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Использование антибактериальных препара-

тов для профилактики и лечения инфекций при-

вело к распространению множественнорезис-

тентных штаммов возбудителей. Вот уже не-

сколько десятилетий проблема антибиотикорези-

стентности  занимает одну из ведущих позиций

мирового здравоохранения, подтверждением че-

му является ряд принятых на международном

уровне документов. В соответствии с Глобальной

стратегией  Всемирной организации здравоохра-

нения  по сдерживанию антибиотикорезистент-

ности, Стратегией предупреждения распростра-

нения антимикробной резистентности в РФ на

период до 2030 года [1, 2], наряду с рациональным

использованием имеющихся антибактериальных

препаратов и разработкой новых антибиотиков,

поиск  альтернативных средств профилактики и

терапии инфекционных заболеваний является

одним из приоритетных направлений современ-

ной науки. Работы в этом направлении ведутся

отечественными и зарубежными учёными. Рас-

крытие механизмов резистентности и вирулент-

ности бактерий, получение современных сведе-

ний о роли биоплёнкообразования в патогенезе

Изучена активность in vitro и in vivo производного фенилуксусной кислоты — диклофенака — в отношении штаммов
V.cholerae О1 El Tor и образованных ими биоплёнок. В присутствии субингибирующей концентрации диклофенака (250 мг/л)
выявлено уменьшение в 4 раза значений минимальных подавляющих концентраций фуразолидона и левомицетина у 30% и
100% штаммов, из числа устойчивых к этим препаратам, и  достоверное увеличением диаметров зон задержки роста во-
круг дисков с левомицетином, фуразолидоном, стрептомицином (для всех штаммов) и доксициклином (для двух штаммов)
в сравнении с контролем.  В опытах in vivo при использовании для лечения белых мышей фуразолидона, налидиксовой кис-
лоты, левомицетина, стрептомицина, к которым заражающий штамм был устойчив, в комбинации с диклофенаком число
выживших животных увеличилось до 80% в сравнении с монотерапией этими препаратами (50% и менее). Субингибирую-
щая концентрация диклофенака не оказывала выраженного влияния на антибиотикочувствительность биоплёнок. Иссле-
дование методом трансмиссионной электронной микроскопии биоплёнки штамма V.cholerae О1 El Tor 19667 после воздей-
ствия на неё диклофенаком (250 мг/л) в течение 120 ч выявило признаки разрушения экзополисахаридного матрикса.
Приведённые результаты свидетельствуют о перспективах изучения данной и других групп препаратов с целью разработ-
ки новых способов преодоления резистентности бактерий.
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The in vitro and in vivo activity of a phenylacetic acid derivative, diclofenac, was studied against V.cholerae O1 El Tor strains and
biofilms formed by them. In the presence of a subinhibitory concentration of diclofenac (250 mg/l), a 4-fold decrease in the values of the
minimum inhibitory concentrations of furazolidone and chloramphenicol was found in 30% and 100% of the strains resistant to these
drugs, and a significant increase in the diameters of growth inhibition zones around discs with chloramphenicol. furazolidone, strepto-
mycin (for all strains) and doxycycline (for two strains) in comparison with the control. Furazolidone, nalidixic acid, chloramphenicol,
streptomycin, to which the infecting strain was resistant, were used in in vivo experiments in combination with diclofenac for the treat-
ment of white mice; in the experimental group the number of surviving animals increased to 80% in comparison with monotherapy with
these drugs (50% or less). The subinhibitory concentration of diclofenac did not have a pronounced effect on the antibiotic sensitivity of
biofilms. The study using transmission electron microscopy method on the biofilm of the V.cholerae O1 El Tor 19667 strain after expos-
ing it to diclofenac (250 mg/l) for 120 h revealed signs of destruction of the exopolysaccharide matrix. These results indicate the
prospects for studying this group of drugs, as well as others in order to develop new ways to overcome bacterial resistance.
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инфекций позволили определить новые мишени

действия лекарств против возбудителей инфек-

ционных заболеваний, что открыло большие пер-

спективы будущих разработок. 

