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В постэпидемический период циркуляция возбудителя дифтерии в популяции сохраняется благодаря бактерионоситель-
ству. Попадая в организм с высоким уровнем антитоксического иммунитета, возбудитель вступает в межмикробные 
взаимодействия с представителями условно-патогенной микрофлоры, колонизирующей респираторный тракт, и фор-
мирует биоплёнку. Материалы и методы. Моделирование процесса биоплёнкообразования осуществляли с использова-
нием штаммов C.diphtheriae gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum и S.aureus. Образцы биоплёнок помещали на пред-
метный столик сканирующего электронного микроскопа и напыляли золотом в напылительной вакуумной установке 
EicoIB-3ioncoater (фирма «Eico», Япония) при ионном токе 6-8 мА. Полученные образцы исследовали в сканирующем 
электронном микроскопе JEOL 6510LB. (фирма «JEOL», Япония) при ускоряющем напряжении 30 кВ. Результаты. При 
электронно-микроскопическом исследовании образцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и условно-патогенных 
микроорганизмов видны группы из 2-7 молодых клеток бактерий, упакованных в единую микрокапсулу. Более объёмные 
скопления клеток бактерий (более 10-12) характерны для образцов биоплёнок, представленных клетками C.diphtheriaе 
gravis tox+ №665 и S.aureus. На поверхности биоплёнки расположены молодые клетки бактерийс интактной структурой 
на различных стадиях активного деления. Конгломераты клетокбактерий, покрытые общим межклеточным матриксом, 
плотно прилегают друг к другу и формируют многослойную биоплёнку. Заключение. Особенности ультраструктуры 
биоплёнок, содержащих штаммы C. diphtheriae и УПМ, особенно антибиотикорезистентных, колонизирующих респира-
торный тракт, могут способствовать длительной персистенции C.diphtheriae в организме. Они не только значитель-
но затрудняют доступ антибактериальных препаратов, но и препятствуют выделению C.diphtheriae при проведении 
культурального исследования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Corynebacterium diphtheria; условно-патогенные микроорганизмы; респираторный тракт; уль-
траструктура биоплёнки.
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In the post-epidemic period, the circulation of the causative agent of diphtheria in the population is maintained due to the 
carrier of bacteria. Entering an organism with a high level of antitoxic immunity, the pathogen enters into intermicrobial 
interactions with representatives of the opportunistic microflora inhabiting the respiratory tract and forms a biofilm. Materials 
and methods. Modeling of the biofilm formation process was carried out using the strains C.diphtheriae gravis tox+№. 665, 
C.pseudodiphtheriticum, S.aureus. Biofilm samples were placed on the stage of a scanning electron microscope and gold-sputtered 
in an EicoIB-3 ioncoater vacuum deposition unit (Eico, Japan) at an ion current of 6-8 mA. The samples obtained were examined 
in a JEOL 6510LB scanning electronmicroscope. («JEOL» company, Japan) at an accelerating voltage of 30 kV. Results. Electron 
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microscopic examination of samples of biofilms C. diphtheriae gravis tox+ № 665 and opportunistic microorganisms shows groups 
of 2-7 young bacterial cells packed into a single microcapsule. Much more voluminous accumulations of bacterial cells (more 
than 10-12) are typical for biofilm samples represented by C. diphtheriae gravis tox+№ 665 and S. aureus cells. On the surface 
of the biofilm, young bacterial cells with an intact structure are located at various stages of active division. The conglomerates 
of bacterial cells, covered with a common intermicrobial matrix, adhere tightly to each other and form a multilayer biofilm. 
Conclusion. Features of the ultrastructure of biofilms containing strains of C. diphtheriae and opportunistic bacteria, especially 
antibiotic-resistant bacteria inhabiting the respiratory tract, can contribute to long-term persistence of the pathogen of diphtheria 
in the body. They not only significantly complicate the access of antibacterial drugs, but also interfere with the isolation of 
C.diphtheriae during bacteriological research.
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Инфекционные заболевания представляют серьёз-
ную угрозу человечеству. Миф о том, что в условиях 
современной цивилизации с бурным развитием на-
учно-технического прогресса инфекционные болезни 
остались в прошлом, окончательно разрушен. Свиде-
тельством тому явилось появление новых, не извест-
ных ранее патогенов. Не следует забывать и о старых 
«возвращающихся» инфекциях, к числу которых поми-
мо кори, полиомиелита, туберкулёза, эпидемического 
паротита, относят дифтерию. Эти инфекции контроли-
руются средствами массовой вакцинации, но именно из-
за отказов от прививок в России в 90-е годы произошло 
развитие эпидемии дифтерии [1,2]. Для вакцинопрофи-
лактики дифтерии используют препараты, содержащие 
дифтерийный анатоксин, который способствует форми-
рованию в организме прививаемого антитоксического, 
но не антибактериального иммунитета [1,2]. Вследствие 
этого в популяции с высоким уровнем антитоксического 
иммунитета сохраняется резервуар возбудителя инфек-
ции в форме бактерионосителя токсигенных штаммов 
Corynebacterium diphtheriae [1]. При снижении охвата 
прививками населения не минуем подъём заболеваемо-
сти дифтерией. В постэпидемический период частота 
выделения C. diphtheria из респираторного тракта чело-
века резко снижена. В последнее десятилетие в России 
заболеваемость дифтерией регистрируется только на 
спорадическом уровне [3]. Учитывая тот факт, что бла-
годаря бактерионосительству элиминации возбудителя 
из популяции не происходит, возникает вопрос, каковы 
особенности существования C. diphtheriaeв постэпиде-
мический период в организме. C.diphtheriae обладает 
способностью формировать биоплёнку [4]. Очевидно, 
что попадая в организм человека с высоким уровнем 
антитоксического иммунитета, C. diphtheria вступает в 
межмикробные взаимодействия с условно-патогенными 

