному розчині в дозах 50 мг – 60 мг, що в перерахунку на концентрацію, яка вдихається в повітрі, становить 2100 мг/м3, загибелі тварин не відмічено впродовж всього періоду спостереження (14 діб). Після введення речовини у тварин спостерігали адинамію та порушення ритму дихання. Стан тварин нормалізувався через 2-3 години по закінченні експерименту.
Використовуючи рівняння №8 методичних вказівок [10], засноване на виявлених зв'язках між середньосмертельними концентраціями (CL50 мг/л) та середньо смертельними дозами (DL50 мг/кг) розрахована середньосмертельна концентрація нітроксоліну для щурів у повітрі робочої зони.

lg CL50(щ) = 1,04 lg DL 50 в/ш – 2,71   (8)     [10]

lg CL50(щ) = 1,04 lg 980 – 2,71

lg CL50(щ) = 0,3996

lg CL50(щ)  = 2509 мг/м3
За величиною СL50 нітроксолін відноситься до 2 класу небезпеки згідно ГОСТ 12.1.007-76.

Для планування досліджень з визначення порогової концентрації (Limac) нітроксоліну при однократному інгаляційному впливі були використані рівняння кореляційної залежності № 11, 12, 14 згідно з методичними вказівками [10, 156]:

lg Limac = 0,91 lg DL50 (в/ш) - 0,63     (11)     [10]

lg Limac = 0,91 lg 980 - 0,63 = 2,092

Limac = 123,6 мг/м3

lg Limac = 0,9 lg DL50 (в/ш) + 0,05      (12)     [10]

lg Limac = 0,9 lg 980+ 0,05 = 2,742

Limac = 552,2 мг/м3

lg Limac = 0,65 - lg МДТД + 1,75    (14)     [10]

lg Limac = 0,65 - lg 0,4 + 1,75 = 1,49

Limac = 30,99 мг/м3

Розрахунковий поріг однократної інгаляційної дії нітроксоліну Limac становить 235,6 мг/м3.
Для встановлення експериментальної величини Limac вираховували концентрації ЛЗ, які були втричі вищими та нижчими від порогової: 706,8 мг/м3, 235,6 мг/м3 та 78,5 мг/м3. Препарат вводили інтраназально білим щурам-самкам у вигляді водних розчинів у дозах 23,4 мг/кг, 7,8 мг/кг та 2,6 мг/кг, що відповідало концентраціям сполуки у повітрі 706,8 мг/м3, 235,6 мг/м3 та 78,5 мг/м3. 

Одноразовий інгаляційний вплив нітроксоліну при концентраціях ЛЗ у повітрі: 706,8 мг/м3, 235,6 мг/м3 та 78,5мг/м3, на першу добу експерименту, не викликав достовірних змін з боку показників периферичної крові у тварин дослідних груп та групою контролю. 

Разом з тим, на другий день у дослідних групах, відносно початкових величин, було відзначено чітку тенденцію до зменшення кількості еритроцитів в середньому на 21,4 % не залежно від дози впливу, зокрема: на 22,2 % при дозі, що відповідала концентрації сполуки в повітрі 706,8 мг/м3 (t=1,58, р>0,05); на 19,9 % при – 235,6 мг/м3 (t=2,02, р>0,05); на 22,1 % при – 78,5 мг/м3 (t=1,98, р>0,05). Зниження гемоглобіну у дослідних тварин було незначним і коливалося у межах від 2,0 % до 9,8 % від початкових значень (табл. 3.3).

Таблиця 3.3

Показники загального аналізу крові у білих щурів при однократному інгаляційному впливі нітроксоліну

	Показники
	Експ.(доби)
	Дослідні групи тварин

	
	
	контрольна
	перша

78,5 мг/м3
	друга

235,6 мг/м3
	третя

706,8 мг/м3

	
	
	М±m (n=6)
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	1
	2
	3
	6
	5
	4

	Гемоглобін, г/л
	1
	142,20±3,80
	141,30±5,10
	139,30±5,40
	133,30±5,50

	
	2
	133,80±5,20
	127,30±4,30
	128,30±4,90
	130,70±4,20

	Еритроцити, Т/л
	1
	4,73±0,44
	4,62±0,33
	4,37±0,36
	4,28±0,20

	
	2
	3,92±0,33
	3,60±0,38
	3,50±0,24
	3,33±0,52

	Лейкоцити, Г/л
	1
	8,25±0,71
	8,27±0,50
	8,30±0,46
	8,72±0,54

	
	2
	7,93±0,45
	8,00±0,32
	8,37±0,48
	8,50±0,53

	Базофіли, %
	1
	0,33±0,29
	0,50±0,34
	0,50± 0,21
	0,50±0,22

	
	2
	0,33±0,22
	0,50± 0,22
	0,50±0,23
	0,50±0,20

	Базофіли, Г/л
	1
	0,02±0,02
	0,04±0,03
	0,04±0,02
	0,04±0,02

	
	2
	0,03±0,02
	0,04±0,02
	0,04±0,02
	0,05±0,02


Продовження таблиці 3.3
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Еозинофіли,
%
	1
	2,00±0,55
	2,50±0,22
	2,67±0,33
	3,17±0,47

	
	2
	2,33±0,46
	2,50±0,22
	2,83±0,34
	2,83±0,18

	Еозинофіли, Г/л
	1
	0,10±0,09
	0,20±0,01
	0,23±0,04
	0,27±0,06

	
	2
	0,20±0,03
	0,20±0,02
	0,24±0,03
	0,30±0,03

	Нейтрофіли, %
	1
	22,50±1,41
	23,33±1,21
	23,00±0,97
	24,33±1,75

	
	2
	21,83±0,93
	22,33±0,97
	22,17±1,46
	24,17±1,15

	Нейтрофіли, Г/л
	1
	1,90±0,26
	1,95±0,21
	1,93±0,17
	2,11±0,20

	
	2
	1,73±0,11
	1,79±0,10
	1,85±0,18
	2,04±0,14

	Моноцити, %
	1
	3,00±0,26
	3,15±0,17
	3,50±0,22
	3,50±0,43

	
	2
	3,00±0,39
	2,83±0,13
	3,17±0,15
	3,83±0,32

	Моноцити, Г/л
	1
	0,25±0,03
	0,26±0,02
	0,30±0,03
	0,31±0,05

	
	2
	0,24±0,04
	0,23±0,03
	0,26±0,03
	0,32±0,04

	Лімфоцити, %
	1
	72,20±1,70
	70,50±1,00
	70,30±1,40
	68,50±2,50

	
	2
	72,50±1,50
	71,50±1,20
	71,30±1,30
	68,70±2,10

	Лімфоцити, Г/л
	1
	5,95±0,45
	5,81±0,34
	5,83±0,30
	6,00±0,50

	
	2
	5,76±0,35
	5,75±0,21
	5,96±0,39
	5,86±0,42


Зменшення величин показників «червоної» крові в умовах дослідження гострої токсичної дії ЛЗ, очевидно пов'язано з гемолізом еритроцитів, на що вказувала тенденція до зростання в сироватці крові тварин загального білірубіну, який зростав у перший день експерименту при концентраціях сполуки 706,8 мг/м3, 235,6 мг/м3,78,5 мг/м3 на 7,7 %, 11,5 % та 11,5 %. На другий день - на 17,8 %, 21,2 % і 3,2 %, відповідно (табл. 3.4). 
Достовірних змін зі сторони досліджуваних біохімічних показників при однократному інгаляційному впливі нітроксоліну не виявлено.

Виняток склав показник тіопенталового сну у групі тварин, що піддавалися дії препарату у концентрації 706,8 мг/м3. Тривалість тіопенталового сну подовжувалася в 1,9 рази, і становила 74,3±2,7 хв, відносно 38,3±2,6 хв у групі контролю (t=9,47, р<0,001), що вказувало на зміни функціонального стану печінки, зокрема недостатність знешкоджувальної функції і як наслідок – реакція ЦНС на наявність у кров'яному руслі провокуючого фактора.

Таблиця 3.4

Результати досліджень інтегральних і специфічних показників у білих щурів при однократному інгаляційному впливі нітроксоліну

	Показники
	Експ.
(доби)
	Дослідні групи тварин

	
	
	контрольна 
	перша
78,5 мг/м3
	друга

235,6 мг/м3
	третя

706,8 мг/м3

	
	
	М±m (n=6)
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	AлТ, ммоль/л∙год
	1
	0,70±0,08
	0,77±0,09
	0,92±0,22
	0,77±0,10

	
	2
	0,77±0,05
	0,75±0,07
	0,83±0,10
	0,85±0,09

	AсТ, 
ммоль/л год
	1
	1,38±0,06
	1,35±0,10
	1,37±0,07
	1,42±0,09

	
	2
	1,28±0,12
	1,40±0,36
	1,20±0,14
	1,38±0,10

	Лужна фосфа-таза, Мккат/л
	1
	10,80±0,90
	11,80±0,49
	11,10±0,49
	12,60±1,00

	
	2
	11,27±0,59
	11,90±1,10
	12,10±0,35
	11,80±0,57

	Загальний білок, г/л
	1
	67,80±1,30
	66,00±1,70
	67,30±1,40
	68,00±1,10

	
	2
	68,30±1,50
	66,70±1,30
	68,00±1,80
	69,70±1,10

	Сечовина Ммоль/л
	1
	5,53±0,28
	4,99±0,47
	5,04±0,36
	5,68±0,64

	
	2
	5,24±0,34
	5,08±0,50
	5,24±0,75
	5,90±0,75

	Креатинін, Мкмоль/л
	1
	40,20±2,20
	41,50±2,40
	42,10±3,30
	45,50±3,60

	
	2
	43,20±3,60
	42,70±3,70
	46,90±2,00
	44,10±3,10

	Білірубін

Мкмоль/л
	1
	4,94±0,56
	5,32±0,56
	5,51±0,69
	5,32±0,32

	
	2
	4,39±0,56
	4,53±0,45
	5,32±0,32
	5,17±0,74

	Тімолова проба, од.
	1
	0,52±0,07
	0,60±0,12
	0,59±0,07
	0,55±0,05

	
	2
	0,57±0,07
	0,55±0,06
	0,63±0,10
	0,52±0,09

	ЦІК, од. опт. щільн.
	1
	40,00±5,10
	46,50±3,20
	50,30±6,10
	44,60±5,70

	
	2
	43,30±5,60
	45,50±4,30
	46,70±2,40
	50,00±4,20

	Тіопенталовий сон, хв.
	1
	38,30±2,60
	42,00±2,60
	48,20±4,20
	74,30±2,70*●♦

	
	2
	37,30±3,70
	41,50±2,90
	48,20±3,90
	47,70±2,40*


Примітки:

* - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,01-0,001);

● - різниця достовірна відносно тварин другої групи (р<0,001); 

♦ - різниця достовірна відносно тварин першої групи (р<0,001)

На другу добу проведення досліду час тіопенталового сну скоротився на 35,8 % (t=7,38, р<0,001), однак продовжував залишатися достовірно більшим за показники отримані у інтактних тварин (t=3,55, р<0,02).

Результати тесту «відкритого поля» на першу добу показали, що зі зростанням концентрації препарату вертикальна активність тварин дещо знижувалася, разом з тим була близькою до показників контрольної групи (табл. 3.5)

Таблиця 3.5
Поведінкові реакції й сумаційно-пороговий показник у білих щурів при однократному інгаляційному впливі нітроксоліну

	Показники
	Експозиція
(доби)
	Дослідні групи тварин

	
	
	контрольна

М±m (n=6)
	перша

78,5 мг/м3

М±m (n=8)
	друга

235,6 мг/м3

М±m (n=8)
	третя

706,8 мг/м3

М±m (n=8)

	Вертикальна активність
	1
	0,67±0,47
	1,17±0,50
	0,92±0,31
	0,75±0,45

	
	2
	1,50±0,59
	0,80±0,43
	0,90±0,40
	1,60 ± 0,69

	Горизонтальна активність
	1
	5,90±1,35
	3,83±0,62
	5,50±1,35
	4,50±1,81

	
	2
	4,70±1,42
	3,71±1,07
	4,80±0,99
	5,30±1,61

	«Норковий рефлекс»
	1
	1,42±0,66
	1,17±0,35
	0,65±0,44
	3,35±0,97

	
	2
	1,80±0,43
	1,10±0,48
	1,28±0,43
	1,30±0,45

	СПП
	1
	11,33±1,65
	7,17±1,39
	8,25±0,92
	7,21±0,47*

	
	2
	11,06±1,75
	7,50±0,97
	8,00±0,75
	6,50±2,00*


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,05)
На другий день спостереження вертикальна активність щурів, які були затруєні максимальною концентрацією препарату зростала до вихідних значень й статистично не відрізнялася від показників контрольної групи. Показники вертикальної активності у дослідних тварин протягом двох днів спостереження не виходили за межі статистично допустимих рівнів.

Одержані дані показників горизонтальної рухової активності впродовж 2 діб незначно коливалися відносно контрольних значень, хоч і фіксували незначне їх зниження у перший та другий день експерименту при концентрації впливу 78,5 мг/м3 та підвищення показників при концентрації 235,6 мг/м3 на першу і другу доби, а при 706,8 мг/м3 - на другу добу, однак ці коливання були в межах допустимих значень норми.

На основі тесту відкритої площадки, в основу якого покладений «норковий рефлекс» при концентрації нітроксоліну нижчій за розрахунковий поріг однократної інгаляційної дії (78,5 мг/м3) та розрахунковий пороговий (235,6 мг/м3) відносно контролю, на першу і другу доби відмічалося достовірне зменшення кількості квадратів, у які зайшла тварина. У тварин третьої дослідної групи при рівні впливу препарату 706,8 мг/м3 у перший день проведення експерименту норковий рефлекс був дещо вищим у порівнянні з контрольною групою, проте вірогідно не достовірний. 

Сумаційно пороговий показник на першу та другу добу проведення досліду при інгаляційному впливі нітроксоліну у всіх концентраціях, знижувався відносно групи контролю і був достовірно відмінний у групі тварин, яких піддали впливу сполуки у надпороговій концентрації 706,8 мг/м3, що вказувало на розвиток адаптаційних реакцій в організмі внаслідок дії шкідливого чинника.

Однократне занурювання на 4 години хвостів білих щурів (n=8) у насичений водний розчин нітроксоліну не викликало загибелі тварин та ознак інтоксикації. Змін на шкірі після закінчення експерименту не спостерігалось.
3.2. Оцінка кумулятивних властивостей і характеру біологічної дії нітроксоліну в умовах підгострого досліду. Дослідження місцево-подразнювальної дії на шкіру та слизові оболонки

Дослідження кумулятивної активності нітроксоліну встановило сумарну DL50 нітроксоліну в умовах підгострого досліду на рівні 4900 мг/кг. Починаючи з 5 доби експерименту, у щурів спостерігали збуджений стан, агресію, тривалу «стойку бійця», появу «курликаючих» звуків, сильну реакцію на зовнішні подразники. З 8 дня тварини були мляві, втрачали вагу, з’являлось спастичне дихання. Загибель відмічалась починаючи з 12 доби. Упродовж експерименту при досягненні дози нітроксоліну 0,75 DL50 загинули усі тварини. Середньолетальна доза при багаторазовому введенні становила 2000 мг/кг. Коефіцієнт кумуляції - 5,0 і характеризує нітроксолін, як речовину з помірною кумулятивною активністю.

Необхідною умовою вивчення характеру біологічної дії нітроксоліну в умовах підгострого досліду при інгаляційному шляху поступлення є попередній розрахунок Limchr. Розрахунковий поріг хронічної інгаляційної дії Limchr – 45 мг/м3. Для встановлення величини Limch в умовах багатократної інгаляційної дії на моделі експериментальних тварин, були обрані концентрації нітроксоліну з покроковим інтервалом утричі нижчим за розрахунковий Limch (45 мг/м3): 15 мг/м3 та 5 мг/м3. В якості критеріїв токсичності були використані інтегральні та специфічні показники (загальний аналіз та біохімічні показники крові, тіопенталова проба, СПП, поведінкові реакції).

При дії препарату в усіх концентраціях упродовж всього терміну дослідження загибелі тварин не спостерігалось. Поведінка, зовнішній вигляд щурів, споживання їжі і води, гематологічні, біохімічні показники крові у дослідних групах суттєво не відрізнялися від таких у контрольних тварин. Слід відзначити, що у тварин дослідних груп, яких піддавали впливу нітроксоліну в концентраціях 15 мг/м3 та 45 мг/м3, у порівнянні з контролем, констатували чітку тенденцію до зниження вмісту гемоглобіну та зростання показників загального білірубіну (табл. 3.6). 

При патоморфологічних дослідженнях значимих відмінностей в гістологічній картині досліджуваних тканин контрольної та експериментальних груп тварин не встановлено. 
Результати експерименту з багаторазовою дією ЛЗ упродовж 30 діб вказували на те, що рівні нітроксоліну 15 мг/м3 та 45 мг/м3 дещо пригнічували рухову активність тварин, підтвердженням чого були занижені показники горизонтальної (р>0,05), вертикальної  (р>0,05) активності та «норкового» рефлексу (р>0,05). 
Таблиця 3.6

Результати досліджень інтегральних показників у білих щурів в умовах багаторазового інгаляційного впливу нітроксоліну

	Показники
	Терміни (доби)
	Дослідні групи тварин

	
	
	контрольна

М±m (n=6)
	перша

5 мг/м3

М±m (n=8)
	друга

15 мг/м3
М±m (n=8)
	третя

45 мг/м3

М±m (n=8)

	Гемоглобін, г/л
	1
	135,10±4,50
	143,30±2,50
	133,30±3,90
	139,30±6,40


	
	30
	140,30±3,10
	135,70±4,20
	128,30±5,70
	129,60±4,50

	Еритроцити, Т/л
	1
	4,13±0,50
	3,98±0,31
	3,87±0,43
	4,11±0,33

	
	30
	3,72±0,44
	4,05±0,42
	3,50±0,50
	3,69±0,38

	Лейкоцити, Г/л
	1
	8,00±0,50
	8,46±0,71
	8,35±1,05
	8,27±0,50

	
	30
	8,23±0,38
	7,70±0,83
	7,52±0,48
	7,34±0,82

	Білірубін

Мкмоль/л
	1
	4,79±0,41
	4,58±0,62
	5,23±0,35
	5,49±0,56

	
	30
	4,62±0,53
	4,92±0,33
	5,11±0,45
	4,97±0,45

	AлТ

Ммоль/л∙год
	1
	0,74±0,08
	0,83±0,11
	0,79±0,06
	0,95±0,10

	
	30
	0,84±0,10
	0,90±0,07
	0,85±0,12
	0,87±0,08

	AсТ

Ммоль/л∙год
	1
	1,33±0,12
	1,39±0,09
	1,46±0,15
	1,70±0,26

	
	30
	1,42±0,10
	1,47±0,11
	1,36±0,07
	1,64±0,13

	Загальний білок, г/л
	1
	67,80±1,40
	65,00±1,80
	70,30±1,20
	66,80±1,50

	
	30
	69,40±2,00
	67,00±1,50
	68,60±1,70
	71,00±2,10

	Сечовина Ммоль/л
	1
	5,41±0,27
	5,53±0,35
	5,38±0,61
	5,18±0,50

	
	30
	5,33±0,40
	5,29±0,54
	5,42±0,39
	4,98±0,44

	Креатинін, Мкмоль/л
	1
	41,90±2,60
	44,30±3,10
	42,70±2,00
	45,50±3,60

	
	30
	43,40±2,90
	40,80±2,50
	43,90±2,30
	42,40±3,30


Вірогідними були показники тіопенталового сну, які зростали на 30 добу експерименту в 1,3 рази у тварин другої та третьої групи з концентраціями впливу лікарської субстанції 15 мг/м3 (р<0,05) і 45 мг/м3 (р>0,05) та СПП, показники якого знижувалися в 1,6 (р<0,05) та 1,5 разів (р<0,05), відповідно (табл. 3.7). 
Таблиця 3.7

Поведінкові реакції й СПП у білих щурів при багаторазовому інгаляційному впливі нітроксоліну 
	Показники
	Експозиція

(доби)
	Дослідні групи тварин

	
	
	контрольна

М±m (n=6)
	перша

5 мг/м3 

М±m (n=8)
	друга

15 мг/м3
М±m (n=8)
	третя

45 мг/м3 

М±m (n=8)

	Вертикальна активність
	1
	1,23±0,39
	1,37±0,25
	1,30±0,51
	1,15±0,43

	
	30
	1,41±0,50
	1,18±0,41
	1,05±0,37
	1,20±0,22

	Горизонтальна активність
	1
	4,92±1,00
	5,03±0,93
	5,50±0,68
	4,56±1,16

	
	30
	5,17±0,82
	5,31±1,07
	4,79±0,94
	3,80±1,43

	«Норковий» рефлекс
	1
	1,24±0,23
	0,98±0,20
	1,33±0,17
	1,45±0,22

	
	30
	1,50±0,16
	1,03±0,15
	0,95±0,24
	1,12±0,31

	Тіопенталовий сон
	1
	37,30±1,60
	41,30±1,90
	38,90±2,80
	37,00±3,00

	
	30
	39,30±2,00
	44,70±2,40
	49,70±3,50*
	47,50±4,10

	СПП
	1
	10,08±1,27
	9,17±1,19
	11,51±0,92
	10,42±0,67

	
	30
	11,20±0,84
	8,53±2,05
	7,10±1,34*
	6,84±1,13*


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю та 1-ої доби (p<0,05) 

Враховуючи достовірні зміни показників тіопенталового сну та СПП внаслідок багаторазової дії нітроксоліну, концентрацію препарату 15 мг/м3 визначено в якості порогової.

