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ЦИТОЛОГИЧЕСКОЕ 
ИЗУЧЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ 
МУКОРМИКОЗА 
LICHTHEIMIA CORYMBIFERA 
IN VIVO
Васильева Н.В. (директор НИИ, зав. кафедрой), 
Степанова А.А. (зав. лаб.)*, Богомолова Т.С. (зав. 
лаб.), Босак И.А. (с.н.с.), Авдеенко Ю.Л. (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.), Спиридонова В.А. (н.с.) 

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

Изученные клетки гиф тканевых форм Lich-theimia corymbifera 
в легких мышей были сходны по числу и строению ядер, митохон-
дрий, по типу и количеству аккумулируемых запасных веществ. 
Для зрелых клеток тканевых форм L. corymbifera характерно боль-
шое разнообразие ультраструктуры клеточных стенок. Отмечено 
утолщение клеточных стенок мицелия гриба in vivo в сравнении с 
культуральной формой.

Ключевые слова: in vivo, Lichtheimia corymbifera, легкие мышей, 
световая микроскопия,  трансмисcионная электронная микроско-
пия, ультраструктура, морфология

CYTOLOGICAL STUDY OF 
THE CAUSATIVE AGENT 
OF MUCORMYCOSIS 
LICHTHEIMIA CORYMBIFERA 
IN VIVO
Vasilyeva N.V. (director of the institute, head 
of the department), Stepanova А.А. (head 
of the laboratory), Bogomolova T.S. (head of 
the laboratory), Bosak I.A. (senior scientific 
collaborator), Avdeenko Y.L. (senior scientific 
collaborator), Chilina G.A. (head of the laboratory), 
Vybornova I.V. (scientific collaborator), Aak 
O.V. (leading scientific collaborator), Solovieva 
G.I. (leading scientific collaborator), Ryabinin 
I.A. (junior scientific collaborator), Pavlova I.E. 
(scientific collaborator), Spiridonova V.A. (scientific 
collaborator)

Kashkin Research Institute of Medical Mycology, North-
Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, 
Saint Petersburg, Russia

The studied hyphal cells of the Lichtheimia corymbifera tissular forms 
were similar in number and the structure of nuclei, mitochondria, in type 
and quantity of the accumulated storage substances. For the mature cells 
of L. corymbifera big variability in the cell walls ultrastructure was typical 
what can be considered as the protective mechanism in response to influence 
of the cells of immune system of murine lungs. 

Key words: in vivo, Lichtheimia corymbifera, light and transmission 
electron microscopy, murine lung, ultrastructure
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ВВЕДЕНИЕ
Наиболее частыми этиологическими агентами му-

кормикоза являются: Rhizopus arrhizus (прежнее на-
звание − R. oryzae), Rhizopus microsporus, Rhizomucor 
pusillus, Lichtheimia corymbifera (прежнее название 
–  Absidia corymbifera). Представители различных ро-
дов мукоромицетов отличаются по морфологическим 
признакам, выявляемым при световой микроскопии: 
ветвление спорангиеносцев, форма спорангиев и ко-
лумелл, наличие и размеры апофиз, расположение и 
разветвленность ризоидов. Наиболее выраженные 
отличия наблюдаются у Lichtheimia spp.: интенсивное 
ветвление мицелия, грушевидная форма спорангиев, 
коническая форма и верхушечные выросты колумелл, 
крупные апофизы [1]. Ранее виды мукоромицетов, 
известные в настоящее время как Lichtheimia spp., от-
носились к термотолерантным видам рода Absidia, се-
мейству Mucoraceae [1], но в 2009 г. были переведены в 
семейство Lichtheimiaceae, род Lichtheimia [2] на осно-
вании филогенетических, физиологических и морфо-
логических характеристик.  

Сведения о различиях между родами и видами му-
коромицетов на уровне ультраструктуры ограничены 
[2]. Обнаруженные особенности ультраструктуры кле-
ток L. corymbifera в условиях культуры [3, 4] явились 
предпосылкой для проведения настоящего исследова-
ния, цель которого – изучить ультраструктуру ткане-
вых форм гриба на модели экспериментального мукор-
микоза легких [5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для заражения мышей использовали штамм L. 

corymbifera (Cohn) Vuill. (РКПГF-1601/1966) из коллек-
ции НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина, 
выделенный от больного с риноцеребральным мукор-
микозом. Культуру гриба выращивали на агаризиро-
ванной среде Сабуро в термостате при 28 ºС. 

В качестве экспериментальных животных были 
взяты самцы беспородных белых мышей с массой тела 
18-20 г. Для моделирования иммунодефицитного со-
стояния (нейтропения) животным внутрибрюшинно 
вводили циклофосфан в дозе 150 мг/кг четырёхкратно 
(-3, 0, 4 и 8 дни). Заражение мышей выполняли путем 
интраназального введения 50 μl взвеси спор гриба в 
концентрации 1·107 КОЕ/мл. Оценку наличия муко-
ромицета в ткани легких мышей осуществляли путем 
посева части легких погибших животных на среду агар 
Сабуро. Кусочки легких мышей, погибших через 8 су-
ток от начала эксперимента, фиксировали для световой 
микроскопии по стандартной методике, описанной ра-
нее [4]. Окраску срезов проводили по методу Гомори-
Грокотт и гематоксилин-эозином (Г-Э). Съемку препа-
ратов выполняли на световом микроскопе AxioLab.A1 
(фирма Zeiss, Германия).

Для трансмиссионной электронной микроскопии 
(TЭM) из парафиновых срезов вырезали участки с 
наибольшей концентрацией гиф гриба, которые депа-
рафинировали в ксилоле и фиксировали для ТЭМ по 
методике, отработанной и описанной нами ранее [5]. 
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). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Гистологические данные. При гистологическом 

исследовании легких погибших мышей (Г-Э, Гомори-
Грокотт) гифы гриба обнаружены в ткани легкого (Рис. 
1 а), сосудах (1 б) и просвете бронхов. В кровеносных 
сосудах отмечали скопления широких (7-8 мкм) гиф, 
которые заполняли весь их просвет и располагались 
плотно и хаотично относительно друг друга. В про-
свете бронхов наблюдали лишь редкие сильно дефор-
мированные и короткие отрезки гиф. В ткани легкого 
имели место обширные участки некроза с многочис-
ленными (параллельно и беспорядочно ориентирован-
ными относительно друг друга) скоплениями протя-
женных прямых широких (8-10 мкм) гиф, ветвящихся 
под прямым углом (Рис. 1 а, стрелка). Воспалительная 
реакция слабая, встречались немногочисленные ма-
крофаги и лейкоциты. В ткани легкого преобладали 
альтеративные изменения. Элементы спороношения 
на срезах легких отсутствовали. 

Ультраструктура L. corymbifera in vivo. На срезах 
легких мышей выявлены гифы несептированного ми-
целия диаметром 7-10 мкм, формирующие многочис-
ленные скопления. Гифы мицелия различались между 
собой по характеру содержимого. Они находились на 
разных стадиях развития: роста, созревания, зрелости 
и старения. Довольно часто наблюдали полностью от-
мершие, часто сильно искривленные гифы мицелия 
без цитозоля, с обрывками мембран, без плазмалеммы, 
заполненные тонко-фибриллярным содержимым (Рис. 
1 в). Клеточные стенки отмерших и отмирающих гиф 
могли быть равномерно утолщены (0,3 мкм), плотные, 
умеренной электронной плотности либо с локальными 
(Рис. 1 г, д) электронно-плотными утолщениями, ино-
гда причудливой конфигурации на продольном срезе 
(Рис. 1 д).

Ядра одиночные (Рис. 1 е, ж) либо в небольших 
группах (обычно приурочены к клеточной стенке), 
округлой (2,3 мкм) или эллипсоидной (2,0 x 2,5 мкм) 
формы. В нуклеоплазме преобладал диффузный хро-
матин. Ядрышко одно, эксцентричное, крупное (0,5 
мкм), довольно плотное, с неровным контуром и пре-
обладанием гранулярного компонента (Рис. 1 е). Обо-
лочка ядра ровная либо слегка волнистая, несет редкие 
рибосомы. 

Митохондрии многочисленные, располагались в 
группах от 5 до 35 и находились в тесном контакте друг 
с другом (Рис. 1 е). Они округлой (1,2-1,5 мкм) либо эл-
липсоидной (0,4-0,5 мкм) формы. Матрикс органелл по 
электронной плотности сходен с цитозолем. Кристы 
многочисленные, расположены плотно, с более свет-
лым содержимым. Митохондриальный ретикулум не 
обнаружен.

Вакуоли многочисленные (Рис. 1 з), равномер-
но распределены по площади среза, мелкие, светлые, 
неправильной формы, с контрастным тонопластом. 
Чаще всего встречались профили гиф с небольшим 
числом светлых вакуолей средних размеров разноо-
бразной формы (Рис. 1 и) либо с одной или несколь-
кими крупными с аналогичным содержимым (Рис. 1 
ж). Часто наблюдали вакуоли с картинами локального 
автолиза органелл или мелких липидных включений (1 
и, стрелки). 

Из запасных веществ в цитозоле интактных гиф 
обнаружили только липидные включения умеренной 

плотности, округлой или неправильной формы (Рис. 1 
е, и). Для просветов молодых гиф с большим числом 
мелких вакуолей и митохондрий характерно наличие 
довольно мелких (0,2-0,3 мкм) липидных включений. В 
профилях гиф с вакуолями средних размеров, помимо 
описанных липидных включений, имели место более 
крупные (3,0-4,0 мкм). В зрелых гифах формировались 
крупные липидные включения (Рис. 1 к), заполняющие 
весь их просвет. 

В цитозоле клеток отмечали редкие мелкие светлые 
пузырьки и короткие цистерны агранулярного эндо-
плазматического ретикулума. Одиночные цистерны 
Гольджи отсутствовали. Цитозоль отличался умерен-
ной электронной плотностью, насыщен свободными 
рибосомами в виде моно- и полисом. Плазмалемма 
трехслойная, асимметричная, плотно прилегала к кле-
точной стенке.

Отличительной чертой ультраструктуры зрелых 
гиф тканевой формы гиф мицелия L. corymbifera было 
то, что они сильно различались между собой по стро-
ению (толщина, форма, электронная плотность) кле-
точных стенок. У объекта настоящего исследования 
обнаружено три основных типа строения клеточных 
стенок зрелых гиф: 1) тонкие − в среднем 0,3 мкм (Рис. 
1 в, е, и, к), однослойные, темные, гомогенные; 2) рав-
номерно утолщенные − в среднем 2,5 мкм (Рис. 1 з), 
однослойные, темные, гомогенные; 3) неравномерно 
утолщенные (1,5-3,0 мкм), темные, разнообразной, ча-
сто причудливой (на поперечном срезе гифы) формы 
(Рис. 1 г, д, ж). Чаще выявляли клетки гиф с клеточ-
ными стенками третьего типа (70% от общего числа 
изученных), реже (5%) – первого. Гифы с клеточными 
стенками второго типа составляли 15% от общего чис-
ла исследованных. Аналогичное разнообразие в стро-
ении латеральных клеточных стенок было выявлено 
для тканевых форм Lichtheimia spp. [4]. Эти данные 
свидетельствуют о большой пластичности латераль-
ных стенок клеток мицелия объекта настоящей рабо-
ты, что резко отличает его от тканевых форм Aspergillus 
fumigatus [6-10]. 

В гифах мицелия тканевых форм L. corymbifera сеп-
ты (трехслойные сплошные, без пор), характерные для 
спорангиеносцев этого штамма в условиях культуры 
[3], не обнаружены.

При переходе гиф к старению цитозоль просвет-
лялся и впоследствии полностью исчезал, существен-
но уменьшалась численность органелл и запасных ве-
ществ. Ядра теряли групповое расположение, размеры 
ядрышка уменьшались, нуклеоплазма просветлялась. 
Конденсированный хроматин формировал крупные 
глыбки (Рис. 2 а), равномерно распределенные по пло-
щади среза ядра. Контур ядерной оболочки становил-
ся извилистым. Матрикс митохондрий просветлялся, 
резко сокращалось число крист, их форма становилась 
неправильной. Тонопласт вакуолей и плазмалемма 
распадались на фрагменты, что приводило к форми-
рованию везикулярных элементов. Клеточные стенки 
утоньшались, теряли слоистость, электронную плот-
ность и присущую им форму. В них появлялись ло-
кальные разрывы (Рис. 2 а, стрелка), что было нами 
ранее выявлено и для культуральных форм этого вида 
гриба [3]. 

Редко можно было наблюдать ранние стадии кон-
такта макрофагов с участком гифы (Рис. 2 г). Чаще 
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Рис. 1. а – фрагмент ткани легкого мыши после 8 суток от начала инфекции (стрелкой показано латеральное ветвление); 
б – скопление гиф гриба в сосуде ткани легкого мыши; в - к –  особенности ультраструктуры гиф, инфицирующих ткань 

легкого мыши. а, б – окраска по Гомори-Грокотт.  Условные обозначения здесь и на рисунке 2: В – вакуоль; Гф – гифа; КС – 
клеточная стенка; ЛВ – липидное включений; М – митохондрия; Мф – макрофаг; Я – ядро; Яд - ядрышко.
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Рис. 2. Особенности строения клеток гиф L. corymbifera (a) и макрофагов  (б-ж) в ТЭМ. 
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всего выявляли макрофаги, содержащие отрезки от-
мерших гиф. В таких случаях содержимое макрофагов 
было интактным (Рис. 2 е, ж, макрофаг слева внизу). 
Иногда встречали макрофаги, содержащие интактные 
отрезки гиф (Рис. 2 б). Наиболее часто обнаруживали 
интактные клетки макрофаги (Рис. 2 д) без гиф гриба 
и признаков активности (Рис. 2 д). «Противостояние» 
гиф гриба макрофагам ткани легкого сопровождалось 
значительным утолщением латеральных клеточных 
стенок первых вплоть до полного сужения их просвета 
(Рис. 2 б, в). 

ВЫВОДЫ
Гистологические и ТЕМ исследования показали 

наличие в просвете бронхов, сосудах и тканях легких 
мышей через 8 суток после заражения присутствие 
многочисленных гиф L. corymbifera. Наличие в легких 

элементов гриба вызывало выраженные альтератив-
ные изменения и слабовыраженную воспалительную 
реакцию.

При сравнении ультраструктуры клеток вегета-
тивного мицелия тканевых и культуральных форм L. 
corymbifera выявили, что они сходны по числу и стро-
ению ядер, митохондрий и по типу аккумулируемых 
запасных веществ, но различались по строению кле-
точных стенок. Тканевые формы гриба, по сравнению 
с культуральными, аккумулировали больше липидных 
включений.

Данная работа выполнена в рамках Государствен-
ного задания «Изучение морфо-биологических особен-
ностей патогенных мукоромицетов – возбудителей 
микозов у пациентов с иммунодефицитом» (2019-2021 
гг.).
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Всесторонний анализ современных клинических исследований 
и метаанализов отражает актуальность проблемы выбора опти-
мальной наружной терапии онихомикоза. Увеличение числа больных 
вызывает широкий интерес научного сообщества. В статье опи-
саны текущие возможности диагностики заболевания как первого 
этапа оказания высокотехнологичной медицинской помощи. При-
ведены данные о последних разработках новых лекарственных пре-
паратов, способах повышения проницаемости и активности уже 
имеющихся средств. 
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Modern clinical trial analysis demonstrated that a selecting the 
optimal topical treatment option for onychomycosis is an important 
task. The prevalence of onychomycosis is increasing steadily, that fact has 
aroused great interest among the scientific communities. In this article new 
diagnostic possibilities, the first stage of high-tech medical care are described. 
Recent advances in drug development, permeability-increasing methods are 
presented.
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Систематический анализ литературы с исполь-
зованием баз данных MEDLINE/PubMed, EMBASE, 
Cochrane Library, Scopus, Web of Science, ClinicalTrials.
gov, Google Scholar продемонстрировал высокую ак-
туальность проблем диагностики и выбора оптималь-
ной терапии онихомикоза – инфекционного пора-
жения ногтей, вызываемого дерматомицетами (DM) 
(Trichophyton spp.), нитчатыми недерматомицетами 
(NDM) (Aspergillus spp., Fusarium spp. и др.) и дрожже-
подобными грибами (Candida spp., Trichosporon spp., 
Malassezia spp.) [1]. В современном мире неуклонно 
возрастает число больных онихомикозом (10-15%) 
[2]. Среди факторов, предполагающих к развитию за-
болевания, выделяют пол, возраст, профессиональную 
деятельность, аутосомно-доминантный характер на-
следования. Так, лица с мутациями, затрагивающими 
образ-распознающие рецепторы врожденной иммун-
ной системы PRRs или пути IL-17 и IL-22, более вос-
приимчивы к инфекции [3, 4]. 

