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При колонизации носоглотки токсигенными штаммами возбудителя дифтерии происходит выделение токсина, 
способствующего гибели эпителиальных клеток. У бактерионосителей развития клинической картины заболевания не 
происходит. Это связано с особенностями состояния их иммунной системы, особенностями продукции дифтерийного 
экзотоксина коринебактериями в составе биоплёнки. Цель  - определение характера цитопатического действия C. diph-
theriae в составе биоплёнки на культуре клеток СНО-К1.  Исследованы планктонные и биоплёночные (120- и 720-час.) 
культуры штаммов: C. diphtheriae gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, 
C. diphtheriae gravis tox+, выделенный от больного с диагнозом «дифтерия ротоглотки локализованная» C. diphtheriae 
gravis с «молчащим» tox-геном. Биоплёночные (120- и 720-ч) культуры штаммов возбудителя дифтерии получали по 
методике Watnik. ЦПД штаммов коринебактерий исследовали на культуре клеток СНО-К1 с учётом в инвертированном 
микроскопе.  При исследовании ЦПД планктонных культур токсигенных штаммов коринебактерий установлено, что 
количество живых клеток СНО-К1 уже через 24 ч было незначительным (25,3±1,2%) и резко уменьшилось (2,5±0,5%) 
через 72 ч культивирования. Под воздействием биоплёночных и, особенно, 720-ч культур обнаружена иная динамика ЦПД: 
количество живых клеток через 24 ч оставалось значительным (82,5±2,2%), при 72-часовом снижалось до 25,0±3,0%. 
При исследовании фильтратов планктонных и биоплёночных культур штамма C. diphtheriae с «молчащим» tox-геном 
выявлены аналогичные закономерности. Количество живых клеток СНО-К1 при воздействии фильтрата 720-час. 
биоплёночной культуры было значительно выше (р≤0,05), чем при исследовании токсигенных штаммов коринебактерий. 
Рассматривая характер ЦПД обнаружили, что для планктонных культур токсигенных штаммов коринебактерий 
свойственно изменение монослоя клеток, проявляющееся их истончением и удлинением. При исследовании 720-часовых  
биоплёночных культур при 72-ч экспозиции обнаружено появление большого количества округлённых клеток (63-
69%). Для ЦПД, формирующегося под воздействием фильтратов планктонных и биоплёночных культур C. diphtheriae 
с «молчащим» tox-геном, штаммов недифтерийных коринебактерий, характерно округление клеток и формирование 
симпластов. В составе биоплёнки интенсивность ЦПД токсигенных штаммов C. diphtheriae и штамма C. diphtheriae с 
«молчащим» tox-геном снижалась. ЦПД, проявляющееся истончением и удлинением клеток СНО-К1, связано с действием 
дифтерийного экзотоксина, округление - ферментов коринебактерий и, по всей видимости, фрагментов поверхностных 
структур – адгезинов. Пониженное выделение токсина и ферментов за пределы матрикса биоплёнки C. diphtheriae 
является важной причиной «бессимптомности» носительства при дифтерии.
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When the nasopharynx is colonized with toxigenic strains of the diphtheria pathogen, toxin is released, which contributes to the 
death of epithelial cells. But in bacterial carriers, the development of the clinical picture of the disease does not occur. This is 
due to the peculiarities of the state of their immune system, as well as the peculiarities of the production of diphtheria exotoxin 
by corynebacteria in the biofilm. Goal. Determining the nature of the cytopathic effect of C. diphtheriae as part of a biofilm in 
CHO-K1 cell culture. The planktonic and biofilm (120- and 720-hour) cultures of the strains were studied: C. diphtheriae gravis 
tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, C. diphtheriae gravis tox+ isolated from a patient 
