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ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ 
ОСОБЕННОСТИ 
ДРОЖЖЕВЫХ КЛЕТОК 
МУЛЬТИРЕЗИСТЕНТНОГО 
ПАТОГЕНА CANDIDA AURIS 
1Васильева Н.В. (директор института, зав. 
кафедрой), 2Круглов А.Н. (зав. лаб.), 1Степанова 
A.A. (зав. лаб.)*, 1Чилина Г.А. (зав. лаб.), 1Босак И.А. 
(с.н.с.), 1Богомолова Т.С. (зав. лаб.)
1НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина, Северо-
Западный государственный медицинский университет 
им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург; 2Национальное 
агентство клинической фармакологии и фармации, 
Москва, Россия 

©Коллектив авторов, 2018

В работе представлены данные по микроморфологии и ультра-
структуре выращенных in vitro дрожжевых клеток Candida auris 
(РКПГY-1821). Отличие мультирезистентного штамма C. auris от 
других видов рода Candida, в том числе резистентных, состоит в: 1) 
мелких размерах клеток в сочетании с толстой клеточной стенкой 
и небольшим диаметром рубчика(ов); 2) наличии несколько рубчиков 
в составе клеточной стенки; 3) присутствии в зрелых дрожжевых 
клетках внеклеточного липидного «гало». Описан новый способ вто-
ричного использования запасных липидов зрелой дрожжевой клеткой, 
происходящий с участием вакуолей. 

Ключевые слова: in vitro, Candida auris, культура, микроморфо-
логия, мультирезистентность, ультраструктура

СYTOLOGICAL FEATURES OF 
MULTI-RESISTANCE CANDIDA 
AURIS YEAST CELLS 
1Vasilyeva N.V. (director of the institute, head of the 
department), 2Kruglov A.N. (head of the laboratory), 
1Stepanova A.A. (head of the laboratory), 1Chilina 
G.A. (head of the laboratory), 1Bosak I.A. (senior 
scientific collaborator), 1Bogomolova T.S. (head of 
the laboratory)
1Kashkin Research Institute of Medical Mycology, North-
Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, 
St. Petersburg, 2National Agency of Clinical Pharmacology and 
Pharmacy, Moscow, Russia

©Collective of authors, 2018 

In the present paper the data about the morphology and ultrastructure 
of C. auris (РКПГY-1821) yeast cells growing in vitro were presented. 
Differences of multi-resitant strain Candida auris from another species 
of genus Candida, including resistant, consist in: 1) small cell sizes in 
combination with thick cell wall and small diameter of scar(s); 2) presence of 
several scars in the composition of cell wall; 3) presence of the extracellular 
lipids «halo» in the mature yeast cells. The new way of secondary using 
of storage lipids of mature yeast cells carried out with the participation of 
vacuoles was described.

Key words: in vitro, Candida auris, culture, morphology, multi-
resistance, ultrastructure 

* Контактное лицо: Степанова Амалия Аркадьевна,  
e-mail: amaliya.stepanova@szgmu.ru

INTRODUCTION 
Candida auris is an emerging multidrug-resistant fungal 

pathogen causing nosocomial and invasive infections 
associated with high mortality rate [1]. The first C. auris 
was isolated from the external ear canal of a patient in 
Japan in 2009 [2]. It was an emerging multidrug-resistant 
pathogen that was difficult to identify using traditional 
biochemical methods. C. auris has been recovered in 
samples from blood, catheter tips, cerebrospinal fluid, 
bone, ear discharge, pancreatic fluid, pericardial fluid, 
peritoneal fluid, pleural fluid, respiratory secretions 
(including sputum and bronchoalveolar lavage), skin and 
soft tissue samples (both tissue and swab cultures), urine, 
and vaginal secretions. Clinically, it has been implicated as 
a causative agent in fungemia, ventriculitis, osteomyelitis, 
malignant otitis (including otomastoiditis), complicated 
intra-abdominal infections, pericarditis, complicated 
pleural effusions, and vulvovaginitis [3]. The data of the 
morphology of C. auris yeast cells are very important and 
may shed light on the nature of its multidrug resistance. 
Thus, the aim of the present paper was to investigation the 
morphology of this species in vitro growing cultures of C. 
auris by using light- and transmission electron microscopy 
(TEM). 

MATERIALS AND METHODS
The Candida auris Satoh & Makimura strain 

РКПГY-1821 (Russian collection of pathogenic fungi) 
was isolated for the first time in Russia from the blood of 
patient in 2017. C. auris was identified by MALDI-TOF 
mass spectrometry and DNA sequencing [4]. The strain 
was cultivated for 10 days in Sabouraud’s medium and wort 
agar at 37 ºC. The morphology of cultures was investigated 
on stereoscopic microscope Zeiss Stem 2000. The yeast cells 
structure was observed on Leica DMLB and Axio-images.
Z1 (Carl Zeiss) light microscopes with Nomarski optics. 
For transmission electron microscope (TEM), different 
part of fungal colonies were fixed in 3% glutaraldehyde 
for 3 h and post-fixed in 1% osmium tetroxide for 10 h. 
according to the technique described earlier [5]. 

The ultrathin sections were cut with a glass knife and 
stained with uranyl acetate and lead citrate. Finally, the 
sections were observed in JEM-100 SX TEM (JEOL, Tokyo, 
Japan). 

RESULTS AND DISCUSSION
Colony characteristic. The average diameter of fungal 

colony after 10 days of growth at 37 °С on the Sabouraud’s 
medium was 3,5 cm (Fig. 1 a), and on the wort agar – 3,5 
x 4,0 cm (Fig. 1 b). Colonies were cream-colored, smooth, 
opaque, soft. On the periphery, the thin rim was present. 
The colony edge was fair.

Microscopy. During the using routine microscopy (Fig. 
1 c) and with Nomarkski optics (Fig. 1 d-g) the yeast cells 
were ovoid (3,0 x 4,0 µm), ellipsoidal (2,0-3,3 х 2,4-5,0 µm) 
to elongated and colorless. Yeast cells were single, in pair or 
in small groups. Budding cells were abundant (Fig. 1 d-g). 
Pseudomycelium was absent. Germ tubes were not formed.

Ultrastructure of the yeast cells. The sizes of C. auris 
mature yeast cell were in 2-3 times smaller in comparison 
with C. albicans [5, 6]. The fixation of different cells types 
of Candida spp. was very difficult that we explain this fact 
by the presence of pigments in its cytosol which absorb 
fixatives [5, 7, 8, et al.]. In this investigation, we also 
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Fig. 1. C. auris colonies after 10 days cultivation on Sabouraud’s medium (a) and wort agar (b). Light microscopy of C. auris yeast 
cells: on wort agar (c) and Sabouraud’s medium (d - g). Explanation for this and another figures: Bd – bud, BYC – budding yeast 
cells, CW – cell wall, Hp – hyphae, LI – lipid inclusion, MC – mother cell, N – nucleus, P – plasma membrane, T – tonoplast, FL – 

flexible lipids, FLI – flexible part of lipid inclusion, V – vacuole; YC – yeast cell(s).
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Fig. 2. Ultrastructure of in vitro growing yeast cells of C. auris.
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obtain the medium quality fixation of C. auris yeast cells 
but we were lucky that independent of this situation may 
study the mechanism of extracellular lipids origination. 
The presence of ring from extracellular lipid (Fig. 2 a, b, 
arrows) the imped the shooting the ultrathin sections so 
that they destroyed under TEM electronic beam. Thus, we 
must produce the sections shooting under TEM practically 
in dark field of vision and that use special conditions for 
negatives manifestation.

In the central part of the growing yeast cell, one 
nucleus (1,0 x 1,2 µm) with highly level of chromatization 
was present (Fig. 2 a, с). It is known that for fungi typical 
interphase nucleus were with lower level of chromatization 
and lower level of condensed chromatin which correlated 
with lower number of chromosome [9]. According the data 
Finn T. with co-authors. [10] for C. auris was typical the 
haploid genome. The higher level of interphase nucleus 
chromatization in yeast cells of C. auris can be caused by 
the large number of chromosomes in comparison with 
another candida species. However, for decision of this 
question needs further investigation.

In the mature (after completion of growth) yeast cells, 
the main volume was occupied by one large storage lipid 
inclusion (Fig. 2 d). Large vacuole was present in growing 
cell (Fig. 2 c), but several small vacuoles were present in 
mature ones (Fig. 2 d, h, i-m, o, q). The vacuolar content 
was filled with uniformly distributed fibrillar-granular 
materials, whose presence gives them a specific appearance.

The cell wall of C. auris mature yeast cells was in twice 
more thick (0,5-0,6 µm, fig. 2 e, f) than in С. albicans (0,3 
µm) [5] and consist of two layers: outer thin dark layer 
(0,05-0,07 µm) and inner thick layer (0,45-0,53 µm) with 
moderate electron density. There are variable numbers of 
scars (from 1 to 3) on ultrathin sections in composition 
of yeast cell wall. We revealed several topography of scar 
localization (Fig. 3): apical (a), lateral (near apex) (b), 
apical-lateral (c) and apical-double lateral (d). For the yeast 
cells of another medically important Candida species were 
typical presence of one apically localized scar [4, fig. 2 g]. 
Sometimes we observed the simultaneous development 
2-3 buds and daughter cells by one mother yeast cell. 
These morphological peculiarities give our species «carte 
blanche» in sense to win the space during the surface 
colonization and subsequent invasion in tissue. 

The mean scar diameter in the C. auris mature yeast 
cells was (Fig. 2 f) two times small (0,12 µm) than in C. 
albicans (0,24 µm, fig. 2 g). It may be explained by small 
sizes of С. auris yeast cells. The scar in yeast cells of both 
species separated from cell walls with special «ring» which 
were 0,10 µm wide in С. auris (Fig. 2 f, arrows) and 1,15 µm 
− in C. albicans (Fig. 2 g, arrows). In this area of cell wall 
microfibrills were localized more loosely and this part of 
cell wall were more plastic so that the development of bud 
becomes possible. In C. albicans this «ring» was more light 
(Fig. 2 g, arrows), but it was moderate electron density in 
С. auris (Fig. 2 h, arrows). In our opinion, the scar «ring» 
was very vulnerable part of yeast cells wall for penetration 
of antifungals. More small area of scar «ring» in the С. 
auris yeast cells and thick wall made them more resistant in 
comparison with C. albicans.

The specific peculiarity of the structure of mature yeast 
cells of C. auris was the presence of extracellular light lipids 
«halo» (Fig. 2 a, b, arrows) or capsule with flat outer surface 
and thickness form 0,9 to 1,5 µm, which is 3,0-3,5 times 

thicker than cell wall. 

Fig. 3. Diagram showing the scar(s) topography in C. auris yeast 
cells. a – apical, b – lateral, c – apical-lateral, d – apical-double 

lateral.

Fig. 4. Diagram showing the mechanism of formation of 
external «halo» from the secondary using of storage lipids of 

mature yeast cells C. auris.

We revealed the fine mechanism of the extracellular 
lipids origination in C. auris yeast cells. In mature yeast cells, 
the main volume occupied the large lipid inclusion (Fig. 2 
d, 4 a). In this stage the volume of vacuole was significantly 
reduced. Several flat vacuole(s) localized between the 
large lipid inclusion and cell wall (Fig. 2 d, 4 a). Vacuole(s) 
«envelope» the lipid inclusion (Fig. 2 d, 4 a) and were in 
tight contact with them. Over time, the solid lipid inclusion 
passes into more flexible form (Fig. 2 h-m, q, arrowheads, 
4 b, black coloring). This process of «soffening» may pass 
in periphery or inside lipid inclusion (Fig. 2 h-m, q, 4 b). 
Part of vacuole(s) cover the flexible (more light «gold like» 
on ultrathin sections) part of lipid inclusion (Fig. 2 h-j, 4 b, 
c) and by way which similar with autophagy absorbed the 
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part of lipid inclusion (Fig. 2 k, head of arrow, 4 d). Then 
by way of the exocytosis part of flexible lipid from vacuole 
appear in periplasmic space (Fig. 2 n, р, q, arrows, 4 e) and 
migrate through cell wall (Fig. 2 q, 4 f) on its surface (Fig. 
2 a, b, arrows, 4 g). Soon the separate lipid globules on 
the yeast cell wall surfaces flow together and form unique 
light «halo» which is in early stage of development may be 
asymmetrical in thickness (Fig. 2 a) so that the process of 
migration of flexible lipids from internal part of cell to the 
surfaces of yeast cell wall was asynchronous.

Thus, in C. auris yeast cells we revealed the unique 
mechanism of secondary using the internal cellular storage 
lipid inclusion for external lipid «halo» production, which 
presence may be very important for its possible protection. 
The presence of extracellular light lipid «halo» also: 1) 
increased the adherent properties of our objects during 
the biofilm formation and in a whole biofilm resistance; 
2) will create a problem for host cells of immune system. 
Contrary with external polysaccharide capsule in yeast 
cells of Cryptococcus neoformans [11, 12] extracellular light 
lipid «halo» in C. auris developed only in mature cells. 
According to the difference in the chemical composition 
this two cytological external cells attributes typical for some 
species of pathogenic fungi it was evident that lipid capsule 
was more resistant in comparison with polysaccharide one.

It was important that in filamentous fungi [S. 
apiospermum: 13; S. aurantiacum: 14] in the synthesis of 
external lipids was involved the tubular smooth tubules 

of endoplasmic reticulum. Before we expect [13, 14] 
that the external lipids in this last species may contain 
pigments which determinate the colony coloring. 
Perhaps external lipids in this species demonstrated their 
high level of resistance also. As a rule, during fungal 
morphogenesis the storage lipids inside cells were used 
during germ tube or mycelium development, conidia 
and spores germination. But as a rule, they disintegrated 
and disappeared during fungal cells senescence. Thus, we 
revealed very «economical» type the secondary using of 
storage lipids which pass by way new type of «secretion» 
with participation of vacuoles. Perhaps, this last one was 
typical for another yeast cells, especially pathogenic. 

CONCLUSION
The data of present work allow considering that C. 

auris yeast cells multi-drug resistance may be caused by 
the complex of its features: 1) small sizes in combination 
with thick cell wall and small diameter of scar(s); 2) 
several scars in the composition of cell wall; 3) presence 
of the extracellular light lipids «halo» in mature yeast 
cells. But in our opinion, the last characteristic was the 
main in the understanding of its higher level of multi-
resistance. Perhaps the presence of external «halo» from 
lipids represents the essential barrier for penetration of 
antifungals and set problem of elaboration of destroying 
the drug. However, it was unknown what following cellular 
mechanism of resistance may «use» yeast cell.
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Прогнозирование течения и исходов инвазивного аспергиллеза 
(ИА) является актуальным вопросом, в решении которого немалую 
роль уделяют генетическим факторам риска. Интерферон-гамма 
индуцибельный протеин 10 (IP-10), кодируемый геном CXCL10, уча-
ствует в адаптивном иммунном ответе человека, а полиморфные 
варианты CXCL10 ассоциированы с риском возникновения и тяже-
стью течения некоторых инфекционных заболеваний. 

В исследование включено 178 онкогематологических пациентов с 
признаками поражения легких. Группу I составили 86 больных ИА, в 
группу контроля включили 92 пациента, у которых ИА был исклю-
чен в ходе обследования.

В ходе нашего исследования мы оценили функциональное значе-
ние однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) G-135A (rs56061981) и 
А-1447G (rs 4508917) промоторной области гена CXCL10 и их вклад в 
развитие ИА легких у онкогематологических больных, а также опре-
делили предполагаемую генетическую детерминанту, влияющую на 
продукцию IP-10 в сыворотке крови.

При сравнении частоты встречаемости генотипов и аллелей 
мы не обнаружили достоверных различий между больными ИА и груп-
пой контроля. Гомозиготный генотип GG дикого типа (rs56061981) 
значительно превалировал в обеих изучаемых группах, тогда как 
для rs4508917 отмечали превалирование гетерозиготного геноти-
па AG. Частота встречаемости минорного аллеля A (rs56061981) 
в группе онкогематологических пациентов без грибковой инфекции 
составила 0,04, что совпадает с частотой для Европейской попу-
ляции в целом. В ходе исследования мы установили, что аллельные 
варианты G-135A (rs56061981), по-видимому, не влияют на уровень 

* Контактное лицо: Тараскина Анастасия Евгеньевна,  
e-mail: anastasiya.taraskina@szgmu.ru

IP-10 в сыворотке крови, хотя присутствие аллеля А ассоциируется 
с незначительным повышением сывороточного хемокина, тогда как 
наличие минорного аллеля −1447G (rs4508917) связано с достоверно 
более высокими концентрациями IР-10 в сыворотке крови.

Расширение изучаемых групп пациентов и ОНП промоторной 
области CXCL10 позволит стратифицировать риски ИА с большей 
достоверностью.

Ключевые слова: инвазивный аспергиллез, онкогематологиче-
ские пациенты, генетические факторы риска, однонуклеотидный 
полиморфизм, иммунный ответ, интерферон-гамма индуцибельный 
протеин 10, CXCL10
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Predicting the course and outcomes of invasive aspergillosis (IA) 
is an important issue in which a significant role is given to genetic risk 
factors. Interferon-gamma-inducible protein 10 (IP-10) encoded by the 
CXCL10 gene is involved in the adaptive immune response of humans, and 
polymorphic variants of CXCL10 are associated with the risk and severity of 
certain infectious diseases.

The study included 178 oncohematological patients with signs of lung 
damage. Group I consisted 86 patients with IA, 92 patients were included in 
the control group, in whom IA was excluded during the examination.

In our study we evaluated the functional significance of single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) G-135A (rs56061981) and A-1447G (rs 4508917) of 
the CXCL10 gene promoter region and their contribution to the development 
of lung IA in oncohematological patients, and determined the expected 
genetic determinant affecting the production of IP-10 in serum.

When comparing the frequency of occurrence of genotypes and alleles 
we did not find significant differences between patients with IA and the 
control group.

The wild-type gg homozygous genotype (rs56061981) significantly 
prevailed in both study groups while the predominance of the heterozygous 
AG genotype was noted for rs4508917. The incidence of minor allele A 
(rs56061981) in the group of oncohematological patients without fungal 
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infection was 0,04 which coincides with the frequency for the European 
population as a whole.

In the study we found that allele variants of G-135A (rs56061981) do 
not appear to affect serum IP-10 levels although the presence of allele A is 
associated with a slight increase in the serum chemokine, while the presence 
of minor allele-1447G (rs4508917) is associated with significantly higher 
concentrations of IP-10 in serum. 

The expansion of the studied groups of patients and SNPs of the CXCL10 
promoter region will allow stratifying the risks of IA with greater reliability.

Key words: invasive aspergillosis, oncohematological patients, 
genetic risk factors, single nucleotide polymorphism, immune response, 
interferon gamma inducible protein 10, CXCL10

ВВЕДЕНИЕ
Микроскопические грибы рода Aspergillus − сапро-

бы имеют широкое повсеместное распространение. 
Размножаясь бесполым путем, они высвобождают 
тысячу конидий (спор) в окружающую среду. Малый 
размер конидий Aspergillus  spp. (диаметр − 2-3 мкм) 
позволяет им проникать глубоко в респираторный 
тракт и достигать альвеол. У здоровых людей конидии 
плесневых грибов эффективно удаляются за счет ме-
ханизмов мукоцилиарного клиренса и эффективного 
иммунного ответа. Однако при нарушении иммунного 
барьера человека аспергиллы могут вести себя как оп-
портунистические патогены, переходя к факультатив-
ному или облигатному паразитизму. 