Согласно Стандарту медицинской помощи, боль-
ным с микозом ногтей (утв. приказом Министер-
ства здравоохранения и социального развития РФ от 
11.12.2007 г. №747) диагностика включает микроскопи-
ческое исследование соскоба с ногтей [5]. В настоящее 
время с целью совершенствования качества оказания 
помощи разработан ряд новых методик. 

Тест-системы на основе ПЦР (качественная оцен-
ка) и ПЦР в режиме «реального времени» (ПЦР-РВ, 
Real-Time PCR, RT-PCR) с количественным анализом у 
различных производителей отличаются протоколами 
экстракции ДНК, используемыми праймерами и спо-
собами выявлениями ампликонов. Среди значимых 
для диагностики онихомикоза разновидностей мето-
да выделяют мультиплексные ПЦР системы с исполь-
зованием панфунгальных и/или пандерматофитных 
праймеров и ПЦР с видоспецифичными праймерами 
для избирательной детекции наиболее частых этиоло-
гических агентов (Т. rubrum, Т. mentagrophytes, Candida 
spp., Aspergillus spp.) [6].

Преимуществами конфокальной лазерной скани-
рующей in vivo микроскопии (КЛСМ) являются высо-
кое разрешение, контрастность изображения, возмож-
ность получения горизонтальных оптических срезов, 
идентификации ветвящихся гиф как ярких, преломля-
ющих свет линейных структур в их естественном со-
стоянии без фиксации, секционирования и окрашива-
ния [7].

Оптико-когерентная томография (ОКТ) – высо-
коразрешающий неинвазивный метод, при котором 
в качестве зондирующего излучения используется 
ближний инфракрасный диапазон (~1 мкм). В насто-
ящее время по данным ОКТ-изображений предложен 
набор морфологических критериев, характерных для 
онихомикоза: нарушение слоистой структуры и сни-
жение интенсивности сигнала – однородность, темные 
полосы; увеличение толщины и неровная поверхность 
пластины; яркие (повышение интенсивности сигнала) 
сгруппированные и резко разграниченные тонкие го-
ризонтальные линии и яркие точки, единичные и со-
бранные в грозди [8]. Преимущества ОКТ (глубина 
визуализации 1,5 мм, наблюдение в режиме реального 
времени) позволяют использовать ее в качестве вспо-
могательного инструмента и для мониторинга прово-
димой терапии.
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Сравнение методик позволило ранжировать их по 
возрастанию чувствительности: культура, выращен-
ная на агаре (21%) < ШИК-реакция (Шифф-йодная 
кислота; PAS) (69%) < KOH-микроскопия (75%) < 
КЛСМ (80%) < ОКТ (92%) < ПЦР (95%), и специфич-
ности: ОКТ (43%) < KOH-микроскопия (76%) < КЛСМ 
(81%) < культура, ШИК, ПЦР (100%) [9].

Посредством инфракрасной термографии установ-
лено, что среди лиц с подногтевым гиперкератозом 
больные с онихомикозом имеют более низкую тем-
пературу пальцев стоп (30,2±2,6°C, p=0,001), поэтому 
предлагают использовать данную методику в качестве 
скрининговой (чувствительность − 81,8%, специфич-
ность − 65,7%) [10].

В научной литературе описаны возможности при-
менения основанной на регистрации флюоресцен-
ции и светорассеяния проточной цитометрии как для 
диагностики онихомикоза – по показателям прямого 
(FSC) и бокового светорассеяния (SSC) для определе-
ния относительного размера и гранулярности клеток 
или частиц, выявлению белков и ДНК с помощью кра-
сителей – флуоресцеин-5-изотиоционата и йодистого 
пропидия [11], так и для изучения патогенеза заболе-
вания: у больных онихомикозом была выявлена повы-
шенная экспрессия CD4+CD25+high T-regulatory cells 
(Treg)-клеток, которые связаны с развитием воспале-
ния [12]. 

В перспективе использование специфичных ан-
тител (anti-Sub6) для обнаружения T. rubrum и T. 
interdigitale может быть эффективно для диагностики 
онихомикоза путем гетерогенного твердофазного им-
муноферментного анализа (ELISA) или иммунохрома-
тографии (стрип-тесты) [13].

Идентификацию дерматомицетов можно прово-
дить и с помощью матрично-активированной лазерной 
десорбционно-ионизационной масс-спектрометрии 
материала культуры (MALDI-TOF MS), включающей  
сопоставление  полученных масс-спектров с типовыми 
масс-спектро-профилями из базы данных. Среди пре-
имуществ: использование информационной системы 
для однозначной идентификации видов; меньшие, по 
сравнению с ПЦР, материальные и временные затраты 
(выполнение одного анализа в течение нескольких ми-
нут) [14].

Метод инфракрасной Фурье-спектроскопии нару-
шенного полного внутреннего отражения (ATR-FTIR) 
построен на возбуждении колебательных движений 
молекул/их фрагментов при пропускании излучения: 
в результате проведенного в 2019 г. исследования ex 
vivo выявили значимые спектральные различия для 
DM, NDM и дрожжеподобных грибов, а также для по-
раженных и здоровых ногтей in vivo с точностью до 
96,9% [15].

Дополнительными источниками информации 
о статусе больного могут стать PRO-инструменты 
(patient reported outcomes), шкалы и опросники для 
оценки качества жизни, депрессии и тревоги, общего 
состояния здоровья [16-18]. 

Спектр препаратов для наружного лечения они-
хомикоза в разных странах значительно варьирует. 
За последние годы были разработаны продемонстри-
ровавшие достаточную активность новые триазолы и 
имидазолы (эфинаконазол, луликоназол и ланокона-
зол).

Для лечения онихомикоза легкой и умеренной сте-
пени тяжести (T. rubrum / T. mentagrophytes) Мини-
стерством здравоохранения Канады (Health Canada) в 
2013 г. был одобрен 10% раствор для наружного при-
менения − эфинаконазол [19]. В 2014 г. он был разре-
шен Управлением по контролю качества пищевых про-
дуктов и лекарственных препаратов США (FDA) [20], 
а также в Японии с теми же показаниями; в 2015 г. – 
Европейским агентством по лекарственным средствам 
(EMA) – для лечения онихомикоза [21]. Азолы ингиби-
руют цитохром-Р450-зависимую 14-альфа-деметилазу, 
угнетая превращение ланостерола в эргостерол, что 
приводит к увеличению проницаемости микробных 
клеток.

Препарат ланоконазол (LAN) зарегистрирован 
в Японии (1% крем, 1% раствор) для лечения дер-
матофитии стоп [22]. Луликоназол (LUL) является 
R-энантиомером и обладает более сильным противо-
грибковым действием, чем ланоконазол, который 
представляет собой рацемическую смесь [23]. Лули-
коназол обладает уникальной структурой, где имида-
зольный фрагмент включен в структуру дитиоацетата 
кетена, и высоким сродством к кератину; в форме 1% 
крема одобрен в Японии с 2005 г. для лечения дерма-
томикозов [24], FDA с 2013 г. – для лечения дермато-
фитии стоп, паховой эпидермофитии и трихофитии; 
назначается в течение 1 недели, что выгодно отличает 
его от аналогов [25]. 

По данным двойного слепого многоцентрового 
рандомизированного исследования III фазы, на фоне 
применения луликоназола в виде 5% раствора еже-
дневно в течение 48 недель для лечения онихомикоза 
(DLSO, вовлечение 20-50% пластины) была доказана 
статистически значимая эффективность препарата по 
показателям клинического и микологического излече-
ния (14,9 и 45,4%) по сравнению с группой контроля  
(5,1 и 31,2%) (p=0,012; p=0,026) [26].

Минимальная ингибирующая концентрация, спо-
собная остановить рост 90% штаммов in vitro (MIC90), 
и минимальная фунгицидная концентрация (MFC) лу-
ликоназола в отношении T. rubrum и T. mentagrophytes 
составляет 0,00098 и 0,0078 мкг/мл, что соответствует 
наиболее выраженной антифунгальной активности 
среди продаваемых в настоящее противогрибковых 
препаратов [27]. В исследовании 2019 г. на образцах 
ногтей (n=257) с подтверждением диагноза онихоми-
коза методом PCR-RFLP (n=180; 70,03%) была про-
демонстрирована высокая активность люликоназола 
и ланоконазола в отношении всех изолятов (NDM 
– 51,1%, дрожжи – 35%, DM – 10,6%) – MIC 0,0154 и 
0,0309 мкг/мл, отдельно для дерматомицетов – MIС в 
диапазоне от 0,016 до 0,032 и от 0,063 до 1 мкг/мл соот-
ветственно [28]. Кроме того, люликоназол и  ланокона-
зол высокоактивны в отношении Aspergillus spp.: MIС 
– 0,009 мкг/мл (0,004-0,062) и 0,02 мкг/мл (0,004-0,125) 
и C. albicans: MIC – 0,031-0,25 и 0,063-0,25 мкг/мл (для 
тербинафина – 2-64 мкг/мл, бифоназола – 0,5-4 мкг/мл, 
флуконазола – 0,38 мкг/мл, итраконазола –  0,5 мкг/мл) 
[29]. 

Производное имидазола − эконазол доступен в РФ 
в виде 1% крема, 1% раствора, 1% порошка для наруж-
ного применения по показаниям: грибковые пораже-
ния кожи и волосистой части головы, разноцветный 
лишай, эритразма. При этом в литературе представле-
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ны данные II-III фазы клинических исследований лака 
эконазола: добавление 2-н-нонил-1,3-диоксолана уси-
ливает проникновение эконазола в ногтевую пластину 
в 200 раз при двукратном ежедневном нанесении лака 
в течение 14 дней по сравнению с группой контроля 
(р=0,008) [30].

В декабре 2018 г. группа исследователей из Испании 
объявила о достижении первичной (излечение) и вто-
ричных конечных точек двойного слепого, многоцен-
трового, рандомизированного исследования III фазы 
по оценке эффективности 10% раствора для ногтей с 
тербинафином (P-3058), официальное объявление ре-
зультатов запланировано на конец 2019 г. [31]. 

Для лечения онихомикоза, вызванного T. rubrum / 
T. mentagrophytes, в 2014 г. FDA одобрило 5% раствор 
таваборол – боросодержащее средство, которое ин-
гибирует лейцил-тРНК-синтетазу − фермент грибов, 
необходимый для синтеза белка и для катализа АТФ-
зависимого лигирования L-лейцина в тРНК, что при-
водит к прекращению роста клеток и их гибели, устра-
няя инфекцию [32]. 

Среди противогрибковых препаратов для наруж-
ного применения с заявленными показаниями «Гриб-
ковые инфекции ногтей (онихомикозы)», официаль-
но разрешенных к медицинскому применению в РФ, 
можно выделить следующие (МНН, лекарственная 
форма, по данным Инструкции по медицинскому при-
менению): аморолфин − лак для ногтей; бифоназол + 
мочевина − мазь для наружного применения; нафти-
фин − крем и 1% раствор для наружного применения, 
циклопирокс − лак для ногтей.

Согласно Рекомендациям по лечению онихоми-
коза Британской ассоциации дерматологов (British 
Association of Dermatologists), при поверхностной или 
дистальной клинической форме онихомикоза у взрос-
лых следует использовать аморолфин или тиоконазол, 
циклопирокс − у больных с противопоказаниями к си-

стемной терапии [33].
Тиоканозол, одобренный для медицинского ис-

пользования еще в 1982 г., в виде 28% раствора для 
ногтей содержит ундециленовую кислоту, однако в ли-
тературе описаны случаи развития контактного дер-
матита на фоне данной терапии [34].

Увеличения проницаемости лекарственных средств 
стараются достичь посредством создания новых ле-
карственных форм: диспергирование в липосомы тер-
бинафина в составе лака для ногтей [35], доставка в 
виде наноэмульсии и трансферсом (TDT 067) [36, 37]; 
физическими (ионтофорез) и механическими метода-
ми (фенестрация, технология «мезосреза») [38, 39]. 

В литературе описаны и специальные вещества, по-
вышающие проницаемость ex vivo и активность пре-
паратов (penetration enhancer): гидрогель кетоконазо-
ла на основе микроэмульсии с маслом черного тмина 
[40], выделение 5% папаина (фермент эндопептидазы) 
для оптимизации формулы циклопирокса [41], вклю-
чение тиогликолевой кислоты и мочевины в составы 
гидрохлорида аморфолина [42]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ключевой шаг к достижению эффективности ле-

чения – точная диагностика онихомикоза, основанная 
на оценке клинической картины и микологического 
исследования. Назначение наружной терапии позво-
ляет избежать проблем, ассоциированных с развитием 
нежелательных побочных реакций из-за поступления 
препарата в системный кровоток; снизить риск меж-
лекарственного взаимодействия; создавать на поверх-
ности ногтя достаточные фунгицидные концентрации 
препарата. Совершенствование знаний и навыков пу-
тем обучения, ознакомление и овладение новыми тех-
нологиями диагностики и лечения являются залогом 
профессионализма для оказания квалифицированной 
медицинской помощи.
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Хронический диссеминированный кандидоз (ХДК) − редкий ва-
риант инвазивного кандидоза (ИК), который наиболее часто про-
текает с поражением печени и селезенки (другое название – гепато-
лиенальный кандидоз). Определяющим фактором риска является 
длительная глубокая нейтропения, преимущественно у пациентов с 
онкогематологическими заболеваниями. Публикации о ХДК у детей 
немногочисленны. Приводим описание клинического случая успешно-
го лечения ХДК, протекавшего с синдромом иммунологической рекон-
ституции (СИР) у девочки с интракраниальной герминогенно-кле-
точной опухолью, и обзор литературных данных.
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Chronic disseminated candidiasis (CDC) is a rare type of disseminated 
invasive fungal infection, associated with Candida spp., with main 
involvement of the liver and spleen (so called “hepatosplenic candidiasis”). 
The main risk factor is profound and prolonged neutropenia, which is mostly 
observed in patients with hematological malignancies. We present a clinical 
case of successful treatment of CDC with IRIS in a girl with intracranial 
germ cell tumor and analyzed literature data. 
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ВВЕДЕНИЕ
Хронический диссеминированный кандидоз 

(ХДК)  − один из вариантов оппортунистических ми-
козов, как правило, развивающийся у пациентов с 
длительным агранулоцитом в постцитостатическом 
периоде. ХДК наиболее часто протекает с поражением 
печени и селезенки, однако возможна генерализация 
заболевания с вовлечением других органов (почки, 
легкие и пр.) [1]. Наиболее частой фоновой патологией 
являются онкогематологические заболевания, при ко-
торых частота ХДК составляет от 3% до 29,1% [1, 2]. Ди-
агностика основана на клинических, радиологических 
и микробиологических методах. Неспецифичность 
симптомов ХДК определяет трудности своевременной 
диагностики и начала антифунгальной терапии [2-4]. 
Отметим, что у 85% пациентов диагноз устанавливают 
после восстановления числа нейтрофилов, и длитель-
ность этого периода может варьировать от 14 до 165 
дней [5].

После восстановления количества нейтрофилов и 
разрешения иммуносупрессии характерным является 
развитие синдрома иммунологической реконституции 
(СИР), характеризующегося чрезмерным воспали-
тельным ответом как реакции на инфицирование оп-
портунистическими микроорганизмами [4]. Патогенез 
СИР до настоящего времени не до конца изучен, что 
обусловливает отсутствие систематизированных под-
ходов к терапии [4].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для диагностики ХДК использовали критерии Ев-

ропейской организации по исследованию и лечению 
рака (EORTC/MSG, 2008) [6]. Лабораторная диагно-
стика включала микроскопию,  посев крови и мочи, 
серологические методы (совместное определение ман-
нана и антимананновых антител в сыворотке крови). 
Осуществляли мониторинг гематологических и биохи-
мических показателей крови. Методами визуализации 
были: мультиспиральная компьютерная томография 
(МСКТ) органов брюшной полости (ОБП) и грудной 
клетки (ОГК), придаточных пазух, а также ультразву-
ковое исследование ОБП. Оценку эффективности ан-
тифунгальной терапии проводили согласно критериям 
EORTC/MSG, 2008 [6].