with a diagnosis Localized oropharyngeal diphtheria C. diphtheriae gravis with a silent tox-gene. Biofilm (120- and 720-hour) 
cultures of diphtheria pathogen strains were obtained according to the Watnik method. The cytopathic effect of corynebacterial 
strains was studied on a CHO-K1 cell culture, taking into account in an inverted microscope.  When studying the cytopathic effect 
of planktonic cultures of toxigenic strains of corynebacteria, it was found that the number of living CHO-K1 cells after 24 hours 
was insignificant (25.3±1.2%) and sharply decreased (2.5±0.5%) after 72 hours of cultivation. Under the influence of biofilm and, 
especially, 720-hour cultures, a different cytopathic effect dynamics was found: the number of living cells after 24 hours remained 
significant (82.5±2.2%), while at 72-hour it decreased to 25.0±3.0%. In the study of filtrates of planktonic and biofilm cultures 
of C. diphtheriae strain with a «silent» tox-gene, similar patterns were revealed. However, the number of live CHO-K1 cells 
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when exposed to the filtrate of a 720-hour biofilm culture was significantly higher (p≤0.05) than when studying toxigenic strains 
of corynebacteria. Considering the nature of the cytopathic action, it was found that planktonic cultures of toxigenic strains of 
corynebacteria are characterized by a change in the cell monolayer, manifested by their thinning and elongation. The study of 720-
hour biofilm cultures at 72-hour exposure revealed the appearance of a large number of rounded cells (63-69%). The cytopathic 
effect, formed under the influence of filtrates of planktonic and biofilm cultures of C. diphtheriae with a «silent» tox-gene, as well 
as strains of non-diphtheria corynebacteria, is characterized by rounding of cells and the formation of symplasts. In the biofilm, 
the intensity of the cytopathic effect of toxigenic C. diphtheriae strains and C. diphtheriae strain with a silent tox-gene decreased. 
CPD, manifested by thinning and lengthening of CHO-K1 cells, is associated with the action of diphtheria exotoxin, and rounding 
is associated with corynebacterial enzymes and, apparently, fragments of surface structures - adhesins. Decreased release of toxin 
and enzymes beyond the C. bihfilm matrix is a significant cause of the «asymptomatic» carriage of diphtheria.
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Главным фактором патогенности C. diphtheriae явля-
ется дифтерийный экзотоксин, который играет ключевую 
роль в патогенезе дифтерии и развитии осложнений. По-
падая в организм человека, возбудитель дифтерии может 
вызывать развитие, как манифестированных форм инфек-
ции, так и бессимптомных. В межэпидемический период, 
когда клинически выраженные формы дифтерии не реги-
стрируются, эпидемический процесс поддерживается за 
счёт бактерионосителей [1]. При бактерионосительстве 
процесс колонизации эпителия верхних дыхательных 
путей ведёт к формированию биоплёнки. В составе био-
плёнки адгезивность коринебактерий увеличивается, а 
инвазивность уменьшается [2]. При колонизации носо-
глотки токсигенными штаммами возбудителя дифтерии 
происходит выделение дифтерийного токсина, способ-
ствующего гибели эпителиальных клеток [3]. Развития 
клинической картины заболевания у бактерионосителей 
не происходит. Это связано с особенностями состояния 
их иммунной системы (высокий уровень антитоксиче-
ского иммунитета и низкий – антибактериального, пони-
женный местный иммунитет) [3; 4]. С другой стороны, 
существенную роль в этом процессе могут играть и осо-
бенности продукции дифтерийного экзотоксина корине-
бактериями в составе биоплёнки.