Вивчення місцевої подразнюючої дії на шкіру і слизову ока та резорбції нітроксоліну через непошкоджену шкіру проведено відповідно до методичних вказівок [126, 127]. 10 кратне занурення 2/3 хвоста білих щурів у ненасичений водний розчин сполуки, тривалістю 4 години упродовж десяти днів, не викликало загибелі тварин та ознак гострої інтоксикації. Змін на шкірі (еритеми, набряку, некрозу) упродовж та по закінченню експерименту не спостерігалось.

Дослідження подразнюючої дії на слизову оболонку ока піддослідних кролів, яким в кон'юктивальний мішок ока одноразово закапували 50 мг розчину ЛЗ з подальшим, упродовж 14 днів, обліком результатів ефекту виявили слабку подразнюючу дію на слизову кон'юктиви у вигляді виділень, яка відповідала 1 балу за класифікацією Maida A., Chrusаiеlska K [128]. Відновлення офтальмостатусу відбувалось упродовж 2 днів.

Таким чином, проведеними дослідженнями встановлено, що нітроксолін за параметрами гострої пероральної токсичності належить до помірно небезпечних речовин 3 класу небезпеки у відповідності з ГОСТ 12.1.007-76. При гострому пероральному отруєнні розвиваються симптоми ураження центральної нервової системи. Видова та статева чутливість тварин до препарату слабо виражена. 

Інгаляційний вплив нітроксоліну в діапазоні концентрацій від 78,5 мг/м3 до 2100 мг/м3 загибелі тварин не викликає. Розрахункова CL50 становить 2509 мг/м3 (2 клас небезпеки згідно ГОСТ 12.1.007-76). Поріг гострої інгаляційної дії нітроксоліну, за сумаційно пороговим показником, знаходиться на рівні 706,8 мг/м3.

Нітроксоліну не притаманні при попаданні на шкіру резорбтивно-токсичний та місцево-подразнювальний ефект. Сполука викликає слабку подразнювальну дію при попаданні на слизові оболонки ока. Субхронічний пероральний вплив нітроксоліну характеризується симптомами ураження центральної нервової системи та проявами середньої кумулятивної дії (Кcum=5,0). Порогова концентрація нітроксоліну при багаторазовому інгаляційному шляху надходження, за показниками тіопенталового сну та СПП, відповідає 15 мг/м3.
Результати власних досліджень, що наведені у розділі 3 «Оцінка токсичності і характеру біологічної дії нітроксоліну в гострих та підгострих дослідах» викладені у статтях [157 - 161], апробовані на наукових форумах [162, 163]. 
розділ 4
ДОСЛІДЖЕННЯ ІМУНОСЕНСИБІЛІЗУЮЧОЇ ДІЇ НІТРОКСОЛІНУ

4.1. Дослідження впливу нітроксоліну на лейкоцитарний спектр та інтегральні лейкоцитарні показники крові у мурчаків

Вивчення імуносенсибілізуючої дії нітроксоліну було комплексним й об’єднувало наступні напрямки наукових досліджень: проведення сенсибілізації тварин та визначення ступеню сенсибілізації, дослідження й оцінка неспецифічної та системної (клітинної, гуморальної) імунної відповіді. 
Візуальний огляд шкіри сенсибілізованих тварин на місці введення проби у розведенні 1:1000 виявив незначне почервоніння діаметром 2-3 мм, у дозі 1:100 – почервоніння та набряк з утворенням папули розміром 3-6 мм. У мурчаків контрольної групи змін на шкірі не виявлено. Слід відзначити, що локальна шкірна реакція викликана нітроксоліном супроводжувалася порушенням динамічної рівноваги між лейкоцитарними фракціями клітин в бік збільшення у 2 рази відносного та абсолютного числа базофільних гранулоцитів - 0,50±0,19 % і 0,06±0,02 Г/л проти 0,25±0,16 % і 0,03±0,02 Г/л у групі контролю (р1>0,05, р2>0,05) та еозинфілів 3,25±0,36 % і 0,36±0,06 Г/л проти 1,88±0,35 % і 0,18±0,03 Г/л, відповідно (р1<0,05, р2<0,05). Натомість, популяція лімфоцитарних клітин, її відносне значення, зменшувалася і становила 69,88±0,79 % відносно 73,50±1,04 % у групі контролю (р<0,05). Вміст інших фракцій лейкоцитарних клітин достовірно не відрізнявся у порівнюваних групах тварин (табл. 4.1). 
Наявність виявлених порушень вказувала на формування алергонебезпечних реакцій з участю еозинофільних та базофільних гранулоцитів, які відіграють ключову роль у активуванні Іg Е – залежних механізмів анафілактичних реакцій гіперчутливості негайного типу. Разом з цим, враховуючи фактор міжклітинної взаємодії цілісної системи імунного гомеостазу, еозинофільні та базофільні лейкоцити також приймають участь у формуванні гіперчутливості сповільненого типу.

Таблиця 4.1

Показники лейкограми крові мурчаків сенсибілізованих нітроксоліном

	Показники/
значення
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Лейкоцити, Г/л
	9,40±0,52
	10,70±0,50

	Базофіли, %
	0,25±0,16
	0,50±0,19

	Базофіли, Г/л
	0,03±0,02
	0,06±0,02

	Еозинофіли, %
	1,88±0,35
	3,25±0,36*

	Еозинофіли, Г/л
	0,18±0,03
	0,36±0,06*

	Нейтрофіли, %
	21,88±1,20
	23,63±0,73

	Нейтрофіли, Г/л
	2,06±0,16
	2,52±0,15

	Моноцити, %
	2,50±0,19
	2,75±0,37

	Моноцити, Г/л
	0,24±0,02
	0,28±0,03

	Лімфоцити, %
	73,50±1,04
	69,88±0,79*

	Лімфоцити, Г/л
	6,90±0,40
	7,49±0,39


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,05)
На порушення рівноваги в популяційній структурі лейкоцитарних клітин у сенсибілізованих нітроксоліном тварин з формуванням патофізіологічних реакцій вказують окремі розрахункові лейкоцитарні індекси, у формулі яких враховувався показник еозинофільних лейкоцитів: індекси ІСНЕ, ІСЛЕ (табл.4.2). 
Індекси ІСНЕ та ІСЛЕ у тварин дослідної групи були в 1,8 рази та у 2,0 рази нижчі у порівнянні з показниками отриманими у тварин контрольної групи, які дорівнювали 8,10±1,10 та 23,73±2,88 проти 14,54±2,51 та 48,36±7,94, відповідно (р1<0,05, р2<0,05). У сенсибілізованих мурчаків відмічено також чітку тенденцію до зниження в 1,8 рази індексу ІСМЕ (р>0,05). Зниження показників ІСНЕ, ІСЛЕ та ІСМЕ у мурчаків дослідної групи, внаслідок зростання пулу еозинофільних лейкоцитів, вказує на зміщення міжклітинної рівноваги у бік клітин, що приймають участь у реакціях гіперчутливості негайного типу, на зростання настороженості організму щодо дії етіологічного фактору й відповідно активування механізмів імуно-алергічних реакцій.

Таблиця 4.2 

Показники лейкоцитарних індексів тварин сенсибілізованих нітроксоліном
	Лейкоцитарні індекси
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Нейтрофілів до лімфоцитів (ІСНЛ)
	0,30±0,02
	0,34±0,01

	Нейтрофілів до моноцитів (ІСНМ)
	9,16±0,91
	10,8±2,05

	Нейтрофілів до еозинофілів (ІСНЕ)
	14,54±2,51
	8,10±1,10*

	Моноцитів до еозинофілів (ІСМЕ)
	1,66±0,32
	0,92±0,13

	Лімфоцитів до моноцитів (ІСЛМ)
	30,69±2,40
	30,81±6,12

	Лімфоцитів до еозинофілів (ІСЛЕ)
	48,36±7,94
	23,73±2,88*


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,05)
Водночас, у сенсибілізованих нітроксоліном мурчаків утримувався баланс між показниками неспецифічного та специфічного захисту, афекторної та ефекторної імунної відповіді, на що вказували лейкоцитарні індекси ІСНЛ та ІСЛМ, значення яких у тварин контрольної та дослідної групи були практично рівнозначні. У мурчаків дослідної групи відзначали тенденцію до незначного зростання показників ІСНМ, які відповідали значенню 10,8±2,05 відносно 9,16±0,91 у інтактних, що свідчило про посилення активності нейтрофілів у мікрофагально-макрофагальній системі клітинної відповіді.
Подальші наші дослідження були направлені на вивчення фагоцитарної ланки імунітету - клітинних реакцій природнього (неспецифічного) захисту: фагоцитарної активності нейтрофілів (фагоцитарного індексу ФІ – кількості фагоцитоз-активних нейтрофілів задіяних у фагоцитозі) та фагоцитарного числа (ФЧ) – середньої кількості гранул латексу поглинутих одним активним нейтрофілом, визначення загальної окисно-відновної активності нейтрофілів в тесті відновлення нітросинього тетразолію (НСТ- тест) [135].
Результати оцінки фагоцитарної активності нейтрофілів отримані у групі інтактних та сенсибілізованих нітроксоліном мурчаків вказують на незначне зростання у дослідних тварин, у порівнянні з контролем, поглинальної активності нейтрофілів на 7,2 % (р>0,05), коефіцієнта цитотоксичності (ЦК) нейтрофілів на 11,8 % (р>0,05) та посилення окисно-відновного метаболізму фагоцитів на 18,5 % (р> 0,05), таблиця 4.3. 

Таблиця 4.3 

Показники фагоцитарної активності нейтрофілів крові інтактних та сенсибілізованих нітроксоліном мурчаків

	Показники / групи
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Фагоцитарний індекс,%
	15,47±1,13
	14,80±1,15

	Фагоцитарне число
	3,89±0,14
	4,19±0,12

	НСТ-тест, %
	5,91(0,31
	7,25(0,60

	Цитохімічний коефіцієнт (ЦК)
	9,32±1,28
	10,57±0,79


Таким чином, сенсибілізація мурчаків шляхом внутрішньошкірного введення 200 мкг нітроксоліну викликає перерозподіл спектру лейкоцитарних клітин у бік зростання у 2 рази пулів еозинофільних (р<0,05) та базофільних гранулоцитів (р>0,05), зменшення кількості лімфоцитів (р<0,05), в 1,8 рази та у 2,0 рази показників ІСНЕ (р<0,05) та ІСЛЕ (р<0,05), що вказувало на формування патофізіологічних реакцій алергічного типу.

4.2. Дослідження впливу нітроксоліну на показники клітинного та гуморального імунітету у експериментальних тварин 

Дослідження дії нітроксоліну на показники клітинного та гуморального імунітету мурчаків вказали на його імуносенсибілізуючий ефект, що характеризувався зростанням загальної популяції Т-лімфоцитів CD3+ та зміщенням динамічної рівноваги між Т-лімфоцитарними пулами клітин у бік зростання фракції цитотоксичних CD8+. Слід відзначити, що серед загальної попупуляції Т-лімфоцитів найбільш багаточисленними є CD4+ (Т-хелпери) і CD8+ (Т-кілери), які відповідальні за розпізнавання антигенів білкової природи в контексті молекул головного комплексу гістосумісності (ГКГ). Після взаємодії з антигеном незрілі («наївні») лімфоцити CD4+ і CD8+ диференціюються в ефекторні клітини, які продукують цитокіни і набувають цитотоксичності відносно інфікованих (змінених) клінин-мішеней. До популяції CD8+ належать як цитотоксичні так і клітини супресори, а також незначна кількість клітин, які не вимагають презентації антигена молекул ГКГ. Вони здатні распізнавати ліпідні і гліколіпідні антигени і разом з NK-клітинами формувати ранню фазу імунної відповіді (протягом годин). CD8+ разом із природніми кілерами є основою антипухлинного та антивірусного імунітету, проявляють цитотоксичну дію на видозмінені клітини організму, здатні розпізнавати молекули власних і чужих структур, а також «стрес-індуковані», внаслідок хімічних чи фізичних факторів біомолекулярні структури [164, 165]. 

При детальній оцінці порушень в системі Т-клітинного імунітету у сенсибілізованих нітроксоліном тварин встановлено чітку тенденцію до зростання СD3+, які відповідали показнику 3,99±0,25 Г/л відносно 3,38±0,24 Г/л у тварин контрольної групи t=1,75, p> 0,05 (табл. 4.4).
Зростання загальної популяції Т-лімфоцитів СD3+ відбувалося за рахунок збільшення спектру Т- цитотоксичних (СD8+) лімфоцитів – 1,75±0,14 Г/л проти 1,23±0,10 Г/л, відповідно (t=2,88, p<0,05) та NK клітин («natural killer T cells») СD16+, які при сенсибілізації тварин зростали до 1,32±0,1 Г/л у порівнянні з показником 1,00±0,20 Г/л (t=1,45, p>0,05) у особин контрольної групи та приблизно рівнозначних у тварин обох груп показників, з незначною тенденцією до зростання СD4+ лімфоцитів у тварин дослідної групи.

Міжфракційний перерозподіл Т-лімфоцитарних клітин у бік збільшення спектру супресорно/цитотоксичних Т-лімфоцитів СD8+ вказував на пригнічення механізмів запуску алергічних реакцій і носив адаптивний характер.
Таблиця 4.4
Показники клітинної імунної відповіді у тварин сенсибілізованих нітроксоліном
	Показники
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Т-лімфоцити (СD3+), %
	48,88(1,57
	53,38(1,54

	Т-лімфоцити (СD3+), Г/л
	3,38(0,24
	3,99(0,25

	Т-хелпери. (СD4+), %
	31,25(1,14
	30,88(1,86

	Т-хелпери (СD4+), Г/л
	2,15(0,14
	2,28(0,10

	Т-цитотоксичні (СD8+), %
	17,63(0,70
	22,50(1,44*

	Т-цитотоксичні (СD8+), Г/л
	1,23(0,10
	1,75(0,14*

	NК-клітин (СD16+), %
	15,75(0,77
	17,63(0,66

	NК-клітин (СD16+), Г/л
	1,00(0,20
	1,32(0,097

	В-лімфоцити (СD22+), %
	19,75(1,48
	20,13(1,34

	В-лімфоцити (СD22+), Г/л
	1,39(0,15
	1,51(0,13


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,05)
З іншого боку, при умові постійної дії компроментуючого чинника (нітроксоліну) зростання пулу супресорно/цитотоксичних Т-лімфоцитів СD8+ на тлі нормальних величин, чи тенденції до зростання СD4+ та достовірного збільшення кількості природніх кілерів СD16+ формувало основу алергічної «готовності» організму до дії хімічного впливу ЛЗ, з подальшим можливим розвитком аутоалергічного процесу.

Імунна система об'єктивно відображає процеси, які протікають в організмі внаслідок експансії різних за природою агентів. Характер та інтенсивність імунної відповіді, залежать від виду і дози антигену, шляхів його поступлення, тривалості дії, а також від функціонального стану різних ланок імунітету, що тісно взаємодіють з іншими системами організму (нервовою, ендокринною). Враховуючи багатокомпонентність і складність структури імунної системи на практиці часто використовують імунорегуляторні індекси, які описують співвідношення різних субпопуляцій лімфоцитарних клітин та характеризують напрямок імунної відповіді. Найбільш вживаний - імунорегуляторний індекс (ІРІ) СD4+/СD8+. Він оцінює дисбаланс між регуляторними Т-хелперами та Т-супресорноцитоксичними лімфоцитами і характеризує імунорегуляторну фазу імунної відповіді запального, алергічного чи комбінованого типу. Встановлено, що у тварин сенсибілізованих нітроксоліном ІРІ знижувався й становив 1,43±0,15 відносно 1,78±0,08 у інтактних (t=2,06, p>0,05). Відомо, що знижують ІРІ СD4+/СD8+ імунодепресанти, цитостатики, іонізуюче випромінення, отруєння тяжкими металами, пестицидами та іншими хімічними сполуками. У нашому випадку, при дослідженні сенсибілізуючої дії нітроксоліну - зниження ІРІ було пов′язано зі зростанням СD8+ і носило адаптивний характер направлений на гальмування механізмів розвитку алергічних реакцій. 

Розрахунок лейко-Т-клітинного (ЛТІ) та лейко-В-клітинного (ЛВІ) індексів у тварин контрольної та дослідної груп не виявив достовірних відмінностей між показниками, які б вказували на відхилення у бік зростання/зменшення популяції Т- чи В- лімфоцитарних клітин у загальній спільноті лейкоцитів внаслідок токсичної дії сполуки (табл.4.5). 

Таблиця 4.5

Індексні показники імунного статусу інтактних та сенсибілізованих нітроксоліном тварин

	Назва показників
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Імунорегуляторний індекс СD4+/ СD8+
	1,78(0,08
	1,43(0,15

	ЛТІ
	2,81(0,37
	3,16(0,21

	ЛВІ
	6,76(0,25
	7,01(0,14


Умови виробництва з ризиком забруднення робочої зони проміжними, або кінцевими хімічними сполуками можна розглядати як фактор хронічного впливу на імунокомпетентні клітини з постійним утворенням нових антигенних детермінант й, відповідно, активуванням гуморальної імунної відповіді. Дослідження функціонального стану В-системи імунітету у експериментальних тварин встановили тенденцію до збільшення у мурчаків В-лімфоцитів СD 22+ - 1,51±0,13 Г/л у порівнянні з 1,39±0,15 Г/л у групі контролю (t= 0,60, р>0,05), імуноглобулінів Ig А, Ig М, Ig G (р>0,05) та циркулюючих імунних комплексів ЦІК, рівень яких у дослідних тварин збільшувався в 1,9 рази і становив 47,6±5,7 од. опт. щільн. та 25,1±3,7 од. опт. щільн., відповідно (t=3,32, р <0,05) (табл. 4.6). 
Зростання в крові сенсибілізованих тварин пулу СD8+ (р<0,05), NK- клітин СD16+ та ЦІК (р<0,01) можна розцінювати як реакцію організму на утворення нітроксолінозв'язаних хімічнозмінених біомолекулярних структур, які в організмі набувають властивостей алергену. 

Таблиця 4.6

Показники гуморальної імунної відповіді у тварин сенсибілізованих нітроксоліном
	Показники
	Контрольна група
(інтактні) 
	Дослідна група
(сенсибілізовані)

	
	М±m (n=8)
	М±m (n=8)

	Циркулюючі імунні комплекси, од. опт. щільн.
	25,13(3,71
	47,75(5,73*

	Імуноглобулін А, г/л
	1,82(0,21
	1,93(0,18

	Імуноглобулін М, г/л
	0,22(0,03
	0,30(0,04

	Імуноглобулін G, г/л
	2,15(0,28
	2,48(0,30


Примітка. * - різниця достовірна відносно групи контролю (р<0,05)
Отже, синтетичному уроантисептику нітроксоліну притаманна імуносенсибілізуюча дія. Сенсибілізація ЛЗ мурчаків сприяє перерозподілу фракцій лейкоцитарних клітин у бік зростання у 2 рази пулу еозинофільних гранулоцитів (р<0,05), зменшення лімфоцитів (р<0,05) з порушенням стану динамічної рівноваги між ними, підтвердженням цього є зниження у 1,8 рази індексу співвідношення нейтрофілів до еозинофілів (р<0,05), у 2,0 рази індексу співвідношення лімфоцитів до еозинофілів (р<0,05) на тлі збереження клітинного балансу між показниками неспецифічної та специфічної (ІСНЛ), афекторної та ефекторної імунної відповіді (ІСНЛ). 