Проанализировали данные литературы о случаях 
ХДК у детей с онкологическими и гематологическими 
заболеваниями за последние 10 лет, а также особенно-
стях диагностики и лечения синдрома иммунологиче-
ской реконституции.

Описание клинического случая
Девочка, 14 лет, фоновое заболевание: секретиру-

ющая герминогенно-клеточная опухоль смешанной 
этиологии хиазмально-селлярной области с выражен-
ным экстра- и ретроселлярным ростом, R+M0, группа 
высокого риска. Состояние после частичной резекции 
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от 24.04.2017 г., 2-х курсов полихимиотерапии, высоко-
дозной химиотерапии (ВДХТ) с аутотрансплантацией 
гемопоэтических стволовых клеток (аутоТГСК), ло-
кальной лучевой терапии. Рецидив 1 с лептоменинге-
альным распространением.

Болеет с марта 2017 г., когда впервые диагностиро-
вали герминогенно-клеточную опухоль хиазмально-
селлярной области. В отделении химиотерапии онко-
гематологических заболеваний и ТКМ для детей ФГБУ 
«НМИЦ им. В.А. Алмазова» в соответствии с прото-
колом SIOP CNS GCT II 2010 г. проведено комплекс-
ное лечение заболевания с применением метода ВДХТ 
с аутоТГСК. Программная терапия была завершена в 
декабре 2017 г. с достижением ремиссии.

В июле 2018 г. диагностировали рецидив заболе-
вания, по поводу которого проведен курс противоре-
цидивной химиотерапии (ХТ) по схеме карбоплатин/
этопозид. С учетом объема проводимого лечения был 
установлен центральный венозный катетер, длитель-
ность использования которого составила 24 дня.

После 1 блока противорецидивной ХТ в периоде 
постцитостатической миелосупрессии 4 ст. возникли 
фебрильная нейтропения, нейтропенический энтеро-
колит (Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa), 
бактериурия (Enterococcus faecium), ДНК-емия ци-
томегаловирусной инфекции (3,6∙103 копий ДНК 
ЦМВ/105 клеток). Отмечали многофокусную колони-
зацию Candida spp.: C. albicans и C. tropicalis (кал), C. 
parapsilosis (зев). При проведении визуализирующих 
методов обследования (МСКТ ОГК, УЗИ ОБП) патоло-
гии не выявлено. По поводу инфекционных эпизодов 
проводили  антибактериальную терапию с постепен-
ной эскалацией (цефоперазон+сульбактам, меропе-
нем, ванкомицин, полимиксин В, линезолид), а также 
эмпирическое назначение микафунгина в дозе 100 
мг/кг и удаление ЦВК (роста при посеве дистального 
фрагмента не получено) с эффектом в виде достиже-
ния апирексии, купирования симптомов энтероколи-
та, санации мочи, а также снижения маркеров систем-
ного воспаления (СРБ, ПКТ). Для стимуляции лейко-
поэза пациентка получала филграстим. Длительность 
постцитостатического агранулоцитоза составила 28 
дней, однако сохранялась тромбоцитопения 3-4 ст., 
что препятствовало продолжению противорецидив-
ной химиотерапии. После разрешения инфекционного 
эпизода и достижения АЧН >1,5∙109/л антибактериаль-
ная и противогрибковая терапия были завершены.

На 39 сутки 1-го противорецидивного курса ХТ, 
после восстановления лейкопоэза и нормализации 
АЧН в гемограмме, отмечали ухудшение состояния в 
виде учащения эпизодов фебрильной лихорадки, по-
явления интенсивных болей в правом подреберье, 
гепатомегалии, нарастания СРБ без диагностически 
значимого повышения ПКТ. При УЗИ ОБП во всех 
отделах печени (Рис.) выявили множественные очаго-
вые образования пониженной эхогенности размерами 
до 0,5 см. При МСКТ ОБП с контрастным усилением 
в структуре печени и селезенки выявили очаги пони-
женной плотности без четких контуров (Рис.). Биоп-
сию очаговых образований печени не провели в связи 
с сохраняющейся тромбоцитопенией 3-4 ст. и высоким 
риском геморрагических осложнений. Результат те-
ста на маннан в сыворотке крови был отрицательным 
(C=0,1 пг/мл), теста на антиманнановые антитела − по-

ложительным (C=44 UA/мл). В динамике отмечено на-
растание уровня щелочной фосфатазы до 348 Ед/л.

а

a

a, b

Рис. УЗ и КТ признаки множественных очаговых 
образований в паренхиме печени (а) и селезенки (b).

На основании клинических, радиологических и 
серологических методов диагностики в соответствии 
с критериями EORTC/MSG диагностировали «веро-
ятный» ХДК. Возобновили антифунгальную терапию 
микафунгином в дозе 100 мг/сут. В связи с сохраня-
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ющимися эпизодами фебрильной лихорадки на фоне 
проводимой оптимальной антимикотической терапии 
в течение 7 дней, нарастанием уровня СРБ, а также 
учитывая стабильный клинический статус пациент-
ки, отрицательные результаты микробиологических 
исследований и восстановление числа нейтрофилов, 
диагностировали СИР, ассоциированный с ХДК. К 
антифунгальной терапии был добавлен дексаметазон 
в дозе 0,5 мг/кг/сут. В течение 2-х суток нормализова-
лась температура тела, снизился уровень СРБ. Сниже-
ние дозы и отмену дексаметазона проводили в течение 
28 дней. При контрольном УЗИ ОБП констатировали 
уменьшение размеров и количества очаговых обра-
зований в печени, регресс образований в селезенке. 
В последующие 4 месяца продолжали противоопу-
холевую терапию на фоне применения микафунгина. 
Пероральные триазольные ЛС (флуконазол, ворикона-
зол) не назначали в связи с риском межлекарственных 
взаимодействий. 

Исчезновение клинических и КТ признаков ХДК 
расценили как полный ответ на антифунгальную тера-
пию.

ОБСУЖДЕНИЕ
ХДК был впервые описан в 1950 г., и за последние 

годы значимо улучшилось понимание патогенеза и им-
мунологических аспектов течения заболевания [1]. В 
группе риска находятся иммунокомпрометированные 
пациенты, в частности больные онкогематологически-
ми заболеваниями, иммуносупрессия у которых обыч-
но обусловлена эпизодами длительной и глубокой 
постцитостатической нейтропении [1]. Факторами 
риска развития ХДК, помимо фонового заболевания, 
являются повреждение целостности кожи и слизистых 
оболочек, наличие ЦВК, антибактериальная терапия 
широкого спектра действия, полное парентеральное 
питание, а также мультифокальная колонизация гри-
бами рода Candida [1, 7]. Независимыми факторами 
риска являются возраст молодой возраст, агранулоци-
тоз >15 дней и использование фторхинолонов [8].

За последние 10 лет опубликовано 11 исследований 
ХДК у детей с онкогематологическими заболеваниями 
(табл.). Среди них не было пациентов с секретирую-
щей герминогенно-клеточной опухолью. 

Таблица

1 100

4 100

1 100

2 100

25

13 100

2 100

6 50

3 67

13 1

1 100

АА – апластическая анемия; В-НХЛ – В-неходжкинская лимфо-
ма; ЛХ – лимфома Ходжкина;  МБ – медуллобластома; НБ – нейро-
бластома; ОЛ – острый лейкоз; ОЛЛ – острый лимфобластный лей-
коз; ОМЛ – острый миелобластный лейкоз; СЮ – саркома Юинга; 
Т-НХЛ – Т-неходжкинская лимфома

По совокупности опубликованных данных за по-
следние 10 лет общее число случаев ХДК при онкологи-
ческих заболеваниях у детей составило 71 (табл.), при 
этом количество пациентов с солидными опухолями 
было значительно меньше (n=4), чем с гемобластоза-
ми (n=67). Среди онкогематологических заболеваний 
доминировали случаи ОЛЛ [3, 9-12, 14-18], в когорте 
детей с солидными опухолями − нейробластома (n=2), 
медуллобластома (n=1) и саркома Юинга (n=1) [14, 18]. 
Мы не встретили описания ХДК у ребенка с интракра-
ниальной герминогенно-клеточной опухолью. Вклад 
ВДХТ с аутоТКМ не является значимым. В качестве 
терапии ХДК наиболее часто использовали липидную 
форму амфотерицина В, реже – каспофунгин, ворико-
назол или комбинированное лечение. Общая выжи-
ваемость варьировала от 50% до 100%, но, по данным 
большинства исследователей, составила 100% [3, 9-12, 
14, 15].

Наиболее частыми клиническими проявлениями 
ХДК являются резистентная к антибактериальной те-
рапии широкого спектра действия лихорадка, тяну-
щие боли в правом подреберье/животе и гепато-/спле-
номегалия [1]. Как правило, течение ХДК сопровожда-
ется неспецифическими изменениями лабораторных 
показателей в виде повышения уровня С-реактивного 
белка (СРБ), печеночных трансаминаз, щелочной фос-
фатазы, фибриногена и ПКТ [5, 19]. При этом под-
черкивается важность диссоциации вышеуказанных 
показателей: нарастание СРБ и фибриногена наряду с 
низкими значениями ПКТ [19]. В исследовании Leli и 
соавторов было показано, что использование ПКТ мо-
жет быть эффективным для дифференциальной диа-
гностики вида инфекции [20], при этом в случае мико-
зов его содержание значительно ниже [21]. 

Среди методов визуализации наибольшей диагно-
стической ценностью обладают МРТ и КТ с КУ [1]. За 
последние годы отмечена возрастающая диагностиче-
ская ценность ПЭТ/КТ с ФДГ, в том числе для оценки 
ответа на проводимую терапию [22]. 

Большая часть случаев ХДК ассоциирована с C. 
albicans [1], при этом выделение возбудителя из культу-
ры крови выявляли не более чем в 20% случаев [1]. Для 
верификации диагноза необходимо проведение биоп-
сии печени с выполнением гистологического и/или 
микробиологического исследований [6], что зачастую 
является невозможным у пациентов в период постци-
тостатической аплазии кроветворения. В качестве диа-
гностических биомаркеров инвазивного кандидоза, 
согласно рекомендациям EORTC/MSG [6] и ECIL [23], 
могут быть информативны тест на (1→3)-β-D-глюкан 
и совместное определение маннана и антимананновых 
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антител в сыворотке крови.
Стандартом инициальной терапии ХДК является 

назначение липидной формы амфотерицина В (3-5 
мг/кг/сут) или эхинокандинов: микафунгина (100 мг/
сут), каспофунгина (70 мг – нагрузочная доза, далее − 
50 мг/сут) с последующим переходом на пероральную 
терапию флуконазолом (6 мг/кг/сут) при отсутствии 
данных за  флуконазол-резистентные штаммы, а так-
же вориконазолом [24]. Как правило, рекомендуемая 
длительность антифунгальной терапии составляет 
несколько месяцев, преждевременное прекращение 
лечения ассоциировано с рецидивом ХДК [24]. Пара-
метрами для оценки ответа на проводимую антимико-
тическую терапию являются разрешение аттрибутив-
ных симптомов заболевания, документированная эли-
минация возбудителя, регресс радиологических при-
знаков и выживаемость пациентов [25]. Разрешение 
клинических симптомов после начала антифунгальной 
терапии, как правило, наступает в течение 2-8 недель, 
однако лихорадка может персистировать длительно, 
до нескольких недель после полного восстановления 
числа нейтрофилов. 

Одной из особенностей течения ХДК является 
СИР, характеризующийся «парадоксальным» кли-
ническим ухудшением состояния пациента в период 
восстановления числа нейтрофилов при отсутствии 
данных за реинфекцию и, в большинстве случаев, яв-
ляется диагнозом исключения [26]. Патогенез СИР 
объясняется развитием дисбаланса субпопуляций 
Т-лимфоцитов с преобладанием провоспалительных 
(Th7, Th17) и уменьшением числа противовоспали-
тельных (Th9, Treg), а также продукцией фактора не-
кроза опухоли-a (TNF-a) и интерферона d (IFN-d) [1, 4, 
26]. Снижение количества регуляторных клеток (Treg), 
ингибирующих пролиферацию/созревание эффектор-
ных Т-лимфоцитов и тормозящих избыточный воспа-
лительный ответ, приводит к развитию чрезмерного и 
неконтролируемого СИР на различные патогены [26]. 

В качестве наиболее изученной терапевтической 
опции микоз-ассоциированного СИР на сегодняш-
ний день является использование кортикостероидов в 
средней дозе 0,66 мг/кг/сут (0,4-2 мг/кг/сут в расчете 
на преднизолон), при этом срок до наступления кли-
нического улучшения в среднем составляет 4,5 дня (1-
30) [4, 24, 26]. Механизм действия опосредован через 
подавление секреции провоспалительных и стимуля-
цию противовоспалительных цитокинов [3]. Согласно 
литературным данным, длительность терапии корти-
костероидами может составлять от 14 до 240 дней [4, 
26]. Иными возможными опциями купирования ми-
коз-ассоциированного СИР являются использование 
анти- TNF антител, например, адалимумаба или тали-
домида [4]. 

После достижения контроля на фоне антимикоти-
ческой терапии с учетом межлекарственных взаимо-
действий возможно продолжение противоопухолево-
го лечения, в том числе проведение ВДХТ с аллогенной 
ТГСК [1, 24].

ВЫВОДЫ
1. У детей ХДК может возникать на фоне лечения 

как гематологических, так и онкологических заболева-
ний. 

2. Основной фактор риска развития ХДК у детей – 
длительная выраженная нейтропения.

3. При диагностике ХДК необходимо учитывать 
данные КТ/МРТ, а также гистологических и сероло-
гических методов исследования. Результаты посевов 
крови обычно отрицательные.

4. Лечение ХДК состоит из длительного примене-
ния антимикотиков: сначала эхинокандинов, после 
стабилизации состояния пациента – азольных ЛС.

5. Для лечения СИР при ХДК используют кортико-
стероиды на фоне антифунгальной терапии.

6. При достижении контроля над ХДК следует про-
должать лечение фонового заболевания на фоне анти-
фунгальной терапии.
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Инвазивный кандидоз (ИК) – тяжелое осложнение у новорож-
денных. В проспективное исследование с января 2015 по июль 2019 
гг. включили 31 новорожденного с диагнозом «доказанный» ИК по 
критериям EORTC/MSG 2008, девочек – 58%. ИК развивался преиму-
щественно у недоношенных новорожденных (87%) с массой тела при 
рождении от 560 г до 4000 г (медиана – 1280 г) и медианой гестаци-
онного возраста при рождении – 29 недель (23-40 недель). Факторы 
риска ИК: применение антибактериальных препаратов широкого 
спектра действия (100%), использование центрального венозного ка-
тетера (93%), проведение искусственной вентиляции легких (84%), 
полного парентерального питания (71%) и гемотрансфузий (55%). 
Основной клинический вариант ИК – кандидемия (97%), реже выяв-
ляли хориоретинит (6%), поражение ЦНС (3%) и печени (3%). Основ-
ные  возбудители – C. albicans – 45%, C. parapsilosis (29%) и C. famata 
(13%). Определяли чувствительность Candida spp. к флуконазолу и 
каспофунгину. Выявили резистентность штаммов к флуконазо-
лу – 3%, с дозозависимой чувствительностью к флуконазолу – 6%, 
к каспофунгину все возбудители были чувствительны. Первичную 
антифунгальную профилактику флуконазолом получали 94% ново-
рожденных. Удаление/замену ЦВК в первые 24 часа после постановки 
диагноза ИК выполнили у 87% пациентов. Антимикотические пре-
параты в первые сутки получали 100% больных, флуконазол – 93%, 
микафунгин – 35%. Общая 30-дневная выживаемость составила 
80,6%.