Вспышки и эпидемии холеры с летальным ис-

ходом, вызванные  штаммами возбудителя с мно-

жественной антибиотикорезистентностью,  под-

чёркивают актуальность исследований, направ-

ленных на повышение эффективности терапии

этой особо опасной инфекции. Учёным уже уда-

лось  определить вещества,  которые можно ис-

пользовать при разработке новых терапевтичес-

ких средств. Действие одних специфически на-

правлено на механизм вирулентности Vibrio
cholerae [3–5], другие способны подавлять репли-

кацию малой хромосомы V.cholerae [6]. У ряда

препаратов обнаружены антибактериальный, ан-

тибиоплёночный эффекты, способность повы-

шать активность антибиотиков в отношении хо-

лерного вибриона [7–9]. 

В зарубежных работах показано антибактери-

альное действие диклофенака — производного

фенилуксусной кислоты, и других  представите-

лей нестероидных противовоспалительных

средств в отношении грамположительных и гра-

мотрицательных микроорганизмов [10, 11]. Од-

нако данные об эффективности этих препаратов

в отношении штаммов холерных вибрионов от-

сутствуют. В связи с этим целью нашей работы

было определение активности диклофенака и его

комбинаций с антибактериальными препаратами

в отношении V.cholerae El Tor.

Материал и методы
Из музея живых культур ФКУЗ Ростовского-на-Дону про-

тивочумного института Роспотребнадзора для исследования

были получены 50 штаммов V.cholerae О1 El Tor различной

эпидзначимости, выделенные в 2001–2016 гг. от людей (25) и

из объектов окружающей среды (25). Контролем служил анти-

биотикочувствительный штамм V.cholerae О1 El Tor Р-5879

ctx+tcpA+toxR+ (выделен от больного, г. Таганрог, 1972 г.). При

моделировании биоплёнок, а также в качестве заражающего

штамма в опытах in vivo использовали V.cholerae О1 El Tor

19667 ctx+tcpA+toxR+ (выделен от больного, г. Москва, 2012 г.),

устойчивый к фуразолидону, налидиксовой кислоте, левоми-

цетину, стрептомицину и триметоприму/сульфаметоксазолу.

Определение чувствительности/устойчивости к антибак-

териальным препаратам и интерпретацию результатов прово-

дили методом серийных разведений и диско-дифузионным

методом на агаре Мюллера–Хинтон, рН (7,3±0,2), HiMEDIA

(Индия), в соответствии с МУК 4.2.2495-09 [12]. В работе ис-

пользованы диклофенак, доксициклин, тетрациклин, лево-

мицетин (хлорамфеникол), стрептомицин, гентамицин, ци-

профлоксацин,  фуразолидон, триметоприм / сульфаметокса-

зол — препараты отечественного производства; налидиксовая

кислота (невиграмон, Chinoin, Венгрия); стандартные диски с

антибиотиками (производство НИЦФ). 

Оценку эффективности антибактериальных препаратов in
vivo проводили на модели генерализованной формы инфекции на

беспородных белых мышах по методике, описанной ранее [13]. 

Сравнительное изучение эффективности антибактери-

альных препаратов отдельно и совместно с диклофенаком

осуществляют в одном опыте, количество опытов не менее

двух при числе животных в группе не менее 10. Группы живот-

ных включали: контрольную (без лечения); группу белых мы-

шей, которых лечили только диклофенаком; группы, которых

лечили только антибактериальными препаратами (по числу

препаратов, взятых в опыт); группы белых мышей, которых

лечили комбинацией антибактериального препарата и дикло-

фенака. Лечение антибактериальными препаратами и дикло-

фенаком начинали сразу после заражения и проводили  в те-

чение 3 дней (один раз в сутки). Наблюдение за животными

осуществляли 10 дней. Проводили  бактериологический кон-

троль заражения и эффективности лечения. 

