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Актуальность. Адгезия и  способность к  обра-
зованию биопленки рассматриваются среди ве-
дущих факторов патогенности Corynebacterium 
diphtheriaе, обусловливающих формирование 
бактерионосительства. Именно за счет бакте-
рионосительства осуществляется циркуляция 
штаммов возбудителя дифтерии в  межэпиде-
мический период. Цель  – определение и  срав-
нительный анализ адгезивной активности ти-
повых и  биопленочных культур токсигенных 
штаммов C.  diphtheriae. Материал и  методы. 
Исследованы типовые и  биопленочные (120- 
и 720-часовые) культуры штаммов C. diphtheriae. 
Их тестирование на способность формировать 
биопленку проводили по методике P.  Watnick 
(2000). Способность к  адгезии исследовали на 
культуре клеток карциномы фарингеального 

эпителия HEp-2 при различных временных экспо-
зициях (2, 8, 18 часов). Количество C. diphtheriae, 
адгезированных на клетках НEр-2, определяли 
путем высева смыва на 20% сывороточный агар 
с  последующим подсчетом среднего количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ) в  1  мл. 
Результаты. Все типовые и  биопленочные 
культуры исследованных штаммов токсигенных 
C.  diphtheriae обладали адгезивной активно-
стью разной степени выраженности. При этом 
наиболее высокие показатели адгезии обнару-
жены у  циркулирующего штамма C.  diphtheriae 
gravis tox+ (от  0,26 ± 0,01 до  203,3 ± 3,3  КОЕ/мл), 
что отличалось от аналогичных показателей 
у других исследованных штаммов (от 0,03 ± 0,003 
до  0,20 ± 0,01  КОЕ/мл). Наименьшей адгезив-
ной активностью при 2-часовой экспозиции 

культивирования обладали как типовая, так 
и биопленочные культуры штамма C. diphtheriae 
gravis tox+ № 6765, при 8- и  18-часовой  – штам-
мов C. diphtheriae gravis с «молчащим» tox-геном 
и  C.  diphtheriae mitis tox+ № 269. У  всех культур 
токсигенных штаммов C. diphtheriae способность 
к  адгезии в  динамике статистически значимо 
(р ≤ 0,05) увеличивалась к  8- и  18-му часу куль-
тивирования. Заключение. Наиболее выражен-
ные адгезивные свойства из всех исследованных 
токсигенных штаммов возбудителя дифтерии 
характерны для циркулирующего штамма 
C. diphtheriae gravis tox+.
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Циркуляция токсигенных штаммов 
Corynebacterium diphtheriae в популя-
ции сохраняется несмотря на прове-
дение вакцинопрофилактики дифте-

рийным анатоксином. Это связано с  тем, что 
он не содержит компонентов поверхностных 
структур бактериальной клетки, не способен 
прерывать процесс адгезии возбудителя дифте-
рии и, как следствие, формирование бактерио-
носительства [1].

Адгезия C.  diphtheriae играет важнейшую 
роль в колонизации возбудителем слизистой обо-
лочки зева, а это необходимое условие для даль-
нейшего развития инфекционного процесса [2]. 
Способность к  адгезии у  возбудителя дифтерии 
рассматривается как один из ведущих факто-
ров патогенности [3, 4]. Различная способность 
токсигенных штаммов C.  diphtheriae к  адгезии 

обусловлена непосредственно компонентами кле-
точной стенки, а  также поверхностными струк-
турами коринебактерий – пили (фимбрии), липо-
арабиноманнан (CdiLAM), поверхностные белки 
DIP0733 (или 67-72p) и  DIP1281 [5, 6]. Главным 
структурным компонентом коринебактерий, 
способствующим их адгезии, признаны пили 
(фимбрии), которые ковалентно связаны с пепти-
догликаном клеточной стенки. CdiLAM, распо-
ложенный на поверхности клеточной оболочки 
C. diphtheriae, определяет связывание с эпители-
альными клетками хозяина и  активирует ден-
дритные клетки и  Т-хелперы, взаимодействуя 
с  TLR2 [5, 7]. Белок DIP0733 (или 67-72p), обна-
руженный у  штаммов C.  diphtheriae, лишенных 
фимбрий [7–9], способен распознавать и  специ-
фически связываться не только с клетками респи-
раторного тракта, но и с эритроцитами человека, 
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вызывая их гемагглютинацию [8]. Токсигенные 
штаммы C. diphtheriae обладают более выражен-
ными адгезивными свойствами, чем нетоксиген-
ные [10].