Цель исследования - определение характера цитопа-
тического действия C. diphtheriae в составе биоплёнки 
на культуре клеток

Материал и методы. Исследованы планктонные и 
биоплёночные (120- и 720-часовые) культуры штаммов: 
C. diphtheriae gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis 
tox+№ 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, получен-
ные из ГИСК им. Л. А. Тарасевича; C. diphtheriae gravis 
tox+, выделенный от больного с диагнозом «дифтерия 
ротоглотки локализованная» бактериологической лабо-
раторией ФГКУ «1002 ЦГСЭН» Минобороны России 
г. Ростова-на-Дону; C. diphtheriae gravis с «молчащим» 
tox-геном (отрицательный в тесте Элека и положитель-
ный при определении гена дифтерийного токсина в 
ПЦР), предоставленный МБУЗ «ГБ № 1 им. Н. А. Се-
машко Ростова-на-Дону». Исследованы планктонные 
культуры штаммов недифтерийных коринебактерий (С. 
рseudodiphtheriticum – 2 шт., C. tuberculostearicum - 1 

шт., С. propinquum – 5 шт., C. xerosis – 1 шт., C. accolens 
– 1 шт., C. amycolatum – 1 шт.), выделенные от практиче-
ски здоровых лиц.

Биоплёночные (120- и 720-часовые) культуры штам-
мов возбудителя дифтерии получали по методике Watnik 
[5]. Определение токсигенности в тесте Элека (реакция 
преципитации в агаре) проводили в соответствии с ука-
заниями [6]. Для тестирования гена дифтерийного токси-
на использовали ПЦР со специфическими праймерами, 
комплементарными двум участкам гена дифтерийного 
токсина, с помощью программы Vector NTI. Праймеры 
синтезированы в НПО «Литех» ( Москва).

Исследованы фильтраты планктонных и биоплёноч-
ных (120 и 720 ч) культур штаммов коринебактерий (ис-
пользовали мембранные фильтры фирмы «Millipore» 
(США) с размером пор 0,45 мкм), которые титровали в 
96-луночном планшете в среде RPMI-1640 без добавле-
ния сыворотки и вносили в лунки с клетками СНО-К1 
по 0,05 мл, предварительно удалив питательную среду. 
Каждый образец фильтрата культур коринебактерий 
исследовали в 7-8 повторах. Планшет инкубировали в 
СО2-инкубаторе в течение 72 ч при температуре +37° С, 
влажности - 90% и концентрации СО2 - 5%. Учёт произ-
водили через 24, 48, 72 часа.

Цитопатическое действие (ЦПД) исследованных 
культур штаммов коринебактерий на культуру клеток 
СНО-К1 учитывали в инвертированном микроскопе. 
Определяли количество жизнеспособных и изменённых 
клеток в инвертированном микроскопе по морфологиче-
ским и деструктивным изменениям в виде истончения, 
удлинения, округления, образования симпластов. Реги-
страцию результатов проводили с использованием циф-
рового фотоаппарата и инвертированного микроскопа. 
Для этого лунки с интактной культурой клеток СНО-К1 
(контроль) и лунки с клетками, подвергшимися воздей-
ствию фильтратов исследованных культур коринебакте-
рий (опыт) фиксировали на предметном столике. Клетки 
фотографировали через прозрачное дно панели с общим 
увеличением на фотоснимке в 100 раз без дополнитель-
ного окрашивания.

Концентрацию токсина (Lf/мл) в исследованных филь-
тратах планктонных и биоплёночных культур штаммов 
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кономерности ЦПД. Количество живых клеток СНО-К1 
при воздействии фильтрата 720-часовой биоплёночной 
культуры значительно выше (р≤0,05), чем при иссле-
довании таких же культур токсигенных штаммов ко-
ринебактерий. Фильтраты планктонных культур штам-
мов недифтерийных коринебактерий, выделенных от 
практически здоровых обследованных, по сравнению 
с аналогичными культурами возбудителя дифтерии, 
оказывали менее выраженное ЦПД на клетки СНО-К1. 
Способность недифтерийных коринебактерий, не про-
дуцирующих токсин, оказывать ЦПД на клетки СНО-
К1 свидетельствует о том, что этот эффект может быть 
вызван не только токсином, но и другими имеющимися 
у них субстанциями.

При рассмотрении характера ЦПД обнаружено, что 
для планктонных культур токсигенных штаммов кори-
небактерий свойственно изменение монослоя клеток, 
проявляющееся их истончением и удлинением (рис. 2). 
При исследовании 720-часовых биоплёночных культур 
при 72-ч экспозиции (см. рис. 1, 2) обнаружено появле-
ние большого количества округлённых клеток (63-69%). 
Для ЦПД, формирующегося под воздействием фильтра-
тов планктонных и биоплёночных культур C. diphtheriae 
с «молчащим» tox-геном, штаммов недифтерийных ко-
ринебактерий, характерно округление клеток и форми-
рование симпластов.

Обсуждение. ЦПД на клетки СНО-К1 оказывали 
как токсигенные штаммы C. diphtheriae, так и штамм C. 
diphtheriae с «молчащим» tox-геном и недифтерийные 
коринебактерии, выделенные от практически здоровых 
лиц. ЦПД штаммов C. diphtheriae более выражено, чем 
недифтерийных коринебактерий. При исследовании 
биоплёночных культур коринебактерий и, особенно, 
720-часовой, интенсивность ЦПД (р≤0,05) значительно 
снижалась.

