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ЦИТОЛОГИЧЕСКОЕ 
ИЗУЧЕНИЕ LICHTHEIMIA 
CORYMBIFERA IN VITRO
Васильева Н.В. (директор НИИ, зав. кафедрой), 
Степанова А.А. (зав. лаб.)*, Богомолова Т.С. (зав. 
лаб.), Авдеенко Ю.Л. (с.н.с.), Босак И.А. (с.н.с.), 
Чилина Г.А. (зав. лаб.), Выборнова И.В. (н.с.), Аак 
О.В. (в.н.с.), Соловьева Г.И. (в.н.с.), Рябинин И.А. 
(м.н.с.), Павлова И.Э. (н.с.) 

НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина Северо-
Западного государственного медицинского университета 
им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, Россия

При изучении ультраструктуры клеток гриба культуральных 
форм Lichtheimia corymbifera установлено, что они сходны по числу 
и строению ядер, митохондрий, по типу аккумулируемых запасных 
веществ и другим признакам. Для зрелых клеток L. corymbifera ха-
рактерно наличие тонких латеральных клеточных стенок.

Ключевые слова: in vitro, Lichtheimia corymbifera, световая и 
трансмиcсионная электронная микроскопия, ультраструктура
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Investigation of the hyphal cells ultrastructure of the cultural form of 
Lichtheimia corymbifera showed that they were similar in number and the 
structure of nuclei, mitochondria, accumulated storage substances and other 
signs. For mature hyphal cells of L. corymbifera l the presence thin cell walls 
was typical.

Key words: in vitro, Lichtheimia corymbifera, light and transmission 
electron microscopy, ultrastructure 

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

ВВЕДЕНИЕ
Lichtheimia corymbifera (Cohn) Vuill. –распростра-

ненный представитель мукоромицетов, которые вы-
зывают мукороз (прежнее название – зигомикоз), по-
ражая преимущественно легкие, придаточные пазу-
хи носа, кожу и подкожную клетчатку, центральную 
нервную систему, желудочно-кишечный тракт у паци-
ентов с иммунодефицитными состояниями различной 
природы. Генерализованная форма инвазивного мико-
за, обусловленная L. corymbifera, характеризуется вы-
сокой летальностью. Природный резервуар обитания 
этого вида – почва, гниющие растительные отходы и 
пищевые продукты. В научной литературе сведения по 
особенностям ультраструктурной организации данно-
го вида гриба отсутствуют. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В настоящей работе исследовали штамм L. 

corymbifera (РКПГF-1601/1966) из коллекции НИИ ме-
дицинской микологии им. П.Н. Кашкина, выделенный 
от пациента с риноцеребральным мукоромикозом. 
Культуру гриба выращивали на среде Сабуро в моди-
фикации Эммонса при 28 °С и изучали через 3 и 7 су-
ток. Съемку колоний проводили в световом микроско-
пе Olympus BX 51. Препараты для световой микроско-
пии готовили в монтирующей жидкости этанол-гли-
церин (1:1). Микроскопию и микрофотосъемку осу-
ществляли на световом микроскопе Leica DM LB2 со 
встроенной камерой DFC320 (Leica, Германия). Часть 
препаратов культур гриба исследовали в флуоресцент-
ном микроскопе AxioImager.Z1 (Carl Zeiss, Германия) с 
применением оптики Номарского.

Для трансмиссионной электронной микроскопии 
(TЭM) кусочки питательной среды с разных участков 
колоний гриба фиксировали 3 часа в 3% глутаральде-
гиде и пост-фиксировали 10 часов в 1% осмиевой кис-
лоте. Затем образцы обезвоживали в спирте, ацетоне и 
заключали в эпоксидную смолу эпон-аралдит. 

С целью выбора участка эпоксидного блока для по-
следующего исследования в ТЭМ готовили полутон-
кие эпоксидные срезы толщиной 3-4 мкм с помощью 
стеклянных ножей на пирамитоме LKB 11800. Срезы 
помещали в каплю 50% ацетона на предметном стекле, 
затем высушивали над пламенем спиртовки до полно-
го испарения ацетона и окрашивали 10 минут в рас-
творе толуидинового синего, излишки которого удаля-
ли и промывали в дистиллированной воде и спирте, а 
затем срезы высушивали и заключали в Biomount. По-
лутонкие срезы изучали и фотографировали в свето-
вом микроскопе AxioLab.A1 (фирма Zeiss, Германия). 
Ультратонкие срезы готовили на ультратоме Ultratome 
2088 (LKB, Bromma, Sweden), окрашивали уранилаце-
татом и цитратом свинца, а затем изучали в TЭM Jem 
100 SX (Jeol, Tokyo, Japan). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Морфология колоний и составляющих их клеток. 
Колонии L. corymbifera отличались большой скоро-

стью роста. Через 3 дня роста на среде Сабуро при 28 
ºС − колония пушистая (Рис. 1 а), вначале белая, затем 
с оттенками светло-серого цвета, полностью заполня-
ла чашку Петри. 

В результате исследования в световом микроско-
пе культур L. corymbifera установили, что вегетатив-
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ные гифы гриба варьировали по толщине (8-10 мкм) 
и наличию внутриклеточных включений, скорее всего, 
представляющих запасные липиды. Выявили, что раз-
личные гифы при просмотре препарата культуры пре-
ломляли свет в разной степени, что можно объяснить 
наличием клеточных стенок разной толщины. Гифы с 
включениями сравнительно крупные, их внутреннее 
содержимое имеет неравномерно зернистое строение. 
Септы встречались редко, дугообразной формы. Их 
наблюдали в вегетативных гифах (Рис. 1 е) на всем их 
протяжении и вблизи латеральных ответвлений, в ос-
новании спорангиеносцев, а также в спорангиеносцах. 
Для L. corymbifera характерно наличие спороношения 
в форме спорангиофоров, формирующихся среди гиф 
воздушного мицелия. Спорангиеносцы одиночные 
(Рис. 1 б, стрелка) либо в мутовках (Рис. 1 б, г, д). Му-
товки состояли из варьирующегося числа (2-3-6) спо-
рангиеносцев, обычно различающихся по высоте. В 
зрелых спорангиеносцах, особенно после высвобожде-
ния спорангиоспор, клеточные стенки на протяжении 
дистальной трети (в области перехода в апофизу, в са-
мой апофизе и обнаженной от спор колумелле) отлича-
лись высоким контрастом (Рис. 1 б, головка стрелки). 
Формирование спорангифоров (в том числе спороно-
шение спорангиев) в мутовках асинхронное (Рис. 1 б, 
д). Наблюдали: (1) зрелые спорангии, несущие много-
численные спорангиоспоры, заключенные в оболочку 
(Рис. 1 б, 1, в, г); (2) спорангии после разрыва оболоч-
ки, на обнаженных колумеллах которых располагалось 
некоторое количество спорангиоспор (Рис. 1 б, 2); и (3) 
спорангии с обнаженной колумеллой, лишенные спо-
рангиоспор (Рис. 1 б, 3). Апофизы типичные, кониче-
ские. Колумелла и апофиза после раскрытия спорангия 
имели колбовидный (Рис. 1 б, г) или копьевидный кон-
тур (Рис. 1 д). На вершинах отдельных колумелл виден 
небольшой вырост. 

В световом микроскопе с применением оптики Но-
марского отмечали широкие гифы (Рис. 1 е) с редкими 
септами, бесцветные, с трудно различимыми ризои-
дами. Особенностью гиф мицелия было наличие ла-
теральных ответвлений, часто располагающихся под 
прямым углом к несущей ее гифе. Спорангиофоры 
длиной до 250 мкм. Спорангии обратно-грушевидной 
формы (Рис. 1 ж, з), размером 40-60 мкм, с конической 
апофизой (50-100 мкм, Рис. 1 з). Спорангиоспоры кру-
глые (3-4 мкм) или эллипсоидные (2,5 х 5,0 мкм, рис. 1 
и), бесцветные, гладкие или слегка шероховатые. 

При изучении продольных полутонких эпоксид-
ных срезов с разных участков колоний гриба обнару-
жено, что гифы вегетативного мицелия расположены 
главным образом на поверхности питательной среды 
(Рис. 1 к, 1). Они ориентированы без видимого поряд-
ка, хорошо различимы благодаря наличию большого 
числа довольно крупных темных липидных включе-
ний. В питательной среде редко встречались тонкие, 
беспорядочно ориентированные гифы без темных 
включений (Рис. 1 к, 2). Редко наблюдали слабокон-
трастные, плохо развитые ризоиды, которые выпол-
няют, с одной стороны, механическую функцию, «за-
крепляя» гифы воздушного мицелия на поверхности 
твердой питательной среды, а с другой − разрушают 
субстрат и поставляют питательные вещества гифам 
воздушного мицелия. Иными словами, для объекта 
настоящего исследования характерна четко выражен-

ная функциональная специализация гиф воздушного 
и субстратного мицелия.

Ультраструктура L. corymbifera. Клетки воз-
душного вегетативного мицелия проходили стадии 
роста, созревания, зрелости и старения. В старых ча-
стях колоний часто отмечали и полностью отмершие 
профили гиф с тонкими, сильно деформированными 
клеточными стенками (Рис. 2 г). В зрелых клетках ми-
целия присутствовали многочисленные интерфазные 
ядра и митохондрии (Рис. 1л, м, 2 а), которые по числу, 
топографии, размерам, форме и особенностям тонкого 
строения были сходны. 

Ядра одиночные (Рис. 1 л) либо в группах по 2-4, 
округлой (2,0-2,5 мкм) или эллипсоидной (2-3 мкм) 
формы, умеренно хроматизированные, располагались 
вблизи клеточной стенки (Рис. 1 м). Оболочка ядра 
слегка извилистая, несет редкие рибосомы. Ядрышко 
одно, сферическое (0,3 мкм), эксцентричное, содержит 
гранулярный и фибриллярный компоненты, представ-
ленные в равной мере.

Митохондрии одиночные или в небольших группах 
(Рис. 1 л, 2 а), полиморфные, округлой (0,2 мкм) или 
эллипсоидной (0,2-0,4 мкм) формы. Умеренной элек-
тронной плотности матрикс митохондрий содержит 
многочисленные светлые кристы. Митохондриальный 
ретикулум, характерный для клеток вегетативных гиф 
культуральных форм других видов мицелиальных па-
тогенных грибов (Aspergillus candidus [1], Scedosporium 
apiospermum [2], Pseudallesheria boydii, P. ellipsoidea и P. 
angusta [3]), у L. corymbifera не был выявлен.

Профили гиф мицелия различались между собой 
по степени вакуолизации (Рис. 1 л-о, 2 а), что свиде-
тельствовало о том, что они находились на разных 
стадиях развития. Так, в одних из них вакуоли много-
численные, мелкие (Рис. 1 м), в других – многочис-
ленные, средних размеров (Рис. 1 л, н, 2 а), а в третьих 
имела место одна или несколько крупных, занимаю-
щих основную часть на площади среза гифы (Рис. 1 
о). Мелкие и средних размеров вакуоли светлые, со 
слабоизвилистым высококонтрастным тонопластом 
содержали многочисленные мелкие, варьирующегося 
диаметра (0,2-0,4 мкм), темные гранулы полифосфатов 
(Рис. 1 л, 2 а, стрелка), которые равномерно располага-
лись по площади их среза. По мере созревания клеток 
гиф в цитозоле происходил синтез умеренного коли-
чества липидных включений округлой формы (0,2-0,3 
мкм, Рис. 1 л, м, н, 2 а). В содержимом крупных ваку-
олей стареющих клеток отмечали скопления обрыв-
ков мембран разной конфигурации и темных сгустков 
тонко-фибриллярного материала (Рис. 1 о, 2 г). Часто 
наблюдали картины локального автолиза небольших 
по объему участков цитозоля с разрушающимися ор-
ганеллами и запасными липидами. 

Усиление уровня вакуолизации в стареющих гифах 
(Рис. 1 о) сопровождалось снижением числа митохон-
дрий и запасных включений. Компоненты эндомем-
бранной системы на всех стадиях развития клеток гиф 
встречались нечасто. Они были представлены редки-
ми светлыми периферическими пузырьками и скопле-
ниями агранулярных цистерн эндоплазматического 
ретикулума (Рис. 2 б, стрелки). Одиночные цистерны 
Гольджи и микротельца не выявлены. Цитозоль уме-
ренной электронной плотности, богат свободными ри-
босомами в виде моно- и полисом. 
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Рис. 1. а – общий вид колонии L. corymbifera в чашке Петри через 7 суток после посева на питательную среду Сабуро; 
б-д – особенности морфологии гиф и спорангиофоров L. corymbifera в световом микроскопе; е – гифы вегетативного 

мицели я (е), ж − спорангии (показаны стрелками) в бинокулярной лупе; з – общий вид зрелого спорангия; и – зрелые 
спорангиоспоры; к – продольный полутонкий эпоксидный срез колонии гриба. е, б, и – оптика Номарского. Условные 

обозначения здесь и на рисунке 2: А – апофиза; В – вакуоль; Г – гифа; К – колумелла; КС – клеточная стенка; ЛВ – 
липидное включение; Мт − митохондрия; Пф – полифосфатные гранулы; С – септа; Сд – спородерма; Сн – спорангий; Сс – 

спорангиоспора; Я − ядро.
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Рис. 2. Ультраструктура гиф (а, г), клеточной стенки (б), септы (в), формирующихся (д, ж) и зрелого (е) спорангиев,  
а также зрелых спорангиоспор (е, з, и) L. corymbifera. 
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Зрелые клетки гиф мицелия не различались между 
собой по толщине и строению латеральных клеточных 
стенок. Клеточные стенки тонкие (от 0,1 до 0,2 мкм), 
темные, гомогенные (Рис. 1 м, 2 б). В гифах, образую-
щих спорангии, имели место одиночные, прямые (0,2 
мкм), трехслойные (с двумя крайними темными сло-
ями и центральным светлым) сплошные септы (Рис. 2 
в). 

Формирование сплошных септ в спорангиеносцах 
также способствует изоляции формирующихся гене-
ративных структур от стареющих клеток мицелия, что 
позволяет им благополучно завершать свое развитие. 
Их присутствие обеспечивает ригидность гиф мице-
лия, подстилающих спорангиеносцы и сами споран-
гии, что важно для их механической устойчивости и 
возможности вертикальной пространственной ори-
ентации, необходимой для процесса распространения 
спорангиоспор. 

Старение гиф мицелия протекало следующим об-
разом. Вначале происходило просветление содержи-
мого ядер. Они теряли групповое расположение, их 
оболочка приобретала слегка извилистый контур, и 
впоследствии ее целостность нарушалась. Матрикс ми-
тохондрий просветлялся, существенно сокращалось 
число крист до полного исчезновения. Значительно 
уменьшалось число митохондрий и запасных веществ. 
В стареющих клетках без цитозоля долго сохранялись 
тонопласт (Рис. 2 г) и плазмалемма. В клеточных стен-
ках стареющих гиф формировались многочисленные 
светлые перфорации варьирующейся (0,02-0,15 мкм) 
толщины (Рис. 2 г, стрелки). Это морфологическое на-
блюдение очень важно для правильной интерпрета-
ции ультраструктурных изменений при возможном 
изучении влияния антимикотиков на строение клеток 
гиф вегетативного мицелия. 

Формирующиеся спорангии обратно-грушевидной 
формы (от 20-30 мкм, рис. 2 д, ж), с одной крупной и 
многочисленными мелкими вакуолями, заполняющи-
ми весь их объем. На рисунке 2 (е) представлен фраг-
мент зрелого спорангия, содержащий многочисленные 
шаровидные или эллипсоидные спорангиоспоры. В 
апикальной части оболочки спорангия имел место 
разрыв (Рис. 2 д, головка стрелки), который способ-
ствовал последующему освобождению спорангиоспор. 
Поверхность молодых спорангиоспор гладкая (Рис. 2 
е, з), тогда как наружный слой спородермы у зрелых 
спор, покинувших спорангий, имел слегка волнистый 
контур (Рис. 2 и). Спорангиоспоры внутри спорангия 
и сразу после освобождения из него обладали гладкой 

поверхностью, то есть были незрелыми. Собственно 
процесс их созревания, сопровождающийся форми-
рованием орнаментированной спородермы, проходил 
за его пределами, что создает определенные трудности 
при изучении ее строения, имеющей важное таксоно-
мическое значение.

Таким образом, при исследовании ультраструктур-
ной организации культуральной формы L. corymbifera 
установлено, что их характерной особенностью яв-
ляется способность формировать тонкие клеточные 
стенки. Сходные по строению клеточные стенки были 
описаны ранее и для культуральных форм Lichtheimia 
spp. [4]. Характерным для изученного вида гриба было 
отсутствие варьирования ультраструктуры между 
отдельными гифами одной колонии, что ранее было 
впервые выявлено для гиф вегетативного мицелия 
ряда видов Aspergillus [1, 5, 6 и др.]. Представляет инте-
рес продолжить начатые исследования и изучить тка-
невые формы этого гриба для того, чтобы выяснить, 
каким образом преобразуется тонкое строение клеток 
вегетативных гиф его мицелия.

ВЫВОДЫ
В колониях L. corymbifera закладка и последующее 

формирование спорангиофоров происходит в воздуш-
ном мицелии. В пределах мутовок формирование спо-
рангиев протекает асинхронно.

При изучении продольных полутонких эпоксид-
ных срезов колоний L. corymbifera установлено, что 
основная масса вегетативных гиф стелется по поверх-
ности питательной среды, то есть является воздушной. 
Слаборазвитые ризоиды расположены в толще пита-
тельной среды.

При сравнении ультраструктуры клеток вегета-
тивного мицелия культуральных форм L. corymbifera 
выявили, что они сходны по числу и строению ядер, 
митохондрий, по типу и количеству аккумулируемых 
запасных веществ и строению латеральных клеточных 
стенок. 

Для зрелых клеток гиф L. corymbifera характерно 
наличие тонких, однослойных клеточных стенок и 
трехслойных сплошных септ.

Созревание спорагнгиоспор проходит после их ос-
вобождения из спорангия.

Данная работа выполнена в рамках Государствен-
ного задания Минздрава России «Изучение морфо-био-
логических особенностей патогенных мукоромицетов 
– возбудителей микозов у пациентов с иммунодефици-
том» (2019-2021 гг.).
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Проведен систематический анализ данных, опубликованных в 
современной научной литературе, о возбудителях грибковых инфек-
ций в отделениях реанимации новорожденных. Приведены сведения 
о новых возбудителях инвазивных грибковых инфекций, таких как 
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деления его чувствительности к антимикотическим препаратам. 
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Грибковые инфекции.
Грибковые инфекции по распространенности за-

нимают третье место после бактериальных и вирусных 
поражений организма человека. Более 300 миллионов 
людей на планете страдают от тяжелых или хрониче-
ских микозов, а у 25 миллионов больных микозами су-
ществует угроза смерти или инвалидности [1, 2]. Гриб-
ковые инфекции часто встречаются у больных с ожо-
гами, пациентов отделений гематологии, онкологии, 
реанимации и интенсивной терапии, в том числе не-
онатального профиля. Отдельную группу составляют 
недоношенные новорождённые, среди которых − дети 
с очень низкой и экстремально низкой массой тела при 
рождении (ОНМТ и ЭНМТ); у пациентов данной кате-
гории чаще развиваются инфекции кровотока. Часто-
та атрибутивной заболеваемости и смертности выше у 
лиц данной категории [2-4].

У недоношенных новорождённых, находящихся на 
лечении в условиях реанимации, по результатам от-
ечественных и зарубежных исследований, грибковые 
заболевания занимают 3-е место среди госпитальных 
инфекций (после бактериальных и вирусных) [2, 4-6]. 
Глубоко недоношенные новорождённые с ОНМТ и 
ЭНМТ при рождении в силу незрелости иммунной 
системы являются наиболее уязвимой и сложной для 
лечения категорией пациентов. 

В последние годы появилась возможность выха-
живать недоношенных детей, начиная с 22 недели ге-
стации, и с массой тела от 500 грамм со значительным 
повышением шансов их выживаемости. Однако не-
обходимость применения инвазивных методов меди-
цинской помощи, таких как длительная искусственная 
вентиляция легких (ИВЛ), интенсивная антибактери-
альная терапия, длительное парентеральное питание 
(в том числе липидными растворами), пролонгиро-
ванная катетеризация центральных вен способству-
ют колонизации слизистых оболочек новорожденных 
бактериями и грибами, а также развитию инвазивного 
кандидоза (ИК) [5, 7, 8]. По данным зарубежной лите-
ратуры, частота ИК колеблется от 2,6 до 3,1% у ново-
рожденных с ОНМТ при рождении и от 10% до 16% − у 
новорожденных с ЭНМТ при рождении, при этом ле-
тальность может достигать 40% [7-9]. Частота ИК в от-
делении реанимации новорожденных с ОНМТ, по дан-
ным отечественных авторов, может составлять 18% [4, 
10]. Однако, наряду с инвазивным кандидозом, у па-
циентов данной группы высок риск развития инвазив-
ных микозов (ИМ), вызванных плесневыми грибами 
(Acremonium spp., Aspergillus spp. и др.) и дрожжевыми 
грибами из родов Malassezia, Saccharomyces [11-14].

У взрослых и здоровых доношенных новорожден-
ных существует естественная защита организма от 
грибковых инфекций, обусловленная фагоцитарной 
активностью и другими факторами специфического и 
врожденного иммунитета. У недоношенных новорож-
денных иммунная система недостаточно адаптирована 
ввиду сниженной способности к выработке иммуно-
глобулинов (Ig), в том числе IgА, что в критическом со-
стоянии делает их особо уязвимыми в плане развития 
грибковых инфекций [2, 3, 13]. К факторам риска раз-
вития кандидемии относят: длительное пребывание 
новорождённых в условиях стационара, гестационный 
возраст менее 27 недель и массу тела при рождении ме-
нее 1000 грамм, некротизирующий энтероколит (НЭК) 
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и операции на органах грудной и брюшной полостей, 
агрессивную терапию антибиотиками (в особенно-
сти цефалоспоринами III поколения и карбапенема-
ми), а также лечение антацидами, Н2-блокаторами и 
глюкокортикоидами. Длительное функционирование 
центрального венозного катетера, полное или продол-
жительное парентеральное питание, искусственная 
вентиляция легких, наличие любых видов дренажей и 
продолжительное зондовое кормление также способ-
ствуют развитию микозов, так как частые инвазивные 
манипуляции нарушают естественные защитные ба-
рьеры организма, создавая условия для адгезии грибов 
с последующей инвазией в стерильные локусы макро-
организма [1, 3, 5, 7, 10, 12]. 

Как показано в многочисленных исследованиях, 
эндотрахеальная интубация и венозные катетеры яв-
ляются наиболее значимыми факторами риска раз-
вития ИК [2, 3, 7]. По данным литературы, до 2000-х 
годов основным этиологическим агентом ИК был гриб 
Candida albicans [2, 3, 8, 10, 12]. Однако нерациональ-
ное и профилактическое применение антимикотиче-
ских препаратов привело к существенному изменению 
видового состава грибов в структуре возбудителей 
ИК. В настоящее время доминирующее положение 
при ИМ новорождённых занимают non-albicans виды 
Candida, такие как С. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, 
C. lusitaniae. Кроме того, возрастает роль других дрож-
жевых грибов, в частности M. furfur [14-17]. 

Диагностика грибковых инфекций является слож-
ной проблемой, так как клинические признаки мико-
зов у иммунокомпрометированных пациентов часто 
неспецифичны, а лабораторное подтверждение диа-
гноза может быть затруднено из-за нетипичной ло-
кализации очага инфекции или тяжести состояния 
пациента. Нередко симптомы грибковой инфекции 
выявляют слишком поздно, а многие грибковые за-
болевания у новорождённых отличаются очень бы-
стрым и агрессивным течением. Основной причиной 
летальности при ИК становится несвоевременно на-
значенная противогрибковая терапия, а основным пу-
тём к снижению летальности является своевременная 
диагностика грибковых инфекций. Диагностика инва-
зивных микозов, вызванных грибами рода Malassezia, 
затруднена. У пациента наблюдают все клинико-лабо-
раторные признаки грибковой инфекции: нарушение 
функции сердечно-сосудистой системы (тахикардию), 
дыхательные нарушения (лабильность сатурации, 
апноэ), нарушения функции желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ) (дискинезию, развитие или отягоще-
ние НЭК), а также повышение уровня эозинофилов в 
крови и лейкоцитоз. Однако ввиду того, что основные 
представители рода Malassezia не культивируются на 
традиционных стандартных питательных средах, вы-
деление возбудителя затруднено, и, соответственно, 
осложнены этиологическая верификация заболевания 
и своевременная адекватная терапия антимикотиче-
скими препаратами [18, 19]. 