Зростання в крові експериментальних тварин пулу СD8+, NK-клітин СD16+ (р<0,05) та ЦІК (р<0,01) вказувало на утворення нітроксолінозв'язаних біомолекулярних структур, або метаболітів нітроксоліну з набутими властивостями повноцінного алергена.

Результати власних досліджень, що наведені у розділі 4 «Дослідження імуносенсибілізуючої дії нітроксоліну» викладені у статтях [166, 167], апробовані на наукових конференціях [168, 169]. 

РОЗДІЛ 5

ДОСЛІДЖЕННЯ ДІЇ НІТРОКСОЛІНУ НА РОЗВИТОК ДИСБІОТИЧНИХ ПОРУШЕНЬ МІКРОБІОЦЕНОЗУ УРОГЕНІТАЛЬНОГО ТРАКТУ В ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН

5.1. Вивчення субхронічної інгаляційної дії нітроксоліну на структуру мікроценозу та цитологічний пейзаж мазка піхви у самок щурів 

Мікробіологічні дослідження мікрофлори піхви у інтактних самок щурів показали, що у нормі домінантними представниками біотопу піхви є лакто- та біфідобактерії (рис. 5.1).
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Рисунок 5.1. Урогенітальний мазок самки щура (контрольна група). Домінуючі мікроорганізми – лактобактерії

Lactobacillus spp. виявлені у 100,0 % особин. Частота зустрічностей Bifidobacterium spp. коливалася в межах 75,0 % - 100 %, грам від'ємних коків від 33,3 % до 62,5 % особин. Із грам позитивних коків, частота виявлення Staphylococcus spp. була в межах 0 % - 25,0 %, Streptococcus spp. – 33,3 % -50,0 %, Enterococcus spp. – 0 % - 16,7 %. Межа коливань частоти виявлення грам від'ємних паличок становила – 16,7 % - 62,5 %, Bacteroides spp. – 0 % - 16,7 %, дріжджів – 0 % - 25,0 %. Із еукаріотичних клітин лейкоцити та плоский епітелій виявляли у 16,7 % - 37,5 % та 12,5 % - 50,0 % самок, відповідно по 0-3 клітин у полі зору.

При порівнянні отриманих даних у тварин контрольної групи та дослідних груп було виявлено зміни у структурі мікроценозу піхви. Причому, зі зростанням концентрації діючої речовини частота зустрічності певних штамів мікроорганізмів суттєво змінювалася і відрізнялася від вихідних значень та мікрофлори інтактних тварин (табл. 5.1). 

Дослідження показали, що концентрація ЛЗ 5 мг/м3 не викликала суттєвих змін у структурі мікроценозу піхви. Проте дія нітроксоліну у концентрації 15 мг/м3 упродовж місяця сприяла зменшенню у 2,7 разів частоти виявлення Bifidobacterium spp., зростанню в 1,3 рази частоти зустрічностей грам від'ємних коків, абсолютній санації піхви від грам позитивних коків, грам від'ємних паличок, дріжджів. Разом з тим у 37,5 % особин констатували грибкову інвазію піхви (рис. 2 - 4).

У тварин другої дослідної групи цитологічну картину мазків характеризувала наявність загальних лейкоцитів 0-2 клітини в полі зору у 25,0 % особин, епітеліальних клітин 0-2-5 в полях зору у 62,5 % самок щурів. Упродовж відновлювального періоду, який тривав 1 місяць вектор мікробних асоціацій біотопу піхви зміщувався у бік зростання грам позитивних кокових бактерій, частота зустрічностей яких, у порівнянні з фоновими показниками, зростала: для Staphylococcus spp. - у 4,0 рази, Streptococcus spp. – у 2,0 рази, для грам від'ємних коків – у 2,3 рази. Дані види мікроорганізмів були наявні практично у всіх особин даної групи: Staphylococcus spp. у 100,0 %, Streptococcus spp. у 100,0 %, грам від'ємні коки у 89,1 % тварин.

Таблиця 5.1 

Частота зустрічності видового складу мікрофлори та цитологічної картини мазка піхви самок щурів 

при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну 
	Мікроорганізми(у %)

Групи тварин
	Lactobacillus spp.
	Bifidobacterium spp.
	Грам(-) коки
	Staphylococcus spp.
	Streptococcus spp.
	Enterococcus spp.
	Грам(-) палички
	Bacteroides spp.
	Плісеневі гриби
	Candida spp.
	Лейкоцити
	Епітелій

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Контрольна група (інтактні тварини, 0,9 % NaCl, n=6)

	Фон
	6/100
	6/100
	2/33,3
	0/0
	3/50,0
	0/0
	1/16,7
	1/16,7
	0/0
	0/0
	3/50,0
	1/16,7

	2 тиждень
	6/100
	6/100
	4/66,7
	1/16,7
	2/33,3
	0/0
	2/33,3
	1/16,7
	0/0
	0/0
	1/16,7
	2/33,3

	4 тиждень
	6/100
	5/83/3
	5/83,3
	1/16,7
	1/16,7
	0/0
	3/50,0
	0/0
	0/0
	0/0
	1/16,7
	3/50,0

	Відновний період
(1 місяць)
	6/100
	6/100
	3/50,0
	0/0
	2/33,3
	1/16,7
	1/16,7
	1/16,7
	0/0
	1/16,7
	1/16,7
	2/33,3

	Перша дослідна група (5 мг/м3, n=8)

	Фон
	8/100
	7/89,1
	3/37,5
	1/12,5
	3/37,5
	0/0
	4/50,0
	0/0
	0/0
	1/12,5
	3/37,5
	4/50,0

	2 тиждень
	8/100
	6/75,0
	6/75,0
	1/12,5
	4/50,0
	0/0
	3/37,5
	0/0
	0/0
	2/25,0
	2/25,0
	3/37,5

	4 тиждень
	8/100
	8/100
	8/100
	0/0
	1/12,5
	0/0
	2/25,0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	5/62,5

	Відновний період 
(1 місяць)
	8/100
	7/89,1
	5/62,5
	4/50,0
	4/50,0
	1/12,5
	2/25,0
	0/0
	0/0
	0/0
	3/37,5
	6/75,0


Продовження табл. 5.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Друга дослідна група (15 мг/м3, n=8)

	Фон
	8/100
	8/100
	3/37,5
	2/25,0
	4/50,0
	0/0
	4/50,0
	0/0
	0/0
	2/25,0
	2/25,0
	1/12,5

	2 тиждень
	8/100
	5/62,5
	2/25,0
	0/0
	0/0
	0/0
	225,0
	0/0
	0/0
	0/0
	1/12,5
	7/89,1

	4 тиждень
	8/100
	3/37,5
	4/50,0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	3/37,5
	0/0
	2/25,0
	5/62,5

	Відновний період 
(1 місяць)
	8/100
	1/12,5
	7/89,1
	8/100
	8/100
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	1/12,5
	8/100

	Третя дослідна група (45 мг/м3, n=8)

	Фон
	8/100
	6/75,0
	5/62,5
	1/12,5
	3/37,5
	1/12,5
	5/62,5
	0/0
	0/0
	1/12,5
	3/37,5
	3/37,5

	2 тиждень
	8/100
	2/25,0
	4/50,0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	1/12,5
	0/0
	1/12,5
	5/62,5

	4 тиждень
	8/100
	2/25,0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	4/50,0
	3/37,5
	0/0
	3/37,5
	5/62,5

	Відновний період 
(1 місяць)
	8/100
	2/25,0
	4/50,0
	3/37,5
	3/37,5
	2/25,0
	4/50,0
	0/0
	1/12,5
	1/12,5
	4/50,0
	8/100
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Рисунок 5.2. Урогенітальний мазок самки щура. Фон 
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Рисунок 5.3. Урогенітальний мазок самки щура. 2 тиждень експозиції, концентрація нітроксоліну – 15 мг/м3, колонізація біотопу грам від'ємними коками 
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Рисунок 5.4. Урогенітальний мазок самки щура. 4 тиждень експозиції, концентрація нітроксоліну - 15 мг/м3, колонізація біотопу міцелієм грибів

Натомість частота присутності Bifidobacterium spp. у мікробіоті піхви щурів знижувалася у 8 разів, зі 100,0 % до 12,5 % особин. У відновний період у всіх тварин на тлі нормальних показників лейкоцитів (0-3 кл. у полі зору), констатували зростання числа епітеліоцитів з ознаками ороговіння (7-16 кл. у полі зору) (рис. 5.5). 
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Рисунок 5.5. Урогенітальний мазок самки щура. Концентрація нітроксоліну 15 мг/м3. Місяць, відновного періоду. Епітеліальні клітини слизової піхви
Така картина мазка вказувала на наявність асептичного запалення, яке після відміни дії чинника вступало у фазу інволюційних змін і супроводжувалося активуванням репаративних процесів та злущенням клітин епітеліального шару слизової піхви.
Дослідження мікроценозу піхви у тварин третьої дослідної групи: фоновий показник, 2 тиждень, 4 тиждень та через місяць після відміни ЛЗ виявили у структурі мікроценозу зміни близькі до особин другої дослідної групи. Виняток склали грам від'ємні коки та бактероїди, яких на 4 тиждень експерименту не виявили у тварин другої дослідної групи. У третій групі - частота зустрічностей грам від'ємних коків складала 50,0 %, а бактероїдів –0 %. 

Через місяць, після відміни ЛЗ частота виявлення відповідних штамів мікроорганізмів у особин третьої групи наближалася до вихідних значень. Виключення склали біфідобактерії, частота виявлення яких, відносно фону, була у 3 рази нижчою у порівнянні з першим днем експерименту і становила 25,0 %, відносно 75,0 %. Також у мікробіоті піхви самок щурів у 12,5 % особин виявляли міцелій грибів та дріжджі. Цитологічну картину мазка із піхви у відновний період характеризувала наявність лейкоцитів 2-7 в полі зору у 50,0 % самок, та у 100,0 % особин наявність епітеліоцитів - 6-14 в полі зору. 

Оскільки, у багатокомпонентній структурі мікробіоценозу центральне місце належить молочнокислим бактеріям, які включають в себе різноманітні за кількісним і якісним складом родинні асоціації, а також залежно від стадії логарифмічного росту культури можуть набувати певних морфологічних характеристик (паличковидні, кокові форми), подальші наші дослідження були присвячені саме лакто- та біфідобактеріям [170]. Дольова частка (процентне співвідношення) Lactobacillus spp. і Bifidobacterium spp. у мазку піхви щурів представлена у таблиці 5.2, з якої видно, що у самок щурів контрольної групи питома вага лактобактерій коливалася в межах 91,7 % – 94,2 % з незначним переважанням у їх структурі паличковидних форм, які в середньому дорівнювали 55,9 %, кокобацили - 44,1 %. 

Таблиця 5.2 

Структура родинних асоціацій та морфологічних особливостей молочнокислих бактерій біотопу піхви самок щурів при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну

	Мікроорганізми /
Групи тварин
	Bifidobacterium spp. (%)   М±m
	Lactobacillus spp. (%)   М±m
	Паличкові форми 
(%)     М±m
	Кокові форми 
(%)   М±m

	1
	2
	3
	4
	5

	Контрольна група (інтактні тварини, 0,9 % NaCl, n=6)

	Фон
	8,3±1,7
	91,7±8,4
	60,0±4,1
	40,0±9,4

	2 тиждень
	5,8±3,0

t1 =0,73
	94,2±4,6

t1=0,25
	51,7±7,9

t1=0,71
	48,3±6,8

t1=0,71

	4 тиждень
	7,0±2,4

t1 =0,44
	93,0±7,1

t1=0,12
	45,0±6,7

t1=1,91
	55,0±9,1

t1=1,15

	Відновний період

(1 місяць)
	7,5±2,6

t1 =0,26
	92,5±6,8

t1=0,08
	53,0±8,3

t1=0,76
	46,7±5,3

t1=0,62

	Перша дослідна група (5 мг/м3, n=8)

	Фон
	6,6±3,8
	93,4±7,6
	61,3±4,9
	38,8±6,4

	2 тиждень
	3,8±2,5

t1 =0,62
	96,3±5,4
t1 =0,31
	53,8±7,1

t1 =0,87
	46,3±2,8
t1 =1,07

	4 тиждень
	4,5±1,9

t1 =0,50
	95,6±6,2

t1=0,22
	43,8±3,6*
t1 =2,87
	56,9±3,2*
t1 =2,52

	Відновний період

(1 місяць)
	2,4±2,0

t1 =0,98
	97,6±8,1

t1 =0,38
	59,4±4,8

t1 =0,28
	40,6±4,8

t1 =0,59


Продовження таблиці 5.2.

	1
	2
	3
	4
	5

	Друга дослідна група (15 мг/м3, n=8)

	Фон
	9,4±3,8
	90,6±9,5
	51,3±5,8
	48,7±5,8

	2 тиждень
	5,0±2,5

t1 =0,98
	95,0±6,9

t1 = 0,38
	47,5±3,7

t1 =0,56
	52,5±6,5

t1 = 0,39

	4 тиждень
	1,5±1,0

t1 =2,01, р1>0,05
	98,5±7,4
t1=0,68, р1>0,05
	29,4±6,4*
t1=2,55, р1<0,05
	70,6±4,9

t1 =2,92, р1<0,02

	Відновний період

(1 місяць)
	3,3±1,9

t1 =1,45, р1>0,05

t2=0,86, р2>0,05
	96,8±8,1

t1=0,52, р1>0,05
t2=0,17, р2>0,05
	26,3±5,3*
t1=3,16, р1<0,02

t2=0,25, р2>0,05
	73,7±5,1*
t1=3,24, р1<0,02

t2=0,33, р2>0,05

	Третя дослідна група (45 мг/м3, n=8)

	Фон
	8,8±2,8
	91,3±8,6
	68,8±9,1
	31,3±6,7

	2 тиждень
	1,1±0,9*
t1=2,62, р1<0,05
	98,9±5,4
t1=0,76, р1>0,05
	55,0±5,7

t1=1,59, р1>0,05
	45,0±5,4

t1 =1,59, р1>0,05

	4 тиждень
	2,6±1,5

t1 =1,95,р1>0,05
	94,4±7,1

t1=0,28, р>0,05
	32,5±4,3*
t1 =4,65, р<0,02
	67,5±3,0*
t1 =4,94, р<0,02

	Відновний період

(1 місяць)
	0,5±0,4* 

t1 =2,80, р1<0,05

t2 = 1,35, р2>0,05
	99,6±2,1

t1=0,94, р1>0,05

t2=0,70, р2>0,05
	30,0±6,2*
t1=4,30, р1<0,01

t2=0,33, р2>0,05
	70,0±7,2*
t1=3,95, р1<0,01

t2=0,32, р2>0,05


Примітки:
1 - 1 різниця достовірна відносно фону, р1<0,05-0,01;
2 - 2  різниця достовірна до 30 дня проведення досліду, р2<0,05
У асоціації молочнокислих бактерій біотопу піхви щурів біфідобактерії займали менше 8,3 %. Внаслідок впливу нітроксоліну у мікробній асоціації молочнокислих бактерій протікали якісні та кількісні зміни, що характеризувалися: 

1 - збідненням мазка внаслідок зменшення кількості мікробних одиниць у полях зору; 

2 - зменшенням дольової частки біфідобактерій;

3 - зростанням у структурі лактобактерій коковидних форм та зменшення паличковидних;

4 - вираженістю змін у конгломераті бактерій, яка була прямо пропорційна часу та концентрації діючої сполуки.

Загалом, у всіх дослідних групах тварин – першій, другій, третій для асоціації молочнокислих бактерій біотопу піхви характерним було зменшення на 2 тиждень експерименту в 1,7 рази (t=0,62, р>0,05), в 1,9 рази (t=0,98, р>0,05) та в 9,7 рази (t=2,62, р<0,05), відповідно, дольової частки біфідобактерій, яка продовжувала знижуватися і у період відновлення й зростанням у структурі асоціації лактобактерій кокових форм і зменшення паличок. Тобто, тривала інгаляційна дія ЛЗ викликала зміни морфологічної структури популяції лактобактерій, що пов’язано з процесами старіння, обумовлених, очевидно, не прямою хелатуючою активністю ЛЗ направленою на бактеріальні клітини, а колонізаційною активністю інших мікроорганізмів. Іншими словами – конкурентною боротьбою за середовище (джерело живлення).
Так у тварин всіх трьох дослідних груп на 30-й день експонування ЛЗ констатували достовірний перерозподіл морфологічної структури лактобактерій, а саме: зростання у 1,5 рази у першій і другій дослідних групах кокоподібних форм, у 2,2 рази у третій групі: з 38,8±6,4 % до 56,9±3,2 % (t1 =2,52, р<0,05); з 48,7±5,8 % до 70,6±4,9 % (t=2,92, р<0,02) та з 31,3±6,7 % до 67,5±3,0 % (t1 =4,94, р<0,02), відповідно. У період реабілітації, зміни були зворотніми у тварин першої групи (5 мг/м3). У другій (15 мг/м3) та третій (45 мг/м3) групах – у місячний термін після відміни впливу ЛЗ відновлення досліджуваних показників до фонових значень не відбувалося й відповідало 73,7±5,1 % (t=3,24, р<0,02) та 70,0±7,2 % (t1=3,95, р1<0,01), відповідно.

Пропорційно до зростання кокобацил у морфологічній структурі лактобактерій знижувалася питома вага паличковидних форм: в 1,4 рази у першій (t1=2,87, р<0,02), в 1,7 разів у другій (t1=2,55, р1<0,05) та в 2,1 рази у третій (t1=4,65, р<0,01) дослідних групах, з утриманням наявних змін у популяції Lactobacillus spp. упродовж відновного періоду у другій (t1=3,16, р1<0,02) та третій (t1=4,30, р1<0,01) групах тварин.

Підсумовуючи результати проведених досліджень щодо вивчення дисбіотичної дії нітроксоліну при субхронічному інгаляційному шляху поступлення в організм тварин встановлено, що домінантними представниками біотопу піхви інтактних самок щурів є молочнокислі бактерії, у спільноті яких частота виявлення Lactobacillus spp. констатована у 100,0 % особин, Bifidobacterium spp. - у 75,0 - 100 %. Частота зустрічностей грам від'ємних коків у 33,3 %- 62,5 % особин, Staphylococcus spp. – 0 % – 25,0 %, Streptococcus spp. – 33,3 %– 50,0 %, Enterococcus spp. – 0 % - 16,7 %. Межа коливань частоти виявлення грам від'ємних паличок становила – 16,7 % – 62,5 %, Bacteroides spp. – 0 % - 16,7 %, дріжджів – 0 %– 25,0 %. 

Інгаляційна дія нітроксоліну у діапазоні концентрацій 5 мг/м3 – 45 мг/м3 викликала структурні зміни мікробіоти піхви, вираженість змін - пропорційна експозиції та концентрації ЛЗ.

Багаторазовий вплив сполуки у концентрації 15 мг/м3 та 45 мг/м3 й тривалістю 30 днів знижував, відносно вихідних значень, у 3 рази частоту зустрічності у мазках біфідобактерій. На 2 тиждень та на 4 тиждень експерименту у мікробіоті піхви фіксували відсутність грам позитивних коків, грам від'ємних паличок та появу у 37,5 % тварин міцелію грибів.

У відновний період частота зустрічностей бактеріальних штамів біотопу піхви щурів другої та третьої дослідних груп, не поверталася до вихідних показників, а зміщувалася у бік зростання частоти виявлення грам позитивних коків і зменшення у 3-8 разів частоти виявлення біфідобактерій.

Нітроксолін, при інгаляційному шляху поступлення в організм у концентраціях 15 мг/м3 і 45 мг/м3, очевидно, ініціював механізми асептичного запалення з активуванням репаративних процесів, на що вказувало поступове, динамічне зростання на 2 тиждень, 4 тиждень та через місяць після відміни ЛС кількості епітеліоцитів слизової піхви (6-16 клітин в полях зору з ознаками ороговіння), яке констатували на етапі відновлення у 100,0 % особин.  

Багаторазова дія нітроксоліну у діапазоні концентрацій 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3, починаючи з 15 дня експерименту, змінювала екосистему біотопу піхви самок щурів, й обумовлювала структурі зміни в середині асоціації молочнокислих бактерій (зниження в 1,7 (р>0,05), 1,9 (р>0,05), 8,0 (р<0,05) разів відносно вихідних показників, питомої ваги біфідобактерій), ініціювала адаптивні процеси пов'язані зі зміною морфологічних характеристик бактеріальних клітин - зростання у 1,5 (р<0,05), 1,5 (р<0,05), 2,2 (р<0,05) рази у популяції лактобактерій кокобацил з аналогічним зменшенням паличковидних форм.

