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Установлено, что два штамма ЕРЕС и один штамм ЕНЕС 
проявляли фенотип МЛУ – были одновременно устойчивы к 
АМП трёх и четырёх функциональных классов. Особое вни-
мание обращает на себя энтероагрегативный штамм E. coli 
серогруппы О25, выделенный от ребёнка трёх месяцев, кото-
рый оказался устойчивым к препаратам шести функциональ-
ных классов, то есть был мультирезистентным. 

В ходе проведённого исследования среди изученных штам-
мов EPEC и EHEC установлено доминирование E. coli серо-
группы О26, что указывает на эпидемиологическую и клини-
ческую значимость эшерихий данной серогруппы. Вследствие 
этого при выделении E. coli данной серогруппы представляет-
ся необходимым определение у них факторов патогенности с 
помощью ПЦР-РВ или иммунохимическими методами, позво-
ляющими напрямую детектировать шига-токсины.

Таким образом, на примере изучения коллекции штаммов 
диареегенных эшерихий, выделенных в период 2015–2017 гг. 
в г. Ярославле от детей в возрасте до 5 лет с острыми ки-
шечными инфекциями, показана эффективность применения 
молекулярно-генетических методов исследований для опре-
деления патогрупп, генов вирулентности и серогрупп E. coli. 
Показано значительное биологическое разнообразие диарее-
генных штаммов E. coli, выделенных от детей с клинически-
ми проявлениями диареи, а также необходимость широкого 
внедрения молекулярно-генетических методов детекции для 
идентификации патогрупп диареегенных эшерихий.

Наши исследования показывают также, что широко ис-
пользуемое в настоящее время в диагностических лаборато-
риях серологическое типирование DEC-штаммов не позволя-
ет определять их патотип, что в свою очередь может повлечь 
за собой ошибки в лечении диарей. Особенно это касается 
ГК, вызванного ЕНЕС, когда применение АБП не рекоменду-
ется: их использование может лишь увеличить число случаев 
развития ГУС у больных с ГК и осложнить течение болезни.
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АНТИБИОТИКОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ СORyNebacTeRIUM DIpHTHeRIae GRaVIS TOX+  
В СОСТАВЕ СМЕШАННЫХ БИОПЛЁНОК

ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 344022,  Ростов-на-Дону, Россия