Классификация микозов.
В мире нет единой классификации микозов, но су-

ществует множество систематизаций в зависимости от 
этиологии, локализации, глубины поражения и пато-
генеза.

С 2005 г. принята классификация кандидозов у де-
тей, где это заболевание подразделяют в зависимости 

от степени патогенности возбудителей, клинической 
картины и в соответствии с МКБ-Х [20]. Под микозом 
новорождённых понимают инфекционное заболева-
ние органов и систем ребенка, вызванное грибами. 
Все микозы по клинической картине принято делить 
на поверхностные и инвазивные, отличающиеся глу-
биной поражения и возбудителем. К поверхностным 
относят микоз кожи, вульвы, вагины, полости рта, пи-
щевода, кишечника и другие. Тяжёлая грибковая ин-
фекция, проявляющаяся кандидемией с вовлечением в 
процесс любых органов и систем ребёнка, называется 
инвазивным микозом. К инвазивным микозам относят 
кандидемию, острый диссеминированный кандидоз, 
хронический диссеминированный кандидоз, кандидоз 
центральной нервной системы и др. [2, 20]. В свою оче-
редь ИК новорождённых по времени возникновения 
делят на врождённый (симптомы ИК развиваются в 
течение первых шести суток жизни) и приобретённый 
(симптомы ИК развиваются после 6 суток жизни). 

Однако в данной классификации представлены 
лишь инвазивные кандидозы, а инвазивные микозы, к 
возбудителям которых относится M. furfur, отсутству-
ют.

Характеристика M. furfur как возбудителя гриб-
ковых инфекций (морфология и патогенез).

Рост числа пациентов с ослабленным иммуните-
том привел к частому появлению ИМ. Естественные 
обитатели кожных покровов, с которыми обычно ас-
социированы локальные грибковые инфекции, могут 
при определенных условиях выступать как внутри-
больничные возбудители системных микозов [5, 10]. К 
числу таких патогенов относят дрожжевые грибы рода 
Malassezia из семейства Malasseziacae, ранее известные 
как Pityrosporum. 

Malassezia furfur имеет особый метаболизм, для ее 
роста необходимо наличие в питательной среде жир-
ных кислот с длиной цепи С12-С24, которые штаммы 
M. furfur не способны синтезировать самостоятельно, 
так как у них отсутствует потребность в углеводах, а в 
качестве единственного источника углерода выступа-
ют липиды [18, 21, 22].

Грибы данного рода могут вызывать иммунные 
реакции в макроорганизме. Иммуногенные свойства 
обусловлены липидным слоем этих микромицетов, 
поскольку они могут взаимодействовать с иммуно-
компетентными клетками, включая антиген-презен-
тующие дендритные клетки, макрофаги, эозинофилы, 
нейтрофилы, стимулируя синтез цитокинов и хемоки-
нов различных функциональных групп. Известно, что 
Malasseziа способны как стимулировать, так и ингиби-
ровать синтез провоспалительных цитокинов. Вслед-
ствие этого воспалительная реакция при малассезио-
зах может варьировать от практически незаметной до 
ярко выраженной [15]. В настоящее время нет единого 
мнения, можно ли инфекции, вызванные Malassezia, 
рассматривать как самостоятельное заболевание, или 
же они являются лишь одним из отягощающихся фак-
торов при других болезнях. 

Значимость Malassezia в качестве госпитального 
патогена в настоящее время остается недооцененной. 
В мировой литературе описаны лишь единичные слу-
чаи фунгемии, вызванной M. furfur, у взрослых паци-
ентов с иммунодефицитом и детей с ОНМТ и ЭНМТ 
при рождении [7, 14, 15], а также случаи системных 
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микозов [17, 23]. Первый случай фунгемии, вызванной 
M. furfur, у недоношенного новорождённого был пред-
ставлен в 1981 г., после чего периодически появляются 
публикации с описанием сепсиса, вызванного данным 
грибом, у пациентов с иммунодефицитом. Именно M. 
furfur чаще всего ассоциируют с системными микозами 
[7-9, 14]. Основным фактором риска фунгемии, ассо-
циированной с M. furfur, у новорождённых с ОНМТ и 
ЭНМТ является парентеральное питание с включени-
ем липидных растворов. Наиболее вероятный источ-
ник инфицирования центральных венозных катетеров 
M. furfur − колонизированная кожа пациентов [21, 22]. 
Колонизация кожи новорождённых M. furfur может 
происходить уже в родовспомогательном учреждении 
[9] во время контакта с родителями или медицинским 
персоналом, что в дальнейшем может приводить к раз-
витию инфекции. У недоношенных детей отмечается 
относительная незрелость всех перечисленных меха-
низмов противогрибковой защиты, что делает их осо-
бо уязвимыми к данной инфекции [2, 3, 7].

Современные подходы к диагностике грибковых 
заболеваний новорожденных. 

Диагностика инфекций, вызванных дрожжевыми 
грибами, у новорождённых чаще базируется на не-
специфической клинической картине, поэтому лабо-
раторные тесты приобретают решающее значение при 
этиологической диагностике.

M. furfur не культивируется на питательных средах, 
обычно используемых для выделения грибов, однако 
существуют сбалансированные питательные среды 
для её культивирования. Одной из таких сред является 
среда Лиминга и Нотмана (Leeming and Notman) [12, 
18, 19]. Оптимальной средой для культивирования M. 
furfur является среда Диксона [18, 19]. Однако на всех 
вышеперечисленных питательных средах, помимо 
Malassezia, растут также и другие дрожжевые грибы, 
колонии которых значительно крупнее, а потому не 
всегда возможно заметить рост Malassezia, что значи-
тельно затрудняет её выделение (селективных сред на 
сегодня не существует).

Кроме физиологических особенностей, также име-
ют значение морфологические и цитоморфологиче-
ские свойства гриба, такие как цвет, форма, рельеф ко-
лоний, форма клетки, ее размер, размер дочерней клет-
ки по отношению к материнской, наличие в культуре 
мицелиальной формы гриба. Таким образом, в основе 
всех методов микробиологической диагностики лежит 
культуральный метод, при котором выделяют чистую 
культуру возбудителя, что позволяет установить его 
видовую или родовую принадлежность, изучить био-
логические свойства и чувствительность к антимико-
тическим препаратам [18]. 

Для видовой идентификации M. furfur использу-
ют биохимические методы, однако они не обладают 
достаточной селективной специфичностью. Среди 
автоматических анализаторов наиболее часто исполь-
зуют Vitek2Compact (bioMerieux, Франция), MicroScan 
WalkAway (Siemens, США), Phoenix (Becton Dickinson, 
США) и другие, недостатком которых является дли-
тельность идентификации (18-48 часов) и низкий про-
цент правильной идентификации [24, 25]. 

В последние годы разработаны и внедрены в прак-
тику микробиологических лабораторий протеомные 
методы идентификации микроорганизмов с помощью 

метода MALDI-TOF масс-спектрометрического анали-
за бактерий и грибов, что произвело революцию в ви-
довой идентификации микроорганизмов. Метод даёт 
возможность определения большого числа видов гри-
бов с выросшей колонии, а также прямой детекции в 
клиническом материале (моча, кровь, ликвор). Данный 
метод признан лучшим для идентификации микроор-
ганизмов [12]. Метод основан на экстракции пепти-
дов и белков из клеток гриба и работает по принци-
пу «finger print» (молекулярного «отпечатка пальца»), 
который сравнивают с эталонными спектрами в базе 
MALDI Biotyper. Однако исследователями отмечено: 
несмотря на то, что гриб M. furfur внесен в базу дан-
ных анализаторов, далеко не всегда изоляты этого вида 
идентифицируется как M. furfur [26-30].

Наиболее перспективной стратегией при иденти-
фикации грибов является анализ данных таргетного 
секвенирования видоспецифических локусов ДНК. 
В качестве таких видоспецифических локусов часто 
используют участки, расположенные между генами, 
кодирующими ядерные рРНК – рибосомальные вну-
тренние транскрибируемые спейсеры. В целом, этот 
подход эффективен, но в отдельных случаях некото-
рые близкородственные виды не могут быть точно 
идентифицированы по результатам секвенирования 
рибосомальных спейсеров, и тогда необходимо при-
менять более эффективные гены-мишени [29, 31]. 
Методы, связанные с таргетным секвенированием 
видоспецифических генов-мишеней, хотя и являются 
эффективными для идентификации грибов, но имеют 
высокую стоимость и/или труднодоступны в условиях 
современной клинической лаборатории. 

Молекулярная диагностика с использованием ме-
тода ПЦР является востребованным и перспективным 
исследованием, в основе которого лежит обнаружение 
небольшого участка ДНК гриба в исследуемом биоло-
гическом материале с последующей репликацией дан-
ного фрагмента.

Молекулярные методы, разработанные для иден-
тификации M. furfur, такие как гель-электрофорез в 
пульсирующем поле (PFGE), случайная амплифика-
ция полиморфной ДНК (RAPD), анализ нуклеотидных 
последовательностей ДНК, рестрикционный анализ 
ПЦР-ампликонов рибосомных последовательностей, 
полиморфизм длины амплифицированных фраг-
ментов (AFLP), денатурирующий градиентный гель-
электрофорез (DGGE) и полиморфизм длины терми-
нальных фрагментов (tFLP) и другие методы направ-
лены либо на определение структуры ДНК (видовая 
идентификация, поиск новых мутаций в генах), либо 
на анализ известных генетических последовательно-
стей (поиск полиморфных вариантов генов или иден-
тификация микроорганизмов по референтной после-
довательности ДНК) и пока еще малопригодны в прак-
тике [29-31]. 

В связи с этим разработка молекулярно-генетиче-
ской тест-системы, основанной на методе ПЦР в режи-
ме реального времени, позволила бы упростить задачу 
идентификации основных возбудителей грибковых 
инфекций, повысив точность, эффективность и время 
обнаружения возбудителей. 

В России и в других странах разработаны панели 
для идентификации грибов, направленные на детек-
цию в первую очередь Candida albicans и небольшого 
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числа non-albicans видов Candida. Например, ООО 
«ДНК-технологии» (Россия) разработана ПЦР-панель 
для идентификации C. albicans (набор реагентов «Канд-
ген» для выявления ДНК C. albicans), компанией «Ин-
терЛабСервис» (Россия) − тест-система «Флороценоз», 
в состав которой входят только C. albicans, C. glabrata, 
C. krusei, C. parapsilosis и C. tropicalis, но этого зачастую 
бывает недостаточно для правильной и своевременной 
диагностики грибковых инфекций. На данный момент 
нет зарегистрированных ПЦР-панелей, в состав кото-
рых входит M. furfur. Все это, безусловно, затрудняет 
выявление возбудителей инвазивных микозов.

Методы определения чувствительности дрож-
жевых грибов к антимикотическим препаратам. 

Чувствительность дрожжевых грибов рода Candida 
к противогрибковым препаратам тесно связана с их 
видовой принадлежностью. Поэтому необходим по-
стоянный мониторинг видового состава микромице-
тов, их чувствительности к противогрибковым пре-
паратам. Выбор лекарственных средств для терапии 
микозов зависит от вида возбудителя и его чувстви-
тельности к антимикотикам, особенностей фарма-
кокинетики, токсичности препарата и клинического 
состояния самого пациента. Хотя не существует реко-
мендаций по лечению системных микозов, вызванных 
Malassezia, многочисленные клинические данные сви-
детельствуют о клинической эффективности амфоте-
рицина В [32-36]. 

Основными методами определения чувствительно-
сти грибов к антимикотическим препаратам являются 
метод серийных разведений в жидкой либо твердой пи-
тательной среде и диско-диффузионный метод. В реко-
мендациях CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute 
– Институт клинических и лабораторных стандартов) 
США и EUCAST (European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing – Европейский комитет по опреде-
лению чувствительности к антимикробным препара-
там) описаны методы определения чувствительности 
к антимикотикам и критерии интерпретации получен-
ных результатов для грибов родов Candida, Aspergillus, 
Cryptococcus, но в них нет методики определения чув-
ствительности для других микромицетов, в частности 
для M. furfur [37-41], которые имеют свои особенности 

культивирования. Все вышеперечисленные методы не 
могут подходить для M. furfur, так как данный гриб 
имеет особый метаболизм, для его жизнедеятельности 
необходимы липиды, а описанные выше среды не отве-
чают питательным особенностям данного вида. Кроме 
того, в рекомендациях не отработаны пороговые зна-
чения МПК, необходимые для дифференциации чув-
ствительных и устойчивых штаммов M. furfur. Эта ме-
тодика не дает пороговых значений МПК, являющихся 
полезными параметрами для различия изолятов с ле-
карственной устойчивостью и без неё. Проблема оста-
ется нерешённой, и некоторые исследователи в каче-
стве питательной среды для определения чувствитель-
ности изолятов M. furfur к антимикотикам предлагают 
использовать Сабуро-декстрозный агар с 1% Твина 80 
либо уреазный бульон Кристенсена [41-43]. Однако 
такой подход трудно применим в рутинной практике 
микробиологических лабораторий, так как в методи-
ке используются чистые субстанции антимикотиков, а 
сама постановка теста − крайне трудоемкий процесс. 
При этом знания о чувствительности M. furfur крайне 
необходимы и в рутинной практике зачастую имеют 
решающее значение при выборе этиотропной терапии, 
особенно для пациентов с внутрибольничным ИМ.

В настоящее время коммерческие аналоговые 
тест-системы (ручные и автоматические), такие как 
Е-тесты, ATB Fungus 2 (bioMerieux), Vitek (bioMerieux), 
MicroScan WalkAway (Siemens), Sensititr (ThermoFisher 
Scientific) не адаптированы для M. furfur.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные литературные данные свидетель-

ствуют о том, что инвазивные микозы, вызванные 
дрожжевым грибами Malassezia furfur в отделениях ре-
анимации новорождённых, являются актуальной про-
блемой, так как культивирование, идентификация и 
определение чувствительности возбудителя к антими-
котическим препаратам затруднены, и, соответствен-
но, осложнены своевременная постановка диагноза и 
своевременная терапия. Все это диктует острую не-
обходимость разработки методов культивирования, 
идентификации и определения чувствительности гри-
бов M. furfur к противогрибковым препаратам.
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Криптококкоз − оппортунистический микоз, который среди 
ВИЧ-инфицированных пациентов развивается преимущественно 
при тяжелом иммунодефиците. Описаны клинические случаи крип-
тококкоза с поражением кожи у больных, инфицированных ВИЧ: 
женщины (28 лет) и мужчины (46 лет). Наблюдения представлены 
с целью наглядно продемонстрировать вариабельность клинических 
проявлений данного заболевания. После проведенной антифунгальной 
терапии достигнут полный регресс высыпаний. В статье также 
приведены результаты лечения пациентов.

Ключевые слова: криптококкоз, иммунодефицит, ВИЧ-
инфекция, флуконазол
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Cryptococcosis is an opportunistic mycosis. Among HIV-infected 
patients it develops predominantly at severe immunodeficiency. Clinical 
cases of cryptococcosis with skin lesions in patients, infected with HIV (a 
28-year-old woman and a 46-year-old man) have been described in the 
article. These observations demonstrate variability of clinical manifestations 
of this disease. After antifungal therapy a complete regression of rashes was 
achieved, the results of treatment of patients were shown.
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Криптококкоз − оппортунистический микоз с пре-
имущественно аспирационным механизмом переда-
чи, вызываемый одноклеточными дрожжеподобными 
грибами из класса базидиомицетов − Cryptococcus spp. 
[1-4]. 

В 95% всех случаев криптококковой инфекции (КИ) 
возбудителями являются серотипы A и D Cryptococcus 
neoformans (var. grubii и var. neoformans соответствен-
но) [1, 4]. Наибольшему риску развития КИ подвер-
жены больные ВИЧ-инфекцией, пациенты, длительно 
получающие кортикостероиды, а также лица после 
трансплантации органов [5, 6]. Поскольку у больных 
ВИЧ-инфекцией манифестация криптококкоза чаще 
всего происходит при показателях CD4+-лимфоцитов, 
не превышающих 100 (у большинства ниже 50) клеток/
мкл, его относят к СПИД-индикаторным заболевани-
ям [5, 7, 8]. 

После вдыхания возбудителя в легких формируется 
первичный очаг [4]. Клиническая картина поражения 
легких вариабельная: от бессимптомного или со скуд-
ными проявлениями течения (кашель с небольшим ко-
личеством мокроты, боль в грудной клетке) до острой 
дыхательной недостаточности [1, 9]. 

У лиц с нарушениями клеточного иммунитета ге-
матогенным путем происходит диссеминация возбу-
дителя [10]. Главный очаг диссеминации − централь-
ная нервная система (менингит / менингоэнцефалит 
составляет до 90% всех случаев КИ), менее часто по-
ражаются кожа, глаза, кости и суставы, еще реже во-
влекаются в процесс мочеполовая система, мышцы, 
сердце, щитовидная железа, надпочечники, органы 
головы и шеи [5, 9]. Кожные поражения при КИ, как 
правило, вторичны и являются маркером диссемина-
ции криптококка. В редких случаях при глубоком им-
мунодефиците, вызванном ВИЧ, на месте внедрения 
C. neoformans возможно развитие первичного кожно-
го криптококкоза (ПКК) без поражения центральной 
нервной системы (ЦНС) и внутренних органов [11]. 

Кожные проявления КИ многообразны. Высы-
пания могут быть представлены папулами и узлами, 
склонными к изъязвлению в центре и окруженными 
эритемой, везикулами, элементами акнеподобного, 
герпетиформного характера, пустулами, язвенно-не-
кротическими очагами, возможно развитие флегмоны 
[11-14]. У ВИЧ-позитивных пациентов проявления не-
редко схожи с контагиозным моллюском, отмечается 
склонность к поражению лица, шеи, волосистой части 
головы [3, 5, 8, 12, 15]. 

При ПКК клинические проявления (панариций, 
флегмона, целлюлит, очаги в виде язв) обычно одиноч-
ные, расположены на открытых участках кожи. Напро-
тив, для диссеминированной КИ характерны рассеян-
ные папулезные элементы с западением в центре [16]. 

Диагноз криптококкоза кожи основывается на кли-
нической картине заболевания и выявлении возбуди-
теля в материале из очага поражения одним из методов 
исследования: микроскопическим, гистологическим, 
культуральным, ПЦР [1, 7, 11, 14].

Дифференциальную диагностику проводят с пио-
дермиями, контагиозным моллюском, бластомикозом, 
гистоплазмозом [12]. 

При легкой или умеренной тяжести КИ без раз-
вития менингита основным терапевтическим режи-
мом у больных ВИЧ-инфекцией является применение 
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флуконазола по 400 мг в сутки внутрь в течение 6-12 
месяцев. Лечение КИ с поражением ЦНС, при обна-
ружении криптококка в крови или тяжелом течении 
заболевания начинают с индукционной терапии амфо-
терицином В (0,7-1,0 мг/кг 1 раз в сутки) в сочетании 
с флуцитозином (25 мг/кг 4 раза в сутки) и флукона-
золом (200 мг 2 раза в сутки) или липосомальным ам-
фотерицином В (3-4 мг/кг в сутки) + флуцитозином в 
указанных выше дозах [17]. После достижения отри-
цательного результата посева или ПЦР ликвора на C. 
neoformans переходят на консолидирующую терапию 
(основной режим – флуконазол 400 мг в сутки) в тече-
ние 8-10 недель с последующей поддерживающей те-
рапией (основной режим – флуконазол 200 мг в сутки) 
до полного исчезновения симптомов при стабильном 
количестве CD4+-лимфоцитов, превышающем 100 кле-
ток/мкл, и неопределяемой вирусной нагрузкой в тече-
ние 3 месяцев [8, 17]. 

Проведение при КИ любой локализации люмбаль-
ной пункции с определением давления цереброспи-
нальной жидкости и ее последующим исследованием 
позволяет своевременно диагностировать асимптом-
но протекающий менингит и в дальнейшем назначать 
адекватное лечение [1, 7-9]. 

Представляем два собственных клинических на-
блюдения. 

Больная С., 28 лет, обратилась к дерматовенерологу 
областного центра профилактики и борьбы со СПИД 
(ОЦ СПИД) с жалобами на высыпания (на коже лица, 
туловище, конечностях), которые субъективно не бес-
покоили. Первые очаги появились около 2 месяцев на-
зад сначала на конечностях и туловище, затем на лице. 
Лечилась самостоятельно мазью левомеколь, без эф-
фекта.

Состоит на учете в ОЦ СПИД в течение 9,5 лет по 
поводу ВИЧ-инфекции (стадия вторичных заболева-
ний 4В). На протяжении шести лет принимала анти-
ретровирусную терапию (АРТ), затем её прервала, три 
года инфекциониста не посещала. Поступила 8 мес. на-
зад в неотложном порядке в инфекционное отделение 
городской клинической больницы (ГКБ) в состоянии 
средней тяжести. Установлен диагноз «Генерализован-
ный криптококкоз с поражением ЦНС (менингит), тя-
желое течение. Орофарингеальный кандидоз. Абсцеди-
рующая верхнедолевая пневмония слева. Псевдомембра-
нозный колит. Гипохромная анемия средней тяжести. 
Вторичная тромбоцитопения. Хронический гепатит 
С». Лечение КИ первые 7 дней проводили амфотери-
цином В (0,7 мг/кг в сутки внутривенно капельно) 
в сочетании с флуконазолом (800 мг/сутки) [17]. В 
дальнейшем выполнена коррекция антифунгальной 
терапии, поскольку при посеве ликвора обнаружен C. 
neoformans, резистентный к амфотерицину, чувстви-
тельный к вориконазолу, флуконазолу, итраконазолу. 
Назначен вориконазол (400 мг/сутки в 2 приема) [1] 
на 2,5 недели, затем флуконазол (800 мг/сутки) 4 неде-
ли. Выписана из ГКБ в удовлетворительном состоянии 
после получения отрицательного результата посева 
ликвора на C. neoformans. При выписке рекомендовано 
возобновить АРТ, продолжить прием флуконазола по 
400 мг/сутки внутрь 8-10 недель [17]. Спустя 1,5 мес. 
антифунгальную терапию самовольно прекратила. По-
следние 6 мес. принимала АРТ (абакавир, ламивудин, 
лопинавир + ритонавир). За год, предшествующий об-

ращению, перенесла туберкулез внутригрудных лим-
фатических узлов. К моменту осмотра туберкулезная 
инфекция санирована.

При объективном обследовании: общее состоя-
ние удовлетворительное, сознание ясное, положение 
активное. Тоны сердца ясные, ритмичные, частота 
сердечных сокращений − 72 в минуту, артериальное 
давление − 110/71 мм рт. ст. Живот при пальпации 
мягкий, безболезненный. Печень не выступает из-под 
края реберной дуги. Селезенка уплотнена, увеличена. 
Неврологическая симптоматика отсутствует. Физио-
логические отправления в норме.

Status localis: патологический процесс на коже носит 
распространенный характер, асимметричный, пред-
ставлен немногочисленными высыпаниями на лице, 
шее, передней поверхности туловища, правом пред-
плечье и стопе.

На лице в области носогубных складок наблюдали 
папулы округлой формы диаметром до 6 мм (две спра-
ва и одна слева), возвышающиеся над уровнем окру-
жающей кожи, розовой окраски, слева с пупкообраз-
ным вдавлением в центре, справа покрытые геморра-
гическими корочками (Рис.1 а-б).

На других, указанных выше, участках кожи отмеча-
ли единичные очаги поражения от 5 до 20 мм, розово-
го цвета, с западением и серозно-геморрагической ко-
рочкой в центральной части, легкой эритемой вокруг 
(Рис. 1 в-д).