Ключевые слова: антифунгальная терапия, инвазивный канди-
доз, инвазивный микоз, кандидемия, новорожденные, Candida spp.
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Invasive candidiasis is a serious complication in newborns. In the 
prospective study from January 2015 to July 2019 were included 31 neonates 
with “proven” IC according to the EORTC / MSG 2008 criteria, females – 
58%. Premature neonates accounted for 87% of patients. Birth weight was 
from 560 to 4000 g (median – 1280 g), median gestational age at birth – 
29 weeks (23 - 40). Broad-spectrum antibacterial drugs were prescribed 
in 100% patients, central venous catheter (CVC) – 93%, mechanical 
ventilation – 84%, parenteral nutrition – 71 %, blood transfusion – 55%. 
The main clinical variant of IC was candidemia – 97%, chorioretinitis (6%), 
meningitis (3%), and hepatitis (3%). The pathogens of IC were C. albicans 
– 45%, C. parapsilosis – 29%, and C. famata – 13%. In vitro resistant to 
fluconazole were 3% pathogens, dose-dependent susceptible to fluconazole 
– 6%. Fluconazole prophylaxis received 94% patients. In the first 24 hours 
after diagnosis, CVC was removed / replaced in 87% patients. In the first 
24 hours after diagnosis, antifungal treatment was used in 100% patients: 
fluconazole (100%), micafungin (35%). The overall 30-day survival rate was 
80,6%, the survival of three patients was unknown.

Key words: antifungal treatment, invasive candidiasis, invasive 
mycosis, candidemia, newborns, neonatas, Candida spp.

В течение последних трех десятилетий заболевае-
мость грибковыми инфекциями у новорожденных на-
растает [1]. Наиболее частый микоз в неонатологии – 
инвазивный кандидоз (ИК) [2]. В отделении реанима-
ции и интенсивной терапии новорожденных (ОРИТН) 
ИК занимает третье место среди инфекций кровотока 
[3].

Возникновению ИК способствуют недоношен-
ность, низкая масса тела при рождении, наличие ин-
вазивных устройств (центрального венозного катетера 
(ЦВК), других катетеров, дренажей), применение анти-
бактериальных препаратов и длительное пребывание в 
ОРИТН [1, 4-8]. У новорожденных ИК отличается вы-
сокой общей летальностью – 20-54% [8-13]. Однако ко-
личество посвященных данной проблеме публикаций 
в нашей стране ограничено.

Цель данной работы – изучить этиологию, факторы 
риска, клинические проявления и результаты лечения 
ИК у новорожденных в Санкт-Петербурге.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проспективное исследование было проведено с 

января 2015 г. по июль 2019 г. Мы обследовали ново-
рожденных с подтвержденным диагнозом ИК. Для 
постановки диагноза использовали клинические и ла-
бораторные критерии, предлагаемые европейской ор-
ганизацией по изучению и лечению рака (EORTC), и 
группой, исследующей микозы (MSG), Национального 
института аллергологии и инфекционных заболева-
ний (NIAID) NIH США [14]. 

Чувствительность к антимикотическим препара-
там определяли диско-диффузионным методом, при-
меняли бумажные диски диаметром 6 мм, пропитан-
ные вориконазолом, – содержание препарата в диске 
1 мкг (Oxoid) и флуконазолом – содержание препарата 
в диске 25 мкг (Oxoid). Взвеси Candida spp. готовили 
из выращиваемых в течение 1 суток при +37 °С (+28 
оС – для C. lipolytica) культур на агаре Сабуро в чашках 
Петри, затем клеточную массу снимали с поверхности 
агара бактериологической петлей, суспендировали в 
пробирке с 0,85% стерильным раствором натрия хло-
рида до густоты рабочих взвесей 0,5 ЕД по Мак Фар-
ланду, что соответствует концентрации 1-5·106 клеток/
мл. Инокулюм наносили по всей поверхности чашки 
с агаром Мюллера-Хинтон с добавлением 2% глюкозы 
и 0,5 мкг/мл метиленового синего одноразовым сте-
рильным тампоном (хлопок-дерево). Контроль каче-
ства исследования проводили с использованием тест-
культуры C. parapsilosis ATCC 22019 (РКПГY-1245). 
Инкубацию осуществляли при 35 оС 18-24 часа [15]. 
МИК определяли с помощью микробиологического 
анализатора BIOMIC Vision (Giles Scientific, США) по 
образующейся зоне задержки роста. 

Также авторы провели анализ данных научной ли-
тературы в базах PubMed (октябрь 2019 г.), ClinicalKey 
(октябрь 2019 г.) и Elibrary (октябрь 2019 г.). При по-
иске информации использовали следующие ключевые 
слова: антифунгальная терапия, инвазивный канди-
доз, инвазивный микоз, новорожденные, кандидемия, 
Candida spp. 

Описание клинического случая.
Недоношенный мальчик в возрасте двух суток жиз-

ни 4 апреля 2015 г. был переведён из родильного дома 
№18 в ОРИТН детской городской больницы (ДГБ) 
№17. Ребенок был в тяжелом состоянии, на искус-
ственной вентиляции легких (ИВЛ) вследствие выра-
женной дыхательной недостаточности (ДН) 3 степени.

При объективном осмотре общее состояние крайне 
тяжелое за счёт ДН 3 степени, гемодинамических нару-
шений, течения инфекционного процесса, метаболи-
ческих расстройств, на фоне морфофункциональной 
незрелости. 

Анамнез заболевания: ребенок недоношенный − 
26 недель, масса тела при рождении 680 г, второй из 
дихориальной диамниотической двойни (ДХДА), по 
шкале Апгар − 5/6 баллов,  асфиксия при рождении. 
Состояние крайне тяжёлое с рождения, ДН 3 степени, 
артериальная гипотензия.

По данным лабораторных исследований: метаболи-
ческий ацидоз, гипергликемия. 

Лечение: искусственная вентиляция легких (ИВЛ) 
с рождения, инотропная поддержка (добутамин, допа-
мин), антибактериальные препараты широкого спек-
тра действия: ампициллин сульбактам, гентамицин, 

меропенем, ванкомицин. Ребенок получал полное па-
рентеральное питание (ППП), трофическое питание 
не усваивал.  

Мать: 37 лет, в анамнезе хронический аднексит и 
сальпингит, вегето-сосудистая дистония по кардиаль-
ному типу, бесплодие II, вторая беременность, насту-
пившая в результате экстракорпорального оплодотво-
рения с интрацитоплазматической  инъекцией спер-
матозоида. Беременность протекала на фоне угрозы 
прерывания с ранних сроков, укорочение шейки матки 
с 18 недель, шва на шейке матки с 20 недель. Роды пер-
вые преждевременные на сроке 26 недель. 

При поступлении у ребенка: в клиническом анали-
зе крови – лейкопения с нейтрофилезом, в биохими-
ческом анализе крови – гипергликемия, повышение 
С-реактивного белка (СРБ) – 8 мг/л. По результатам 
ЭХО-кардиографии от 06.04.15 г. патологии не выяви-
ли (без открытого артериального протока, функция 
выброса сердца 66%). На нейросонографии головного 
мозга от 06.04.15 г.: сплетения расширены неоднород-
ные, мелкие тромбы в просвете; повышение эхо-плот-
ности в перивентрикулярных зонах. На рентгено-
грамме органов грудной клетки (04.04.15 г.): снижение 
пневматизации легких за счёт тяжелого течения син-
дрома дыхательных расстройств (СДР). 

Диагноз при поступлении: внутриамниотическая 
инфекция (ВАИ), СДР, ДН 3 степени. Асфиксия при 
рождении. Недоношенность 26 недель, II из ДХДА. 
Экстремально низкая масса тела (ЭНМТ).

Ребенку установили ЦВК. Была продолжена анти-
бактериальная терапия препаратами широкого спек-
тра действия (меропенем, ванкомицин) и высокоча-
стотная ИВЛ, параметры жесткие. 

С учетом наличия показаний для проведения спец-
ифической антимикотической профилактики (ЭНМТ 
– 680 г, терапия антибактериальными препаратами 
широкого спектра действия и применение ЦВК), ребе-
нок профилактически получал флуконазол – 3 мг/кг в 
сутки два раза в неделю.

В первые две недели жизни состояние ребенка 
было очень тяжелым, за счет прогрессирования ДН до 
2 степени (проводили частые санации трахеобронхи-
ального дерева) и  некротизирующего энтероколита 
(НЭК). В биохимическом анализе крови − нестабиль-
ный уровень глюкозы (до 2,1 ммоль/л). В клиническом 
анализе крови - прогрессировала анемия (71 г/л) по 
поводу которой провели гемотрансфузии фильтрован-
ной эритроцитарной взвесью. 

Модифицировали антибактериальную терапию 
(метронидазол и амикацин). Также с учетом клиниче-
ского состояния и наличия факторов риска ИК: недо-
ношенности (малый гестационный возраст − 26 недель, 
ЭНМТ – 680 г), интубации трахеи, наличия ЦВК, дли-
тельного применения антибиотиков широкого спектра 
действия, НЭК, проведения ППП и гемотрансфузий, с 
15.04.15 г. была назначена эмпирическая противогриб-
ковая терапия (флуконазол – 6 мг/кг сутки). 

Спустя три дня проводимого лечения достигли по-
ложительной динамики в течении НЭК, ввели искус-
ственное энтеральное питание, еще через два дня до-
бавили грудное вскармливание.   

При посевах крови роста микробиоты не было. 
При посеве мокроты от 22.04.15 г. выделили 

Staphylococcus haemolyticus. Антибактериальная тера-
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пия изменена (ванкомицин).
С третьей недели жизни у ребенка отмечали эпи-

зоды выраженных бронхоспазмов, в связи с чем на-
значили системные глюкокортикостероиды (ГКС) (ги-
дрокортизон – 5 мг/кг/сут, 8 дней) и симптоматическое 
лечение (аминофиллин, сальбутамол). На 27 сутки 
жизни 29.04.19 г. ребенка удалось перевести на неин-
вазивную респираторную поддержку (NCPAP).

К концу первого месяца жизни состояние остава-
лось тяжёлым за счёт ДН 2 степени, инфекционного 
процесса и морфофункциональной незрелости. По 
данным лабораторных исследований: компенсирован-
ный метаболический ацидоз, лейкоцитоз со сдвигом 
влево, тромбоцитопения и нарастающая анемия. Про-
вели повторные заместительные гемотрансфузии.

29.04.19 г. был заменен ЦВК, при посеве дисталь-
ного конца удаленного ЦВК 30.04.19 г. получен рост 
Candida spp. В связи с чем на 25 день жизни установлен 
диагноз «инвазивный кандидоз». Выделенная культу-
ра Candida была идентифицирована в НИИ медицин-
ской микологии им. П.Н. Кашкина как C. parapsilosis, 
чувствительный к флуконазолу и вориконазолу и эхи-
нокандинам in vitro.

Для выявления очагов диссеминации выполнили: 
- рентгенографию органов грудной клетки: сниже-

ние пневматизации за счёт вздутия легких; 
- ЭХО-кардиографию: умеренно повышенное сред-

нее давление на легочной артерии; 
- ультразвуковое исследование (УЗИ) органов 

брюшной полости: без особенностей; 
- офтальмоскопический осмотр: ретинопатия не-

доношенных активная фаза III стадии I-II степени OU. 
Очаги диссеминации не выявили.

Учитывая неэффективность длительной эмпири-
ческой терапии, 04.05.15 г. антимикотик был заменен 
на микафунгин 4 мг/кг/сут, но в связи с отсутствием 
эхинокандинов в стационаре с 07.05.15 г. был назначен 
флуконазол. С 21.05.15. г. к проводимой антимикоти-
ческой терапии добавили микафунгин в прежней до-
зировке.

При посеве дистального конца ЦВК от 26.05.15 г. и 
посеве крови от 27.05.19 г. повторно получили рост C. 
parapsilosis. В связи с отсутствием эффекта от антифун-
гальной терапии 29.05.15 г. ЦВК был удален, ребенка в 
дальнейшем вели без ЦВК.

При посеве крови от 01.06.15 г. выделены S. 
haemolyticus, Entercoccus faecalis, микобиоты не было.

Антибактериальная терапия модифицирована 
(ванкомицин − 45 мг/кг/сут), на фоне лечения отмеча-
ли клинико-лабораторное улучшение, с 09.06.15 г. и в 
дальнейших посевах крови роста микробиоты не об-
наружили. 

05.06.15 г. отменили микафунгин, а еще через 7 дней 
− и флуконазол. Общая длительность антимикотиче-
ского лечения составила 39 дней.  

К 19.06.19 г. состояние ребенка стабилизирова-
лось, в возрасте 2 месяцев 16 дней пациент переведён 
для дальнейшего ведения в педиатрическое отделение. 
При офтальмонологических осмотрах в динамике до 
13.07.15 г. данных за кандидозный ретинит не было. В 
возрасте 3 месяцев 12 дней с массой тела 2480 г в удов-
летворительном состоянии ребенок был выписан до-
мой. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В проспективное исследование включили 31 ново-

рожденного с диагнозом «доказанный» ИК. Медиана 
гестационного возраста при рождении – 29 недель 
(23 – 40), масса тела при рождении составила от 560 
г до 4000 г (медиана – 1280 г). Соотношение пациен-
тов мужского и женского пола – 1:1,5. Отметим, что 
среди младенцев с ИК 26% были с низкой массой тела 
при рождении, еще 26% − с очень низкой массой тела 
(ОНМТ) и 32% − с ЭНМТ. Недоношенные новорож-
денные составили 87% от общего числа пациентов, а 
дети, рожденные в результате многоплодной беремен-
ности, – 19%.

ИК развивался на 5-88 день госпитализации, ме-
диана – 22 дня. В большинстве случаев ИК был вну-
трибольничной инфекцией (94%), реже – врожденной  
(6%).

Оценку частоты ИК провели в ДГБ Санкт-
Петербурга: за период с 2015 г. по 2018 г. в ДГБ она со-
ставила 3,7 на 1000 госпитализированных (27 пациен-
тов ИК из 7264 госпитализированных), а в ОРИТН − в 
пять раз выше − 18,7 на 1000 госпитализированных (27 
пациентов ИК из 1489 госпитализированных). 

Выявлены основные фоновые состояния, способ-
ствующие развитию ИК у новорожденных: недоношен-
ность – 87%, внутриамниотические инфекции – 74%, 
оперативные вмешательства – 10%, ВИЧ-инфекция – 
6%. 

Установлено, что ИК развивался преимуществен-
но у недоношенных новорожденных, получающих 
антибактериальные препараты широкого спектра 
действия, ИВЛ, ППП и гемотрансфузии, которым был 
установлен ЦВК (табл.).

Таблица

31 100

27

10

7

87

26 84

22 71

17 55

4 13

3 10

2  6

Основной клинический вариант ИК – кандидемия 
(97%), реже выявляли хориоретинит (6%), поражение 
центральной нервной системы (3%) и печени (3%).

У большинства новорожденных диагноз был под-
твержден посевом крови и дистального конца ЦВК 
(97%), у одного пациента – посевом спинномозговой 
жидкости (3%).  

Возбудителями ИК были: C. albicans – 45%, C. 
parapsilosis – 29%, C. famata – 13%,  С. pelliculosa – 6%, C. 
tropicalis – 6%, C. guiliermondii – 3%, идентифицирова-
ны только до рода были 3% штаммов. При определении 
этиологии установили, что ИК был обусловлен двумя 
видами Candida spp. у 6% пациентов, а также у 6% де-
тей выявили микст-микозы, которые были обусловле-
ны Candida spp. в сочетании с Exophiala dermatitidis – 
3% и с Aspergillus flavus – 3%.  
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Определили чувствительность возбудителей ИК к 
флуконазолу и каспофунгину. Выделенные культуры 
были чувствительны к каспофунгину; к  флуконазолу 
были чувствительны – 91% изолятов, с дозозависимой 
чувствительностью – 6%, резистентны – 3%.  

Первичную антифунгальную профилактику флуко-
назолом получали 94% новорожденных. 

Удаление или замену ЦВК в первые 24 часа после 
постановки диагноза ИК выполнили у 87% пациентов.

Антимикотики в  первые 24 часа после постанов-
ки диагноза назначены 100% больных. Наиболее часто 
использовали флуконазол (94%), микафунгин (35%), 
реже − амфотерицин В (19%), вориконазол (13%) и ли-
посомальный амфотерицин В (3%).  

Продолжительность лечения составила от 1 до 54 
дней (медиана – 20). Общая 30-дневная выживаемость 
– 80,6% (Рис.). 

