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У статті подані результати досліджень антибактеріальної активності та визначення міні-
мальних інгібуючих концентрацій речовин класу хінолонів методом серійних мікророзведень стосовно 
Pasteurella multocida. Проведено дослідження з визначення антибіотичної активності речовин класу 
хінолонів диско-дифузійним методом. Встановлено наявність антибактеріальної активності хінолонів 
до музейної тест-культури Pasteurella multocida та наявність у Pasteurella multocida чутливості до 
досліджуваних сполук.

У роботі використані похідні групи хінолонів, які є представниками групи синтетичних антибіо-
тичних речовин, що є похідними 4-хінолону і мають в своєму складі піперазиновий цикл. Для проведення 
досліджень було відібрано одинадцять найбільш перспективних сполук, які відрізнялися положенням 
та групою радикалів, що ймовірно підвищило антимікробну дію стосовно тестового мікроорганізму 
Pasteurella multocida.

У результаті проведених досліджень була визначена мінімальна інгібуюча концентрація та зони 
затримки росту речовин класу хінолонів. Мінімальна інгібуюча концентрація коливалася в межах від 
0,41±0,00011 мг/см3 до 0,00041±0,000001 мг/см3, а діаметр зон затримки росту — від 8,5±0,43 мм 
до 27,8±0,3 мм.

Найактивнішою стосовно Pasteurella multocida серед речовин класу хінолонів, що досліджува-
лися, була сполука ОДИ-39 (9-фтор-3-метил-10-(4-метилпіперазин-1-ил)-7-оксо-2,3-дигідро-7H-[1,4]
оксазин[2,3,4-ij]хінолін-6-карбонова кислота) з мінімальною інгібуючою концентрацією 0,00041 мг/см3 

та діаметром зони затримки росту 27,8±0,3 мм. Сполуки ОДИ-20, ОДИ-26, ОДИ-28, ОДИ-29, ОДИ-34, 
ОДИ-36, ОДИ-37, ОДИ-38 та ОДИ-43, які відрізняються природою та положенням радикалів, прояви-
ли низьку активність у мінімальній концентрації 0,41 мг/см3. Діаметри зон затримки росту цих сполук 
становили від 8,5±0,43 мм до 12,8±0,6 мм. Сполуки ОДИ-16, ОДИ-17, ОДИ-18, ОДИ-19, ОДИ-21, ОДИ-22, 
ОДИ-23, ОДИ-25, ОДИ-27, ОДИ-30, ОДИ-31, ОДИ-32, ОДИ-33, ОДИ-35, ОДИ-40, ОДИ-41, ОДИ-42 не 
проявили активності стосовно Pasteurella multocida.
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The article describes the results of the study of antibacterial activity and determination of minimum 
inhibitory concentrations of quinolone class by microdilution method against Pasteurella multocida. The antimi-
crobial activity of the quinolone class of substances was investigated by disk diffusion method. The existence 
of antibacterial activity of quinolones to museum test culture of Pasteurella multocida and the presence of the 
susceptibility in Pasteurella multocida to investigated compounds have been established.

The derivatives of quinolone class which belong to synthetic antibiotic substances of 4-quinolone de-
rivative and contain the piperazin circle in their structure were used. Eleven the most perspective substances 
with different positions and radical group compositions were choosen that probably strengthened their antimi-
crobial action toward tested microorganism Pasteurella multocida.

As result of investigations it was identified the minimum inhibitory concentration and growth inhibition zone of 
substances of chinolone class. The minimum inhibitory concentration was detected at range from 0,41±0,00011 mg/сm3  
tо 0,00041±0,000001 mg/cm3 and growth zone diameter was at range from 8,5±0,43 mm to 27,8±0,3 mm.