Проведено обследование: ПЦР РНК ВИЧ в плазме 
крови − менее 150 копий/мл, CD4+-лимфоциты − 85 
клеток/мкл (11%). Отклонения в общем анализе крови: 
количество тромбоцитов − 49,8∙109/л, СОЭ – 73 мм/час. 
В биохимическом анализе крови, общем анализе мочи 
патологических изменений не выявлено. Результаты 
гистологического исследования биоптата пораженной 
кожи: в дерме фокус гранулематозного воспаления, в 
центре которого определяются скопления криптокок-
ков. В период ожидания результатов исследований у 
пациентки появились нарастающая в вечернее время 
головная боль, тошнота, повышение температуры до 
субфебрильных значений. Госпитализирована в ин-
фекционное отделение ГКБ, выполнена люмбальная 
пункция. Давление цереброспинальной жидкости 
повышено, при исследовании ликвора – бесцветный, 
прозрачный, цитоз − 8 клеток/мкл (все лимфоциты), 
белок − 240 мг/л, глюкоза − 2,9 ммоль/л. Методом ла-
текс-агглютинации в ликворе обнаружен антиген C. 
neoformans. В ГКБ пациентке установлен диагноз: ге-
нерализованный криптококкоз с поражением кожи, 
ЦНС (менингит средней степени тяжести). Проведено 
лечение: дезинтоксикационная, дегидратационная те-
рапия, флуконазол 800 мг/сутки −14 дней. На момент 
выписки неврологическая симптоматика купирована, 
эффлоресценции уменьшились в размере, прием флу-
коназола рекомендовано продолжить в дозе 800 мг в 
сутки в течение 8 недель. Спустя 2 месяца высыпания 
на коже полностью регрессировали, пациентка переве-
дена на консолидирующую терапию флуконазолом по 
400 мг/сутки.

Больной К., 46 лет, обратился к дерматовенероло-
гу ОЦ СПИД с жалобами на высыпания на коже лица, 
верхних конечностей. Болен около двух недель, когда 
появились первые очаги на лице, затем процесс рас-
пространился. Элементы сыпи постоянно увеличи-
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Рис.1. Больная С. Очаги поражения на лице (а, б), шее (в), передней брюшной стенке (г), стопе (д).
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вались в размерах и количестве. Самостоятельно не 
лечился. Из анамнеза: ВИЧ-инфекция выявлена 16 
лет назад в субклинической стадии (3), в дальнейшем 
у инфекциониста не наблюдался. За последние полго-
да отмечал резкое ухудшение самочувствия (слабость, 
потерю массы тела), спустя 4 месяца обратился в ОЦ 
СПИД. После дообследования установлена стадия 
вторичных заболеваний (4В) ВИЧ-инфекции в фазе 
прогрессирования в отсутствие АРТ. На протяжении 
последних 1,5 месяцев принимал препараты для хи-
миопрофилактики вторичных заболеваний (протуб-3, 
азитромицин, ко-тримоксазол) и месяц АРТ (абакавир 
+ ламивудин, эфавиренз). 

Status localis: процесс на коже имеет распространен-
ный характер, представлен многочисленными папула-
ми на лице, плечах, предплечьях розово-красного цве-
та, округлой формы, с четкими границами, возвыша-
ющимися над уровнем окружающей кожи, диаметром 
от 3 до 15 мм, легкой эритемой вокруг, с изъязвлением 
в центральной части более крупных очагов. На лице − 
рассеянные акнеподобные высыпания. Кожа крыльев 
носа, мочек ушей инфильтрирована, насыщенно розо-
вого цвета с единичными элементами, напоминающи-
ми милиумы, на поверхности (Рис. 2 а, б). 

Результаты обследования: до начала приема АРТ 
CD4+-лимфоциты − 2 клетки/мкл (0%), ПЦР РНК ВИЧ 

a

б

в

г

Рис. 2. Больной К. Высыпания на лице при первичном обращении (а, б),  
состояние через 2 недели (в) и 5 мес. (г) от начала антифунгальной терапии.
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в плазме крови − 1,765 млн копий/мл, спустя месяц 
приема − 9 (1%) и 498 соответственно. При осмотре 
невролога неврологической симптоматики не наблю-
дали. От проведения люмбальной пункции отказался. 
При патоморфологическом исследовании биоптата из 
очагов на коже обнаружены скопления криптококков, 
в сыворотке крови выявлен антиген C. neoformans ме-
тодом латекс-агглютинации. При рентгенологическом 
исследовании легких патологии не отмечено. Уста-
новлен диагноз «диссеминированный криптококкоз с 
поражением кожи». Назначен флуконазол внутрь по 
400 мг в сутки [17]. Спустя 2 недели, на фоне приема 
антимикотика, процесс на коже начал регрессировать. 
Достигнуто полное клиническое выздоровление через 

5 месяцев приема флуконазола в указанной дозировке 
(Рис. 2 в, г). 

В публикациях, посвященных КИ, клиническая 
картина кожного криптококкоза носит преимуще-
ственно описательный характер, иллюстрации мало-
численны, что существенно затрудняет диагностику 
заболевания. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенные наблюдения наглядно демонстриру-

ют клинические проявления криптококковой инфек-
ции с поражением кожи у больных ВИЧ-инфекцией 
и призваны расширить представления практических 
врачей о данной патологии. 
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СМЕШАННАЯ 
МИКОТИЧЕСКАЯ 
ИНФЕКЦИЯ У БОЛЬНОГО 
С ГЕНЕРАЛИЗОВАННОЙ 
ФОРМОЙ КРИПТОКОККОЗА
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В работе представлено описание скоропостижного летального 
исхода у 50-летнего пациента без уточненного иммунного стату-
са через 40 минут после поступления в больницу скорой помощи от 
массивного кровотечения из желудочно-кишечного тракта. Мико-
тическая этиология язвы желудка, как и одного из проявлений гене-
рализованного криптококкоза, не были диагностированы у больного 
при жизни и стали неожиданными находками при посмертном ги-
стологическом исследовании тканей пациента. Формирование ми-
котической гранулемы в стенке желудка, распад которой привел к 
развитию острой язвы, осложненной пенетрацией в малый сальник 
с аррозией его сосудов, – крайне редкий клинический случай. Последу-
ющее желудочное кровотечение и геморрагический шок явились не-
посредственной причиной смерти пациента. Необходимо помнить о 
возможности поражения оппортунистическими инфекциями желу-
дочно-кишечного тракта и их характерную морфологическую кар-
тину, особенно у лиц с наличием иммунодефицита, в первую очередь 
при исследовании биоптатов у живых лиц, поскольку верификация 
микотического поражения требует проведения дополнительных ги-
стологических окрасок и микробиологических исследований.

Ключевые слова: генерализованный криптококкоз, криптокок-
коз желудка, язва желудка

ATYPICAL LOCALIZATION 
IN CASE OF GENERALIZED 
CRYPTOCOCCOSIS AS A 
REASON OF LETAL EXODUS
1,2Korneva Yu.S. (associate professor of the 
department, pathologist), 1,2Ukrainets R.V. 
(pathologist, assistent of the department) 
1Smolensk Medical University (Department of Pathological 
Anatomy); 2Smolensk Regional Institute of Pathology 
(Department of Clinical Pathology №2), Smolensk, Russia 

A sudden death of a 50-year-old patient without an improved 
immune status 40 minutes after admission to the emergency hospital due 
to intensive bleeding form gastrointestinal tract have been described in the 
article. Mycotic etiology of stomach ulcers, as one of the manifestations 
of generalized cryptococcosis, was not diagnosed in a patient during his 
lifetime and became unexpected findings in a postmortem histological 
examination of the patient’s tissues. The formation of mycotic granulomas 
in the stomach with further destruction led to acute ulcer formation, 
complicated by penetration to the omentum minor and involvement of its 
arteries is an extremely rare clinical observation. Subsequent gastric bleeding 
and hemorrhagic shock were the immediate cause of the patient’s death. It is 
necessary to remember about the possibility of gastrointestinal tract affection 
by opportunistic infections and their characteristic morphological picture, 
especially in patients with immunodeficiency, especially for investigation of 
biopsy specimens from alive patients, since the verification of mycotic lesion 
requires additional histological stains.

Key words: generalized cryptococcus, cryptococcosis of stomach, 
stomach ulcer
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ВВЕДЕНИЕ
Оппортунистические инфекции могут стать при-

чиной поражения желудочно-кишечного тракта, 
обычно вовлекая в патологический процесс пищевод 
и кишечник. При этом для пищевода характерно по-
ражение грибами рода Candida, вирусом герпеса и ци-
томегаловирусом; при наличии симптомов поражения 
кишечника чаще выявляют шигеллы, гардии, кампило-
бактер-подобные микроорганизмы, амебы [1]. Однако 
поражение желудка оппортунистическими инфекци-
ями возникает крайне редко. В научной литературе 
практически не встречается описание случаев крип-
тококкоза с изолированным поражением желудочно-
кишечного тракта либо его поражением вследствие 
диссеминации инфекции [2, 3]. Еще реже приводят 
наблюдения, когда криптококкоз данной локализации 
был причиной появления симптомов, послуживших 
поводом обращения за медицинской помощью [2], и 
был диагностирован при жизни с последующим назна-
чением специфической терапии. В данной статье пред-
ставлен клинический случай, в котором криптококкоз 
стал посмертной находкой в качестве этиологического 
фактора язвы желудка, осложненной фатальным кро-
вотечением. 

Описание клинического случая
Мужчина, 50 лет, был доставлен в ОГБУЗ «Клини-

ческая больница скорой медицинской помощи» г. Смо-
ленска в октябре 2018 г. бригадой скорой медицинской 
помощи в агональном состоянии, где находился в те-
чение 40 минут. Из анамнеза (со слов врачей скорой 
помощи, т.к. мужчина доставлен без сопровождения): 
в течение последних суток у пациента была рвота кро-
вью; накануне в течение нескольких дней принимал 
нестероидные противовоспалительные препараты 
(НПВС) от болей в животе; в анамнезе – гепатит В и С, 
дополнительных анамнестических данных выяснить 
не удалось. Объективно: при физикальном обследо-
вании особенностей не выявлено, поскольку оно вви-
ду терминального состояния было резко затруднено. 
При ректальном исследовании – на перчатке кал чер-
ной окраски, на основании чего установлен диагноз 
«желудочно-кишечное кровотечение из неустанов-
ленного источника». При транспортировке в отделе-
ние анестезиологии и реанимации наступила клини-
ческая смерть, после безуспешных реанимационных 
мероприятий констатирована биологическая смерть. 
Учитывая кратковременность пребывания больного 
в стационаре и тяжесть состояния, выполнено только 
ультразвуковое исследование (УЗИ) органов брюшной 
полости, по его данным: в желудке большое количе-
ство жидкости, незначительная гепатоспленомегалия, 
диффузные изменения в поджелудочной железе, почки 
визуально не изменены, свободной жидкости в брюш-
ной полости нет. С клиническим диагнозом: «Основное 
заболевание: Желудочно-кишечное кровотечение из 
неустановленного источника. Осложнения основного 
заболевания: острая постгеморрагическая анемия. Ге-
моррагический шок IV степени. Сопутствующие забо-
левания: Хронический вирусный гепатит В и С» тело 
умершего было направлено в отделение клинической 
патологии № 2 им. профессора В.Г. Молоткова ОГБУЗ 
«Смоленский областной институт патологии». Во вре-
мя аутопсии выявлены следующие морфологические 
изменения. Пациент с множественными татуиров-
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ками, в локтевых ямках – следы от инъекций (веро-
ятно, указывающих на употребление внутривенных 
наркотиков), кожные покровы бледные. Со стороны 
органов грудной полости отмечали дряблость сердца 
с нерезко выраженной дилатацией камер, легкие были 
несколько уплотнены в базальных отделах, синевато-
красного цвета, с разреза стекала пенистая жидкость. 
Со стороны органов брюшной полости наблюдали из-
менения со стороны желудочно-кишечного тракта: 
в желудке по малой кривизне в 6,0 см от привратни-
ка − сквозной дефект стенки с мягкими краями, дном 
дефекта являлась жировая ткань малого сальника с 
6-ю аррозированными сосудами. Желудок резко рас-
тянут темно-вишневыми массами объемом около 2000 
мл в виде свертков и жидкой крови, в тонкой кишке 
– малоизмененная кровь, в толстой кишке − массы по 
типу мелены; печень коричневого цвета, плотноэла-
стической консистенции, умеренно увеличена в раз-
мерах. Полость черепа не вскрывалась по заявлению 
родственников и ввиду очевидности первоначальной 
и непосредственной причины смерти на основании 
макроскопических данных. После аутопсии предвари-
тельный патологоанатомический диагноз был сформу-
лирован, как: «Основное заболевание: Хроническая язва 
желудка в обострении. Осложнения: Пенетрация язвы в 
малый сальник с аррозией его сосудов. Желудочное кро-
вотечение. Геморрагический шок. Сопутствующие за-
болевания: Вирусные гепатиты В и С (по клиническим 
данным), вторичная кардиомиопатия». Однако ги-
стологическое исследование аутопсийного материала 
дало неожиданные результаты. В краях язвы желудка 
при окраске гематоксилином и эозином были обна-
ружены круглые и овальные скопления дрожжевых 
клеток округлой формы, по размеру сопоставимые с 
эритроцитами (диаметром около 8 мкм) (Рис. 1, стрел-
ка) с оптически пустой цитоплазмой, имеющих четко 
очерченные контуры. 

Рис. 1. Дрожжевые клетки криптококка (стрелка) в крае 
язвенного дефекта слизистой оболочки желудка в зоне 

некроза (окраска Г-Э, х400).

Данные клетки при окраске по Моури имели кап-
сулу голубого цвета, а клеточные стенки – темно-си-
ние. Также при окраске по Моури выявили скопления 
многочисленных дрожжевых клеток (Рис. 2, стрелки) 
и гиф гриба (Рис. 2, головки стрелок) фиолетового цве-
та, по морфологическому строению соответствующие 
псевдомицелию грибов рода Candida, не определяемые 

при окраске гематоксилином и эозином. Гифы псев-
домицелия располагались равномерно и хаотично по 
площади среза. Они сильно искривлены. 

Рис. 2. Дрожжевые клетки и псевдомицелий Candida в 
крае язвенного дефекта слизистой оболочки желудка в 

некротических массах (окраска по Моури, х400).

При этом дрожжевые клетки криптококка (Рис. 3, 
стрелки) распространялись на всю толщу стенки же-
лудка, а дрожжевые клетки и гифы Candida, локали-
зовались только на поверхности дефекта в очагах не-
кроза, что отражает последовательность поражения 
грибковыми агентами и значимость криптококков 
именно для развития смертельного осложнения в виде 
перфорации стенки желудка. 

Рис. 3. Дрожжевые клетки криптококка (стрелки) в толще 
стенки желудка (окраска по Моури, х400).

Клеточный инфильтрат в крае язвенного дефекта 
полиморфный, представлен преимущественно лим-
фоцитами, макрофагами с примесью эозинофильных 
гранулоцитов, практически при полном отсутствии 
нейтрофильных гранулоцитов и пролиферацией фи-
бробластов. Аналогичные скопления дрожжевых кле-
ток криптококков, окруженные воспалительным ин-
фильтратом в виде лимфоцитов и макрофагов, форми-
рующих ограниченные скопления вокруг возбудителя, 
обнаружены в почках, печени, легких и в миокарде 
(Рис. 4, стрелка), что свидетельствует о генерализо-
ванном криптококкозе, который был сформулирован 
в качестве основного заболевания.
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Рис. 4. Криптококковая гранулема (стрелка) в миокарде 
(окраска Г-Э, х400).

К сожалению, кратковременность пребывания па-
циента в стационаре ограничила возможность обсле-
дования, поэтому не уточнены причины иммуноде-
фицита, ставшего поводом для генерализации данной 
оппортунистической инфекции (при активном ретро-
спективном выяснении − пациент не состоял на учете 
в ОГБУЗ «Смоленский центр профилактики и борьбы 
со СПИД»). Однако подобное поражение с участием 
двух видов грибов (микст-инфекция), тем более с во-
влечением желудочно-кишечного тракта, при отсут-
ствии других заболеваний, способствовавших разви-
тию иммунодефицита, косвенные макроскопические 
признаки наличия у пациента факторов риска ВИЧ-
инфицирования, говорят в пользу наличия данной ин-
фекции. Тем не менее в научной литературе описано 
развитие криптококкоза у больных с вирусными гепа-
титами без ВИЧ-инфекции [4].

ОБСУЖДЕНИЕ
Криптококкоз – оппортунистическая грибковая 

инфекция, вызванная Cryptococcus neoformans, преи-
мущественно поражающая легкие, центральную нерв-
ную систему, кожу и подкожно-жировую клетчатку 
с последующим вовлечением внутренних органов у 
пациентов с Т-клеточным иммунодефицитом [4], свя-
занным с ВИЧ-инфекцией или гемобластозами. Реже 
заболевание может возникнуть на фоне приема си-
стемных глюкокортикостероидов и иммуносупрессо-
ров [5, 6]. Несмотря на то, что встречаемость данного 
возбудителя возросла за последние десятилетия, упо-
минания о поражениях желудочно-кишечного тракта 
при криптококкозе встречаются в литературе крайне 
редко, и обычно это случаи посмертной диагностики 
[7]. Чаще данная оппортунистическая инфекция по-
ражает пищевод (обычно совместно с кандидозом), 
единичные случаи относятся к поражению терми-
нальных отделов подвздошной кишки, толстой киш-
ки, желчного пузыря, поджелудочной железы, печени 
и желудка у пациентов с длительно существующим 
иммунодефицитом, симптоматику со стороны пора-
женных органов описывают крайне редко [3, 8]. Яркие 
проявления, связанные с перфорацией полого органа 
и развивающимся перитонитом, более характерны для 
локализации в тонкой кишке, имеющей относительно 
тонкую стенку [9-11]. Однако представлены случаи, 

когда прижизненная биопсия слизистой оболочки 
желудка с обнаружением криптококков была поводом 
для последующей верификации ВИЧ у пациента [2, 
12]. В работе Washington K. et al. [3] показан случай, 
когда криптококкоз у пациента с ВИЧ, страдавшего 
гастроэзофагеальной рефлюксной болезнью, был диа-
гностирован при биопсийном исследовании в виде 
«узелков» в фундальном отделе желудка. Через 3 не-
дели противогрибковой терапии больной умер, а при 
посмертном гистологическом исследовании был под-
твержден генерализованный криптококкоз, однако в 
желудочно-кишечном тракте возбудитель определен 
только в слепой кишке, а фокусы в желудке исчезли 
(вероятно, на фоне проводимой терапии) [3]. Liu Y., 
еt al. [7] описали случай, похожий на представлен-
ный нами, когда желудочно-кишечное кровотечение 
из острых язв желудка (в количестве 4-х штук) стало 
причиной обращения за медицинской помощью, од-
нако пациент к тому моменту имел около 20-лет ВИЧ 
в анамнезе. Гастродуоденальный криптококкоз может 
проявляться общими конституциональными симпто-
мами с преобладанием поражения верхних отделов 
желудочно-кишечного тракта: боли в животе, дис-
фагия, тошнота и рвота [12], и даже диарея с обнару-
жением Cryptococcus neoformans в содержимом желуд-
ка [13]. Часто эти симптомы возникают у лиц с уже 
верифицированным криптококковым менингитом. 
При фиброгастродуоденоскопии у таких пациентов 
наблюдают изменения слизистой оболочки желудка, 
напоминающие проявления хронического гастрита, 
«узелки», воспалительные полипы, белесоватые бляш-
ки либо язвы [14]. Микобиоту выявляют практически 
в 50% язвенных дефектов желудка и 12-ти перстной 
кишки различной этиологии, чаще она представлена 
грибами рода Candida и Torulopsis [15], если пациент 
не страдает иммунодефицицитом. Поражение желуд-
ка дрожжевым грибом, выявленное нами у пациента, 
также часто отмечается при язвенных дефектах же-
лудка и 12-ти перстной кишки [4]. Главная роль в фор-
мировании сквозного дефекта стенки желудка, учи-
тывая распространение криптококков на всю толщу 
стенки желудка, принадлежит именно данному аген-
ту. Появление язвенных дефектов в желудке при вне-
дрении криптококка связано с распадом гранулемы, 
формирование которой является типичной реакцией 
тканей на внедрение возбудителя, сдерживающим его 
диссеминацию [2]. Причем разрушение стенки же-
лудка в описываемом случае было столь стремитель-
ным, что некроз распространился на прилежащую 
ткань малого сальника без формирования сквозного 
отверстия с истечением желудочного содержимого в 
брюшную полость, с разъеданием его сосудов и мас-
сивным кровотечением из них. Гистологическая кар-
тина в участке поражения характеризуется наличием 
округлых или овальных дрожжевых клеток диаме-
тром 4-12 мкм с толстой капсулой, иногда они могут 
определяться внутри макрофагов. Вокруг скопления 
микроорганизмов определяется воспалительная ре-
акция, которая более выражена у пациентов без ВИЧ-
инфекции, не имеющая выраженной специфики, в 
виде пролиферации фибробластов, скопления макро-
фагов, эпителиоидных клеток при отсутствии нейтро-
фильных гранулоцитов, поскольку полисахаридная 
капсула возбудителя задерживает их миграцию [2]. 
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За счет содержания мукополисахаридов капсула воз-
будителя дает позитивное окрашивание с муцикар-
мином, альциановым синим и PAS-реакцией, также 
диагностически полезны окраски основным коричне-
вым по методу Шубича, по Граму-Вейгерту, по методу 
Хочкисса-Мак-Мануса или А.Л. Шабалаша и окраска 
по Моури, при этом только последняя методика по-
зволяет выявить фагоцитированные криптококки [2, 
14]. Таким образом, дополнительные гистологические 
окраски дают возможность окончательно верифи-
цировать диагноз, поскольку наличие выраженного 
воспаления затрудняет визуализацию криптококков, 
особенно, когда патологоанатом не осведомлен от-
носительно анамнеза пациента и не ожидает увидеть 
данный нестандартный возбудитель в биопсийном 
материале из слизистой оболочки желудка.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Редкость поражения желудочно-кишечного тракта 

криптококками делает затруднительной прижизнен-
ную диагностику данного возбудителя по биопсийно-
му материалу, однако верификация этиологического 
агента поражения в данном случае необходима для 
коррекции схем лечения пациентов с назначением про-
тивогрибковых препаратов. Поэтому для привлечения 
внимания патоморфолога, особенно в случаях, где 
воспалительный инфильтрат нивелирует возбудитель, 
с последующим своевременным применением допол-
нительных специфических окрасок, от эндоскописта 
требуется четкое описание макроскопической карти-
ны с указанием в направлении наличия у больного за-
болеваний, связанных с развитием иммуносупрессии. 
Такое взаимодействие врачей разных специальностей 
позволит предотвратить развитие смертельных ослож-
нений, подобных представленному в данной статье. 
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Выявлено, что процент буккальных эпителиоцитов, экспресси-
рующих TLR-2 и TLR-4, снижается при кандидозе ротовой полости. 
Установлено, что IL-6 и IL-8 способны регулировать экспрессию TLR-
2 и TLR-4 на буккальных клетках, однако цитокин-зависимые изме-
нения в TLR-зависимых популяциях эпителиоцитов отличаются от 
соответствующих изменений при кандидозе полости рта.

Ключевые слова: кандидоз, Тoll-подобные рецепторы, цитоки-
ны, буккальные эпителиоциты
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It was detected that the percentage of buccal epithelial cells expressing 
TLR-2 and TLR-4 decreased in oral candidiasis. It was founded that IL-6 
and IL-8 can regulate TLR-2 and TLR-4 expression on buccal cells, but 
cytokine-dependent changes of TLR-2 and TLR-4 epithelial cell populations 
differed from the corresponding changes in oral candidiasis.

Key words: candidiasis, Toll-like receptors, cytokines, buccal 
epithelial cells
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие мукозального кандидоза зависит от мно-

гих факторов, в том числе от состояния местного им-
мунитета [1, 2]. В поддержании антикандидозной ре-
зистентности слизистых оболочек активное участие 
принимают эпителиоциты, продуцирующие анти-
микробные пептиды [3-5]. Клетки эпителия также 
наделены эффективной системой Toll-подобных ре-
цепторов (TLRs), позволяющей транслировать сигнал 
о контакте с потенциальным патогеном на генетиче-
ский аппарат клетки [6, 7]. Следствием этого является 
TLR-опосредованный синтез цитокинов и других ме-
диаторов, координирующих активность врожденного 
и адаптивного иммунитета [2, 8]. Наиболее хорошо 
представленными TLRs на эпителиальных клетках че-
ловека являются эпимембранные молекулы TLR-2 и 
TLR-4 [1].