микроорганизмами (УПМ) нормальной микробиоты, ко-
лонизирующей респираторный тракт, и формирует био-
плёнку. Представляет интерес выяснить особенности 
ультраструктуры смешанных микробных сообществ при 
формировании биоплёнок C. diphtheriaeи УПМ, локали-
зующихся на эпителии верхних дыхательных путей.

Цель исследования – изучение ультраструктуры 
смешанных микробных сообществ C.diphtheriae gravis 
tox+и УПМ при формировании биоплёнок in vitro.

Материал и методы. Исследован токсигенный 
штамм C.diphtheriae gravis tox+№665, полученный из 
Государственной коллекции патогенных микроорга-
низмов ФГБУ Государственный научно-медицинский 
институт стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича, штам-
мы недифтерийных коринебактерий, выделенные из 
верхних дыхательных путей от практически здорового 
взрослого (C.pseudodiphtheriticum №1 – в количестве 
103 КОЕ/мл) и больных с хроническим тонзиллитом 
(C.pseudodiphtheriticum №2 – в количестве 106 КОЕ/
мл, Staphylococcus aureus – в количестве 105 КОЕ/мл) 
в ГАУ РО «ОКДЦ». Штамм C.pseudodiphtheriticum №1 
обладал чувствительностью ко всем антимикробным 
препаратам (АМП), в соответствии с рекомендациями 
[5]; C.pseudodiphtheriticum №2 – множественной лекар-
ственной устойчивостью (МЛУ) (к бензилпенициллину, 
эритромицину, рифампицину, линкомицину); S.aureus – 
резистентностью к метициллину.

Для исследования ультраструктуры штаммов 
C.diphtheriae gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum 
№1, C.pseudodiphtheriticum №2, S.aureus биомассу ми-
кробных клеток обрабатывали 4% раствором глутарово-
го альдегида в 0,2 М Na-какодилатном буфере, рН 7,2. 
Фиксацию проводили в течение ночи при температуре 
+4°С. Дополнительную фиксацию проводили в 4% во-
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дном растворе четырёхокиси осмия на буфере Райтер-
Келленбергера в течение ночи при температуре +4°С. 
После фиксации и отмывки в буфере клетки бактерий 
дегидратировали по 10 мин в растворах этилового спир-
та возрастающей концентрации (30%, 50%, 70%, 95%) 
и 20 мин – в абсолютном спирте при его трёхкратной 
смене. Далее образцы пропитывали смесями абсолют-
ного этанола и аралдита (соотношения 3:1, 1:1, 1:3) при 
+37°С в течение суток, переносили в чистый аралдит, 
выдерживали в вакууме (10-2торр) 1,5 часа при темпе-
ратуре +37°С. Заливали образцы аралдитом и полиме-
ризовали при температуре +40°С в течение ночи, затем 
при температуре +60°С – одни сутки, при температуре 
+90°С – двое суток[6].Срезы фиксированной биомас-
сы получали стеклянным ножом на ультрамикротоме 
Ultracut (ReichertJung, Австрия). Срезы контрастирова-
ли уранилацетатом и цитратом свинца, просматривали 
в электронном микроскопе TecnaiG2 SpiritBioTWIN 
при ускоряющем напряжении 120 кВ и увеличении от 
10000 до 100000 крат. Съёмку производили с помощью 
высококонтрастной широкоугольной CCD камеры Gata-
nOriusSC200W 120kV, а также – CCD камеры высокого 
разрешения GatanOriusSC1000B 200kV. Обработку фо-
тоснимков производили с помощью программ TecnaiIm-
agingandAnalysis, Gatandigitalmicrograph.