5.2. Дослідження субхронічної інгаляційної дії нітроксоліну на видовий та кількісний склад мікрофлори урогенітального тракту у самок щурів 

Результати бактеріологічних досліджень складу мікрофлори піхви у експериментальних тварин, яких піддавали субхронічній дії нітроксоліну у концентраціях 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3, представлені у таблиці 5.3.

Встановлено, що домінантними видами, які формують мікробіоту піхви у контрольній групі тварин являються молочнокислі бактерії, частка яких складає 67,3 % - 70,7 % від сумарного значення всіх порівнювальних між собою груп мікроорганізмів у досліджуваному матеріалі.

Таблиця 5.3

Видовий та кількісний склад (М±m) мікрофлори піхви самок щурів 
при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну

	Мікроорганізми/ групи тварин
	Молочнокислі бактерії (

КУО/см3
	Бактерії групи

БГКП 

КУО/см3
	Коки
КУО/см3
	Гриби роду Candida
КУО/см3
	Плісеневі гриби
КУО/см3

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контрольна група (інтактні тварини, 0,9 % NaCl, n=6)

	Фон
	(5,32±0,19)∙103
	(0,95±0,18)∙103
	(1,08±0,21)∙103
	(1,77±0,18)∙102
	1,33±0,90

	2 тиждень
	(5,02±0,21)∙103
	(1,07±0,13)∙103
	(0,90±0,25)∙103
	(2,10±0,17)∙102
	0

	4 тиждень
	(5,28±0,16)∙103
	(1,05±0,10)∙103
	(1,12±0,09)∙103
	(2,20±0,23)∙102
	2,27±1,31

	Відновний період (1 міс.)
	(5,22±0,14)∙103
	(1,20±0,12)∙103
	(1,12±0,11)∙103
	(2,03±0,15)∙102
	1,83±1,57

	Перша дослідна група (5 мг/м3, n=8)

	Фон
	(4,96±0,29)∙103
	(1,10±0,20)∙103
	(1,13±0,18)∙103
	(2,06±0,15)∙102
	0

	2 тиждень
	(5,10±0,32)∙103
	(1,31±0,23)∙103
	(1,80±0,14)∙103 *
t1=2,91, р<0,05
	(1,78±0,22)∙102
	2,12±1,43

	4 тиждень
	(5,15±0,15)∙103
	(1,28±0,14)∙103
	(1,67±0,13)∙103 *
t1=2,46, р<0,05
	(1,85±0,30)∙102
	0

	Відновний період (1 міс.)
	(5,30±0,09)∙103
	(1,24±0,31)∙103
	(1,56±0,16)∙103
	(2,24±0,21)∙102
	2,50±1,65

	Друга дослідна група (15 мг/м3, n=8)

	Фон
	(5,01±0,24)∙103
	(1,19±0,35)∙103
	(1,00±0,32)∙103
	(1,99±0,29)∙102
	2,75±1,57

	2 тиждень
	(4,41±0,31)∙103
	(1,41±0,21)∙103
	(1,94±0,21)∙103*
t1=2,47, р<0,05
	(2,56±0,33)∙102
	10,00±2,14*

t1=2,65, р<0,05


Продовження таблиці 5.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	4 тиждень
	(3,88±0,26)∙103*

*t1=3,48, р<0,02

▼t2=4,23, р<0,01
	(1,13±0,40)∙103

	(2,49±0,35)∙103*
*t1=3,17, р<0,02
▼t2=2,22, р>0,05
	(3,17±0,50)∙102
*t1=2,07, р>0,05

▼t2=2,28, р>0,05
	21,38±4,40*

*t1=3,99, р<0,01 ▼t>5,40, р<0,001

	Відновний період (1 міс.)
	(4,52±0,19)∙103

t1=1,73, р>0,05
	(0,95±0,13)∙103
	(2,31±0,27)∙103*

t1=3,85, р<0,01
	(2,61±0,42)∙10
	22,88±5,12*

t1=3,76, р<0,01

	Третя дослідна група (45 мг/м3, n=8)

	Фон
	(5,20±0,17)∙103
	(1,06±0,12)∙103
	(1,14±0,40)∙103
	(2,16±0,21)∙102
	2,50±1,69*

	2 тиждень
	(4,56±0,31)∙103

t1=1,83, р>0,05
	(1,27±0,24)∙103
	(2,36±0,31)∙103*

t1=2,39, р<0,05
	(2,54±0,39)∙102

	18,11±6,83*

t1=5,07 р<0,001

	4 тиждень
	(2,98±0,25)∙103*

*t1=7,40, р<0,001
▼t2=7,48, р<0,001

●t3=2,53, р<0,05
	(0,83±0,15)∙103
▼t2=2,14, р>0,05
●t3=2,53, р<0,05
	(3,29±0,52)∙103*

*t1=3,25, р<0,02

▼t2=3,0, р<0,02

●t3=1,0, р>0,05
	(3,93±0,25)∙102*

*t1=2,33, р<0,05

▼t2=5,3, р<0,002

●t3=1,46, р>0,05
	27,50±4,11*

*t1=5,68, р<0,001

▼t>5,4, р<0,001

	Відновний період (1 міс.)
	(3,14±0,34)∙103*

t1=5,42, р<0,001
	(0,78±0,20)∙103
	(3,25±0,23)∙103*

t1=4,59, р<0,01
	(3,70±0,48)∙102*

t1=2,85, р<0,05
	28,24±5,32*

t1=4,61 р<0,01


Примітки:

1 -* різниця достовірна відносно фону та інтактних тварин, р<0,05-0,001;
2 -▼ різниця достовірна у аналогічній часовій точці дії до тварин 1 групи, р<0,05-0,001;
3 - ● різниця достовірна у аналогічній часовій точці дії до тварин 2 групи, р<0,05-0,001

Доля умовно-патогенних видів становила приблизно 30,0 %. Це бактерії групи кишкових паличок - 11,9 % – 15,0 %, коки – 14,3 % – 15,0 %, дріжджі роду кандіда - 2,4 - 2,7 %, плісеневі гриби – 0 %- 0,03 % (рис. 5.6).
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Рисунок 5.6. Видовий та кількісний склад мікрофлори піхви у інтактних самок щурів 

Дослідження показали, що внаслідок інгаляційної дії різних концентрацій нітроксоліну відбувається структурна перебудова біоценозу зі зменшенням індексу домінування мікроорганізмів, що формують нормобіоту піхви й відповідно зростання частки умовно-патогенної флори. 
Багаторазовий вплив ЛЗ на рівні 5 мг/м3 спричиняв перші негативні прояви на мікроценоз піхви. Вирахований індекс домінування певних асоціацій мікроорганізмів вказував на появу тенденції до зниження домінуючої мікробіоти молочнокислих бактерій з фонової, яка колонізувала 67,0 % біотопу піхви до 60,9 %, 62,1 % та 63,4 % на 2 тиждень, 4 тиждень експерименту та через місяць відновного періоду. Водночас, частка умовно-патогенних мікроорганізмів становила: 33,0 %, 39,1 %, 37,9 % та 36,6 %, відповідно. У її структурі, починаючи з 15 дня досліду, зростала в середньому у півтора рази частка спільноти коків з (1,13±0,18)∙103 КУО/см3 до (1,80±0,14)∙103 КУО/см3 (t1=2,91, р<0,05), а на 30 день впливу до - (1,67±0,13)∙103 КУО/см3 (t1=2,46, р<0,05). Дані значення поверталися до величин фону при відміні препарату, упродовж відновного періоду (рис. 5.7).
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Рисунок 5.7. Динаміка видового та кількісного складу мікрофлори піхви самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі нітроксоліну у концентрації 5 мг/м3; *р<0,05 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень для популяції коків
При зростанні рівня впливу діючого чинника з 5 мг/м3 до 15 мг/м3 та до 45 мг/м3 дисбіотичні зміни посилювалися. У щурів другої дослідної групи 

(15 мг/м3) на 2 тиждень експерименту індекс домінантного штаму молочнокислих бактерій знизився від сумарної мікробіоти піхви з 67,7 % до 55,0 % (р>0,05), на 4 тиждень – до 49,6 % (t1=3,48, р<0,02). Відповідно у скільки зменшувалася частка домінантних видів, на стільки ж зростала доля умовно-патогенної флори. На 2-й та на 4-й тиждень експерименту популяційна частка коків у сумарній мікрофлорі піхви відносно фонової (13,5 %) займала 24,2 % (t1=2,47, р<0,05) та 31,9 % (t1=3,17, р<0,02), дріжджів (фонова частка 2,7 %) – 3,2 % і 3,6 % (р>0,05), плісеневих грибів (фонова частка 0,04 %) – 0,12 % (t1=2,65, р<0,05) і 0,3 % (t1=3,99, р<0,01), відповідно.
Через місяць після відміни інгаляційної дії нітроксоліну відновлення біотопу піхви протікало повільно зі зростанням частки домінуючої флори до 56,2 % й збереженням достовірно збільшених у 2,3 рази, відносно початкових показників популяції коків (t1=3,85, р<0,01), та у 8,3 рази плісені (t1=3,76, р<0,01) (рис. 5.8).
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Рисунок 5.8. Динаміка видового та кількісного складу мікрофлори піхви самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі нітроксоліну в концентрації 15 мг/м3; *р<0,05-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
У експериментальних тварин третьої дослідної групи, характер дисбіотичних змін мікробіоти піхви близький до тварин другої дослідної групи з більш вираженим дисбалансом між домінантними видами та умовно-патогенними штамами. На 4 тиждень експерименту конгломерат домінантних видів молочнокислих бактерій займав 37,9 % від сумарної макропопуляції мікроорганізмів, натомість колонізаційна частка експансії умовно-патогенних бактерій зростала до 62,1 %. Зокрема, коки зростали у 2,9 рази (t=3,25, р<0,02) і становили 43,9 % (фонова частка – 15,0 %) від сумарної флори біотопу піхви, дріжджі - в 1,9 рази (t=2,33, р<0,05) з часткою 5,5 % (фонова – 2,9 %), плісеневі гриби - в 11 разів (t=5,68, р<0,001) з часткою 0,36 % (фонова – 0,03 %). Дольова частка БГКП зменшувалася до 11,1 % проти вихідної -13,9 %. У відновний період кількісний склад мікробіоти піхви у щурів був практично незмінний та утримувався на рівні 4 тижня експерименту, рис. 5.9. 
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Рисунок 5.9. Динаміка видового та кількісного складу мікрофлори піхви самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі нітроксоліну в концентрації 45 мг/м3; *р<0,05-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
Дослідження кількісних змін в окремо взятій видовій групі мікроорганізмів біотопу піхви самок щурів під дією нітроксоліну характеризували динамічні зміни, які відбуваються з асоціаціями бактерій внаслідок змін умов середовища. Вони дають можливість порівняти характер порушень мікроцинозу залежно від концентрації діючого фактора та тривалості його дії. 

Результати досліджень інгаляційного впливу різних концентрацій нітроксоліну (5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3) на чисельність популяції молочнокислих бактерій зображена на рисунку 5.10. Графічне відтворення отриманих результатів показує, що у тварин другої та третьої дослідної групи чисельність конгломерату молочнокислих бактерій піхви за два тижні експерименту, у порівнянні з фоном, зменшувалася на 11,1 % і 9,0 %, за чотири – на 31,9 % і 40,5 % у відновний період - була нижчою від вихідних значень на 8,9 % і 37, 3 %, відповідно, а індекс домінування виду складав 56,2 % та 41,5 %, відповідно. 
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Рисунок 5.10. Зміни популяційного рівня молочнокислих бактерій (х103 КУО/см3) у структурі мікроценозу піхви самок щурів в умовах субхронічної інгаляційної дії різних концентрацій нітроксоліну; *р<0,02-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
Найбільш суттєві зміни популяції молочнокислих бактерій констатували після 30 добової експозиції нітроксоліну. Причому, у даній точці відліку у тварин другої та третьої дослідної групи, у порівнянні з першою, чисельність мікробіоти зменшувалася в 1,3 рази (t=4,21, р<0,01) та у 1,7 разів (t=7,48, р<0,001) відповідно. В 1,3 рази відрізнялися між собою показники другої від третьої групи - (3,88±0,26)∙103 КУО/см3  і (2,98±0,25)∙103 КУО/см3,  відповідно (t=2,50, р<0,05). Отже, зменшення асоціації молочнокислих бактерій прямо пропорційне зростанню концентрації діючої речовини та тривалості експозиції з дуже сповільненими процесами відновлення, особливо у тварин третьої дослідної групи. 

Зменшення чисельності популяції молочнокислих бактерій створювало умови для колонізації біотопу піхви іншими групами мікроорганізмів, в першу чергу умовно-патогенними, конкуруючими і орієнтованими на ферментацію вуглеводів. Це бактерії групи БГКП, дріжджі, плісеневі гриби та ін. 

Бактерії групи кишкових паличок у структурі бактеріальної флори піхви займають 11,9 %–15,0 %. Двотижнева експозиція нітроксоліну у концентраціях 15 мг/м3 (друга дослідна група ) та 45 мг/м3 (третя дослідна група) посилювала колонізацію БГКП очевидно за рахунок вивільнення надлишку цукрів, який виникав внаслідок зменшення популяції молочнокислих бактерій. На двотижневому етапі експерименту показники БГКП зростали, у порівнянні з фоновими показниками, в середньому на 16,0 % у всіх трьох дослідних групах (рис. 5.11).
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Рисунок 5.11. Динаміка популяційних змін бактерій групи кишкових паличок (х103 КУО/см3) у структурі мікроценозу піхви самок щурів в умовах субхронічної інгаляційної дії різних концентрацій нітроксоліну
Проте, після 4 тижнів експерименту у тварин першої та другої групи ріст мікроорганізмів асоціації БГКП уповільнювався й перевищував вихідні значення на 14,1 % і 7,0 %, а у період відновлення на 11,3 % і 4,0 %, відповідно. У тварин третьої групи, навпаки – констатували зменшення популяції БГКП на 21,7 %, а у період відновлення на 26,4 %, що було в 1,5 рази та у 2,5 рази нижчим від показників першої (t=2,14, р>0,05) та другої (t=2,9, р<0,05) дослідних груп. 

Отже, дія нітроксоліну у концентраціях 15 мг/м3 – 45 мг/м3 пригнічувала ріст бактерій групи кишкових паличок. Зменшення популяції БГКП по мірі зростання концентрації та тривалості дії нітроксоліну очевидно пов'язано з інтенсивною колонізацією біотопу піхви нітроксолінорезистентними штамами мікроорганізмів, в тому числі конкуруючими за субстрат живлення.
За нашими дослідженнями коки є другою, за питомою вагою, мікробіотою у структурі бактеріальної флори піхви (14,3 % – 15,0 % від загальної макропопуляції мікроорганізмів). В процесі проведення експерименту було відмічено суттєве зростання популяції коків у експериментальних тварин першої, другої та третьої групи, які упродовж двох тижнів експерименту зростали на 37,2 % (t=2,91, р<0,05), 44,3 % (t=2,47, р<0,05) і 52,1 % (t=2,39, р<0,05), протягом чотирьох тижнів – на 32,3 % (t1=2,46, р<0,05), 55,6 % (t=3,17, р<0,02) і 65,7 % (t=3,25, р<0,02) і на етапі завершення відновного періоду були вищі за вихідні показники на 27,6 % (t=1,79, р>0,05), 53,2 % (t=3,85, р<0,01) і 65,2 % (t=4,59, р<0,01), відповідно (рис. 5.12).
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Рисунок 5.12. Динаміка змін популяційного рівня коків (х103 КУО/см3) у структурі мікроценозу піхви самок щурів в умовах субхронічної інгаляційної дії різних концентрацій нітроксоліну; *р<0,05-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
Слід відзначити, що у тварин першої групи упродовж відновного періоду, колонізаційна активність загальної асоціації коків знижувалася, а її кількісні показники відповідали фоновим величинам, чого не спостерігалося у двох інших дослідних групах.
Інтенсивність колонізації біотопу піхви щурів коками зростала відповідно до зростання концентрації ЛЗ. Так, на 4 тиждень експерименту у тварин другої та третьої групи, у порівнянні з першою, асоціація коків зростала в 1,6 рази (t=2,22, р>0,05) й 2,1 рази (t=3,0, р<0,02), відповідно. У тварин третьої, відносно другої – в 1,3 рази (t=1,0, р>0,05). Зі зростанням концентрації нітроксоліну серед мікробіоти коків появлялися штами наділені гемолітичною активністю, яких не виявляли, або виявляли у невеликій кількості (до 2 %) у інтактних тварин (табл. 5.4). 

Саме за рахунок гемолітичних штамів зростали загальні показники кокової флори. Кількість гемолітичних коків на другому, четвертому тижні та у відновний період у тварин першої дослідної групи становила: 5 %, 6 %, 8 % від загальної популяції коків, для другої – 11 %, 22 %, 10 %, для третьої – 14 %, 37 %, 26 %, відповідно.
У мікроценозі піхви щурів внаслідок багаторазової дії нітроксоліну констатували зростання популяції грибів роду Candida та плісені. У тварин другої та третьої групи, починаючи з другого тижня експерименту, спостерігали зростання грибів роду Candida в середньому на 20,0 %, а плісеневих грибів на 76,0 % (рис. 5.13 - 5.14).
До 4 тижня експерименту у структурі мікроцинозу піхви щурів другої та третьої групи популяція дріжджів збільшилася на 35,0 % та 47,6 %, а через місяць після відміни діючої речовини була вищою відносно вихідних величин на 21,1 % та 44,3 %, відповідно. У обох групах тварин чисельність плісеневих грибів зростала в середньому на 90,0 % (на 88,3 % та 90,2 %) і продовжувала утримуватися на такому ж рівні на етапі завершення відновного періоду (89,1 % і 90,4 %, відповідно).
Таблиця 5.4
Динаміка внутрішньопопуляційного перерозподілу коків з гемолітичними та негемолітичними властивостями у біотопі піхви самок щурів при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну

	Групи / 

мікроорганізми
	Контрольна група

(0,9 % NaCl), n=6
	Дослідні групи 

	
	
	Перша (5 мг/м3), n=8
	Друга (15 мг/м3), n=8
	Третя (45 мг/м3), n=8

	Фон (M±m)
Коки,  КУО/см3
	(1,08±0,21)∙103
	(1,13±0,18)∙103
	(1,00±0,10) 103
	(1,14±0,12)∙103

	Гемолітичні (%)
	1
	2
	0
	1

	Не гемолітичні (%)
	99
	98
	100
	99

	2 тиждень (M±m)
Коки,  КУО/см3
	(0,90±0,25)∙103
	(1,80±0,14)∙103*
	(1,94±0,24)∙103*
	(2,36±0,31)∙103*

	Гемолітичні (%)
	1
	5
	11
	14

	Не гемолітичні (%) 
	99
	95
	89
	86

	4 тиждень (M±m)
Коки,  КУО/см3
	(1,12±0,09)∙103
	(1,67±0,13)∙103*
	(2,49±0,25)∙103*▼
	(3,29±0,52)∙103*▼

	Гемолітичні (%)
	0
	6
	22
	37

	Не гемолітичні (%)
	100
	94
	78
	53

	Відновний період

(M±m) Коки,  КУО/см3
	(1,12±0,11)∙103
	(1,56±0,16)∙103
	(2,31±0,37)∙103*▼
	(3,25±0,23)∙103*▼●

	Гемолітичні (%)
	2
	8
	10
	26

	Не гемолітичні (%)
	98
	92
	90
	74


Примітки:

1 -* різниця достовірна відносно фонових значень, р<0,05-0,001;
2 -▼ різниця достовірна у аналогічній часовій точці впливу до тварин першої групи, р<0,05-0,001;
3 - ● різниця достовірна у аналогічній часовій точці впливу до тварин другої групи, р<0,05-0,001
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Рисунок 5.13. Динаміка змін популяційного рівня грибів роду Candida   (х102 КУО/см3) у структурі мікроценозу піхви самок щурів в умовах субхронічного інгаляційного впливу нітроксоліну; *р<0,05 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
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Рисунок 5.14. Зміни популяційного рівня плісені (х10 КУО/см3) у структурі мікроценозу піхви самок щурів в умовах субхронічного інгаляційного впливу нітроксоліну; *р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень
Дослідження залежності колонізаційної активності грибів роду кандіда та плісені від концентрації діючої сполуки показали, що на 4 тиждень експерименту у щурів другої дослідної групи, відносно першої, дріжджі та плісеневі гриби зростали в 1,7 рази (t=2,28, р>0,05) та у 21 раз (р<0,001); третьої відносно першої – у 2,1 рази (t=5,3, р<0,001) та у 27 разів (р<0,001); третьої відносно другої – у 1,2 рази (t=1,1, р>0,05) та 1,3 рази (t=1,46, р>0,05), відповідно.
Отже, збільшення концентрації та тривалості дії хімічного агенту перебувало у прямопропорційній залежності із збільшенням популяції умовно-патогенних грибів та плісені. Після відміни препарату процеси відновлення біотопу піхви у тварин другої (15 мг/м3) та третьої дослідної групи (45 мг/м3) протікають вкрай сповільнено, що підтверджує структурна характеристика макропопуляції мікробних асоціацій піхви у дослідних групах тварин. 