Цель исследования − изучение экспрессии Toll-
подобных рецепторов – TLR-2 и TLR-4 на буккальных 
эпителиоцитах при кандидозе ротовой полости.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В ходе работы было проведено измерение экс-

прессии Toll-подобных рецепторов TLR-2 и TLR-4 на 
буккальных эпителиоцитах здоровых людей (16 чело-
век), а также у 11 пациентов с кандидозом полости рта. 
Буккальные эпителиоциты получали путем соскоба с 
внутренней поверхности щеки. Эпителиальные клетки 
отмывали от слюны (40g, 5 мин) забуференным физио-
логическим раствором (ЗФР), готовили взвесь с кон-
центрацией 108 кл/мл. Концентрацию эпителиоцитов 
определяли путем измерения оптической плотности 
суспензии на денситометре DEN-1 («Biosan», Латвия). 

Экспрессию TLR на буккальных эпителиоцитах 
определяли методом проточной цитофлуориметрии. 
Исследование выполняли на проточном цитофлуо-
риметре BD FACS Canto II System with Fluidics Cart 
(6-color, blue/red, USA). Для калибровки прибора 
использовали программы BD Cytometer Setup and 
Tracking Beads (BD CS&T). Взвесь эпителиальных кле-
ток пропускали через фильтры CellTricks с диаметром 
пор 100 мкм (Partec, Germany) и переносили в про-
бирки для цитофлуориметра. Эпителиальные клетки 
осаждали центрифугированием (40 g, 5 мин), к осадку 
добавляли 0,5 мл среды 199 с солями Хэнкса и глутами-
ном (ПанЭко, г. Москва). В ряде экспериментов к эпи-
телиоцитам добавляли цитокины (IL-6, IL-8). Пробы 
инкубировали (30 мин, 37 °С). Эпителиоциты из всех 
проб дважды отмывали ЗФР (40 g, 5 мин), к осадку 
клеток добавляли 100 мкл жидкости для цитофлуори-
метра «Cell wash». Материал в пробирках перемешива-
ли на механическом шейкере (Вортекс V3, Elmi, Лат-
вия). Для выявления нежизнеспособных клеток к бук-
кальным эпителиоцитам (100 мкл) добавляли 20 мкл 
7-AAD (7-амино-актиномицин D) (BD Pharmingen, 
USA), выдерживали 15 минут в защищенном от света 
месте. Затем в каждую пробу добавляли смесь антител 
CD282 (5 мкл) и CD284 (5 мкл) (BD Pharmingen, USA) 
для обнаружения мембранных TLR-2 и TLR-4 на эпите-
лиоцитах соответственно. В образец для определения 
спонтанного окрашивания добавляли 20 мкл жидко-
сти «Cell wash». Эксперименты каждой серии стави-
ли в трех повторах. Оценивали экспрессию TLRs на 
жизнеспособных буккальных эпителиоцитах, которые 
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отбирали на основании параметров бокового (SSC) и 
прямого (FSC) светорассеивания. 

Результаты обрабатывали с помощью компьютер-
ной программы FacsDiva 4.1. и вычисляли в процентах 
как отношение числа эпителиоцитов, презентирующих 
на своей поверхности TLR-2 и/или TLR-4, к общему ко-
личеству жизнеспособных клеток в пробе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительный анализ показал, что жизнеспособ-

ность эпителиальных клеток полости рта, полученных 
от больных кандидозом ротовой полости, не отлича-
ется от соответствующего показателя у здоровых лю-
дей. Так, процент жизнеспособных эпителиоцитов у 
больных кандидозом полости рта составлял 99,7±0,24, 
у здоровых лиц − 99,1±0,53 (р>0,05).

Установлено, что у здоровых людей процент всех 
буккальных эпителиоцитов в популяции, способных 
экспрессировать TLR-4 (TLR-4-позитивные клетки), 
был всегда выше, чем процент TLR-2-позитивных кле-
ток (Рис. 1, табл.1). В то же время у пациентов с канди-
дозом ротовой полости наблюдали обратное соотно-
шение: процент TLR-4-позитивных клеток был ниже, 
чем TLR-2-позитивных. При этом на фоне кандидоза 
полости рта в 5,6 раз уменьшилась субпопуляция кле-
ток, экспрессирующих одновременно TLR-2 и TLR-4 
(р<0,05) (Рис.1). 

а) здоровые доноры 
(контроль)

б) больные кандидозом 
полости рта

Рис. 1. Экспрессия TLR-2 и TLR-4 на буккальных 
эпителиоцитах у здоровых доноров и больных кандидозом 

ротовой полости, где:

 - TLR-2/4 - негативные клетки; 

 - клетки, экспрессирующие только TLR-2;

 - клетки, экспрессирующие TLR-2/4; 

 - клетки, экспрессирующие только TLR-4. 

В итоге на фоне кандидоза ротовой полости про-
цент TLR-2- и TLR-4-позитивных клеток снижался в 
1,4 и 9,5 раз соответственно (р<0,05) и, одновремен-
но, увеличивался процент TLR-2/4-негативных клеток 
(р<0,05) по сравнению с показателями в группе здоро-
вых доноров (табл. 1). 

Таблица 1

* - достоверность различий относительно здоровых 

доноров (р<0,05).
Снижение числа буккальных эпителиоцитов, име-

ющих TLR-2 и TLR-4 на фоне кандидоза полости рта, 
указывало на активную метаболическую перестройку 
клеток и могло быть обусловлено димеризацией акти-
вированных TLRs [9, 10] и/или их шеддингом [11]. В 
последнем случае уменьшение количества рецепторов 
идет за счет протеолитического отщепления внекле-
точной части мембранных рецепторов с поверхности 
клеток [11].

Вероятно, что направленность изменений экспрес-
сии TLRs на эпителиальных клетках при кандидозе 
может коррелировать с развитием воспалительной 
реакции, медиаторами которой выступает ряд цитоки-
нов, таких как IL-6 и IL-8 [12-14]. В связи с этим мы 
исследовали влияние IL-6 и IL-8 на экспрессию TLR-2 
и TLR-4 буккальными эпителиоцитами. 

Выявили, что цитокины IL-6 и IL-8 способны регу-
лировать экспрессию TLRs на буккальных эпителио-
цитах (табл. 2). 

Таблица 2

* - достоверность различий относительно интакт-
ных клеток (р<0,05). 

Так, воздействие IL-6 приводило к снижению про-
цента TLR-2-позитивных клеток, одновременно по-
вышая процент клеток, способных экспрессировать 
TLR-4. После инкубации буккальных эпителиоцитов с 
IL-8 процент TLR-2- позитивных клеток существенно 
не изменялся, при этом наблюдали тенденцию к уве-
личению процента TLR-4-позитивных клеток (табл. 2). 
Установлено, что количественные изменения TLR-2- и 
TLR-4-популяций эпителиоцитов после воздействия 
провоспалительных цитокинов отличаются от дина-
мики популяционных изменений, характерных для 
кандидоза полости рта. Это может свидетельствовать 
о том, что факторами, окончательно определяющи-
ми направление и интенсивность перестройки TLR-
аппарата эпителиальных клеток при кандидозе рото-
вой полости, по-видимому, являются микробные ком-
поненты. 

ВЫВОДЫ
Кандидоз полости рта приводит к изменению экс-

прессии TLR-2 и TLR-4 на буккальных эпителиоцитах, 
не оказывая существенного влияния на жизнеспособ-
ность клеток. 

При кандидозе ротовой полости снижается про-
цент эпителиоцитов, способных экспрессировать TLR-
2 и TLR-4. При этом наиболее сильно уменьшается по-
пуляция TLR-4-позитивных эпителиоцитов.

Воздействие IL-6 и IL-8 может влиять на экспрес-
сию TLR-2 и TLR-4 буккальными клетками, однако не 
вносит решающий вклад в популяционные изменения 
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среди TLR-2- и TLR-4-позитивных эпителиоцитов при кандидозе полости рта. 
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В статье рассмотрены современные аспекты этиологии, па-
тогенеза и клиники гранулематоза с полиангиитом (гранулематоза 
Вегенера). На примере собственного клинического наблюдения пред-
ставлен спектр возможных клинических проявлений заболевания со 
стороны кожи и слизистых оболочек, что особенно важно в практи-
ке врача-дерматовенеролога.
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The article deals with the modern aspects of etiology, pathogenesis 
and clinic of granulomatosis with polyangiitis (Wegener granulomatosis). 
On the example of own clinical observation, the range of possible clinical 
manifestations of the disease from the skin and mucous membranes 
is presented, which is especially important in the practice of a 
dermatovenerologist.
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Wegener’s granulomatosis is a rare multisystem 
autoimmune disease of unknown etiology, which is 
characterized by necrotizing granulomatous inflammation 
of the vascular wall of small and medium-sized blood 
vessels, mainly affecting the upper respiratory tract, lungs, 
kidneys, organs of sight and hearing. The synonyms 
are: granulomatosis with polyangiitis (GPA), Wegener’s 
disease, granulomatous-necrotizing vasculitis, necrotic 
granuloma of the upper respiratory tract with nephritis; 
granulomatous vasculitis associated with antibodies to the 
cytoplasm of neutrophils. In accordance with the decision 
of the 2nd International Consensus Conference (Chapel 
Hill, 2012), Wegener’s granulomatosis began to be called 
granulomatosis with polyangiitis (GPA) [1, 2].

In 1897, Peter McBride was probably the first to give a 
description of a patient with granulomatous polyangiitis. 
In 1931, Klinger described a 70-year-old physician 
with constitutional symptoms, joint damage, proptosis, 
widespread inflammation of the upper respiratory tract, 
saddle-shaped deformity of the nose, glomerulonephritis 
and pulmonary lesions. In 1936, Dr. Frederich Wegener 
reported about three patients with similar clinical 
features and published their findings on their clinical 
and histopathological manifestations, which led to the 
designation of the disease of the same name. In 1954, 
Goodman and Churg were the first who described the 
triad of pathological signs of GPA, including 1) systemic 
necrotizing vasculitis, 2) necrotizing granulomatous 
inflammation of the airways and 3) necrotizing 
glomerulonephritis [3].

The epidemiology of the disease has rarely been studied, 
the prevalence is 25-60 cases per 1 million people, and the 
incidence is 3-12 cases per 1 million people per year. At 
the age of 40-65 years, there are more male patients (the 
male to female ratio is 1.5: 1), but in childhood there are 
more female patients [4]. In recent years, there has been an 
increase in the incidence in European countries, especially 
during the autumn-winter period [5, 6].

The etiology of the disease is unknown. It is assumed 
that there is a provocative role of infectious agents 
(Staphylococcus aureus) with the presence of genetic 
susceptibility [7-16]. GPA is characterized by vasculitis 
of small and medium vessels, “geographical” necrosis and 
granulomatous inflammation, especially of the upper 
respiratory tract. Cellular immune processes underlie the 
formation of the primary vascular lesion − granulomas. At 
the same time, tissue damage is associated with the activation 
of cellular immune responses and the development of 
concomitant inflammation. The determination of anti-
cytoplasmic IgA antibodies (cANCA) in most patients 
with GPA also confirms the significance of the humoral 
autoimmune response. One of the antigens is serine 
protease 3 (PR3-cANCA). The pathogenetic role of PR3-
cANCA in GPA is confirmed by their identification in the 
active phase of the disease in 80-90% of patients with GPA 
[17-19]. Experiments in vitro have shown that neutrophil 
activation is one of the effects of PR3-cANCA, leading to 
the formation of active oxygen and elastase and secretion 
of PR3, which in turn contributes to tissue damage [8, 20]. 
Data from in vitro studies confirmed the role of complement 
in ANCA-associated systemic vasculitis and suggested 
the involvement of cANCA in neutrophil activation and 
endothelial damage. In general, these processes lead to the 
development of necrotic vasculitis [21-22].
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GPA has a wide range of clinical manifestations, which 
includes common manifestations in the form of fever, 
sweating, lethargy, loss of appetite, and weight loss. The 
most characteristic lesions of the upper respiratory tract 
(mouth ulcers, hyperplastic gingivitis, sinusitis, rhinitis, 
nasal bleeding, saddle-shaped deformity of the nose, otitis 
media, hearing loss) occur in the debut of the disease in 
80% of patients, and 80% of patients have pulmonary 
manifestations (in the form of pulmonary infiltrates, cough, 
hemoptysis, shortness of breath, pulmonary hemorrhages), 
in 75% of patients the kidneys (glomerulonephritis) can 
be affected. Ophthalmic manifestations (conjunctivitis, 
episcleritis, uveitis, vasculitis, optic nerve, occlusion of 
retinal proptosis) are less commonly observed, there may 
be arthritis, arthralgia, neuropathy, paralysis of the cranial 
nerves, pericarditis, myocarditis, arrhythmias, abdominal 
pain, gastrointestinal bleeding. Skin lesions are quite rare; 
they are not specific and include: palpable purpura, skin 
ulcers (the latter may resemble gangrenous pyoderma), 
vesicles, pustules, hemorrhagic blisters, livedo reticularis, 
and subungual hemorrhages. They are more characteristic 
developments in the later stages of the disease [23-34]. 
Routine laboratory tests for GPA are not specific. Results 
may include the followings:

•rheumatoid factor is positive with low titer in two 
thirds of patients, whereas antinuclear antibodies can be 
present in only 10-20% of patients;

•complete blood count: mild normochromic 
normocytic anemia is present in 50% of patients; possible 
leukocytosis with a predominance of neutrophilia;

•increased markers of inflammation − the 
sedimentation rate of Westergren erythrocytes (ESR) and 
C-reactive protein (CRP) in 90% of patients with active and 
generalized pathology.

The diagnosis is made on the basis of the criteria of 
the European League against Rheumatism (EULAR), the 
International Pediatric Rheumatological Clinical Research 
Organization (PRINTO) and the European Society of 
Pediatric Rheumatology (PreS) (Table) [34].

Table 

The diagnosis of granulomatosis with polyangiitis 
remains a challenge for a practicing dermatologist, taking 
into consideration the lack of specific dermatological 
manifestations of the disease. We share our own 
experience − under our supervision there was a 64-year-
old patient who was admitted for in-patient treatment 
in the dermatological department of St. Petersburg 

State Budgetary Healthcare Institution “Municipal 
Dermatovenerologic Dispensary” with a diagnosis of the 
“Distributed chronic pyoderma, ulcerative-necrotic form”. 
Comorbidities: Psoriasis vulgaris. Progressive stage. Winter 
period. Coronary heart disease. Hypertension stage 2, risk 
3. Chronic obstructive pulmonary disease. Hemorrhoids, 
in the period of exacerbation. During hospitalization, the 
patient complained of papular lesions on the skin, painful 
ulcers on the head, groin and mammary glands. He had 
been considered a patient with psoriasis since 2007, when 
psoriatic lesions appeared in the form of papules and 
plaques on the body. He was treated on an outpatient basis 
with improvement; it was possible to achieve remission 
of the disease which was lasting up to 3 years. Periodic 
exacerbations − autumn-winter. In early June, 2018, the 
nature of the rash changed: weeping ulcers appeared on 
the mammary glands, behind the left auricle. In August, 
ulcers appeared on the scalp, which became covered with 
purulent crusts; the patient did not receive treatment, and 
did not seek for medical help. At the same time period, 
patient noted an exacerbation of psoriasis − she turned to 
the Dermatovenerologic Dispensary at place of residence, 
from where the patient was sent for inpatient treatment 
(late September 2018). At admission the general condition 
is satisfactory, hemodynamics is stable. As for organs and 
systems, there are no specific features. On examination, 
the process of skin lesion is widespread and presented on 
the scalp of the head with dense crusts of gray, 1-2 cm in 
diameter, when squeezed, there is no discharge. On the 
right temporal region there is an ulcerative defect up to 1.5 
cm in diameter with clear boundaries and an inflammatory 
runs along the periphery; there is a purulent discharge 
from the ulcer surface. Behind the left auricle − an ulcer 
1.5 cm in diameter, deep, with a valiform edge and serous-
purulent discharge (Fig.1). 

Fig. 1. Behind the left auricle − an ulcer 1.5 cm in diameter, 
deep, with a valiform edge and serous-purulent discharge.

On the skin of the lower medial quadrants of both 
mammary glands there are two symmetrically located 
round ulcers up to 3.5 cm in diameter, with clear boundaries 
and elevated edges, with a moderately pronounced sero-
purulent discharge from the surface (Fig. 2). 
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Fig. 2. On the skin of the lower medial quadrant of mammary 
gland there is round ulcer up to 3.5 cm in diameter, with 
clear boundaries and elevated edges, with a moderately 
pronounced sero-purulent discharge from the surface.

In the area of the right inguinal-femoral fold, an ulcerated 
ulcer is up to 3 cm in length and up to 1 cm in width, with 
a roller-like edge and serous-purulent discharge. In the area 
of the chest, abdomen, mammary glands and hips there are 
rashes of flat red lenticular papules covered with whitish 
scales. When scraping papules, the positive symptoms of 
the psoriatic triad are determined. On the rear of the right 
hand there is a palpable purpura up to 1 cm in diameter.

The results of the blood test are: leukocytosis − 12.6∙109/l, 
neutrophilia − 76%, lymphopenia − 18%, other indicators 
− within the normal range, an increase in ESR − 47 mm/h. 
CRP − 135 mg/l. Markers of viral hepatitis B and C are 
not detected, F-50 is negative. Ketone bodies are present 
in the urine − 1 mmol/l, in the urine sediment, altered 
erythrocytes of 8-10 are found in the field of view, other 
indicators are within the normal range. In the biochemical 
analysis of blood, the level of glucose is increased − 12 
mmo/l, the GGTP (Gamma-glutamyltranspeptidase) is 
increased − 89.9 U/l, the level of creatinine is increased 
− 101 mmol/l, the other indicators are within reference 
values. ECG is a variant of the norm.

Received antibacterial, desensitizing therapy, 
glucocorticosteroids parenterally (30 mg of prednisolone). 
On the background of the therapy, a moderately pronounced 
positive dynamics was observed: the ulcers began to 
clear, there was no tendency for their growth, however, 
hemorrhagic spots appeared on the skin. After 12 days from 
the start of therapy, the patient’s body temperature rose to 
37.5, which was regarded as a manifestation of ARVI or 
exacerbation of chronic bronchitis. The patient began to 
complain of heart failure and shortness of breath. An x-ray 
of the chest organs was performed: in the lingular segment 
of the left lung infiltration was determined, in other parts 
of the lung there were no pathological changes. Antibiotics 
(cefazolin) were prescribed for the diagnosed pneumonia − 
on the fifth day of antibiotic therapy, the patient began to 
develop mouth ulcers (on the mucous tongue, soft palate), 
ranging in size from 0.2 to 0.5 cm in diameter. Against the 
background of the therapy, the fever disappeared, but the 
patient began to notice the appearance of hemorrhages on 
the legs (inner surface of the thighs, anterior surface of the 
legs), mucous membranes of the nasal cavity and pharynx. 
Screening for systemic ANCA-associated vasculitis was 
performed − cANCA was detected in a titer of 1: 640 
(with a cytoplasmic luminescence type). A CT scan of the 
breast was performed, a subpleural region of lung tissue 
consolidation in S6 of the right lung, a focal peribronchial 
region of S4 consolidation of the left lung, and a solid lung 
node in S5 of the left lung were found.

Based on the available clinical and laboratory data, 
GPA was diagnosed and the patient was transferred to a 
specialized multidisciplinary clinic. On the example of the 
presented patient, we observed the debut of GPA, which 
began with a skin lesion resembling gangrenous pyoderma. 
The presence of concomitant psoriasis created additional 
difficulties in the formulation of a correct diagnosis. The 
process progressed rather quickly, but only the appearance 
of of mouth ulcers, as well as the appearance hemorrhagic 
lesions on the skin, allowed us to suspect GPA.
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Представлены сравнительные данные микроскопии волос па-
циентов, из числа заболевших микроспорией, на разных этапах их 
лечения системными противогрибковыми препаратами. Так, при ис-
пользовании тербинафина наблюдали более ранние положительные 
изменения в структуре волос, чем при терапии гризеофульвином. В 
ходе лечения тербинафином на пятой неделе доля больных, у кото-
рых при микроскопии отмечали положительные изменения струк-
туры волос, составила 47,6%, тогда как при назначении гризеофуль-
вина аналогичные сдвиги были зафиксированы лишь у 40,6 %.
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Comparative data of microscopic examination of the hair of patients 
with microsporia at different stages of their treatment with systemic 
antifungal drugs are presented. Thus, with the use of terbinafine earlier 
positive changes in the structure of the hair was observed, than with the 
therapy with griseofulvin. In the course of treatment with terbinafine on 
the fifth week the proportion of patients with positive microscopy of hair 
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ВВЕДЕНИЕ
Среди грибковых заболеваний дерматомикозы яв-

ляются одной из наиболее серьёзных медико-социаль-
ных проблем как в связи с высоким уровнем заболе-
ваемости, так и по причине неуклонного увеличения 
показателей распространенности среди населения 
[1, 2]. Это во многом обусловливается полиэтиологич-
ным характером данной патологии и участием в эпиде-
мическом процессе животных, в том числе домашних 
[3, 4]. 

Данная патология особенно актуальна в педиатри-
ческой практике, поскольку чаще всего от дермато-
микозов страдают дети 3-14 лет. Наряду с поведенче-
скими особенностями детского возраста (активность, 
контакты с бездомными животными и др.), это может 
быть связано с различиями в строении волос. Так, в 
отличие от детей, у взрослых людей в волосах обнару-
живаются органические кислоты с фунгистатической 
активностью (например, ундициленовая кислота) [5]. 

На втором месте в мире среди всех микозов по за-
болеваемости находится микроспория [6]. Так, частота 
микозов волосистой части головы в Европе варьиру-
ет от 0,23 до 2,6% [7]. В России эпидемиологическая 
ситуация по микроспории также остается неблагопо-
лучной [8]. Основным этиологическим агентом этого 
заболевания в большинстве случаев являются грибы 
Microsporum canis [9], с которыми наиболее часто свя-
зывают атипичные формы микроспории [10]. 

Терапия микозов не всегда достаточно эффектив-
на, даже несмотря на значительное расширение ли-
нейки современных противогрибковых препаратов 
(гризеофульвин, тербинафин, кетоконазол, флукона-
зол, итраконазол) [11]. При этом их терапевтическую 
эффективность, как правило, оценивают клинически. 
Для получения объективных данных используют как 
стандартные микологические методы детекции пато-
генов (КОН-тест, культуральные), так и являющиеся 
очень перспективными молекулярно-генетические 
[12, 13]. Однако не менее информативной представля-
ется возможность комплексной сравнительной оценки 
эффективности лекарственных препаратов через об-
наружение их противогрибковой активности на мест-
ном уровне – непосредственно на модели пораженного 
волоса. 

Цель исследования − изучение динамики измене-
ний структуры волоса у детей, больных микроспорией, 
в процессе лечения системными противогрибковыми 
препаратами (тербинафином или гризеофульвином) и 
сравнительная оценка их эффективности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовали образцы клинического материала от 

пациентов ГАУЗ «Республиканский кожно-венероло-
гический диспансер №1» г.  Уфы с диагнозом «микро-
спория» в возрасте от 3 до 14 лет. Предварительный 
скрининг больных и формирование групп сравнения 
осуществляли при использовании лампы Вуда по лю-
минесценции пораженных волосистых участков голо-
вы (Рис. 1).
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Рис. 1. Свечение пораженных волосистых участков головы 
пациента с микроспорией при использовании лампы Вуда 

(длина волны – 325-380 нм).

Сбор клинического материла (волосы, соскобы с 
кожи, чешуйки) выполняли у 62 пациентов на второй, 
третьей, четвертой и пятой неделях лечения. Первая 
группа (32 человека) в качестве терапии получала гри-
зеофульвин, а вторая группа (30 человек) – тербина-
фин. Микологическая диагностика включала микро-
скопию нативных препаратов. Для растворения орого-
вевших масс и просветления препаратов использовали 
10% раствор KOH. Готовые препараты микроскопиро-
вали под малым (×100) и большим (×400) увеличением 
без иммерсии (AxioImager M1, Германия). В дальней-
шем материал дополнительно исследовали с примене-
нием культурального метода (волосы, соскобы с кожи, 
чешуйки) на среде Сабуро (ГНЦ ПМБ Роспотребнад-
зора, Россия). Посевы инкубировали 5-21 день при 
25-30 °С. Видовую принадлежность патогенных грибов 
определяли по культуральным признакам. Статисти-
ческую обработку данных осуществляли с помощью 
пакета прикладных программ «Microsoft Excel 7.0 for 
Windows 10».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При микроскопическом исследовании после обра-

ботки в 10% КОН волосы вновь поступивших паци-
ентов были окружены чехликом из мозаично распо-
ложенных спор. Кроме того, стержень волоса был по-
крыт первичными элементами, представлявшими со-
бой пузырьки и/или узелки, содержащие споры (Рис. 
2), на месте которых в дальнейшем формировались 
вторичные элементы в виде корочек (Рис. 3). 