Обнаружены существенные различия характера ЦПД 
различных культур и штаммов коринебактерий. ЦПД 
планктонных и биоплёночных культур токсигенных 
штаммов C. diphtheriae проявлялось истончением и уд-
линением клеток СНО-К1, что, по всей видимости, обу-
словлено действием дифтерийного экзотоксина. У 720-
часовых биоплёночных культур токсигенных штаммов C. 
diphtheriaе при некотором снижении уровня выделения 
токсина, что показали результаты реакции флоккуляции, 
помимо истончения и удлинения клеток наблюдалось и 
округление. Это свидетельствует о снижении интенсив-

ности выделения дифтерий-
ного токсина штаммами C. 
diphtheriae в составе био-
плёнки по сравнению с план-
ктонными культурами. Это 
может быть связано, с одной 
стороны, с формированием 
межмикробного матрикса, 
препятствующего выделе-
нию токсина за его пределы. 
С другой, - со снижением ин-
тенсивности процессов мета-
болизма и синтеза факторов 
патогенности бактериями в 
составе биоплёнки. При раз-
рушении биоплёнки с после-
дующим пересевом культуры 
возбудителя на сывороточный 
агар, интенсивность выделе-

коринебактерий определяли в соответствии с рекоменда-
циями, изложенными в общей фармакопейной статье [7].

Статистический анализ результатов исследования 
проводили с помощью программы STATISTICA 12.0 
(StatSoftInc, США) и MedCalc (версия 9.3.5.0).

Результаты. Все исследованные культуры кори-
небактерий предварительно протестированы в ПЦР 
и тесте Элека. Положительными в ПЦР оказались все 
планктонные и биоплёночные культуры штаммов C. 
diphtheriae, отрицательными – штаммов недифтерийных 
коринебактерий. В тесте Элека токсигенность проявили 
все планктонные и биоплёночные культуры штаммов 
C. diphtheriae, за исключением C. diphtheriae gravis (с 
«молчащим tox-геном») и штаммов недифтерийных ко-
ринебактерий.

Исследование динамики ЦПД планктонных культур 
токсигенных штаммов коринебактерий показало (см.
таблицу), что количество живых клеток СНО-К1 уже через 
24 ч было незначительным (25,3±1,2%), уменьшилось 
до 10,0±3,2% через 48 ч, до 2,5±0,5% - через 72 часа. 
При исследовании фильтратов биоплёночных культур 
динамика ЦПД иная: количество живых клеток при 24-
часовом воздействии оставалось значительным, при 72 
ч - резко снижалось. При 72 ч экспозиции наибольшее 
количество живых клеток (р≤0,05) обнаружено при 
исследовании фильтратов 720-часовых биоплёночных 
культур коринебактерий (25,0±3,0%). При рассмотрении 
ЦПД каждого из исследованных токсигенных штаммов 
коринебактерий (рис. 1) обнаружено, что к 72-му ч 
воздействия количество живых клеток наименьшее у 
планктонных и биоплёночных культур штаммов C. diph-
theriae gravis tox+ (циркулирующий) и С. diphtheriae mi-
tis tox+ № 269.

Результаты реакции флоккуляции показали, что со-
держание дифтерийного экзотоксина в фильтратах план-
ктонных культур токсигенных штаммов C. diphtheriae 
(50,0±0,2 Lf/мл) не отличалось от такового по сравне-
нию с 120-час. биоплёночными культурами, но выше 
(р≤0,05), чем у 720-часовых биоплёночных (36,9±0,2 Lf/
мл). В фильтратах культур штаммов C. diphtheriae gravis 
(с «молчащим tox-геном») и штаммов недифтерийных 
коринебактерий дифтерийный экзотоксин в реакции 
флоккуляции не обнаружен.

При исследовании фильтратов планктонных и био-
плёночных культур штамма C. diphtheriae с «молча-
щим» tox-геном (см.табл.1) выявлены аналогичные за-

Динамика ЦПД фильтратов планктонных и биоплёночных культур коринебактерий

Исследованные штаммы Культура
Количество живых клеток СНО-К1 

(%) 
24 ч 48 ч 72 ч

Токсигенные штаммы
(C. diphtheriae gravis tox+ (циркулирующий),
C. diphtheriae gravis tox+ № 665,
C. diphtheriae gravis tox+ № 6765,
C. diphtheriae mitis tox+ № 269)

Планктонная 25,3±1,2 10,0±3,2 2,5±1,0
120-часовая 
биоплёночная 86,6±2,2* 17,5±5,0 2,5±1,2