Рис. Общая 30-дневная выживаемость новорожденных с 
инвазивным кандидозом.

ОБСУЖДЕНИЕ И ОБЗОР 
ЛИТЕРАТУРЫ

Инвазивный кандидоз может про являться канди-
демией и/или вовлечением в процесс любых органов и 
систем ребенка [16, 17].

По сведениям экспертной группы Российской ас-
социации специалистов перинатальной медицины, ча-
стота ИК у новорожденных в структуре инфекционно-
воспалительных заболеваний составляет от 15% до 30% 
[2, 9, 11, 18]. Данные нашего исследования показывают, 
что заболеваемость ИК в ОРИТН в Санкт-Петербурге 
составила 1,8% (18,7 на 1000 госпитализированных), 
что сопоставимо с результатами исследований в Евро-
пе (частота ИК − от 1,1% до 3,0%) [10, 19], в Северной 
и Южной Америке (от 0,5% до 1,6%) [10, 20] и значи-
тельно ниже показателей распространенности этого 
микоза среди новорожденных в Азии (от 4% до 7,7%) 
[10, 20]. Частота ИК у новорожденных имеет четкую 
связь со сроком гестации и массой тела при рождении, 
которая варьирует от 2,6% до 3,1% у новорожденных с 
ОНМТ и от 10% до 16% − у новорожденных с ЭНМТ [5, 
7, 8, 11, 18, 21]. В нашем исследовании больше полови-
ны больных ИК было с ОНМТ и ЭНМТ.  

В соответствии с опубликованным отечествен-
ными клиническим рекомендациям, факторами ри-
ска ИК у новорожденных являются: недоношенность 
(малая масса тела при рождении менее 1000 г и ма-
лый гестационный возраст менее 27 недель); наличие 

ЦВК; интубация трахеи; наличие других инвазивных 
устройств (дренажей, катетеров); терапия антими-
кробными препаратами широкого спектра действия, 
особенно цефалоспоринами III поколения и карбапе-
немами; проведение ППП; оперативные вмешатель-
ства на органах брюшной полости; течение НЭК; ис-
пользование в терапии антацидов и Н2-блокаторов; 
наличие кандидозной инфекции у матери во время 
настоящей беременности и родов; наличие поверх-
ностного (неинвазивного) кандидоза [8]. Мы выявили, 
что основным фактором риска, характерным для всех 
новорожденных, был прием антибактериальных пре-
паратов широкого спектра действия, такие же резуль-
таты были получены в недавних исследованиям наших 
зарубежных коллег [22-25]. Использование в рутин-
ной практике неонатологов ОРИТН ЦВК неизменно 
остается одним из ключевых факторов, способствую-
щих развитию инвазивного микоза, обусловленного 
Candida spp., все проведенные исследования, вклю-
чая наше, это подтверждают [1, 3, 6-11, 17-19, 24-27]. 
Это связано с тем, что дрожжеподобные грибы рода 
Candida способны прилипать к тромбоцитам и фибри-
ногену на поверхности катетеров и образовывать био-
пленки, которые могут стать источником системного 
распространения [24, 28-30]. По полученным данным, 
недоношенные младенцы составили 87% случаев ИК, 
медиана гестационного возраста − 29 недель, а массы 
тела при рождении – 1280 г, в аналогичных исследова-
ниях были получены схожие результаты [10, 24, 28, 29]. 
ИВЛ и ППП также оказались частыми причинами раз-
вития этого микоза. Кроме того, мы установили, что 
немаловажным фактором риска могут быть замести-
тельные гемотрансфузии (55%). Остальные факторы 
риска встречались реже. В описанном нами случае, у 
мальчика выявили шесть известных факторов риска 
ИК, при этом мы не знаем, была ли у его матери канди-
дозная инфекция во время настоящей беременности и 
родов, а вот у его брата, I из ДХДА, были проявления 
поверхностного неинвазивного кандидоза.

В настоящее время по результатам проведенных 
исследований, включая наше, основным клиническим 
вариантом ИК остается кандидемия [9, 19-22, 25, 27, 
31-36]. Другие варианты развиваются редко. Соглас-
но опубликованным рекомендациям [8, 11], при вы-
явлении кандидемии следует исключить поражение 
почек и ЦНС. При подозрении на развитие ИК ЦНС 
необходимо проведение люмбальной пункции с по-
следующим культуральным исследованием СМЖ. 
Для выявления очагов диссеминации требуются до-
полнительные обследования: компьютерная томогра-
фия головного мозга, легких и/или органов брюшной 
полости высокого разре шения, рентгенологическое 
исследование органов грудной клетки, УЗИ органов 
брюшной полости и почек, офтальмоскопия с расши-
рением зрачка. 

В последние годы наблюдают сдвиг в этиологии 
ИК от C. albicans к другим видам Candida, вероятно, 
связанный с широким использование азольных анти-
микотиков, и с явной тенденцией к увеличению коли-
чества резистентных к противогрибковым препаратам 
штаммов [37-38]. В неонатологии происходят те же из-
менения. Мы установили, что не-albicans виды Candida 
составили 55% всех выделенных изолятов, подобный 
сдвиг продемонстрировали и другие исследователи 
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[10, 16, 26, 39, 40]. Но все же, согласно полученным дан-
ным, C. albicans сохраняет свои лидирующие позиции 
и остается основным возбудителем ИК, так же как и в 
Европе, Китае, США, Канаде, Индии, Иране, Нигерии 
[25, 27, 32-36, 40-43], и в целом в России [16, 39]. Сре-
ди не-albicans видов Candida преобладал C. parapsilosis, 
который часто выявляют у новорожденных, его чаще 
других обнаруживают на руках медицинского персо-
нала, медицинском оборудовании, умывальниках и 
прочем. C. parapsilosis – второй по частоте возбудитель 
ИК и в аналогичных исследованиях [10, 11, 16, 18]. 
Необычно, что третье место в спектре изолятов у на-
ших новорожденных занял C. famata – 13%. В доступ-
ной литературе мы не нашли подобных результатов. 
Остальные возбудители встречаются редко. Во многих 
последних исследованиях возбудители были чувстви-
тельны к флуконазолу [10, 19, 35, 40, 41, 44], а наши 
данные свидетельствуют о том, что к флуконазолу 9% 
штаммов были устойчивы или обладали дозозависи-
мой чувствительностью, что следует учитывать при 
назначении стартовой антимикотической терапии. 
Все выделенные нами культуры Candida spp. были чув-
ствительны к каспофунгину.

В соответствии с клиническими рекомендациями 
[16] стартовая эмпирическая антимикотическая тера-
пия должна быть назначена не позднее первых 12 ч. 
от момента подозрения на наличие ИК и/или выявле-
ния Candida spp. при посеве крови и/или материала из 
иных стерильных локусов (СМЖ, плевральной жидко-
сти и др.). Максимально раннее начало эмпирической 
антимикотической терапии улучшает последующий 
прогноз в плане выживаемости и снижения инвали-
дизации у новорожденных. После получения резуль-
татов микробиологических исследований крови и/или 
материала из иных сте рильных локусов необходимо 
выполнить коррекцию эмпирической антимикотиче-
ской терапии. Целенаправленная антимикотическая 
терапия должна быть назначена с учетом чувствитель-
ности выявленного возбудителя к антимикотическим 
препаратам и, наряду с ней, необходимо осуществлять 
замену всех сосудистых и иных катетеров, эндотрахе-
альной трубки, любых видов дренажей с момента по-
становки диагноза ИК. Отсроченное удаление катете-
ров при кандидемии может быть связано с увеличени-
ем показателей летальности у новорожденных. 

В ходе нашего исследования мы установили, что 
большинство новорожденных получали антимико-
тическую профилактику флуконазолом, что может 
быть связано с возникновением резистентности [10]. 
Удаление или замену ЦВК в первые 24 часа после по-
становки диагноза ИК выполнили 87% пациентов. Ав-
торы [45] сообщают, что раннее удаление/замена ЦВК 
значительно улучшают выживаемость данной когорты 
пациентов. А в представленном нами клиническом 
случае, несмотря на адекватную антимикотическую те-
рапию и смену ЦВК, в первые 24 часа после постанов-
ки диагноза, кандидемия плохо поддавалась лечению, 
и получить отрицательные результаты посева удалось 
только после полного удаления ЦВК.

При подтверждении диагноза всем нашим мла-
денцам антимикотическая терапия была назначена 
в первые сутки. Флуконазол остается наиболее часто 
используемым препаратом как в нашем исследовании, 
так и во многих других [25, 32, 35], в то время как мика-
фунгин применяли только у 35% пациентов. Медиана 
длительности антимикотической терапии составила 
20 дней.

Согласно нашим данным, 30-дневная выживае-
мость у новорожденных с ИК в г. Санкт-Петербург со-
ставила 80,6%, в других исследованиях − от 46% до 80% 
[6, 8-13]. 

ВЫВОДЫ
Инвазивный кандидоз развивается преимуще-

ственно у недоношенных новорожденных (87%), сред-
ний гестационный возраст при рождении – 29 недель с 
медианой массы тела при рождении  1280 г.  

Факторы риска развития инвазивного кандидоза: 
применение антибактериальных препаратов широкого 
спектра действия (100%), ЦВК (93%), ИВЛ (84%), гемо-
трансфузии (55%).

Основные возбудители – C. albicans (45%), C. 
parapsilosis (29%), C. famata (13%) 

Основной клинический вариант ИК – кандидемия 
(97%).

Удаление или замену ЦВК в первые 24 часа после 
постановки диагноза ИК выполнили 87% пациентов.

Антимикотические препараты получали 100% 
больных, флуконазол – 100%, микафунгин – 35%

Общая 30-дневная выживаемость составила 80,6%.
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Инвазивный аспергиллез и мукормикоз – оппортунистические 
инфекции, которые развиваются у иммунокомпрометированных 
больных. В последние десятилетия появились публикации о разви-
тии инвазивного аспергиллеза у иммунокомпетентных в прошлом 
пациентов, поступивших в ОРИТ на фоне тяжелого гриппа. Пред-
ставлен случай развития генерализованного сочетанного микоза 
у молодого, в прошлом иммунокомпетентного, пациента на фоне 
тяжелой ОРВИ. Проведен систематический обзор публикаций о слу-
чаях сочетания инвазивного аспергиллеза и мукормикоза у иммуно-
компетентных взрослых после перенесенной острой респираторной 
вирусной инфекции в PubMed и Web of Science. 

Ключевые слова: диссеминированный мукормикоз, инвазив-
ный аспергиллез, иммунокомпетентный, острая вирусная инфек-
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Aspergillosis and mucormycosis are opportunistic infections that 
develop in immunocompromised patients.  Over a hundred new clinical 
cases have been published in the last 10 years. We presented the clinical 
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case of generalized combined mycosis in patients with a severe course 
of acute respiratory viral infection. A systematic review of publications 
on cases of a combination of invasive aspergillosis and mucormycosis in 
immunocompetent patients after respiratory viral infection was carried out 
in PubMed and Web of Science.

Key words: disseminated mucormycosis, invasive aspergillosis, 
immunocompetent, acute respiratory viral infection, Rhizopus microsporus

ВВЕДЕНИЕ
Инвазивные микозы − оппортунистические ин-

фекции, характеризующиеся высокой летальностью. 
Одними из наиболее тяжелых микотических инфек-
ций считают инвазивный аспергиллез и мукормикоз, 
частота их развития в России составляет 2,27/1000000 
и 0,16/1000000 населения в год соответственно [1]. 
Наиболее часто данные заболевания развиваются у 
больных гемобластозами, прежде всего, острым лим-
фобластным и миелобластным лейкозом, а также у ре-
ципиентов трансплантатов кроветворных стволовых 
клеток [2, 3]. В последние годы появились публикации 
о развитии инвазивного аспергиллеза у иммунокомпе-
тентных в прошлом пациентов, поступивших в ОРИТ 
на фоне тяжелого гриппа [4]. Развитие генерализован-
ной микотической микст-инфекции у иммунокомпе-
тентного пациента на фоне острой респираторной ви-
русной инфекции (ОРВИ) ранее описано не было. 

Мы представляем первый клинический случай ге-
нерализованного микоза, вызванного Aspergillus sp. и 
Rhizopus microsporus, у иммунокомпетентного в про-
шлом больного с тяжелым ОРВИ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Использовали критерии иммунокомпрометиро-

ванного больного и критерии диагностики микозов 
EORTC/ MSG 2008 (Европейской организации по из-
учению и лечению рака/ группы, исследующей мико-
зы, Национального института аллергологии и инфек-
ционных заболеваний (NIAID) США) [5]. 

Для проведения гистологических исследований об-
разцы биопсий и аутопсийного материала закладыва-
ли в биопсийные кассеты, фиксировали 6 часов 10% за-
буференным раствором формалина, а затем помещали 
в аппарат для гистологической обработки биологиче-
ских тканей Tissue-Tek®VIPTM 5Jr. (Япония) для прове-
дения проводки через серию изопропанола (IsoPrep). 
Последующую заливку в среду Biomix осуществляли 
с помощью модульной системы Tissue-Tek®TECTM 
(Япония). Серийные срезы толщиной 3 мкм получа-
ли на санном микротоме Slide 2003 (Stormoff), затем 
монтировали на предметные стекла с применением 
адгезивной жидкости фирмы Biovitrum. Срезы окра-
шивали гематоксилином и эозином для изучения ха-
рактера воспалительной реакции, а также для выявле-
ния элементов гриба по методу PAS и Гомори-Грокотт. 
Окрашенные срезы заключали в заливочную среду Bio 
Mount (Bio-Optica). Препараты изучали и фотографи-
ровали в световом микроскопе AxioLab.A1 (Германия).

Также был проведен молекулярно-генетический 
анализ парафиновых блоков. ДНК из парафиновых 
блоков выделяли с помощью хлороформ-изоамиловой 
экстракции с предварительным измельчением биоло-
гического материала на вортексе со стеклянными ша-
риками 5 мм (США) и инкубацией гомогената с экс-
тракционным буфером (2% цетилтриметиламмоний-
бромид, 1.4 M NaCl, 20 mM ЭДТА, 100 mM Трис-HCl, 
рН 8,0) в течение ночи при 65 оС. Концентрацию выде-
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ленной ДНК измеряли на флуориметре Qubit (США).
Молекулярно-генетический анализ гистологиче-

ского препарата выполняли с использованием мульти-
плексной ПЦР-тест-системы «HRM-Zygo-Asp» в режи-
ме реального времени с анализом кривых плавления 
ПЦР продуктов высокого разрешения (HRM от англ. 
High-resolution melting). Экспериментальная тест-
система разработана в НИИ медицинской микологии 
им. П.Н. Кашкина и предназначена для выявления 
возбудителей аспергиллеза и/или мукормикоза в био-
субстратах больных и позволяет идентифицировать 
Aspergillus spp. до рода и некоторые виды мукоромице-
тов. Структура праймеров заимствована из литератур-
ных источников [6, 7].

Также были проанализированы данные научной 
литературы за последние 10 лет в базах PubMed (ок-
тябрь 2019 г.) и Web of Science (октябрь 2019 г.). При 
поиске информации использовали следующие клю-
чевые слова: disseminated, mucormycosis, aspergillosis, 
immunocompetent, influenza, acute respiratory viral 
infection (ARVI), mixed invasive fungal infection.

Описание клинического случая. 
Пациент П., 29 лет, был госпитализирован в от-

деление реанимации и интенсивной терапии (ОРИТ) 
№1 Ленинградской областной клинической больницы 
(ЛОКБ) 19.01.19 г. с жалобами на выраженную сла-
бость, онемение и боли в нижних конечностях, повы-
шение температуры тела до 40 оС, отсутствие аппетита. 