Дозы препаратов рассчитывали по формуле J. E. Paget,

Y. M. Barnes [14], исходя из среднесуточных человекодоз. 

Моделирование биоплёнок V.cholerae  in vitro проводили

на фрагментах экзоскелета хитинового панциря широкопало-

го речного рака Astacus astacus, которые помещали во флаконы

с речной автоклавированной водой (50 мл), контаминирован-

ной взвесью 104/мл микробных клеток бактерий, и выдержи-

вали при 28±2° С для получения зрелых биоплёнок в соответ-

ствии с авторской методикой [15]. Затем пластинки хитина с

образовавшимися биоплёнками трёхкратного промывали в

физиологическом растворе.

Визуализацию матрикса биоплёнок проводили с исполь-

зованием трансмиссионного электронного микроскопа Jeol

JEM-1011 (ТЭМ). Стандартная процедура пробоподготовки

для ТЭМ включала фиксацию фрагментов экзоскелета в 2,5%

растворе глутарового альдегида, постфиксацию и контрасти-

рование 1% раствором тетраоксида осмия (OsO4), обезвожи-

вание в растворах этанола восходящей концентрации (50°, 60°,

70°, 80°, абсолютный этанол), пропитывание эпоксидной смо-

лой, заливку и полимеризацию блоков. Из полученных бло-

ков с образцами при помощи ультратома изготавливали ульт-

ратонкие срезы толщиной 60–70 нм, которые монтировали на

медные сеточки и контрастировали в 1% водном растворе ура-

нилацетата и в 0,3% водном растворе цитрата свинца. После

высушивания образцы исследовали в трансмиссионном элек-

тронном микроскопе JEM-1011 («Jeol», Япония) при ускоря-

ющем напряжении 100 кВ. Изображения получали при помо-

щи CCD-камеры Olympus-SIS Veleta с применением про-

граммного обеспечения Olympus iTEM TEM Imaging Platform.

Для определения антибиотикочувствительности пластин-

ки хитина с биоплёнками переносили в пенициллиновые фла-

коны, содержащие двукратные разведения антибактериальных

препаратов либо их комбинаций с диклофенаком (250 мг/л) в

жидкой питательной среде (бульон Хоттингера, рН 7,7). В кон-

трольные пробы с биоплёнкой антибактериальный препарат не

добавляли. Через 24 ч инкубирования в термостате (37°С) дела-

ли отпечатки биоплёнок на пластинки с агаром Хоттингера (рН

7,7) и высев по 0,1 мл из планктонной культуры. Определяли

минимальные подавляющие концентрации (МПК) препаратов

по наличию или отсутствию роста бактериальных клеток. 

Статистическую достоверность результатов определения

МПК антибактериальных препаратов подтверждали их вос-

производимостью при трёхкратном повторении эксперимен-

та. Статистическую обработку результатов диско-дифузион-

ного метода проводили с использованием парного t-критерия

Стьюдента для зависимых совокупностей [16]. Для статисти-

ческой обработки данных по сравнительному изучению эф-

фективности антибактериальных препаратов в опытах in vivo
использовали таблицы А. Я. Боярского [17].

Результаты исследования
На первом этапе методом серийных разведе-

ний в плотной питательной среде были определе-

ны значения минимальных подавляющих кон-

центраций (МПК) диклофенака и антибактери-

альных препаратов в отношении 50 штаммов

V.cholerae О1 El Tor. 
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Среди изученных холерных вибрионов 22 штам-

ма обладали резистентностью либо промежуточной

устойчивостью к левомицетину, 34 штамма — к на-

лидиксовой кислоте, 45 штаммов — к фуразолидо-

ну, 47 штаммов — к триметоприму/сульфаметокса-

золу, 22 штамма — к стрептомицину. 