ODI-39 (9-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-2,3-dihydro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ij]quino-
line-6-carboxylic acid) was the most active compound among the tested substances of quinolone class with 
a minimum inhibitory concentration 0,00041 mg/cm3 and the diameter of growth inhibition zone 27,8±0,3 mm. 
The compounds ODI-20, ODI-26, ODI-28, ODI-29, ODI-34, ODI-36, ODI-37, ODI-38 and ODI-43 which differ 
by nature and position of the radicals demonstrated low level of antibacterial activity with a minimum con-
centration 0,41 mg/cm3. The diameters of the zones of growth inhibition by these compounds varied from 
8,5±0,43 mm to 12,8±0,6 mm. The compounds ODI-16, ODI-17, ODI-18, ODI-19, ODI-21, ODI-22, ODI-23, 
ODI-25, ODI-27, ODI-30, ODI-31, ODI-32, ODI-33, ODI-35, ODI-40, ODI-41, ODI-42 did not demonstrate 
any activity against Pasteurella multocida.

Keywords: MICROORGANISM, PASTEURELLA MULTOCIDA, MINIMUM INHIBITORY 
CONCENTRATION, ANTIBACTERIAL PROPERTIES, QUINOLONES
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В статье поданы результаты исследований антибактериальной активности и определения 
минимальных ингибирующих концентраций веществ класса хинолонов методом серийных разведений 
в отношении к Pasteurella multocida. Проведены исследования по определению антибактериальной ак-
тивности веществ класса хинолонов диско-диффузионным методом. Установлено наличие антибак-
териальной активности хинолонов к музейной тест-культуре Pasteurella multocida, а также наличие 
у Pasteurella multocida чувствительности к исследованным соединениям.

В работе использованы производные группы хинолонов, которые являются представителями 
группы синтетических антибиотических веществ, производных 4-хинолонов, и имеют в своем соста-
ве пиперазиновый цикл. Для проведения исследований были отобраны одиннадцать наиболее перспек-
тивных соединений, которые отличались положением и группой радикалов, что вероятно повысило 
антимикробное действие в отношении тестового микроорганизма Pasteurella multocida.



The Animal Biology, 2016, vol. 18, no. 3

11

Біологія тварин, 2016, т. 18, № 3

В результате проведенных исследований была определена минимальная ингибирующая концен-
трация и зоны задержки роста исследованных веществ класса хинолонов. Минимальная ингибирующая 
концентрация составляла от 0,41±0,00011 мг/см3 до 0,00041±0,000001 мг/см3, и диаметр зон задержки 
роста — от 8,5±0,43 мм до 27,8±0,3 мм.

Наиболее активным среди веществ класса хинолонов, которые исследовались, было соединение 
OДИ-39 (9-фтор-3-метил-10-(4-метилпиперазин-1-ил)-7-оксо-2,3-дигидро-7H-[1,4]оксазин[2,3,4-ij]хинолин-
6-карбоновая кислота) с минимальной ингибирующей концентрацией 0,00041 мг/см3 и диаметром зоны 
задержки роста 27,8±0,3 мм. Соединения OДИ-20, OДИ-26, OДИ-28, OДИ-29, OДИ-34, OДИ-36, OДИ-37, 
OДИ-38 и OДИ-43, которые отличаются природой и положением радикалов, проявили низкую анти-
бактериальную активность в минимальной концентрации 0,41 мг/см3. Диаметры зон задержки роста 
этих соединений находились в диапазоне от 8,5±0,43 мм до 12,8±0,6 мм. Соединения OДИ-16, OДИ-17, 
OДИ-18, OДИ-19, OДИ-21, OДИ-22, OДИ-23, OДИ-25, OДИ-27, OДИ-30, OДИ-31, OДИ-32, OДИ-33, OДИ-35, 
OДИ-40, OДИ-41, OДИ-42 не проявили активности в отношении Pasteurella multocida.