Электронно-микроскопическое исследование препа-
ратов смешанных микробных сообществ C.diphtheriae 
gravis tox+ и УПМ при формировании биоплёнок осу-
ществляли путём погружения в среду культивиро-
вания нержавеющей подложки для поверхностной 
адгезии клеток бактерий, формирующих биоплёнку. 
Образцы биоплёнок C.diphtheriaе gravis tox+ №665 
и C.pseudodiphtheriticum №1, C.diphtheriaе gravis 
tox+№665 и C.pseudodiphtheriticum №2, C.diphtheriaе 
gravis tox+ №665 и S.aureus, адгезированных к подложке, 
подвергали химической фиксации. Образцы биоплёнок 
обрабатывали 4%-ным раствором глутарового альдеги-
да и 40%-ным раствором формальдегида, фиксировали 
в течение 24 час при комнатной температуре. Указанные 
образцы биоплёнок после фиксации дегидратировали. 
Дегидратацию образцов проводили по 15 мин в охлаж-
дённых до +4°С водных растворах этилового спирта воз-
растающей концентрации для предотвращения экстрак-
ции различных компонентов клеток (30%, 50%, 70%, 
96%, 100%) и в 100% ацетоне (двукратно по 10 мин). 
Затем исследуемые образцы высушивали на воздухе.

Обезвоженные образцы биоплёнок помещали на 
предметный столик сканирующего электронного микро-
скопа и напыляли золотом в напылительной вакуумной 
установке EicoIB-3 ioncoater (фирма «Eico», Япония) 
при ионном токе 6-8 мА. Полученные образцы иссле-
довали в сканирующем электронном микроскопе JEOL 
6510LB. (фирма «JEOL», Япония) при ускоряющем на-
пряжении 30 кВ.

Результаты. Начальным этапом исследования 
явилась характеристика ультраструктуры и качества 
биомасс планктонных культур штаммов C.diphtheriae 
gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum №1, C.pseudo
diphtheriticum №2 и S.aureus методом ультратонких сре-
зов. Для этого клетки бактерий заливали аралдитом и 
полимеризовали в объёме. Продолжительная полимери-
зация в мягких условиях позволила жёстко зафиксиро-
вать клетки бактерий в объёме полимера, сохраняя при 
этом исходную структуру микроорганизмов. Обработка 
четырёхокисью осмия заблокировала ферментативную 

активность и стабилизировала липопротеиновые ком-
плексы, фосфолипиды мембран, цитоплазму, нуклеоид. 
Реактив «окрасил» ультратонкие структуры клеток, что 
улучшило чёткость изображения.

Для характеристики целостности структуры биомассы 
с помощью электронного микроскопа TecnaiG2 SpiritBioT-
WIN получили изображения при различной кратности уве-
личения. На электронно-микроскопическом изображении 
образца планктонной культуры штамма C.diphtheriae gra-
vis tox+№665 (рис.1, а) наблюдаются полиморфные клетки 
палочковидной, кокковидной, овальной формы размером 
от 0,3-0,5 мкм до 0,5-2,0 мкм. Ультратонкая структура это-
го образца представлена следующими элементами: клеточ-
ная стенка, цитоплазматическая мембрана, наружная мем-
брана, цитоплазма. Клеточная стенка состоит из пептидо-
гликанового слоя толщиной 10-20 нм. Цитоплазматическая 
мембрана гладкая или волнистая, плотно примыкает к кле-
точной стенке бактерий или обособлена от неё небольшим 
периплазматическим пространством. Наружная мембрана 
у значительной части образцов очень плотно граничит с 
наружной поверхностью клеточной стенки. Цитоплазма 
клетки представлена комплексом структурных компонен-
тов: нуклеоид – светлые зоны с низкой электронно-опти-
ческой плотностью, рибосомы – мелкозернистые тёмные 
включения высокой электронно-оптической плотности; 
полисомы- тяжи различной длины.