Инвазивный аспергиллез – угрожающее жизни 
инфекционное грибковое осложнение, возникающее 
преимущественно у иммунокомпрометированных 
лиц, большую часть которых составляют онкогемато-
логические больные [1-3]. Известно, что в патогенезе 
ИА важная роль принадлежит изменениям иммуно-
логической реактивности. По данным различных ис-
следований, наибольшее значение имеют нарушения 
механизмов адаптивного иммунного ответа, а имен-
но дифференцировки наивных CD4+ Т-лимфоцитов 
в различные клоны Т-хелперов (Th), так как именно 
их баланс определяет течение и исход грибковых ин-
фекций. Цитокины – ключевые регуляторы провос-
палительного (Th1) и противовоспалительного (Th2) 
иммунного ответа. Дисрегуляция баланса цитокинов 
Th1/Th2 и переход к Th2 иммунному ответу оказыва-
ют значительный вклад в развитие и неблагоприятный 
исход ИА [4-9].

Несмотря на известные факторы риска развития 
аспергиллезной инфекции, такие как постцитостати-
ческая нейтропения, длительный прием кортикосте-
роидов или иммуносупрессоров, частота развития ИА 
у пациентов со схожими клиническими проявлениями 
различна. Известно, что предрасположенность к раз-
витию ИА включает в себя многие факторы, и среди 
них немалую роль отводят генетическому полимор-
физму генов, кодирующих белки иммунной системы, в 
том числе хемокины и цитокины. Основу генетическо-
го полиморфизма, приводящего к изменению функ-
циональности гена и фенотипических характеристик 
белка, составляют точечные нуклеотидные изменения 
ДНК – однонуклеотидные полиморфизмы (ОНП) (от 
англ. SNP – single nucleotide polymorphism) [10-14].

Интерферон-гамма индуцибельный протеин 10 
(IP-10), кодируемый геном CXCL10, является членом 
семейства CXCα-хемокинов, которые стимулируют 
миграцию и адгезию активированных Т-хелперов 1-го 
типа (Th1) посредством связывания со специфичным 
рецептором CXCR3 [15]. IP-10 секретируется ден-

дритными и макрофагальными клетками, инфициро-
ванными различными микроорганизмами, в момент 
распознавания Т-лимфоцитами специфических анти-
генов. Секреция IP-10 усиливается IFN-γ, выраба-
тываемым Th1, и провоспалительными цитокинами 
IL-2, IFN-a, IFN-β, IL-27, IL-17, IL-23 [15]. Известна 
роль IP-10 в развитии инфекционных процессов: уве-
личение продукции IP-10 при определенных условиях 
может способствовать более выраженному развитию 
системной воспалительной реакции и в значительной 
степени отражать восприимчивость к инфекциям. 
Показано, что при адекватном иммунном ответе ор-
ганизма на грибковую инфекцию происходит десяти-
кратное повышение уровня IP-10 в сыворотке крови 
[16]. Известно, что трансляции белка IP-10 зависят от 
транскрипционной активности CXCL10. Промоторная 
область гена CXCL10 – регион, содержащий регулятор-
ные механизмы для транскрипции гена и последую-
щей трансляции белка.

Ген CXCL10 локализован на хромосоме 4q21. Ал-
лельные варианты CXCL10 ассоциированы с различ-
ной экспрессии гена и/или аффинитетом белка IP-10 
к рецептору CXCR3. Показан вклад ОНП CXCL10 в 
риск развития таких инфекционных заболеваний, как 
гепатит B [17], туберкулез [18], церебральная малярия 
[19]. Интерес исследователей представляют не только 
аллельные варианты кодирующей части гена, ассоци-
ированные с изменением структуры белка, но и ОНП, 
расположенные в нетранслируемых областях, где 5` 
регион представляет наибольший интерес, так как он 
содержит различные сайты связывания транскрипци-
онных факторов, регулирующих транскрипцию гена 
(трансляцию белка). Было доказано, что индукция 
экспрессии CXCL10 в дендритных клетках происходит 
по MAPK (ERK1/2, JNKи p38) и STAT1 путям внутри-
клеточного сигналинга, а генетический полиморфизм 
промоторного региона гена CXCL10 влияет на экспрес-
сию хемокина через трансактивацию транскрипцион-
ного фактора NF-kB [18, 20]. Таким образом, так как 5` 
регион гена содержит критический домен транскрип-
ционного контроля, ОНП, локализованные в данной 
области CXCL10, могут влиять на содержание IP-10 в 
сыворотке крови (или бронхоальвеолярном секрете) 
и развитие защитного иммунного ответа у инфициро-
ванного человека.

Цель исследования − оценка вклада аллельных ва-
риантов А-1447G (rs 4508917) и G-135A (rs56061981) 
промоторной области гена CXCL10 в риск развития 
ИА и их влияние на концентрацию IP-10 в сыворотке 
периферической крови онкогематологических боль-
ных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящее исследование включили 178 онкоге-

матологических пациентов с признаками поражения 
легких, возникших в постцитостатическом периоде. 
Больные проходили обследование и лечение в мико-
логической клинике НИИ медицинской микологии 
им. П.Н. Кашкина, отделении онкогематологии ГБУЗ 
«Ленинградской областной клинической больницы» 
и НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова с июня 2016 г. 
по июнь 2018 г. Работа с пациентами была проведена 
в соответствии с этическими положениями Хельсин-
ской декларации всемирной медицинской ассоциа-



10

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2018, Т.20, №3

ции (World Medical Association Declaration of Helsinki) 
(1964, 2013 – поправки) и Национальным стандартом 
Российской Федерации «Надлежащая клиническая 
практика» ГОСТ Р52379-2005.

Группу I составили 86 больных (48,3%), у которых 
в соответствии с критериями EORTC/MSG 2008 г. был 
диагностирован «вероятный» ИА: мужчин − 44,3%, 
женщин – 55,7%, возраст – от 9 до 75 лет (медиана – 
46±17). В контрольную группу вошли 92 пациента 
(51,7%), сопоставимые по возрасту и полу, у которых в 
ходе обследования диагноз ИА был исключен. 

Материалом для исследования служила перифери-
ческая венозная кровь, забранная в вакуумные про-
бирки без антикоагулянтов для исследования сыво-
ротки (уровня IP-10) и пробирки с 0,5 М ЭДТА (pH 8.0) 
в качестве антикоагулянта для генетического анализа. 
Забор биоматериала осуществляли при подозрении на 
дебют инфекционного процесса с поражением легких 
(острая фаза).

Определение количества белка IP-10 в сыворот-
ке крови проводили методом иммуноферментного 
анализа с применением коммерческой тест-системы 
ELISA kit for CXCL10 (Cloud-Clone Corp, USA), исполь-
зуя оптимальные концентрации стандартов и антител, 
согласно инструкции производителя на планшетном 
фотометре (HumaReader HS, Germany) при длине вол-
ны 450нм. Результаты представлены в пг/мл.

Идентификацию ОНП rs4508917 и rs56061981 гена 
CXCL10 осуществляли методом анализа полиморфиз-
ма длины рестрикционных фрагментов (ПДРФ); дета-
лизация методики представлена в таблице 1. 

В качестве матрицы реакции использовали 25 нг 
геномной ДНК, выделенной из лейкоцитов перифери-
ческой крови солевым методом (Miller et al., 1988). Ам-
плификацию проводили в 20 мкл реакционной смеси, 
содержащей 67 мМTris-HCl (pH 8,8), 16,6 мM сульфа-
та аммония, 0,1% TritonX-100, 2,5 мМ MgCl2 (Thermo 
Scientific, США), 2,5 мМ каждого dNTP (Thermo 
Scientific, США), по 25 пМ прямого (For) и обратного 
(Rev) праймера (Синтол, Россия), 1 ед актTaq ДНК по-
лимеразы (Биосан, Россия). Условия амплификации: 
начальная денатурация 3 мин при 95 оС; 36 циклов по 
30 сек при 95 оС – 30 сек, 30 сек при соответствующей 
температуре отжига, 30 сек при 72 оС; заключительный 
синтез при 72 оС в течение 5 мин. 

Эндонуклеазное расщепление 5 мкл ПЦР продукта 
выполняли с использованием 5 ед. акт. фермента ре-
стрикции (Thermo Scientific, США) при 37 °С в течение 
рекомендованного времени инкубации. Анализ ПДРФ 
проводили путем электрофоретического разделения 
в 6% полиакриламидном геле в присутствии маркера 
молекулярной массы (Thermo Scientific, США) с после-
дующей окраской бромистым этидием и визуализаци-
ей в УФ-свете. 

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с применением пакета программы SPSS 
версия 21.0 (IBM, USA). Определение соответствия на-

блюдаемого распределения частот генотипов равнове-
сию Харди-Вайнберга в изучаемых группах выполняли 
с помощью точного теста Фишера, сравнение распре-
деления генотипов между группами − с использовани-
ем критерия χ2. Для проверки статистических гипотез 
о виде распределения данных применяли W-тест Ша-
пиро-Уилка. Так как изучаемые переменные (количе-
ство белка IP-10) имели существенное отклонение от 
нормального распределения, сравнение показателей 
между группами проводили при помощи непараме-
трического критерия Манна-Уитни. Уровень значи-
мости для всех использованных критериев – р<0.05. 
Показатели среднего представлены в виде медианы и 
нижнего и верхнего квартилей (Lq÷Hq). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Инвазивные грибковые инфекционные процессы, 

вызванные оппортунистическими микромицетами, 
долгое время считали примером патологии, в разви-
тии которой генетические особенности организма че-
ловека играют незначительную роль по сравнению с 
клиническим статусом пациента (длительная нейтро-
пения) и патогенностью и вирулентностью этиологи-
ческого агента. Однако в настоящее время доказано су-
ществование индивидуальных различий в отношении 
чувствительности к грибковым инфекциям, а также 
особенностей клинической картины заболевания [10-
14, 21], ассоциированных с генетическим статусом па-
циента. Проведенное исследование на монозиготных 
близнецах показало, что наиболее генетически детер-
минированы с высокой конкордантностью следующие 
иммунологические параметры: содержание регулятор-
ных Т-клеток и уровень хемокина IP-10 [22].

В результате широкомасштабного исследования 
риска развития ИА, в ходе которого было скриниро-
вано большое количество генов, кодирующих цито-
кины, хемокины и их рецепторы (84 ОНП были про-
анализированы), была показана значимая ассоциация 
только для трех полиморфных маркеров гена CXCL10 
(rs1554013, rs3921, rs4257674). При последующем га-
плотипном анализе была  подтверждена роль данных 
ОНП в развитии грибковой патологии и выявлено, что 
гаплотип CGAG (rs1554013 (11101 С/T), rs3921 (1642 
C/G), rs4859588 (908 A/G), rs4257674 (-1101 A/G)) явля-
ется гаплотипом высокого риска развития ИА [16]. От-
метим, что ОНП, вошедшие в предложенный гаплотип 
высокого риска ИА, локализованы преимущественно в 
кодирующей области гена, за исключением rs4257674. 
Как отмечено выше, не меньшую роль в дисфункциях 
белка, ассоциированных с генетическим полиморфиз-
мом, отводят полиморфным вариантам нетранслиру-
емых областей гена, влияющих на его трансляцию и 
последующую трансдукцию белка. Кроме того, секре-
ция IP-10, индуцируемая IFN-γ, генетически детерми-
нирована: гены CXCL10 и IFNG функционально взаи-
мосвязаны: в промоторной области CXCL10 между ну-
клеотидными позициями -2002 и -930 обнаружен сайт 

Таблица 1

C°

48
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потенциально негативной регуляции IFNG.
В ходе нашей работы мы изучили полиморфные 

варианты промоторной области гена CXCL10, ассо-
циированные ранее с риском развития некоторых ин-
фекционных заболеваний, но их роль в формировании 
ИА не была изучена. Мы предположили, что они могут 
влиять на уровень IP-10 в сыворотке крови и быть мар-
керами ИА.

Распределение генотипов по rs4508917 и rs56061981 
гена CXCL10 в исследуемых группах (онкогематологи-
ческие больные с «вероятным» ИА и пациенты с ис-
ключенным ИА (контрольная группа)) соответствовало 
равновесию Харди-Вайнберга. Достоверных различий 
в частоте встречаемости генотипов и аллелей между 
группой пациентов с ИА и группой контроля обнаруже-
но не было, данные представлены в таблице 2.

Таблица 2

Гомозиготный генотип GG дикого типа (rs56061981) 
значительно превалировал в обеих изучаемых груп-
пах, когда как для rs4508917 наблюдали превалирова-
ние гетерозиготного генотипа AG. Ранее было показа-
но, что AG генотип (rs4508917) ассоциирован с риском 
развития малярии. Пациенты, несущие G-аллель в 
гетерозиготном положении, с большей вероятностью 
были подвержены развитию инфекционных процес-
сов [19]. Однако в работе, посвященной генетическим 
аспектам патогенеза туберкулеза, аллельные варианты 
rs4508917 не ассоциировались с риском развития забо-
левания [18].

Определенно доказано, что существуют популя-
ционные различия в распределении минорных алле-
лей изучаемых ОНП. Частота встречаемости аллеля A 
(rs56061981) в группе онкогематологических больных 
без грибковой патологии составила 0,04, что совпадает 
с частотой для Европейской популяции в целом, тог-
да как для Африканской и Китайской популяции она 
значительно выше и составляет 0,1, а для Индийской 
популяции − 0,2 [19, 23]. В работе, проведенной на 
когорте индийских пациентов, показана его роль как 
протективного аллеля развития малярии у лиц жен-
ского пола. По результатам нашего анализа, аллель А у 
лиц с «вероятным» ИА встречался в два раза ниже, чем 
у онкогематологических больных, вошедших в группу 
контроля, но низкая частота его распределения в Евро-
пейской популяции, по всей видимости, не позволяет 
достичь статистически значимых результатов. Частота 
встречаемости минорного аллеля G (rs4508917) была 
одинаковой между анализируемыми группами и со-

впадала с частотными показателями для Европейской 
популяции [23, 24].

В настоящее время активно обсуждают гендерные 
различия в распределении аллельных вариантов ОНП 
промоторного региона гена CXCL10 и уровня IP-10 в 
сыворотке крови: мужской пол рассматривают как 
фактор риска развития инфекционных процессов, 
ассоциированный с повышенной секрецией данного 
хемокина. Опираясь на эти данные, мы проанализи-
ровали распределение генотипов rs4508917 в группах, 
разделенных по гендерному признаку (табл. 3 и 4), 
распределение для rs56061981 из-за низкой частоты 
встречаемости минорного аллеля не представлено.

Таблица 3

Таблица 4

По результатам нашей работы распределение гено-
типов rs4508917 между онкогематологическими паци-
ентами с ИА и без грибковой патологии (контрольная 
группа) у лиц женского и мужского пола достоверно 
не различалось, но было показано превалирование 
минорного аллеля G в гомозиготном состоянии у лиц 
женского пола (χ2 = 3,361, р=0,067), что служит показа-
телем возможных гендерных различиях в распределе-
нии генотипов rs4508917 внутри популяций.

Несмотря на полученные положительные ассоциа-
ции между генетическими вариантами широкого спек-
тра генов цитокинов (CXCL10, IFNG, IL1A, IL1B, IL1RN, 
IL4, IL4Rα, IL10, IL12B, IL15, IL23R, TNFR1, THFR2) и 
предрасположенностью к ИА [4-14], отсутствие под-
тверждения функционального значения аллельных ва-
риантов, ассоциированных с риском ИА, не позволя-
ет сделать определенные выводы о вкладе изученных 
ОНП. Функциональный анализ гаплотипа CGAG гена 
CXCL10 показал, что незрелые дендритные клетки, 
культивируемые совместно с конидиями A. fumigatus, 
носители гаплотипа высокого риска развития ИА 
CGAG, вырабатывали значительно более низкие уров-
ни IP-10 по сравнению с дендритными клетками, име-
ющими гаплотип гена CXCL10 дикого типа [16].

В ходе нашего исследования мы оценили функцио-
нальное значение ОНП G-135A (rs56061981) и А-1447G 
(rs 4508917) промоторной области гена CXCL10: уста-
новили ассоциативную связь между носительством 
определенных генотипов и уровнем IP-10 в сыворотке 
крови пациентов (Рис. 1). 
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Рис.1. Влияние аллельных вариантов промоторного региона G-135A и А-1447G на количество белка IP-10 в сыворотке 
крови онкогематологических пациентов с признаками поражения легких (без деления на группы).

Аллельные варианты G-135A (rs56061981), по-
видимому, не влияют на уровень IP-10 в сыворотке 
крови, хотя присутствие аллеля А ассоциируется с 
незначительным повышением сывороточного хемо-
кина, тогда как наличие минорного аллеля -1447G 
(rs4508917) связано с достоверно более высокими кон-
центрациями IР-10 в сыворотке крови. 

При разделении изучаемых онкогематологических 
пациентов на группу контроля и пациентов с грибко-
вой манифестацией достоверность различий между 
аллельными вариантами rs4508917 в группе контроля 
возрастает, тогда как у лиц с ИА, несмотря на незна-
чительное повышение IP-10 в сыворотке крови, стати-
стическая значимость утрачивается (Рис. 2). Причем, 
если больных не разделять по генотипам, в группе с 
ИА регистрируются несколько большие значения сы-
вороточного IP-10 (Рис. 3).

Рис. 2. Уровень IP-10 в сыворотке крови в зависимости от 
генотипа А-1447G между группами онкогематологических 

пациентов с вероятным ИА и без (контроль).

Ранее Mezger M. с соавторами показали, что уро-
вень IP-10 в сыворотке крови больных после аллоген-
ной трансплантации стволовых клеток с доказанным/
вероятным ИА был в 1,5 раза выше по сравнению с им-
мунокомпрометированными пациентами без призна-
ков грибковой инвазии и в 7 раз выше − по сравнению 
со здоровыми донорами [16]. В нашем исследовании, 
хотя закономерность ассоциации более высоких уров-
ней IP-10 с развитием ИА сохраняется, достоверных 

различий в содержании IP-10 у лиц с ИА и без грибко-
вой патологии получено не было.

В настоящее время доказано, что не только механиз-
мы врожденного иммунитета способствуют грибковой 
элиминации, но и антигенпредставляющие клетки и 
Т-лимфоциты играют не меньшую роль. Хемокин IP-10 
опосредует адаптивный иммунный ответ, способствуя 
поляризации Т-лимфоцитов в Th1 клоны: активирует 
Th1 и снижает производство Th2-ассоциированных 
цитокинов. IP-10 индуцирует устойчивую воспали-
тельную реакцию, характеризующуюся повышенной 
продукцией IFN-γ, тем самым поддерживая защитную 
активность Th1 против инфекций, вызываемых вну-
триклеточными бактериями, паразитами и вирусами 
[25]. У иммунокомпрометированных пациентов уста-
новлено снижение числа как нейтрофилов, так лимфо-
цитов. Следовательно, можно предположить, что из-за 
дефицита иммунных клеток IP-10 не справляется со 
своей первоочередной функцией – привлечением Th1 
в очаг инфекции. Это приводит к неэффективному (с 
точки зрения элиминации инфекции) повышению со-
держания циркулирующего хемокина. 

Рис. 3. Уровень IP-10 в сыворотке крови 
онкогематологических пациентов с вероятным ИА и без 

(контроль).