Одним из факторов, предрасполагающих 
к  длительной персистенции бактерий в  чело-
веческом организме, считается их способность 
образовывать биопленки. Однако биопленко-
образующая активность возбудителя дифте-
рии в литературе описана не достаточно [11, 12]. 
Предположительно, способность к  биопленко-
образованию играет важную роль в  генезе ди-
фтерийного бактерионосительства. В  составе 
биопленки C.  diphtheriae обладают меньшими 
размерами, располагаясь в виде плотно сцеплен-
ных кластеров, покрытых общим матриксом. 
Они оказывают ингибирующее воздействие на 
функциональную активность макрофагов, инду-
цируя процессы их апоптоза, а также становятся 
более устойчивыми к воздействию антибиотиков 
[12–15].

В связи с  этим целью настоящего исследова-
ния было определение и  сравнительный анализ 
адгезивной активности типовых и биопленочных 
культур токсигенных штаммов C. diphtheriae.

Материал и методы
Исследованы типовые и  биопленочные (120- 
и 720-часовые) культуры штаммов: C. diphtheriae 
gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, 
C.  diphtheriae mitis tox+ № 269, полученных из 
Государственного научно-исследовательского ин-
ститута стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов им. Л.А.  Тарасевича; 
C.  diphtheriae gravis tox+, выделенного от боль-
ного с  диагнозом локализованной формы ди-
фтерии бактериологической лабораторией ФГУ 
«1002  центр государственного санитарно-эпиде-
миологического надзора Северо-Кавказского во-
енного округа» Минобороны России г. Ростова-
на-Дону; C.  diphtheriae gravis с  «молчащим» 
tox-геном (отрицательный в  тесте Элека и  поло-
жительный в полимеразной цепной реакции при 
определении гена дифтерийного токсина), пре-
доставленного МБУЗ «Городская больница №  1 
им. Н.А. Семашко города Ростова-на-Дону».

Культивирование штаммов C. diphtheriae осу-
ществляли в  стеклянных (гидрофильных) про-
бирках, содержащих 3  мл 20%  сывороточного 
бульона. Тестирование штаммов C.  diphtheriae 
на способность формировать биопленку прово-
дили по методике P. Watnick и  соавт. (2000) [16]. 
Предварительно по стандарту Мак-Фарланда го-
товили микробную взвесь C. diphtheriae густотой 

109  КОЕ/мл. Полученную микробную взвесь 
в разведении 1:100 вносили в объеме 0,1 мл в про-
бирки с 3 мл 20% сывороточного бульона и инку-
бировали в термостате при +37 °С 120 и 720 часов.

Способность к адгезии штаммов C. diphtheriae 
исследовали в  соответствии с  указаниями L.  Ott 
и  соавт. [3, 17] на культуре клеток карциномы 
фарингеального эпителия HEp-2 при различ-
ных временных экспозициях (2, 8, 18  часов). 
Непосредственно перед опытом C.  diphtheriae 
культивировали на кровяном агаре (рН 7,6–7,8) 
в  течение 18  часов. Взвесь C.  diphtheriae густо-
той 109 КОЕ/мл вносили в сывороточный бульон 
(рН  7,6–7,8), выдерживали в  термостате (+37  °С) 
в течение 24 часов. Готовили взвесь дифтерийных 
микробов в среде RPMI-1640 с добавлением 5% сы-
воротки эмбриональной бычьей в концентрации 
106 КОЕ/мл и по 1 мл вносили в лунки с разрежен-
ным монослоем HЕp-2. Количество C. diphtheriae, 
адгезированных на клетках НEр-2, определяли 
путем высева смыва на 20%  сывороточный агар 
с  последующим подсчетом среднего количества 
колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 мл. 

Статистический анализ результатов иссле-
дования проводили с  помощью программы 
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США) и MedCalc (версия 
9.3.5.0) по общеизвестным методам вариационной 
статистики с оценкой статистической значимости 
показателей и  различий по критерию Стьюдента 
для независимых выборок. Различия в  сравни-
ваемых группах считались достоверными при 
p ≤ 0,05. В тексте и таблицах результаты экспери-
ментов представлены в виде среднего арифмети-
ческого и стандартной ошибки среднего (M ± m).

Результаты
В проведенных нами ранее исследованиях [12, 15] 
установлено, что пик образования межмикроб-
ного матрикса музейным штаммом C. diphtheriae 
gravis tox+ №  665 приходился на ранние сроки 
(120-й  час культивирования), а  циркулирую-
щим  – на более поздние (720-й  час культивиро-
вания). В соответствии с этим и было проведено 
исследование адгезивных свойств 120- и  720-ча-
совых биопленочных культур различных токси-
генных штаммов C. diphtheriae.