Таким чином, встановлено, що домінуючими видами, які формують мікробіоценоз піхви щурів є молочнокислі бактерії, питома вага яких становила 67,3-70,7 % від сумарного складу мікробіоти. Частка умовно-патогененних мікроорганізмів складала 29,3 % - 32,7 % у структурі якої асоціація мікроорганізмів кокових бактерій займала 14,3 % - 15,0 %, БГКП – 11,9 % - 15,0 %, грибів роду кандіда – 2,4 % - 2,7 %, плісеневих грибів – 0 % - 0,03 %. 

Перші негативні прояви впливу нітроксоліну на мікроценоз піхви при багаторазовому інгаляційному шляху надходження констатовано на рівні концентрації 5 мг/м3, яка обумовлювала, після двох тижнів експерименту, достовірне зростання, в середньому у півтора раза популяції спільноти коків. Дані зміни носили зворотний характер та поверталися упродовж відновного періоду до фонових показників при відміні препарату. 
Двотижневий інгаляційний вплив нітроксоліну при концентраціях: 15 мг/м3 та 45 мг/м3 сприяв суттєвій структурній перебудові біоценозу піхви щурів у бік зменшення індексу домінування молочнокислих бактерій до 55,0 % і 50,6 % (в 1,13 - 1,14 разів), відповідно, зі зростанням колонізаційної активності умовно-патогенних видів: коків у 1,6 та 2,1 рази, відповідно, які займали 24,2 % та 26,5 % від сумарного значення всіх порівнювальних між собою груп мікроорганізмів, грибів роду кандіда - в 1,3 та 1,2 рази (3,2 % та 2,8 %), плісеневих грибів - в 3,6 та 7,2 рази – (0,1 % та 0,2 %). Чотирьохтижнева дія ЛЗ, посилювала дисбіотичні зміни, обумовлюючи подальше зменшення долі домінантного виду молочнокислих бактерій на 5,3 % (у другій дослідній групі) та 10,9 % (у третій дослідній групі), зростання сумарної частки коків, дріжджів, плісені на 8,1 % та 20,0 %, відповідно, у порівнянні з двотижневим впливом.

Зростання концентрації та подовження експозиції діючої речовини сприяло зростанню серед асоціації коків штамів наділених гемолітичною активністю, питома вага яких на 2, 4 тиждень експерименту та у відновний період у тварин першої дослідної групи становила: 5 %, 6 %, 8 % від загальної їх популяції, для другої – 11 %, 22 %, 10 %, для третьої – 14 %, 37 %, 26 %, відповідно. У інтактних тварин гемолітичні штами не виявляли, або ж виявляли у невеликій кількості (до 2 %).

Відновлення екосистеми біотопу піхви самок щурів другої (15 мг/м3) та третьої (45 мг/м3) дослідних груп не відбувалося у місячний термін після відміни препарату, протікало вкрай повільно з незначною позитивною тенденцією до відновлення мікробіоценозу у тварин другої групи зі зростанням конгломерату домінантного виду молочнокислих бактерій до 56,2 %, проти 49,7 % (t1=1,73, р>0,05) у 4 тижневий термін та без суттєвих позитивних змін 41,3 % проти 39,7 % (t1=5,42, р<0,001) у особин третьої дослідної групи. 

Концентрацію нітроксоліну 5 мг/м3 при субхронічному інгаляційному поступленні в організм, яка викликала структурні порушення в мікробіоті урогенітального тракту у щурів пов'язані зі змінами морфологічної структури популяції Lactobacillus spp. (р<0,05), посиленням колонізаційної активності коків (р<0,05) та повним самовідновленням мікроценозу протягом відновного періоду (1 міс) слід прийняти за порогову (Limch am), а дисбіотичну дію - помірною. Концентрацію нітроксоліну – 15 мг/м3 діючою за цим ефектом. 
Результати власних досліджень, що наведені у розділі 5 «Дослідження дії нітроксоліну на розвиток дисбіотичних порушень мікробіоценозу урогенітального тракту в експериментальних тварин» викладені у статтях [171], апробовані на наукових форумах [172]. 

РОЗДІЛ 6
ДОСЛІДЖЕННЯ ДИСБІОТИЧНОЇ ДІЇ НІТРОКСОЛІНУ НА МІКРОБІОТОП ТОВСТОГО КИШКІВНИКА В ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН

6.1. Вивчення субхронічної інгаляційної дії нітроксоліну на структуру мікробіоти просвіту товстого кишківника у щурів

Бактеріологічні дослідження фекального біотопу прямого відділу товстого кишківника самок щурів показують, що основними таксономічними групами, які формують склад нормобіоти є біфідо-, лактобактерії, бактерії групи кишкових паличок, зокрема Е. колі, ентерококи, стафілококи, які виявляли у випорожненнях 100,0 % тварин. Частота зустрічності пептострептококів та стрептококів коливалася в межах 33,3 % - 66,7 % (середній показник М=50,0 %), протею – 16,7 % - 50,0 % (М=33,3 %), грибів роду кандіда – 16,7 % - 33,3 % (М=29,2 %), плісневих грибів – 0 % - 16,7 % (М=8,4 %) (табл. 6.1). 

В процесі проведення експериментальних досліджень встановлено, що при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну у концентраціях 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3, показник частоти зустрічності для домінуючих бактеріальних популяцій: біфідо-, лактобактерій, БГКП, ентерококів і стафілококів залишався незмінним – у 100,0 % особин. Для інших бактеріальних груп фекального біотопу спостерігали певні відхилення в бік зростання чи зниження частоти зустрічності, залежно від концентрації діючого чинника. 

Таблиця 6.1 

Частота виявлення видового складу мікрофлори товстого кишківника у самок щурів
 при субхронічній інгаляційній дії різних концентрацій нітроксоліну

	Мікроорганізми

 (у %)

Групи тварин
	Bifidobacterium spp.
	Lactobacillus spp
	E. coli
	Enterococcus spp.
	Рeptostreptococcus

Streptococcus spp.
	Staphylococcus spp.
	Proteus spp.
	Плісеневі гриби
	Гриби Candida spp.

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Контрольна група (інтактні, 0,9 % NaCl, n=6)

	Фон
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	3/50,0
	6/100,0
	2/33,3
	1/16,7
	2/33,3

	2 тиждень
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	4/66,7
	6/100,0
	3/50,0
	0/0
	1/16,7

	4 тиждень
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	2/33,3
	6/100,0
	2/33,3
	0/0
	2/33,3

	Відновний період

(1 міс.)
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	6/100,0
	3/50,0
	6/100,0
	1/16,7
	1/16,7
	2/33,3

	Перша дослідна група (5 мг/m3, n=8)

	Фон
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	4/50,0
	8/100,0
	4/50,0
	2/25,0
	2/25,0

	2 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	5/62,5
	8/100,0
	3/37,5
	0/0
	3/37,5

	4 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	5/62,5
	8/100,0
	2/25,0
	1/12,5
	2/25,0

	Відновний період

(1 міс.)
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	4/50,0
	8/100,0
	3/37,5
	0/0
	2/25,0


Продовження таблиці 6.1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Друга дослідна група (15 мг/m3, n=8)

	Фон
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	5/62,5
	8/100,0
	2/25,0
	1/12,5
	3/37,5

	2 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	4/50,0
	8/100,0
	4/50,0
	2/25,0
	3/37,5

	4 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	3/37,5
	8/100,0
	4/50,0
	4/50,0
	4/50,0

	Відновний період

(1 міс.)
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	4/50,0
	8/100,0
	4/50,0
	3/37,5
	4/50,0

	Третя дослідна група (45 мг/m3, n=8)

	Фон
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	4/50,0
	8/100,0
	3/37,5
	2/25,0
	2/25,0

	2 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	3/37,5
	8/100,0
	4/50,0
	4/50,0
	4/50,0

	4 тиждень
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	2/25,0
	8/100,0
	6/75,0
	5/62,5
	6/75,0

	Відновний період

(1 міс.)
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	8/100,0
	3/37,5
	8/100,0
	5/62,5
	5/62,5
	5/62,5


Слід відмітити, що у тварин першої дослідної групи порушень у структурі мікробіоти кішківника не виявляли. Проте у щурів другої та третьої дослідної групи на 4 тиждень експерименту, відносно фонових показників, у фекальному біотопі щурів фіксували зростання частоти зустрічності умовно-патогенних штамів: протею в 2,0 рази (p<0,05), грибів роду кандіда в 1,3 рази (p>0,05) і 3,0 рази (p<0,01), плісеневих грибів – у 4,0 рази (p<0,01) і 2,5 рази (p<0,05) та зниження у 1,7 рази (p>0,05) і 2,0 рази (p<0,05), відповідно пептострептококів і стрептококів. Через місяць після відміни ЛЗ, частота виявлення протею, грибів роду кандіда, плісені у тварин другої та третьої групи практично утримувалася на рівні величин 4 тижня експерименту. Лише у тварин з концентрацією впливу сполуки 15 мг/м3 спостерігали повернення до фонових величин частоти виявлення пептострептококів і стрептококів, а у щурів з концентрацією дії 45 мг/м3, у відновний період частота виявлення даних бактерій зростала в 1,5 рази, однак була нижчою від фонових значень на 12,5 %.

Отже, у щурів основними таксономічними групами, які формують склад нормобіоти фекального біотопу товстого кишківника є біфідо-, лактобактерії, бактерії групи кишкових паличок, ентерококи, стафілококи – з частотою виявлення у 100,0 % тварин. Частота зустрічності пептострептококів та стрептококів коливалася в межах 33,3 % - 66,7 %, протею – 16,7 % - 50,0 %, грибів роду кандіда – 16,7 % - 33,3 %, плісеневих грибів – 0 % - 16,7 %. 

Інгаляційна дія нітроксоліну у концентраціях: 15 мг/м3,  45 мг/м3 обумовлювала структурні зміни мікроценозу прямого відділу товстого кишківника, викликаючи зростання частоти зустрічності у структурі фекального біотопу умовно-патогенних штамів: протею в 2,0 (p<0,05) рази, грибів роду кандіда в 1,3 рази (p>0,05) і 3,0 рази (p<0,01), плісеневих грибів – у 4,0 рази (p<0,01) і 2,5 рази (p<0,05) та зниження у 1,7 рази (p>0,05) і 2,0 рази (p<0,05), відповідно, пептострептококів і стрептококів. 

У тварин другої та третьої дослідної групи у відновний період частота зустрічностей протею, грибів роду кандіда, плісеневих грибів у фекальному біотопі продовжувала утримуватися на рівні показників 4 тижня експерименту.

Результати досліджень видового та кількісного складу мікрофлори фекального біотопу товстого кишківника щурів встановили, що найбільш значущими представниками облігатної мікрофлори, які формують мікробіоту у контрольній групі щурів являються молочнокислі бактерії, з часткою 74,9 % – 80,1 % від сумарного значення всієї спільноти досліджуваного біотопу, бактерії групи кишкових паличок (13,7 % – 14,0 %) та ентерококи (10,0 % - 10,6 %). Доля факультативної мікрофлори, серед якої група пептострептококів, стрептококів, стафілококів становила 0,95 % – 0,99 %. Умовно-патогенні штами (дріжджі, плісеневі гриби) займали менше 0,02 % мікробної асоціації просвіту прямої кишки (табл. 6.2). Кількісно перечислені бактерії мікробної спільноти в 1 г випорожнень становили: молочно-кислі бактерії -108 КУО, БГКП – 107 КУО, ентерококи –107, інші коки –106 КУО, гриби роду кандіда - 104 КУО, плісеневі гриби -102 КУО (рис. 6.1).

Бактеріологічні дослідження показали, що багаторазова дія нітроксоліну у концентрації 5 мг/мл3 не впливала на зміну складу та чисельності кишкової мікрофлори й відповідала мікробному пейзажу інтактної групи тварин (рис. 6.2).

Вищі концентрації ЛЗ -15 мг/мл3 та 45 мг/мл3 викликали пригнічення росту нормальної флори товстого кишківника. На 4 тиждень експерименту кількість домінуючої у біотопі популяції молочно-кислих бактерій у щурів другої та третьої дослідної групи, у порівнянні з вихідними значеннями, зменшувалася на 10,4 % (t=2,19, p>0,05) і 24,6 % (t=6,78, p<0,001) (рис.6.3), ентерококів на 3,9 % (p>0,05) і 11,0 % (t=5,60, p<0,001) (рис. 6.4), БГКП на 3,6 % (p>0,05) і 5,0 % (p>0,05) (рис.6.5), натомість зростала колонізація коків на 21,5 % (t=4,73, p<0,01) і 30,9 % (t=5,61, p< 0,001) (рис. 6.6), грибів роду кандіда в 1,7 рази (t=4,17, p<0,01) і в 3,2 раза (t=6,93, p<0,001) (рис. 6.7), плісені в 1,8 рази (t=3,23, p<0,02) і в 2,8 раза (t=3,99, p<0,01) (рис. 6.8), відповідно.
Таблиця 6.2

Видовий та кількісний склад (М±m) мікробіоти товстого кишківника у самок щурів
при субхронгічній інгаляційній дії різних концентрацій нітроксоліну 
	Мікроорганізми (КУО/г)
	Молочнокислі бактерії
	Загальні БГКП
	Ентерококи
	Інші коки
	Гриби роду Candida
	Плісень

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Контрольна група, інтактні тварини (0,9 % NaCl, n=6)

	Фон
	(4,93±0,1)х108
	(9,19±0,47)х107
	(6,65±0,40)х107
	(6,37±0,19)х106
	(1,74±0,12)х104
	(2,03±0,11)х102

	2 тиждень
	(5,09±0,24)х108
	(9,03±1,25)х107
	(6,87±0,34)х107
	(6,55±0,15)х106
	(1,87±0,14)х104
	(2,15±0,89)х102

	4 тиждень
	(5,28±0,23)х108
	(9,05±1,27)х107
	(6,54±0,38)х107
	(6,17±0,15)х106
	(1,68±0,15)х104
	(1,92±0,17)х102

	Відновний період (1міс.)
	(5,03±0,27)х108
	(9,20±1,03)х107
	(6,88±0,39)х107
	(6,23±0,16)х106
	(1,70±0,21 х104
	(1,92±0,14)х102

	Перша дослідна група (5 мг/m3, n=8)

	Фон
	(5,21 0,21)х108
	(9,00±0,29)х107
	(6,99±0,35)х107
	(6,29±0,22)х106
	(1,84±0,23)х104
	(2,03±0,12)х102

	2 тиждень
	(5,04±0,20)х108
	(9,10±0,24)х107
	(6,68±0,31)х107
	(6,33±0,13)х106
	(1,78±0,15)х104
	(2,00±0,16)х102

	4 тиждень
	(5,1±0,19)х108
	(8,98±0,38)х107
	(7,19±0,27)х107
	(6,47±0,24)х106
	(1,81±0,23)х104
	(2,46±0,28)х102

	Відновний період (1міс.)
	(5,33±0,25)х108
	(9,15±0,40)х107
	(6,94±0,27)х107
	(6,68±0,12)х106
	(1,66±0,17)х104
	(1,95±0,10)х102

	Друга дослідна група (15 мг/m3, n=8)

	Фон
	(5,01±0,19)х108
	(9,13±0,39)х107
	(6,75±0,29)х107
	(6,38±0,19)х106
	(1,81±0,19)х104
	(2,16±0,16)х102

	2 тиждень
	(5,08±0,15)х108
	(9,20±0,48)х107
	(7,10±0,28)х107
	(7,39±0,18)х106

t1=3,88, p1<0,01

t▼=4,82,p2<0,002
	(1,96±0,33)х104
	(2,21±0,58)х102


Продовження таблиці 6.2
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	4 тиждень
	(4,55±0,10)х108

t1=2,19, p1>0,05
t2=3,00, p2<0,02
t▼=2,62,p<0,05
	(8,80±0,37)х107
	(6,49±0,35)х107
	(7,75±0,21)х106
t1=4,73, p1<0,01

t2=6,08, p2<0,001

t▼=4,41, p<0,01
	(3,06±0,23)х104

t1=4,17, p1<0,01

t2=2,75, p2<0,05

t▼=5,21,p<0,001
	(3,94±0,53)х102

t1=3,23, p1<0,02 t2=2,21, p2>0,05

t▼=2,40, p<0,05

	Відновний період (1міс.)
	(4,87±0,17)х108
	(8,93±0,25)х107
	(6,94±0,32)х107
	(6,82±0,14)х106
	(2,10±0,23)х104
	(2,52±0,41)х102

	Третя дослідна група (45 мг/м3, n=8)

	Фон
	(4,95±0,13)х108
	(9,24±0,23)х107
	(7,01±0,29)х107
	(6,53±0,17)х106
	(1,75±0,39)х104
	(1,88±0,17)х102

	2 тиждень
	(4,50±0,17)х108

t1=2,14, p1>0,05

t▼=2,08,p1>0,05

t●=2,50, p>0,01
	(9,10±0,28)х107
	(6,64±0,14)х107

t1=1,19, p1>0,05
	(7,49±0,24)х106

t1=3,31, p1<0,02

t▼=4,30, p<0,01
	(2,88±0,24)х104
t1=2,46, p1<0,05
t▼=3,93, p<0,01

t●=2,24, p>0,05
	(3,55±0,78)х102

t1=2,09, p1>0,05

t▼=1,94, p>0,05

t●=1,38, p>0,05

	4 тиждень
	(3,73±0,13)х108
t1=6,78, p1<0,001

t▼=2,64, p<0,05

t●=4,10, p<0,01
	(8,78±0,42)х107
	(6,24±0,18)х107

t1=5,60, p1<0,001

t2=1,74, p2>0,05

t●=2,97, p<0,02
	(8,55±0,32)х106

t1=5,61, p1<0,001

t2=2,65, p2<0,05

t▼=5,50, p<0,001
	(5,63±0,41)х104
t1=6,93, p1<0,001

t2=5,73, p2<0,001
t▼=7,96, p<0,001

t●=5,35, p<0,001
	(5,63±0,93)х102

t1=3,99, p1<0,01 t2=1,68, p2>0,05

t▼=3,82, p<0,01

t●=1,78, p>0,05

	Відновний період (1міс.)
	(4,39±0,27)х108

t1=1,93, p1>0,05
	(8,80±0,39)х107
	(5,00±0,39)х107

t1=4,10, p1<0,01

t2=4,00, p1<0,01
	(8,30±0,34)х106

t1=4,64, p1<0,01

t2=1,93, p2>0,05
	(5,23±0,44)х104
t1=7,00,p1<0,001 t2=6,0, p2<0,001
	(5,03±0,29)х102

t1=7,68, p1<0,001


Примітки: 1 - 1 різниця достовірна відносно тварин контрольної групи, р<0,05-0,001;

  2 - 2 різниця достовірна відносно фону, р<0,05-0,001;
  3 - ▼ різниця достовірна у аналогічній точці дії до тварин першої групи, р<0,05-0,001;
  4 - ● різниця достовірна у аналогічній точці дії до тварин другої групи, р<0,05-0,001
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Рисунок 6.1. Видовий та кількісний склад мікрофлори прямого відділу товстого кишківника у інтактних самок щурів
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Рисунок 6.2. Видовий та кількісний склад мікробіоти прямого відділу товстого кишківника у самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі нітроксоліну в концентрації 5 мг/мл3
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Рисунок 6.3. Зміни популяційного рівня молочнокислих бактерій (х108 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну;

*р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень 
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Рисунок 6.4. Динаміка популяційних змін ентерококів (х107 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну; *р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень 
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Рисунок 6.5. Динаміка популяційних змін бактерій групи кишкових паличок (х107 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну
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Рисунок 6.6. Динаміка змін популяційного рівня інших коків (х106 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну;
*р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень 
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Рисунок 6.7. Динаміка змін популяційного рівня грибів роду Candidа (х104 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну;
*р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень 
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Рисунок 6.8. Зміни популяційного рівня плісені (х102 КУО/см3) у структурі мікроценозу товстого кишківника самок щурів при субхронічному інгаляційному впливі різних концентрацій нітроксоліну; *р<0,01-0,001 – різниця достовірна відносно контролю та фонових значень 
Отже, порушення структури мікробіоти вмісту прямого відділу товстого кишківника у щурів внаслідок багаторазової інгаляційної дії нітроксоліну виникали при концентрація впливу – 15 мг/м3 та 45 мг/м3 й і характеризувалися зміною складу та величини популяції за рахунок зниження чисельності постійних представників мікрофлори (молочно-кислих бактерій, бактерій групи кишкових паличок, коків, здебільшого ентерококів та коків з не гемолітичними властивостями) й зростання популяції умовно-патогенних мікроорганізмів (стафілококів, протею, грибів роду кандіда, плісені).