При изучении гендерного влияния на уровень IP-
10 в сыворотке крови онкогематологических больных 
достоверных различий не получено, хотя у лиц жен-
ского пола были более высокие значения изучаемого 



ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ И ОБЗОРЫ

13

хемокина − 53,9 пг/мл vs 38,8 пг/мл (Рис. 4). Отметим, 
что полученные данные противоречат результатам, 
выявленным при исследовании на когорте индийских 
пациентов с подозрением на малярийный менингоэн-
цефалит, где были обнаружены более высокие уровни 
IP-10 в периферическом русле крови у лиц мужского 
пола [19]. Определенно известно, что мужчины более 
восприимчивы к простейшим, грибковым, бактери-
альным и вирусным инфекциям, чем женщины, и чаще 
умирают от этих инфекций [26, 27], что может быть 
связано с гендерно-ассоциированной пониженной им-
мунореактивностью. 

Рис.4. Уровень IP-10 в сыворотке крови 
онкогематологических пациентов, разделенных по 

гендерному признаку.

Необходимо отметить, что наша работа имеет ряд 
существенных ограничений, которые мы планируем 
решить в ходе дальнейшей работы над представлен-
ной проблемой. Во-первых, объем выборок был не 
достаточным для достоверного стратифицирования 
рисков развития ИА из-за сложности набора пациен-
тов, соответствующих критериям отбора и дизайну 
исследования «случай-контроль». Во-вторых, резуль-
таты (влияние изучаемых ОНП на уровень IP-10 в сы-
воротке крови), полученные на ограниченной группе 
онкогематологических больных, не могут быть репре-
зентативными для всего населения. Наконец, изучение 
только двух полиморфных вариантов промоторной 
области гена может не дать полного представления о 
генетической изменчивости CXCL10. 

Таким образом, для подтверждения клинической 
значимости полученных результатов потребуются 
дальнейшие исследования как с расширением групп 
пациентов, так и включением других ОНП 5` -нетрас-
лируемой области гена CXCL10.

ВЫВОДЫ
В ходе работы выявили, что, несмотря на то, что на-

личие аллеля-1447G (rs 4508917) как в гомозиготном, 
так и гетерозиготном варианте было ассоциировано с 
повышенной секрецией белка IP-10 в сыворотке кро-
ви онкогематологических пациентов, исследованные 
ОНП промоторной области гена CXCL10 не оказыва-
ли вклад в риск развития ИА. Расширение изучаемых 
групп пациентов и ОНП гена CXCL10 позволит стра-
тифицировать риски ИА с большей достоверностью.
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По данным мировой научной литературы, в по-
следнее время проблема недостаточности витамина D 
приобретает масштаб эпидемии и совпадает с ростом 
распространенности аутоиммунных заболеваний [1]. 
Указывает ли этот факт на причинную связь между 
событиями, является предметом широкой дискуссии. 
Для некоторых аутоиммунных заболеваний (рассе-
янного склероза, сахарного диабета 1-го типа, воспа-
лительных заболеваний кишечника, ревматоидного 
артрита) характерны сезонность и географическая за-
висимость. С каждым годом растет число публикаций, 
посвященных вопросам обеспеченности витамином D 
пациентов с аутоиммунными заболеваниями, влияния 
его профилактического приема на риск возникнове-
ния патологии и лечебных доз – на ее течение. 

Экспрессия большого количества генов, кодирую-
щих белки, которые участвуют в пролиферации, диф-
ференцировке и апоптозе клеток, регулируется вита-
мином D [1, 2].

Витамин D относится к группе жирорастворимых 
витаминов. Он естественным образом присутствует 
лишь в очень ограниченном количестве продуктов пи-
тания, а синтез в организме человека возможен толь-
ко в определенных условиях, когда ультрафиолетовые 
(УФ) лучи солнечного света попадают на кожу. Вита-
мин D, получаемый из продуктов питания и в виде 
пищевых добавок, а также образующийся при пре-
бывании на солнце, биологически инертен. Для акти-
вации и превращения в активную форму D-гормона 
[1,25(ОН)2D] в организме должно пройти два процес-
са гидроксилирования: первый этап происходит в пе-
чени и превращает витамин D в 25-гидроксивитамин 
D [25(OH)D], также известный как кальцидиол; вто-
рой этап осуществляется преимущественно в почках 
(с участием фермента CYP27B1 – 1α-гидроксилазы), 
и его результатом является синтез физиологически 
активного D-гормона, 1,25- дигидроксивитамина D 
[1,25(OH)2D], кальцитриола [2]. Уровни кальцитри-
ола в крови определяются в основном активностью 
CYP27B1 в почках, находящейся под контролем пара-
тиреоидного гормона (ПТГ), и жёстко регулируются 
отрицательной обратной связью, которая замыкается 
ингибированием CYP27B1 высокими концентрация-
ми самого кальцитриола и фактора роста фибробла-
стов 23 (FGF23). Ограничению образования активной 
формы витамина способствует стимуляция фермента 
CYP24A1 (24-гидроксилазы), который превращает 
кальцитриол в неактивную, водорастворимую форму 
кальцитроевой кислоты, в дальнейшем выводимой из 
организма с желчью. FGF23, секретируемый преиму-
щественно остеоцитами, т.е. костной тканью, содей-
ствует активации 24-гидроксилазы в ответ на высокие 
концентрации D- гормона и повышение концентрации 
фосфора в крови [3].

Витамин D способствует абсорбции кальция в ки-
шечнике и поддерживает необходимые уровни каль-
ция и фосфатов в крови для обеспечения минерализа-
ции костной ткани и предотвращения гипокальциеми-
ческой тетании. Он также необходим для роста костей 
и процесса костного ремоделирования, т.е. работы 
остеобластов и остеокластов. Достаточный уровень 
витамина D предотвращает развитие рахита у детей и 
остеомаляции у взрослых. Вместе с кальцием витамин 
D применяют для профилактики и в составе комплекс-



16

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2018, Т.20, №3

ного лечения остеопороза [2-4].
Сывороточная концентрация 25(OH)D является 

лучшим показателем статуса витамина D, поскольку 
отражает его суммарное количество, производимого в 
коже и получаемого из пищевых продуктов и пищевых 
добавок, и имеет довольно продолжительный период 
полураспада в крови − порядка 15 дней [5].

Дефицит витамина D, включая мнение экспертов 
Международного эндокринологического общества [1], 
определяется как уровни 25(OH)D в сыворотке крови 
менее 20 нг/мл. Многие ученые [1, 4, 5] считают, что 
уровни между 20-30 нг/мл необходимо расценивать как 
«недостаточность» витамина D, а оптимальный уровень 
− более 30 нг/мл. Это основано на исследованиях, по-
казывающих, что значения витамина D 25(OH)D в зоне 
более 30 нг/мл ассоциированы со снижением переломов 
и падений у пожилых пациентов. На концентрацию в 
сыворотке 25(ОH) D могут влиять такие переменные, 
как возраст, пол, пубертатный статус, широта, сезон, 
раса и этническая принадлежность [5, 6].

Витамин D функционирует как гормон и регулиру-
ет паратгормон (PTH), метаболизм кальция и фосфора, 
что имеет важное значение для организма. Открытие 
рецепторов витамина D (VDRs) в большинстве клеток 
тела и наличие ферментов, синтезирующих активную 
форму витамина D, а именно 1,25-дигидроксивитамин 
D [1,25(ОH)2D] в коже, привело к возобновившему-
ся интересу к его функциям, особенно, к его роли в 
уменьшении риска некоторых хронических заболева-
ний, таких как рак, аутоиммунные, инфекционные и 
сердечно-сосудистые заболевания [1, 2, 4]. Рецепторы 
к витамину D (VDR) были обнаружены практически 
на всех иммунокомпетентных клетках: CD4+ и CD8+ 
лимфоцитах, В-лимфоцитах, нейтрофилах,  макрофа-
гах и дендритных клетках. По мере созревания клеток 
иммунной системы в них изменяется уровень VDR, 
однако эти изменения разнонаправленны в различ-
ных клетках. Так, наивные Т-лимфоциты содержат не-
большое количество рецепторов, в то время как зре-
лые формы отличаются высоким уровнем экспрессии 
VDR [7, 8]. И, напротив, в процессе дифференцировки 
моноцитов в макрофаги и дендритные клетки проис-
ходит уменьшение их количества [7, 9]. Такая законо-
мерность отражает чувствительность иммунокомпе-
тентных клеток к витамину D, что может играть роль в 
тонкой регуляции иммунного ответа.

Макрофаги служат важнейшим звеном, связыва-
ющим врожденный и приобретенный иммунитет. Их 
способность к миграции, фагоцитозу и представлению 
антигена во многом обеспечивает дальнейшее разви-
тие иммунного ответа. В зависимости от характера 
воздействий, макрофаги могут дифференцироваться в 
фенотипы М1 и М2. Происходит так называемая по-
ляризация макрофагов. Так, липополисахарид, фак-
тор некроза опухоли-α (TNF-α), интерферон-γ (IFN-γ) 
являются индукторами фенотипа М1. Интерлейкины 
(IL-4, IL-3) способствуют альтернативной активации 
макрофагов в сторону толерогенного М2 класса.

При воздействии витамина D на моноциты про-
исходит уменьшение экспрессии трех типов молекул 
главного комплекса гистосовместимости II класса 
(MHC II: HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ); ингибиция экс-
прессии TLR2 и TLR4 на их поверхности, что блоки-
рует дальнейшие реакции врожденного иммунитета; 

снижение уровня молекул CD40, CD80, CD86, способ-
ствующих активации иммунного ответа; увеличение 
синтеза IL-10, снижение продукции IL-1α, IL-1β, IL-2, 
IL-6, IL-12, TNF-α, IFN-γ [9-11].

Такая закономерность, вероятно, связана с репрес-
сией фенотипа М1 макрофагов, что сопровождается 
снижением их иммуногенного действия, даже в при-
сутствии провоспалительных стимулов (липополиса-
харида). Имеющиеся данные относительно обеднения 
поверхностными рецепторами косвенно говорят о на-
правлении дифференцировки макрофагов в сторону 
толерогенного фенотипа М2. Отмечено аналогичное 
влияние витамина D на дендритные клетки. После 
экспозиции с витамином D дендритные клетки умень-
шали синтез IL-12, IL-23, тем самым снижая последу-
ющую активацию Th1 и Th17, играющих важную роль 
в патогенезе аутоиммунных заболеваний. При этом 
синтез IL-10 и CCL22 (хемокин, лиганд С–С-мотива), 
ответственных за стимуляцию противоположных по 
эффектам субпопуляций лимфоцитов Th2, возрастает 
[10-14]. Витамин D снижает антиген-презентирующую 
способность дендритных клеток за счет уменьшения 
экспрессии молекул MHC-II на их поверхности [13, 
14], подавляет активацию циклооксигеназы-2 [14] и 
тормозит дифференцировку моноцитов в дендритные 
клетки и их созревание.

Реакции приобретенного иммунного ответа так-
же связывают с витамином D, хотя исследователи от-
мечают трудности при определении его прямого воз-
действия на T- и B-лимфоциты, так как большинство 
эффектов проявляется опосредованно через анти-
ген-презентирующие клетки. Несмотря на это, было 
доказано, что количество VDR на CD4+лимфоцитах 
коррелирует со степенью их дифференцировки, что 
говорит о потенциальной восприимчивости Th к ви-
тамину D [13, 14]. Показано, что экспрессия VDR при 
активации CD4+лимфоцитов может увеличиваться в 
5 раз [13]. Влияние витамина D на Th оценивают не-
однозначно. Вероятно, это связано с различиями в вы-
боре лигандов для стимуляции клеток. Так, некоторые 
авторы отмечают снижение дифференциации Th0 в 
Th17 с уменьшением экспрессии IL-17 и IL-21 в них и 
снижение дифференциации Th0 в Th1 с уменьшением 
продукции типичных для Th1 провоспалительных ци-
токинов (TNF-α, IFN-γ, IL-12) [13, 14].

Таким образом, иммунорегуляторная функция ви-
тамина D направлена на ингибирование компонентов 
врожденного и приобретенного иммунитета, отвечаю-
щих за индукцию аутоиммунных реакций. 

Есть различные отчеты о полиморфизмах рецепто-
ра витамина D, связанных с повышенным риском раз-
личных аутоиммунных заболеваний, таких как тирео-
идит Хашимото, воспалительное заболевание кишеч-
ника, болезнь Грейвса, ревматоидный артрит, псориаз, 
витилиго, гнездная алопеция, системная красная вол-
чанка (СКВ), первичный билиарный цирроз, аутоим-
мунный гепатит, болезнь Аддисона, целиакия, сахар-
ный диабет типа 1 и рассеянный склероз [7]. В керати-
ноцитах, дермальных фибробластах, эндотелиальных, 
иммунных клетках, макрофагах витамин D взаимодей-
ствует с VDR и RXR (ретиноидный Х-рецептор). Этот 
комплекс связывается с ДНК через последовательно-
сти VDREs (элементы ответа витамина D) и способ-
ствует транскрипции и репрессии многочисленных 
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генов, участвующих в кожной физиопатологии [7, 11, 
13, 14].

Витамин D и псориаз.
Псориаз представляет собой распространенное 

хроническое воспалительное наследственное заболе-
вание неизвестной этиологии, вызванное функцио-
нальными аномалиями Т-лимфоцитов. В настоящее 
время подчеркивают важную роль мультифакториаль-
ной природы этого заболевания [15].

Несмотря на известную эффективность топиче-
ских аналогов витамина D при псориазе, до конца еще 
непонятны точные механизмы, лежащие в основе их 
терапевтического действия. Модуляция различных 
маркеров эпидермальной пролиферации (антитела к 
ядерному антигену пролиферирующих клеток (PCNA) 
и Ки-67-антиген) и дифференцировки (инволюкрин, 
трансглутаминаза K, филаггрин, цитокератины 10, 16) 
была показана in situ в поврежденной псориатической 
коже после применения топических аналогов витами-
на D [16]. Однако витамин D не влияет на степень вы-
раженности кожного воспаления,  наблюдаемого при 
псориазе из-за невысокой биодоступности [16]. Суще-
ствует 2 механизма действия топического витамина D: 
геномный – путем воздействия его на рецепторы ке-
ратиноцитов и подавления скорости их пролиферации 
[17], негеномный – приводящий к нормализации диф-
ференцировки кератиноцитов за счет увеличения вну-
триклеточного уровня кальция [18]. Помимо этого, ви-
тамин D ингибирует дифференцировку Т-лимфоцитов 
и их пролиферацию в ответ на интерлейкин 1 (IL-1), 
что приводит к снижению продукции  иммуноглобу-
линов. 

Противовоспалительные эффекты могут также 
быть результатом торможения выработки IL-2, IL-6 и 
интерферона (IFN-γ). Кроме того, топический каль-
ципотриол ингибирует человеческий бета дефензин 
(HBD) 2, HBD3, IL-17A, IL-17F и IL-8, которые повыше-
ны в псориатических высыпаниях [19]. Таким образом, 
происходит блокирование кателицидинового пути, со-
кращение воспаления и обращение вспять некоторых 
изменений, происходящих при псориазе.

Kragbelle К. и коллеги заметили, что местное при-
менение мази кальципотриола с одновременной (в лю-
бое время за 2 часа до или сразу после) УФ-B фототе-
рапией вызывало улучшение при псориазе, возможно, 
из-за повышения кожного синтеза витамина D [20]. 
Комбинированная терапия с метотрексатом (MTX), 
низкие дозы перорального циклоспорина (2 мг/кг/
день), пероральный ацитретин, топический дитранол 
и топические стероиды могут увеличить терапевтиче-
скую эффективность местного витамина D [21-24].

В 1985 г. MacLaughlin J.A. и др. предположили, что 
пероральный прием кальцитриола может быть эф-
фективен при лечении псориаза [25]. В том же самом 
году Morimoto S. и Kumahara Y. сообщили о ремиссии 
псориатических поражений кожи у пациента с остео-
порозом, которого лечили 1α-(ОH) D3 per os [26]. К со-
жалению, пероральное применение витамина D огра-
ничено из-за высокого риска развития нежелательных 
явлений, таких как гиперкальцемия, гиперкальциурия, 
нефрокальциноз, нефролитиаз и снижение минераль-
ной плотности костной ткани [15]. Но в недавнем об-
зоре [27] показано, что гиперкальцемия может быть 

легко контролируема и преодолима надлежащим дози-
рованием и контролем. Авторы отмечали  корреляцию 
между низкими уровнями сывороточного витамина D 
и тяжестью течения псориаза. Таким образом, суще-
ствует насущная необходимость в переоценке роли пе-
рорального витамина D в лечении этой болезни. 

В настоящее время накоплен опыт применения ви-
тамина D в терапии псориаза. Так, Perez А. и коллеги 
наблюдали улучшение при лечении пероральным ви-
тамином D у 88% из 85 пациентов с псориазом, у 26,5% 
− отмечали полное очищение, у 36,2% − умеренное 
улучшение, у 25,3% − небольшое улучшение [28].  

Gaal J. и др. выявили значительный иммуномо-
дулирующий эффект системного альфакальцидола 
[1α-(ОH) D3] у больных псориатической артропатией 
и предложили его как ценную терапевтическую аль-
тернативу [29]. В другом исследовании продемонстри-
ровано, что комбинация ацитретина и перорального 
кальцитриола привела к более быстрому сокращению 
индекса PASI у пациентов с хроническим бляшечным 
псориазом [30].

В опубликованных отчетах ученые предполагают, 
что пероральный витамин D посредством его проти-
вовоспалительного действия также улучшает течение 
метаболического синдрома и сердечно-сосудистых за-
болеваний, которые могут быть связаны с псориазом 
[27]. Чтобы сделать окончательные выводы об эффек-
тивности перорального  витамина D, необходимо про-
ведение большего количества исследований.

Витамин D и витилиго.
Аутоиммунитет играет важную роль в патогенезе 

витилиго [31]. Витамин D через его антиапоптотиче-
ский эффект управляет активацией, пролиферацией 
и миграцией меланоцитов, увеличивая меланогенез 
и содержание тирозиназы культивируемых человече-
ских меланоцитов [32]. Витамин D также уменьшает 
аутоиммунное повреждение меланоцитов, модулируя 
Т-клеточную активацию [33].

В некоторых исследованиях изучали ассоциацию 
между витилиго и уровнем 25(ОH) D.

В работе Silverberg J.I. и др. [34] пониженные уров-
ни 25(ОH) D были найдены у больных с витилиго и со-
путствующими аутоиммунными заболеваниями.

Li K. и др. [35] отмечали статистически значимо 
сниженные уровни 25(ОH) D у пациентов с витилиго, 
по сравнению с контрольными группами, и предполо-
жили, что дефицит 25(ОH) D может быть способству-
ющим фактором в развитии этой болезни.

Роль перорального витамина D в терапии витилиго 
мало изучена. Проведено предварительное изучение 
эффективности и безопасности длительного лечения 
высокими дозами витамина D3 у лиц с псориазом и 
витилиго. Это исследование базировалось на том, что 
аутоиммунитет и дефицит витамина D связаны, и, в 
свою очередь, метаболизм витамина D у больных ви-
тилиго сопряжен с частым наличием полиморфизма 
генов. Таким образом, прием больших доз витамина 
D3 у пациентов с аутоиммунными нарушениями мо-
жет компенсироваться наследственной устойчивостью 
к его биологическим эффектам. Finamor и др. лечили 
16 больных с витилиго 35,000 МЕ витамина D3 один 
раз в день ежедневно в течение 6 месяцев в сочетании с 
диетой. У 14 из 16 человек была 25-75% репигментация 
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без существенного изменения в метаболических пара-
метрах, тем самым указывая на то, что терапия боль-
шими дозами витамина D3 может быть эффективной и 
безопасной для этой категории пациентов [36].

