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______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Бактериальные клетки в составе биопленок характеризуются высоким уровнем патоген-
ности, устойчивостью к защитным механизмам организма человека и резистентностью к 
антибиотикам и дезинфектантам. Биопленки снижают эффективность антимикробной химио-
терапии и способствуют хронизации воспалительного процесса, их обнаруживают в 80–90% 
случаев хронических заболеваний. В эксперименте изучали антибиопленочное действие но-
вого комбинированного лекарственного средства на S. aureus, C. аlbicans и микробные ассоци-
ации. В работе исследовали вагинальные суппозитории (клотримазол, метронидазол, ибупро-
фен, витепсол). Способность исследуемых веществ влиять на пленкообразование бактерий 
и грибов исследовали на 1-суточных культурах микроорганизмов, используя полистироло-
вые планшеты для иммуноферментного анализа. Измерение оптической плотности прово-
дили на спектрофотометре. Клотримазол в концентрации 100–400 мкг/мл подавлял форми-
рование биопленки C.  albicans на 92,2–93,7%, а метронидазол в концентрации 200  мкг/мл  
подавлял формирование биопленки S. aureus на 75,1%. В исследовании выявлена отчетливая 
антимикробная активность нестероидного противовоспалительного препарата ибупрофена, 
по отношению к биопленкам S. aureus в концентрации 20 мкг/мл ингибирующий эффект соста-
вил 50,8%, при 40 мкг/мл и 80 мкг/мл – 76,7 и 72,3% соответственно. Результаты проведенных 
исследований свидетельствуют, что новый комбинированный препарат проявляет отчетли-
вое ингибирующее действие на монокультуры аэробных и анаэробных бактерий, а также бак-
териально-грибковые ассоциации. Экспериментально доказано наличие антибиопленочной 
активности препарата в отношении золотистого стафилококка, дрожжеподобных грибов и 
микробных ассоциаций, состоящих из S. aureus и C. аlbicans.
Ключевые слова: биопленки, Staphylococcus aureus, Candida albicans, метронидазол, клотри-
мазол, ибупрофен.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Bacterial cells in the composition of biofilms are characterized by high levels of pathogenicity, 
resistance to protective mechanisms of the human body and resistance to antibiotics and 
disinfectants. Biofilms reduce the effectiveness of antimicrobial chemotherapy and promote the 



551«Рецепт», 2019, том 22, № 4

�� ВВЕДЕНИЕ
В течение длительного времени микроорганизмы рассматрива-

лись как планктонные клетки, с учетом чего проводилось большин-
ство микробиологических исследований, в том числе установление 
активности антимикробных препаратов, определение спектра и ме-
ханизма действия, а также разработаны тест-системы по определе-
нию чувствительности микроорганизмов к действию лекарственных 
средств. Согласно современным представлениям, основной формой 
существования микроорганизмов являются биопленки  – структурно 
организованные микробные группировки, прикрепленные к абиотиче-
скому (импланты, катетеры) или биотическому (ткани макроорганизма) 
субстрату и окруженные биополимерным матриксом. Бактериальные 
клетки в составе биопленок характеризуются высоким уровнем пато-
генности, устойчивостью к защитным механизмам организма человека 
и резистентностью к антибиотикам и дезинфектантам [1–3]. Биопленки 
снижают эффективность антимикробной химиотерапии и способству-
ют хронизации воспалительного процесса, их обнаруживают в 80–90% 
случаев хронических заболеваний [4–6].

�� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение влияния потенциального комбинированного лекарствен-

ного средства с противомикробной и противовоспалительной актив-
ностью в форме вагинальных суппозиториев на чувствительность био-
пленок Staphylococcus aureus и Candida albicans.

�� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования стали модельные образцы комбинирован-

ного лекарственного средства в форме вагинальных суппозиториев,  
в состав которых входили клотримазол, метронидазол, ибупрофен, 
витепсол. 

chronization of the inflammatory process, they are found in 80–90% of cases of chronic diseases.  
In the experiment, the antibiotic effect of the new combined drug on S. aureus, C. albicans and microbial 
associations was studied. Vaginal suppositories (clotrimazole, metronidazole, ibuprofen, vitepsol) 
were investigated in this study. The ability of the test substances to influence the film formation of 
bacteria and fungi was investigated on 1-day cultures of microorganisms using polystyrene plates 
for immunoassay analysis. Measurement of optical density was carried out on a spectrophotometer. 
Clotrimazole at a concentration of 100–400 μg/ml suppressed the formation of C. albicans biofilms 
by 92.2–93.7%, and metronidazole at a concentration of 200 μg/ml suppressed the formation of 
biofilms S. aureus by 75.1%. The study revealed a distinct antimicrobial activity of the nonsteroidal 
anti-inflammatory drug ibuprofen, with respect to S. aureus biofilms at a concentration of 20 μg/ml,  
the inhibitory effect was 50.8%, at 40 μg/ml and 80  μg/ml – 76.7 and 72.3% respectively. The 
results of the conducted studies indicate that the new combined drug exhibits a distinct inhibitory 
effect on monocultures of aerobic and anaerobic bacteria, as well as bacterial-fungal associations. 
The presence of antibiotic activity of the preparation in relation to S. aureus, yeast-like fungi and 
microbial associations consisting of S. aureus and C. albicans has been experimentally proved.
Keywords: biofilms, Staphylococcus aureus, Candida albicans, metronidazole, clotrimazole, 
ibuprofen.
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Эксперименты проведены с использованием клинического штамма 
Staphylococcus аureus (S. аureus) 222, чувствительного к действию ази-
тромицина, амикацина и клиндамицина, умеренно чувствительного к 
эритромицину, резистентного к действию оксациллина, гентамицина, 
рифампицина и ципрофлоксацина, и Candida albicans (C. albicans) 1486, 
чувствительной к действию клотримазола, итраконазола и тербинафи-
на, умеренно чувствительной к амфотерицину  В, резистентной к дей-
ствию флуконазола и кетоконазола. 

Антибактериальное действие нового комбинированного лекар-
ственного средства по отношению к планктонной форме S.  aureus 
определяли методом серийных разведений и оценивали по показате-
лям минимальной ингибирующей концентрации (МИК)  [7]. Плотность 
инокулята составляла для бактерий – 105 КОЕ/мл, для дрожжеподобных 
грибов – 105 грибных элементов на 1 мл среды [8]. Эксперименты про-
ведены с использованием бульона Мюллера – Хинтона.

Способность исследуемых веществ влиять на пленкообразование 
бактерий и грибов исследовали на 1-суточных культурах микроорга-
низмов, используя полистироловые планшеты для иммуноферментно-
го анализа. Растворы исследуемых веществ вносили одновременно с 
суспензией бактерий. Плотность инокулята при исследовании пленко-
образования составляла 107  КОЕ/мл питательной среды. После добав-
ления веществ, планшеты выдерживали при температуре 37 °С в тече-
ние 24 ч. После окончания срока инкубации вносили 0,1%-ный раствор 
генцианвиолета на 15 мин., затем промывали лунки дистиллированной 
водой и осуществляли экстракцию красителя 96,0%-ным этанолом. Из-
мерение оптической плотности проводили на спектрофотометре для 
микропланшета «Absorbance Microplate Reader ELx800». Контролем слу-
жили культуры микроорганизмов, выращенные на тех же условиях, без 
добавления соединений и препаратов [9].

Антимикробное действие свечей исследовали согласно ГФУ  [10]. 
Для установления антибактериального и антифунгального действия 
суппозитории растворяли в буферном растворе с натрия хлоридом и 
пептоном рН 7,0, предварительно подогретом до 37 °С (10 г препара-
та + 100 мл растворителя), и осуществляли последовательные десяти-
кратные разведения для получения различных концентраций в рас-
творах. Конечная концентрация клотримазола составляла 5000, 500 и 
50 мкг/мл, метронидазола – 1250, 125 и 12,5 мкг/мл, ибупрофена – 1000, 
100 и 10 мкг/мл.

Статистическую обработку результатов исследований проводи-
ли с использованием программ Excel  2007 (Microsoft Corp., США) и 
Statistica 6.0 (StatSoft, США). Для оценки результатов исследований и вы-
явления различий использовали дисперсионный метод (ANOVA), крите-
рий Ньюмена – Кейлса [11]. 

�� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С учетом этапности формирования биопленки и форм существо-

вания микроорганизмов мы исследовали антибиопленковое действие 
вагинальных суппозиториев по отношению к планктонным микроорга-
низмам и биопленкам. 

Чувствительность биопленок Staphylococcus aureus и Candida albicans к действию  
нового комбинированного лекарственного средства в форме вагинальных суппозиториев
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При исследовании антибиопленковой активности клотримазола и 
метронидазола учитывали концентрации этих веществ в готовой лекар-
ственной форме – вагинальные суппозитории (клотримазол  – 400  мг, 
метронидазол  – 100  мг). Специфическую антимикробную активность 
клотримазола изучали в концентрациях 100, 200, 400 мкг/мл, метрони-
дазола – 50, 100, 200 мкг/мл.

Поскольку спектр действия антимикробных препаратов по отноше-
нию к планктонным микроорганизмам не всегда соответствует такому 
относительно биопленок  [12], а также учитывая отсутствие адгезив-
ности C.  sporogenes к абиотической поверхности тест-объектов, при 
определении антибиопленочной активности метронидазола изучали 
S. aureus и C. albicans. 

Исследования показали, что клотримазол проявляет такую актив-
ность в отношении биопленок золотистого стафилококка в концен-
трациях 100–400 мкг/мл, что биопленка не образуется. Практически не 
образуется также и биопленка C.  albicans, угнетение составляет 92,2–
93,7% (рис. 1). 

Данные рис. 2 свидетельствуют о выразительном антибиопленоч-
ном действии метронидазола по отношению к золотистому стафило-
кокку. Действие антимикробного вещества является дозозависимым, 
максимальная ингибирующая активность наблюдается в концентрации 
200 мкг/мл (75,1%). Снижение концентрации метронидазола до 50 мкг/мл  
хотя и сопровождается снижением активности (43,3%), но антимикроб-
ное вещество проявляет отчетливое антибиопленочное действие. 

Составляющим вагинальных суппозиториев кроме антимикробных 
веществ является нестероидный противовоспалительный препарат 
ибупрофен, который, согласно литературе  [13, 14], тоже может про-
являть антимикробную активность, в частности антибиопленочную,  
а также способен усиливать специфическую активность антимикроб-
ных препаратов. В связи с этим мы оценивали активность ибупрофена 

Рис. 1. Формирование биопленки C. albicans 1486 при воздействии клотримазола  
(% образованной биопленки)

Примечание: * различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05).

Оригинальные исследования
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Рис. 3. Формирование биопленки S. aureus 222 и C. albicans 1486 при воздействии ибупрофена  
(% образованной биопленки)

Примечание: * различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05).

Рис. 2. Формирование биопленки S. aureus 222 и C. albicans 1486 при действии метронидазола  
(% образованной биопленки) 

Примечание: * различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05).

относительно биопленок бактерий (S. aureus). Антибиопленочное дей-
ствие ибупрофена изучали в диапазоне концентрации 20–80 мкг/мл.

Полученные данные приведены на рис. 3.
Проведенные исследования показали, что ибупрофену присуще 

выразительное ингибирующее антибиопленочное действие по отно-
шению к золотистому стафилококку, степень угнетения которого зави-
сит от концентрации указанного фармакологического агента. Так, при 
концентрации 20 мкг/мл ингибирующий эффект составляет 50,8%, при 
40 мкг/мл и 80 мкг/мл – 76,7% и 72,3% соответственно.

Чувствительность биопленок Staphylococcus aureus и Candida albicans к действию  
нового комбинированного лекарственного средства в форме вагинальных суппозиториев
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Таким образом, проведенные исследования свидетельствуют о вы-
разительной активности действующих веществ вагинальных суппози-
ториев по отношению к монокультурам планктонных аэробных грам-
положительных, облигатных анаэробных бактерий и дрожжеподобных 
грибов. Доказана также их активность в отношении биопленок, сфор-
мированных монокультурой бактерий или грибов.

Для выяснения возможного негативного влияния на специфиче-
скую антимикробную активность действующих веществ при их ком-
бинированном применении проведено сравнение совместного инги-
бирующего эффекта составляющих препарата с действием отдельных 
веществ относительно биопленок, сформированных золотистым ста-
филококком и грибами рода Candida. Полученные результаты приведе-
ны на рис. 4.