В отдельных клетках видны небольшие вакуоли или 
пузырьки газа и плотные затемнённые области с размы-
тыми контурами, которые могут представлять собой по-
лифосфатные комплексы зёрен волютина. Видны клетки 
бактерий на разных стадиях бинарного деления, осу-
ществляемого простой перетяжкой клеток с последую-
щим образованием двух равноценных дочерних клеток. 
Внутриклеточный мембранный аппарат не развит.

При исследовании морфологии клеток C.pseudo
diphtheriticum №1 (рис.1, б) обнаружен выраженный 
полиморфизм: клетки имеют кокковидную (овальную, 
округлую), веретёнообразную, клиновидную форму. Ряд 
клеток имеет форму палочек размером 0,3х2,5 мкм. Не-
которые клетки имеют перегородки, расположенные на 
латеральных концах или посередине, делящие клетку на 
две, не всегда равноценные дочерние клетки. Присут-
ствуют микроорганизмы с нетипичным способом «де-
ления», характеризующимся образованием новых, «мо-
лодых» клеток внутри материнской. В них имеются все 
основные органоиды: нуклеоид, цитоплазма, цитоплаз-
матическая мембрана, клеточная стенка и другие орга-
неллы, необходимые для поддержания жизнеспособ-
ности клетки. После завершения формирования новой 
клетки, материнская клетка разрушается. Ультратонкая 
структура клеток C.pseudodiphtheriticum №1 имеет такое 
же строение, как и C.diphtheriae gravis tox+№665 (см. 
рис.1, a), но особенностью является наличие микрокап-
сул или слизистых чехлов у части клеток.

Особенностями морфологии отличается образец 
C.pseudodiphtheriticum №2 (рис.1, в). Наряду с полимор-
физмом и гетерогенностью микроорганизмов следует 
отметить выраженную склонность большого количества 
клеток этого фенотипа к образованию внутриклеточных 
перегородок, так называемых септ, которые придают 
клеткам характерную исчерченность. Размеры клеток 
варьируют от 0,5-0,8 мкм до 0,5-4,0 мкм. Толщина кле-
точной стенки составляет 20-30 нм, толщина септ – 40-
80 нм. Многие клетки имеют микрокапсулу, толщина 
которой составляет 50-80 нм.
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Клетки штамма S.aureus (рис.1, г) имеют кокковид-
ную форму, одинаковое строение и размеры 0,5-0,8-1,0 
мкм (в зависимости от стадии развития и деления). Кле-
точная стенка плотная, гомогенная, толщиной около 20 
нм. Особенностью строения S.aureus является наличие 
у них мембранно-стеночного комплекса, в котором вну-
тренняя поверхность клеточной стенки сращена с на-
ружным листком цитоплазматической мембраны, что 
придает особую устойчивость этому виду бактерий. 
Цитоплазма неделящихся, находящихся в покое кле-
ток, имеет однородное зернистое строение, упакована 
различными глобулярными и фибриллярными компо-
нентами. В образце присутствует множество клеток на 

разных стадиях деления, у которых хорошо видна вра-
стающая от периферии к центру поперечная перегород-
ка. Она состоит из двух лепестков цитоплазматической 
мембраны и ригидного слоя пептидогликана клеточной 
стенки, плотно примыкающих друг к другу. Цитоплазма 
упакована различными глобулярными и фибриллярны-
ми компонентами. Мембранный внутриклеточный аппа-
рат не развит.

Электронно-микроскопическое исследование об-
разцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и 
УПМ выявило ряд особенностей их организации, а 
широкий диапазон увеличения (от х500 до х10000) 
позволил более подробно оценить процесс биоплён-

Рис.1. Электронно-микроскопическое изображение ультратонких срезов бактерий в просвечивающем электронном микроско-
пе TecnaiG2 SpiritBioTWIN: а – C.diphtheriae gravis tox+ №665; б – C.pseudodiphtheriticum №1; в – C.pseudodiphtheriticum №2 
(стрелкой показаны внутриклеточные перегородки – септы); г – S.aureus.
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общим межмикробным матриксом, плотно прилегают 
друг к другу и формируют многослойную биоплёнку.