Все типовые и биопленочные культуры иссле-
дованных токсигенных штаммов C.  diphtheriae 
обладали адгезивной активностью разной степе-
ни выраженности (таблица), при этом наиболее 
высокие показатели адгезии ((КОЕ ± m) × 102) сре-
ди всех культур обнаружены у циркулирующего 
штамма C. diphtheriae gravis tox+. Так, при 2-часовой 
экспозиции культивирования типовой культуры 
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циркулирующего штамма C.  diphtheriae gravis 
tox+ этот показатель составил 0,26 ± 0,01 КОЕ/мл, 
что отличалось (р ≤ 0,05) от результатов опреде-
ления адгезии других исследованных штаммов 
(от 0,03 ± 0,003 до 0,20 ± 0,01 КОЕ/мл). Аналогичные 
результаты получены при 8- и 18-часовых экспо-
зициях культивирования типовых и  биопленоч-
ных (120- и  720-часовых) культур C.  diphtheriae. 
Наименьшей адгезивной активностью при 2-ча-
совой экспозиции культивирования обладали как 
типовая, так и  биопленочные культуры штамма 
C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, при 8- и 18-часо-
вой – штаммов C. diphtheriae gravis с «молчащим» 
tox-геном и C. diphtheriae mitis tox+ № 269.

При исследовании адгезивных свойств типо-
вых и биопленочных (120- и 720-часовых) культур 
внутри каждой временной экспозиции (2, 8, 18 ча-
сов) при культивировании в течение 2 часов ста-
тистически значимых различий обнаружено не 
было. При 8-часовой экспозиции культивирова-
ния адгезивные свойства биопленочных культур 
исследованных штаммов C.  diphtheriae не изме-
нялись по сравнению с  типовыми, за исключе-
нием 720-часовых биопленочных культур штам-
мов C. diphtheriae gravis tox+ № 665 и C. diphtheriae 
mitis tox+ № 269, у  которых адгезивность снижа-
лась (р ≤ 0,05). К  18-му часу культивирования 
адгезивная активность увеличивалась (р ≤ 0,05) 
у  120- и  720-часовых биопленочных культур 

штамма C.  diphtheriae gravis tox+ (циркулирую-
щий), 120-часовой биопленочной культуры штам-
ма C.  diphtheriae gravis tox+ №  665 и  720-часовой 
биопленочной культуры штамма C.  diphtheriae 
mitis tox+ № 269. Снижение адгезивных свойств 
отмечено у 720-часовой биопленочной культуры 
С. diphtheriae gravis с «молчащим» tox-геном. 

Изучение способности к  адгезии в  динамике 
показало: и у типовых, и у биопленочных культур 
всех исследованных штаммов C.  diphtheriae она 
статистически значимо (р ≤ 0,05) увеличивалась 
к 8- и 18-му часу культивирования.

Обсуждение
Как известно, токсигенные штаммы возбуди-
теля дифтерии обладают более выраженными 
адгезивными свойствами, чем нетоксигенные. 
Однако процесс адгезии более интенсивно про-
текает у  убитых культур токсигенных штам-
мов C.  diphtheriae, чем у  живых, что сопряжено 
с  повреждающим действием дифтерийного эк-
зотоксина на клетки [3, 17]. В связи с этим в на-
шем исследовании мы использовали культуру 
клеток карциномы фарингеального эпителия 
НEр-2, не чувствительную к  действию токси-
на. Установлено, что при исследовании типо-
вых культур C.  diphtheriae наиболее высокие 
показатели адгезии при всех временных экс-
позициях обнаружены у  циркулирующего 

Адгезивные свойства типовых и биопленочных (120- и 720-часовых) культур штаммов Corynebacterium diphtheriae при различных экспозициях, (КОЕ ± m) × 102

Штаммы Типовые культуры 120-часовые биопленочные культуры 720-часовые биопленочные культуры 

2 часа 8 часов 18 часов 2 часа 8 часов 18 часов 2 часа 8 часов 18 часов

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
(цирку-
лирующий)

0,26 ± 0,01 33,3 ± 3,3** 193,3 ± 3,3** 0,24 ± 0,01 32,3 ± 3,3** 203,3 ± 3,3*, ** 0,26 ± 0,01 34,12 ± 0,14** 201,41 ± 
0,35*, **

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
№ 665

0,13 ± 0,01 26,8 ± 0,36** 113,3 ± 3,3** 0,14 ± 0,01 27,8 ± 0,36** 120,0 ± 0,01*, ** 0,17 ± 0,02 20,72 ± 0,24*, ** 112,0 ± 0,1**

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
№ 6765

0,03 ± 0,003 20,2 ± 2,86** 60,0 ± 5,8** 0,096 ± 0,01 20,2 ± 2,87** 61,0 ± 0,6** 0,05 ± 0,05 19,87 ± 0,17** 60,6 ± 0,57**