Об использовании аналогов витамина D в сочета-
нии с PUVA для лечения витилиго сначала сообщил 
Parsad D. и др. [33]. Впоследствии топические аналоги 
витамина D эффективно использовали в лечении ви-
тилиго как монотерапию, так и в сочетании с другими 
методиками, такими как кортикостероиды и ультра-
фиолетовая терапия. 

Витамин D и гнездная алопеция.
Гнёздная алопеция (ГА) – органоспецифическое 

аутоиммунное заболевание с поражением волосяных 
фолликулов (ВФ); оно имеет многофакторный харак-
тер, что предполагает комплексное взаимодействие 
генетических особенностей организма и экзогенных 
триггеров, провоцирующих развитие ГА. Решающую 
роль в развитии заболевания играет Т-клеточный им-
мунитет.  Отличительной чертой при ГА является пе-
рибульбарный лимфоцитарный инфильтрат, который 
формируется в нижней части ВФ и состоит преимуще-
ственно из активированных Т-лимфоцитов, макрофа-
гов и других лимфогистиоцитарных элементов, вклю-
чая клетки Лангерганса. Этиология гнездной алопеции 
не до конца изучена, однако ученые указывают на ге-
нетическую предрасположенность, аутоиммунитет и 
факторы окружающей среды [37, 38]. Аутоиммунная 
этиология была предложена на основе ее ассоциации с 
различными аутоиммунными заболеваниями, наличи-
ем аутоантител, воспалительных лимфоцитов вокруг и 
внутри пораженных волосяных фолликулов и способ-
ностью стимулировать восстановление волос с исполь-
зованием иммунодепрессантов [1]. Здоровая луковица 
волосяного фолликула человека обладает иммуноло-
гической привилегией во время фазы роста анагена, 
потому что основные молекулы комплекса гистосов-
местимости (МНС) I и II класса не экспрессируются, 
а TGF-b, IGF-1 и MSH-a − сверхэкспрессируются. При 
ГА молекулы MHC I и MHC II сильно экспрессируются 
кератиноцитами волосяного фолликула, что приводит 
к взаимодействию между CD8 + T-клетками и MHC I, 
представленными аутоантигенами дендритных кле-
ток. Иммуносупрессивные молекулы уменьшаются, а 
молекулы адгезии сверхэкспрессируются, что приво-
дит к перифолликулярному воспалению. Связанные с 
меланоцитом аутоантигены могут быть мишенью ау-
тоагрессивных Т-клеток [37-39].

В ряде зарубежных работ было продемонстриро-

вано, что рецепторы витамина D (VDR) сильно выра-
жены в ключевых структурах волосяных фолликулов. 
Экспрессия VDR на кератиноцитах необходима для 
поддержания нормального цикла волос [39, 40]. Также 
доказано, что отсутствие VDR уменьшает эпидермаль-
ную дифференцировку и рост волосяного фоллику-
ла [40]. Было проведено несколько исследований для 
оценки роли витамина D в различных нарушениях во-
лос с контрастирующими результатами [40, 41].

Nassiri S. и коллеги сообщают о значительной раз-
нице в уровне витамина D3 в сыворотке крови у па-
циентов с ГА в сравнении с контрольной группой [42]. 
Наименьшее значение 25 (ОН) D было выявлено у лиц 
с тотальной и универсальной формой ГА, преимуще-
ственно у женщин [42]. Это противоречит Ovidio R. и 
Mahamid M. [43, 44], которые сообщили об отсутствии 
связи между уровнем витамина D и характером ГА. 
Причина изменения может быть связана с неравным 
числом рассмотренных случаев в каждом исследо-
вании, географическими различиями в воздействии 
солнца.

Ola Ahmed Bakry и коллеги [45] в своих отчетах 
продемонстрировали наличие более низких значений 
в сыворотке крови витамина D в 93% случаев, по срав-
нению с контролем, и отсутствие корреляции между 
уровнем сывороточного 25 (OH) D и рецидивом за-
болевания или семейным анамнезом ГА. Дальнейшие 
исследования необходимы для уточнения связи меж-
ду уровнем в крови 25 (OH) D и вовлечением ногтей, 
рецидивом заболевания и положительным семейным 
анамнезом. Также требуются клинические испытания 
для оценки использования витамина D при лечении 
данной патологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, исследования последних лет по-

казали, что роль витамина D не ограничивается лишь 
регуляцией уровня кальция. Биологические функции 
витамина D в организме многообразны, а геномные 
и негеномные эффекты многочисленны. Увеличение 
обеспеченности витамина D снижает частоту диабета, 
остеопороза, респираторных заболеваний, артериаль-
ной гипертензии, аутоиммунных и онкологических за-
болеваний (молочной железы, кишечника, простаты). 
С низким уровнем витамина D связывают развитие 
аллергических заболеваний, болезней сердца, метабо-
лического синдрома и ожирения [46]. Необходимы до-
полнительные исследования, чтобы изучить сложные 
связи витамина D с дерматологическими заболевания-
ми и создать четкие рекомендации для его приема.
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В 2015-2017 гг. в проспективное многоцентровое (n=23) исследо-
вание включили 300 больных, которым проводили лечение анидула-
фунгином; мужчин − 57%, женщин – 43%, медиана возраста – 49 лет 
(от 18 до 98). У всех обследованных пациентов были факторы риска 
развития инвазивного кандидоза. Медиана показателя APACHE II 
на момент назначения анидулафунгина составила 18,8. Установле-
но, что наиболее часто (89%) анидулафунгин назначали для эмпири-
ческой терапии инвазивного кандидоза. Общая эффективность при-
менения анидулафунгина была высокой (79%), при этом общая выжи-
ваемость обследованных пациентов в течение 30 суток с момента 
начала использования препарата составила 78%. Нежелательные 
явления при применении анидулафунгина возникали редко (гипокали-
емия – 1%, ангиоотек – 0,5%) и не были причиной отмены препара-
та. У 25% обследованных больных было лабораторно подтверждено 
наличие инвазивного кандидоза. Среди возбудителей инвазивного 
кандидоза преобладали Candida не-albicans виды (57%). Установлено, 
что раннее применение анидулафунгина эффективно, общая выжи-
ваемость пациентов с инвазивным кандидозом в течение 30 суток 
с момента начала терапии составила 66%, что существенно выше 
аналогичного показателя в ранее проведенном в РФ исследовании 
КРИТ (43%).

Ключевые слова: анидулафунгин, инвазивный кандидоз, канди-
демия, Candida
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In 2015-2017 years in a prospective multicenter (n=23) the study were 
included 300 patients treated with anidulafungin; men − 57%, women − 
43%, median age − 49 years (18 to 98). All examined patients had risk factors 
of invasive candidiasis. Median APACHE II at the start of anidulafungin 
therapy was 18,8.  It was found that most often (89%) anidulafungin was 
prescribed for the empirical therapy of invasive candidiasis. The overall 
effectiveness of anidulafungin was high (79%), while the 30 days overall 
survival of the patients after the start of anidulafungin therapy was 78%.   
Adverse events with the use of anidulafungin occurred seldom (hypokalemia 
– 1%, angioedema – 0,5%) and were not the cause of drug withdrawal. In 25% 
of the examined patients the presence of invasive candidiasis was laboratory 
confirmed. Among pathogens of invasive candidiasis, Candida non-albicans 
prevailed (57%).  It was established that the early use of anidulafungin was 
effective, the 30 days overall survival of patients with invasive candidiasis 
after the initiation of therapy was 66%, which is significantly higher than in 
the earlier CRIT study in Russia (43%).

Key words: anidulafungin, invasive candidiasis, candidemia, Candida

Инвазивный кандидоз (ИК) – самый распростра-
ненный инвазивный микоз в Российской Федерации. 
Ежегодно в нашей стране возникает более 11 000 слу-
чаев ИК [1], его частота составляет 8,29 на 100 000 на-
селения, что соответствует результатам исследования 
LIFE в странах Европы, где данный показатель варьи-
рует от 2,2 до 11 на 100 000 населения [2].  

Candida spp. – важные нозокомиальные патогены, 
которые составляют 8,4% возбудителей внутриболь-
ничных инфекций в крупных стационарах Российской 
Федерации [3]. При этом подавляющее количество 
случаев ИК возникает у больных в отделениях реани-
мации и интенсивной терапии (ОРИТ), а также у онко-
логических и гематологических пациентов [4]. Инва-
зивный кандидоз характеризуется тяжестью клиниче-
ских проявлений и высокой летальностью, которая, по 
данным ранее проведенного в РФ крупного исследова-
ния ИК у больных в ОРИТ (КРИТ), составила 57% [5].

Анидулафунгин (Эраксис) – новый противогрибко-
вый препарат из группы эхинокандинов, отличающий-
ся широким спектром фунгицидной активности про-
тив Candida spp. [6]. Эффективность анидулафунгина 
доказана в крупных контролируемых клинических ис-
следованиях [7-11]. Анидулафунгин был зарегистри-
рован в Российской Федерации в 2012 г. как препарат 
для лечения ИК у взрослых больных. В современных 
отечественных и международных клинических иссле-
дованиях анудулафунгин признан препаратом выбора 
для эмпирической терапии и этиотропного лечения 
ИК [12-14]. Публикаций, посвященных результатам 
применения анидулафунгина для лечения ИК в РФ, 
недостаточно.   
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Цель исследования − оценка эффективности и без-
опасности применения анидулафунгина для лечения 
инвазивного кандидоза в условиях реальной клиниче-
ской практики учреждений здравоохранения Россий-
ской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

В 2015-2017 гг. мы провели наблюдательное много-
центровое исследование в ОРИТ, а также онкологиче-
ских и гематологических отделениях учреждений здра-
воохранения Российской Федерации.

Критерии включения в исследование:
•  Наличие показаний для эмпирической противо-

грибковой терапии согласно Российским рекомен-
дациям «Диагностика и лечение микозов в ОРИТ» 
(2015): лихорадка неясной этиологии продолжитель-
ностью более 4 суток, резистентная к адекватной те-
рапии антибактериальными препаратами широкого 
спектра действия, в сочетании с наличием двух и бо-
лее факторов риска развития инвазивного кандидоза 
(в/в катетер, хирургическое вмешательство на органах 
брюшной полости, полное парентеральное питание, 
применение глюкокортикостероидов /ГКС/ или имму-
носупрессантов) [12].

• Или выделение Candida spp.  из стерильных в нор-
ме биосубстратов (кровь, спинномозговая жидкость 
/СМЖ/, перитонеальная жидкость, и прочее).

• Возраст старше 18 лет.
•  Получение пациентом не менее одной суточной 

дозы анидулафунгина. 
Критерии исключения:
• Возраст младше 18 лет.
• Предполагаемая продолжительность жизни менее 

48 часов.
• Аллергическая реакция на эхинокандины.
В исследование последовательно включали всех по-

ступивших в учреждение здравоохранения больных, 
получивших лечение анидулафунгином. Пациентов 
включали в изучение с момента начала терапии ани-
дулафунгином, после чего проводили ретроспектив-
ный (исходные характеристики, факторы риска ИК, 
диагностические мероприятия, диагноз основного за-
болевания и пр.) и проспективный (диагноз ИК, эф-
фективность и безопасность лечебных мероприятий, 
и пр.) сбор данных. Исследователи вели пациентов до 
выписки из больницы либо до наступления смерти.

Информацию о больных собирали с помощью ин-
дивидуальной регистрационной карты, которая вклю-
чала демографические данные, клинический диагноз 
основного заболевания, факторы риска развития ИК, 
клинические симптомы ИК, показатели APACHE II и 
SOFA при поступлении в ОРИТ и при назначении ани-
дулафунгина, результаты микробиологических анали-
зов, описание применения препарата (эмпирическое, 
корректирующее эмпирическое при неэффективно-
сти предыдущего противогрибкового лекарственного 
средства (ЛС), или этиотропное на основании дан-
ных микробиологического анализа), клиническую и 
микробиологическую оценку эффективности терапии 
анидулафунгином, зарегистрированные при приеме 
препарата нежелательные явления, а также результа-
ты лечения (выздоровление, выживаемость в течение 
30-ти дней после начала применения анидулафунгина, 

смерть, осложнения).
Посев крови и других стерильных в норме биосуб-

стратов (спинномозговая жидкость, перитонеальная 
жидкость и пр.), а также определение вида Candida 
осуществляли в микробиологических лабораториях, 
участвовавших в исследовании лечебных учреждений. 
Время, частоту проведения и тип микологического ис-
следования определяли лечащие врачи, основываясь 
на клинической оценке пациента.

Диагностировали ИК на основании критериев, 
предложенных Европейской организацией по изуче-
нию и лечению рака (EORTC) и группы изучения ми-
козов (MSG) Национального института аллергологии 
и инфекционных заболеваний (NIAID) США [15]. 

Полученные в процессе изучения медико-биологи-
ческие данные обрабатывали с помощью программной 
системы STATISTICA for Windows (версия 10.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В исследование включили 300 больных из 23 уч-

реждений здравоохранения Российской Федерации; 
мужчин − 57%, женщин – 43%, возраст – от 18 до 98 
лет, медиана – 49±17 лет. Демографические характери-
стики пациентов соответствовали данным Kullberg B. 
и соавт., которые провели анализ применения аниду-
лафунгина у 539 человек из 6-ти клинических исследо-
ваний. В этой когорте мужчин было 55%, средний воз-
раст – 57,5±16 лет [11].

В результате изучения было подтверждено, что ИК 
обычно возникает у тяжелых пациентов, длительно на-
ходящихся в лечебных учреждениях. Например, про-
должительность пребывания наших больных в ОРИТ 
была от 1 до 144 дней (медиана − 18±19), в исследова-
нии Kullberg B. и соавт. в ОРИТ более 4-х суток находи-
лись 50% пациентов [11]. 

У всех получавших анидулафунгин больных было 
более 2-х факторов риска развития инвазивного кан-
дидоза (табл. 1). По сравнению с когортой больных 
Kullberg B. и соавт., у пациентов в исследовании ЭРА 
чаще применяли антибиотики широкого спектра дей-
ствия, центральный венозный катетер (ЦВК), систем-
ные ГКС и трансплантацию органов или тканей, реже 
проводили хирургические вмешательства и использо-
вали искусственную вентиляцию легких (ИВЛ) [11].

Таблица 1

%

Включенные в исследование пациенты были в тя-
желом состоянии, на момент назначения анидулафун-
гина медиана показателя APACHE II = 19,5 и SOFA = 
6±3. В работе Kullberg B. и соавт. медиана показателя 
APACHE II = 15 [11].

У 85% больных отмечали резистентную к приме-
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нению антибактериальных ЛС широкого спектра дей-
ствия лихорадку продолжительностью более 4 дней, 
что является одним из общепринятых показаний для 
начала эмпирической антифунгальной терапии [12-
14].  

В большинстве случаев (89%) анидулафунгин на-
значали в качестве эмпирической терапии. При этом 
стартовую эмпирическую терапию анидулафунгином 
использовали у 59% больных, а при неэффективности 
применения других противогрибковых ЛС (флукона-
зола и пр.) – у 30%. 

Исследование ЭРА подтвердило эффективность 
применения анидулафунгина, показанную другими 
авторами [7-11]. Улучшение состояния наблюдали у 
79% обследованных больных, отсутствие эффекта – у 
5,7%, а рецидив инфекции – у 1,3%. У 17% пациентов 
оценить эффект не смогли. Общая выживаемость об-
следованных лиц в течение 30 суток с момента начала 
применения анидулафунгина составила 78%.

Исследованием ЭРА была подтверждена безопас-
ность применения анидулафунгина, показанная дру-
гими авторами [7-11]. В данном изучении в одной из 
конечных точек оценивали общую выживаемость па-
циентов с инвазивным кандидозом в течение 30 суток 
с момента начала терапии, в связи с чем не предусма-
тривали сообщения о смертельном исходе, как о се-
рьезном нежелательном явлении. Серьезные нежела-
тельные явления при использовании анидулафунгина 
отмечали редко: гипокалиемию – 1%, ангиоотек – 0,5%. 
Не было случаев отмены анидулафунгина в связи с не-
желательными явлениями. По данным Kullberg В. и со-
авт., анидулафунгин отменили в связи с нежелательны-
ми явлениями у 1,5% пациентов [11]. 

Наличие инвазивного кандидоза было лаборатор-
но установлено у 75 (25%) обследованных больных. 
Исследование ЭРА подтвердило, что во взрослой по-
пуляции ИК возникает преимущественно у пациентов 
среднего и старшего возраста, чаще у мужчин. Меди-
ана возраста больных ИК составила 47 лет, мужчин 
− 57%. По данным ранее проведенного в РФ исследо-
вания КРИТ, медиана возраста больных ИК составила 
58±15 лет, мужчин − 60% [5].

Пациенты с подтвержденным ИК дольше находи-
лись в ОРИТ (медиана = 24 дня), чем больные общей 
группы (медиана = 18 дней). Кроме того, у лиц с под-
твержденным ИК чаще применяли антибиотики ши-
рокого спектра действия, ЦВК, гемодиализ и хирурги-
ческие вмешательства, а также чаще выявляли почеч-
ную и печеночную недостаточность и ВИЧ-инфекцию 
(табл. 1, 2). 

Таблица 2

%

По сравнению с исследованием КРИТ, пациенты с 
ИК в нашем изучении чаще получали полное паренте-
ральное питание (64% vs 36%) и системные ГКС (37% 
vs 6%), у них чаще выявляли ВИЧ-инфекцию (21% vs 
3%). С другой стороны, больные, включенные в наше 
исследование, реже переносили хирургическое вмеша-
тельство (27% vs 40%) или перфорацию ЖКТ (13% vs 
24%) [5].

На момент назначения анидулафунгина у пациен-
тов с ИК были выше медианы показатели APACHE II 
= 18 и SOFA = 7, чем у больных в исследовании КРИТ 
(APACHE II – 13, SOFA – 6) [5].

У 57% пациентов возбудителями инвазивного кан-
дидоза были Candida не-albicans виды (табл. 3), что 
совпадает с результатами крупного изучения этиоло-
гии ИК в РФ Васильевой Н.В. и соавт. [16], а также ис-
следования КРИТ и данных Kullberg В. и соавт. [5, 11]. 
Однако, в отличие от указанных авторов, мы чаще вы-
являли C. glabrata и C. krusei, реже − C. parapsilosis.

Таблица 3

Клинические признаки ИК были неспецифичны-
ми: устойчивое к антибактериальным ЛС повышение 
температуры тела отметили у 73% больных, признаки 
полиорганной недостаточности – у 41%, что совпадает 
с результатами исследования КРИТ [5]. 

Однако, в отличие от исследования КРИТ, мы зна-
чительно чаще выявляли поражение различных орга-
нов или перитонит (61% vs 26%), значительно реже – 
изолированную кандидемию (39% vs 74%) (табл. 4) [5]. 

Таблица 4

4

4

3

В большинстве случаев (57%) анидулафунгин на-
значали в качестве эмпирической терапии. При этом 
стартовую эмпирическую терапию анидулафунгином 
использовали у 30% больных, а при неэффективности 
применения других противогрибковых ЛС (флукона-
зола и пр.) – у 27%. После лабораторного подтвержде-
ния ИК анидулафунгин применили у 43% пациентов. В 
исследовании КРИТ противогрибковые ЛС (флукона-
зол – 67%, каспофунгин – 13%, амфотерицин В – 11%, 
ЛК амфотерицина В – 4%, вориконазол – 4%, микафун-
гин – 1%) назначали после лабораторного подтвержде-
ния ИК, при этом 19% пациентов не получили анти-
микотической терапии [5].  