Рис. 2. Стержень волоса при микроспории, покрытый 
первичными элементами гриба.

Рис. 3. Стержень волоса при микроспории, покрытый 
вторичными элементами гриба.

На месте вторичных элементов отмечали наруше-
ние целостности стержня волоса, что способствовало 
внедрению клеток M. canis внутрь. Последующие по-
вреждения коркового и мозгового вещества стержня 
волоса обусловливались прорастанием нитей мицелия 
(Рис. 4). 

Рис. 4. Стержень волоса, пораженного M. canis (увеличение 
×100).

Не менее существенные морфологические измене-
ния были выявлены в связи с поражением грибами M. 
canis фолликула волоса, который визуально становил-
ся рыхлым, деформировался и имел нечеткие размы-
тые контуры (Рис. 5). 

Рис. 5. Волосяной фолликул, пораженный M. canis 
(увеличение ×400).

При повреждении фолликула волоса, пораженного 
M. canis, обнаруживали грубые изменения, вызванные 
разрушением кератина волоса. В ходе применения гри-
зеофульвина и тербинафина к началу второй недели 
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медикаментозного лечения и до его завершения (3-5 
неделя) применительно к обоим использованным в 
группах сравнения препаратам визуально наблюдали 
положительную динамику восстановления исходной 
структуры как стержня волоса, так и его луковицы. 

Наибольший положительный терапевтический эф-
фект при этом морфологически был установлен при 
назначении тербинафина. Так, начиная со 2-ой недели 
лечения этим препаратом и к окончанию 4-ой недели, 
исходно пораженный M. canis детский волос полно-
стью восстанавливал нормальную структуру (Рис. 6).

Рис. 6. Волос ребенка с микроспорией через 4 недели 
лечения тербинафином (увеличение ×400).

В целом в течение 2-4 недель на фоне лечения тер-
бинафином отсутствие чехлика из спор отмечали у 12 
(40,7 %) человек. При этом у 7 (21,9%) пациентов одно-
временно значительно улучшалась структура волоса. 
В 5 (18,8%) случаях структура волос изменялась менее 
существенно. Необходимо признать, что при указан-
ной продолжительности лечения у 18 (59,3%) детей 
состояние волос оставалось без положительных изме-
нений. Однако к окончанию 5-ой недели терапии поло-
жительные изменения были выявлены уже у 28 (91,2%) 
пациентов, что проявлялось отсутствием на волосе 
чехлика из спор. Одновременно при этом в 15 (47,6%) 
случаях это сопровождалось значительным улучше-
нием структуры волос в целом, в 13 (43,6 %) случаях 
положительные изменения были менее выраженны-
ми. Полное отсутствие терапевтического эффекта при 
использовании тербинафина имело место у 2 (8,8%) 
больных (Рис. 7).

Рис. 7. Динамика изменения соотношения доли пациентов 
(%) с восстановленной структурой волос в процессе 

лечения микроспории тербинафином (2-5 недели 
лечения).

Несколько иные данные были получены в группе 
детей, прошедших курс лечения гризеофульвином. 
Так, на второй неделе лечения в ходе микроскопическо-
го исследования волос наблюдали отсутствие чехлика 
из спор у 11 (34,4%) пациентов, у 6 (18,8 %) – отмечена 
тенденция восстановления исходной структуры во-
лоса. У 5 больных (15,6%) положительные изменения 
структуры волоса на фоне лечения были слабо выра-
жены, а у 21 (65,6 %) − полностью отсутствовали. К пя-
той неделе лечения установлено отсутствие чехлика из 
мозаично расположенных спор у 25 (78,1%) детей, из 
них у 13 (40,6%) − происходила нормализация струк-
туры волоса, тогда как у 12 (37,5 %) − положительные 
изменения не обнаруживали (Рис. 8).

Рис. 8. Динамика изменения соотношения доли пациентов 
(%) с восстановленной структурой волос в процессе 
лечения микроспории гризеофульвином (2-5 недели 

лечения).

История проблем, связанных с грибковыми пора-
жениями волос у детей, является одной из наиболее 
продолжительных. Однако в ней по-прежнему немало 
парадоксов. Так, известно, что скорость вегетации 
грибов в сравнении с бактериями относительно невы-
сока. Тем не менее показано, что артроспоре многих 
патогенных для человека и животных грибов, прикре-
пившейся к кератиноциту для последующего прорас-
тания, достаточно 2-3 часов. В течение этого периода 
артроспора увеличивается в размерах и начинает фор-
мировать вокруг волоса микрофибриллярный слой, 
включающий способные к пенетрации интеркалирую-
щие клетки [14]. Последние продуцируют целый набор 
протеолитических ферментов, включая кератиназы, 
сохраняющих свою активность практически в любых 
условиях (кислота, щелочь, нейтральные среды). В 
дальнейшем они повреждают кератиноциты с выхо-
дом из последних низкомолекулярных пептидов, акти-
вирующих целый ряд других протеаз. Таким образом, 
запускается целый каскад связанных с грибами фер-
ментативных реакций, результатом которых являются 
тяжелые поражения кожи и волос [15, 16]. Несмотря 
на наиболее частые местные формы дерматомикозов, 
в воспалительный процесс при них могут вовлекаться 
значительные площади кожных и волосяных покровов 
человека. Это сопровождается гиперсенсибилизацией, 
что предполагает системный характер заболевания и 
обосновывает проведение терапии системными анти-
микотиками [17, 18]. Однако вопрос контроля эффек-
тивности лечения такими препаратами при микроспо-
рии, особенно в контексте сложности их клинической 
дифференцировки с другими схожими заболевани-
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ями, пока окончательно не решен [19, 20]. В связи с 
этим практическое значение могут иметь подходы 
непосредственного контроля эффективности терапии 
дерматомикозов на модели визуального исследования 
динамики восстановления ультраструктуры поражен-
ных волос. В частности, в ходе лечения микроспории у 
детей тербинафином в сравнении с гризеофульвином 
была показана ранняя положительная динамика из-
менений структуры волос у заболевших. При лечении 
тербинафином на пятой неделе доля пациентов, у ко-
торых наблюдали улучшение в структуре волос, соста-

вила 47,6%, тогда как при лечении гризеофульвином 
она не превышала 40,6%. 

Безусловно, для понимания природы полученных 
данных необходимы более масштабные исследова-
ния. Большое значение имеет разработка конкретных 
критериев сравнительной оценки эффективности ис-
пользуемых и новых антимикотиков при применении 
предложенных методических решений. Это позволит 
стандартизировать представленный подход и, рассчи-
тываем, что сделает его надежным практическим ин-
струментом профилактики и лечения дерматомикозов.
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Акне является распространенным дерматозом, им страдают 
свыше 90% мужчин и женщин в возрасте от 12 до 30 лет. Заболе-
вание имеет мультифакториальную природу, при этом в патогене-
зе играет роль избыточная колонизация кожи условно-патогенной 
микробиотой. 

Цель работы − анализ влияния сопутствующей микобиоты на 
клиническое течение угревой болезни. За период 2013-2018 гг. было об-
следовано 142 пациентов (n=142) с папуло-пустулезными формами 
акне: 72,5% женщин (n=103) и 27,5% мужчин (n=39) в возрасте от 13 
до 36 лет (средний возраст − 20,1±4,2 лет). Установлено, что у боль-
шинства больных − 67,6 % (n=96) основной патологический процесс 
протекал на фоне сопутствующей микобиоты. Выявлены различия 
в клиническом течении угревой болезни в зависимости от наличия 
или отсутствия сопутствующей грибковой инфекции. Так, у боль-
ных со средне-тяжелыми и тяжелыми формами акне, протекавшими 
на фоне грибковой инфекции, количество папуло-пустулезных эле-
ментов было более значительным, а процесс − более распространен-
ным. У 100% пациентов с угревой болезнью всех степеней тяжести 
с сопутствующей микобиотой отмечали неспецифические для акне 
явления: зуд, дискомфорт, покраснение и шелушение кожи. Таким 
образом, полученные данные могут быть использованы в практике 
ведения пациентов с данной патологией.

Ключевые слова: акне, сопутствующая микобиота, особенности 
клинического течения

MODERN FEATURES OF 
THE COURSE OF THE 
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RESEARCHES
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The acne is a widespread dermatosis, it affects more than 90% of men 
and women aged from 12 till 30 suffer. The disease has the multifactorial 
nature, at the same time excess colonization of skin opportunistic microbiota 
plays a role in a pathogeny. 

The purpose of this study was to analyze the influence of the 
accompanying mycobiota on the clinical course of an acne disease. During 
the period 2013-2018 142 patients (n=142) with papulo-pustulous forms of 
an acne: 72.5% of women (n=103) and 27.5% men (n=39) aged from 13 till 
36 were examined, middle age was 20,1±4,2 years. The research showed that 
at most of patients − 67.6% (n=96), the main pathological process proceeded 
with the accompanying mycobiota. Differences in the clinical course of an 
acne disease depending on existence or absence of the accompanying fungal 
infection are revealed. So, at patients with medium-weight and severe forms 
is the acnes proceeding with a fungal infection, the quantity of papulo-

* Контактное лицо: Хисматулина Ирина Мансуровна, 
e-mail: xomenko-aa@mail.ru

pustulous elements was more considerable, and process − more widespread. 
At 100% of patients with an acne disease with the accompanying mycobiota 
the nonspecific clinical signs were noted: itch, discomfort, reddening and 
peeling of skin. Thus, the obtained data can be used in practice of maintaining 
patients with this pathology.

Key words: an acne, the accompanying mycobiota, features of a 
clinical current

ВВЕДЕНИЕ
Акне является распространенным дерматозом, им 

страдают свыше 90% мужчин и женщин в возрасте от 
12 до 30 лет. Заболевание чаще всего приходится на 
подростковый период, его течение, как правило, длит-
ся до 24 лет. У 8-11% пациентов, преимущественно у 
женщин, акне персистирует в возрастной категории 
25-30 лет и старше. Отметим, что в последние десяти-
летия наметилась тенденция изменения возрастных 
границ дерматоза в сторону возрастания. Заболевание 
имеет мультифакториальную природу, при этом в па-
тогенезе играет роль избыточная колонизация кожи 
условно-патогенной микробиотой [1-4]. 

Цель работы − анализ влияния сопутствующей ми-
кобиоты на клиническое течение угревой болезни.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
За период 2013-2018 гг. было обследовано 142 па-

циентов (n=142) с папуло-пустулезными акне легкой, 
средней и тяжелой степени тяжести: 103 женщины 
(72,5%) и 39 мужчин (27,5%) в возрасте от 13 до 36 лет. 

Всем больным выполняли сбор анамнестических 
данных, объективный осмотр. 

При клинико-лабораторном обследовании паци-
ентов осуществляли определение микробиоты отде-
ляемого из элементов угревой сыпи. Микробиологи-
ческое и микологическое исследование проводили на 
базе «Казанского научно-исследовательского инсти-
тута эпидемиологии и микробиологии» Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека (КНИИЭМ). Микро-
организмы идентифицировали общепризнанными 
микроскопическими, биохимическими методами и с 
помощью биотипирования (MALDI-TOFMS, анализ 
белкового профиля). В работе использовали селек-
тивные хромогенные среды (Bio-Rad) и коммерческие 
тест-системы, основанные на исследовании ауксано-
граммы: «Auxacolor 2» (Bio-Rad). При MALDI-TOFMS 
анализе значения Score (условное значение, указываю-
щее на точность и качество анализа) выше 2,4 для всех 
штаммов при успешной интерпретации значений от 2 
до 3. Для выявления грибов рода Malassezia применя-
ли цитологический метод окрашивания препаратов с 
кожных покровов калькофлюором белым. 

Для постановки диагноза акне использовали кли-
нические критерии «Федеральных клинических реко-
мендаций (2015 г.) Российского общества дерматове-
нерологов и косметологов», а также «Национального 
руководства по дерматовенерологии» [2, 4].

Критериями включения были пациенты с клиниче-
скими проявлениями акне:

1) комедоны в умеренном количестве – до 20 от-
крытых и закрытых элементов;

2) комедоны в большом количестве – более 20 от-
крытых и закрытых элементов;

3) жирность кожи умеренная – кожа лица матовая;
4) жирность кожи выраженная – кожа лица блестя-

щая, лоснится, имеется сальный блеск;
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5) мелкие папуло-пустулы в небольшом количестве 
− до 10 папул и пустул конической формы размером 
0,1-0,2 см на коже одной анатомической области (лицо, 
грудь, спина);

6) средние папуло-пустулы в умеренном количе-
стве – от 10 до 20 папул и пустул конической и полу-
шаровидной формы размером 0,2- 0,3 см, узлы – до 5 
элементов на коже более одной анатомической области 
(лицо, грудь, спина);

7) крупные папуло-пустулы в большом количе-
стве − более 30 папул и пустул конической и полуша-
ровидной формы размером более 0,3 см, узлы – более 
5 элементов на коже не менее двух анатомических об-
ластей (лицо, грудь, спина);

8) постакне пигментные − пятна вторичного харак-
тера, застойно-синюшного цвета, округлой формы с 
четкими границами 0,1-0,3 см; 

9) постакне рубцовые – атрофические рубцы окру-
глой формы с четкими границами 0,1- 0,3 см.

Объективные и субъективные неспецифические 
симптомы:

- покраснение, шелушение кожи;
- зуд;
- дискомфорт, болезненные ощущения.
Критерием исключения были проявления розацеа. 

Также в исследование не включали лиц, применявших 
местные или системные антибактериальные и проти-
вогрибковые препараты менее чем за 10 дней до забора 
биоматериала.

Медико-биологические данные обрабатывали 
с помощью программной системы STATISTICA for 
Windows (версия 8.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Среди 142 обследованных пациентов (n=142) с па-

пуло-пустулезными акне легкой, средней и тяжелой 
степени тяжести основную часть − 72,5% составили 
женщины (n=103) и 27,5% − мужчины (n=39) в воз-
расте от 13 до 36 лет (средний возраст − 20,1±4,2 лет). 
Распределение пациентов по возрасту, полу и степени 
тяжести акне представлено в таблице 1. 

Таблица 1

1 14 40

2 5 6 13

2 14 9 26 49

2 10 10 22

3 6 6 12

2 2 4

4 2 2

36 40 66 142

Основную долю обратившихся составили женщи-
ны в возрасте от 19 до 24 лет − 34,5% (n=49), лица жен-
ского пола от 13 до 18 лет – 28,2% (n=40) и мужчины в 
возрастной группе от 19 до 24 лет – 15,5% (n=22). 

Длительность заболевания у пациентов (Рис. 1) на 
момент обращения была от нескольких месяцев до 
10 лет и более (средняя длительность заболевания − 
4,8+3,3 года).

Рис. 1. Распределение пациентов по продолжительности 
заболевания.

Почти в одной трети случаев (30,3%, 43 человека) 
длительность угревой болезни составила от 3 до 5 лет, 
что свидетельствует об упорности течения заболева-
ния. Отметим, что за медицинской помощью в первый 
год обратились всего 4 пациента (2,8%). Это можно 
объяснить распространенностью самолечения и ис-
пользования нерациональных методов терапии. 

Из числа наблюдаемых нами пациентов, 13,4% 
(n=19) ранее занимались самолечением, используя 
только косметические средства по уходу за проблем-
ной кожей. 123 (86,6%) человека ранее обращались за 
медицинской помощью по поводу угрей, 86,7% − по-
лучали системную антибактериальную терапию, при 
этом 78,0% − курсы антибиотикотерапии 2 и более 
раза. Эффект от проводимого лечения с применени-
ем антибактериальных и антисептических препаратов 
был незначительным и непродолжительным. Длитель-
ность терапии составляла 5,7+1,4 недель. Клиническо-
го выздоровления не отмечали, продолжительность 
ремиссии составляла не более 5,9+1,4 недели. При этом 
не соблюдались четкие схемы по продолжительности 
лечения, и не проводилась корректная противореци-
дивная терапия. Это приводило к рецидивам заболе-
вания и назначению повторных курсов антибиотико-
терапии, что в свою очередь способствовало развитию 
оппортунистической биоты, в частности микотиче-
ской.

Полученные выше данные послужили поводом для 
изучения микробиоты кожи при акне. Анализировали 
влияние сопутствующей микобиоты (МБ) на клиниче-
ское течение угревой болезни. 

Микробиота кожи больных папуло-пустулезными 
формами акне была представлена Propionibacterium 
acnes у 80,3% (n=114) пациентов, при этом более, чем в 
половине случаев (57,7%, n=82) − в ассоциации с кок-
ковой биотой (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
aureus).

В ходе исследования выяснили, что у большинства 
больных − 67,6 % (n=96) основной патологический 
процесс протекал на фоне сопутствующей микобиоты. 
В ее структуре преобладали дрожжи − в 69,7% случа-
ев (n=67). Основную часть в структуре дрожжеподоб-
ных грибов (67,2%) составила Candida albicans (n=45). 
У трех пациентов (3,1%) был выделен дерматомицет 
Trichophyton rubrum, ассоциированный с сопутствую-
щим онихомикозом кистей и стоп. На рисунке 2 пред-
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ставлены клинические варианты течения и частота 
диагностики микотической инфекции у пациентов с 
акне. 

Так, наблюдаемые нами 142 больных с папуло-
пустулезными угрями, согласно классификации G. 
Plewing и А.М. Kligman (1993), распределились по сте-
пени тяжести на легкую, среднюю и тяжелую формы: 
36 пациентов (25,3%), 40 (28,2%) и 66 (46,5%) соответ-
ственно [2, 4]. 

Удельный вес больных с тяжелой степенью акне и 
сопутствующей микобиотой составил 60,4% (n=58), 
что достоверно больше (Р=0,001), чем доля пациентов 
с тяжелой угревой болезнью без грибковой инфекции 
– 17,4% (n=8).

Рис. 2. Клинические варианты течения и частота 
диагностики микотической инфекции у пациентов с 

вульгарными угрями (n=142).

Доля больных с акне средней степени тяжести и со-
путствующей микобиотой составила 31,3% (n=30), что 
достоверно больше (Р=0,02), чем удельный вес пациен-
тов в группе без микобиоты – 21,7% (n=10). 

При легкой степени тяжести доля лиц в группе с 
микобиотой была значительно меньшей (Р <0,001), 
чем в группе без сопутствующей грибковой инфекции 
– 8,3% (n=8) и 60,9% (n=28) соответственно. 

Особенности клиники и жалоб в зависимости от 
степени тяжести папуло-пустулезной формы акне и 
наличия или отсутствия микобиоты представлены в 
таблицах 2, 3, 4. 

Патологический процесс, как правило, локализо-
вался на коже лица, частично или полностью её пора-
жая, в виде сгруппированных или отдельных элемен-
тов при легкой степени тяжести процесса, при среднем 
и тяжелом вариантах течения − с распространением 
кроме лица в область шеи, груди и спины. При этом 
также существенно отличались размеры папуло-пу-
стул, их количество и характер отделяемого из них, 
глубина поражения кожи. Открытые комедоны выгля-
дели как черно-серые конусовидные точки, а закрытые 
− имели форму небольшого узелка цвета окружающей 
кожи или несколько светлее. Комедоны располагались 
на коже лица преимущественно в Т-зоне: в области 
лба, носа, подбородка и верхней части щёк. Воспа-
лительные акне-элементы при легкой степени были 

представлены розово-красными, красными папулами 
и папуло-пустулами преимущественно размером 1-2 
мм, выступающими над её поверхностью, в количестве 
до 10 элементов на одной половине лица; при средней 
и тяжелой степени течения – папулами и пустулами 
красного и застойно-красного цвета размером более 
2 мм в количестве 10-30 элементов − при средней сте-
пени и более 30 элементов − при тяжелой степени. В 
некоторых случаях наблюдали глубокие болезненные 
узлы. Кроме того, пациентов беспокоили такие не-
специфические для акне симптомы, как покраснение и 
шелушение кожи, зуд, дискомфорт, болезненные ощу-
щения.

 У всех 8 (100%) больных с МБ патологический про-
цесс был распространенным в области всего лица, в 
то время как у 64,3% (n=18) лиц без МБ процесс огра-
ничивался поражением кожи отдельных частей лица 
Р<0,05. 

Клинические симптомы и жалобы пациентов акне 
легкой степени тяжести течения представлены в та-
блице 2.

Таблица 2

22

6

6 20

2

24

6

2

* Р < 0,05, **Р < 0,02, ***Р < 0,001
Всех больных с микобиотой (n=8) беспокоили та-

кие неспецифические симптомы, как зуд, шелушение 
и покраснение кожи после умывания, в отличие от па-
циентов без МБ, которых зуд беспокоил в 7,1% случа-
ев (n=2), Р<0,001, покраснение и шелушение кожи − в 
21,4% (n=6), Р<0,001. 

Таблица 3

16 4

14 6

19 6

11 4

5

25 2

10

2

30 3

30 1

30 10

* Р < 0,05, **Р < 0,02, ***Р < 0,001
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Исходя из данных таблицы 3, 100% (n=30) пациен-
тов с микобиотой беспокоили неспецифические сим-
птомы: дискомфорт, болезненность, зуд, покраснение 
и шелушение кожи. В то же время у больных акне без 
МБ явления покраснения и шелушения кожи (30%), 
а также зуда (10%) были достоверно ниже (Р<0,001). 
При средней степени у лиц с МБ процесс был более 
выраженным (средние папуло-пустулы − в умеренном 
количестве, узлы – до 5 элементов) − в 83,3% случаев 
(n=25), чем без микобиоты − в 20,0% (n=2), Р=0,001.

Таблица 4

22

36 6

4

30 4

5 4

53 4

16 2

6

2

* Р < 0,05, **Р < 0,02, ***Р < 0,001
При тяжелом течении у пациентов с МБ отмечали 

крупные папуло-пустулы в большом количестве, узлы 
(более 5 элементов) локализовались в области лица, 
шеи, декольте и/или спины в 91,4% (n=53), а без МБ − в 
50,0% случаев (n=4), Р<0,05.

Кроме того, у всех (100%) больных с наличием ми-
кобиоты при тяжелой степени акне воспаление сопро-
вождалось зудом, пациентов без МБ зуд беспокоил в 
25,0% (n=2) случаев, Р=0,001.

Покраснение и шелушение кожи лица у больных 
при акне тяжелой степени с МБ составило 100,0% 
(n=58), без МБ − 75,0% (n=6), Р>0,05.

В наличии постакне элементов выраженности жир-
ности кожи у пациентов с МБ/без МБ существенных 
различий не выявлено.

ВЫВОДЫ
В ходе проведения исследования выявили, что у 

большинства пациентов с акне − 67,6% (n=96) основ-
ной патологический процесс протекал на фоне сопут-
ствующей микобиоты. При этом отмечены различия в 
клиническом течении угревой болезни в зависимости 
от наличия или отсутствия сопутствующей грибковой 
биоты. Так, при легком течении у всех больных с МБ 
процесс занимал площадь кожи всего лица. У больных 
со средне-тяжелыми и тяжелыми формами акне, про-
текавшими на фоне грибковой инфекции, количество 
папуло-пустулезных элементов было более значитель-
ным, а процесс − более распространенным, он не огра-
ничивался только областью лица и распространялся 
в область декольте и/или спины. У 100% пациентов с 
угревой болезнью всех степеней тяжести с сопутству-
ющей микобиотой наблюдали неспецифические для 
заболевания явления: зуд, дискомфорт, покраснение и 
шелушение кожи. Таким образом, выявлены различия 
в клиническом течении акне в зависимости от наличия 
или отсутствия сопутствующей микобиоты, что может 
быть учтено и использовано в практике ведения паци-
ентов с данной патологией.
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Изменение аминокислотной структуры фермента семейства 
цитохром P450 ланостерол 14 альфа-деметилазы (Cyp51), зашифро-
ванное в первичной структуре гена, – ключевой механизм формиро-
вания резистентности к препаратам азолового ряда у грибов рода 
Aspergillus. В то время как для A.  fumigatus определенно известны 
однонуклеотидные генетические вариации CYP51A, приводящие к 
аминокислоным заменам, ассоциированным с нарушением связыва-
ния фермента с антимикотиком и формированием у микромицета 
резистентности к терапии, их роль у видов Aspergillus non-fumigatus 
в адаптации к действию азолов плохо изучена.