Для штаммов холерных вибрионов, взятых в

исследование, МПК диклофенака составляла

500,0–1000,0 мг/л. Исходя из этих значений, да-

лее в опыт в качестве субингибирующей брали

концентрацию диклофенака, составляющую

1/2–1/4 МПК, что соответствовало 250,0 мг/л.

Несмотря на то, что эта концентрация не подав-

ляла рост холерных вибрионов в посевной дозе

106 м.кл./мл, снижение посевной дозы и подсчёт

числа колониеобразующих единиц (КОЕ) штамма

V.cholerae О1 El Tor 19667 показал уменьшение чис-

ла КОЕ в присутствии диклофенака (250,0 мг/л) на

3 порядка, что свидетельствует о его антибактери-

альном действии на холерные вибрионы. По дан-

ным литературы, антибактериальное действие

диклофенака связано с нарушением биосинтеза

ДНК микробной клетки [18].

Следующий этап нашей работы был посвя-

щён изучению влияния субингибирующей кон-

центрации диклофенака (250,0 мг/л) на антибио-

тикочувствительность  V.cholerae.

Следует отметить, что чувствительность раз-

ных штаммов к различным антибиотикам в при-

сутствии диклофенака оказалась неравнозначной.

В присутствии диклофенака в 4 раза уменьшились

значения МПК фуразолидона и левомицетина у 30

и 100% штаммов из числа, устойчивых к этим пре-

паратам, соответственно. Изменения чувствитель-

ности к остальным антибактериальным препара-

там в присутствии диклофенака мы не наблюдали.

При этом мы не брали во внимание двукратные

колебания значений МПК антибактериальных

препаратов в присутствии диклофенака и без него.

Полученные  результаты согласуются с дан-

ными литературы о синергидном действии пред-

ставителей нестероидных противовоспалитель-

ных средств с хлорамфениколом в отношении

MRSA стафилококков [19]. Зарубежными иссле-

дователями описана также способность этих пре-

паратов повышать чувствительность основных

инфекционных агентов к ципрофлоксацину и

гентамицину [20, 21]. 

Изучение действия диклофенака на антибиоти-

кочувствительность холерных вибрионов было про-

ведено и диско-диффузионным методом (рис. 1).

На рис. 1 представлены результаты определе-

ния антибиотикочувствительности штамма

V.cholerae О1 El Tor 19667 диско-диффузионным

методом. Видно увеличение зон задержки роста

вокруг дисков с  гентамицином (1), левомицети-

ном (2), фуразолидоном (3),  доксициклином (5)

на чашке, содержащей диклофенак (рис. 1, А) в

сравнении с диаметрами зон вокруг дисков с эти-

ми антибиотиками в контроле (рис. 1, Б).

Рис. 1. Определение антибиотикочувствительности штамма V.cholerae О1 El Tor 19667 диско�диффузион�

ным методом.

а — чашка, содержащая диклофенак в концентрации 250,0 мг/л; б — контрольная чашка без диклофенака; 1 —
диск с гентамицином; 2 — диск с левомицетином; 3 — диск с фуразолидоном; 4 — диск с триметопримом/суль�
фаметоксазолом; 5 — диск с доксициклином. 



Измерение размеров зон задержки роста четы-

рёх штаммов V.cholerae О1 El Tor показало, что

присутствие в среде культивирования субингиби-

рующей концентрации диклофенака (250,0 мг/л)

сопровождалось достоверным увеличением диаме-

тров зон задержки роста вокруг дисков с левомице-

тином, фуразолидоном, стрептомицином (для всех

штаммов), доксициклином (для штаммов V.choler-
ae О1 El Tor 19667 и 19191) в сравнении с диаметра-

ми зон задержки роста вокруг дисков с этими же

антибиотиками на среде без диклофенака (табл. 1).  