А

Б

Рис. 4. Пленкообразование S. aureus 222 (А) и C. albicans 1486 (Б) при действии клотримазола, 
метронидазола, ибупрофена и их совместного применения (% образованной биопленки)

Примечания: 
* различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05);
# различия достоверны по сравнению с совместным применением клотримазола, метронидазола и ибупрофена (р<0,05).

Оригинальные исследования
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Полученные данные свидетельствуют (рис. 4), что при взаимодей-
ствии активных компонентов суппозиториев не наблюдается снижение 
специфического антимикробного действия отдельных компонентов 
препарата. Установлено, что достоверных различий антимикробной 
активности клотримазола (400  мкг/мл) по отношению к биопленкам 
бактерий и грибов не обнаружено в сравнении с антибиопленочным 
действием веществ при их совместном применении  – ингибирующий 
эффект по отношению к S.  aureus  222 составляет 99,2% и 98,3%, а к 
C. albicans 1486 – 93,7% и 94,6% соответственно (р<0,05). В дальнейших 
экспериментах определяли влияние вагинальных суппозиториев на 
пленкообразование бактерий, грибов и микробных ассоциаций.

Определение антибиопленочного действия суппозиториев про-
водили согласно  [3]. Один суппозиторий растворяли в соотношении 
10:100 в фосфатном буферном растворе с натрия хлоридом и пептоном 
(рН 7,0) и готовили последовательные десятикратные разведения пре-
парата в соответствующей питательной среде. Конечная концентрация 
активного вещества клотримазола составила 5000, 500 и 50  мкг/мл с 
учетом разведения вагинальных суппозиториев.

Полученные данные о влиянии вагинальных суппозиториев на об-
разование биопленки золотистого стафилококка приведены на рис. 5.

Результаты проведенных экспериментов показали (рис. 5), что 
исследуемый препарат дозозависимо угнетает пленкообразование 
S. aureus 222, ингибирующий эффект составляет 12,0–93,5%.

Выразительную активность суппозитории проявляют и по отно-
шению к биопленкам, сформированным дрожжеподобными грибами 
(рис. 6). 

Данные рис. 6 показывают, что при условии влияния препарата 
биомасса биопленки значительно уменьшается и составляет 5,2–17,6%  
(степень ингибирования пленкообразования 82,4–94,8% в зависимости 
от концентрации). 

Рис. 5. Формирование биопленки S. aureus 222 при воздействии суппозиториев  
(% образованной биопленки)

Примечания: 
КЛ – клотримазол, МТ – метронидазол, ИБП – ибупрофен;
* различия достоверны в сравнении с контролем (р<0,05).

Чувствительность биопленок Staphylococcus aureus и Candida albicans к действию  
нового комбинированного лекарственного средства в форме вагинальных суппозиториев
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Рис. 6. Формирование биопленки C. albicans 1486 при воздействии суппозиториев  
(% образованной биопленки)

Примечания: 
КЛ – клотримазол, МТ – метронидазол, ИБП – ибупрофен;
* различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05).

�� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенных исследований свидетельствуют, что дей-

ствующие вещества нового комбинированного препарата проявляют 
отчетливое ингибирующее действие по отношению к монокультурам 
аэробных и анаэробных бактерий, а также бактериально-грибковым 
ассоциациям. Клотримазол в концентрации 100–400  мкг/мл подавля-
ет формирование биопленки C.  albicans на 92,2–93,7%, а метронида-
зол в концентрации 200  мкг/мл подавляет формирование биопленки 
S. aureus на 75,1%. 

В исследовании выявлена отчетливая антимикробная активность 
нестероидного противовоспалительного препарата ибупрофена, по 
отношению к биопленкам S.  aureus в концентрации 20  мкг/мл инги-
бирующий эффект составил 50,8%, при 40 мкг/мл и 80 мкг/мл – 76,7%  
и 72,3% соответственно. 

Кроме того, экспериментально доказано наличие антибиопленоч-
ного действия комбинированного трехкомпонентного препарата в ле-
карственной форме вагинальных суппозиториев в отношении золоти-
стого стафилококка и дрожжеподобных грибов.
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