В ходе нашего исследования мы изучили аминокислотный по-
лиморфизм белка Cyp51А, ассоциированный с нуклеотидными ва-
риациями гена, резистентных к азолам штаммов A. flavus, A. niger, 
A.  terreus, выделенных на территории РФ, и белковых последова-
тельностей, депонированных в базу данных NCBI Protein. Установ-
лено, что у клинических изолятов A. flavus аминокислотная замена 
А205Т гена CYP51A ассоциируется с формированием резистентно-
сти к азолам, но не является доминирующим механизмом формиро-
вания резистентности; аминокислотные замены Сyp51A A. niger не 
ассоциируются с формированием резистентности к азолам. Нами 
впервые идентифицирован множественный аминокислотный по-
лиморфизм у A.  terreus и Т57А у резистентных к азолам штаммов 
A. niger, но определение их роли требует дальнейшего изучения. На 
основании литературных данных предполагаем, что аминокислот-
ный полиморфизм паралога Сyp51С может быть независимым меха-
низмом адаптации к действию азольных препаратов у некоторых 
Aspergillus non-fumigatus.

Ключевые слова: грибы рода Aspergillus, резистентность к анти-
микотикам, триазолы, аминокислотный полиморфизм, ланостерол 
14 альфа-деметилаза, Cyp51A
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Amino acid sequence polymorphism of cytochrome P450 family 
member enzyme lanosterol 14 alpha-demethylase (Cyp51), driven by 
nucleotide substitutions, is a key mechanism for the formation of resistance 
to the azole drug in Aspergillus fungi. At a time when A. fumigatus definitely 
has single nucleotide genetic variations, CYP51A, which leads to impaired 
binding of the enzyme to antimycotic compounds and results in acquired 
drug resistance in microscopic fungi, recalcitrance to therapy. However, their 
role in adaptation of Aspergillus non-fumigatus species to selective pressure 
of azoles remains understudied.

We studied amino acid polymorphism of Cyp51A protein, associated 
with nucleotide sequence variation of the gene, in azole-resistant strains 
of A. flavus, A. niger, A. terreus from the Russian Federation, and protein 
sequences deposited in the NCBI Protein database. It was found that in 
clinical isolates of A. flavus, the A205T substitution in CYP51A gene is 
associated with the resistance to azole antifungals, but is not the dominant 
mechanism of acquired resistance. Amino acid substitutions in Cyp51A 
of A. niger is not associated with acquired azole resistance. We were the 
first to identify multiple amino acid substitutions protein-molecular 
polymorphism in A. terreus and T57A in azole-resistant A. niger strains, 
but the determination of their role requires further study. Based on literature 
data, it can be assumed that the Cyp51С paralog polymorphism protein may 
be an independent mechanism of adaptation to the action of azole drugs in 
some Aspergillus non-fumigatus.

Key words: Aspergillus fungi, antimycotic drug resistance, triazole, 
amino acid polymorphism, sterol 14 α-demethylase, Cyp51A

ВВЕДЕНИЕ
Грибы рода Aspergillus широко распространены 

в природе. В настоящее время род организован в не-
сколько подродов и секций, включая в себя более 300 
различных видов. Aspergillus spp. имеют важное значе-
ние в процессах жизнедеятельности человека: как по-
ложительное (задействованы в биотехнологических 
процессах производства ферментативных препаратов, 
медикаментов, лимонной кислоты и др.), так и негатив-
ное (могут приносить экономический урон как сель-
скохозяйственные вредители и создавать опасность 
для здоровья как оппортунистические патогены). Наи-
большей клинической актуальностью обладают пред-
ставители секций Fumigati, Flavi, Terrei и Nigri, способ-
ные вызывать различные инфекционные заболевания 
[1]. Грибы данного рода при снижении толерантности 
к антигенам могут усугублять аллергическое воспа-
ление у больных бронхиальной астмой и тем самым 
инициировать развитие аллергического бронхолегоч-
ного аспергиллеза (АБЛА), тогда как у иммунокомпро-
метированных пациентов с гипоиммунным ответом 
способны вызывать угрожающее жизни заболевание − 
инвазивный аспергиллез легких (ИАЛ) [2-5]. Ежегод-
но во всем мире регистрируют около 200000 случаев 
ИАЛ, что составляет, по оценкам исследователей, при-
близительно только половину фактических случаев 
инвазивного микоза, вызванного плесневыми гриба-
ми. Показатели летальности ИА в некоторых регионах 
варьируют от 50 до 100% из-за ошибок в диагностике и 
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назначении неправильных стратегий лечения [6].
Триазолы занимают ключевую позицию среди ан-

тимикотиков: препаратом выбора для терапии ИАЛ 
является вориконазол, а лекарственным средством 
профилактики микозов у онкогематологических паци-
ентов и при трансплантации стволовых клеток, наряду 
с вориконазолом, − позаконазол.

Действие азолов заключается в подавлении синтеза 
эргостерола – ключевого компонента клеточной мем-
браны гриба (аналога холестерина клеток животных) 
за счет связывания с ферментом семейства цитохром 
P450 ланостерол 14 альфа-деметилазой (Cyp51). Cyp51 
находится во внешней мембране эндоплазматическо-
го ретикулума и катализирует биосинтез эргостерола. 
Рассматривают два механизма взаимодействия азолов 
с Cyp51: либо путем неконкурентного связывания, ко-
торое приводит к деметилированию предшественника 
эргостерола и дальнейшему блокированию его синте-
за, либо путем конкурентного связывания с железом 
гем-группы фермента. Так или иначе, происходит на-
копление метилированных в 14 позиции стеролов, ко-
торые, вызывая изменения в текучести мембраны, а за-
тем ее разрушение, ингибируют рост и пролиферацию 
клеток гриба [7-9]. 

Для аспергиллов описаны две причины возникно-
вения резистентности к азоловым препаратам: первая 
− мутагенез, индуцированный длительной терапи-
ей азолами пациентов с хроническим аспергиллезом 
легких; вторая − селекция азол-устойчивых изолятов 
и повсеместное их распространение в результате при-
менения азольных фунгицидов в сельском хозяйстве 
в Европе (преимущественно в Нидерландах) и США, 

включая цветоводство. Кроме того, с внедрением со-
временных молекулярно-генетических подходов диа-
гностики стали чаще идентифицировать новые крип-
тические виды Aspergillus spp., которые обладают при-
родной (первичной) резистентностью к азолам [10, 11].

Ключевые механизмы резистентности микроор-
ганизмов к препаратам, ингибирующим рост клеток, 
представлены на рисунке 1 на примере Aspergillus 
fumigatus. Исторически изучали два фундаментальных 
аспекта, имеющих решающее значение для адаптации 
микромицета к азольному стрессу: снижение сродства 
к азолам фермента Cyp51 за счет полиморфных вари-
антов кодирующей области гена и изменение транс-
крипционной активности гена (его экспрессии) из-за 
генетических перестроек промотера. 

В настоящее время молекулярные механизмы, вли-
яющие на возникновение фенотипически устойчивых 
штаммов Aspergillus spp., подразделяют на следующие 
категории: (1) структурные изменения белка Cyp51, 
которые приводят к снижению его сродства с азолами; 
(2) повышенная экспрессия белка-мишени в клетке, 
требующая увеличения терапевтического уровня азо-
лов; (3) увеличение функциональной активности си-
стем клеточного эффлюкса, приводящее к снижению 
внутриклеточной концентрации препарата; (4) фер-
ментативная деградация лекарственного препарата и 
(5) активация альтернативных путей действия препа-
рата [1, 12]. 

С 1994 г. (с момента использования азолов в меди-
цине) стали появляться данные об устойчивых к азо-
лам изолятах A. fumigatus в клинической практике. В 
Нидерландах в период с 1994 по 2007 гг. отмечали рост 

Рис. 1. Основные типы ключевых механизмов резистентности микромицетов к препаратам азолового ряда 
(модифицировано с Hagiwara et al., 2016). Примеры молекулярных механизмов, определенные у Aspergillus fumigatus, 

приведены на рисунке в рамочке.
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плесневых грибов A. fumigatus, резистентных к итра-
коназолу, от 1,7% до 6%. Немного позже волна роста 
азол-резистентных клинических изолятов A. fumigatus 
захватила Великобританию: в 2004 г. их количество 
составило 5%, в 2008 – 14%, в 2009 – 20%. Затем рези-
стентность A. fumigatus к азолам приобрела глобальное 
распространение, охватив подавляющее большинство 
развитых стран Европы (Австрию, Бельгию, Данию, 
Францию, Германию, Ирландию, Италию, Польшу, 
Португалию, Испанию, Швецию и Турцию) [13, 14], а 
также Канаду, Соединенные штаты Америки, Индию, 
Китай, Корею [15, 16], причем большая часть азол-ре-
зистентных изолятов обладала перекрестной устойчи-
востью к вориконазолу и позаконазолу.

Спектр модификаций CYP51A, ассоциирован-
ных с формированием пан-резистентного фенотипа 
изолятов A. fumigatus, включает тандемные повторы 
промоторной области гена в сочетании с точечными 
мутациями кодирующей области. Наиболее распро-
страненная комбинация модификаций, приводящая 
к повышенной экспрессии гена, которая ассоцииро-
вана с пан-резистентностью к азолам, представляет 
тандемный повтор 34 пары оснований (п.о.) (TR34) 
промотора CYP51A, сцепленный с заменой в 98 пози-
ции лейцина на гистидин (TR34  /  L98H). Следующие 
по частоте встречаемости генетические перестройки, 
ассоциированные с формированием резистентности 
к вориконазолу, составляют комбинацию тандемного 
повтора в 46 п.о. промоторной области CYP51A и две 
однонуклеотидные замены: в позиции 121 тирозина 
на фенилаланина и в позиции 289 треонин на аланин 
(TR46 / Y121F / T289A) [12, 14]. 

Подобные механизмы формирования резистентно-
сти к азолам (TR34 / L98H или TR46 / Y121F / T289A) 
были описаны как для природных, так и для клини-
ческих изолятов A.  fumigatus. Генетическое сходство 
азол-резистентных изолятов A. fumigatus, выделенных 
из разных источников, предполагает или общее эко-
логическое происхождение, или общий механизм об-
разования, так как азольные фунгициды (пенконазол, 
дифеноконазол, тетраконазол и тебуконазол) имеют 
химическое сходство с лекарственными препаратами 
азольного ряда [8]. Отметим, что уровень летальности 
(88%) значительно выше у пациентов с ИАЛ, вызван-
ным устойчивыми к противогрибковой терапии изо-
лятами, несущими комбинацию генетических вариан-
тов TR34 / L98H или TR46 / Y121F / T289A, по сравне-
нию с показателями летальности (30-50%) больных с 
аспергиллезной инфекцией, этиологическими агента-
ми которой являлись изоляты дикого типа [14]. 

Независимым механизмом формирования устой-
чивости к азолам у A. fumigatus является приобрете-
ние несинонимичных мутаций в кодирующей области 
CYP51A, влияющих на аффинитет препарата к фермен-
ту-мишени. Замена глицина в 54 и 138 позициях (G54, 
G138) ассоциировалась с формированием резистент-
ности к итраконазолу и позаконазолу, в то время как 
резистентность к вориконазолу коррелировала с нали-
чием мутации G448S. Аминокислотная замена 220 ме-
тионина (М220) в белковой последовательности также 
приводила к проявлению пониженной чувствительно-
сти к триазолам. Причем точечные мутации G54E/R/V 
и M220I/V/T/K CYP51A преимущественно были заре-
гистрированы у пациентов, получающих длительную 

терапию азолами (в течение примерно 4 месяцев) в 
случаях хронического аспергиллеза. Отметим, что изо-
ляты A. fumigatus с мутацией G54, кроме клинического 
происхождения, были выделены из окружающей сре-
ды в Индии, Танзании, Румынии и Германии. В науч-
ной литературе встречаются и другие точечные гене-
тические варианты P216L, F219C, F219I, A284T, Y431C, 
G432S и G434C, ассоциированные с формированием 
устойчивости, при этом такие полиморфные вариан-
ты, как F46Y, M172V, N248T, D255E и E427K были иден-
тифицированы и в устойчивых, и в чувствительных к 
азолам штаммах [12, 14].

Использование противогрибковой профилактики у 
онкогематологических пациентов и при транспланта-
ции стволовых клеток снизило частоту возникновения 
ИАЛ, но изменило баланс заболеваемости ИМ, вы-
званных нитчатыми патогенами, в сторону Aspergillus 
non-fumigatus [11], вследствие чего в клинической 
практике стали приобретать все большую актуаль-
ность представители секций Flavi, Terrei и Nigri, явля-
ющиеся вторыми по распространенности этиологиче-
скими агентами ИАЛ.

В России резистентность к препаратам азолового 
ряда среди грибов Aspergillus spp. встречается пока до-
статочно редко (3-6%) и затрагивает исключительно 
клинические изоляты Aspergillus non-fumigatus. В на-
стоящее время в РФ не зарегистрировано ни одного 
случая выделения клинического изолята A.  fumigatus 
с мутациями TR34 / L98H или TR46 / Y121F / T289A, 
которые преобладают среди азол-резистентных пред-
ставителей рода по всему миру [13]. Аминокислотный 
полиморфизм Сyp51A, ассоциированный с формиро-
ванием резистентности к азолам, у видов Aspergillus 
non-fumigatus, изучен значительно хуже. Таким обра-
зом, понимание молекулярных механизмов формиро-
вания резистентности к триазолам данных этиологи-
ческих агентов поможет как своевременно достоверно 
определять чувствительность микромицета к предпо-
лагаемой антимикотической терапии, так и способ-
ствовать разработке альтернативных противогрибко-
вых препаратов. 

Цель данной работы заключалась в изучении гене-
тического полиморфизма CYP51A, влияющего на ами-
нокислотную структуру белка, ассоциированного с 
формированием резистентности видов Aspergillus non-
fumigatus (A. flavus, A. niger, A. terreus), у клинических 
изолятов, выделенных на территории РФ, и метадан-
ных базы данных Национального центра биотехноло-
гической информации США (NCBI).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Характеристика клинических изолятов 

Aspergillus spp., включенных в анализ.
Для молекулярно-генетического анализа нуклео-

тидной последовательности гена CYP51A были взяты 5 
резистентных к азолам клинических изолятов грибов 
рода Aspergillus spp.: A.  terreus и A.  flavus были рези-
стентны к вориконазолу, A. niger и A. flavus − к кетоко-
назолу, A. flavus обладали мультирезистентностью (во-
риконазол, итраконазол), а также 6 штаммов Aspergillus 
spp. соответствующих видов из Российской коллекции 
патогенных грибов (РКПГ), чувствительных к азолам 
(табл. 1). Видовая принадлежность подтверждена ме-
тодом секвенирования региона ITS (протокол CLSI 
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M18). Чувствительность к противогрибковым пре-
паратам определена методом серийных разведений 
(EUCAST − The European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing).

Таблица 1

Aspergillus

ITC − итраконазол; VRC – вориконазол; KTZ – кетоконазол; 
S – чувствительный штамм; ND – не определена. 

Определение нуклеотидной последовательности 
гена CYP51A, кодирующего 14-альфа ланостерол де-
метилазу.

Была проанализирована полная последователь-
ность гена cyp51А, включая промотерную область, ам-
плифицированная с помощью праймеров, подобран-
ных к последовательностям референтных штаммов. 
Дизайн посадки праймеров представлен на рисунке 2, 
структура − в таблице 2. 

Для проведения ПЦР использовали стандартные 
реагенты фирмы Синтол (Россия). Амплификацию 
гена CYP51A Aspergillus spp. проводили по следующей 
программе: предварительный нагрев − 95 °С 5 мин; 35 
цикла: 95 °С 30 сек, 57 °С 45 сек, 72 °С 1 мин; и конеч-
ный этап элонгации – 72 °С 10 мин. Продукты ПЦР 
очищали на колонках Centri-Sep columns (Princeton 
Separations, США). Секвенирование осуществляли 
с применением набора реагентов BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) 
на приборе ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, Hitachi, Япония). Нуклеотидные по-
следовательности CYP51A клинических изолятов 
Aspergillus  spp. были выровнены с референсной по-
следовательностью из базы данных GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Затем нуклеотидные 
последовательности были транслированы и выровне-
ны для анализа аминокислотной последовательности 
с использованием программы Variant Reporter ver. 1.1.

Рис. 2. Дизайн проведения анализа нуклеотидного 
полиморфизма гена CYP51A грибов рода Aspergillus.

Таблица 2. 

Анализ аминокислотного полиморфизма Cyp51A 
(по метаданным базы Национального центра био-
технологической информации США, NCBI)

Анализ аминокислотных замен Cyp51A был парал-
лельно проведен на депонированных последователь-
ностях базы данных Национального центра биотех-
нологической информации США (NCBI) NCBI Protein 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МИКОЛОГИЯ

43

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). Для извлечения 
информации из базы данных было произведено три 
текстовых поиска по ключевым словам «Aspergillus 
flavus Cyp51A», «Aspergillus niger Cyp51A», «Aspergillus 
terreus Cyp51A», в результате которых было получено 
5, 38 и 2 последовательности соответственно. Выборки 
были дополнены оригинальными аминокислотными 
последовательностями и проанализированы в Mega 
5.2 [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изменение аминокислотной структуры Cyp51, за-

шифрованное в первичной структуре гена, – ключе-
вой механизм формирования резистентности к пре-
паратам азолового ряда у подавляющего большинства 
медицински значимых микромицетов. При приоб-
ретении микромицетом резистентности к азолам ге-
нетические модификации происходят в триплетах 
нуклеотидов, кодирующих аминокислоты, потенци-
ально участвующие в связывании с лекарственным 
препаратом, уменьшая сродство фермента к антими-
котику, но не затрагивают область генов, влияющих 
на функциональную активность Cyp51. Однонуклео-
тидные генетические вариации CYP51A, приводящие 
к аминокислотным заменам, рассматривают в насто-
ящее время как основной механизм формирования 
резистентности к препаратам азолового ряда у грибов 
рода Aspergillus. Присутствие в геноме гриба таких 
мутаций может влиять на структуру, стабильность и 
функциональность Cyp51А, препятствуя тем самым 
связыванию с субстратом и формируя различные мо-
дели устойчивости к азолам. 

В то время как определенно доказано, что одно-
нуклеотидные генетические вариации CYP51A у 
A. fumigatus являются ключевым механизмом форми-
рования резистентности, их роль у видов Aspergillus 
non-fumigatus в адаптации к действию азолов плохо 
исследована. В ходе нашей работы мы изучили ами-
нокислотный полиморфизм белка Cyp51А, ассоции-
рованный с нуклеотидными вариациями гена, в рези-
стентных к азолам штаммах A. flavus, A. niger, A. terreus, 
представленных в РКПГ, и белковых последователь-
ностей, депонированных в базу данных NCBI  Protein 
(Рис. 3). 

Рис. 3. Аминокислотный полиморфизм белка CYP51A, 
ассоциированный с формированием резистентности 

к препаратам азольного ряда, грибов видов Aspergillus 
non-fumigatus. Темным цветом выделены аминокислотные 

замены, идентифицированные в ходе данного 
исследования таргетным секвенированием гена 

cyp51A клинических изолятов Aspergillus non-fumigatus, 
выделенных на территории РФ (некоторые полиморфные 
варианты определены впервые, некоторые совпадают с 
полученными ранее мировыми данными (объяснение в 

тексте)).

Наиболее изученным в аспекте азол-резистентно-
сти после A. fumigatus, по литературным сведениям и 
данным базы NCBI Protein, является A. flavus, облада-
ющий единственной доказанной аминокислотной за-
меной А205Т гена CYP51A, влияющей на адаптацию 
гриба к действию азолов. Данный аминокислотный 
полиморфизм присутствовал в двух изученных нами 
изолятах A.  flavus, выделенных на территории РФ, и 
был неоднократно описан в научной литературе [18, 
19]. Но отметим, что замена в позиции 205 аланина 
на треонин является не единственным механизмом 
приобретения толерантности к азолам у данного вида 
Aspergillus, существует большое количество литератур-
ных данных, подтверждающих отсутствие мутаций в 
CYP51A у клинических штаммов, устойчивых к дей-
ствию триазолов [20, 21].

По результатам нашего исследования и мировым 
данным, при изучении роли аминокислотного поли-
морфизма Cyp51А в формировании резистентности 
к азолам у грибов секции Nigri (в том числе A.  niger) 
не получено однозначных показателей: полиморфные 
генетическими варианты CYP51A зачастую не ассоци-
ировались с повышенными значениями MIC для азо-
лов. Сообщалось, что мутации CYP51A у A. niger и A. 
tubingensis в основном указывают на сниженную вос-
приимчивость к итраконазолу и/или вориконазолу. 
В ходе нашего исследования было просеквенировано 
три последовательности CYP51A клинических изо-
лятов A.  niger с различной чувствительностью к пре-
паратам азольной группы (табл. 1). Аминокислотные 
замены Q228R и H506N присутствовали в геноме всех 
клинических изолятов, изученных в ходе данной рабо-
ты, не зависимо от чувствительности микромицета к 
антимикотикам, тогда как аминокислотный полимор-
физм Т57А был идентифицирован только у резистент-
ных к азолам штаммов. Отметим, что аминокислотная 
замена Q228R ранее была ассоциирована с формиро-
ванием резистентности [22], но полученные нами по-
казатели ставят этот факт под сомнение. Т57А описан 
нами впервые, и доказательство его вовлечения в ме-
ханизм резистентности у грибов A. niger требует до-
полнительных исследований. 

При анализе нуклеотидных последовательностей 
гена CYP51A грибов видов Aspergillus non-fumigatus 
наибольшим нуклеотидным полиморфизмом обладал 
клинический изолят A.  terreus, устойчивый к азолам: 
в ходе изучения были выявлены следующие амино-
кислотные замены − S8T, L26F, K64R, Q270R, V336A, 
Q419H, A478F, по сравнению с чувствительными 
штаммами и типовой последовательностью гена базы 
NCBI. Исследования механизмов резистентности к 
азолам грибов A.  terreus скудны, и на сегодняшний 
день описана только одна аминокислотная замена 
CYP51A − M217, которая оказывает потенциальное 
влияние на чувствительность микромицета к итрако-
назолу и позаконазолу. В отношении A. terreus больше 
изучены механизмы формирования резистентности к 



44

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2019, Т.21, №3

амфотерицину В [10].
Недавно (в 2010 г.) было показано, что у многих 

нитчатых аскомицетов происходит дупликация гена 
CYP51, в том числе и у Aspergillus spp., которые имеют 
межвидовое различие в количестве паралогов CYP51, 
расположенных на разных хромосомах. В состав гено-
ма некоторых видов, таких как A. fumigatus, A. nidulans 
и A. niger, входит два паралога (CYP51A и CYP51B), 
других − A. flavus и A. oryzae − три паралога (CYP51A, 
CYP51B и CYP51C). Кроме того, A. terreus и криптиче-
ские виды (A. carbonarius) секции Nigri, по-видимому, 
также содержат три паралога Cyp51, о которых в на-
стоящее время нет достоверных сведений (номера до-
ступа этих белков − XP_001218650 и OOF93749 соот-
ветственно) [1].

Паралоги Cyp51 имеют общее происхождение, а 
потом эволюционную дифференциацию в две линии 
паралогичных белков (Cyp51A и Cyp51B). Третья ли-
ния (Cyp51С), по-видимому, может происходить от 
дублирования как гена CYP51A, так и CYP51B в зави-
симости от вида. Некоторые исследователи предпола-
гают, что эволюционные механизмы адаптации гриба 
к воздействию азолов и дубликации CYP51 – единые, 
поскольку дупликация генов обладает большим адап-
тивным потенциалом. Предполагают, что штаммы с 
двумя или более копиями гена будут иметь большую 
толерантность к воздействию азолов по сравнению со 
штаммами с одной копией гена. Однако эта гипотеза 
пока не имеет экспериментального подтверждения. 

Функциональный анализ показал, что все паралоги 
фермента имеют один и тот же субстрат и сопостави-
мые функции. Полагают, что Cyp51A и Cyp51B работа-
ют в компенсаторной манере при синтезе эргостерола, 
и только одновременный нокаут CYP51A и CYP51B 
приводит к гибели гриба. Интересно, что нокаут 
CYP51A приводит к повышению чувствительности к 
азолам, не влияя на уровень экспрессии CYP51В. 