6.2. Дослідження субхронічної інгаляційної дії нітроксоліну на видовий та кількісний склад фекальної мікрофлори товстого кишківника у щурів
Подальшим завданням було встановлення істинної частки нормальної, непатогенної Е. соli з типовими властивостями та сумарної частки у загальній спільноті БГКП інших бактерій групи кишкових паличок - гемолізуючих, що належать до представників умовно-патогенної флори [173, 174]. 
Результати отриманих досліджень показали, що у інтактних тварин питома вага популяції непатогенної кишкової палички у загальній групі БГКП коливалася у межах від 66 % до 72 %, вона є домінуючим видом у структурі БГКП. Частка інших БГКП значно менша – 28 % – 34 %. Отже, співвідношення між колонізаційною долею непатогенної Е. coli та долею інших БГКП в середньому становить 2,2:1.

Внаслідок багаторазової дії нітроксоліну, починаючи з концентрації 15 мг/м3, у тварин другої та третьої дослідної групи, на 4 тиждень експерименту, констатували зменшення в 1,3 рази та 1,8 разів у порівнянні з вихідними показниками, популяції непатогенної Е. coli і відповідно, зростання у стільки ж разів інших БГКП. Пропорційне співставлення структурних змін, які протікають всередині мікробіоти БГКП внаслідок дії зовнішнього фактора є більш очевидне (табл. 6.3).  

Таблиця 6.3

Динаміка змін структури мікробіоти БГКП у фекальному біотопі товстого кишківника самок щурів 

при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну

	Групи тварин
	Кількість мікробних одиниць (М±m), КУО/г, %

	
	Фон
	2 тиждень
	4 тиждень
	Відновний період

	1
	2
	3
	4
	5

	ЗАГ БГКП

	Контрольна група (n=6) 
	(9,19±0,47)х107
	(9,03±1,25)х107
	(9,05±1,27)х107
	(9,20±1,03)х107

	Перша дослідна група, (n=8) 
	(9,00±0,29)х107
	(9,10±0,24)х107
	(8,98±0,38)х107
	(9,15±0,40)х107

	Друга дослідна група, (n=8) 
	(9,13±0,39)х107
	(9,20±0,48)х107
	(8,80±0,37)х107
	(8,93±0,25)х107

	Третя дослідна група, (n=8) 
	(9,24±0,23)х107
	(9,10±0,28)х107
	(8,78±0,42)х107
	(8,80±0,39)х107

	E. coli, непатогенна (КУО/г, % - дольова частка у загальній групі БГКП)

	Контрольна група

(інтактні, n=6; 0,9 % NaCl)
	(6,34±0,24)х107
69 %
	(6,50±0,18)х107

72 %
	(6,15±0,35)х107
68 %
	(6,44±0,17)х107
70 %

	Перша дослідна група

(5 мг/м3, n=8)
	(6,03±0,36)х107
67 %
	(6,46±0,21)х107
71 %
	(6,07±0,18)х107
69 %
	(6,22±0,23)х107
68 %

	Друга дослідна група

(15 мг/м3, n=8)
	(6,48±0,14)х107
71 %
	(6,53±0,32)х107
69 %
	(5,10±0,28)х107
58 %

t1=4,45, p1<0,01

t2=2,33, p2<0,05

t▼=2,97, р<0,02
	(5,98±0,30)х107
67 %

	Третя дослідна група

(45 мг/м3, n=8) 
	(6,10±0,28)х107
66 %
	(5,18±0,20)х107
57 %

t1=3,17, p1<0,02

t2=4,89, p2<0,01

t▼=4,41, р<0,01

t●=3,55, р<0,02
	(3,42±0,23)х107
39 %

t1=7,45, p1<0,001

t2=6,50, p2<0,001

t▼=9,14, р<0,001

t●=4,67, р<0,01
	(3,78±0,35)х107
43 %

t1=5,16, p1<0,001




Продовження таблиці 6.3

	1
	2
	3
	4
	5

	Інші БГКП (КУО/г, % - дольова частка у загальній групі БГКП)

	Контрольна група 

(інтактні, n=6; 0,9 % NaCl)
	(2,85±0,22)х107
31 %
	(2,53±0,39)х107
28 %
	(2,90±0,26)х107
32 %
	(2,76±0,19)х107
30 %

	Перша дослідна група,

(5 мг/м3, n=8)
	(2,97±0,17)х107
33 %
	(2,64±0,21)х107
29 %
	(2,98±0,13)х107
31 %
	(2,98±0,32)х107
32 %

	Друга дослідна група

(15 мг/м3, n=8)
	(2,65±0,33)х107
29 %
	(2,67±0,14)х107
31 %
	(3,70±0,21)х107
42 %
t1=2,69, p1<0,05

t2=2,35, p2<0,05

t▼=2,88, р<0,02
	(2,95±0,11)х107
33 %

	Третя дослідна група
(45 мг/м3, n=8) 
	(3,14±0,29)х107
34 %
	(3,92±0,19)х107
43 %
t1=2,23, p1>0,05

t2=3,16, p2<0,02

t▼=4,41, р<0,01

t●=5,21, р<0,001
	(5,36±0,34)х107
61 %

t1=5,0, p1<0,002

t2=5,72, p2<0,001

t▼=6,61, р<0,001

t●=4,15, р<0,01
	5,02±0,23)х107
57 %

t1=5,08, p1<0,001




Примітки:

1 - 1 різниця достовірна відносно тварин контрольної групи, р<0,05-0,001;

2 - 2 різниця достовірна відносно фону, р<0,05-0,001;
3 - ▼ різниця достовірна в аналогічній точці дії ЛЗ до тварин першої групи, р<0,05-0,001;
4 - ● різниця достовірна в аналогічній точці дії ЛЗ до тварин другої групи, р<0,05-0,001
Так, співвідношення штамів Е. coli до інших БГКП у тварин другої дослідної групи перед початком на 2, на 4 тиждень проведення експерименту та у відновний період становили: 2,4:1; 2,2:1; 1,4:1; 1,9:1. У тварин третьої групи 1,9:1; 1,2:1; 0,5:1; 0,7:1, відповідно. Процеси повного самовідновлення нормальної кишкової палички у мікробіоті випорожнень щурів другої групи наступали через місяць після відміни порогової концентрації. У тварин третьої дослідної групи самовідновлення протікало значно повільніше, з колонізаційною перевагою в 1,3 рази інших бактерій БГКП.
Як у групі загальних БГКП так і серед спільноти кокових бактерій фекального біотопу прямого відділу товстого кишківника щурів присутні непатогенні та патогенні штами, з колонізаційним домінуванням перших. Внаслідок дії шкідливих впливів відбувається зменшення облігатних та зростання популяції умовно-патогенних коків з одночасним посиленням їх агресивного потенціалу, відображенням якого є зростання кількості гемолітичних форм. 

Дослідження змін у спільноті коків (ентерококи винесені в окрему групу) біотопу вмісту товстого кишківника щурів – фону, на етапі 2, 4 тижня та у відновний період відображені у таблиці 6.4. Отримані результати показали, що у інтактних тварин питома вага не гемолітичних коків у об'єднаній спільноті коків складала 77,3 % - 83,1 %, а доля коків з гемолітичними властивостями становила 16,9 % - 22,7 %. Внаслідок інгаляційного впливу нітроксоліну, у структурі кокової мікробіоти випорожнень фіксували дисбіотичні порушення у бік зміщення балансу в сторону гемолітичних коків та зменшення чисельності штамів з не гемолітичними властивостями.
Якщо у першій дослідній групі тварин, які перебували під впливом сполуки у концентрації 5 мг/м3,  намітилася лише тенденція до зростання популяції умовно-патогенних коків і, відповідно, зменшення їх облігатних форм, то нітроксолін у концентраціях 15 мг/м3 і 45 мг/м3  – викликав статистично підтверджене переформатування асоціації у бік зростання гемолітичних коків. 

Таблиця 6.4 

Динаміка змін у структурі об'єднаної спільноти коків фекального біотопу самок щурів

при субхронічній інгаляційній дії нітроксоліну
	Групи тварин
	Кількість мікробних одиниць (М±m), КУО/г, %

	
	Фон
	2 тиждень
	4 тиждень
	Віднов. період (1міс.)

	1
	2
	3
	4
	5

	Об'єднана спільнота коків 

	Контрольна група (n=6)
	(6,37±0,19)х106
	(6,55±0,15)х106
	(6,17±0,15)х106
	(6,23±0,16)х106

	Перша дослідна група

(5 мг/м3, n=8)
	(6,29±0,22)х106
	(6,33±0,13)х106
	(6,47±0,24)х106
	(6,68±0,12)х106

	Друга дослідна група

(15 мг/м3, n=8)
	(6,38±0,19)х106
	(7,39±0,18)х106

t1=3,88, p1<0,01

t▼=4,82, p2<0,002
	(7,75±0,21)х106
t1=4,73, p1<0,01

t2=6,08, p2<0,001

t▼=4,41, p<0,01
	(6,82±0,40)х106



	Третя дослідна група 

(45 мг/м3, n=8) 
	(6,53±0,17)х106
	(7,49±0,24)х106

t1=3,31, p1<0,02

t▼=4,30, p<0,01
	(8,55±0,32)х106

t1=5,61, p1<0,001

t2=2,65, p2<0,05

t▼=5,50, p<0,001
	(8,30±0,34)х106

t1=4,64, p1<0,01



	Негемолітичні коки (КУО/г, % - дольова частка у об'єднаній популяції коків)

	Контрольна група 

(інтактні, 0,9 % NaCl, n=6)
	(5,17±0,11)х106
81,2 %
	(5,23±0,20)

79,8 %
	(4,77±0,37)х106
77,3 %
	(4,95±0,27)х106
79,5 %

	Перша дослідна група 

(5 мг/м3, n=8)
	(4,89±0,31)х106
77,7 %
	(4,78±0,26)х106
75,5 %
	(4,68±0,33)х106
72,4 %
	(4,91±0,41)х106
73,5%

	Друга дослідна група

(15 мг/м3, n=8)
	(5,30±0,24)х106
83,1 %
	(4,66±0,21)х106
63,1 %

t1=2,00, p1>0,05

t2=1,97, p2>0,05
	(3,67±0,31)х106
47,3 %

t1=4,18, p1<0,01

t2=2,31, p2<0,05
	(5,24±0,32)х106
76,9 %

t1=0,15, p1>0,05



Продовження таблиці 6.4
	1
	2
	3
	4
	5

	Третя дослідна група 

(45 мг/м3, n=8)
	(5,20±0,20)х106
79,6 %
	(3,98±0,28)х106
53,1 %

t1=3,59, p1<0,02

t2=3,68, p2<0,02

t▼=2,11, р>0,05

t●=1,94, р>0,05
	(1,85±0,40)х106
21,6 %

t1=7,45, p1<0,001

t2=5,41, p2<0,001

t▼=5,44, р<0,001

t●=4,22, р<0,01
	(1,78±0,31)х106
21,4 %

t1=9,19, p1<0,001



	Гемолітичні коки (КУО/г, % - дольова частка у об'єднаній популяції коків)

	Контрольна група 

(інтактні, 0,9 % NaCl n=6;)
	(1,20±0,11)х106
18,8 %
	(1,32±0,19)х106
20,2 %
	(1,41±0,27)х106
22,7 %
	(1,34±0,21)х106
20,5 %

	Перша дослідна група 

(5 мг/м3, n=8)
	(1,40±0,13)х106
22,3 %
	(1,55±0,16)х106
24,5 %
	(1,79±0,25)х106
27,7 %
	(1,77±0,31)х106
26,5 %

	Друга дослідна група 

(15 мг/м3, n=8)
	(1,08±0,32)х106
16,9 %
	(2,70±0,23)х106
36,5 %

t1=4,15, p1<0,01

t2=3,73, p2<0,02

t▼=4,11, р<0,01
	(4,05±0,47)х106
52,6 %

t1=5,26, p1<0,001

t2=4,89, p2<0,002

t▼=4,27, р<0,01
	(1,58±0,23)х106
23,2 %

t1=1,28, p1>0,05


	Третя дослідна група 

(45 мг/м3, n=8) 
	(1,33±0,27)х107
20,3 %
	(3,51±0,35)х106
46,9 %

t1=4,96, p1<0,01

t2=5,45, p2<0,001

t▼=5,03, р<0,001

t●=1,93, р>0,05
	(6,70±0,29)х106
78,4 %

t1=13,4, p1<0,001

t2=13,2, p2<0,001

t▼=12,9, р<0,001

t●=4,09, р<0,01
	(6,52±0,5)х106
78,6 %

t1=9,12, p1<0,001




Примітки: 1 - 1 різниця достовірна відносно тварин контрольної групи, р<0,05-0,001;

2 - 2 різниця достовірна відносно фону, р<0,05-0,001;
3 - ▼ різниця достовірна в аналогічній точці дії ЛЗ до тварин першої групи, р<0,05-0,001;
4 - ● різниця достовірна в аналогічній точці дії ЛЗ до тварин другої групи, р<0,05-0,001
У порівнянні з фоном, у тварин другої дослідної групи на 2 та на 4 тиждень проведення експерименту кількість гемолітичних коків зростала на 19,6 % (t=4,15, p1<0,02) та 35,7 % (t=5,26, p1<0,001), а у третій дослідній групі – на 26,6 % (t=4,96, p1<0,01) та 58,8 % (t=13,4, p1<0,001), і відповідно на стільки ж зменшувалася кількість сапрофітних форм. Інтенсивність колонізації гемолітичними коками біотопу прямого відділу товстого кишківника зростала пропорційно до зростання концентрації діючого агента та часу експозиції, що чітко прослідковувалося на прикладі тварин третьої групи.

Так, на 2 тиждень досліду колонізаційна активність мікробіоти гемолітичних коків у фекальному біотопі товстого кишківника щурів третьої дослідної групи, у порівнянні з інтактними, першою та другою була вищою у 2,3 рази (t=5,45, p1<0,001), у 1,9 рази (t=5,03, p<0,001) та в 1,3 рази (t=1,93, p>0,05). На 4 тиждень – у 3,4 рази (t=13,20, p<0,001), у 2,8 рази (t=12,90, p<0,001) й у 1,5 рази (t=4,09, p<0,01), відповідно. 

Отже, поява у групі БГКП та об'єднаній спільноті коків мікроорганізмів з гемолітичними властивостями, як однієї з ознак наростання патогенного потенціалу мікробіоти вказує на наявність дисбіотичних порушень з формуванням патологічного біоценозу в товстому кишківнику тварин, пов'язаного з багаторазовою інгаляційною дією нітроксоліну.

Тому, для гігієнічного обґрунтування гранично допустимих концентрацій лікарських засобів у повітрі робочої зони вкрай важливим (особливо це актуально для АМП) є визначення порогу дисбіотичної дії сполуки, дослідження процесів самовідновлення мікрофлори товстого кишківника. Якщо показники кількісного складу мікробіоти відрізняються від контролю більш ніж по 2 групах мікроорганізмів, але після періоду відновлення зміни зникають, то дисбіотичну дію оцінюють як помірну. 

При гігієнічному регламентуванні дози чи концентрації ЛЗ, які викликали дисбактеріоз вважають порогом дисбіотичної дії.

Якщо показники кількісного складу мікрофлори кишківника дослідних тварин відрізняються від контролю, хоча по одній із досліджуваних груп, але зміни залишаються після відновного періоду, то дисбіотичну дію вважають сильною. Дозу або концентрацію, яка її обумовила вважають діючою за цим ефектом [10]. 

Вивчення процесів самовідновлення просвітного мікробіоценозу прямого відділу товстого кишківника через місяць після припинення дії токсичного впливу, показало, що у тварин другої та третьої групи упродовж відновного періоду наступало повернення до початкового рівня домінантної популяції біотопу – молочнокислих бактерій, кількість, яких хоча і була дещо нижчою за фонові показники, однак не достовірною. Слід відзначити, що відновлення кількісного та якісного складу фекальної мікрофлори товстого кишківника більш активно протікало у тварин другої групи з концентрацією дії нітроксоліну 15 мг/м3 (табл. 6.2 – 6.4). У даної групи тварин у процесі самовідновлення зменшувався до показників норми популяційний рівень умовно-патогенної флори: гемолітичних бактерій групи кишкових паличок, коків, дріжджів роду кандіда, плісені. Наступало відновлення непатогенної кишкової палички, ентерококів. Отже, концентрація 15 мг/м3 при багаторазовій інгаляційній дії нітроксоліну є пороговою з помірною дисбіотичною дією.

У тварин третьої дослідної групи процеси самовідновлення мікроценозу просвіту товстого кишківника протікали в'яло, з утриманням колонізаційної активності, на тлі відновленого популяційного рівня молочнокислих бактерій, гемолітичних бактерій групи БГКП, коків, грибів роду кандіда, плісені. Популяційні рівні представників непатогенної аутофлори: ентерококів, негемолітичні ешеріхій, коків, перебували на рівні 4 тижня експерименту, або ж продовжували падати. У даному випадку, концентрація нітроксоліну 45 мг/м3 проявляє сильну дисбіотичну дію та є діючою за цим ефектом.

Таким чином, у щурів основними таксономічними групами, які формують склад нормобіоти фекального біотопу прямого відділу товстого кишківника є біфідо-, лактобактерії, бактерії групи кишкових паличок, ентерококи, стафілококи – з частотою виявлення у 100,0 % тварин. Частота зустрічності пептострептококів та стрептококів коливалася в межах 33,3 % - 66,7 %, протею – 16,7 % - 50,0 %, грибів роду кандіда – 16,7 % - 33,3 %, плісені – 0 % - 16,7 %. 
Найбільш значущими представниками облігатної мікрофлори, які формують мікробіоту просвіту прямого відділу товстого кишківника являються молочнокислі бактерії, з часткою 74,9 % – 80,1 % від сумарного значення всієї спільноти досліджуваного біотопу, бактерії групи кишкових паличок - 13,7 % – 14,0 % та ентерококи - 10,0 % – 10,6 %. Доля факультативної мікрофлори, серед якої група пептострептококів, стрептококів, стафілококів становила 0,95 % – 0,99 %. Умовно-патогенні штами (дріжджі, плісеневі гриби) займали менше 0,02 % мікробної асоціації вмісту прямої кишки. Співвідношення між колонізаційною долею непатогенної Е. coli та долею інших БГКП відповідало показнику 2,2:1. Питома вага не гемолітичних коків у об'єднаній спільноті коків складала 77,3 % – 83,1 %, а доля коків з гемолітичними властивостями - 16,9 – 22,7 %.

Багаторазова інгаляційна дія нітроксоліну у концентраціях 15 мг/м3 та 45 мг/м3 викликала зростання частоти зустрічності у структурі фекального біотопу умовно-патогенних штамів: протею в 2,0 рази (p<0,05), грибів роду кандіда в 1,3 рази (p>0,05) і 3,0 рази (p<0,01), плісеневих грибів – у 4,0 рази (p<0,01) і 2,5 рази (p<0,05) та зниження у 1,7 рази (p>0,05) і 2,0 рази (p<0,05), відповідно, пептострептококів і стрептококів.

У тварин другої та третьої дослідної групи на 2 тиждень проведення експерименту констатували дисбіотичні порушення зі зміною структури та популяційного рівня фекальних мікробіот прямого відділу товстого кишківника, які досягали максимуму на 4 тиждень й характеризувалися зниженням чисельності молочно-кислих бактерій на 10,4 % (t=2,19, p>0,05) і 24,6 % (t=6,78, p<0,001), бактерій групи кишкових паличок (непатогенної Е. coli на 13,0 % (t=2,97, p<0,02) і 27,0 % (t=9,14, p<0,001), ентерококів на 3,9 % (p>0,05) і 11,0 % (t=2,33, p<0,05), спільноти коків з не гемолітичними властивостями на 39,4 % (t=4,18, p<0,01); 58,0 % (t=7,45, p<0,001), відповідно й зростанням популяції умовно-патогенних мікроорганізмів (гемолітичних ешеріхій, стафілококів, протею, грибів роду кандіда, плісеневих грибів). 