Цель – определение чувствительности к антибактериальным препаратам штаммов C. diphtheriae gravis tox+ в составе 
смешанных биоплёнок.  Объектом исследования послужили штаммы: Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665, 
Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирезистентный), Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (антибиотикочувстви-
тельный). Формировали две смешанные биоплёнки (120- и 720-часовые) штамма Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ 
№ 665 со штаммами Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирезистентный) и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный). Чувствительность к антибактериальным препаратам типовой и биоплёночных куль-
тур коринебактерий определяли методом серийных разведений в жидкой питательной среде на основании МПК (мг/л). 
Типовая культура музейного штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, моделирующая смешанные биоплёнки, обладала 
чувствительностью ко всем использованным антибактериальным препаратам. При исследовании антибиотикочувстви-
тельности штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе биоплёнки со штаммом С. pseudodiphtheriticum, полире-
зистентным к четырём антибактериальным препаратам (цефазолин, канамицин, азитромицин, ципрофлоксацин, МПК 
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от 1,25±0,00 до >5±0,00 мкг/мл) установлено снижение (p≤0,05) чувствительности 120-часовой биоплёночной культуры 
этого штамма к цефазолину, азитромицину, ципрофлоксацину (МПК от 0, 234±0,11 и до >5±0,00 мкг/мл), 720-часовой 
- ко всем указанным препаратам (МПК от 0,312±0,00 до >5±0,00 мкг/мл). При сравнении антибиотикочувствитель-
ности биоплёночных культур штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 установлено, что показатели МПК большинства 
антибактериальных препаратов и, в особенности тех, к которым полирезистентный, формирующий биоплёнку штамм 
С. рseudodiphtheriticum обладал устойчивостью, выше относительно биоплёночных культур дифтерийных бактерий, 
выделенных из биоплёнки с антибиотикочувствительным штаммом С. рseudodiphtheriticum.
Обнаружена тенденция к снижению антибиотикочувствительности коринебактерий при культивировании в составе 
смешанных биоплёнок с представителями условно-патогенных коринебактерий, обладающих полирезистентностью к 
антибактериальным препаратам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Corynebacterium diphtheriaе gravis tox+ № 665; антибиотикочувствительность; смешанные 
биоплёнки.
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Kharseeva G.G., Scherbataya O.S., Labushkina A.V.
THE ANTIBIOTIC SENSITIVITY OF   CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE   GRAVIS TOX+ IN 
COMPOSITION OF MIXED BIOFILMS
 The Federal State Budget Educational Institution of Higher Education "The Rostov State Medical University" of Minzdrav of 
Russia, 344022, Rostov-on-Don, Russia
The purpose of study is to determine sensibility of strains of C. diphtheriae gravis tox+ in the composition of mixed biofilms to 
antibacterial medications. The object of study was strains of Corynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665, Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum (poly-resistant), Corynebacterium pseudodiphtheriticum (antibiotic-resistant). Two mixed biofilms (120- and 
720-hours) of strain of Corynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665 with strains of Corynebacterium pseudodiphtheriticum 
(poly-resistant), Corynebacterium pseudodiphtheriticum (antibiotic-resistant) were formed. The sensibility of typical and biofilm 
cultures of Corynebacteria to antibiotic medications was established using technique of serial dilution in fluid growth medium 
on the basis of MPC (mg/l).  The typical culture of museum strain C. diphtheriae gravis tox+ № 665, modeling mixed biofilms 
had a sensitivity to all used antibacterial medications. The analysis of antibiotic resistance of strain of C. diphtheriae gravis 
tox+ № 665 in content of biofilm with strain С. pseudodiphtheriticum, poly-resistant to four antibacterial medications (cefazolin, 
kanamycin, azithromycin, ciprofloxacin,  IPC from 1.25±0,00 to >5±0,00 mkg/ml) set reduction (p≤0,05) sensitivity 120-hour 
biofilm cultures of this strain to cefazolin, azithromycin, ciprofloxacin (MIC of 0, 234 and up to ±0,11>5±0,00 ug / ml) established 
decreasing  (p≤0,05) of sensitivity of 120-hours biofilm culture of this strain to cefazolin, azithromycin, ciprofloxacin (MIC from 
0, 234±0,11 to >5±0,00 mkg/ml) and 720-hours culture - to all mentioned medications (MIC from 0,312±0,00 to >5±0,00 mkg/
ml). The comparison of antibiotics resistance of biofilm cultures of strain C. diphtheriae gravis tox+ № 665 established that 
indices of MIC of most of antibacterial medications and especially to those that poly-resistant and forming biofilm strain С. 
рseudodiphtheriticum was resistant, were higher as related to biofilm cultures of diphtheritic bacteria separated from biofilm 
with antibiotic resistant strain С. рseudodiphtheriticum. The trend was established related to decreasing of antibiotic sensitivity 
of Corynebacteria at cultivation in content of mixed biofilms with representatives of opportunistic Corynebacteria having poly-
resistance to antibacterial medications. 
K e y w o r d s :  Corynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665; antibiotic sensitivity; mixed biofilm.
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Введение. Дифтерийная инфекция представляет со-
бой серьёзную проблему здравоохранения, так как 
циркуляция токсигенных штаммов Сorynebacterium 
diphtheriae в популяции сохраняется за счёт бактерио-
носительства [5]. Благодаря способности к адгезии и 
инвазии в макрофаги и клетки фарингеального эпите-
лия,  C. diphtheriaе [2] обеспечивают себе возможность 
длительно персистировать на слизистой оболочке зева и 
носа бактерионосителей. В процессе персистенции про-
исходит изменение биологических свойств возбудителя 

дифтерии, что может быть связано с формированием 
биоплёнок [4], в составе которых многие микроорганиз-
мы пребывают в межэпидемический период [8]. Био-
плёночные культуры микроорганизмов  приобретают 
устойчивость к факторам иммунитета и антибактери-
альным препаратам [6].

Развитие антибактериальной терапии в настоящее 
время достигло значительных успехов, но параллельно 
с этим существенно увеличился риск развития множе-
ственной антибиотикорезистентности микроорганиз-
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мов. После окончания курса антибактериальной те-
рапии концентрация антибиотиков во многих тканях 
становится ниже минимальной подавляющей и опреде-
ляется как субингибирующая. Такие субингибирующие 
концентрации антимикробных препаратов не являются 
бактерицидными, но могут изменить биологические 
свойства (вирулентность, гидрофобность, адгезивность, 
инвазивность, токсинопродукция) и сформировать анти-
биотикоустойчивость как возбудителей инфекционного 
процесса, так и представителей условно-патогенной ми-
крофлоры. Это связано с высокой адаптацией микроор-
ганизмов к условиям окружающей среды, реализуемой, 
в том числе, и посредством формирования смешанных 
биоплёнок с представителями нормальной микрофлоры 
[9]. Микроорганизмы, входящие в состав биоплёнок, 
способны выживать при воздействии антибактериаль-
ных препаратов в таких высоких концентрациях, кото-
рые не могут быть достигнуты в организме человека 
при стандартных терапевтических дозах [11].