Из анамнеза заболевания выяснено, что мужчина 
считал себя больным с 15.01.15 г., когда после сильно-
го переохлаждения на работе появились мышечные 
боли и высокая лихорадка до 40 оС. Самостоятельно 
принимал витамины и жаропонижающие препараты 
(по поводу предполагаемого ОРВИ). За медицинской 
помощью обратился 18.01.19 г. в районную больни-
цу. Пациент диагностически неясен. При обследо-
вании в клиническом анализе крови: эритроциты − 
5,5∙1012/л, гемоглобин – 178 г/л, лейкоциты − 4,9∙109/л, 
СОЭ − мм/ч; в биохимическом анализе крови: глю-
коза − 5,7 ммоль/л, билирубин −12,5 ммоль/л, алани-
наминотрансфераза (АЛТ) − 56,1 мкмоль/л, общий 
белок − 58г/л, мочевина − 7,9 ммоль/л, креатинин − 
115 ммоль/л, К+ − 3,09 ммоль/л, Na+ − 138,0 ммоль/л. 
Инфекционистом заподозрены геморрагическая лихо-
радка с почечным синдромом, лептоспироз? 19.01.19 г. 
состояние ухудшилось: развился рабдомиолиз и острая 
почечная недостаточность (появилась анурия). В био-
химическом анализе крови: глюкоза − 4,9 ммоль/л, 
общий белок – 59  г/л, АЛТ − 185 мкмоль/л, мочеви-
на −17,5 ммоль/л, креатинин − 389 ммоль/л, калий − 
4,31  ммоль/л, натрий  − 131,8 ммоль/л, С-реактивный 
белок − более 20 ед, фибриноген − 3,48 г/л, протромби-
новый индекс  – 76%, КФК − 4490, миоглобин − 4047,0, 
миоглобин в моче − 45,2 нг/мл). В связи с ухудшением 
состояния пациент был переведен в отделение интен-
сивной терапии нефрологического отделения с целью 
проведения гемодиализа и уточнения диагноза. 

Из анамнеза жизни выяснено, что пациент стра-
дает с детства хроническим тонзиллитом. Туберкулез, 
сахарный диабет, онкологические заболевания в анам-
незе отрицает. Со слов мужчины, травм и операций не 
было. Аллергологический анамнез без особенностей. 
Наследственность не отягощена. В течение 5 лет рабо-
тал санитаром в морге. При поступлении в стационар 

признаков иммунокомпрометированного больного по 
критериям EORTC/ MSG 2008 не было.

При осмотре на отделении интенсивной терапии: 
пациент в сознании, несколько эйфоричен; температу-
ра тела − 38,3 оС; отек и гиперемия нижних конечно-
стей и правой руки; лимфоузлы несколько увеличены, 
подвижны, безболезненны; дыхание самостоятельное 
с поддержкой увлажненным кислородом, проводится 
во все отделы, хрипов нет, частота дыхательных движе-
ний − 22 в 1 мин.; тоны сердца приглушены, ритм пра-
вильный; артериальное давление − 125/70 мм рт. ст., 
пульс – 130 в 1 минуты; язык влажный, обложен белым 
налетом, живот мягкий, безболезненный, стула нет 
3 суток; диурез − 100 мл в день; специфических невро-
логических симптомов нет.

При поступлении осмотрен травматологом − пози-
ционный синдром и синдром длительного сдавления 
тканей исключен. 

При обследовании в клиническом анализе кро-
ви от 19.01.19 г.: лейкоциты − 2,90∙109/л, эритроци-
ты −4,68∙1012/л, гемоглобин − 147 г/л, тромбоциты  − 
69∙109/л; нейтрофилы − 83,5%, лимфоциты − 6,2%, моно-
циты − 9,3%. В биохимическом анализе крови: мочевина 
− 20,37 ммоль/л, креатинин − 557,04 ммоль/л. Микро-
реакция – тест отрицательный. В коагулограмме от 
19.01.19 г.: АПТВ − 40,30 сек, фибриноген − 8,74 г/л, про-
тромбин − 59,00%, МНО − 1,40. Антигены и антителам 
класса G, М к ВИЧ 1,2; HIV-I,  HIV-II не обнаружены. 
Тест на HBsAg и HCV-ab − отрицательный. По данным 
электрокардиограммы: выраженная синусовая тахикар-
дия, частота сердечных сокращений − 113 ударов в ми-
нуту, нарушение внутрижелудочковой проводимости, 
увеличение нагрузки на левый желудочек, неспецифи-
ческие изменения реполяризации. Эхо-кардиография: 
гипертрофия левого желудочка. На компьютерной то-
мографии органов грудной клетки и брюшной полости: 
инфильтрация в задне-базальных отделах обоих легких, 
малый двусторонний гидроторакс. 

Пациенту проводили гемодиализ, антибактери-
альную терапию (цефатоксим, ампициллин, ванкоми-
цин) без эффекта. Сохранялась лихорадка 37,4-38,0 оС. 
20.01.19 г. в связи с развитием дыхательной недоста-
точности переведен на ИВЛ. Была выполнена эзофаго-
гастродуоденоскопия (заключение: поверхностный га-
стрит), установлен назогастральный зонд. Переведен 
на полное парентеральное питание.

21.01.19 г. при осмотре отмечено наличие эпидер-
мальных пузырей на конечностях, в связи с чем была 
сделана фасциотомия обоих бедер, правого предпле-
чья, правой голени, выявлена гиперемия до 41,5 оС. 
Проведен консилиум врачей: пациент диагностически 
неясен, тяжесть состояния обусловлена септическим 
шоком на фоне фасциита, предположительно, вслед-
ствие длительного сдавления мягких тканей на фоне 
приема анаболиков; рекомендованы замена антибио-
тикотерапии (имепенем, тигециклин) и хирургическое 
лечение. Во время операции был выявлен некроз под-
кожной клетчатки, участков поверхностных и глубо-
ких фасций на бедре, голени и предплечье справа; не-
кротизированные участки были удалены. Выполнены 
посевы послеоперационного материала (роста бакте-
риальной биоты нет). Результаты гистологического 
исследования от 22.01.15 г.: явления продуктивного 
васкулита с муфтообразным утолщением стенок арте-
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рий, выраженная воспалительная инфильтрация жи-
ровой и мышечной ткани, дистрофические и некроби-
отические изменения мышечных волокон.

Состояние пациента ухудшалось, прогрессиро-
вали явления интоксикации. 23.01.19 г. в связи с на-
растанием явлений лимфангиита на левой нижней 
конечности выполнена фасциотомия левого бедра и 
левой голени. Был выявлен отек мягких тканей лево-
го бедра, миофасциит, отек подкожной клетчатки и 
левой голени. Мышцы оставались жизнеспособными. 
23.01.15 г. по реанимационным показаниям проведена 
трахеостомия. Послеоперационные раны вели откры-
то, выполняли перевязки. Раневое отделяемое было 
серозно-геморрагическое, без гноя, без запаха. В свя-
зи с появлением анизокории и гематомы век пациента 
консультировал офтальмолог и нейрохирург. Была ре-
комендована компьютерная томография (КТ) головно-
го мозга, которую из-за тяжести состояния больного 
выполнить не удалось. 25.01.15 г. − внезапное ухудше-
ние состояния, фибрилляция желудочков с переходом 
в асистолию. Реанимационные мероприятия были без 
эффекта, 25.01.15 г. в 23:15 констатирована биологиче-
ская смерть.

При исследовании аутопсийного материала в тка-
нях головного мозга отмечали резкое полнокровие со-
судистого русла с наличием в сосудах вещества голов-
ного мозга и в сосудах его оболочек эмболов, представ-
ленных скоплениями микромицетов. В центральной 
части − гифы гриба короткие и утолщенные, септи-
рованные, по окружности мицелий истонченный, уд-
линенный с ветвлениями типа «рогатки» под острым 
углом. Мицелий гриба прорастал стенки сосудов с 
развитием некротических изменений в ткани мозга, с 
перифокальной нейтрофильно-гранулоцитарной ин-
фильтрацией (Рис.1). 

Рис. 1. Гистологический препарат оболочки головного 
мозга (PAS-реакция, Х100). Визуализируются 

множественные элементы гриба.

В сосудах почек и эндокарда, легких − тромбы, со-
держащие структуры гриба. Выявили некротические 
изменения кардиомиоцитов (Рис.2). 

Рис. 2. Гистологический препарат миокарда (PAS-реакция, 
Х100). Визуализируются множественные элементы гриба.

В сердце, тонкой кишке, мышцах бедра − эмболы 
с мицелием гриба в просвете сосудов, с разрушением 
стенки и распространением на окружающие ткани. В 
почках и эндокарде − тромбы со структурами гриба. В 
просвете бронхов − скопление мицелия гриба, стенки 
некротизированы. В легких: стенки бронхиол некроти-
зированы, в их просвете − скопление фибрина и мице-
лия гриба, некротические изменения легочной ткани 
вследствие массивного распространения гриба с вы-
раженной нейтрофильно-гранулоцитарной инфиль-
трацией; в просвете артерий − тромбы с наличием 
мицелия гриба, обширные участки геморрагических 
инфарктов. В просвете трахеи − вегетация гриба с ин-
вазией в стенку органа и подлежащие ткани с распро-
странением на стенку пищевода.

Патологоанатомический диагноз: генерализован-
ный аспергиллез с двусторонним поражением легких, 
эндомиокарда с формированием микотического тром-
ба в полости левого желудочка, ЦНС, трахеи, пище-
вода, тонкой кишки, почек, мышц и фасций нижних 
конечностей; аспергиллезный сепсис. Наличие эро-
зивно-геморрагического ларинготрахеита и бронхита 
не исключает присоединение микотической инфекции 
на фоне тяжелого течения ОРВИ (гриппа).

В НИИ медицинской микологии при пересмотре 
гистологических препаратов выявили генерализован-
ную микотическую инфекцию, характерной особен-
ностью которой является тропность гриба к сосудам 
с образованием множественных тромбов и инфарктов 
в органах. В гистологических препаратах головного 
мозга, легких, пищевода, кишечника, почек, миокар-
да, мышц и фасций нижних конечностей обнаружены 
элементы гриба, сходного с аспергиллами, и широкие 
нити несептированного мицелия, характерного для 
мукормицетов (Рис. 3).
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Рис. 3. Ткань легкого (PAS-реакция, Х100). Визуализируются 
тонкие нити септированного мицелия (А) и толстые гифы 

несептированного мицелия с ветвлением под прямым 
углом (Б).

При проведении молекулярно-генетического ана-
лиза образцов тканей пациента П., заключенных в 
парафиновые блоки, с использованием мультиплекс-
ной ПЦР-тест-системы «HRM-Zygo-Asp» в режиме 
реального времени были получены пики плавления 
ПЦР продуктов высокого разрешения в диапазоне 
80,35-80,72 и 77,5-78,3 °С, которые соответствуют тем-
пературе плавления ПЦР продуктов ДНК Rhizopus 
microsporus и Aspergillus spp.

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние два десятилетия инвазивные мико-

зы, вызванные грибами рода Aspergillus и семейства 
Mucoraceae, стали одними из наиболее актуальных 
оппортунистических инфекций. Возбудители заболе-
вания − микромицеты распространены повсеместно. 
Они хорошо растут в почве, гниющих растительных 
отходах, их можно обнаружить во всех видах орга-
нических остатков, в различных пищевых продуктах 
(особенно пакетированных специях, кофе, чай и др.) 
[5]. Местами обитания мукормицетов и Aspergillus 
spp. являются системы вентиляции и водоснабжения, 
значительно повышается концентрация спор грибов 
в воздухе во время строительных и ремонтных работ. 
Конидии грибов могут сохранять жизнеспособность в 
течение нескольких месяцев. При значительной кон-
таминации воздуха люди регулярно вдыхают сотни 
конидий в день. Примечательно, что несмотря на по-
стоянный контакт со спорами грибов, у большинства 
людей они не вызывают заболеваний. Развитие инфек-
ционного процесса наступает, как правило, у лиц с на-
рушениями иммунной защиты [4, 5].

К основным факторам риска развития ИА отно-
сят нейтропению <0,5∙109/л в течение 10 дней в пери-
од диагностики или в предыдущие 60 дней; реакцию 
«трансплантат против хозяина» у реципиентов алло-
ТГСК; длительное (более 3-х недель) использование 
высоких доз ГКС (более 0,3 мг/кг/сутки в пересчете на 
преднизолон); недавнее или текущее применение им-
муносупрессивных препаратов, таких как ингибито-
ры кальциневрина (циклоспорин, такролимус и т.д.); 
синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД); 
первичные иммунодефициты (хроническая грануле-
матозная болезнь, тяжелый комбинированный имму-
нодефицит) [2, 3, 5].

Тяжелые вирусные инфекции и грипп не являют-
ся «классическими» факторами риска развития инва-

зивного аспергиллеза и мукормикоза. В то же время 
первые случаи развития инвазивного аспергиллеза на 
фоне перенесенной острой респираторной вирусной 
инфекции и гриппа были описаны еще в середине про-
шлого столетия [8, 9]. Число публикаций значительно 
выросло с 2010 г., что связано с эпидемией гриппа, вы-
званного вирусом H1N1 в 2009 г. [9, 10].

Проведенный анализ опубликованных статей по-
казал, что на 2019 г. представлено более 150 случаев 
развития инвазивного аспергиллеза и один случай му-
кормикоза после перенесенной острой респираторной 
вирусной инфекции [10-12]. При этом до сих пор не 
было описано генерализованной микст-инфекции ин-
вазивного аспергиллеза и мукормикоза у иммуноком-
петентного пациента на фоне острой респираторной 
вирусной инфекции.

По данным различных авторов, инвазивный аспер-
гиллез после гриппа и ОРВИ развивался преимуще-
ственно у больных, находящихся на лечении в отде-
лении реанимации и интенсивной терапии. Основ-
ными фоновыми заболеваниями были: хроническая 
обструктивная болезнь легких и бронхиальная астма, 
цирроз печени, сахарный диабет, солидные опухоли, 
СПИД, ревматоидный артрит, миастения, хрониче-
ские заболевания почек, хроническая сердечная недо-
статочность, тромбоцитопеническая пурпура [11, 12]. 
В свою очередь Stevens D.A. с соавт. и Crum-Cianflone 
N.F. выделяют следующие факторы, способствующие 
развитию ИА: перенесенные трансплантации органов, 
длительное (более 5 дней) пребывание в отделении ин-
тенсивной терапии и ИВЛ, многократные переливания 
элементов крови (и развитие трансфузионно-ассоци-
ированного гемосидероза), применение высоких доз 
глюкокортикостероидов и антибиотиков по поводу 
септического шока, полное парентеральное питание, 
интубация трахеи. Некоторые пациенты имели не-
сколько из перечисленных фоновых состояний [8, 9]. 

Отметим, что у представленного выше больного 
не было подобных фоновых состояний. Он поступил 
в клинику с признаками местной (фасцит нижних ко-
нечностей) и генерализованной инфекции (высокая 
лихорадка, септический шок с развитием почечной не-
достаточности) на 3 сутки от начала острой респира-
торной вирусной инфекции.

В чем же причина развития столь тяжелой микоти-
ческой инфекции у пациентов без иммунодефицита? 
Патогенез развития инвазивного микоза у больных 
гриппом и ОРВИ может быть обусловлен как локаль-
ными, так и системными воздействиями вируса на 
макроорганизм. Местные иммунные дефекты связаны 
с повреждением слизистой оболочки трахеобронхи-
ального дерева и нарушением нормального клиренса 
ресничек. Вирусы повреждают весь эпителий дыха-
тельных путей от носовых ходов до альвеол, вызывая 
некроз слизистой оболочки бронхов и подслизистые 
кровоизлияния, в связи с чем и происходит последую-
щее присоединение суперинфекций (чаще бактериаль-
ных) [8, 9]. Это может позволить грибам как колони-
зировать дыхательные пути, так и вызывать инвазию. 
Вирусы гриппа способны снижать активность фагоци-
тирующих клеток и естественных киллеров,  а также 
вызывать «цитокиновый шторм» вследствие наруше-
ния баланса цитокинов [8-11]. Вирусные воздействия 
на организм связаны с количественными и качествен-
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ными нарушениями системы Th1 / Th2, что приводит к 
лимфоцитопении, которая является дополнительным 
фактором риска развития инвазивного аспергиллеза и 
мукормикоза [9-11]. Хотя ни в одном из опубликован-
ных случаев не проводили полное иммунологическое 
обследование, у большинства больных отмечали лим-
фоцитопению на момент диагностики инвазивного 
микоза [9].

Выраженную лимфоцитопению наблюдали и у на-
шего пациента, которая усугублялась ежедневно.