Ключевые слова: МИКРООРГАНИЗМ, PASTEURELLA MULTOCIDA, МИНИМАЛЬНАЯ 
ИНГИБИРУЮЩАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ, АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА, ХИНОЛОНЫ

Pasteurella multocida — мікроорганізм, 
клітини якого мають форму прямих паличок 
розміром 0,2–0,4×0,4–2 мм. Є факультативним 
анаеробом, нерухливим та грамнегативним 
мікроорганізмом [1]. Викликає захворювання 
на пастерельоз.

Пастерельоз — контагіозна інфекційна 
хвороба тварин багатьох видів, що за гострого 
перебігу характеризується септичними явища-
ми, фібрінозно-геморагічним запаленням ле-
гень, плевритом, набряками в різних ділянках 
тіла, а за підгострого і хронічного — пневмо-
нією, ураженням очей, суглобів, молочних 
залоз і геморагічним ентеритом. До пастере-
льозу чутливі усі види домашніх ссавців та 
птиці, найбільш чутливі — ВРХ, кролі та кури. 
Захворювання від тварин може передаватися 
людям [2].

Сьогодні засобами першого вибору бо-
ротьби з патогенними бактеріями — збудника-
ми інфекційних хвороб тварин і людей є анти-
біотичні препарати різних груп [3]. Але однією 
з найбільших проблем сучасної ветеринарної 
і гуманної медицини є резистентність до анти-
біотиків клінічно значущих збудників інфекцій-
них захворювань. Особливу увагу ветеринарної 
і гуманної медицини привертає поява анти-
біотикорезистентних форм у Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 
та інших бактерій, які є причиною зокрема 
нозокоміальних інфекцій. Важливе значення 
в епідеміології має можливість мікроорганізмів 
формувати резистентність одразу до декількох 
антибіотиків [4].

Проблема поширення стійкості мікро-
організмів до антибактеріальних речовин є 
глобальною і безпосередньо пов’язана з інтен-
сивністю застосування антибіотиків у клініч-
ній практиці. Швидкість, з якою формується 
і поширюється стійкість мікроорганізмів до 
антибактеріальних препаратів, змушує фар-
мацевтичні кампанії до постійного пошуку 
нових речовин з високою антибактеріальною 
активністю.

Найважливішими компонентами но-
вих зусиль із запобігання подальшому розвит-
ку стійкості до протимікробних препаратів 
повинні бути регулювання їх застосування, 
освіта та охорона здоров’я, які враховують 
соціально-культурні та економічні фактори [5]. 
Також одним зі шляхів подолання антибіотико-
резистентності є пошук та створення нових 
біологічно активних сполук, які би мали анти-
бактеріальну і/або антивірусну активність, се-
ред різноманітних хімічних класів [4].

Хінолони — група синтетичних анти-
біотиків, що є похідними 4-хінолону і мають 
у своєму складі піперазиновий цикл. Частиною 
групи хінолонів є фторхінолони, що містять 
атоми фтору. Хінолони спочатку становили 
інтерес насамперед як антибактеріальні [6–11] 
і протималярійні засоби [12].

Першим препаратом групи, який був 
застосований у клінічній практиці (1962 р.), 
є налідиксова кислота [13, 14]. До нефторова-
них хінолонів, що застосовуються у клінічній 
практиці, належять також піпемідова кислота, 
оксолінова кислота, піромідієва кислота [13]. 
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Перелічені вище представники групи хіно-
лонів мають вузький спектр дії, що охоплює 
лише грамнегативні бактерії родини Entero-
bacteriaceae [15–18].

На сьогодні такі антибіотики класу хіно-
лонів, як ципрофлоксацин, норфлоксацин, пеф-
локсацин, ломефлоксацин і офлоксацин, успіш-
но застосовуються для профілактики і лікуван-
ня широкого спектру мікробних інфекцій [8].

Хінолони діють бактерицидно, пору-
шуючи синтез ДНК у бактеріальних клітинах, 
блокуючи два життєво важливих ферменти бак-
терій — ДНК-гіразу та топоізомеразу IV.