Перспективным для лечения больных дифтерией и 
бактерионосителей является поиск антибактериальных 
препаратов, препятствующих колонизации дифтерий-
ных бактерий и их размножению, особенно, в составе 
биоплёнок.

Цель исследования - определение чувствительности к 
антибактериальным препаратам штаммов C. diphtheriae 
gravis tox+ в составе смешанных биоплёнок.

Материал и методы. Объектом исследования слу-
жили штаммы: Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ 
№ 665, полученный из Государственной коллекции па-
тогенных микроорганизмов ФГБУ Государственный 
научно-медицинский институт стандартизации и кон-
троля медицинских биологических препаратов им. Л. А. 
Тарасевича; Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (по-
лирезистентный) и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный), выделенные при профи-
лактическом обследовании практически здоровых в бак-
териологической лаборатории ФГБОУ ВО «Ростовский 
государственный медицинский университет» Минздра-
ва России.

Формировали две смешанные биоплёнки: биоплён-
ка 1 (штаммы Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 
665 и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирези-
стентный)) и биоплёнка 2 (Сorynebacterium diphtheriae 
gravis tox+ № 665 и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный)). Для этого штаммы ко-
ринебактерий культивировали на кровяном агаре, затем 
отбирали колонии и готовили из них микробную взвесь 
густотой 109 по стандарту Мак Фарланда. В равных 
объёмах (по 0,1 мл) культуры, формирующие биоплёнку 
1 и биоплёнку 2, вносили в пробирки с 3 мл сердечно-
мозгового бульона с добавлением 20% сыворотки круп-
ного рогатого скота. Через 120 и 720 часов культивирова-
ния при +370 С проверяли жизнеспособность выросших 
биоплёночных культур всех исследованных штаммов 
коринебактерий [1].

Чувствительность к антибактериальным препаратам 
(бензилпенициллин, цефазолин, цефотаксим, гентами-
цин, канамицин, линкомицин, азитромицин, ципроф-
локсацин, рифампицин, имипенем, ванкомицин) всех 
исследованных планктонных и биоплёночных (120- и 
720-часовых) культур коринебактерий определяли ме-
тодом серийных разведений (микрометодом) в жидкой 
питательной среде [3] по величине минимальной пода-
вляющей концентрации (МПК).

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием статистических программ Statistica 6.0 
для WindowsXp. Достоверность полученных данных 
оценивали при уровне значимости p≤0,05.

Результаты. Типовая культура музейного штамма 
C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, моделирующая смешан-
ную биоплёнку, обладала чувствительностью ко всем 
указанным антибактериальным препаратам, при этом 
значения МПК колебались в пределах от 0,025±0,01 до 
0,156±0,14 мкг/мл.

При исследовании антибиотикочувствительности 
штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе био-
плёнки 1 (со штаммом С. pseudodiphtheriticum, полире-
зистентным к четырём антибактериальным препаратам 
(цефазолин, канамицин, азитромицин, ципрофлоксацин, 
МПК в пределах от 1,25±0,00 до >5±0,00 мкг/мл) об-
наружены изменения. Установлено снижение (p≤0,05) 
чувствительности 120-часовой биоплёночной культуры 
этого штамма к цефазолину, азитромицину, ципрофлок-
сацину (МПК в пределах от 0, 234±0,11 и до >5±0,00 
мкг/мл), 720-часовой - ко всем указанным препаратам 
(МПК от 0,312±0,00 до >5±0,00 мкг/мл). При исследова-
нии других антибактериальных препаратов, к которым 
формировавший биоплёнку полирезистентный штамм 
С. pseudodiphtheriticum обладал чувствительностью [7], 
выявили снижение (p≤0,05) чувствительности 120- и 
720-часовых биоплёночных культур исследованнного 
токсигенного штамма коринебактерий к цефотаксиму и 
ванкомицину (МПК от 0,132±0,00 до >5±0,00 мкг/мл).