На основании анализа всех данных о функциональ-
ной роли генов паралогов Cyp51 предполагают, что 
CYP51A (или CYP51С − у некоторых видов) кодирует 
основную ферментативную активность и играет роль 
в адаптации к действию азольных препаратов, тогда 

как CYP51В представляет собой функционально избы-
точный фермент, который может иметь потенциаль-
но альтернативные функции, которые еще предстоит 
определить.

По всей видимости, у большинства видов Aspergillus 
non-fumigatus паралоги Cyp51 могут играть ключевую 
роль в формировании резистентности. У A. flavus па-
ралог Cyp51C, ответственный у данного вида за основ-
ную ферментативную активность, наиболее полимор-
фен по сравнению с Cyp51А и Cyp51В. Определенно до-
казано влияние аминокислотных замен S240A, Y319H 
и комбинации S196F/A324P/N423D/V465M в белке 
Cyp51C A. flavus на чувствительность микромицета к 
вориконазолу [18, 20, 21]. Также для A. flavus показан 
новый механизм резистентности к азолам, не завися-
щий от полиморфных генетических вариантов CYP51: 
мутация гена yap1 транкскрипционного фактора bZIP 
– регулятора ответа на оксидативный стресс [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, аминокислотная замена А205Т 

гена CYP51A ассоциируется с формированием рези-
стентности к азолам у клинических изолятов A. flavus, 
но не является доминирующим механизмом. По всей 
видимости, аминокислотный полиморфизм паралога 
Сyp51С играет ключевую роль в адаптации к действию 
азольных препаратов у данного вида.

На основании полученных данных можно предпо-
ложить, что аминокислотные замены Сyp51A не ассо-
циируются с формированием резистентности к азолам 
грибов секции Nigri (в том числе A. niger). Нами впер-
вые идентифицирован аминокислотный полиморфизм 
Т57А у резистентных к азолам штаммов A. niger.

Отметим, что данные о механизмах резистентности 
к азолам у A. terreus практически отсутствуют. Резуль-
таты секвенирования показали, что CYP51A A. terreus 
обладает большим полиморфизмом, что требует даль-
нейшего изучения.

Данные, полученные в ходе исследования моле-
кулярно-генетических механизмов резистентности 
Aspergillus spp., могут быть использованы для разра-
ботки тест-системы для быстрого и точного определе-
ния чувствительности грибов к антимикотикам.
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На популяционном уровне изучена выраженность персистент-
ного потенциала (антилактоферриновая активность и адгезивные 
свойства) этиологически значимых возбудителей нозокомиальных 
инфекций в стационарах города Курска в условиях ассоциации с гри-
бами рода Candida. Установлено, что степень проявления антилак-
тоферриновой активности и адгезивных свойств основных возбуди-
телей нозокомиальных инфекций в условиях ассоциации с грибами C. 
albicans неодинакова у микроорганизмов различного таксономическо-
го положения.

Ключевые слова: смешанные инфекции, госпитальные штаммы, 
факторы персистенции, структура популяции

PERSISTENT POTENTIAL OF 
SIGNIFICANT CAUSATIVE 
AGENTS OF NOSOCOMIAL 
INFECTIONS IN ASSOCIATION 
WITH CANDIDA FUNGI
Shatalova E.V. (professor of the department), 
Parakhina O.V. (assistant of the department), Letova 
U.S. (student)

Kursk State Medical University (Department of Microbiology, 
Virology, immunology), Kursk, Russia

At the population level, the expression of the persistent potential (anti-
lacto-ferrin activity and adhesive properties) of etiologically significant 
pathogens of nosocomial infections in hospitals of the city of Kursk in 
association with Candida fungi was studied. It was found that the degree 
of manifestation of anti-lactoferrin activity and adhesive properties of the 
main causative agents of nosocomial infections in association with fungi C. 
albicans varies in microorganisms of different taxonomic position.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на обилие новых препаратов с антими-

кробным действием, нозокомиальные инфекции (НИ) 
продолжают сохранять актуальность для здравоохра-
нения всего мира [1, 2].

Актуальность НИ, во-первых, обусловлена ши-
роким спектром условно-патогенных возбудите-
лей, циркулирующих в условиях стационаров, а, во-
вторых, такие инфекции, как известно, характерны 
для определенного контингента – иммунокомпроме-
тированных больных, находящихся в тех же лечеб-
ных заведениях.

Кроме того, современные этиологические аспек-
ты НИ характеризуются наличием широкого спектра 
возбудителей, многообразием и отличаются своей 
разновидностью не только между географическими 
регионами, но и между отдельными ЛПУ, с тенден-
цией повышения удельного веса микробных ассо-
циаций, в которых преобладают грибы рода Candida 
[3, 4]. Это является крайне тревожным фактом в 
плане существенного влияния на повышение пато-
генного и персистентного потенциала ассоциантов, 
изменение клинической картины заболевания, диа-
гностику, течение и исход гнойно-воспалительного 
процесса. 

Цель исследования – изучение влияния Candida 
albicans на выраженность факторов (антилактоферри-
новая активность и адгезивные свойства), способству-
ющих персистенции наиболее значимых возбудителей 
нозокомиальных инфекций в стационарах города Кур-
ска.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала для исследования были ото-

браны изолированные от больных с гнойно-воспали-
тельными процессами Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus и Pseudomonas aeruginosa как в монокультуре, так 
и из различных ассоциаций с Candida spp. Выделение и 
идентификацию микроорганизмов проводили по об-
щепринятым схемам с помощью тест-системы фирмы 
Lachema (Чехия). Структуру популяций микроорга-
низмов изучали путем рассева 0,1 мл суточной бульон-
ной культуры исследуемых штаммов (как моно-, так и 
из ассоциации) на поверхность агаризованных элек-
тивных питательных сред: N-цетилпиридинийхлорид 
(ЦПХ), молочно-солевой и Эндо (для псевдомонад, 
стафилококков и эшерихий соответственно), после 
чего петлей пересевали по 100 изолированных коло-
ний каждого штамма на те же элективные среды. Полу-
ченные культуры из изолированных колоний условно 
считали клонами. Антилактоферриновую активность 
(АЛФА) микроорганизмов исследовали по методике 
И.В. Валышевой и соавт. [5] с использованием лакто-
феррина из коровьего молока фирмы «Fluca» (Швей-
цария) твердофазным иммуноферментным методом 
с применением реагентов ЗАО «Вектор-БЕСТ» (г. Но-
восибирск). Способность микроорганизмов к адгезии 
определяли экспресс-методом по В.И. Брилис и соавт. 
[6]. Все полученные данные подвергали статистиче-
ской обработке с определением критерия Стьюдента 
с помощью пакета прикладных программ «Microsoft 
Office XP».
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РЕЗУЛЬТАТЫ
При изучении частоты выделения различных воз-

будителей из патологического материала от больных 
отделений многопрофильных стационаров г. Курска 
за период 2017-2019 гг. выявили преобладание ста-
филококков, неферментирующих грамотрицательных 
бактерий рода Pseudomonas, представителей семейства 
Enterobacteriaceae (E. coli и др.) и грибов рода Candida. 
Причем в последнее время отмечен рост удельного 
веса бактериальных ассоциаций, в которых просле-
живается тенденция в смене возбудителей на грибко-
во-бактериальные микобиоценозы (с преобладанием 
Candida spp.), формирующие наиболее устойчивые 
сообщества. В течение всего периода наблюдения до-
минирующим видом в ассоциациях среди грибов была 
Candida albicans – 32,9%.

Нами изучены 40 штаммов E. coli (17,5%), из них 
6,6% были выделены в монокультуре, 10,9% − из ас-
социации; 46 штаммов Staphylococcus aureus (20,2%): 
7,9% и 12,3% соответственно; 52 штамма Pseudomonas 
aeruginosa (22,8%): 8,7% и 14,1% соответственно; 90 
штаммов Candida albicans (39,5%); 6,6% и 32,9% соот-
ветственно. Всего нами было изучено 228 штаммов 
(табл. 1). 

Таблица 1

Примечание: числитель – абсолютное число; знаме-
натель – %

Известно, что длительное выживание возбудите-
ля в организме хозяина обеспечивают различные ме-

ханизмы персистенции, которые также участвуют в 
формировании высоковирулентных штаммов. Логич-
но было предположить, что выраженность факторов 
персистенции у возбудителей НИ, выделяющихся в 
последнее время от больных в различных ассоциациях 
с Candida spp., между которыми устанавливаются осо-
бые варианты взаимоотношений, может проявляться в 
неодинаковой степени.

При исследовании установлено, что по возрас-
танию степени выраженности АЛФА и проявлению 
адгезивной активности в условиях ассоциации с 
Candida spp., изученные ассоциации располагались в 
следующей последовательности: C. albicans + E. coli → 
C. albicans + S. aureus → C. albicans + P. aeruginosa. Учи-
тывая эти обстоятельства, можно полагать, что такой 
последовательности расположения по проявлению 
АЛФА и адгезивной активности микроорганизмов, 
очевидно, предшествует разнохарактерное влияние C. 
albicans на состояние популяционной структуры бак-
терий-ассоциантов.

Нами получено и проанализировано по 100 клонов 
каждого штамма (всего 22800 культур), выделенных 
как в монокультуре, так и в ассоциации с грибами. Вы-
явлено, что популяции E.coli, S. aureus и P. aeruginosa − 
возбудителей гнойно-воспалительных процессов, изо-
лированных в монокультуре, являются гетерогенными 
по проявлению АЛФА и среднего показателя адгезии 
(СПА).

Однако при изучении популяций, полученных от E. 
coli и S. aureus, выделенных из ассоциации с C. albicans, 
отмечено достоверное (P<0,05 и P<0,01 соответствен-
но) сравнительно более высокое число клонов, облада-
ющих признаками персистенции, относительно попу-
ляций монокультур. Причем популяции S. aureus пре-
терпевали более существенные изменения (P<0,01) по 
сравнению с популяцией монокультур. В популяциях 
таких культур с достоверной разницей (P<0,01) наблю-

Рис. 1. Распределение клонов по проявлению АЛФА и адгезивной активности в популяциях E. coli, S. aureus и P. aeruginosa. 
Примечание: распределение по уровню АЛФА и адгезивно-активных особей (в % из 100 колоний):  

*− достоверность различий с данными монокультуры (P < 0,05),  
** − достоверность различий с данными монокультуры (P<0,01).
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дали увеличение клонов АЛФА и адгезивно-активных: 
61,0±1,6 и 72,0±0,5 соответственно (Рис. 1). Отметим, 
что степень интенсивности адгезии полученных кло-
нов повышалась с низкой (1,7±0,4 – у монокультур) до 
средней (2,2±0,6 – у культур из ассоциаций).

Особого внимания заслуживают данные по изуче-
нию проявления признаков персистенции на форми-
рование структуры популяций P. aeruginosa в условиях 
ассоциации с C. albicans. Популяции псевдомонад, вы-
явленные из ассоциации с грибами, были однородны-
ми по проявлению адгезивных свойств с высокой сте-
пенью интенсивности (100% против 85,0±0,9 в моно-
культуре со средним показателем адгезии). Статисти-
чески достоверно (P<0,01) увеличивалось и количество 
клонов с высокой выраженностью АЛФА-активности 
− 95,2%±0,27 относительно популяций монокультур P. 
aeruginosa – 48,7±0,61 (Рис. 1).

Приобретение однородности популяций P. 
aeruginosa, выделенных из ассоциативных пар, по про-
явлению адгезивных свойств с высокой степенью СПА 
и потенцирование выраженности АЛФА-активных 
клонов в популяциях свидетельствует о селективном 
отборе, происходящем внутри популяции симбион-
тов, обладающих способностью к длительному сосу-
ществованию и переживанию в любой эконише. Кро-
ме того, полученные результаты дают основание пред-
положить, что проявлению такой высокой активности 
изучаемых факторов персистенции бактерий-ассоци-
антов способствует присутствие грибов и продуктов 
их метаболизма.

Полученные нами впервые данные по влиянию 
C. albicans на механизм изменения популяционной 
структуры по выраженности факторов, способствую-
щих персистентному потенциалу основных возбуди-
телей НИ, имеют весомую значимость [4] и являются 
подтверждением [3] широкого распространения в ус-
ловиях стационаров условно-патогенных микроорга-

низмов с признаками «госпитальных», формирующих 
устойчивые микобиоценозы.

ВЫВОДЫ
В разработке проблемы кандида-бактериальных 

нозокомиальных инфекций анализ выраженности 
персистентного потенциала бактерий-ассоциантов на 
уровне их популяционной структуры имеет принци-
пиальное значение.

Выраженность факторов, способствующих пер-
систенции значимых возбудителей нозокомиальных 
инфекций в условиях ассоциации с грибами C.albicans, 
неодинакова у микроорганизмов различного таксоно-
мического положения. По возрастанию степени вы-
раженности степени АЛФА и проявлению адгезивной 
активности изученные бактерии-ассоцианты распо-
лагаются в следующей последовательности: E. coli → S. 
aureus → P. aeruginosa.

Выявленная особенность влияния C. albicans на 
проявление клинически значимых признаков возбуди-
телей гнойно-септических процессов нозокомиальных 
инфекций в стационарах города Курска служит пока-
зателем длительной персистенции в организме челове-
ка участников данных симбиозов, создавая очаги хро-
нических инфекций у иммунокомпрометированных 
больных, и констатирует значимость проблемы сме-
шанных кандида-бактериальных инфекций, которые 
из потенциальных «болезней будущего» превратились 
в «актуальные болезни настоящего».
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ВВЕДЕНИЕ
Вориконазол является препаратом выбора для 

противогрибковой химиотерапии инвазивного аспер-
гиллёза лёгких [1]. В последние три десятилетия не-
уклонно прогрессирует количество находок ворико-
назол-устойчивых изолятов Aspergillus spp. во многих 
странах мира [2-4]. Такие штаммы обнаруживают как 
в биоматериале человека, так и в объектах больничной 
и внебольничной окружающей среды. Когда аспергил-
лы, резистентные к вориконазолу, выступают в каче-
стве этиологических агентов инвазивных микозов, 
работники клинической и лабораторной сферы стал-
киваются с рядом нетривиальных проблем, в числе ко-
торых следующие:

Для определения чувствительности Aspergillus spp. 
к вориконазолу и другим антимикотикам необходи-
мо применять экспертный международный протокол, 
который в целом отличается трудоёмкостью. Многие 
расходные средства дорогостоящи и не всегда доступ-
ны.

Для выявления природно-устойчивых к ворикона-
золу аспергиллов микробиолог должен в совершенстве 
владеть техникой морфологической идентификации 
либо (и) иметь возможность определения изолята пу-
тём таргетного ДНК-секвенирования таксономически 
значимых локусов генома.

Разнообразие культуральных и микроморфологи-
ческих свойств природно-устойчивых изолятов пред-
ставителей рода Aspergillus позволило различным ав-
торам и авторским коллективам составить ключи и 
определители отдельных видов этих микромицетов 
[5-8]. Тем не менее только путём использования суще-
ствующей справочной литературы полностью решить 
проблему идентификации аспергиллов, в том числе 
для выявления изолятов резистентных видов, не уда-
ётся в силу существования (а) «криптических» видов 
[9] и (б) ярко выраженного полиморфизма микроми-
цетов. И первое, и второе обстоятельство требуют сбо-
ра и представления данных на основе крупных выбо-
рок штаммов отдельных видов, в том числе с исполь-
зованием молекулярно-генетических и физико-хи-
мических методов. В связи с эти мониторинг свойств 
штаммов актуальных возбудителей микозов и обмен 
полученными данными между микробиологическими 
лабораториями и специалистами смежных областей, в 
том числе путём публичного представления, чрезвы-
чайно важны.

Цель исследования – составить характеристику 
изолятов Aspergillus spp. с высокими минимальны-
ми ингибирующими концентрациями вориконазола 
на основе культуральных и микроморфологических 
свойств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы Aspergillus spp. клинического происхожде-

ния депонированы в Российской коллекции патоген-
ных грибов: A. glaucus РКПГ F-1250, A. calidoustus РКПГ 
F-1595, A. flavus РКПГ F-1611.

Видовую идентификацию штаммов осуществля-
ли с помощью трёх подходов: морфологического, фи-
зико-химического и молекулярно-генетического. Дан-
ные о морфологической идентификации штамма РКПГ 
F-1250 заимствованы из паспорта культуры; для двух 
других изолятов − установлены на основании «Atlas 
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of clinical fungi» [7]. Определение видовой принадлеж-
ности при помощи MALDI-TOF-масс-спектрометрии 
клеточного экстракта провели, как описано ранее [10].

MALDI-масс-спектры, использованные для иден-
тификации штаммов, графически представлены на ри-
сунке 1. 

В качестве экспертного метода применяли таргет-
ное ДНК-секвенирование регионов β-тубулина и вну-
треннего транскрибируемого спейсера (ITS) согласно 
протоколу CLSI MM 18-A [11]. 

Определение чувствительности штаммов к во-
риконазолу методом серийных разведений выполни-
ли, руководствуясь клиническими рекомендациями 
[12].

Рис. 1. MALDI-масс-спектры низкомолекулярной фракции 
протеома вориконазол-резистентных штаммов Aspergillus 
spp. (наложение в реальном масштабе без искусственного 

выравнивания до базовой линии).

Составление культурально-морфологической ха-
рактеристики указанных штаммов провели на осно-

ве архива фото- и микрофотоснимков, собранного в 
2012-2017 гг. При создании оригинального фотоархива 
для исследуемых штаммов применяли следующие пи-
тательные среды и режимы инкубации (надстрочный 
индекс «М» означает, что в отношении культуры с дан-
ной среды также выполняли микроскопическое иссле-
дование). Для A. glaucus РКПГ F-1250:

• на агаре Сабуро в модификации Эммонса: трёхто-
чечный посев на чашку Петри (стандарт) с инкуба-
цией 10 суток при 30 °C;

• на глюкозо-пептонно-дрожжевой среде 
(YPD-агаре)М – трёхточечный посев на чашку Пе-
три с инкубацией 10 суток при 30 °C;

• на картофельно-глюкозной-дрожжевом агаре 
(КГДА)М – трёхточечный посев на чашку Петри с 
инкубацией 7 суток при 30 °C.;

• на среде Чапека-ДоксаМ – трёхточечный посев на 
чашку Петри с инкубацией 10 суток при 28 °C;

• на среде Чапека с дрожжевым экстрактом: посев 
газоном в чашку Петри (7 суток) и в пробирку (30 
суток) с инкубацией при 25 °C;

• на среде Чапека с дрожжевым экстрактом и лакто-
зой (вместо сахарозы) трёхточечный посев на чаш-
ку Петри с инкубацией при 30 °C;

• на среде Чапека с дрожжевыми экстрактом и 20% 
сахарозы – одноточечный посев в колбу и газонный 
посев в пробирку с инкубацией 30 суток при 25 °C.

• Для A. calidoustus РКПГ F-1595:
• на агаре Сабуро в модификации Эммонса: много-

точечный посев с инкубацией 10 суток при 30 °C;
• на КГДАМ – многоточечный посев с инкубацией 5 

суток при 30 °C;
• на среде Чапека с дрожжевым экстрактомМ – одно-

точечный посев в чашку Петри с инкубацией 7 су-
ток при 25 °C;

• на среде Чапека с дрожжевым экстрактом и лакто-
зой – трёхточечный посев чашку Петри с инкуба-
цией 7 суток при 30 °C.

• Для A. flavus РКПГ F-1611:
• на среде Сабуро в модификации ЭммонсаМ – трёх-

точечный посев на чашку Петри с инкубацией 5 су-
ток при 30 °C;

• на среде Чапека с дрожжевым экстрактомМ – трёх-
точечный посев в чашку Петри с инкубацией 10 су-
ток при 30 °C.
Фотосъёмку культур осуществляли с помощью ка-

меры Presto T55 (Reram, Канада); микрофотосъёмку 
провели на микроскопе Leica DM LB2 со встроенной 
камерой DFC320 (Leica, Германия) и на микроскопе 
Leica CME с помощью камеры Presto T55.

Питательные среды готовили по принятым, ранее 
использованным прописям [13], а среду Чапека-Докса 
получили из коммерческого сухого препарата произ-
водства HiMedia, Индия (кат № М1170).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Приводим расширенную культурально-морфоло-

гическую характеристику изученных штаммов.
Культуральные свойства «A. glaucus» РКПГ 

F-1250. Штамм выделили от пациента с диссеминиро-
ванным аспергиллёзом. Результат морфологической 
идентификации «A. glaucus» исправили благодаря ра-
боте Ю.В. Михайловой и соавторов [14], которые под-
вергли генетический материал штамма таргетному 
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ДНК-секвенированию по локусам β-тубулина и вну-
треннего транскрибируемого спейсера (ITS). Действи-
тельная видовая принадлежность штамма: Aspergillus 
hollandicus (анаморфная форма) / Eurotium amstelodami 
(телеоморфная форма). По данным MALDI-TOF-
масс-спектрометрии экстракта из мицелия изолят 
демонстрировал различные свойства при повторных 
исследованиях: в одних случаях его масс-спектро-
профиль был более схож с «A. glaucus», в других − с «Е. 
amstelodami».

Хотя описываемый штамм на большинстве мико-
логических питательных сред проявляет способность 
к половому спороношению, упоминая его в медицин-
ском аспекте, целесообразно употреблять имя анамор-
фы A. hollandicus, поскольку именно споры анаморфы, 
что особо подчеркивал Н.П. Елинов [15], являются ин-
вазивной формой микромицета для человека.

На среде Сабуро штамм развивается умеренно бы-
стро. Его колонии резко отличаются от других клини-
чески значимых представителей рода Aspergillus очень 
неравномерными фестончатыми краями. На большем 
протяжении колонии плоские, их поверхность барха-
тистая. Рельеф образован сравнительно ровными, ре-
гулярно расположенными радиальными бороздами, 
отходящими от центра, который окаймлен кольцевид-
ной бороздой. В месте посева в центре колонии видно 
неглубокое вдавление неправильной формы. Около 
половины площади колонии в центре имело тёмно-
коричнево-зеленоватую пигментацию. Ближе к краям 
колоний наблюдали компактные желтоватые пятна 
– места формирования клейстотециев. Края колоний 
составляли наиболее возвышенную их часть: здесь 
сильно развит воздушный мицелий, очерчивающий 
контуры колонии пушистым белым валом. Реверзум 
культуры тускло-буро-коричневатый, диффундирую-
щего в среду пигмента нет.

При пассаже на YPD–агаре характеристики роста 
штамма в какой-то мере сравнимы со средой Сабуро, 
но кажутся «гипертрофированными». Рельеф коло-
нии неровный в центральной части – мелкобугристый 
и несколько возвышенный, оттуда к периферии идут 
борозды неправильной формы, нерегулярно распо-
ложенные. Колония, исключая краевую зону, тускло-
глинисто-коричневая, бархатистая. Также ближе к 
периферии находятся группы клейстотециев в очень 
крупных кластерах, ясно видимых невооруженным 
глазом. Вершины кластеров гифами даже прикрепля-
ются к крышке чашки Петри. Неровный фестончатый 
край колонии отмечен неравномерным по толщине 
очень высоким валом белого воздушного мицелия, ко-
торый на некоторых участках имеет «разрывы». Обо-
ротная сторона колонии, как на среде Сабуро, тускло-
буро-тёмная, но более интенсивно пигментированная, 
почти до чёрной. При просмотре посева создается впе-
чатление, что с реверзума идёт слабое пропитывание 
среды тёмным пигментом (вероятно, это липофильное 
вещество).

Культуры на картофельно-глюкозно-дрожжевой 
среде формируют ограниченно растущие, медленно 
расширяющиеся колонии, имеющие почти равномер-
ный рельеф. При посеве спор такие колонии бархати-
стые, с правильным, почти циркулярным контуром. 
Центр колоний бархатистый, тёмно-зелёный, а край 
желтоватый по причине продукции там клейстотеци-

ев. Реверзум схож с картиной на других средах. При 
посеве массивного инокулюма из фрагмента агаровой 
культуры также наблюдали образование крупных ко-
лоний неправильной формы, врастающих в среду с 
образованием глубоких нерегулярных борозд. Поверх-
ность таких колоний бугристая, неравномерно-окра-
шенная, на большом протяжении − коричневато-кре-
мово-белёсая, край зеленоватый.