Слід зауважити, що формування ре-
зистентності мікроорганізмів до хінолонів та 
фторхінолонів відбувається повільно. Тому 
питання подальшого пошуку, тестування та 
вивчення біологічних властивостей антибак-
теріальних речовин з метою створення нових 
засобів для боротьби з інфекційними хвороба-
ми, безумовно, залишається актуальним.

Мета роботи полягала у порівняльному 
дослідженні антимікробної активності ново-
синтезованих речовин класу хінолонів стосов-
но P. multocida.

Матеріали і методи

Для досліджень була використана куль-
тура грамнегативного мікроорганізму P. mul-
tocida (штам № 115) з колекції Національного 
центру штамів мікроорганізмів Державного 
науково-контрольного інституту біотехнології 
і штамів мікроорганізмів. Для культивуван-
ня культури мікроорганізму P. multocida, а та-
кож для досліджень методом серійних мікро-
розведень використовували бульйон Мюлера-
Хінтона (МХБ). Сполуки були синтезовані ав-
торами статті в Інституті молекулярної біології 
і генетики НАН України.

Для проведення досліджень використо-
вували добову культуру мікроорганізму. Далі 
концентрацію доводили до 0,5 одиниць за стан-
дартом МакФарланда (1,5×108 КУО/см3) за 
допомогою 0,9 % розчину NaCl (фізіологіч-
ний розчин).

Хімічні сполуки розчиняли у диметил-
сульфоксиді (ДМСО) до початкової концен-
трації 0,41±0,003 мг/см3. Досліди проводи-

лись із використанням полістиролових план-
шетів на 96 лунок (Sarstedt, Німеччина) та 
чашок Петрі.

У перший ряд (А1–Н1) вносили конт-
роль бульйону у кількості 0,1±0,002 см3, у дру-
гий ряд (А2–Н2) — контроль культури у кіль-
кості 0,09±0,005 см3. У третій ряд (А3–Н3) 
вносили суміш бульйону, культури та ДМСО 
у співвідношенні 10:9:1. У дванадцятий ряд 
(А12–Н12) вносили суміш поживного середови-
ща, культури та антибіотика «Норфлоксацин» 
(ТОВ «Здоров’я», серія 4, контроль 4) як конт-
роль у співвідношенні 10:9:1. У всі інші ряди 
вносили суміш бульйону, культури та досліджу-
ваної речовини у співвідношенні 10:9:1.

Для досліджень диско-дифузійним ме-
тодом використовували агар Мюлера-Хінтона 
(МХА). У чашку Петрі наливали 20±1 см3 

агару та давали застигнути протягом 2–3 год. 
Далі додавали 1,5±0,1 см3 суспензії P. multocida 
у концентрації 0,5 за стандартом МакФарланда 
(1,5×108 КУО/см3) та рівномірно розподіляли 
по всій поверхні чашки Петрі. Потім на сте-
рильні диски діаметром 6 мм з фільтрувального 
паперу з діаметром пор 0,22 мкм наносили по 
0,01±0,00002 см3 речовин на диск у концентра-
ціях 0,41±0,0003 мг/см3, 0,041±0,0002 мг/см3, 
0,0041±0,00001 мг/см3 та 0,00041±0,0000002 мг/см3  
(похибка дозатора) і розкладали на чашки 
у кількості 6 дисків на чашку. Антибіотик роз-
чиняли у ДМСО і наносили на диски у вигляді 
рідини в тих самих концентраціях, що й до-
сліджувані сполуки.

Далі чашки Петрі інкубували протягом 
2–3 год за температури 25±2 °С для дифун-
дування антимікробних речовин в агар. Після 
цього планшети та чашки Петрі інкубували 
у термостаті за температури 35±2 °С протя-
гом 24 год.