Рівень дисбіотичних порушень та інтенсивність колонізації умовно-патогенною флорою біотопу товстого кишківника посилювалися при збільшенні концентрації та експозиції впливу діючого чинника й були найвищими на 4 тиждень проведення досліду при концентрації сполуки – 45 мг/м3.

Повне самовідновлення кількісного та якісного складу мікрофлори просвіту прямого відділу товстого кишківника щурів у відновний період (1 міс) відбувалося у тварин другої групи (15 мг/м3). У тварин третьої дослідної групи з концентрацією впливу (45 мг/м3) відновлення нормоценозу не наступало.

Концентрація 15 мг/м3 при багаторазовій інгаляційній дії нітроксоліну, яка викликала дисбактеріоз товстого кишківника у щурів з повним самовідновленням мікроценозу протягом регламентованого часу (1 міс) слід прийняти за порогову, з помірною дисбіотичною дією. Концентрація нітроксоліну 45 мг/м3 викликає сильну дисбіотичну дію та є діючою за цим ефектом.

РОЗДІЛ 7
УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ І ОБГРУНТУВАННЯ ГІГІЄНІЧНИХ НОРМАТИВІВ НІТРОКСОЛІНУ У ПОВІТРІ РОБОЧОЇ ЗОНИ
Згідно з міжнародною класифікацією виробництво лікарських засобів відносять до групи екологічно небезпечних. Стрімке зростання попиту на фармацевтичну продукцію мотивує розширення та впровадження нових потужностей і є невіддільним від проблеми забруднення виробничого середовища та його впливу на стан здоров’я працюючих [24-27]. Основними профілактичними заходами попередження професійних захворювань при такій ситуації є розробка гігієнічних регламентів допустимого вмісту ЛЗ у повітрі робочої зони, підвищення вимог до якості виробничого середовища на фармацевтичних підприємствах, впровадження гігієнічних нормативів, які обумовлюють безпеку праці робітників в умовах виробництва потенційно шкідливих для здоров’я хімічних речовин та з’єднань [38].
Гігієнічна регламентація АМП у виробничому середовищі хіміко-фармацевтичних підприємств має свої особливості, пов’язані з специфічними властивостями цих сполук. Тому для проведення досліджень по обґрунтуванню гігієнічних регламентів допустимого вмісту АМП у повітрі робочої зони, крім загальноприйнятої інформації (умови виробництва, застосування ЛЗ, хімічна будова, фізико-хімічні, біологічні властивості і ін.) потрібні відомості щодо їх специфічної дії, які базуються, здебільного, на узагальненні побічних реакцій, що виникають у клінічних умовах при контактному, пероральному, аерозольному використанні ЛЗ з лікувальною метою. У більшості випадків це - антимікробні, алергічні і токсичні реакції, які покладені в основу обов’язкових досліджень з гігієнічного нормування і включають вивчення антимікробної, сенсибілізуючої, загальнотоксичної дії [140].
Нітроксолін – один із АМП, синтетичний уроантисептик, який протягом тривалого часу використовується для лікування та профілактики гострих, хронічних і рецидивуючих інфекцій сечовивідних шляхів. Ефективний щодо широкого спектру грампозитивних, грамнегативних бактерій і грибів. Спектр його антибактеріальної та протигрибкової активності поширюється на більшість мікроорганізмів, що інфікують сечовивідні шляхи [11-14]. Механізм дії грунтується на здатності нітроксоліну до хелатування двовалентних катіонів металів з утворенням комплексів із поверхневими структурами мікробної стінки [79-81], порушуючи тим самим їх функціональність, інгібуючи адгезивну експресію й бактеріальну прив'язку до епітеліальних клітин сечовивідних шляхів [21, 82, 83]. Нітроксолін руйнує та зменшує щільність біоплівок, покращує доступність системи захисту організму (неспецифічних факторів, системного імунітету) до інфекційних збудників [95]. 

Попри довгий клінічний вік нітроксоліну, він до цього часу зберігає високу активність щодо Enterobacteriaceae (E. coli) [104] та рекомендується експертами європейської асоціації урологів як препарат першої лінії для лікування гострих та рецидивуючих неускладнених інфекцій сечовивідних шляхів [20], що посідають друге-третє місце у загальній структурі ІСВШ [107].

Однак, незважаючи на тривалий промисловий випуск нітроксоліну, широке використання препарату у медичній практиці, великі обсяги виробництва, гігієнічні нормативи допустимого вмісту сполуки у повітрі робочої зони досі не розроблені. Останнє актуалізує проблему хімічної безпеки виробничої сфери і висуває на перший план розробку попереджувальних та профілактичних заходів направлених на усунення небажаних ефектів впливу лікарського засобу в умовах виробництва.
Провідними виробниками нітроксоліну в Україні є фармацевтичні компанії: ПАТ «Київський вітамінний завод» (м. Київ); ПАТ НВЦ «Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод» (м. Київ); ПАТ «Технолог» (м. Умань Черкаська обл.); ПАТ «Вітаміни» (м. Умань Черкаська область). 

У науковій літературі є ряд повідомлень присвячених вивченю біологічної дії нітроксоліну на організм у рамках проведення клінічних досліджень, результатами яких доведена антибактеріальна дія препарату та його клінічна ефективність [18-20, 22, 64-66]. 

Проте, число досліджень щодо небажаних ефектів впливу нітроксоліну в умовах виробництва у вітчизняній та зарубіжній літературі відсутнє. Відсутні роботи, які висвітлюють загальний характер токсичної дії сполуки на організм тварин та людей, особливості перебігу гострих та підгострих отруєнь, специфічних ефектів впливу (імуносенсибілізуючого, дисбіотичного) при інгаляційному шляху надходження. Не розроблені гігієнічні нормативи допустимого вмісту сполуки у повітрі робочої зони фармацевтичних підприємств з врахуванням можливих специфічних ефектів, що й обумовило мету даного дослідження - експериментально токсикогігієнічну оцінку з вивченням дисбіотичних та імуносенсибілізуючих ефектів нітроксоліну в аспекті гігієнічної регламентації лікарського засобу у повітрі робочої зони.

Для досягнення поставленої мети проведені токсикологічні дослідження на лабораторних тваринах: білих щурах самках і самцях, білих мишах самцях, мурчаках з вивченням небажаних ефектів впливу нітроксоліну на системи та органи на основі комплексних токсикологічних, гігієнічних, гематологічних, біохімічних, імунологічних, мікробіологічних досліджень. 

Виконання даної роботи проводилося у два етапи. Перший етап - проведення токсикологічних досліджень з встановленням параметрів токсичності й характеру біологічної дії нітроксоліну при пероральному, інгаляційному та перкутанному шляхах надходження ЛЗ в організм дослідних тварин в умовах гострого та підгострого досліду, вивчення кумулятивної активності та імуносенсибілізуючої дії, обгрунтування ОБРВ. Результати отриманих досліджень стали базовими для другого етапу наукових досліджень – вивчення специфічних дисбіотичних ефектів впливу нітроксоліну при тривалій інгаляційній дії сполуки на мікробіотопи експериментальних тварин: мікробіоценоз урогенітального тракту та просвіту товстого кишківника, обгрунтування ГДК. 
Проведеними дослідженнями встановлено, що однократне пероральне введення нітроксоліну білим щурам в дозах від 600,0 мг/кг до 1200,0 мг/кг та білим мишам в дозах від 300 мг/кг до 600 мг/кг викликає розвиток гострого отруєння, в клінічній картині якого спостерігаються симптоми ураження центральної нервової системи. Через дві години після введення препарату з’являється короткочасне збудження. Тварини безладно пересуваються по клітці, після чого рухова активність знижується. Вони залягають на живіт, реакція на зовнішні подразники слабка, дихання сповільнюється і стає спастичним. Перед загибеллю у тварин появляються судоми, горбовидна спина, ригідність хвоста (симптом Штраубе). Загибель як щурів так і мишей розтягнута в часі і наступає упродовж 1-3 діб. Середньоефективний час загибелі білих щурів (ЕТ50) складає 28 годин. У тварин, що вижили, нормалізація загального стану відбувається на 4-5 добу. Середньосмертельна доза нітроксоліну при пероральному введенні для білих щурів-самок становить 980 (852-:-1127) мг/кг, для білих щурів-самців – 835 мг/кг, для білих мишей-самців - 660 мг/кг (3 клас небезпеки згідно з ГОСТ 12.1.007-76). Видова чутливість тварин до дії нітроксоліну слабо виражена. Коефіцієнт видової чутливості тварин (КВЧ) дорівнює 1,17. Статева чутливість не виражена.

Гостра інгаляційна дія нітроксоліну в діапазоні концентрацій від 78,5 мг/м3 до 2100 мг/м3 загибелі тварин не викликає. Після введення речовини у тварин спостерігали адинамію та порушення ритму дихання. Стан тварин нормалізувався через 2-3 години по закінченні експерименту. Розрахункова концентрація (CL50) нітроксоліну для білих щурів самців – 2509 мг/м3 (2 клас небезпеки згідно ГОСТ 12.1.007-76). Розрахунковий поріг гострої інгаляційної дії нітроксоліну Limac становить 235,6 мг/м3. 

Визначення величини Limac в умовах експерименту проводили при концентраціях ЛЗ, які були утричі вищими і нижчими розрахункового порогу гострої інгаляційної дії: 706,8 мг/м3, 235,6 мг/м3 та 78,5 мг/м3 на основі досліджень інтегральних показників. Одноразовий інгаляційний вплив нітроксоліну у діапазоні концентрацій 78,5 мг/м3 - 706,8 мг/м3 не викликав достовірних змін з боку показників кров’яного гемостазу. Проте, дія ЛЗ у межах концентрацій від 235,6 мг/м3 до 706,8 мг/м3 характеризувалася зниженням в 1,6 рази СПП (р<0,05) та збільшенням в 1,9 рази тривалості тіопенталового сну (р<0,001). Поріг гострої інгаляційної дії за цими показниками встановлено на рівні 706,8 мг/м3. 

При попаданні на шкіру нітроксоліну не притаманний резорбтивно-токсичний та місцево-подразнювальний ефект. При попаданні на слизові оболонки ока сполука викликає слабку подразнювальну дію. 

Внутрішньошкірна сенсибілізація мурчаків нітроксоліном обумовлює локальну шкірну реакцію - почервоніння, набряк з утворенням папули та загальну відповідь організму пов'язану з перерозподілом пулів лейкоцитарних клітин у бік зростання у 2 рази еозинофільних гранулоцитів (р<0,05), зменшенням популяції лімфоцитів (р<0,05) з порушенням стану динамічної рівноваги між ними: зниження у 1,8 рази індексу співвідношення нейтрофілів до еозинофілів (ІСНЕ, р<0,05), у 1,8 рази моноцитів до еозинофілів (ІСМЕ, р>0,05), у 2,0 рази лімфоцитів до еозинофілів (ІСЛЕ, р<0,05), що вказує на формування патофізіологічних реакцій алергічного спрямування з участю еозинофільних гранулоцитів. 
Внутрішньошкірна сенсибілізація викликає достовірне зростання в крові тварин рівня циркулюючих імунних комплексів ЦІК (р<0,01), як відповідь на присутність нітроксолінозв'язаних біомолекулярних структур, повноцінної антигенної природи.

У системі клітинного імунітету у мурчаків сенсибілізованих нітроксоліном появляється тенденція до зростання в 1,2 рази загальної популяції Т-лімфоцитів CD3+ (р>0,05). Її зростання відбувалося за рахунок збільшення, відносно фонових показників, в 1,4 рази пулу Т-супресорно/цитотоксичних (СD8+) лімфоцитів (р<0,05) та в 1,3 рази СD16+ (p>0,05). Зростання популяції СD8+ (р<0,05) вказувало на переважання супресивних механізмів імунних реакцій, що носили, очевидно, адаптивний характер.

Субхронічний пероральний вплив нітроксоліну характеризується симптомами ураження центральної нервової системи. Сумарна DL50 нітроксоліну – 4900 мг/кг. Починаючи з 5 доби експерименту у щурів спостерігали збуджений стан, агресію, тривалу «стойку бійця», появу «курликаючих» звуків, сильну реакцію на зовнішні подразники. Загибель відмічали, починаючи з 12 доби. Упродовж експерименту при досягненні дози нітроксоліну 0,75 LD50  загинули усі тварини. Середньолетальна доза при багаторазовому введенні становила 2000 мг/кг. Коефіцієнт кумуляції Кcum = 5,0, що характеризує нітроксолін, як речовину з помірною кумулятивною активністю.

Дослідження кумулятивних властивостей нітроксоліну при інгаляційному шляху надходження проводили на білих щурах-самках в умовах підгострого досліду. Розрахунковий поріг хронічної інгаляційної дії Limchr - 45мг/м3. Для встановлення величини Limch в умовах багатократної інгаляційної дії на моделі експериментальних тварин, були обрані концентрації нітроксоліну з покроковим інтервалом утричі нижчим за розрахунковий Limch (45 мг/м3): 15 мг/м3 та 5 мг/м3. В якості критеріїв токсичності були використані інтегральні та специфічні показники (загальний аналіз та біохімічні показники крові, тіопенталова проба, СПП, поведінкові реакції). При дії препарату в заданому діапазоні концентрацій упродовж всього терміну дослідження загибелі тварин не спостерігалось. Поведінка, зовнішній вигляд щурів, споживання їжі і води, гематологічні, біохімічні показники крові у дослідних групах суттєво не відрізнялися від таких у тварин контрольної групи. Вірогідними були зміни з боку показників тіопенталового сну, які зростали в 1,3 рази на 30 добу експерименту при концентрації впливу лікарської субстанції 15 мг/м3 і 45 мг/м3, (р<0,05) та СПП, показники якого знижувалися в середньому у півтора рази (р<0,05), що і визначило концентрацію 15 мг/м3  пороговою для субхронічної інгаляційної дії. 

Використовуючи отримані параметри токсичності відповідно до формул кореляційної регресії (9) «Методических указаний по установлению ориентировочно безопасних уровней воздействия вредных веществ в воздухе рабочей зоны» [156], було встановлено і затверджено Постановою санітарно-епідеміологічної служби України від 21.01.2014 р. в якості тимчасового гігієнічного нормативу величину ОБРВ нітроксоліну у повітрі робочої зони на рівні 5,0 мг/м3 з позначкою «а» . 

Вивчення та оцінку дисбіотичної дії нітроксоліну на біотопи урогенітального тракту та прямого відділу товстого кишківника проводили на самках щурів в умовах субхронічного експерименту у діапазоні концентрацій від 5 мг/м3 до 45 мг/м3, де концентрація 45 мг/м3 була розрахунковим порогом для хронічної інгаляційної дії, від якої брали рівні у тричі нижчі: 45 мг/м3, 15 мг/м3 та 5 мг/м3 для встановлення порогових та недіючих концентрацій для дисбіотичної дії.

Тривалий інгаляційний вплив нітроксоліну у концентраціях: 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3, починаючи з 15 дня експерименту, викликає зміни в екосистемі біотопу урогенітального тракту у щурів: знижує в 1,7, в 1,9 і 8,0 разів, відносно фонових значень, частоту виявлення у конгломераті молочнокислих бактерій біфідобактерій. Обумовлює зміни морфологічних особливостей популяції Lactobacillus spp. - зростання в 1,5 (р<0,05), в 1,5 (р<0,05) та в 2,2 (р<0,05) рази у спільноті лактобактерій кокобацил з аналогічним зменшенням паличковидних форм; зростання колонізаційної активності коків – в 1,6 (р<0,05), в 2,0 (р<0,05), в 2,9 (р<0,02) разів, відповідно; витіснення з екотопу піхви грам від'ємних паличок. Лікарський засіб у діапазоні концентрацій 15 мг/м3 – 45 мг/м3, проявляє виражену дисбіотичну дію - зменшення індексу домінування молочнокислих бактерій в 1,13 - 1,14 разів (р<0,02-0,001), зростання колонізаційної активності умовно-патогенних видів: гемолітичних коків у 5,5 та 7,0 разів (р<0,02), грибів роду кандіда - в 1,3 та 1,2 рази (р<0,05), плісеневих грибів - в 3,6 та 7,2 рази (р<0,01-0,001), відповідно. Самовідновлення мікроценозу урогенітального тракту у реабілітаційний період не наступає. Концентрація нітроксоліну 5 мг/м3 при багаторазовій інгаляційній дії викликає помірні дисбіотичні зміни біотопу урогенітального тракту у щурів з повним самовідновленням мікроценозу упродовж відновного періоду та є пороговою для дисбіотичної дії, а 15 мг/м3 діючою за цим ефектом. 
Нітроксолін у діапазоні концентраціях 15 мг/м3 – 45 мг/м3 викликає у тварин дисбіотичні порушення структури та популяційного рівня фекального біотопу прямого відділу товстого кишківника. Порушення є максимальними у місячний термін експерименту й характеризуються зниженням чисельності молочно-кислих бактерій на 10,4 % (p>0,05) і 24,6 % (p<0,001), непатогенної Е. coli на 13,0 % (p<0,02) і 27,0 % (p<0,001), ентерококів на 3,9 % (p>0,05) і 11,0 % (p<0,05), спільноти коків з негемолітичними властивостями на 39,4 % (p<0,01) та 58,0 % (p<0,001), відповідно та достовірним зростанням популяції умовно-патогенних мікроорганізмів: гемолітичних ешеріхій, стафілококів, протею, грибів роду кандіда, плісеневих грибів. Концентрація нітроксоліну 15 мг/м3 – є порогом дисбіотичної дії для фекальної мікробіоти товстого кишківника, а 45 мг/м3 є діючою за цим ефектом. 
На основі оцінки дисбіотичної дії нітроксоліну при інгаляційному шляху надходження на мікробіоценози урогенітального тракту та товстого кишківника встановлено поріг специфічної дії сполуки (Limch am) – 5 мг/м3, що нижче розрахункового порогу хронічної дії за загально токсичним ефектом – 45 мг/м3.

Для обгрунтування гранично допустимої концентрації ЛЗ у повітрі робочої зони (мг/м3) розраховували коефіцієнт запасу у відповідності з «Методическими указаниями по установлению ориентировочно безопасних уровней воздействия вредных веществ в воздухе рабочей зоны» [156] за формулами з врахуванням значень: Limac, Limсh am, Zch, КВЧ. Розрахунок коефіцієнта запасу подано у таблиці 7.1. Він дорівнює 9. 
ГДК = Limсh, мг/м3 / Кзапасу    [156]
ГДК = 5/9 
ГДК = 0,55 мг/м3 
Отримана величина гранично допустимої концентрації нітроксоліну у повітрі робочої зони складає 0,5 мг/м3 (1 клас небезпеки) та запропонована МОЗ України в якості гігієнічного регламенту допустимого вмісту нітроксоліну у повітрі робочої зони.

Таблиця 7.1

Розрахунок коефіцієнта запасу по 2-ому варіанту
	Параметр
	Значення
	Бали

	Limac, мг/м3
	706,8
	4

	Limсh am, мг/м3
	5
	6

	Zch
	141,36
	8

	КВЧ
	1,17
	4

	Сума
	24

	Коефіцієнт запасу
	9


Узагальнені результати проведених досліджень по гігієнічному нормуванню АМП ЛЗ у повітрі робочої зони представлені в таблиці 7.2.