720-часовая 
биоплёночная 82,5±2,2* 52,5±2,6* 25,0±3,0*

C. diphtheriae gravis
 (с «молчащим» tox-геном)

Планктонная 7,5±1,2 0 0
120-часовая 
биопленочная 85,0±5,3* 91,7±5,0* 0

720-часовая 
биоплёночная 82,1±3,4* 79,3±4,5* 83,2±4,3*

Недифтерийные коринебактерии (n=11) Планктонная 57,3±3,3 32,2±2,1 23,6±2,3
П р и м е ч а н и е .*- показана достоверность различий (р≤0,05) между планктонными и биопленоч-

ными культурами штаммов коринебактерий при каждой экспозиции культивирования
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Рис. 1. Характер ЦПД планктонных и биопленочных культур токсигенных штаммов 
С. diphtheriae (экспозиция - 72 часа).

Рис.2. Характер ЦПД планктонных культур штаммов C. diphtheriaе gravis tox+ (циркулирующий) (А), C. diphtheriaе gravis (с 
молчащим tox- геном) (В) и недифтерийных коринебактерий (С).

ния токсина восстанавливалась. Обнаруженные законо-
мерности имеют и патогенетическое значение: небольшое 
количество токсина, выделяемое за пределы биоплёнки у 
бактерионосителей, успешно блокируется антитоксиче-
скими антителами и развития клинических проявлений 
дифтерии не происходит [1]. Причина «бессимптомно-
сти» носительства при дифтерии состоит не только в том, 
что у бактерионосителей, как правило, имеется высокий 
уровень антитоксических антител, что позволяет полно-
стью нейтрализовать токсин. Важное значение имеет и 
тот факт, что в их организме формируется биоплёнка и, 
как следствие этого, количество выделяемого токсина 
возбудителем за пределы матрикса снижается.

Для планктонных и биоплёночных культур штам-
мов, не продуцирующих дифтерийный экзотоксин  

(C. diphtheriae с «молча-
щим» tox-геном и недифте-
рийных коринебактерий) 
характерно ЦПД в виде 
округления клеток СНО-
К1 и образования симпла-
стов. Наблюдавшееся нами 
изменение клеток СНО-К1 
в виде округления у био-
плёночных культур не свя-
зано с действием токсина, 
а может быть обусловлено 
ферментами коринебакте-
рий (протеаза, нейрамини-
даза и др.), фрагментами 
поверхностных структур 
– адгезинов, проникших 
через поры бактериаль-
ных фильтров. На спо-
собность поверхностных 
структур коринебактерий 

оказывать повреждающий эффект указывают и дру-
гие авторы [8]. Учитывая, что адгезивная активность 
C. diphtheriae в составе биоплёнки увеличивается, из-
менение характера ЦПД в виде округления у 720-час. 
биоплёночных культур токсигенных штаммов корине-
бактерий может происходить под влиянием их адге-
зии на клетках СНО-К1, что и способствует их окру-
глению. При исследовании биоплёночных и, особенно 
720-час. культур штамма C. diphtheriae с «молчащим» 
tox-геном количество изменённых в виде округления 
клеток СНО-К1 значительно меньше (р≤0,05), чем у 
планктонных культур коринебактерий. Округление 
клеток СНО-К1 с последующим образованием сим-
пластов могло быть результатом как патогенного дей-
ствия коринебактерий, так и метаболических процес-
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сов, интенсивность которых у них резко снижается в 
составе биоплёнки.

Заключение. В составе биоплёнки интенсивность 
ЦПД токсигенных штаммов C. diphtheriae и штамма C. 
diphtheriae с «молчащим» tox-геном снижалась, что свиде-
тельствует о малой интенсивности выделения факторов па-
тогенности и замедлении метаболических процессов. ЦПД 
в виде истончения и удлинения клеток СНО-К1, связано 
с действием дифтерийного экзотоксина, округление – с 
действием ферментов коринебактерий, и, возможно, фраг-
ментов поверхностных структур – адгезинов. Пониженное 
выделение токсина и ферментов за пределы матрикса био-
плёнки C. diphtheriae является важной причиной «бессим-
птомности» носительства при дифтерии.
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Рис. 3. Характер ЦПД 720-часовых биопленочных культур штаммов C. diphtheriaе gravis tox+ (циркулирующий) (А) и C. 
diphtheriaе gravis (с молчащим tox-геном) (В). 
Ув.х 100 раз без дополнительного окрашивания.