В опытах in vivo при лечении белых мышей,

заражённых штаммом V.cholerae О1 El Tor 19667,

наблюдалась неэффективность фуразолидона,

налидиксовой кислоты, левомицетина, стрепто-

мицина и триметоприма/сульфаметоксазола (ме-

нее 60% выживших животных), к которым зара-

жающий штамм был устойчив (табл. 2).

Чувствительность V.cholerae О1 El Tor 19667 к

доксициклину сопровождалась его стопроцент-

ной эффективностью. 

При монотерапии диклофенаком выживае-

мость белых мышей составляла 50%.

При использовании для лечения белых мышей

фуразолидона, налидиксовой кислоты, левомице-

тина, стрептомицина совместно с диклофенаком

число выживших животных увеличилось до 80%.

По нашему мнению, повышение эффектив-

ности антибактериальных препаратов при их

применении совместно с  диклофенаком может

быть обусловлено не только его синергидным

действием. Зарубежными учёными показано, что

диклофенак нарушает цАМФ-активируемую и

Ca(2)+-активируемую секрецию Cl- посредством

ингибиции апикальных каналов Cl- и базолате-

ральных каналов К+ в эпителиальных клетках

тонкого кишечника и может быть полезен при ле-

чении холеры и секреторных диарей других ти-

пов, вызываемых кишечной гиперсекрецией Cl-

[22]. Кроме того,  есть сообщения о способности

производного фенилуксусной кислоты в субин-

гибирующей концентрации подавлять факторы
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Таблица 1. Диаметры зон задержки роста (мм) клинических изолятов холерных вибрионов Эль Тор в при�

сутствии диклофенака и без него

Антибактериальный препарат Штамм V.cholerae El Tor
19242 18826 19667 19191

без дикло- с дикло- без дикло- с дикло- без дикло- с дикло- без дикло- с дикло-
фенака фенаком фенака фенаком фенака фенаком фенака фенаком

Значения диаметров зон задержки роста*, мм
Левомицетин 18,3±0,6 21,7±0,6 16,3±0,6 19,7±1,1 17,3±0,6 21,7±1,1 25,0±1,0 35,7±0,6

Доксициклин 19,7±0,6 21,7±0,6 18,7±0,6 20,0±0,0 19,0±1,0 20,0±1,0 18,7±0,6 21,0±1,0

Гентамицин 21,0±1,7 21,7±2,3 21,7±2,5 22,0±2,6 20,7±2,1 21,3±1,1 23,7±1,5 24,7±0,6

Стрептомицин 9,7±0,4 13,3±1,0 10,7±1,0 14,7±0,8 6,0±3,7 20,0±0,7 9,0 12,7±0,4

Налидиксовая кислота 9,0 9,3±0,6 5,3±4,7 9,7±1,1 9,3±0,6 9,7±0,6 10,0±1,0 11,3±0,6

Триметоприм/сульфаметоксазол 0 0 0 0 0 0 0 0

Фуразолидон 9,3±0,6 14,3±0,6 9,0 12,7±0,6 7,0±1,7 16,7±1,4 7,0±1,7 17,7±1,0

Примечание. * — средние значения диаметров зон задержки роста, (среднее арифметическое и средняя ошибка
средней), мм; серым цветом выделены колонки, в которых различия достоверны.  

Антибактериальный препарат Суточная доза препарата Способ введения Выжившие
мг/ мышь/ сут мг/кг/ сут* препарата животные, %±I95

Диклофенак 0,25 1,0 Внутрь 50 23

Доксициклин 2,0 8,0 Внутрь 100

Налидиксовая кислота 15,0 60,0 Внутрь 0

Стрептомицин 2,0 8,0 В/м* 0

Триметоприм/сульфаметоксазол 1,65/8,35 6,7/ 33,3 Внутрь 0

Фуразолидон 4,0 16,0 Внутрь 10

Левомицетин 10,0 40,0 Внутрь 60±23

Доксициклин+ 2,0 8,0 Внутрь 100

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Налидиксовая кислота+ 15,0 60,0 Внутрь 80±18