Таблиця 7.2

Параметри токсичності нітроксоліну
	Назва показника, ефекту
	Величина показника, прояв ефекту

	CL50 (розрах.) білі щури
	2500,0 мг/м3

	DL50 per os
білі  щури-самки
білі щури-самці
білі миші-самці
	980 мг/кг
835 мг/кг
660 мг/кг

	КВЧ
	1,17

	Кcum за Lim R.K. et al.
	5 (середня кумулятивна активність)

	Limac
	706,8 мг/м3

	Zac

	3,5 (1 клас небезпеки)

	Шкірно-резорбтивний ефект
	відсутній

	Місцево-подразнювальний ефект:
на шкіру
на слизові оболонки
	відсутній
слабкий (1 бал)

	Алергенний ефект
	викликає імуносенсибілізацію

	Limch
	15,0 мг/м3

	Limch am
	5,0 мг/м3

	Zch
	
141,36 (1 клас небезпеки)

	ГДК
	0,5 мг/м3  A (1 клас небезпеки)


Експериментальні дослідження та узагальнення даних, які характеризують потенційну небезпеку впливу нітроксоліну в умовах виробництва дозволили аргументувати комплекс профілактичних заходів для працівників, задіяних у виробництві нітроксоліну, а саме: 
1. Гранично допустима концентрація нітроксоліну у повітрі робочої зони становить 0,5 мг/м3 з позначкою «А». 
2. Періодичність контролю за вмістом нітроксоліну у повітрі робочої зони виробничих приміщень 1- раз на 10 днів.
3. Лікувально-профілактичне харчування у вигляді молочно-кислих  продуктів, при необхідності застосування пробіотиків у складі яких є молочно-кислі бактерії. 
4. Забезпечення персоналу індивідуальними засобами захисту.
5. Здійснення періодичних медичних оглядів 1 раз на рік з обов'язковим проведенням розгорнутого загальноклінічного обстеження крові (гемограма та біохімічний аналіз крові), бактеріологічні дослідження біотопу товстого кишківника та урогенітального тракту, у випадку останнього можна обмежитися цитологічними дослідженнями.  
Дотримання в умовах виробництва запропонованих рекомендацій сприятиме попередженню розвитку професійних захворювань та збереженню здоров'я працюючих.
ВИСНОВКИ
У дисертаційному дослідженні на основі узагальнення результатів токсикологічних, гігієнічних, гематологічних, біохімічних, імунологічних та бактеріологічних досліджень розроблено, з урахуванням специфічних ефектів, й комплексно вирішено актуальне наукове завдання щодо обґрунтування гранично допустимої концентрації нітроксоліну у повітрі робочої зони фармацевтичних підприємств та запропоновано комплекс профілактичних заходів з оздоровлення умов праці на виробництві антимікробних прераратів.

1. З’ясовано, що нітроксолін за показниками гострої пероральної токсичності належить до помірно небезпечних речовин 3 класу небезпеки (ГОСТ 12.1.007- 76). Значення DL50 для білих щурів і мишей становлять 835-980 мг/кг і 660 мг/кг, відповідно. Одноразове пероральне введення нітроксоліну щурам у дозах від 600,0 мг/кг до 1200,0 мг/кг, мишам – від 300 мг/кг до 600 мг/кг викликає розвиток гострого отруєння з симптоми ураження центральної нервової системи. Середньоефективний час загибелі тварин (ЕТ50) - 28 годин. Поріг гострої інгаляційної дії Limac, за показником тіопенталового сну та сумаційно порогового показника - 706,8 мг/м3. Сполука проявляє помірну кумулятивну активність (коефіцієнт кумуляції - 5,0) та слабку подразнювальну дію на слизові оболонки. ОБРВ нітроксоліну у повітрі робочої зони (затверджений Постановою санітарно-епідеміологічної служби України від 21.01.2014р.) 5,0 мг/м3 з позначкою «а».

2. Встановлено, що внутрішньошкірна сенсибілізація мурчаків нітроксоліном ініціює патофізіологічні процеси алергічного спрямування пов’язані з перерозподілом пулів лейкоцитарних клітин у бік зростання у 2 рази еозинофільних (р<0,05) гранулоцитів, зменшення популяції лімфоцитів (р<0,05) та порушення стану динамічної рівноваги між ними: зниження в середньому у 2 рази індексу співвідношення нейтрофілів до еозинофілів (ІСНЕ, р<0,05), лімфоцитів до еозинофілів (ІСЛЕ, р<0,05). У структурі системного імунітету обумовлює збільшення спектру супресорно-цитотоксичних Т-лімфоцитів СD8+ (р<0,05), в гуморальній ланці - рівня циркулюючих імунних комплексів (р<0,01).

3. Доведено, що нітроксолін при інгаляційному шляху поступлення та рівнях впливу: 5 мг/м3, 15 мг/м3, 45 мг/м3 в умовах субхронічного експерименту, починаючи з 15 дня експерименту, викликає зміни в екосистемі біотопу урогенітального тракту у щурів: знижує, відносно фонових значень, в 1,7, в 1,9 і 8,0 разів у конгломераті молочнокислих бактерій частку біфідобактерій. Обумовлює зміни морфологічних особливостей популяції Lactobacillus spp., зокрема зростання в 1,5 (р<0,05), в 1,5 (р<0,05) та в 2,2 (р<0,05) рази у спільноті лактобактерій кокобацил з аналогічним зменшенням паличковидних форм; зростання колонізаційної активності коків – в 1,6 (р<0,05), в 2,0 (р<0,05), в 2,9 (р<0,02) разів, відповідно; витіснення з екотопу піхви грам від’ємних паличок. ЛЗ у діапазоні концентрацій 15 мг/м3 – 45 мг/м3 проявляє виражену дисбіотичну дію - зменшення індексу домінування молочнокислих бактерій в 1,13 – 1,14 разів (р<0,02-0,001), зростання колонізаційної активності умовно-патогенних видів: гемолітичних коків у 5,5 та 7,0 разів (р<0,02), грибів роду кандіда – в 1,3 та 1,2 рази (р<0,05), плісеневих грибів - в 3,6 та 7,2 рази (р<0,01-0,001), відповідно, без самовідновлення мікроценозу у реабілітаційний період.

4. Виявлено, що нітроксолін у діапазоні концентрацій 15 мг/м3 – 45 мг/м3 при інгаляційному шляху поступлення, після двох тижнів експонування, викликає у тварин дисбіотичні порушення структури та популяційного рівня фекального біотопу прямого відділу товстого кишківника. Порушення є максимальними у місячний термін експерименту й характеризуються зниженням чисельності молочно-кислих бактерій на 10,4 % (p>0,05) і 24,6 % (p<0,001), непатогенної Е. coli на 13,0 % (p<0,02) і 27,0 % (p<0,001), ентерококів на 3,9 % (p>0,05) і 11,0 % (p<0,05), спільноти коків з не гемолітичними властивостями на 39,4 % (p<0,01) та 58,0 % (p<0,001), відповідно та достовірним зростанням популяції умовно-патогенних мікроорганізмів: гемолітичних ешеріхій, стафілококів, протею, грибів роду кандіда, плісеневих грибів.

5. Констатовано, що концентрація нітроксоліну 5 мг/м3 при субхронічній інгаляційній дії викликає помірні дисбіотичні зміни біотопу урогенітального тракту у щурів з повним самовідновленням мікроценозу упродовж відновного періоду та є пороговою (Limch am) за дисбіотичною дією для урогенітального тракту, а 15 мг/м3 діючою за цим ефектом. Концентрація нітроксоліну 15 мг/м3 – є порогом дисбіотичної дії для фекальної мікробіоти товстого кишківника, а 45 мг/м3 є діючою за цим ефектом.

6. Встановлено гранично допустиму концентрацію (ГДК) нітроксоліну у повітрі робочої зони виробничих приміщень на рівні 0,5 мг/м3 з позначкою «а» та розроблено комплекс санітарно-гігієнічних і медико-профілактичних заходів, спрямованих на покращення умов праці та збереження здоров’я працівників, що контактують з лікарським засобом.
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Marepianis gucepTauiiiol poSori 3106ysaua sickKin Fanin Iropisi “OuiKa AMCGioTuHOI T
iMyHoCercuBitiayiouoi Alf iKapchkitx 3acoBis rpyi XiHO7OHIB Mpi iX ririesiusii pernamenTaLl
'y MOBiTpi PoGoUOi 30HM Ha PUKIA/ HITPOKCOHY”

M#, HIKYENATHCAH] WieHH KOMICII - K. MeA. H., AL, Kagpeapi riricii i npodiakTHuHOi
Tokcukonorii Jlotouska-Jlyauk Y.B., K. Mes. H., Aol Kabeapu ririewu | npodinaktHuHoi
Tokckonorii Kpynka H.O. cknan uefl akt npo Te, 1o Ha Kadeapi ririens i mpogiiaktuunol
ToKcuKororii 3 2018 p. BIDOBAMKeH y HaBYAbHMIA MPOLEC Pe3yIbTaTH AuCepTauiiiHOi poBoTH
3306yBava Sicuxis Canin Iropishi.

Y KypC JleKuiii /U1 KyPCaHTIB LMK/B TEMATHUHOTO YAOCKOHA/IEHHS! Ta NIepeAaTeCTaLifiHnX
LMKAIB BKTIOYeH] HACTYTIHI AaHi:

1. TIpOBIHHM WKIZLHBHM GaKTOPOM Y XiMIKO-(BapMaLEBTHUHOMY BHPOGHHLTSI
HITPOKCOAHY € XiMiuHHi,

2. HiTpoKconin y BUIIAAI 2030/ AesiHTerpauii HaAXOAUTH y NOBITPA poBouoi 30mH Ha
CTayiifiX KOHTDOMIO MACH CHPOBMHM, MPOCiIOBaHHA, 3BaXYBAHHA i 3ABAHTAXYBAHHA Y PEaKTop,
nozpiGHerHs, BONOTOY rpaHY AL Ta MOXe MOTPANAATH B OPraHisM MPaLJOIOUNX Yepes ANXabHi
ULIAXH Ta WKIPHi NOKPHUBH, 3a6PY/AHIOBATH CNIELIOAAT MPALJOIOMHX.

3a pesynsTaTamu po3poBKH OPIEHTOBHO Ge3riewHHX PiBHIB BILWMBY y MOBITPI PoGOUOI 30HH
HITPOKCOAiHY HayKOBO OBIPYHTOBAHO Ta 3arpOTOHOBAHO /U1 BIPOBA/DKEHHs B MPAKTHKY XiMiKO-
(APMALIEBTUUHOTO  BUDOGHUITTBA  KOMIUIEKC 3aXOfiB, W00 NOMIEPE/KEHHA  Mpodecifitmx
iHTOKCHKaLH BUKMKaHHX MKapCLKOI0 CyBCTaHicio.

Jns npoinakTHKM npodeciiiHmx iHTOKCHKaLH HeoBXiAHIM €

- JOTPHMaHH TiricHIYHOTO per/lameHTy BMICTY HITPOKCOAiHY y NOBITpI POGOUOI 30HH, KMk
CrasoBuTS 5 Mr/m* (3aTB, MO3 Yipaitn);

- pificHenna 1 pa3 Ha THKZeHb KOHTDOMIO 33 BMICTOM HITPOKCOAiHY y MOBiTPi poGodoi

30mH;

- OBMeXeHHs AOCTYNy NpAUiBHAKIE A0 BMPOGHMUHX NpHMillieHb BIATIOBIAHO AO
dbyHKuioHaMbHIX 0GOB'A3KIB Ta eTaniB BHPOGHHLITEa;

- BUKODHCTAHHS CTIELOAATY: 3aXWCHI pyKapii, NpOTHaepo30nbHi pecriipatopu LIIB-1
«Jlenectok»;

- 3a6e3neueHis XapuyBaHHSM y BMTASAL NiKyBatbHO-TIpoGiAaKTIHOMO paijory Ne 5
(rapsui criaHK# A0 NOUaTKY POGOTH);

- MejJHuHe CrIOCTepeXeHHs 3a YIOPOB'AM MPALIOIOUMX.

Tonosa komici

Ynenn komicii </ 2,
7 %

K. Me. H, Ao, JloTouska-Jlyau Y.5.
K. e, K, gou. Kpynka H.O.






ДОДАТОК В
	[image: image30.jpg]-
AKT BIIPOBA/UKEHHST
MaTepiani awcepranitiof poSorn 3106ynasa sicekin anmu Iropisum “Ouinka
eioTHnoi Ta iMyHoCeHCHGLni3yi0HOf il MiKapehKiTX 3ac06iB rpyIH XiHOTOHIB npH iX
ririeniummii pernavenTauii y nosiTpi poGotol 30H Ha NPUKAAZ HiTpOKcoiHY”

M, MiKSemiATHCaHi WieHH KoMicii - 3apiiysau KabeApH KiiHiuHOi iaGopatopHoi
piarHoCTHK, 1. Mex. 1., npodecop Jlanoseus JLE., K. Giom. i., OUEHT KadeipH Kainiunoi
aGoparoproi iarocTukn Jleben . ciranu neit akt npo Te, 1o 3 2018 p. Ha Kadeapi
KiHi9HOT 1aGOPATOPHOT ATHOCTKH BNPOBAUKEHi y HABYATBHHH MPOLCC Pe3yabTaTh
icepraiiiioi poori 3n00yBaua Slckin Lawit Iropisin.

Y Kype JeKuifi A4 KYpCAmTi WHKIB TEMATHUHOTO  YAOCKOHATCHES,
NepeaTeCTAN X WHKATB Ta KyPCy Creiaisaitii BRTI0YeHi HacTynHi Aani:

- NiTpOKcOMiN, TP GANATOKPATHOCTI NOCTYIIEHHS B OPraHisM possc
iMyHOCEHCHOLTaYIOny AKTHBHICT,, BHKAMKAC MEPEPOINOAIN CIIEKTPY ICIKOUNTApHIX
WIiTHR y Gik SPOCTAHHA MyAy COSMHOLTBHUX JeHKOWATIB, i BIAIOBIINO SHILKeHIS
POIDAXYHKOBHX CHKOUATAPHHX iHiekcis y GOPMyTi SKUX BPAXOBYCTCH MOKA3HUK
coammodinia, 30kpema iziekcy crimsinomeHns meiitpodinis 1o cosusodinia (ICHE),
sispouTin 10 cosurodinin (ICJIE), Monowis 10 eosunodiais (ICME);

- iMyHOperyiATOpHi mTpouccH npu cemcnOLNsamii  MITPOKCOTiHOM  MaiOTh
iMyHocynpecuBimii XapaKkTep fi HaUpABICHi 1 TATHMYBAHHA iMYHOTATOrCHETHIHIX
peaxuili;

- IpYIIOI0 PH3MKY WIOZI0 POIBATKY aiCpriumiX peaKiifi na HITpOKCoTin € ocoi 3
posTazaMH perysii iMyHHOT BiATIOBIA.

Foosa kowicii / “"/ e, i, npo. Jlaroserts JLE.

Unienn Komicit K. Giox. 1., gou. JleGean 5.
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Gateprmyion
HayKkosoi poGori

2018p

AKT BIPOBA/UKEHHSI
MaTepianis auceprauiiinoi poSots 3x06ysaya Sichkis [anrn Iropisau “Ouinka
ueGioTHuROi Ta inyHoCeHCHGiTisyIool Aif MKApCHKHX 3aC0GiB FpyIH XiKONOHIB
npw ix ririeri4HRi peraMenTai y noBiTpi poGotoi 30HH Ha NpHKIAi
HiTpOKCOiHY”

My, Hikdeniamucani aienn Komicii - 1. Mex ., npod. Kabempu (apmaonorii
Tingxko O.P., k. Mex. 1., non. Kadenpw papmaxosorii Maspumok LM. crram ueit
ak mpo Te, mo Ha Kaeapi papmaxonorii 3 2018 p. BNPOBawKeH y HaBvATLHI
TpoLeC pesyyTaTH IMCepTANiiHOi PoGOTH 3106yBaua Sckkis anri IropiniH.
Y Kype JleKuili Ta IPaKTHHHHX SAHATH UK CTYACHTIE 3 KypCy MCAMMHIX
daxymsTeTip Ne 1 Ta No 2 BRTIONEH] RACTYTIHI Jai:
1. Hitpokconin Bonoziie cna6o BUPAKEHOK KyMy/IATHBHOIO AKTHBHICTIO, Koe(iltierT
KoMy i - 5,0
2. Crisiznomenns ey DLsy PH NEPOPATLHOMY HATXOIKEHHI 1AGOPATOPHIM
TBAPHHAM | PEKOMERI0BaHOT HaliBHILOT 1060BOi TepaneBTHHON cknazac — 74.
3. Cepexa CHCTEMHHX MOPYWeHb, AKi MOJIMBI NPH NPHHOMI HITPOKCOMiHY
MEpEBAKAIYHMH € AHCGIOTHWIA, iMyHOCEHCHGINIZyIOua Ais.
4. Jlocnimkenns oaHOpasoBoi iHTaIAiHON Al KITPOKCONIHY MPH HAATIOPOOBHX,
TIOPOrOBHX Ta MiMOpPOroBHX KoHUeHTpauisax (706,8 Mr/M’, 235,6 Mr/r, 78,5 Mr/a’)
BHABHJIH C1aG0 BHPa/KeHY reMONITHIHY IO
5. JlocnimKenns winanemux eQeTi BIUIMBY 3ACBIIMWIH, WO HITPOKCOTIH He
BOIIOJiE WKIPHO-PE3OPOTHBHOIO Ta MiCHERO-TIOIPASHIOKYOIO JEi0 MpH HAHECEH] Ha
WKipy, NPH TONAJAHHI HA CITH30BI — NPOABIAE CNAGO MOJPA3HIOBANBHY IO,

Tonosa kowicii : npag. Minaxxko O.P.
Haenn ki : e 1., 1ot Faspumok LM






ДОДАТОК Д. 
	[image: image32.jpg]Jozatok

o «3atBepuKYIO»
. Ipopexrop 3 HaykoBoi poGo
JIBBIBCEKOTO HALOHATBHC

Matepianis ucepraniittoi poGorH 3106yBaua Slchkis 'anny Iropisam “Ouinka
AMCGIOTHAROT Ta iMyHOCEHCHGii3yI0%0i i IKAPCHKHX 3aCO0IB TPYIIH XiHOMOHIB MPH ix
ririeniummii pernaMeRTALLi y NOBITPi POGOUO 30HM Ha MPHKIATI HITPOKCOiHY™

Mp, HikdeniAHCaH] wienn Kowicii - 1. Me. H., mpod. Kabeapu wikpoGionorii
Kopuiltuyk Onena Iletpibua, K. Mea. i, zou. Kabeapu mikpoGionorii Iapmifi C.JA.
CKIIa/H 11ei aKT 1po Te, 1o Ha kadespi MikpoGiosorii 3 2018 p. BupoBakeni y HapuaTbHHIH
TIpOLEC PesyILTaTH MCepTaNifiHOi poGoTH 3100yBaua Slcbkis Ianm Iropini,

Y Kype f1eKuit Ta NPAKTHYHIX 3AHATS V15 CTY/ICHTIB 2-3 KypCy Me/HUHIX
akynsreria Ne 1 Ta Ne 2 BKTioueHi HacTynHi aasi:

1. Hitpokcoin Bosoziie MCGi0THIHOK aKTHBHICTIO.

2. Tipn iHTansAifiHOMY MUIAXY MOCTYIUICHHS B OpraiaM y moporosifi (15 MrAf) Ta
Ha;noporoBiif KoumeHTpamiax (45 MU/A’) Ta excnosuuii >15 amis tikapeskuif 3aci6
0GYMORITIOE OPYIIEHHS MIKPOGIONeHO3Y YpOreHiTATBHOIO TPAKTY Ta KMIIKIBHHKA,

3. TIoporoBi Ta HANOPOrOBi KOHNEHTpAIil HITPOKCOMiHY BHKIMKAIOTH y GioTomi
YPOICHITATBHOTO TPAKTY 3MCHIICHHS MIKpOGIOTH MOJOWHOKHCANX Gakrepii Ta
OGYMORIIOIOTS CTPYKTYpi 3wilH ycepe i MIkpOGHOT ciTbHOTH: 3HIKYIOTE Ha 80,0 % Bix
TOYATKOBIX 3HateHs MHTOMY Bary GiizoGaxTepii, imiuiioioTs spoctania y 1,5-2,3 pasi B
THOMYIAUT AAKTOGAKTEPill KOKOBIHIHHX (BOPM 3 GHATOTIMHHM 3MEHIICHHAM TATHIKOBHHIX,
TIOCHITIOIOTH KOIOHI3AILIO YMOBHO-ATOTeHHO (MiopH.

4. Hitpokcosiis y noporosili Ta aAnoporosiii kounenTpanii Ta excriosuuii >15 s
BUKJUKAE TOPYUICHKA CTPYKTYpH GIOTONY BMICTY NIPAMOTO BiALAiTy TOBCTOTO KHIIKIBHHKa,
IMEHIICHHS TTHTOMOI BArM OGHIATHO-(PAKYISTATHBHOT MIKpOGUIOPH 32 PAXYHOK 3HIKCHHS
HCETBHOCT] MOIOSHO-KACHX GaKTepii, GaKTepil Iy KHIIKOBHX MATHYOK, EHTEPOKOKIE,
TIEMTOCTPEIITOKOKIB Ta {HUIMX He TEMOTITHVHIX KOKIB Ta 3DOCTAHHS MOMYIAILT YMOBHO-
TIATOTCHHMX MIKPOOPraHi3MiB: TeMOTITHYHIX emepixili, CTadiToKOKiB, mpoTeio, rpHOiB
POty KaHiaa, TUTiceHi.

T'ooBa kowics 2. Mex. 1., ipoc. Kopritiuyk O.T1.

K. Mex. 1., gou. TTasniii C.JA.
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