C. diphtheriae 
gravis 
с «молчащим» 
tox-геном

0,20 ± 0,01 14,5 ± 0,1** 27,7 ± 0,34** 0,21 ± 0,01 13,7 ± 0,1** 26,7 ± 0,31** 0,19 ± 0,01 15,96 ± 0,08** 18,0 ± 0,01*, **

C. diphtheriae mitis 
tox+ № 269

0,17 ± 0,01 18,02 ± 0,04** 18,9 ± 0,27** 0,22 ± 0,09 17,8 ± 0,04** 19,6 ± 0,22** 0,23 ± 0,01 13,03 ± 0,14*, ** 25,0 ± 0,01*, **

 * Статистическая значимость отличий (p ≤ 0,05) между типовыми и биопленочными культурами внутри каждой временной экспозиции
** Статистическая значимость отличий (p ≤ 0,05) между экспозициями 2 часа и 8 часов, 2 часа и 18 часов для каждой культуры (типовой и биопленочной)
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штамма C. diphtheriae gravis tox+, низкие – у штам-
мов C.  diphtheriae gravis tox+ №  6765 (при экспо-
зиции 2 часа), а также C. diphtheriae gravis с «мол-
чащим» tox-геном и C. diphtheriae mitis tox+ № 269 
(при экспозиции 8 и 18 часов). Аналогичные ре-
зультаты получены при изучении биопленоч-
ных культур C.  diphtheriae. Таким образом, ад-
гезивный потенциал циркулирующего штамма 
C. diphtheriae gravis tox+, выделенного от больного, 
выше такового не только штаммов биовара mitis, 
но и  музейных C.  diphtheriae gravis tox+, а  так-
же штамма C.  diphtheriae gravis с  «молчащим» 
tox-геном, не способного продуцировать токсин. 
Поскольку межмикробный матрикс при фор-
мировании биопленки возбудителем дифтерии 

имеет преимущественно белковую природу, мож-
но предположить, что в его образовании важную 
роль играют адгезины.

Заключение
Наиболее выраженные адгезивные свойства из 
всех исследованных токсигенных штаммов воз-
будителя дифтерии обнаружены у  циркулирую-
щего штамма C. diphtheriae gravis tox+, у которого 
высока и интенсивность биопленкообразования. 
Выраженная способность к  адгезии и, как след-
ствие, к  биопленкообразованию позволяет воз-
будителю колонизировать слизистую оболочку 
зева и длительно персистировать в организме при 
бактерионосительстве. 
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Adhesivity оf standard and biofilm cultures of 
toxigenic Corynebacterium diphtheriaе strains

Background: Adhesion and ability to form a  bio-
film are considered among the leading patho-
genicity factors of Corynebacterium diphtheriaе, 
responsible for bacterial carriage. It is exactly 
bacterial carriage that ensures the circulation of 
diphtheria pathogen strains in the inter-epidem-
ic periods. Aim: To assess and compare adhesiv-
ity of standard and biofilm cultures of toxigenic 
C. diphtheriae strains. Materials and methods: We 
studied standard and biofilm (120  and 720  hour) 
cultures of C.  diphtheriae strains. Their ability to 
form a  biofilm was tested according to P. Watnick 
(2000). Adhesivity was assessed in the pharyngeal 
epithelial carcinoma Hep-2 cell culture with various 
time exposures (2, 8, and 18  hours). The amounts 
of C. diphtheriae adhered to Нер-2 cells were mea-
sured by culturing the swabs in the 20% serum agar 
with subsequent calculation of mean numbers of 
colony-forming units (CFU) per 1  mL. Results: All 
standard and biofilm cultures of the studied toxi-
genic strains of C. diphtheriae had adhesive proper-
ties of various degrees. The highest adhesivity was 

found in a  circulating strain C.  diphtheriae gravis 
tox+ (from 0.26 ± 0.01 to 203.3 ± 3.3 CFU/mL), which 
differed from the same parameters in other strains 
studied (from 0.03 ± 0.003 to 0.20 ± 0.01  CFU/mL). 
The lowest adhesivity after a 2-hour exposure was 
found both in the standard and biofilm cultures of 
C.  diphtheriae gravis tox+ 6765, whereas after the 
exposure of 8 and 18  hours, the lowest adhesion 
properties were demonstrated by C.  diphtheriae 
gravis with a “silent” tox gene and C. diphtheriae mi-
tis tox+ 269. All cultures of toxigenic C. diphtheriae 
strains showed a  statistically significant increase 
in their adhesivity (р ≤ 0.05) by 8 and 18  hour of 
cultivation. Conclusion: Circulating C.  diphtheriae 
gravis tox+ strain demonstrated the highest adhe-
sivity among all toxigenic strains of the diphtheria 
pathogens studied. 

Key words: Corynebacterium diphtheriaе, adhesion, 
typical and biofilm cultures 
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