Исследование ЭРА подтвердило эффективность 
применения анидулафунгина у больных ИК [7-11]. Вы-
здоровление или улучшение состояния отмечали у 79% 
пациентов с подтвержденным ИК, отсутствие эффекта 
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– у 7%, рецидив инфекции – у 2%, у 16% оценить эф-
фект не смогли. Общая выживаемость обследованных 
лиц в течение 30 суток с момента начала применения 
анидулафунгина составила 66%. Этот показатель су-
щественно выше общей выживаемости больных (43%) 
в течение 30 суток с момента выявления ИК в иссле-
довании КРИТ, в котором анидулафунгин не приме-
няли [5]. При этом у больных ИК в исследовании ЭРА 
были выше показатели тяжести состояния APACHE II 
и SOFA, а также чаще выявляли поражение органов и 
систем, что является прогностически неблагоприят-
ными факторами [12]. 

Необходимо отметить два важных фактора, кото-
рые могли повлиять на эффективность лечения ИК в 
исследованиях КРИТ и ЭРА. Согласно современным 
отечественным и зарубежным рекомендациям, эхино-
кандины – препараты выбора для лечения ИК [12-14]. 
В исследовании КРИТ только 14% больных получали 
эхинокандины (каспофунгин и микафунгин) [5], в ис-
следовании ЭРА все пациенты применяли анидулафун-
гин. Кроме того, существуют многочисленные доказа-
тельства эффективности ранней терапии ИК [17-19]. В 
исследовании КРИТ у 81 больных противогрибковые 
ЛС назначили после лабораторного подтверждения 
ИК, а 19% пациентов не получили антимикотической 
терапии. В исследовании ЭРА большинству больных 
(57%) анидулафунгин был назначен до лабораторного 
подтверждения ИК. 

ВЫВОДЫ
В Российской Федерации анидулафунгин в боль-

шинстве случаев назначают в качестве эмпирической 
терапии (89%). Такое применение анидулафунгина 
было эффективным у 79% больных.

Среди возбудителей инвазивного кандидоза преоб-
ладают Candida не-albicans виды (57%).

Нежелательные явления при использовании аниду-
лафунгина возникают редко: гипокалиемия – 1%, анги-
оотек – 0,5%. Не было случаев отмены анидулафунгина 
в связи с нежелательными явлениями.

У больных инвазивным кандидозом раннее приме-
нение анидулафунгина эффективно. Общая выжива-

емость этой категории пациентов в течение 30 суток 
с момента начала применения анидулафунгина соста-
вила 66%, что существенно выше аналогичного пока-
зателя в ранее проведенном в РФ исследовании КРИТ 
(43%).
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При целенаправленном обследовании 113 иммунокомпромети-
рованных больных с ВИЧ-инфекцией (75 чел.) и с гемобластозами 
(38), входящих в группы риска, частота обнаружения глубоких ми-
козов составила 29,3% и  57,9% соответственно. В этиологической 
структуре глубоких микозов Aspergillus spp. были выявлены в 40,7% 
при ВИЧ-инфекции и в 81,8% − при гемобластозах, Cryptococcus spp. 
– в 44,5% и в 18,2% соответственно. Candida spp.  как возбудители 
инвазивного кандидоза у пациентов с ВИЧ-инфекцией были обнару-
жены в 14,8%, при гемобластозах данный микоз не диагностировали. 
Установлены клинические и лабораторные различия у иммуноком-
прометированных лиц с ВИЧ-инфекцией и гемобластозами в зави-
симости от наличия глубоких микозов, которые необходимо учи-
тывать при обследовании пациентов и формировании групп риска. 
Использование современных серологических тест-систем позволяет 
ускорить и повысить точность диагностики глубоких микозов, 
обусловливая своевременное начало этиотропной терапии. Полу-
ченные результаты указывают на необходимость настороженного 
отношения к микотическим осложнениям у данного контингента 
больных, усиления мер профилактики и проведения своевременной и 
адекватной этиотропной терапии.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, гемобластозы, микозы, аспер-
гиллез, криптококкоз, инвазивный кандидоз, серологические тест-
системы
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During specialized directed examination of 113 immunocompromized 
patients with HIV-infection (75 patients) and with hemoblastosis (38) 
included in the risk group, the incidence rate of deep mycosis were 29,3% and 
57,9% respectively. In the etiological structure of deep mycoses Aspergillus 
were detected in 40,7% of HIV-infection and in 81,8% – in hemoblastosis, 
Cryptococcus – in 44,5% and in 18,2% respectively. Candida as causative 
agents of invasive candidiasis in patients with HIV-infections were revealed 
in 14,8%, in hemoblastosis this mycosis was not diagnosed. Clinical and 
laboratory differences in immunocompromized patients with HIV-infection 
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and hemoblastosis in relation of deep mycosis presence, which were required 
for examination of patients and formation of risk groups, were established. 
The use of the modern serological test-systems can accelerate and increase 
the accuracy of deep mycosis diagnosis, providing the appropriate beginning 
of etiotropic therapy. The results indicate the need of wary attitude to mycotic 
complications in this contingent of patients, strengthening of prevention 
measures and carrying out of the well-timed and adequate etiotropic therapy.  

Key words: HIV-infection, hemoblastosis, mycosis, aspergillosis, 
cryptococcosis, invasive candidiasis, serological test-systems 

Широкое распространение новых медицинских 
технологий (инвазивных диагностических и лечеб-
ных процедур, цитостатической и иммуносупрес-
сивной терапии, трансплантации и пр.), пандемия 
ВИЧ-инфекции, рост частоты гемобластозов ведут к 
увеличению популяции иммунокомпрометированных 
больных с высоким риском развития микотических 
поражений, часто приводящих к гибели пациента, что 
обусловливает актуальность углубленного изучения 
данной патологии [1-4].

Важнейшим аспектом диагностики оппортунисти-
ческих микозов является своевременность, так как 
позднее их обнаружение резко уменьшает число бла-
гоприятных исходов. Надежность традиционных, в 
частности культуральных, методов диагностики низ-
кая, поэтому в реальных условиях назначение терапии 
обычно основано лишь на клинических данных [5-8]. 
Это указывает на необходимость более активного вне-
дрения современных подходов к лабораторному опре-
делению микотических осложнений у иммунокомпро-
метированных пациентов и адекватному их лечению.

Цель настоящего исследования − определение ча-
стоты и этиологической структуры глубоких микозов 
у иммунокомпрометированных больных с гемобласто-
зами и с ВИЧ-инфекцией за счет комплексного под-
хода с использованием современных серологических 
тест-систем.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обследовано 113 больных из групп риска: с ВИЧ-

инфекцией − 75 (66,4%),  с гемобластозами − 38 (33,6%). 
Изучение осуществляли раздельно − в Республикан-
ском центре по борьбе со СПИДом и НИИ перелива-
ния крови МЗ РУз. соответственно.

Пациенты с ВИЧ-инфекцией находились на 3-4 
стадии заболевания, с уровнем CD4<200 кл/мкл, с на-
личием респираторных и менингеальных симптомов; 
возраст − от 20 до 65 (40,1±2,2) лет, мужчин − 45 че-
ловек (60%), женщин – 30 (40%). Больных с гемобла-
стозами (лейкозы) обследовали на фоне нейтропении 
после курса полихимиотерапии и при септическом 
состоянии непонятной этиологии; возраст − от 10 до 
67 (36,1±1,7) лет, мужчин − 28 (73,7%), женщин − 10 
(26,3%). Материал для исследования: кровь, мокрота, 
спинномозговая жидкость (СМЖ). Наряду с традици-
онными микологическим и рентгенологическим мето-
дами, использовали современные тест-системы (BIO-
RAD, США), обеспечивающие определение антигенов 
Aspergillus, Cryptococcus и Candida в сыворотке крови и 
других биологических жидкостях.

При постановке этиологического диагноза руко-
водствовались соответствующими международными 
критериями [1, 5, 7].

Статистическую обработку полученных результа-
тов выполняли с помощью традиционных методов ва-
риационной статистики.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты представлены в таблице 1. 

Таблица 1

% % %

22

38 22

44

Как видно из таблицы, у больных с ВИЧ-инфекцией 
частота обнаружения глубоких микозов составила 
29,3%, у больных с гемобластозами − 57,9%.

В таблице 2 представлена этиологическая струк-
тура глубоких микозов у обследованных больных. 
Aspergillus spp. составили 40,7% при ВИЧ-инфекции и в 
81,8% − при гемобластозах, Cryptococcus spp.  − 44,5% и 
в 18,2%, соответственно. Candida spp. как возбудители 
инвазивного кандидоза у больных с ВИЧ-инфекцией 
были обнаружены в 14,8%, при гемобластозах данный 
микоз не диагностировали. 

Таблица 2

% %

4

4

22

В таблице 3 показана пораженность глубокими ми-
козами и их ассоциациями иммунокомпрометирован-
ных больных. 

Таблица 3

% %

6

8 4

3

4

22 22

Как видно из таблицы, у больных с гемобластозами 
оппортунистические глубокие микозы были представ-
лены только аспергиллезом (81,8%) и криптококкозом 
(18,2%). Сочетанных микозов не отмечали. При ВИЧ-
инфекции чаще всего выявляли криптококкоз (36,4%), 
аспергиллез (27,3%), сочетание криптококкоза с аспер-
гиллезом имело место в 18,2% случаях, инвазивный 
кандидоз – в 13,6%, сочетание аспергиллеза с инвазив-
ным кандидозом − в 4,5%. 

В таблице 4 показан основной диагноз обследован-
ных больных с ВИЧ-инфекцией в зависимости от на-
личия глубоких микозов. 

Таблица 4

% % %

26 22 4

48

22

Из таблицы видно, что у больных с микозами 
превалировала 4-я стадия ВИЧ-инфекции – 81,8%, у 
остальных 18,2% была 3-я стадия. У лиц без микозов 
наблюдали сдвиг в сторону более легких стадий: с 4-й 
было 56,6%, с 3-й стадией – 41,5%, со 2- стадией – 1,9%, 
то есть пациенты с ВИЧ-инфекцией с тяжелым исход-
ным состоянием в большей степени подвержены ми-
котическим осложнениям по сравнению с больными с 
относительно легким состоянием.

В таблице 5 рассмотрена частота применения 
антиретровирусной терапии (АРВТ) у лиц с ВИЧ-
инфекцией. Можно заметить, что больные с микозами 
только в 45,5% получали АРВТ, без микозов − в 63,3%. 
Это служит показателем того, что специфическая те-
рапия основного заболевания в определенной степени 
предупреждает микозную инвазию.

Таблица 5

% % %

42 33

33

22

В таблице 6 приведены данные о содержании лим-
фоцитов СD4+ у иммунокомпрометированных боль-
ных. У лиц с ВИЧ-инфекцией без микозов количество 
СD4+ составило 119,5±6,1 кл/мкл, у пациентов с мико-
зами таких клеток было более, чем в два раза меньше − 
56,9±2,3 кл/мкл (P<0,05). У больных с гемобластозами 
уровень СD4+оказался ожидаемо выше. У пациентов 
без микозов их было 402,5±15,7 кл/мкл, с микозами − 
почти в два раза меньше − 220,5±8,6 кл/мкл (P<0,05). 
Таким образом, подтверждается защитная роль СD4+ 
в отношении микозной инвазии у иммунокомпроме-
тированных больных.

Таблица 6

M±m M±m

В таблице 7 рассмотрен уровень вирусной нагрузки 
у больных с ВИЧ-инфекцией в зависимости от нали-
чия глубоких микозов. Из таблицы видно, что у паци-
ентов с микозными осложнениями вирусная нагрузка 
составила 8,0∙106±3,1∙105  вирусных частиц, без микозов 
− 5,60∙106±1,7∙105,что на 30% меньше. Таким образом, 
и здесь мы наблюдаем корреляцию между тяжестью 
основного заболевания и опасностью микотического 
осложнения. 

Таблица 7

В таблице 8 проанализированы жалобы пациентов 
с ВИЧ-инфекцией. 
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Таблица 8

Как видно из таблицы, у больных преобладали 
жалобы со стороны ЦНС: головные боли, нарушения 
зрения, снижение памяти и др. (81,3%). При микозах 
рост количества жалоб отмечали в отношении боль-
шинства систем организма (за исключением жалоб на 
кожу и слизистые оболочки) по сравнению с пациен-
тами без микозов. Особенно рост был выражен в от-
ношении жалоб на легкие (кашель, мокрота, одышка) 
(+27,9%) и ЦНС (+21,9%). Жалоб со стороны кожи и 
слизистых оболочек у лиц с микозами было меньше, 
чем без микозов (-15,6%). 

В таблице 9 приведены жалобы больных с гемо-
бластозами. Чаще всего жаловались на проблемы с 
легкими (84,2%). При микотических осложнениях на-
блюдали рост количества жалоб в отношении всех си-
стем организма, по сравнению с больными без мико-
зов, в частности, в отношении ЦНС (+17,0%), легких 
(+15,9%), кожи и слизистых оболочек (+13,6%).

Таблица 9

В таблице 10 рассмотрен спектр сопутствующих за-
болеваний у больных с ВИЧ-инфекций в зависимости 
от наличия глубоких микозов. 

Таблица 10

У больных с ВИЧ-инфекцией выявлен широкий 
ряд сопутствующих заболеваний, однако он изменял-
ся при присоединении микозного осложнения. Так, у 
пациентов с микозами туберкулез обнаруживали су-
щественно чаще, чем без микозов (31,8% и 22,6%, со-
ответственно). Значительно чаще выявляли анемию 
(27,3% и 1,9%). Кандидоз слизистой оболочки поло-
сти рта гораздо чаще определяли у лиц без микозов, 
чем с микозами (49,1 и 4,5%, соответственно). Это же 
можно сказать и о септическом состоянии: у больных с 
микозами его не наблюдали, тогда как у пациентов без 

микозов отмечали в 22,6% случаев. По другим нозоло-
гиям различия были не столь существенными.

В таблице 11 рассмотрены сопутствующие заболе-
вания у больных с гемобластозами. 

Таблица 11

Обращает на себя внимание высокий уровень 
пневмонии у пациентов с микозами, более чем в два 
раза превышающий таковой у лиц без микозов (63,6% 
и 25,0%, соответственно). В отношении кандидоза сли-
зистой оболочки полости рта наблюдали тенденцию, 
аналогичную с ВИЧ-инфекцией: у больных с микоза-
ми данную патологию регистрировали реже, чем без 
глубоких микозов (50,0% и 36,4%, соответственно). 
У пациентов с глубокими микозами выявляли ринит 
(27,3%) и поверхностный аспергиллез (18,2%), тогда 
как у лиц без микозов указанные заболевания не об-
наруживали.

Выявленные различия, по-видимому, обусловлены 
проявлениями глубоких микозов у обследованных па-
циентов и могут учитываться при диагностике гриб-
ковой инвазии и формировании групп риска. Однако 
они требуют еще дополнительного изучения и осмыс-
ления.

Таким образом, впервые в Узбекистане у иммуно-
компрометированных больных, входящих в группы 
риска, при комплексном обследовании с применением 
современных серологических методов определена ча-
стота оппортунистических глубоких микозов. При ге-
мобластозах она составила 57,9%, при ВИЧ-инфекции 
– 29,3%. Это указывает на необходимость крайне на-
стороженного отношения к микотическим осложне-
ниям у данного контингента больных, усиления мер 
профилактики и проведения неотложной адекватной 
терапии.

ВЫВОДЫ
1. При целенаправленном обследовании иммуно-

компрометированных больных, входящих в группы 
риска, частота обнаружения глубоких микозов при 
ВИЧ-инфекции составила 29,3%, а при гемобластозах 
− 57,9%.

2. В этиологической структуре глубоких микозов 
Aspergillus spp. составили 40,7 % при ВИЧ-инфекции и 
в 81,8% − при гемобластозах, Cryptococcus spp.  − 44,5% 
и 18,2%, соответственно. Candida spp. как возбудители 
инвазивного кандидоза у больных с ВИЧ-инфекцией 
были обнаружены в 14,8%, при гемобластозах данный 
микоз не диагностировали. 

3. Выявлены клинические и лабораторные раз-
личия у иммунокомпрометированных больных с 
ВИЧ-инфекцией и гемобластозами в зависимости от 
наличия глубоких микозов, которые необходимо учи-
тывать при обследовании пациентов и формировании 
групп риска. 

4. Использование современных тест-систем (опре-
деление антигена) позволяет ускорить и повысить 
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точность диагностики оппортунистических глубоких 
микозов, обусловливая своевременное начало этио-
тропной терапии.

5. Полученные результаты указывают на необхо-

димость настороженного отношения к микотическим 
осложнениям у данного контингента больных, усиле-
ния мер профилактики и проведения своевременной и 
адекватной этиотропной терапии.
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Изучены культурально-морфологические и биохимические свой-
ства 36 клинических и 27 природных изолятов Aspergillus niger. Про-
ведено сопоставление их скорости роста, интенсивности спороо-
бразования при различных температурах культивирования. От-
мечена способность всех изученных изолятов к росту при 37 оС. По-
казано, что повышение температуры культивирования приводит к 
снижению скорости роста, у части изолятов − к существенному (в 
2 и более раз) увеличению количества спор. Обнаружен более высокий 
уровень амилолитической и липолитической активности природ-
ных изолятов по сравнению с клиническими. 

Выявлены различия в изменении амилолитической и липолити-
ческой активности клинических и природных изолятов A. niger при 
повышении температуры культивирования. Установлен высокий 
уровень целлюлазной активности клинических штаммов. Получен-
ные данные могут быть использованы для разработки механизмов 
оценки потенциального риска контаминации плесневыми грибами и 
подтверждения этиологической роли A. niger в патогенезе заболева-
ния.

Ключевые слова: Aspergillus niger, скорость роста, спорообразо-
вание, липолитическая активность, амилолитическая активность, 
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The cultural-morphological and biochemical properties of 36 clinical 
and 27 environmental isolates of Aspergillus niger have been studied. A 
comparison of their growth rate, the intensity of spore formation at different 
temperatures of cultivation was carried out. The ability of all studied isolates 
to grow at 37 oC was noted. It is shown that the increase in the temperature 
of cultivation leads to a decrease in the growth rate, in some isolates − to a 
significant (2 or more times) increase in the number of spores. Higher level 
of amylolytic and lipolytic activity of environmental isolates, compared with 
clinical, was shown. Differences in the changes in amylolytic and lipolytic 
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activity of clinical and environmental A. niger isolates were noted with 
the increasing of cultivation temperature. High level of cellulase activity 
of clinical strains was revealed. The obtained data can be used to develop 
mechanisms for assessing the potential risk of contamination with molds and 
to confirm the etiological role of A. niger in the pathogenesis of the disease.