При использовании модифицированной среды Ча-
пека-Докса получили культуры с отличающимися ха-
рактеристиками. Так, в одном из пассажей штамм об-
разовал ограниченные колонии округлых очертаний 
с бородавчатой поверхностью, мелко фестончатым 
краем, тускло-тёмно-зелёной пигментацией с корич-
невыми прожилками. В других посевах получали мел-
кие округлые колонии с ровной бархатистой поверх-
ностью, плоские, тёмно-зелёные с тонким желтоватым 
краем; также наблюдали образование расширяющихся 
колоний с хлопьевидной текстурой, у которых была 
отчётливо выражена зональность. Чередовались ши-
рокие зоны бесполого спороношения и более узкие по-
яса клейстотециев. Во всех случаях реверзум культур 
не был окрашен.

Стандартная питательная среда для идентифика-
ции Aspergillus spp. – агар Чапека с дрожжевым экс-
трактом позволил получить тускло-тёмно-зелёную 
колонию неровных очертаний с бугристо-бархатистой 
текстурой. По поверхности культуры нерегулярно рас-
положены мелкие кластеры жёлтых клейстотециев.

Пассаж на модифицированном агаре Чапека с 
дрожжевым экстрактом и лактозой сопровождался 
формированием колоний с почти ровным контуром 
и бархатистой поверхностью. Большая часть колоний 
спороносила, становилась тёмно-синевато-зелёной. 
По периферии и по складкам в центральной зоне ком-
пактно расположен белый воздушный мицелий. Также 
вокруг контура основной колонии образуется кольце-
видная, отделённая от основного массива зона воздуш-
ного мицелия. Признаков продукции клейстотециев 
не наблюдали. Оборотная сторона колоний тускло-
тёмно-бурая.

Специальной средой, адаптированной для культи-
вирования аспергиллов секции Aspergillus (телеморф-
ный род Eurotium), является агар Чапека с дрожжевым 
экстрактом и 20% сахарозы. На данной питательной 
среде штамм A. hollandicus растёт неограниченно, об-
разуя тёмно-зелёные бархатистые распростёртые ко-
лонии, которые от периферии к центру обильно по-
крываются хлопьевидными ярко-жёлтыми кластерами 
клейстотециев.

Микроморфологические свойства «A. glaucus» 
РКПГ F-1250. 

Культура на среде Чапека-Докса состоит только 
из вегетативного мицелия и конидиеносцев. Мице-
лий стекловидный, прозрачный, с гомогенным содер-
жимым. Клетки-ножки конидиеносцев «теряются» в 
субстратном мицелии. Диаметр конидиеносцев слегка 
увеличивается по мере приближения к терминальному 
расширению, имеющему сферическую форму и покры-
тому короткими зубчатыми стеригмами в один ряд. Ко-
нидии сферические и субсферические, гладкие, в массе 
зеленоватые. В колониях на среде YPD микроскопиро-
вали кластеры клейстотециев. У изученного штамма 
A. hollandicus клейстотеции разновеликие, их формы 
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Рис. 2. Гигантские колонии и элементы микроскопического строения «A. glaucus» (A. hollandicus) РКПГ F-1250: А, Г, Д – 
на YPD-агаре, Б, В – на среде Сабуро, Е, Ж – на среде Чапека-Докса, З, И – на среде Чапека с дрожжевым экстрактом и 

лактозой. К – вегетативный мицелий; Л – конидиеносец, М – клейстотеции и конидиеносец (ув. х200).

от сферической и субсферической до неправильной. 
Цвет клейстотеция – зеленовато-коричневый; оболоч-
ка состоит из крупных полигональных клеток. Замет-
ны отдельные сравнительно короткие конидиеносцы, 
прямые и изогнутые, по протяжённости сравнимые с 
диаметром клейстотеция. В некоторых случаях терми-
нальное расширение заполнено малопрозрачным го-
могенным красновато-бурым содержимым.

В культурах на картофельно-глюкозно-дрожже-
вой среде вегетативный мицелий очень полиморфный, 
разного диаметра, интенсивно ветвится дихотоми-
чески под острым углом, в некоторых гифах − полон 
округлыми светопреломляющими включениями или 
вакуолизирован. Конидиенсцы сравнительно корот-
кие с клеточной стенкой коричневатого оттенка, более 
тёмной, чем у вегетативных гиф. У многих конидиенос-
цев видны равноплечие клетки-ножки. В месте отхож-
дения от клетки-ножки конидиеносец обычно сужен. 
Переход в терминальное расширение оформлен раз-

лично: (1) плавным расширением, (2) сужением или 
(3) боковым изгибом. Терминальное расширение сфе-
рическое до субсферического, иногда несколько гру-
шевидное, прозрачное. Стеригмы однорядные, сильно 
растопырены, покрывают терминальное расширение 
на протяжении 3/4 площади или более. Встречаются 
карликовые конидиеносцы с гиалиновыми стенками, 
относительно мелким терминальным расширением в 
сравнении со зрелыми стеригмами на нём. В отдель-
ных головках стеригмы могут сильно различаться по 
высоте, также наблюдали аномальное прорастание 
вегетативных гиф из конидиальных головок: прорас-
тание конидий (?) или трансформация стеригм (?). 
Чаще конидиеносцы связаны со структурами неизме-
ненного вегетативного мицелия, но нам также удалось 
обнаружить их отхождение от примитивно устроен-
ной синнемы из 2-3 гиф. Помимо этого, нашли трихо-
томическое ветвление конидиеносца: на протяжении 
конидиеносная гифа завершалась сферическим взду-
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тием, а от него отходили 3 кондиеносца нормального 
строения. Конидии субсферические до слегка лимоно-
видных, иногда вздутые, в массе – зеленоватые. Фор-
мирование клейстотециев сходно с особенностями на 
других питательных средах.

Иллюстрации к культурально-морфологической 
характеристике штамма «A. glaucus» РКПГ F-1250 по-
казаны на рисунке 2.

Культуральные свойства A. calidoustus РКПГ 
F-1595. Штамм выделен из бронхоальвеолярного лава-
жа больного аспергиллёзом лёгких [16].

При использовании масс-спектрометрической 
идентификации микромицет определяется, как A. 
ustus. Ранее мы привели особенности культуральных 
свойств этого изолята на среде Сабуро в примакуль-
туре, агаре Чапека с дрожжевым экстрактом и карто-
фельно-морковном агаре [17]. В данном сообщении 
дополнительно приводим характеристики колоний 
на картофельно-глюкозном-дрожжевом агаре, среде 
Чапека с дрожжевым экстрактом (с сахарозой и лак-
тозой), а также дегенеративной культуры на среде Са-
буро.

В посеве на среде Чапека с дрожжевым экстрак-
том (после четырехлетнего хранения штамма в виде 
живой культуры) колонии имели ровные контуры, 
пушистые, белые, в глубине проступала буро-серова-
тая пигментация вследствие спороношения. Иногда 
развитие колоний происходит неравномерно в силу 
секторальной изменчивости. Встречаются пушисто-
бархатистые сектора с явно развитым спороношени-
ем, а также сектора, состоящие преимущественно из 
вегетативного мицелия с неправильной хлопьевидной 
текстурой и утолщенным краем. Продукция экссудата 
отсутствует. Реверзум окрашен слабо, под хорошо спо-
роносящими секторами имеет желтовато-зеленоватый 
оттенок.

На среде Чапека с дрожжевым экстрактом и лак-
тозой колонии в краевой части низкие, бархатистые, 
с ровным краем, светло-серые. Хорошо развито спо-
роношение. Не менее 2/3 площади колонии занимает 
ровно очерченная центральная зона из белого воздуш-
ного мицелия, закрывающего споровый аппарат. Обо-
ротная сторона колоний светлая, не окрашенная. 

Колонии на картофельно-глюкозно-дрожжевом 
агаре широко распространённые, с ровным округлым 
контуром. Большая часть колонии совершенно пло-
ская, покрыта плотным сплетением воздушного туск-
ло-желтоватого мицелия. Центральная часть имеет 
ровный рельеф, а по периферии видны многочислен-
ные, близкорасположенные радиальные борозды, од-
нако они неглубокие, затрагивают только воздушный 
мицелий и не видны с оборотной стороны. Спороно-
шение развито только в краевой зоне на отдельных 
участках, описывающих небольшие дуги окружности. 
Такие фрагменты бархатистые, буровато-серые. Ревер-
зум пигментирован слабо.

Интересно, что в одном из пассажей на среде Са-
буро этот штамм проявил нехарактерную для аспер-
гиллов плёнчатую дегенерацию. В белых распростра-
нённых колониях центральная часть, покрытая белым 
воздушным мицелием, была куполообразно припод-
нята. Периферическая часть, составляющая около 2/3 
площади колонии, состояла практически только из по-
лупрозрачного слоя субстратного мицелия, исчерчен-

ного мелкими радиальными бороздами. Оборотная 
сторона посева пигментации не имела.

Микроморфологические свойства A. calidoustus 
РКПГ F-1595. При стереомикроскопическом иссле-
довании спороносящих участков колонии на кар-
тофельно-глюкозно-дрожжевой среде выявили на 
поверхности культуры тонкую разнопетлистую сеть 
воздушного мицелия. Ниже неё наблюдали хаотично 
расположенные на разных уровнях конидиальные го-
ловки, имеющие форму растрёпанной кисти. В некото-
рых местах видны разновеликие капли экссудата − от 
бесцветного до желтоватого. Микроморфология изо-
лята на средах КГДА и Чапека с дрожжевым экстрак-
том, просматриваемая в препарате «раздавленная ка-
пля», тождественна типовым характеристикам видов 
A. ustus и A. calidoustus.

Культуральные свойства A. flavus РКПГ F-1611. 
Штамм выделили из подкожного абсцесса паци-

ента с диссеминированным аспергиллёзом. Результат 
идентификации подтвержден однозначно благодаря 
и таргетному ДНК-секвенированию, и MALDI-TOF-
масс-спектрометрии.

Культура этого штамма на среде Сабуро, как и на 
агаре Чапека с дрожжевым экстрактом, по своим ма-
кро- и микроморфологическим свойствам полностью 
соответствовала типовым характеристикам вида A. 
flavus (радиально-головчатый вариант). В связи с этим 
обстоятельством приводим свойства колоний A. flavus 
РКПГ F-1611 в сравнении с другими штаммами ком-
плекса видов A. flavus/oryzae, чувствительных к вори-
коназолу (17 субкультур, агар Сабуро), характеристи-
ки которых мы кратко обсуждали ранее [18].

Оригинальная субкультура A. flavus РКПГ F-1611 
на среде Сабуро формирует широко распространён-
ные колонии с ровным округлым контуром. Рельеф 
колонии образован радиальными складками, проходя-
щими через весь радиус колонии, либо не доходящими 
до края, либо начинающимися от края, но обрываю-
щимися в периферической зоне. Радиальные борозды 
хорошо видны с оборотной стороны посева, а на их 
лицевой стороне отчётливо прослеживаются только 
по белому низкому краю культуры. Около 3/4 площади 
колоний заняты конидиеносцами. При этом в центре 
формируется поверхностный тонкий слой воздушного 
мицелия с «тающими» краями. Окраска конидиенос-
ной зоны традиционного для вида травянисто-зелёно-
го цвета, но пигментация распределена неравномерно: 
ближе к центру – насыщенно-зелёная, ближе к пери-
ферии – желтовато-зелёная. Продукцию склероциев у 
этого изолята не наблюдали. Оборотная сторона прак-
тически не окрашена, кремово-желтоватая темнеющая 
под отдельными секторами.

У других изученных штаммов этого вида рельеф ко-
лоний в целом похож, различия отмечали в плотности 
расположения радиальных борозд, а также в оформ-
лении центра колонии, который в одних случаях от-
делялся кольцевидной бороздой, в других – включал 
несколько извилистых борозд неправильной формы. 
Пигментация колоний варьировала от изумрудно-зе-
лёной (у штаммов A. oryzae) до травянисто-зелёной, 
жёлто-зелёной и жёлтой до жёлто-оранжевой. Спо-
роношение может быть равномерно плотным почти 
по всей поверхности. В таких колониях тонкий белый 
край, в центральной зоне видны элементы хлопьевид-
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ного воздушного мицелия. Часто наиболее плотное 
расположение конидиеносцев формируется в центре 
колонии над точкой посева, а в других частях споро-
ношение более разреженное, оттенок колонии более 
светлый; иногда зона спороношения имеет вид непра-
вильной многолучевой звезды. Даже наблюдали раз-
витие спороношения от края колонии к центру. У от-
дельных атипичных штаммов над конидиеносцами по 
объёму сильно преобладал высокий войлочный воз-
душный мицелий без пигментации. У штаммов, близ-
ких A. oryzae, за счёт развития крупных конидиальных 
головок колония приобретает гранулярную текстуру.

На среде Чапека с дрожжевым экстрактом коло-
нии с сильным спороношением, бархатистые, слегка 
зональные, без признаков плеоморфной дегенерации, 
по характеристикам соответствуют классическим при-
знакам вида.

По данным референс-теста определения чувстви-
тельности изолятов к вориконазолу получили следу-
ющие значения минимальных ингибирующих кон-
центраций этого препарата для изученных культур: 
A. glaucus РКПГ F-1250 – 8 мг/л; A. calidoustus РКПГ 
F-1595 – 16 мг/л, A. flavus РКПГ F-1611 – >16 мг/л. В 
отношении указанных видов критерии интерпретации 
МИК еще не сформулированы, однако на том основа-
нии, что полученные значения в 4-8 раз превосходят 
порог отнесения к резистентным для наиболее частых 
возбудителей (2 мг/л) и приближаются к пределу ряда 
разведений антимикотика, можно, судить об устойчи-
вости изученных изолятов к вориконазолу.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для того чтобы в диагностической практике эф-

фективно выявлять представителей видов, штаммы 
которых нами описаны выше, необходимо иметь пред-
ставление о разнообразии доступных источников 
морфологических описаний и снимков культур, а так-
же микроскопических элементов их строения. Далее 
приводим краткий обзор такой информации по от-
дельным видам.

Первое описание вида Eurotium amstelodami опу-
бликовано французским ботаником Манженом Л.А. 
(Louis Alexandre Mangin, 1852-1937) в периодическом 
издании «Анналы естественных наук. Ботаника» (фр. 
Annales des sciences naturelles. Botanique) в 1909 г. Впо-
следствии синонимами вида признаны: Eurotium repens 
var. amstelodami Vuillemin, 1920; Aspergillus (Eurotium) 
heterocaryoticus Christensen et al., 1965; Aspergillus 
(Eurotium) vitis Новобранова, 1972; Aspergillus 
(Eurotium) vitis var. montevidensis Kozakiewicz, 1989 и 
другие. В современной научной литературе, однако, 
некоторые авторы высказывают сомнения в право-
мочности использования данного видового имени, ут-
верждая, что «A. (E.) amstelodami» сам является сино-
нимом других видов [19, 20]. Тем не менее это утверж-
дение желательно подкрепить не только на основании 
анализа видовых описаний в определителях, но и пу-
тем исследования выборки коллекционных штаммов.

Обращаясь к ранним источникам, следует отме-
тить, что описание роста E. amstelodami на среде Чапе-
ка в классическом исполнении и в модификации с 20% 
сахарозы со снимками культур (в том числе – микро-
снимком кластера из клейстотециев, аскоспор и кони-
диеносца) представлено в монографии классиков ис-

следований трихокомовых аскомицетов – Чарльза Тома 
и Кеннета Рапера [Thom Ch., Raper K.B. The Aspergillus 
glaucus group. Washington, D.C.: US Department of 
Agriculture. Miscellaneous publication. 1941. № 426. 46 
pp.]. Снимки колонии A. amstelodami на среде Чапека 
и описание вида в анаморфном и телеоморфном состо-
янии приведены в известной отечественной моногра-
фии Билай В.И. и Коваль Э.З. «Аспергиллы» (1988 г.), 
информация об этом виде имеется также в поздней-
шем российском атласе Кулько А.Б. [6]. В определителе 
Klich M.A. (2002) для данного вида автором помещены 
только размеры колоний на различных питательных 
средах и данные микрометрии, но видовое описание, 
фотоснимки или схемы отсутствуют.

Табличная характеристика вида представлена на 
сайте Института биологического разнообразия грибов 
им. А. Вестердик (Утрехт, Нидерланды), хотя культу-
ральные свойства описаны здесь довольно кратко: ав-
торы указали, в частности, что A. amstelodami образует 
на солодовом агаре желтые колонии, а пигментация 
конидий на среде Чапека с дрожжевым экстрактом 
варьирует от желтой до коричневой. Из микроморфо-
логических свойств обращает внимание то, что авторы 
указывают на наличие бородавчатого рельефа кониди-
еносцев, который мы ни разу не наблюдали у изучен-
ного штамма. Фенотипическую характеристику вида 
дополняет перечень типовых коллекционных штам-
мов с указанием секвенированных ДНК-локусов для 
экспертного определения видовой принадлежности 
[21]. Только детальный пересмотр свойств этих штам-
мов, по нашему мнению, может служить правомочным 
основанием для дискуссии о существовании вида A. 
hollandicus / E. amstelodami.

Хорошо иллюстрирован представитель данного 
вида в тематическом фотокаталоге на сайте Пражского 
университета химии и технологии [22]. Распростра-
ненные на агаре колонии изученного изолята здесь 
имеют равномерный лимонно-желтый оттенок (по-
видимому, из-за обилия клейстотециев), сравнительно 
ровный рельеф, слегка приподнятый и складчатый в 
центре, и нечеткие контуры, однако авторы не указали 
тип питательной среды. На стереомикроснимке видна 
сплошная масса клейстотециев, а структуры, напоми-
нающие конидиальные головки, единичны. В качестве 
иллюстраций микроскопического строения помеще-
ны снимки зрелых клейстотециев с высвобождающи-
мися аскоспорами в препаратах, окрашенных хлопко-
вым голубым.

На соответствующей странице ресурса «Грибы и 
лишайники Великобритании и Ирландии» поместили 
снимок E. amstelodami на солодовом агаре с 20% саха-
розы (агар «М20», трехточечный посев) [23]. Колонии 
штамма тут оказались распространенными и зональны-
ми, с бархатисто-войлочной текстурой и нечетким кон-
туром. Пигментация колоний − темно-зеленая (малахи-
тово-зеленая) с желтыми вкраплениями, такой же окрас 
колоний наблюдали и у изученного нами изолята на 
среде Чапека с дрожжевым экстрактом и 20% сахарозы.

В ресурсе «Грибы Тайваня» для E. amstelodami при-
водят морфологическое описание, фото колоний на 
классической среде Чапека и среде Чапека с 20% са-
харозы, световые микроснимки конидиальной голов-
ки, конидий и аскоспор, а также электроноптические 
снимки конидий и аскоспор [24]. Приведенное здесь 
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описание содержит признаки, которые мы наблюдали 
у A. hollandicus РКПГ F-1250 при использовании ряда 
питательных сред, однако иллюстрации культур на 
сайте имеют иную пигментацию, нежели в описании 
для оттенков конидиальных головок. Вызывает со-
мнение видовая специфичность приведенных на сай-
те данных, поскольку помещенный здесь каталожный 
номер коллекции BCRC (Тайвань) №32306 отсылает к 
штамму Aspergillus montevidensis.

В отношении A. flavus Link, 1809 следует отметить, 
что это этот вид хорошо известен микробиологам, за 
более чем двухсотлетнюю историю изучения накоплен 
богатый описательный и иллюстративный материал 
по его культуральным свойствам и микроморфоло-
гии, информацию об этом микромицете можно найти 
в любом определителе аспергиллов и в периодических 
сообщениях. В практике лабораторий, участвующих в 
программах EUCAST, известен факт наличия сравни-
тельно высоких МИК A. flavus в отношении ворико-
назола, что также нашло отражение в отечественных 
клинических рекомендациях по определению анти-
микробной чувствительности [12]. 

A. calidoustus Varga, Houbraken & Samson, 2008 опи-
сан наиболее поздно, на момент открытия штаммы 
этого нового вида обнаружили как в биоматериале 
человека, так и в объектах внешней среды [Varga J., 
Houbraken J., Van Der Lee H. et al. Aspergillus calidoustus 
sp. nov., Causative Agent of Human Infections Previously 
Assigned to Aspergillus ustus. Eukaryot Cell. 2008; 7(4): 
630-638]. В сообщении с официальным описанием 
вида приведены черно-белые снимки, а годом ранее 
авторы того же учреждения дали подробную характе-
ристику всех известных на тот момент представителей 
секции Usti с цветными снимками [Houbraken J., Due 
M., Varga J., et al. Polyphasic taxonomy of Aspergillus 
section Usti. Stud. Mycol. 2007; 59: 107-128]. A. calidoustus 
очень похож на A. ustus, и, по-видимому, ранее штам-
мы A. calidoustus определяли как A. ustus или как иных 
видов аспергиллов секции Usti, поэтому для получения 
представления о нем возможно использовать источни-
ки, вышедшие позднее 2007 г. и включающие описания 
штаммов, идентифицированных с использованием ти-
повых таксономически значимых последовательностей 
генома. В оригинальной публикации с описанием вида 
даны иллюстрации картин роста типового штамма A. 
calidoustus CBS 121601T на среде Чапека с дрожжевым 
экстрактом и солодовом агаре, а также диаметр коло-
ний на креатин-сахарозном агаре и сахарозно-дрож-
жевой среде. Отмечено, что вид отличается от A. ustus 
положительной реакцией Эрлиха и способностью к 
росту при 37 °С. Интересно, что приведенная авторами 
культура на среде Чапека с дрожжевым экстрактом об-
разует радиально-складчатые колонии, а также клетки 
Хюлле неправильной формы; эти признаки мы не на-
блюдали у A. calidoustus РКПГ F-1595.

В сообщении авторов из Кувейта показаны микро-

снимки A. calidoustus на среде Сабуро, где видны ко-
нидиеносцы, подогнутые вблизи образования кониди-
альной головки [25]. Такие изогнутые конидиеносцы 
мы обнаружили в примакультуре штамма A. calidoustus 
РКПГ F-1595 из биоматериала на той же среде. Данный 
признак непостоянен, виден лишь на некоторых кони-
диеносцах. Также описание культуры с серией микро-
снимков конидиеносцев и конидий приводят иранские 
исследователи [26]. Из сетевых источников заслужива-
ет внимания известный блог «Fun with Microbiology», 
где вновь показаны культуральные свойства штамма 
A. calidoustus на агаре Сабуро [27]. Культура сходна с A. 
calidoustus РКПГ F-1595, но не производит диффунди-
рующий зеленоватый пигмент, как изолят из россий-
ской коллекции. Серия микроснимков конидиального 
аппарата позволяет видеть его структуру достаточно 
подробно, но здесь гриб окрашен хлопковым голубым 
(cotton blue B), поэтому невозможно выявить есте-
ственный цвет элементов его строения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как видно из приведенных результатов, штаммы 

вориконазол-резистентных возбудителей аспергил-
леза отличаются своеобразным сочетанием свойств: 
один из видов (A. flavus) хорошо известен микробио-
логам, два других (A. calidoustus, A. hollandicus) в кли-
нической практике пока описаны по немногочислен-
ным находкам; в отношении одного вида накопленный 
опыт позволяет проводить сравнения с культуральны-
ми свойствами ранее изученных штаммов (A. flavus, 
A. hollandicus), в отношении другого (A. calidoustus) – 
объем хорошо паспортизированных штаммов, даже в 
мировом масштабе, сравнительно невелик. Теоретиче-
ски не существует каких-либо таксономических барье-
ров для появления резистентность-обусловливающих 
мутаций в генах, кодирующих изоформы фермента 
ланостерол-14α-деметилазы – мишени триазольных 
антимикотиков, а также активации иных механизмов 
резистентности к триазолам, поэтому появление вори-
коназол-устойчивых изолятов можно ожидать среди 
любых видов Aspergillus spp. В связи с этими фактами 
следует принять во внимание необходимость следу-
ющих мер повышения качества (информативности) 
диагностики инвазивного аспергиллеза и эпидемиоло-
гического надзором за этой инфекцией: (1) подготовка 
микробиологов диагностического звена по вопросам 
медицинской микологии, связанным с идентификаци-
ей и биоразнообразием возбудителей аспергиллеза че-
ловека и (2) депонирование антимикотикоустойчивых 
штаммов Aspergillus spp. из диагностических лаборато-
рий в Российской коллекции патогенных грибов.

Данная работа выполнена в рамках государствен-
ного задания Минздрава России «Разработка бы-
стрых методов диагностики микозов и молекуляр-
ных маркеров резистентности клинически значимых 
микромицетов к противогрибковым препаратам» (№ 
AAAA-A18-118052990083-4).
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