По данным [4, 12], основными клиническими про-
явлениями инвазивного аспергиллеза на фоне ОРВИ 
были кашель, нарастающая одышка и развитие респи-
раторного дистресс-синдрома у взрослых. Наиболее 
часто развивалось поражение легких, диссеминацию 
выявляли у 11% больных [4, 13]. 

У представленного нами пациента микотическая 
суперинфекция развивалась стремительно, практиче-
ски сразу появились сепсис и полиорганная недоста-
точность. 

Клинические симптомы и рентгенологические при-
знаки не являются специфичными для инвазивно-
го аспергиллеза и мукормикоза, поэтому для ранней 
диагностики сочетанной инфекции необходимо ком-
плексное обследование, включающее радиологические, 
серологические и микологические методы. Диагности-
ка мукормикоза требует многократного исследования 
лабораторного материала из очагов поражения, что 
является трудновыполнимой задачей ввиду тяжести 
состояния пациентов. Микроскопические признаки 
наличия инвазивного аспергиллеза и мукормикоза в 
биосубстратах обнаружили у  33-35% больных грип-
пом и ОРВИ [9, 10]. Культуральное исследование было 
позитивным у 36-34% пациентов с инвазивным мико-
зом, гистологическое подтверждение диагноза – у 35% 
(17% из них − это данные аутопсии) [11].

Vanderbeke L. и др. в 2018 г. отметили, что 69% боль-
ных получали противовирусную терапию для лечения 
гриппа и ОРВИ (93% − осельтальмивир). Для терапии 
инвазивного аспергиллеза преимущественно исполь-
зовали вориконазол (89%), т.к. он является препаратом 
выбора, согласно международным и отечественным 
рекомендациям [11]. Для лечения инвазивного мукор-

микоза применяли липидный амфотерицин В [10].
Анализ литературных данных показал, что диссе-

минация инвазивного аспергиллеза и мукормикоза у 
больных гриппом и ОРВИ ассоциируются с высокой 
летальностью 90-100% [13-15]. При изолированном 
поражении легких летальность составляет 57% [11]. 
Отметим, что летальность зависит от своевременной 
диагностики и лечения. Ранняя диагностика инвазив-
ного микоза (в первые 24-48 часов от начала клиниче-
ских проявлений) и своевременная антифунгальная 
терапия  снижают летальность до 35% [13, 14]. 

В приведенном нами клиническом случае генера-
лизованный инвазивный аспергиллез и мукормикоз 
диагностированы посмертно. Летальный исход насту-
пил на 6 сутки после госпитализации. Любопытно, что 
согласно литературным данным, медиана дней от диа-
гностики ОРВИ или гриппа до диагностики инвазив-
ного аспергиллеза также соответствует 6 суткам [9]. 

Таким образом, представленный клинический слу-
чай интересен тем, что демонстрирует необходимость 
«микотической» настороженности даже у пациентов 
без признаков иммунносупрессии. Отсутствие спец-
ифических симптомов и характерных рентгенологи-
ческих признаков на ранних этапах развития заболе-
вания затрудняет диагностику инвазивного микоза, 
развивающегося на фоне ОРВИ и гриппа. Высокая 
летальность, наблюдаемая у данной категории боль-
ных, является поводом для дальнейшего изучения 
этой проблемы. Для успешного лечения необходимы 
быстрая верификация диагноза и адекватная антими-
котическая терапия. 

ВЫВОДЫ
Тяжело протекающая респираторная вирусная ин-

фекция и грипп могут быть фоновым состоянием для 
развития инвазивного аспергиллеза и мукормикоза, а 
также сочетания этих микотических осложнений. Ос-
новным фактором риска у таких пациентов является 
быстро прогрессирующая лимфоцитопения. Клиниче-
ская настороженность и постановка диагноза в первые 
24-48 часов от начала клинических проявлений мико-
зов, применение рекомендуемых антимикотических 
препаратов могут снизить летальность у таких боль-
ных.
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Цель работы − анализ успешности лечения акне, осложненного 
сопутствующей микобиотой. 

В исследование, проведенное в 2013-2018 гг., были включены 96 па-
циентов в возрасте от 13 до 36 лет с папулопустулезными формами 
акне, имеющие сопутствующую микобиоту на коже лица. При на-
блюдении в группах пациентов с папулопустулезными акне и сопут-
ствующей микобиотой определены преимущества терапии с вклю-
чением противогрибковых препаратов. Клиническое выздоровление у 
таких больных достигнуто достоверно чаще, чем у лиц, получавших 
лишь стандартное лечение. Клиника и жалобы у пациентов с сопут-
ствующей микобиотой, получавших антимикотики, регрессировали 
достоверно быстрее. Разрешилось большинство папул и папулопу-
стул, нормализовалась жирность кожи, восстановился её цвет, ис-
чезли зуд и шелушение, в то время как у больных с сопутствующей 
микобиотой без противогрибковой наружной терапии  клиника и 
жалобы сохранялись дольше. Кроме того, восстановление нормаль-
ной микробиоты кожи было успешнее при использовании расширен-
ного терапевтического алгоритма с включением антимикотиков, 
чем при применении только стандартной терапии, и сопоставимо 
с результатами лечения больных акне без сопутствующей микоби-
оты.

Ключевые слова: акне, сопутствующая микобиота, особенности 
клинического течения

TREATMENT OF ACNE 
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The purpose of this study was to analyze the success of acne treatment 
in patients with concomitant mycobiota. 

The study was conducted in 2013-2018 and included 96 patients 
aged 13 to 36 years with papulopustular forms of acne with concomitant 
mycobiota of the skin. The advantages of therapy in patients with 
papulopustular acne and concomitant mycobiota with the inclusion of 
antifungal drugs were determined. Clinical recovery in such patients was 
achieved significantly more often than in patients receiving only standard 
therapy. Clinical signs and complaints in patients with concomitant 
mycobiota receiving antimicotics regressed significantly faster. Most papules 
and papulopustules were resolved, sebum was normalized, its color was 
restored, itching and peeling disappeared. The clinic and complaints in 
patients with concomitant mycobiota without antifungal external therapy 
persisted longer. In addition, the restoration of normal skin microbiota was 
more successful with the additionaluse of advanced therapeutic algorithm 
with the inclusion of antimicotics than with the use of standard therapy only. 
The results of treatment are comparable with the results in acne patients 
without concomitant mycobiota.

Key words: an acne, the accompanying mycobiota, features of a 
clinical current
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ВВЕДЕНИЕ
Акне – часто встречающееся заболевание в возраст-

ной группе от 12 до 30 лет, по данным разных авторов, 
распространенность среди подростков и молодых лю-
дей составляет от 82% до 96%. Согласно Zouboulis C.C., 
не менее 15-30% пациентов нуждаются в лечении из-за 
тяжести или продолжительности заболевания [1-4]. 

В России лечение акне проводят в зависимости от 
формы и степени тяжести заболевания, согласно Фе-
деральным клиническим рекомендациям Российского 
общества дерматовенерологов и косметологов 2015 г. 
Несмотря на то, что ряд авторов отмечает наличие со-
путствующей акне себореи, в научной литературе не 
встречается рекомендаций по коррекции данного со-
стояния [3, 5].

Цель работы − анализ успешности лечения акне, 
осложненного сопутствующей микобиотой. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование, проведенное в 2013-2018 гг., были 

включены 142 пациентов в возрасте от 13 до 36 лет с 
папулопустулезными формами акне**. Из них 96 паци-
ентов имели, по данным микологического исследова-
ния***, сопутствующую микобиоту (МБ) на коже лица. 

В целях изучения успешности терапии больных с 
акне были сформированы следующие группы:  

I группа – 48 пациентов с акне и сопутствующей 
МБ, получавших, помимо стандартной терапии, мест-
ный противогрибковый препарат; 

II группа – 48 пациентов с акне и сопутствующей 
МБ, получавших только стандартную терапию;

III группа − сформирована для контроля эффек-
тивности и безопасности лечения, 46 пациентов с акне 
без МБ, получавших стандартную терапию. 

Терапевтические мероприятия для больных всех 
групп были идентичными,  лишь с одним отличием, 
что пациентам I группы в терапию был включен анти-
микотический препарат.

При лечении больных с акне легкой и средней сте-
пени во всех трех группах применяли только наруж-
ную терапию, которую осуществляли в два этапа. 

На первом этапе проводили очищение кожи лица 
с помощью пенки или геля; на втором – на элементы 
акне 1 раз в день на ночь наносили комбинированное 
наружное средство − адапален + бензоил-пероксид. 
Препарат осуществлял патогенетический контроль 
над состоянием фолликулярного аппарата за счет 
уменьшения продукции кожного сала,  подавления 
фолликулярного гиперкератоза и умеренного антибак-
териального и противовоспалительного действия [5]. 

Для лечения больных с тяжелой степенью папу-
лопустулезных акне во всех трех группах применяли 

** Для постановки диагноза акне использовали клинические 
критерии Федеральных клинических рекомендаций 2015 г. 
Российского общества дерматовенерологов и косметоло-
гов, а также Национального руководства по дерматовене-
рологии [3, 5].

*** Клинико-лабораторное обследование всех пациентов осу-
ществляли с определением микробиоты отделяемого из 
элементов угревой сыпи. Микробиологическое и мико-
логическое исследование проводили на базе «Казанского 
научно-исследовательского института эпидемиологии и 
микробиологии» Федеральной службы по надзору в сфе-
ре защиты прав потребителей и благополучия человека 
(КНИИЭМ).
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системную терапию изотретиноином. Препарат назна-
чали внутрь во время приема пищи по 500 мг на кг веса 
в сутки, распределяя суточную дозировку на 2 приема. 

Пациентам I группы применяли наружный анти-
микотический препарат −1% гель тербинафин 1 раз в 
день на 2 недели ввиду его широкого спектра действия 
на микобиоту [6].

Длительность лечения во всех группах составила 3 
месяца; результаты оценивали каждые 2 недели курса 
в течение 3 месяцев и 1 раз в 2 месяца в течение 1 года 
после окончания основного курса терапии.

Всем больным проводили сбор анамнестических 
данных, объективный осмотр. 

Критериями включения были пациенты с клиниче-
скими проявлениями акне:

1) количество комедонов;
2) жирность кожи умеренная – кожа лица матовая;
3) жирность кожи выраженная – кожа лица блестя-

щая, лоснится, имеется сальный блеск;
4) количество папулопустул; 
5) постакне пигментные − пятна вторичного харак-

тера, застойно-синюшного цвета, округлой формы с 
четкими границами 0,1-0,3 см; 

6) 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.

Для анализа результатов лечения на каждого паци-
ента была заведена индивидуальная карта. Жалобы, 
клинические признаки с подсчетом акне-элементов на 
одной стороне лица  фиксировали до лечения, в про-
цессе терапии при каждом визите и после ее оконча-
ния. Отдельно учитывали комедоны, папулопустулы, 
жирность кожи, шелушение, субъективные ощуще-
ния. В индивидуальной карте фиксировали данные 
при каждом визите пациента: возможные побочные 
эффекты от терапии, динамика положительных изме-
нений.  Основной курс лечения составил 3 месяца. 

Результаты терапии оценивали, исходя из следую-
щих критериев: 

- клиническая ремиссия − разрешение клиниче-
ских проявлений на 90-100%;

- клиническая ремиссия – регресс на 75-90%;
- без изменений – регресс 0-75% акне-проявлений.
Увеличение количества акне-элементов к концу ле-

чения расценивали как ухудшение. Во внимание также 
принимали субъективную оценку пациентами резуль-
татов терапии [5].

Кроме того, изучали влияние лечения на микро-
биоту кожи лица.

При клинико-лабораторном обследовании пациен-
тов осуществляли определение микробиоты отделяе-
мого из элементов угревой сыпи. Проводили микро-
биологическое и микологическое исследование на базе 
«Казанского научно-исследовательского института 
эпидемиологии и микробиологии» Федеральной служ-

бы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека (КНИИЭМ). Микроорганиз-
мы идентифицировали общепризнанными микроско-
пическими, биохимическими методами и с помощью 
физико-химического исследования − MALDI-TOF-MS 
(MALDI Biotyper Microflex (Bruker, Германия), анализ 
белкового профиля. В работе использовали селектив-
ные хромогенные среды (Bio-Rad) и коммерческие 
тест-системы, основанные на исследовании ауксано-
граммы: «Auxacolor 2» (Bio-Rad). В результате иссле-
дования микробных изолятов методом MALDI-TOF-
масс-спектрометрии клеточных биомасс и клеточных 
экстрактов значения показателя «Score Value» (услов-
ный индекс, указывающий на достоверность физико-
химической идентификации) составили >2,400 для 
всех штаммов (с учетом допустимого для достижения 
уровня вида диапазона значений от 2,300 до 3,000).

Для выявления грибов рода Malassezia применя-
ли цитологический метод окрашивания препаратов с 
кожных покровов калькофлюором белым. 

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Эффективность использования терапии у пациен-

тов с папулопустулезным вариантом акне представле-
на в таблице 1. 

Таблица 1 

33* 14* 40** 87

15 16 6 37

18* 18

48 48 46 142

*р<0,05 сравнение между значениями  показателей 
больных I и  II групп 

В результате комплексной наружной терапии кли-
ническое излечение в I группе больных акне с сопут-
ствующей микобиотой с применением топического 
антимикотика составило 68,8% и было достоверно 
выше, чем во II группе без противогрибкового лечения 
– 29,2% (р<0,05). 

При легком течении акне клиническое излечение 
наступило у 100% пациентов в I и III группах и у 75% − 
во II группе (Рис. 1). 

Рис. 1. Распределение результатов комплексной терапии 
акне легкой и средней степени в I, II и III группах по степени 

тяжести.
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Однако у больных со средне-тяжелыми папулопу-
стулезными акне и сопутствующей микобиотой без 
противогрибкового лечения (II группа) терапия была 
неуспешной в 40,0% случаев.

В результате комбинированной системной терапии 
и наружным антимикотиком у пациентов с тяжелыми 
акне клиническое выздоровление в I группе достиг-
нуто в 62,1%, что достоверно выше, чем во II группе 
− 20,7 % (Р<0,001), и сопоставимо с результатами мо-
нотерапии изотретиноином в III группе больных без 
сопутствующей микобиоты (62,5%). 

У больных папулопустулезными акне на фоне лече-
ния в I группе (с включением антимикотических пре-
паратов) и III группе (без микобиоты) статистически 
достоверно уменьшилось количество папулопустул, 
снизилась жирность кожи относительно пациентов II 
группы (р <0,05). У пациентов I и III групп достоверно 

уменьшились такие симптомы, как покраснение кожи 
лица и пигментные постакне, по сравнению с больны-
ми акне II группы (р<0,05) (табл. 2).

При изучении динамики таких неспецифических 
для акне симптомов и жалоб, как зуд, дискомфорт, ше-
лушение кожи в процессе лечения, наблюдали досто-
верно лучший результат в I и III группах больных по 
сравнению с II группой (р<0,001). (табл. 3).

У больных акне в I и III группах папулопустулы 
разрешались достоверно быстрее, нежели во II группе 
(Р<0,001) ( Рис. 2).

Таблица 2 

26 10* 27 24* 30 8**

22 21 4 16 2

46 4* 46 20* 15 4**

47 14* 47 32* 42 14**

8 8 8 8 4 4

*р<0,05 сравнение между значениями показателей после лечения больных I и II групп 
Таблица 3 

48 48 18* 5

48 2* 48 20* 8 2**

48 6* 48 22* 46 8**

*р<0,001 сравнение между значениями  показателей после лечения больных I и II групп
Таблица 4 

38 25 40 34 42 22 120 81

24 21 14 15 1 45 17

42 28 30 42 57 114

11 2 13 8 20 2 24 12

5 3 8 6 6 2 13 11

Таблица 5 

40 41 30 81 30

31 30 20 61 20

12 10 6 23 6

7 6 4 13 4
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Рис. 2. Динамика количества папул и папулопустул у 
пациентов I, II и III групп.

Изменение микробной колонизации кожи в резуль-
тате терапии

Проведен анализ изменений микробиоты кожи 
(изменение видового состава, степени колонизации) в 
результате проводимой терапии (табл. 4, 5). 

ост Propionibacterium acnes отмечали у 120 из 142 
пациентов (84,5%), при этом его обнаруживали в ас-
социации с Staphylococcus epidermidis в 60,6% случаях 
(n=57), Staphylococcus aureus – в 42,3% (n=45).