Key words: Aspergillus niger, growth rate, spore formation, lipolytic 
activity, amylolytic activity, cellulase activity

ВВЕДЕНИЕ
Грибы рода Aspergillus, в том числе Aspergillus niger, 

широко распространены в окружающей среде. Основ-
ным местообитанием и резервуаром Aspergillus spp. 
считают почву, где они выполняют функцию редуцен-
тов органических субстратов [1]. Обильное образова-
ние спор, распространяемых воздушными потоками, 
приводит к появлению конидий этих грибов в воздухе, 
в том числе общественных зданий, жилых помеще-
ний, лечебных учреждений и т.д. Споры аспергиллов, 
постоянно присутствующие в воздухе, обладают тер-
мо- и засухоустойчивостью, имеют небольшие разме-
ры и, попадая в организм человека, могут приводить к 
колонизации грибами слуховых проходов, носоглотки 
и легких. Вдыхание спор и последующая колонизация 
дыхательных путей могут обусловливать развитие 
аспергиллеза легких у людей, предрасположенных к 
оппортунистическим микозам, а также к микогенной 
сенсибилизации организма [2-7]. 

Природные штаммы Aspergillus отличаются гене-
тическим разнообразием, при этом их вирулентность 
для человека зависит от многих факторов [7]. Среди 
известных факторов вирулентности Aspergillus spp. 
отмечают термотолерантность, т.е. способность роста 
при различных температурах (в т.ч. +37 оС), скорость 
роста, интенсивность спорообразования, протеазную 
активность и др.  

Особенность диагностики заболеваний, вызыва-
емых Aspergillus spp., обусловлена тем, что эти грибы 
достаточно часто присутствуют в посевах, однако до-
казать их этиологическую значимость не всегда воз-
можно, и нередко присутствие плесневых грибов рас-
сматривают как контаминацию либо первичного мате-
риала, либо самих посевов. До настоящего времени не 
существует тестов, позволяющих однозначно доказать 
клиническое или природное происхождение штамма, 
хотя их разработка, безусловно, могла бы заметно по-
высить эффективность диагностики и лечения таких 
инфекций.

Несмотря на широкую распространенность A. niger 
и частоту вызываемых им заболеваний, в частности 
отомикозов, остается неясным, имеют ли клинические 
изоляты A. niger те же характеристики, что и природ-
ные штаммы, или же попадание в организм человека 
приводит к проявлению особых свойств, а также могут 
ли природные штаммы представлять угрозу здоровью 
человека в качестве возбудителя грибковых инфекций.

Цель работы − изучение морфологических, биохи-
мических и вирулентных особенностей клинических и 
природных изолятов A. niger.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили: 
1. Клинические изоляты A. niger, в том числе: 9 

штаммов, выделенных из слуховых проходов при ото-
микозах (1 группа), и 27 штаммов, изолированных с 
кожных покровов при микозах (вторая группа).

2. Природные изоляты A. niger: 27 штаммов, выяв-
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ленных из объектов окружающей среды, в том числе: 
из почвы городской среды (6 штаммов) и из жилых по-
мещений (21 штамм).

3. Музейный штамм A. niger У-1 из коллекции.  
Идентификацию A.niger проводили по Klich M.A. 

[8]. Отбор материала для выделения грибов из кли-
нического материала осуществляли методом мазков и 
соскобов с последующим посевом на среду Сабуро и 
культивированием при 30±2 оС в течение 3-5 суток. 

Отбор проб почвы для оценки обсемененности ми-
кромицетами выполняли согласно ГОСТ 17.4.4.02-84. 
Полученную пробу суспендировали, из разведенной в 
сто раз суспензии выполняли посев газоном на среды 
Чапека и Сабуро. Пробы из жилых помещений отби-
рали методом мазков и соскобов с последующим посе-
вом на среды Сабуро и Чапека. Культивирование про-
водили при температуре 30±2 оС. Колонии микроми-
цетов подсчитывали и идентифицировали на 3-5 день. 

Оценивали морфологические особенности выде-
ленных штаммов: линейную скорость роста при раз-
личных температурах культивирования, интенсив-
ность спорообразования. Выделенные изоляты тести-
ровали на гемолитическую, липолитическую, амило-
литическую и целлюлазную активность. 

Для определения линейного роста A. niger измеряли 
диаметр колоний (от места посева до конца зоны роста 
мицелия), растущих на плотной питательной среде. 
Для этого исследуемый штамм уколом высеивали на 
поверхность чашки Петри со средой Сабуро. Чашки 
помещали в термостат на 28 оС и 37 оС на пять дней. 
Диаметр колонии измеряли в двух взаимоперпенди-
кулярных направлениях в двух-трех повторностях на 
третий, четвертый и пятый день роста культуры.

Интенсивность спорообразования оценивали ми-
кроскопически путем подсчета количества конидий 
с помощью счетной камеры. Для этого лабораторным 
сверлом отбирали агаровые блоки с культурой,  поме-
щали их в пробирку с 5 мл физиологического раство-
ра и встряхивали в течение 10 минут. Полученную су-
спензию микроскопировали, используя счетную каме-
ру (камеру Горяева), подсчет проводили не менее чем в 
5 каплях суспензии. 

Липолитическую активность A. niger оценивали в 
тесте на гидролиз эфиров жирных кислот. Штаммы A. 
niger пересевали на индикаторную среду (содержащую 
твин-80) для определения липолитической активно-
сти [9]. Засеянные чашки Петри культивировали при 
30 оС и 37 оС в течение 3-5 суток. На наличие липазы 
указывало образование вокруг штриха или колонии 
непрозрачной зоны кальциевых солей жирных кислот, 
освобожденных из твина.

Для выявления амилолитической активности ис-
пользовали агаризованную среду с добавлением 
KH2PO4 и растворимого крахмала в качестве един-
ственного источника углерода. На среду для определе-
ния амилолитической активности уколом высеивали 
исследуемые штаммы A. niger. Чашки помещали в тер-
мостат на 30 оС и 37 оС на пять суток. 

Гидролиз крахмала обнаруживали после обработ-
ки агаровой пластинки раствором Люголя. Среда, со-
держащая крахмал, окрашивалась в синий цвет, если 
крахмал гидролизовался до декстринов. Зону гидроли-
за крахмала измеряли в миллиметрах от края колонии 
до границы светлой зоны, по величине зоны оценива-

ли амилолитическую активность [9].
Наличие гемолитической активности клинических 

штаммов устанавливали с помощью синтетической сре-
ды с добавлением крови. На среду уколом высеивали 
исследуемые штаммы A. niger. Чашки помещали в тер-
мостат при 28 оС на пять дней. Наличие гемолитической 
активности выявляли по наличию и размерам зон про-
светления вокруг растущей колонии грибов [9].

Наличие протеолитической активности оценивали 
с помощью синтетической среды (1K2HPO4; 0,5 MgSO4; 
0,01FeSO4) с добавлением яичного белка [9]. На среду 
уколом высевали исследуемые штаммы A. niger. Чашки 
помещали в термостат при 28 оС на пять дней. Наличие 
протеолитической активности определяли по образо-
ванию зон просветления вокруг колонии.

Определение целлюлазной активности проводи-
ли на среде Гетчинсона с фильтровальной бумагой в 
качестве единственного источника углерода. О цел-
люлазной активности судили по степени деградации 
фильтровальной бумаги [9]. Рост грибов оценивали 
по 5-бальной системе: 1 балл – обнаружено прораста-
ние отдельных спор; 2 балла – слабый рост мицелия, 
отсутствие разрушенных участков целлюлозы; 3 балла  
– обильный рост мицелия, в виде ветвящихся гиф; 4 
балла – отчетливо виден рост грибов, хорошо разви-
тый мицелий обволакивает целлюлозный субстрат; 5 
баллов – визуально отмечается деградация субстрата.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Способность роста при 37 оС является одним из 

признаков потенциальной вирулентности штаммов 
плесневых грибов, в частности A. niger. 

При культивировании клинических и природных 
изолятов A. niger на среде Сабуро при +37 оС выяви-
ли, что способностью роста обладали все изученные 
штаммы. В то же время линейная скорость роста 
большинства штаммов была ниже, чем при +30 оС. 
Незначительное увеличение скорости роста (не более 
15%) демонстрировали два клинических штамма пер-
вой группы (У-12 и У-13) и три – второй (К-14, К-210, 
К-212), а также один природный (W-8) штамм. При 
этом скорость роста и величина колоний клинических 
и природных штаммов практически не отличались, за 
исключением природного штамма W-9, показавше-
го высокую скорость роста при 30 оС, и клинических 
штаммов первой группы У-15 и У-16, скорость роста 
которых была в 1,5 раза ниже, чем остальных клини-
ческих изолятов.

При культивировании на среде Чапека при +30 оС 
скорость роста колоний была существенно ниже, чем на 
среде Сабуро. При повышении температуры культиви-
рования до +37 оС скорость роста на среде Чапека прак-
тически не менялась или незначительно повышалась.

Интенсивность спорообразования является одним 
из факторов, способствующих распространению гри-
бов в окружающей среде и последующей колонизации. 
При исследовании интенсивности спорообразования 
обнаружили существенное (в 2 и более раз) увеличе-
ние количества спор при 37 оС для 36,1% клинических 
и 11,1% природных штаммов. 

Снижение количества спор было отмечено у 55,5% 
и 40,7% клинических штаммов 1 и 2 групп соответ-
ственно и у 33,3% природных штаммов. Незначитель-
ное влияние температуры на спорообразование на-



32

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2018, Т.20, №3

блюдали у 18,5% и 22,2% клинических штаммов 1 и 2 
групп соответственно и у 55,5% природных штаммов. 
Наиболее заметное увеличение интенсивности споро-
образования под влиянием температуры установлено 
для клинических штаммов 2 группы (выделенных с 
кожи). Контрольный штамм У-1 при 37 оС демонстри-
ровал очень слабый рост при полном отсутствии спо-
рообразования.

Для А. niger, как и других видов Aspergillus, харак-
терна секреция большого количества различных фер-
ментов, многие из которых эволюционировали, чтобы 
обеспечить грибу питание за счет разложения расти-
тельных и животных остатков. Помимо этого, фер-
менты являются факторами вирулентности, разрушая 
структурные барьеры хозяина и, тем самым, облегчая 
инвазию в ткани.

Гемолитическая активность A. fumigatus, обуслов-
ленная присутствием гемолитического протеина Asp-
гемолизина, изучена достаточно хорошо [10-11]. В ли-
тературе имеются упоминания о гемолитической ак-
тивности экстрактов некоторых штаммов A. niger [11]. 
Однако в результате проведенных нами исследований 
среди изученных штаммов обладающих гемолитиче-
ской активностью изолятов A. niger выявлено не было.

Липолитическая активность Aspergillus spp., обу-
словленная секрецией фосфолипаз, способствует на-
рушению мембраны клеток хозяина и их лизису [12]. 
Для A. fumigatus выявлена активность четырех фос-
фолипаз (А-D), причем отмечено, что секреция фос-
фолипаз у клинических изолятов A. fumigatus ниже, 
чем у природных штаммов [7, 13]. При изучении ли-
политической активности клинических и природных 
штаммов A. niger подтвердили полученные ранее для 
A. fumigatus результаты. Так, было установлено, что ли-
политическая активность природных изолятов A. niger 
была в 1,3-1,6 раз выше, чем клинических штаммов 
(Рис.1). При этом липолитическая активность клини-
ческих изолятов обеих групп при 30±2 оС практически 
не отличалась. 

Рис. 1. Липолитическая активность некоторых 
клинических и природных изолятов A. niger при различных 

температурах культивирования.

Увеличение температуры культивирования до 37 оС 
приводило к снижению липолитической активности 
92,6% природных и 69,4% клинических штаммов. В то 
же время повышение температуры обусловливало уси-
ление липолитической активности 44,4 % клинических 
штаммов первой группы, а в случае 7,4% природных и 
11,1% клинических штаммов уровень активности не 

изменялся. В итоге при 37 оС липолитическая актив-
ность клинических и природных штаммов была прак-
тически одинаковой.

Похожие результаты были получены при изучении 
амилолитической активности. Природные штаммы A. 
niger в большинстве случаев (70,4%) при 30 оС демон-
стрировали значительно более высокий уровень ами-
лолитической активности по сравнению с клинически-
ми изолятами обеих групп. Однако при повышении 
температуры до 37±2 оС амилолитическая активность 
природных штаммов уменьшалась на 90-98%, тогда 
как клинических – в среднем на 30-40 % (Рис. 2), что, 
вероятно, связано с секрецией клиническими штамма-
ми термостабильных амилаз.

Рис. 2. Амилолитическая активность некоторых 
клинических и природных изолятов A. niger при различных 

температурах культивирования.

Таким образом, сравнение амилолитической актив-
ности изолята при двух температурах культивирова-
ния может быть использовано в качестве простого те-
ста, позволяющего определить происхождение штам-
ма, исключить либо подтвердить его этиологическую 
значимость.

Протеолитическая активность как клинических, 
так и природных изолятов A. niger выражена слабо. 
При этом между клиническими и природными изо-
лятами имелось некоторое отличие: протеолитическая 
активность при 30 оС отсутствовала у 74,1% природ-
ных изолятов и лишь у 22,2% и 25,9% клинических 
штаммов 1 и 2 групп соответственно (Рис. 3). 

Рис. 3. Протеолитическая активность клинических 
и природных изолятов A. niger при темературе 

культивирования 30±2 оС на среде Сабуро.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МИКОЛОГИЯ

33

Целлюлазная активность характеризует способ-
ность грибов к биодеструкции целлюлозосодержащих 
материалов. Как и другие аспергиллы, A. niger спосо-
бен секретировать ферменты, разрушающие органи-
ческие субстраты. Изучение целлюлазной активности 
клинических и природных штаммов показало, что 
большинство клинических штаммов проявляли высо-
кую целлюлазную активность (на 4-5 баллов) и только 
1 клинический  штамм первой группы обладал более 
низкой активностью (3 балла). В то же время целлю-
лазная активность природных изолятов варьирова-
лась от 1 до 5 баллов. Так, максимальную активность 
(5 баллов) проявляли 55,6% природных штаммов,  наи-
более низкую − 3 (11,1%) природных изолята (Рис. 4). 

Наиболее высокую целлюлазную активность среди 
природных штаммов демонстрировали изоляты, выде-
ленные из почвы и жилых помещений с очагами био-
деструкции, наименьшую – из жилых помещений без 
признаков биодеструкции.

ВЫВОДЫ
Способностью к росту при 37±2 оС обладают как 

клинические, так и природные изоляты A. niger.
Повышение температуры культивирования снижа-

ет скорость роста большинства как клинических, так и 
природных изолятов A. niger, при этом отмечено уве-
личение интенсивности спорообразования 36,1% кли-
нических и 11,1% природных штаммов.

Природные изоляты A. niger при 30±2 оС проявляют 
более высокую липолитическую и амилолитическую 
активность по сравнению с клиническими штаммами.

Снижение амилолитической активности природ-

ных штаммов A. niger при повышении температуры 
культивирования до 37±2 оС может быть использовано 
в качестве критерия оценки этиологической роли гри-
ба.

Клинические изоляты A. niger обладают выражен-
ной целлюлазной активностью.
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Представлены данные по ультраструктурным аспектам дина-
мики миграции компонентов клетки в ходе in vitro почкования дрож-
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пидных включений. В ходе почкования размеры ядра и ядрышка уве-
личиваются наряду с возрастанием уровня хроматизации. Процесс 
почкования материнской клетки сопровождается увеличением числа 
митохондрий без формирования митохондриального ретикулума. 
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The ultrastructural aspects of cell component migration dynamics 
during in vitro budding of Cryptococcus neoformans yeast cells strain 
(РКПГY-1067) were presented. The mother cells of С. neoformans 
before budding had one interphase nucleus, dense cytosol, numerous free 
ribosomes, one large vacuole and 1-2 storage lipids. During budding, the 
sizes of nucleus and nucleolus were increased along with the increase of level 
of chromatization. The process of С. neoformans budding accompany with 
increasing in number of mitochondria without the formation of one giant 
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organelle. 

Key words: budding, in vitro, migration of organelles, Cryptococcus 
neoformans, ultrastructure 

INTRODUCTION
Сryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuill. is 

basidiomycetous yeast, opportunistic pathogen. Previously 
on ultrastructural level we investigated the yeast cells 
morphogenesis of this species in vitro and in vivo on the 
example of clinical [1-7] and natural [8] strains of this 
species. Special researches have been devoted the senescent 
and desiccated in vitro growing yeast cells of C. neoformans 
[9] and patterns of interactions with murine lung 
macrophages [10]. Before on the example of two species 
from one Cryptococcus [C. albidus: 11, C. laurentii: 12] and 
different genus [Malassezia pachydermatis: 13, Rhodotorula 
minuta: 14] we revealed differences in the organellography 
during yeast cells budding and made the assumption 
that this data may be important for the taxonomical and 
phylogenetic investigations. Thus, we decided continue 
this investigations on the example of another yeast species 
from genus Cryptococcus – C. neoformans.

MATERIALS AND METHODS
We studied strain (РКПГY-1067, Russian collection 

of pathogenic fungi) of С. neoformans isolated from HIV-
infected patient. The virulence of strain РКПГY-1067 was 
determined as medium with LD50 = 105-106 cells/mouse 
after intravenous injection [15].

For fixation we used the part of fungal colony after 72 
hours of cultivation on solid Sabouraud’s agar medium at 
37 ºC. For TEM samples were fixed in 3% glutaraldehyde 
buffer and post-foxed in 1% osmium tetroxide, then 
dehydrated and embedded in epoxy resin. The ultrathin 
sections were cut by Ultratome LKB V and stained with 
uranyl acetate and lead citrate. The sections were observed 
on the transmission electron microscope (TEM) JEM 100 
SX (Jeol, Tokyo, Japan).

RESULTS AND DISCUSSION
Transmission electron microscopy. Mother cells 

before budding. The central part of cell occupied with the 
interphase nucleus, one large and several small vacuoles. 
Large vacuole was similar in size with nucleus (Fig. 1 a). 
Nucleus and large vacuole occupied the main volume 
of mother cells. The nucleus localized near cell wall and 
opposite to vacuole, was spherical (2,2 μm) in form, contain 
moderate level of randomly distributed diffuse chromatin 
and near nucleolar envelope condensed one (Fig. 1 a). 
Nucleolus spherical, large (0,5 μm), composed with similar 
amount of granular and fibrillar components, localized in 
contacts with the block of the condensed chromatin (Fig. 
1 a, b, arrow), which connected with nuclear envelope. 
Numerous ribosomes were localized on the outer nuclear 
membrane. 

Vacuole localized opposite budding scar (Fig. 3) and 
contain the randomly distributed thin-fibrillar material. 
The mother cells on this and another stages of development 
were not different among themselves in vacuolar content 
structure, which significantly distinguished this species 
from previously investigated strain of the C. albidus [11] 
and draw together with C. laurentii [12], M. pachidermatis 
[13] and Rhodotorula minuta [14].

Mitochondria localized uniformly in the yeast cells 
(Fig. 1 a, 3 a). The number of these organelles varied from 
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2 to 4 on median cell section. They were spherical (0,5 μm) 
and ellipsoidal (0,5x0,6 μm) in form, contain matrix with 
moderate electron density and numerous light chaotically 
oriented cristae. Mitochondrial matriх was identical 
electron density with cytosol. The storage substances in 
form of 1 or 2 small lipid droplets (Fig. 1 a), which localized 
in peripheral part of cytosol. For comparison, in the mother 
cells of C. albidus [11], C. laurentii [12] and R. minuta [14], 
which growth in exponential phase (after 24 hour growth 
in YPD medium 30 ºC), storage substances were absent. 
Contrary, for mother yeast cells of M. pachidermatis [13], 
which grows in similar condition, were typical presence the 
single large lipid inclusion situated opposite the budding 
scar. For the mature yeast cells C. neoformans with different 
virulence after 7 days of sowing on the Sabouraud’s agar 
[3] were typical presence of different types of numerous 
storage substances. 