Результати й обговорення

Запорукою успішної антибіотикотера-
пії є визначення чутливості мікроорганізмів 
до антибіотиків та вибір найбільш ефектив-
ного з них. Для цього потрібно постійно ви-
значати чутливість мікроорганізмів до анти-
біотиків та проводити пошук нових сполук 
з антибактеріальною активністю.
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Нами проведено дослідження з вивчен-
ня антибіотикочутливості 28 новосинтезова-
них гетероциклічних сполук класу хінолонів 
стосовно P. multocida. В результаті проведених 
досліджень встановлено, що речовини класу 
хінолонів проявили антибактеріальну актив-
ність щодо P. multocida (табл. 1, 2).

Також визначена їхня мінімальна інгібу-
юча концентрація (МІК) та зони затримки рос-
ту на грамнегативній тест-культурі P. multocida.

Одержані результати вказують на те, що 
досліджувані речовини класу хінолонів про-
явили активність щодо P. multocida.

Було встановлено, що з 28 досліджу-
ваних речовин найбільшу антибактеріальну 
активність методом серійних розведень сто-
совно досліджуваного тест-мікроорганізму 
проявила лише речовина OДИ-39, що ста-
новить 3 % від усіх досліджуваних сполук, 
з мінімальною інгібуючою концентрацією 
0,00041±0,0000012 мг/см3. Також 10 дослі-
джуваних речовин (36 % від усіх наявних для 
дослідження сполук) проявили слабку антимі-
кробну дію на P. multocida зі значенням МІК 
від 0,41±0,00011 мг/см3 до 0,41±0,00031 мг/см3. 
Мінімальна інгібуюча концентрація антибіо-
тика «Норфлоксацин» стосовно P. multocida 
мала значення 0,0004±0,000001 мг/см3. МІК 
ДМСО становила >0,41 мг/см3.

За вивчення антибіотичної активності 
досліджуваних речовин методом дифузії в агар 
встановлено, що найактивнішою була речовина 
OДИ-39 зі значенням діаметра зони затримки 
росту 27,8±0,3 мм. 10 сполук зі всього спектру 
досліджуваних речовин класу хінолонів про-
явили слабку активність. Діаметр зон затримки 
цих речовин був від 8,5±0,43 мм до 12,8±0,6 мм. 
Значення діаметра зон затримки росту ДМСО 
було <6 мм.

На основі отриманих даних встановлено, 
що серед досліджених речовин класу хінолонів 
мала високу антибактеріальну активність речо-
вина OДИ-39. Ця активність була підтверджена 
при дослідженні і методом серійних мікророзве-
день, і диско-дифузійним методом. Із вищенаве-
деного зроблено припущення, що висока актив-
ність сполуки OДИ-39 може бути обумовле-
на наявністю та положенням функціональних 
груп у складі хімічної структури речовини.

Висновки

1.  Встановлено, що хімічні сполуки 
групи хінолонів проявили антибіотичну актив-
ність стосовно P. multocida.

2.  У результаті проведених досліджень 
була визначена мінімальна інгібуюча концен-
трація та зони затримки росту речовин класу 
хінолонів. МІК становила від 0,41±0,00011 мг/см3 
до 0,00041±0,000001 мг/см3, діаметр зон за-
тримки росту мав значення від 8,5±0,43 мм 
до 27,8±0,3 мм.

3.  За результатами досліджень, найпер-
спективнішою слід вважати сполуку 9-фтор-3-
метил-10-(4-метилпіперазин-1-ил)-7-оксо-2,3-
дигідро-7H-[1,4]оксазин[2,3,4-ij]хінолін-6-
карбо нову кислоту зі значенням МІК 0,00041± 
±0,000001 мг/см3 та діаметром зони затримки 
росту 27,8±0,3 мм.

Перспективи подальших досліджень. 
З наведених вище даних видно, що пошук 
новосинтезованих хімічних сполук із проти-
мікробною дією є достатньо перспективним 
напрямом. Тому подальші дослідження будуть 
спрямовані на пошук нових речовин з анти-
бактеріальною активністю щодо P. multocida.
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