Обсуждение. Клетки бактерий исследованных штам-
мов коринебактерий и S.aureus, колонизирующих ре-
спираторный тракт, имеют определённые особенно-
сти своей морфологии. Для всех исследованных видов 
коринебактерий характерен полиморфизм, у штамма 
C.pseudodiphtheriticum №2 цитоплазма клеток разделена 
септами. Этот штамм обладает МЛУ (к четырём АМП), 
что может явиться следствием формирования у него му-
тационной изменчивости. Мутации, затрагивающие гены, 
участвующие в делении клетки, могут привести к непра-
вильной сегрегации генетического материала и наруше-
ниям, связанными с отслоением клеточных стенок и их 
расхождением после завершения деления [7]. В результате 
этого происходит образование новых неразделённых кле-
ток, как имеющих нуклеоид, так и лишённых нуклеоида, 
не несущих генетический материал. Такие особенности 
морфологической структуры могут существенно затруд-
нять доступ АМП в бактериальную клетку. Формирование 

кообразования. На обзорных снимках (ув. х500) об-
разцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и 
C.pseudodiphtheriticum №1 (рис.2, а) и C.diphtheriae 
gravis tox+№665 и C.pseudodiphtheriticum №2 (рис.2, б) 
видны зоны активного деления бактерий и образования 
бактериальной биоплёнки. 

Сплошная бактериальная биоплёнка представлена 
клетками C.diphtheriae gravis tox+ №665 и S.aureus 
(рис. 2, в). На фотографиях биоплёнок, образован-
ных C.diphtheriae gravis tox+№665 и штаммами 
C.pseudodiphtheriticum №1 и C.pseudodiphtheriticum №2 
(ув. х10000) видны группы из 2-7 молодых клетокбакте-
рий, упакованных в единую микрокапсулу.

Более объёмные скопления клеток бактерий(более 
10-12) характерны для образцов биоплёнок, 
представленных клетками C.diphtheriaе gravis tox+ №665 
и S.aureus. На поверхности биоплёнки расположены 
молодые клетки бактерийс интактной структурой на 
различных стадиях активного деления. На снимках 
видно, что конгломераты клетокбактерий, покрытые 

Рис. 2. Трехмерное изображение биопленок штамма C.diphtheriaegravistox+ №665 и условно-патогенных бактерий в 
сканирующем электронном микроскопе JEOL 6510LB. а – C.diphtheriae gravis tox+ №665 и C.pseudodiphtheriticum №1 
(стрелкой указаны группы из 2-5  молодых бактериальных клеток в единой микрокапсуле); б – C.diphtheriae gravis tox+ №665 
и  C.pseudodiphtheriticum №2 (стрелкой указаны молодые бактериальные клетки с интактной структурой на поверхности 
биопленки); в – C.diphtheriae gravis tox+ №665 и  S.aureus (стрелкой указаны молодые бактериальные клетки с интактной 
структурой на различных стадиях активного деления).
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неразделённых клетокбактерий, разграниченных перего-
родками (септами), может явиться одним из путей форми-
рования антибиотикорезистентности у коринебактерий. 
Особенностью ульраструктуры клеток S.aureus является 
наличие у них мембранно-стеночного комплекса, в кото-
ром внутренняя поверхность клеточной стенки сращена 
с наружным листком цитоплазматической мембраны, что 
придает особую устойчивость этому виду бактерий.

Биоплёнки, формируемые этими видами микроорга-
низмов, имеют сложную, многослойную ультраструкту-
ру. Они представлены конгломератами, состоящими из 
нескольких клеток бактерий, покрытых общим межми-
кробным матриксом. Конгломераты плотно прилегают 
друг к другу, формируя многослойную структуру, в кото-
рой глубоко упрятаны клетки C.diphtheriae. Такое распо-
ложение C.diphtheriae в составе биоплёнки значительно 
ограничивает возможность его выделения культуральным 
методом при лабораторной диагностике и доступ к нему 
АМП. Это может усугубляться и особенностями струк-
туры обладающего МЛУ штамма C.pseudodiphtheriticum 
№2, клетки которого разделены септами. Все это созда-
ет условия для длительной персистенции C.diphtheriae в 
организме человека и сохранения резервуара возбудителя 
инфекции в постэпидемический период.

Заключение. Особенности ультраструктуры био-
плёнок, содержащих штаммы C.diphtheriae и УПМ, 
особенно антибиотикорезистентных, колонизирующих 
респираторный тракт, могут способствовать длительной 
персистенции C.diphtheriae в организме. Они не только 
значительно затрудняют доступ АМП, но и препятству-
ют выделению C.diphtheriae при проведении культу-
рального исследования. В постэпидемический период 
при высоком уровне противодифтерийного антитокси-
ческого иммунитета в популяции сохраняется скрытое 
бактерионосительство, которое обусловлено, в том чис-
ле, и особенностями ультраструктуры смешанной био-
плёнки в респираторном тракте носителей.
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