Cytosol was moderate electron density, contain 
numerous free ribosomes. Single rare small (from 30 to 
60 nm) light vesicles were revealed near cell wall. This 
situation was typical for mother cells C. laurentii [12]. 
But in mother cells of C. albidus [11], M. pachidermatis 
[13] and R. minuta [14] before budding, which growth in 
another condition as last species, the secretory vesicles with 
the same or another morphology in this and another stages 
were numerous.

Single cisterns of Golgi and microbodies absent on this 
in another developmental stage of budding. In the yeast 
cells C. neoformans after 7 days of beginning of infection 
in mouse lung and brain independent of its virulence [3], 
microbodies appear.

The cisterns of rough endoplasmic reticulum (ER) on 
all stages of budding were rare, short, straight or slightly 
curved, occupied peripheral position in cells (Fig. 1 c, 3). 
The small amount of rough ER were typical for mother 
cells of another basidiomycetous yeast species [C. albidus: 
11; C. laurentii: 12, M. pachidermatis: 13; C. neoformans: 
1-3, 8 and etc.]. 

Plasma membrane was in close contact with the 
electron-transparent thin (0,17 μm) light cell wall (Fig. 1 a) 
which supply with single budding scar (with mean diameter 
0,6 μm). Cell walls whit median electron density, composed 
with 2 layers (inner thick dark with irregular outer surface 
and outer thin light).

Budding was started by development in the scar region 
evagination of plasma membrane and cell wall, which 
contain cytosol and free ribosomes (Fig. 1 d). In this 
period, the nucleus migrated from basal part of mother 
cell in its median part and localized near vacuole (Fig. 3). 
Soon during the isodiametrical growth the spherical bud 
was formed (Fig. 1 e, 3). The sizes of nucleus and nucleolus 
become larger. In nucleus the level of condensed chromatin 
increased significantly (Fig. 1 f, g), what was correlated with 
initiation of chromosome duplication (DNA synthesis) 
during budding. The analogous situation also took place 
with in vitro growing cells in species C. albidus [11]; C. 
laurentii [12], M. pachidermatis [13] and R. minuta [14]. In 
nucleolus the number of granular component was distinctly 
increased. 

The numbers of mitochondria were increased slightly 
(before 5-6 on median section) (Fig. 1 f, g) without 
formation of mitochondrial reticulum which concentrated 
near nucleus, what was typical for budding cells of another 
yeast species [C. albidus: 11; C. laurentii: 12, R. minuta: 14]. 

The development of mitochondrial reticulum was typical 
for cells of strong virulent C. neoformans strains which 
infected mouse brain after seven days of experiments [3, 
4]. Contrary, in the yeast cells of M. pachydermatis [14], the 
number of mitochondria, peculiarity of its topography and 
ultrastructure during budding were constant. In a whole, 
the activation of nucleolus and chondriome correlated with 
synthesis of cell wall and polysaccharide capsule, cytosol, 
free ribosomes and another cell component, which migrate 
in the developing bud. 

During the C. neoformans bud growth, the 
cytosol, numerous free ribosomes, several single small 
mitochondria, small vacuoles (Fig. 1 d, e), rare short ER 
cisterns and rare single secretory vesicles were passes in its 
content from mother cell cytosol through isthmus. When 
the bud is about half size of the mother cells, the nucleus 
situated near isthmus (Fig. 1 e, f) and then migrated 
from it’s in the developing bud content. In this period the 
isthmus was wide (1,2 μm), and large nucleolus (0,70 μm) 
was visible in the part of nucleus which localized in mother 
cell cytosol. According the data in literature, during of C. 
laurentii [10] yeast cells budding, the nucleus was revealed 
in the bud content and undergo mitosis in isthmus after 
which one nucleus stay in bud and another return in 
mother cell. According the data in literature similar pattern 
of nucleus behavior was typical for the budding cells C. 
neoformans [16]. 

After division completion, we observed one strongly 
chromatizated irregular in form and small sized (1,1x0,9 
μm) nucleus in mother cell and another in bud cytosol 
(1,4x0,8, Fig. 2 a). Later the size of nucleolus in bud and 
mother cell gradually increased and their forms became 
spherical.

The mother and daughter cells during and after 
separation. After mitosis, cytokinesis in middle part of 
isthmus was start. In this region the wedge-shaped electron 
transparent septum was simultaneously formed during the 
centripetal grow before central part (Fig. 1 h, arrows) At 
last, in the middle part of isthmus thick (0,2), continuous 
and light septum was formed (Fig. 1 I arrow, 2 a). The 
subsequent daughter cell separation from mother one 
passed through the middle layer of septa (Fig. 1 j arrow, 2 b, 
c). In the mother cells topography and number of organelles 
after this process returned in condition before budding 
(Fig. 3). One spherical (1,6 μm) nucleus with higher level 
of chromatization localized in central part of daughter cell 
(Fig. 2 c, e). It contains one nucleolus (Fig. 2 e) in which 
granular component predominate. Several small spherical 
vacuoles (Fig. 2 d-e) contain the thin-fibrillar material 
and membranous fragments. The number of spherical 
(0,5-0,6 μm) mitochondria (Fig. 2 e, g) varied from 2 to 
3. The number of free ribosomes and cisterns of ER was 
similar with the mother cells after budding. The moderate 
number (from 15 to 18) of light secretory vesicles present 
on the median cell section (Fig. 2 d)). They localized in the 
cytosol of middle part of daughter cell. Single small lipid 
inclusions (Fig. 2 f, g) present in cytosol in this period. 
Soon separated daughter cell undergo by isodiametrical 
growth (Fig. 2 g), during which nucleus localized near cell 
wall (Fig. 2 g), large vacuole by the way of fusion of several 
small one was formed. In this time synthesis of the cell wall, 
cytosol, free ribosomes and proliferation of mitochondria 
take place. Simultaneously, the nucleus size was increase 
and level of chromatization decrease. Later, the nucleus and 



36

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2018, Т.20, №3

Fig. 1. Ultrastructure of in vitro growing C. neoformans budding yeast cells. Explanation for this and another figures: B – bud, BC – 
budding cells; CW – cell wall, DC – daughter cell, ER – endoplasmic reticulum, Im – isthmus, M – mitochondrium(ia), MC – mother 

cell, MR – mitochondrial reticulum, N – nucleus, Nu – nucleolus, S – scar, St – septa, V – vacuole, Vs – vesicles. 
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Fig. 2. Budding in in vitro growing C. neoformans yeast cells
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vacuole localized near cell wall in basal part of cell. Thus, 
the transformation of daughter cell in mother was finished 
(Fig. 3).

Fig. 3. Schematic drawing of patterns of in vitro growing 
budding yeast cells of investigated yeast species.

CONCLUSION
Comparison of mother cell ultrastructure in cultures 

of three species from genus Cryptococcus – C. neoformans 
[data of the present work], C. albidus [11], C. laurentii [12] 
and R. minuta [14] demonstrated the common peculiarity 
in internal topography before (nucleus in basal part and 
vacuole opposite the scar) and during (migration of the 
nucleus from distal to lateral and opposite the scar and, 
contrary, transition of nuclei from apical part in distal 
one) budding (Fig. 3). Another topographical peculiarity 
(central-lateral) was typical for interphase nucleus in 
mother cell of M. pachydermatis [9]. For mother cells of 
all compared yeast species were typical the high level of 
vacuolization, moderate number of mitochondria and 
cistern of rough ER, abundance of free ribosomes, absence 
of single cisterns of Golgi and microbodies. Storage 
substances in budding cells of C. albidus [11], C. laurentii 
[12] and R. minuta [14] were absent. During yeast cells 
budding of M. pachydermatis [9] we revealed presence of 
one large storage lipid inclusion (Fig. 3), which localized 

opposite scar (like vacuole in another investigated species). 
Several small lipid inclusions were present in budding 
yeast cells of C. neoformans [data of the present work], 
what may be caused by more long (72 hour) cultivation on 
another medium (solid Sabouraud’s agar). Specific feature 
of yeast cells budding of C. albidus [11], C. laurentii [12] 
and R. minuta [14] were the development in mother cells 
and after separation in daughter cell (only in R. minuta) 
the mitochondrial reticulum (one giant mitochondrion) 
which presence deducible this process on energetically 
more high level. It was interesting that in C. neoformans 
[1, 4, 6] mitochondrial reticulum formed in tissular mature 
strong virulent yeast cells. In the mature yeast cells of 
C. neoformans [8] strains which isolated from natural 
condition giant mitochondrion absent. In this regard, it 
was actually to carry out to study the process of budding 
on the example strong virulent strain of this last species for 
the aim «put the point» in the question about correlation 
between level of the virulence on presence of mitochondrial 
reticulum. 

In all investigated species cistern of rough endoplasmic 
reticulum in all stages of budding present in minor quantity, 
single cisterns of Golgi were absent. Moderate number of 
secretory vesicles we observed in budding yeast cells of all 
investigated species for the exclusion R. minuta [14]. In last 
species aggregations of numerous secretory vesicles present 
in all stages of yeast cells budding.

According our opinion, isolation in mother cell the 
nucleus from scar with the «using» of vacuole in C. 
neoformans [data of the present work], C. albidus [11], 
C. laurentii [12], R. minuta [14] and large lipid inclusion 
in M. pachydermatis [9] block the budding process and 
subsequent changes in topography between nucleus, 
vacuole and storage lipid (M. pachydermatis) was the first 
signal for starting of this process. For interphase nucleus 
of all investigated yeast species, were typical lower level of 
chromatization, which was typical for fungi [5, 6, 11, 12 and 
etc.] and correlated with lower number of chromosome. In 
all investigated species transition of mother cells to bud 
formation were accompanied by increasing of nucleus and 
nucleolus sizes and level of chromatization. In our opinion, 
nucleus activation correlated with the starting of mitosis 
and necessity activation of synthetic processes (synthesis 
of cytosol and free ribosomes) and organelles proliferation 
in the mother and daughter cells. For all investigated 
species, for exclusion M. pachydermatis, were typical 
specific activation of internal structure (proliferation of 
mitochondria, changes in its topography and etc.) 
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Изучен микробный пейзаж поверхности языка. У пациентов с 
диагнозом «хронический кандидозный глоссит», помимо бактериаль-
ной микробиоты, основное место занимали грибы Candida albicans. 
Причем у лиц с наиболее выраженной естественной складчатостью 
языка высевались C. parapsilosis и C. tropicalis совместно с C. аlbicans. 
Проведен анализ вирулентной активности клинических штаммов 
C. аlbicans, который осуществляли на 48 часовых культурах грибов, 
выращенных на среде Сабуро при температуре 30 оС. В исследуемой 
группе показатели адгезивной активности составили в среднем 26%, 
тогда как в группе сравнения − 15%. Для определения способности 
штаммов образовывать биопленки изучали степень связывания кри-
сталлического фиолетового последними в стерильных 96-луночных 
полистироловых планшетах. Способность образовывать биопленки 
была обнаружена у 100% клинических штаммов. 

Ключевые слова: Candida albicans, биопленки, адгезия бласто-
спор, патогенность, кандидоз
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The microbial landscape of the surface of the tongue has been studied. 
In patients with the diagnose of chronic candidal glossitis, in addition to 
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bacterial microbiota, the main place was occupied by C. albicans fungi. 
In patients with the most pronounced natural folding of the tongue, C. 
parapsilosis and C. tropicalis, together with C. albicans, were isolated. The 
virulent activity of C. albicans strains was studied, which was carried out on 
48 hour cultures of fungi grown on a Sabouraud medium at a temperature 
of 30° C. In the study group, the indices of adhesive activity averaged 26%, 
while in the comparison group − 15%. To determine the ability of strains to 
form biofilms, the degree of yeasts binding of crystalline violet in sterile 96-
well polystyrene plates was studied. The ability to form biofilms was found 
in 100% of clinical strains.

Key words: Candida albicans, blastospores adhesion, adhesive 
properties of strains, pathogenecity, candidiasis

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы клиницисты отмечают тенден-

цию к увеличению распространенности заболеваний 
полости рта, в частности кандидозного глоссита. По-
следний отличается длительным течением с периоди-
ческими обострениями, что может привести к хрони-
ческому процессу [1]. Наиболее частыми причинами 
развития кандидозного глоссита являются использо-
вание ортопедических конструкций и соматические 
заболевания, создающие благоприятный фон для его 
развития (болезни кроветворных органов, эндокрин-
ные дисфункции и т.д.). Грибы рода Candida могут вы-
зывать характерные изменения на слизистой оболочке 
поверхности языка. Часто при хроническом канди-
дозном глоссите на языке появляются изменения ре-
льефа, а в гистопатологических срезах обнаруживают 
инфильтрацию слизистой оболочки псевдомицелием 
гриба. У некоторых пациентов значительно удлиняют-
ся и кератинизируются сосочки языка, углубляя тем 
самым межсосочковые пространства. Считают, что из-
менения в ротовой полости могут быть предикторами 
развивающегося системного кандидоза (с поражени-
ем пищевода, кишечника, бронхов, легких). Зачастую 
пациенты испытывают значительные трудности при 
гигиеническом уходе за ротовой полостью, что спо-
собствует усиленному накоплению зубного налета и, 
следовательно, повышению степени бактериальной и 
грибковой обсеменённости биотопов рта [2].

Наиболее значимым агентом кандидозного глосси-
та являются грибы Candida albicans. Однако в послед-
нее время многие клиницисты отмечают рост канди-
доза, обусловленного и другими видами грибов этого 
рода [3]. Огромную роль в патогенезе кандидоза игра-
ют факторы патогенности самого гриба. Например, 
адгезия является одним из основных факторов, опре-
деляющих поведение микроорганизмов в биоценозах, 
и она же устанавливает способность их перехода к па-
разитическому образу существования. Известно, что 
колонизация организма Candida spp., в отличие от кан-
диданосительства, обусловлена адгезией клеток гриба 
к эпителию. Способность гриба образовывать псевдо-
мицелий – фактор инвазии клеток в ткани макроор-
ганизма. Кроме того, C. albicans являются главными 
грибковыми агентами, способными образовывать 
биопленки. Грибковые биопленки не только более ре-
зистентны к антимикробным агентам, чем отдельные 
планктонные клетки, но и способны противостоять 
иммунным защитным механизмам хозяина [4, 5]. 

Цель настоящего исследования − оценка частоты 
встречаемости и степени патогенности штаммов C. 
albicans как основного участника микробного пейзажа 
слизистой оболочки дорсальной поверхности языка 
пациентов с хроническим кандидозным глосситом.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании приняли участие 32 пациента (24 

женщины и 8 мужчин) в возрасте 38-62 лет (исследуе-
мая группа), обратившиеся с целью получения специ-
ализированной стоматологической помощи по поводу 
заболеваний языка. У всех больных был выявлен хро-
нический кандидозный глоссит (у 10 – атрофическая 
форма, у 22 – гиперпластическая форма). Диагноз 
верифицирован на основании данных клинического 
осмотра с использованием световой оптики (бино-
кулярная лупа), люминоскопического исследования 
(система Oral ID), бактериологического и миколо-
гического исследований. Забор материала осущест-
вляли в условиях амбулаторного стоматологического 
кабинета (на диагностическом этапе до назначения 
лечения) стерильными ватными тампонами с дорсаль-
ной поверхности языка при достаточном раскрытии 
естественных складок рельефа и межсосочковых про-
странств. Тампон помещали в транспортную среду и в 
течение 2 часов доставляли в микологическую лабора-
торию Казанского НИИ эпидемиологии и микробио-
логии. Идентификацию грибов и бактерий проводили 
микроскопическими и биохимическими методами. В 
работе применяли селективные хромогенные среды 
«CandiSelect 4» (Bio-Rad) и основанные на исследо-
вании ауксанограммы коммерческие тест-системы 
«Auxacolor 2» (Bio-Rad). 

Использовали клинические штаммы C. albicans и 
непатогенный музейный штамм №4 из коллекции му-
зея ЦКВИ (г. Москва) как возможный отрицательный 
контроль. Изучали 48-часовые культуры C. albicans, 
выращенные на среде Сабуро при температуре 30 оС 
[6]. 

Группа сравнения (сопоставимого гендерно-воз-
растного состава) была представлена 30 пациентами, 
не отягощёнными заболеваниями языка, обративши-
мися с целью плановой санации ротовой полости.

Определение адгезивных свойств выделенных 
штаммов C. albicans проводили на ранее разработан-
ной авторами модели адгезии клеток гриба на нитро-
целлюлозную пленку с иммобилизированным гемо-
глобином [7]. Установление уровня адгезии осущест-
вляли по разнице начальной и конечной оптической 
плотности суспензии клеток, а также прямым подсче-
том клеток в суспензии с помощью микроскопа Био-
лам Р-11 при увеличении 10х20, подсчитывали не ме-
нее 10 полей зрения.

Способность гриба к образованию псевдомицелия 
выявляли с помощью теста на образование гермина-
тивных (проростковых, или зародышевых) трубок. 
Колонию гриба вносили в пробирку с 0,5-1 мл средой 
№199 и инкубировали при 37 оС в течение 0,5-3 часов. 
После инкубации каплю содержимого пробирки поме-
щали на предметное стекло и исследовали под свето-
вым микроскопом при увеличении 10х40. При микро-
скопировании отмечали образование дрожжевыми 
клетками филаментов (зародышевых трубок) – пред-
шественников истинных гиф. 

Формирование биопленок грибов C. albicans вы-
полняли по методу Ramage et al. (2001). Культуру гри-
бов засевали в жидкую среду Сабуро и инкубировали 
в орбитальном шейкере (180 об/мин.) при 30 оС в те-
чение 24 часов. Затем культуру промывали два раза 
стерильным фосфатным буфером и ресуспендиро-

вали в жидкой среде Сабуро с конечной плотностью 
1,0∙106 клеток/мл. Суспензию клеток в количестве 100 
мкл вносили в 96-луночные плоскодонные полистиро-
ловые микропанели и инкубировали в течение 48 ча-
сов при 37 оС. Степень или количество формирования 
биопленок оценивали колориметрическим способом. 
Оптическую плотность регистрировали на ридере с 
вертикальным лучом света с использованием свето-
фильтра 620 нм [5].

Статистическую обработку проводили с помощью 
программного обеспечения Prisma для биомедицин-
ских исследований.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выявили, что у пациентов группы сравнения основ-

ными представителями микробного пейзажа дорсаль-
ной поверхности языка были бактерии Streptococcus 
spp. и Staphylococcus epidermidis. Однако в 33% случаев 
в микробиологических посевах  обнаруживали грибы 
C. аlbicans в количестве <103 КОЕ/мл. У больных с диа-
гнозом «хронический кандидозный глоссит», помимо 
бактериальной микробиоты, основное место зани-
мали представители грибов рода Candida: C. аlbicans, 
C. parapsilosis, C. tropicalis (Рис. 1). Однако C. аlbicans 
занимали лидирующее место среди других видов по 
встречаемости у пациентов с диагнозом «хронический 
кандидозный глоссит» (87% − в моно- и миксткультуре 
совместно с другими видами Candida spp.). Отметим, 
что у больных с наиболее выраженной естественной 
складчатостью языка высевались C. parapsilosis и C. 
tropicalis, в восьми случаях − совместно с C. аlbicans,  
тогда как у лиц с относительно ровным рельефом дор-
сальной поверхности выявляли только C. аlbicans. 