При исследовании антибиотикочувствительности 
штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе био-
плёнки 2 (со штаммом С. pseudodiphtheriticum, чувстви-
тельным ко всем антибактериальным препаратам), как 
и при исследовании биоплёнки 1, выявлены изменения. 
МПК цефазолина, канамицина, ципрофлоксацина в от-
ношении 120-часовой биоплёночной культуры токси-
генного штамма коринебактерий превышали (p≤0,05) 
аналогичный показатель типовой культуры, как и при 
исследовании биоплёнки 1. МПК азитромицина при ис-
следовании типовой и 120-часовой биоплёночной куль-
туры этого штамма не отличались. Показатели МПК 
цефазолина, канамицина, азитромицина, ципрофлок-
сацина были выше (p≤0,05) относительно 720-часовой 
биоплёночной культуры штамма C. diphtheriaе gravis 
tox+ № 665, чем типовой культуры этого же штамма. 
Аналогично показателям МПК биоплёночных культур в 
составе биоплёнки 1, значения МПК 720-часовой куль-
туры штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 биоплёнки 
2 увеличивались как к  цефотаксиму, так и ванкомицину, 
но в меньшей степени. Определение антибиотикочув-
ствительности токсигенного штамма коринебактерий к 
другим антибактериальным препаратам, взятым в ис-
следование, выявило результаты, аналогичные получен-
ным при изучении биоплёнки 1.

Обсуждение. При сравнении антибиотикочувстви-
тельности биоплёночных культур штамма C. diphtheriaе 
gravis tox+ № 665 установлено, что показатели МПК 
большинства антибактериальных препаратов и, в осо-
бенности тех, к которым полирезистентный, формирую-
щий биоплёнку 1 штамм С. рseudodiphtheriticum обла-
дал устойчивостью, выше относительно биоплёночных 
культур дифтерийных бактерий, выделенных из био-
плёнки 2.

В составе биоплёнок антибиотикочувствительность 
микроорганизмов существенно снижается [3], что соз-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-253-256

МИКРОБИОЛОГИЯ

256

дает определённые сложности при назначении антибак-
териальной терапии. Определение чувствительности к 
антибиотикам возбудителя дифтерии, находящегося в 
организме при бактерионосительстве в микробном со-
обществе с представителями нормальной микрофлоры, 
является актуальным в современных условиях. Учиты-
вая, что представители нормальной микрофлоры могут 
обладать устойчивостью к антибактериальным препа-
ратам, можно предположить возможную передачу этого 
свойства токсигенным коринебактериям, попадающим в 
организм [10]. По нашим данным, антибиотикочувстви-
тельность штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, вы-
деленного из биоплёнки 1, сформированной с полире-
зистентым штаммом С. рseudodiphtheriticum, ниже, чем 
из биоплёнки 2 с антибиотикочувствительным штаммом 
С. рseudodiphtheriticum. Это может быть связано с пере-
дачей генетического материала, кодирующего устойчи-
вость к антибактериальным препаратам (цефазолину, 
канамицину, азтромицину, ципрофлоксацину).

Наблюдалось снижение антибиотикочувствитель-
ности биоплёночных культур коринебактерий и к ан-
тибиотикам, к которым полирезистентный штамм С. 
рseudodiphtheriticum обладал чувствительностью (цефо-
таксим, ванкомицин). Аналогичные данные получены и 
при исследовании коринебактерий, выделенных из био-
плёнки 2 (с антибиотикочувствительным штаммом С. 
рseudodiphtheriticum). Данный факт может быть связан 
со свойствами межмикробного матрикса (плотность, 
толщина, возраст, микробное видообразование, мета-
болизм), защищающего коринебактерии от воздействия 
антибактериальных препаратов. При этом механизм дей-
ствия указанных препаратов (цефотаксим, ванкомицин) 
обусловлен подавлением синтеза клеточной стенки, а 
формирующийся межмикробный матрикс биоплёнки 
экранирует пептидогликан, что ведёт к угнетению до-
ставки антибактериальных препаратов к коринебакте-
риям.

Заключение. Чувствительность штамма C. diphtheriaе 
gravis tox+ № 665 в составе смешанной биоплёнки 1 (с по-
лирезистентным штаммом С. рseudodiphtheriticum) сни-
жалась к цефазолину, азитромицину, ципрофлоксацину, 
канамицину, к которым штамм С. рseudodiphtheriticum 
резистентен, в большей степени, чем аналогичный пока-
затель этого же штамма возбудителя дифтерии в составе 
смешанной биоплёнки 2 (с антибиотикочувствительным 
штаммом С. рseudodiphtheriticum). Обнаружена тен-
денция к снижению антибиотикочувствительности ко-
ринебактерий при культивировании в составе смешан-
ных биоплёнок с представителями условно-патогенных 
коринебактерий, обладающих полирезистентностью к 
антибактериальным препаратам.
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