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Стрептомицин+ 2,0 8,0 В/м* 80±18

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Триметоприм/сульфаметоксазол+ 10,0 40,0 Внутрь 50±23

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Фуразолидон+ 4,0 16,0 Внутрь 80±18

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Левомицетин + 10,0 40,0 Внутрь 80±18

диклофенак 0,25 1,0 Внутрь

Контроль без лечения 0

Таблица 2. Эффективность комбинированной этиотропной терапии генерализованной формы холеры у

белых мышей, вызванной антибиотикоустойчивым штаммом V.cholerae О1 El Tor 19667

Примечание. * — соответствующая суточная человекодоза; ** — внутримышечно.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

вирулентности бактерий, ингибируя кворум сен-

синг,  регулировать выработку адгезинов и токси-

нов, изменять энергетический обмен, рН и мемб-

ранный потенциал клетки [18, 23]. Также описа-

но, что  диклофенак улучшает проникновение

фторхинолонов в воспалённые ткани [24].

Изучение действия субингибирующих кон-

центраций диклофенака на антибиотикочувст-

вительность биоплёнок V.cholerae О1 El Tor

5879, 19243, 19667, 19613 показало, что сам по

себе этот препарат вызывал гибель биоплёноч-

ной формы холерных вибрионов лишь в кон-

центрациях, в 50 и более раз превышающих зна-

чения МПК для планктонных клеток. В субин-

гибирующей же концентрации он не оказывал

выраженного влияния на антибиотикочувстви-

тельность биоплёнок. 

Вместе с тем, интерес представляют данные

электронномикроскопического исследования би-

оплёнки штамма V.cholerae О1 El Tor 19667 после

воздействия на неё диклофенаком (250,0 мг/л) в

течение 120 ч (5 сут). В контроле (см. рис. 2, А) би-

оплёнка до воздействия диклофенака имеет чёткую

мембраноподобную структуру на границе с окру-

жающей средой (указано стрелкой). На рис. 2, Б на-

блюдается отсутствие видимой границы  экзопо-

лисахаридного матрикса, а его вещество слабо

выражено, что может свидетельствовать о его

разрушении.

Зарубежные исследователи обнаружили in situ
методом конфокальной лазерной сканирующей

микроскопии, что в присутствии диклофенака

замедляется развитие биоплёнки по сравнению с

контрольными экспериментами. Это было под-

тверждено невысокими показателями содержа-

ния экзополисахарида и количества клеток мик-

роорганизмов в биоплёнках, выращенных в при-

сутствии диклофенака [25]. 

Заключение
Таким образом, проведённые нами экспе-

рименты и данные литературы, отражающие

результаты изучения действия на антибиоти-

коустойчивые бактерии производных фени-

луксусной кислоты из группы нестероидных

противовоспалительных средств, свидетельст-

вуют о наличии у них антибактериальной ак-

тивности. Полученные результаты подчёрки-

вают перспективность проведения дальнейше-

го изучения антимикробных и антибиоплёноч-

ных свойств данных препаратов и возможности

их использования в качестве модельных соеди-

нений для синтеза новых средств против ус-

тойчивых бактерий. Такие подходы позволили

бы сэкономить время и затраты на решение во-

просов обеспечения безопасности и токсично-

сти в связи с наличием ранее собранных фар-

макокинетических, токсикологических данных

в отношении этих и других препаратов, что

свидетельствует об их приоритетности при

внедрении новых способов преодоления резис-

тентности патогенов. 

Рис. 2. Биоплёнки V.cholerae О1 El Tor. 

Трансмиссионная электронная микроскопия, контрастирование рутениевым красным и тетраоксидом осмия, уве�
личение � 12000. Стрелкой указана мембраноподобная структура на поверхности биоплёнки. а — без воздейст�
вия диклофенака (контроль);  б — воздействие диклофенака 120 ч.
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