Рис. 1. Частота встречаемости Candida spp. в 
микробиологических посевах от группы больных с 

хроническим кандидозным глосситом. 

Мы не наблюдали каких-либо особенностей люми-
носкопической картины в зависимости от различий в 
микробном пейзаже: во всех случаях отмечали очаги 
гашения люминесценции в виде темных пятен серо-
болотного цвета, у пациентов с выраженной складча-
тостью – «глубокие» тени по периферии складок, что 
указывает на вовлечение в воспалительный процесс 
перипликальных тканей. 

Поскольку C. albicans были основными представи-
телями микотической инфекции и обнаруживались 
при различной клинической картине грибкового по-
ражения, нами были проведены исследования пато-
генного потенциала данных штаммов. Результаты 
изучения клинических штаммов C. albicans показали 
отличия в степени патогенности среди клинических 
штаммов двух групп. 
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Так, в исследуемой группе показатели адгезивной 
активности составили в среднем 26%, тогда как в груп-
пе сравнения − 15%. Максимальный уровень адгезии 
изолятов C. albicans, выделеных от больных, достигал 
36%, тогда как штаммы, изолированные от пациентов 
в отсутствии клинических проявлений, имели уровень 
адгезии от 12,6% до 18% (табл. 1). Таким образом, уро-
вень адгезивной активности штаммов, выявленных от 
лиц с диагнозом «кандидозный глоссит», в 1,5-2 раза 
превышал уровень адгезии штаммов, выделенных у 
пациентов группы сравнения. 

Таблица 1

C. albicans

32

Изучение способности формирования ростковых 
трубок и псевдомицелия клетками гриба показало, что 
все штаммы C.albicans способны образовывать фила-
менты. Однако три штамма, выделенные от больных 
с гиперпластической формой кандидозного глоссита, 
более активно формировали ростковые трубки уже 
в течение первого часа постановки пробы, тогда как 
штаммы, изолированные от пациентов группы срав-
нения, – лишь через 2-2,5 часа. Максимальное количе-
ство ростковых трубок в 10 полях зрения при увеличе-
нии 10х40 под микроскопом, после часа инкубации, у 
штаммов, выявленных от пациентов, составило 67% от 
общего количества клеток, тогда как у штаммов, выде-
ленных от лиц группы сравнения, – менее 9%. 

Согласно литературным источникам, процесс адге-
зии клеток на субстрат не всегда приводит к образо-
ванию биопленки, хотя и является начальной стадией 
в цикле ее формирования, а переход клеток грибов 
от планктонного существования к биопленочному, 
предположительно, инициируется сигналами, посту-
пающими из окружающей среды, и здесь, возможно, 
играет важную роль длительная иммуносупрессия, 
соматическая патология, нерациональное применение 
антимикробных и гормональных препаратов, различ-
ные виды имплантов и протезов [6]. 

В связи с этим следующей задачей была оценка сте-
пени формирования биопленок данными штаммами. 

Во время исследования установлено, что все штам-
мы C. albicans, включая штаммы группы сравнения, 
формируют биопленку. Однако замечено, что для 
штаммов, выделеных от пациентов с хроническим кан-
дидозным глосситом, характерно повышенное пленко-
образование, по сравнению со штаммами, изолиро-

ванными от лиц группы сравнения (средние значения 
пленкообразования составили 0,164 и 0,087 оптиче-
ских единиц соответственно) (табл. 2). 

Таблица 2

C. albicans

N N

32

Максимальные значения для исследуемой груп-
пы составили 0,368 оптических единиц, а для группы 
сравнения − 0,098. В то же время в изучаемой группе 
выявили штаммы, количественные значения пленкоо-
бразования которых не привышали 0,154 оптических 
единиц. 

ВЫВОДЫ
Анализ вирулентной активности штаммов, вы-

деленных из двух групп, показал, что  наличие выра-
женных адгезивных свойств, активное формирование 
псевдомицелия и повышенное пленкообразование 
были характерны для штаммов, изолированных от 
больных с диагнозом «хронический кандидозный глос-
сит». Причем высокие значения адгезивных свойств и 
гифообразования указывают, вероятно, на развитие 
острого патологического процесса. В то же время вы-
сокая степень пленкообразования была характерна 
для штаммов, выявленных от группы больных с хро-
нической формой поверхностного кандидоза. 

Кроме того, микробный пейзаж дорсальной по-
верхности языка у пациентов с хроническими форма-
ми кандидоза отличался разнообразием за счет пред-
ставителей микобиоты, причем наиболее выраженным 
− при складчатости рельефа. Диагноз, поставленный 
только на основании клинических признаков, следу-
ет подтверждать результатами микроскопических и 
культуральных исследований. Особый интерес также 
представляет дальнейшее изучение механизмов фор-
мирования биопленки, локализованной в межсосочко-
вых пространствах и складках языка как особой эколо-
гической ниши кандидозной биоты.

Полученные сведения могут быть использованы 
при составлении алгоритмов назначения препаратов 
антимикотического действия, дифференцированных в 
зависимости рельефа дорсальной поверхности языка. 
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В статье приведены данные по микроморфологии и ультраструк-
туре выращенных in vitro клеток Candida albicans (РКПГY-1624, 
РКПГY-1314, РКПГY-1274) и Candida parapsilosis (РКПГY-1579, 
РКПГY-1525), различающиеся по чувствительности к антимикоти-
кам (флуконазол и вориконазол). Выявлены различия в строении кле-
точных стенок дрожжевых клеток чувствительных и устойчивых 
штаммов изученных видов к антимикотикам. Для дрожжевых кле-
ток резистентных штаммов C. albicans (РКПГY-1274, РКПГY-1624) 
было характерно присутствие толстых клеточных стенок, тогда 
как для дрожжевых клеток резистентного штамма C. parapsilosis 
(РКПГY-1525) − наличие тонких меланифицированных клеточных 
стенок. Для клеток псевдомицелия изученных штаммов двух видов 
описанные особенности не были характерны, они имели тонкие кле-
точные стенки и однотипное строение.
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The data regarding the micromorphology and ultrastructure growing in 
vitro cells of Candida albicans (РКПГY-1314, РКПГY-1274, РКПГY-1624) 
and Candida parapsilosis (РКПГY-1579, РКПГY-1525) differing in 
sensitivity to antifungals (fluconazole and voriconazole) were presented 
in the article. Differences in the structure of cell walls of sensitive and 
resistant strains yeast cells of studied species to antimycotics were revealed. 
For yeast cells of resistant  strains (РКПГY-1274, РКПГY-1624) of C. 
albicans more thick walls were typical and for susceptible C. parapsilosis 
strain (РКПГY-1525) more thin but melanized cells walls. For the cells of 
pseudomycelium of the studied strains of two species the described features 
were not typical, they had thin cells walls with the same structure. 
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение вопросов резистентности грибов рода 

Candida к противогрибковым препаратам − одна из 
актуальных задач современной медицины [1]. Знание 
механизмов резистентности Candida spp. необходимо 
для оптимизации тактики лечения больных с диагно-
зом «кандидоз» и разработки новых противогрибко-
вых препаратов. 

Цель исследования − анализ строения клеток, вы-
ращенных in vitro чувствительных и резистентных 
штаммов C. albicans и C. parapsilosis современными ме-
тодами световой и трансмиссионной микроскопии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Культуры трех штаммов C. albicans (C.P. Robin) 

Berkhout (РКПГY-1314, РКПГY-1274 и РКПГY-1624) и 
двух штаммов C. parapsilosis (Ashford) Langeron& Talice 
выращивали 8 суток на среде Сабуро в термостате при 
37 ºС. 

РКПГY-1314 был выделен со слизистой оболочки 
пищевода, РКПГY-1274 – со слизистой оболочки ро-
товой полости пациента (И., 59 лет) с хроническим 
кандидозом. Первый штамм был чувствителен к флу-
коназолу и вориконазолу, тогда как второй − рези-
стентным по отношению к данным препаратам. Также 
дополнительно в работу был привлечен резистентный 
к флуконазолу и вориконазолу штамм (РКПГY-1624) C. 
albicans, полученный от пациентки (Г., 40 лет) с хрони-
ческим кандидозным вульвовагинитом.

Чувствительный к антимикотикам штамм 
(РКПГY-1579) C. parapsilosis был выделен из крови 
взрослого пациента (В., 30 лет), тогда как резистент-
ный штамм этого вида (РКПГY-1525) – с отделяемого 
кожи недоношенного младенца (А.).

Идентификацию культур проводили с использо-
ванием методов MALDI-TOF масс-спектрометрии и 
ДНК-секвенирования. 

Кусочки агаризованной среды из периферической, 
средней и центральной частей колонии гриба фикси-
ровали глутаральдегидом-параформальдегидом-осми-
ем по методике, описанной нами ранее [2]. Ультратон-
кие срезы получали на ультратоме LKB-V (Швеция) с 
помощью стеклянных ножей, окрашивали раствором 
уранилацетата и цитратом свинца и изучали в элек-
тронном микроскопе просвечивающего типа JEM 100 
CX-2 (Япония). 

Колонии грибов фотографировали c помощью сте-
реоскопического микроскопа SreREO Lumar.V12. По-
лутонкие эпоксидные срезы толщиной 3 мк получали 
с эпоксидных блоков на пирамитоме 11800 (LKB) c 
использованием стеклянных ножей. Полутонкие сре-
зы анализировали и фотографировали в микроскопе 
AxioImager.Z1 (Carl Zeiss, Германия) с оптикой Номар-
ского. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Через 8 суток роста на среде Сабуро колония штам-

ма РКПГY-1314 C. albicans достигала в диаметре 2,8 
см. Форма колонии округлая, с четко очерченным пе-
риферическим ободком и волнистым краем (Рис. 1 а). 
На поверхности колонии, примыкающей к перифери-
ческому ободку, наблюдали кратерообразные сфери-
ческие образования варьирующего диаметра. Колония 
кремовая, мягкой консистенции, с умеренным числом 
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гиф псевдомицелия (Рис. 1 б), перемежающихся с та-
ким же количеством дрожжевых клеток (Рис. 1 б, в). 
Последние одиночные или в многочисленных группах, 
круглоовальные (3,0-5,0 x 4,0-8,0 мкм, Рис. 1 в). 

Диаметр колонии штамма РКПГY-1274 C. albicans 
через 8 суток роста на среде Сабуро составлял 3,3 см. 
Колония округлой формы, гладкая, с четко очерчен-
ным периферическим ободком и волнистым краем 
(Рис. 1 г), кремовая, мягкой консистенции. В составе 
колонии выявили умеренное число гиф псевдомице-
лия (Рис. 1 д), перемежающихся с массивными непра-
вильной формы скоплениями дрожжевых клеток (Рис. 
1 д), которые имели круглоовальную (3,0-6,0 x 4,0-8,9 
мкм, Рис. 1 e) форму. 

Колония C. albicans штамма РКПГY-1624 через 8 су-
ток роста на среде Сабуро имела диаметр 3,0 см, окру-
глую форму, гладкий центр и периферический ободок 
(Рис. 1 ж); большая часть контура ровная, а меньшая 
− в виде гладких и с веерообразной поверхностью ра-
ковинообразных выростов. Колония кремового цвета 
и мягкой консистенции, в ее полутонких эпоксидных 
срезах отмечали небольшое количество гиф псевдоми-
целия (Рис. 1 з), перемежающихся с дрожжевыми клет-
ками, формирующими крупные группы неправильной 
формы (Рис. 1 з). Дрожжевые клетки одиночные, кру-
глоовальные (3,0-6,0 x 3,5-8,7 мкм, Рис. 1 и). 

Через 8 суток роста на среде Сабуро колония штам-
ма РКПГY-1579 C. parapsilosis достигала в размере 2,5 
х 4,2 см, эллипсоидальной формы, снабжена перифе-
рическим ободком и волнистым краем (Рис. 1 к), цен-
тральная часть − гладкая. Колония кремового цвета 
и мягкой консистенции; обнаружили равное количе-
ство гиф псевдомицелия (Рис. 1 л), перемежающихся 
с таким же количеством дрожжевых клеток (Рис. 1 л). 
Псевдомицелий хорошо развит, ветвистый, Конидии 
одиночные или в многочисленных группах, круглоо-
вальные (2,0-5,0 x 4,0-7,0 мкм, Рис. 1 м), равномерно 
покрывали псевдогифы. 

Колония штамма РКПГY-1525 C. parapsilosis через 
8 суток роста на среде Сабуро имела несколько вытя-
нутую форму (3,0 х 3,8 см), гладкая, с четким перифе-
рическим ободком и волнистым краем (Рис. 1 о), кре-
мовая, мягкой консистенции. Наблюдали большое ко-
личество число гиф псевдомицелия (Рис. 1 и), переме-
жающиеся с таким же количеством дрожжевых клеток 
(Рис. 1 п, р). Гифы псевдомицелия сильно ветвящиеся. 
Дрожжевые клетки одиночные или в многочисленных 
группах, круглоовальные (3,0-5,2 x 3,5-8,0 мкм, Рис. 1 
р), часто располагаются на ветвящихся гифах псевдо-
мицелия. 

Вышеприведенные данные показывают отсутствие 
существенных различий по скорости роста и разме-
рам дрожжевых клеток изученных чувствительных 
и резистентных штаммов C. albicans и C. parapsilosis. 
Обращает на себя внимание тот факт, что в культурах 
резистентных штаммов C. albicans (Рис. 1 д, ж), в отли-
чие от чувствительного (Рис. 1 б), дрожжевые клетки 
доминировали. Они формировали массивные скопле-
ния неправильных очертаний (Рис. 1 д, з, стрелки). Для 
псевдомицелия C. parapsilosis был характерен тип ро-
ста Mycocandida [3].

При исследовании клеточных стенок штаммов раз-
ных видов (табл.) выявили, что наиболее толстые кле-
точные стенки были характерны для дрожжевых кле-

ток резистентных штаммов C. albicans (РКПГY-1274, 
РКПГY-1624). 

Таблица 

C. albicans  C. parapsilosis

*

В то же время для дрожжевых клеток этого вида 
наиболее тонкие клеточные стенки были присущи для 
чувствительного штамма (РКПГY-1314). Клетки псев-
домицелия у изученных штаммов C. albicans имели 
более тонкие клеточные стенки по сравнению с дрож-
жевыми клетками. Однако они были в 2-5 раз толще 
таковых клеток псевдомицелия C. parapsilosis. Стенки 
дрожжевых клеток и гиф псевдомицелия чувствитель-
ного штамма C. albicans (РКПГY-1314) состояли из двух 
слоев. Сходное двуслойное строение было характерно 
и для клеточных стенок дрожжевых клеток и гиф псев-
домицелия других штаммов C. albicans [4-9].

У чувствительного штамма нижний слой в составе 
стенки был светлый, с хаотично ориентированными 
микрофибриллами, тогда как верхний – электронно-
плотный, с вертикально расположенными темными и 
высококонтрастными микрофибриллами (Рис. 2 а, б, 
слой 2). Очевидно, что темный цвет второго слоя об-
условлен присутствием меланина, что было показано 
другими авторами [6]. Дрожжевые клетки резистент-
ных штаммов C. albicans имели клеточные стенки раз-
личного строения. У штамма РКПГY-1274 первый слой 
состоял из перемежающихся слоев микрофибрилл раз-
ной плотности (Рис. 2 в, слой 1), у другого резистент-
ного штамма (РКПГY-1624) он был умеренной элек-
тронной плотности, гомогенным по плотности распо-
ложения микрофибрилл (Рис. 2 д, слой 1). Второй слой 
в стенках обоих штаммов был темным, с хаотично рас-
положенными микрофибриллами (Рис. 2 в, д, слои 2). 
Клеточные стенки гиф псевдомицелия у резистентных 
штаммов C. albicans состояли из двух слоев (Рис. 2 г, е): 
нижнего толстого светлого и верхнего темного с хао-
тично расположенными микрофибриллами. 

Дрожжевые клетки чувствительного (РКПГY-1579) 
и резистентного (РКПГY-1525) штаммов C. parapsilosis 
практически не различались между собой по толщине 
клеточной стенки (табл.). Толщина их клеточных сте-
нок была в два раза меньше, чем у дрожжевых клеток 
резистентных штаммов C. albicans и в два раза боль-
ше таковых чувствительного штамма последнего вида. 
Морфологической особенностью строения клеточ-
ной стенки дрожжевых клеток резистентного штамма 
C. parapsilosis был тот факт, что первый нижний слой 
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Рис. 1. Особенности микроморфологии колоний (а, г, ж, к, о) и строения клеток культур в световом микроскопе на 
полутонких эпоксидных срезах (б, д, з, л, п) и с использованием оптики Номарского (в, е, и, м, р). С. albicans: а-в – 

РКПГY-1314, г-е – РКПГY-1274, ж-и – РКПГY-1624, C. parapsilosis: к-м – РКПГY-1579, РКПГY-1525. Условные обозначения: ДК – 
дрожжевые клетки, ПМ – псевдомицелий.
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Рис. 2. Ультраструктура клеточных стенок дрожжевых клеток и гиф псевдомицелия С. albicans и C. parapsilosis. а, б – С. 
albicans (РКПГY-1314), в, г – С. albicans (РКПГY-1274), д, е – С. albicans (РКПГY-1624), ж, з – C. parapsilosis (РКПГY-1579), и, к – C. 

parapsilosis (РКПГY-1525). 
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(собственно клеточная стенка) в них был полностью 
меланифицирован (Рис. 2 и). Он был гомогенно тем-
ный; небольшой по толщине наружный слой клеточ-
ной стенки также был темным, с четко различимыми 
микрофибриллами. Отметим, что меланификация 
клеточной стенки происходит у дрожжевых клеток 
Cryptococcus neoformans при выращивании их на среде 
L-DOPA [9] и у тканевых форм этого вида гриба [10]. 

Первый слой в составе клеточных стенок чувстви-
тельного штамма C. parapsilosis (РКПГY-1579) имел 
умеренную электронную плотность и слабоконтраст-
ные микрофибриллы. Второй наружный слой был 
в четыре раза тоньше, темный, с хаотично ориенти-
рованными микрофибриллами (Рис. 2 ж). Клеточ-
ные стенки гиф псевдомицелия C. parapsilosis тонкие 
(табл.), с однотипным строением − состояли из двух 
слоев одинаковой толщины (Рис. 2 з, и). Нижний слой, 
умеренно электронно-плотный, состоял из слабокон-
трастных, беспорядочно расположенных микрофи-
брилл, тогда как микрофибриллы верхнего слоя были 
темные и вертикально ориентированные.

РЕЗЮМЕ
Установлено, что у дрожжевых клеток резистент-

ных штаммов C. albicans и C. parapsilosis, в отличие от 
чувствительных, имеются значительные изменения в 
строении клеточных стенок, характерные для каждо-
го из них. Пока остается открытым вопрос о том, как 
можно объяснить контрастные изменения в строении 
стенок дрожжевых клеток резистентных штаммов двух 
видов Candida под влиянием сходных антимикотиков. 
Важен тот факт, что изменения в строении клеточных 
стенок дрожжевых клеток под действием антимико-
тиков не исчезают при переходе их в культуральную 
форму, то есть представляют собой генетически закре-
пленный признак. Интересно, что стенки гиф псевдо-
мицелия не были утолщены и имели сходное строение 
у штаммов двух изученных видов. Можно предпо-
ложить, что in vivo они не подвергаются изменениям 
и сохраняют присущее им строение, иными словами, 
дрожжевые клетки более чувствительны к влиянию 
антимикотиков, в отличие от клеток псевдомицелия. 
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