При исследовании микробиоты кожи после лече-
ния у больных I и III групп было выявлено достовер-
ное, по сравнению со II группой (Р<0,05), снижение 
уровня микробной колонизации P. acnes с 104-6 до уров-
ня бактерионосительства − 102-4 КОЕ/мл, практически 
устранение S. aureus, и, наоборот, увеличение степени 
колонизации S. epidermidis и появление ее у тех па-
циентов, у которых не наблюдали носительства этого 
микроорганизма до терапии. Возможно, это явилось 
результатом их замещения в ответ на количественное 
снижение P. acnes и S. aureus. При этом возрастание ко-
личества S. epidermidis не сопровождалось появлением 
новых акне-элементов и усилением воспаления. 

В ходе исследования установлено, что в структуре 

микобиоты у пациентов I и II групп преобладали липо-
фильные дрожжи Malassezia spp. − в 83,3% и 85,5% слу-
чаев соответственно (n=40 и n=41), второе место зани-
мала Candida albicans – 64,6% и 62,5% соответственно 
(n=31 и n=30). Эти грибы обнаруживали в ассоциа-
циях как друг с другом, так и с условно-патогенными 
бактериями.

При исследовании микробиоты кожи после лече-
ния у всех 100% больных I группы микобиота не вы-
явлена. У пациентов II группы отмечали сохранение 
микобиоты. 

ВЫВОДЫ
При наблюдении в группах больных с папулопусту-

лезными акне и сопутствующей микобиотой определе-
но преимущество терапии с включением противогриб-
ковых препаратов. Клиническое выздоровление у та-
ких пациентов достигнуто достоверно чаще, чем у лиц, 
получавших лишь стандартную терапию. Клиника и 
жалобы у больных с сопутствующей микобиотой, по-
лучавших антимикотики, регрессировали достоверно 
быстрее. Разрешилось большинство папул и папулопу-
стул, нормализовалась жирность кожи, восстановился 
её цвет, исчезли зуд и шелушение, в то время как у па-
циентов с сопутствующей микобиотой, не получавших 
противогрибковую наружную терапию, клиника и жа-
лобы сохранялись дольше. 

Таким образом, в группах больных с наличием 
микобиоты восстановление дерматологического здо-
ровья, а также нормальной микробиоты кожи было 
успешнее при использовании расширенного терапев-
тического алгоритма с включением антимикотиков, 
чем при применении только стандартной терапии, и 
сопоставимо с результатами лечения больных акне без 
сопутствующей микобиоты.
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В настоящее время особое внимание уделяется дер-
матофитиям, обусловленным зоофильными грибами, 
ввиду роста заболеваемости и частых эпидемических 
вспышек, что влечет за собой не только вред здоро-
вью человека, но и экономический ущерб [1-4]. Более 
того, стали чаще отмечать нагноительные формы зо-
оантропонозных дерматофитий, обусловливающие 
диагностические ошибки или позднюю диагностику 
микотической инфекции [2, 4, 5]. В частности, поздняя 
обращаемость и самолечение пациентов с зооантропо-
нозной трихофитией приводят к развитию запущен-
ных, инфильтративно-нагноительных форм микоза, 
которые заканчиваются рубцовой атрофией волоси-
стой части головы, т.е. косметическим дефектом [6-8]. 

Приводим наше клиническое наблюдение нагнои-
тельной формы трихофитии и стойкой алопеции у ре-
бенка в ходе микотической инфекции ввиду поздней 
обращаемости родителей. 

Родители пациента К., 8 лет, проживающие в сель-
ской местности, обратились в поликлинику Респу-
бликанского кожно-венерологического диспансера 
(РКВД) с жалобами на появление гнойных очагов на 
волосистой части головы ребенка. Из анамнеза было 
выявлено, что в домашнем хозяйстве имеются две 
коровы, одна из которых страдает «стригущим лиша-
ем» (со слов матери). Ребенок часто помогал кормить 
коров и убираться в сарае, где находились домашние 
животные. Родители увидели небольшую «бляшку с 
гноем» на волосистой части головы два месяца на-
зад. Пытались лечить самостоятельно, смазывая очаг 
поражения различными наружными средствами (те-
трациклиновая мазь, мазь Вишневского, спиртовой 
раствор йода). Постепенно «бляшка» увеличивалась в 
размере, гноя становилось больше, появились новые 
очаги. Фельдшер заподозрил абсцесс волосистой части 
головы и посоветовал обратиться к хирургу в район-
ной больнице. Хирургом было назначено «промыва-
ние» очагов гипертоническим раствором и наложение 
мази Левомеколь. Ввиду отсутствия положительной 
динамики было предложено хирургическое вскрытие 
инфильтратов на голове у ребенка. Но с целью исклю-
чения дерматологической нозологии волосистой части 
головы пациент сначала был направлен к дерматологу, 
где был выставлен диагноз «зооантропонозная трихо-
фития».  

На момент обращения в РКВД у ребенка отмечали 
вялость, отсутствие аппетита, повышение темпера-
туры до 37,6 оС, головную боль. Объективно в погра-
ничной зоне между теменной и затылочной областями 
волосистой части головы обнаружен крупный плоский 
воспалительный очаг (размером 7,5х7,0 см в диаметре) 
с большим количеством гнойного отделяемого. На 
всей поверхности волосистой части головы имелись 
множественные округло-овальные очаги различных 
размеров.   

В очагах поражения наблюдали частичное выпа-
дение волос. Оставшиеся волосы без труда эпилиро-
вались из расширенных волосяных фолликул, откуда 
также легко выделялось гнойное содержимое. Выявле-
но увеличение (до 1,5-2 см) и болезненность затылоч-
ных и околоушных лимфатических узлов. При люми-
несцентной диагностике под лампой Вуда свечения не 
отмечали. 

При микроскопическом исследовании пораженных 
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волос волосистой части головы обнаружены споры 
гриба, расположенные по типу trihophyton ectotrix (т.е. 
снаружи волоса). При культуральном исследовании 
выделен Trichophyton verrucosum. Пациенту был вы-
ставлен диагноз: инфильтративно-нагноительная три-
хофития волосистой части головы (множественные 
очаги). Больной был госпитализирован в микологиче-
ское отделение РКВД.

Терапию пациенту начали с приема внутрь препа-
рата «гризеофульвин» (в дозе 17 мг/кг). На очаги пора-
жения накладывали рассасывающие наружные сред-
ства (5% серно-дегтярную мазь, нафталановую мазь). 
К концу лечения у ребенка сформировались очаги 
рубцовой атрофии во всех очагах поражения (Рис. 1), 
при микроскопическом исследовании волос грибы не 
выявляли. 

Рис. 1. Множественные очаги рубцовой атрофии у 
больного с нагноительной трихофитией

Приведенный клинический случай в очередной раз 
указывает на запоздалую диагностику зооантропоноз-
ной трихофитии. Неадекватное лечение привело к раз-
витию тяжелых, диссеминированных нагноительных 
форм волосистой части головы, сопровождающихся 
нарушением общего состояния и приводящих к стой-
кому косметологическому дефекту. Информирован-
ность о клиническом многообразии зооантропоноз-
ных дерматофитий имеет большое значение для вра-
чей всех специальностей.
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Цель работы заключалась в апробации разработанной мульти-
плексной ПЦР-тест-системы «HRM-Zygo-Asp» в режиме реального 
времени (РВ) с анализом кривых плавления ПЦР-продуктов высоко-
го разрешения (HRM) для выявления и идентификации аспергиллов 
и мукоромицетов. Исследовали различный биологический материал 
(биопсийный и аутопсийный), в т.ч. в парафиновых блоках и БАЛ от 
больных мукормикозами. Представлены сравнительные результаты 
исследования 19 образцов биоматериала от 13 больных мукормико-
зом микологическими, гистологическими, серологическими и молеку-
лярными методами. Показаны примеры эффективного использова-
ния тест-системы для отдельных клинических случаев при анализе  
различных типов биологического материала, а также  возможность 
выявлять смешанную мукормикоз-аспергиллезную инфекцию.
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цепная реакция (ПЦР), мультиплексная тест-система

APPROBATION OF MULTIPLEX 
TEST SYSTEM «HRM-ZYGO-
ASP» ON THE CLINICAL 
MATERIAL OF PATIENTS WITH 
MUCORMYCOSIS
1Ignatieva S.M. (leading scientific collaborator), 
1Spiridonova V.A. (scientific collaborator), 1Bogomolova 
T.S. (head of the laboratory), 1Avdeenko Y.L. (leading 
scientific collaborator), 1Borzova Yu.V. (head of the 
clinic), 1 Khostelidi S.N. (associate professor), 1Shadrivova 
O.V. (associate professor), 2Popova M.O. (physician-
hematologist), 3Chudinovskikh Y.A. (physician-
hematologist), 3Zyuzgin I.S. (head of the clinical 
department), 4Uspenskaya O.S. (head of the clinical 
department), Vasilyeva N.V. (director of the institute,  
head of the department)

* Контактное лицо: Игнатьева Светлана Михайловна,  
e-mail: svetlana.ignatieva@szgmu.ru

1North-Western State Medical University named after 
I.I. Metchnikov: Kashkin Research Institute of Medical 
Mycology and Department of Clinical Mycology, Allergy 
and Immunology; 2R. Gorbachova Institute of Children’s 
Hematology and Transplantology; 3N.N. Petrov Research 
Institute of Oncology;  4Leningrad Regional Clinical Hospital, 
St. Petersburg, Russia

The purpose of the work was to test the previously developed multiplex 
PCR test-system “HRM-Zygo-Asp” in real time (RT) with analysis of the 
melting curves of high-resolution PCR products (HRM) to detect and identify 
aspergillus and mucoromycetes. We studied various biological material: 
biopsy samples, autopsy material, paraffin blocks with tissues affected by 
micromycetes, BAL from patients with mucormycosis. Comparative results 
of a study of 19 clinical samples from 13 patients with mucormycosis by 
molecular, mycological, histological and serological methods are presented. 
Examples of the effective use of the test system for individual clinical cases in 
the analysis of various types of biological material, as well as the ability to 
detect mixed mucormycosis-aspergillosis infection are shown.

Key words: mucormycosis, invasive aspergillosis, cancer patients, 
mucorales, aspergillus, polymerase chain reaction (PCR), multiplex test 
system

ВВЕДЕНИЕ
Мукормикоз – тяжелая инфекция, частота которой 

в 21 веке возросла у пациентов с гематологическими 
злокачественными новообразованиями и у реципи-
ентов трансплантатов гемопоэтических стволовых 
клеток [1, 2]. Мукормикоз вызывают представители 
порядка Mycorales, из которых наиболее распростра-
ненными являются виды Rhizopus (48%), Mucor (14%), 
Lichtheimia (13%), Cunninghamella (7%) и Rhizomucor 
(6%) [2-4]. У онкогематологических пациентов г. 
Санкт-Петербурга основные возбудители мукормико-
за − представители родов Rhizopus (47%), Rhizomucor 
(28%), Lichtheimia (17%) и Mucor (8%) [5]. Для успешно-
го лечения пациентов с этим заболеванием решающее 
значение имеют ранняя диагностика и быстрое начало 
противогрибковой терапии. Лабораторная диагности-
ка мукормикоза сложна, диагноз подтверждается, как 
правило, при прямой микроскопии биоматериалов и/
или получением культуры  возбудителя (только в 50% 
случаев) [6]. При гистологических исследованиях па-
тологического материала иногда сложно различить 
возбудителей аспергиллеза и мукормикоза [7]. Серо-
логическая диагностика этого заболевания отсутству-
ет. Одним из наиболее перспективных направлений 
в диагностике мукормикоза является использование 
быстрых молекулярных методов идентификации гри-
ба непосредственно в инфицированных тканях [8, 9] 
и биологических жидкостях, таких как бронхо-альве-
олярный лаваж (БАЛ), плазма или сыворотка [10, 11] 
и моча [12]. Среди молекулярных методов детекции 
представителей Mucorales применяют, главным обра-
зом, различные модификаций ПЦР [13-16].

Например, вариант ПЦР в режиме реального вре-
мени (РВ-ПЦР) с праймерами к фрагменту гена 18Sр 
ДНК Mucorales с использованием флуоресцирующих 
интеркалирующих красителей (Eva Green, Sybr Green) 
и последующим анализом кривых плавления ПЦР-
продуктов высокого разрешения (HRM − от англ. high 
− resolution melting) позволяет различать род и вид в 
зависимости от температуры плавления ампликонов. 
В 2010 г. Hrncirova K. с соавторами [17] впервые при-
менила этот метод для выявления и идентификации 
основных клинически значимых мукормицетов в об-
разцах тканей и изолятах, показав высокую аналити-
ческую и диагностическую чувствительность (92%) и 
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специфичность (100%) метода.
На основе данной технологии в НИИ медицин-

ской микологии им. П.Н.Кашкина впервые в России 
была разработана мультиплексная ПЦР-тест-система 
«HRM-Zygo-Asp» в режиме РВ. Тест-система позво-
ляет обнаружить в одном клиническом образце одно-
временно ДНК грибов рода Aspergillus и/или порядка 
Mucoralis, а последующий анализ кривых плавления 
ПЦР-продуктов высокого разрешения (HRM) – иден-
тифицировать аспергиллы до рода и мукоромицеты – 
до вида или комплекса видов. 

Цель данного исследования − апробация мульти-
плексной ПЦР-тест-системы «HRM-Zygo-Asp» в режи-
ме РВ при исследовании различных типов биологиче-
ского материала от пациентов с мукормикозами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали 19 клинических образцов: 

БАЛ (6), биоптат печени (2), биоптат легкого (1), ау-
топсийный материал (1), парафиновые блоки (10) от 
10 гематологических больных с мукормикозом и 3 – с 
микст-микозом смешанной этиологии, госпитализи-
рованных в стационары г. Санкт-Петербурга с 2013 
по 2019 гг. В качестве контрольных использовали 17 
образцов тканей и 20 образцов БАЛ от пациентов без 
микозов. Диагноз мукормикоза и аспергиллеза уста-
навливали в соответствии с критериями Европейской 
организации по лечению и исследованию рака /груп-
пы, изучающей микозы (EORTC/MSG, 2008) [18], и Ев-
ропейского общества клинических микробиологов и 
инфекционных заболеваний, Европейской конфедера-
ции медицинских микологов и Европейского респира-
торного общества (ESCMID-ECMM-ERS, 2017) [19]. На 
основании обнаружения микромицетов при гистоло-
гическом исследовании срезов, окрашенных по методу 
Гомори-Грокотт и РАS, и/или при микологическом ис-
следовании патологического материала, включающего 
в себя прямую микроскопию образцов с добавлением 
калькофлюора белого и посев на среду Сабуро, под-
тверждали диагноз микоза. Кроме того, определяли 
галактоманнановый антиген Aspergillus spp. в БАЛ с 
помощью тест-системы «Platelia Aspergillus Ag» (Bio-
Rad Laboratories). Выделение ДНК из клинических об-
разцов проводили методом хлороформ-изоамиловой 
экстракции. При работе с парафиновыми блоками со-
вершали предобработку ксилолом, направленную на 
очистку от парафина. В одном образце при отсутствии 
культуры возбудителя проводили секвенирование 
ДНК, полученной из тканей, заключенных в парафин, 
согласно рекомендациям Института Клинических и 
Лабораторных стандартов США (CLSI) [20]. Ампли-
фикацию осуществляли на приборе Rotor-Gene 6000 
(Corbett Life Science, Австралия) с помощью разра-
ботанной нами ПЦР-тест-системы «HRM-Zygo-Asp», 
включающей в себя две пары праймеров (аспергилл- и 
мукоромицет-специфичных) и набора реагентов для 
проведения ПЦР в реальном времени с интеркалиру-
ющим красителем Eva Green (Синтол, Москва) в мо-
дификации ранее предложенного протокола [21]. При 
использовании Eva Green уровень его флуоресценции 
резко возрастает при связывании с двухцепочечной 
ДНК, а при достижении температуры плавления ам-
пликонов − снижается. Наличие пика с соответству-
ющей температурой на дифференциальной кривой 

плавления означает присутствие специфического 
продукта ПЦР. Для микромицетов наличие пика при 
76,8-77,7 °C свидетельствовало о наличии ДНК аспер-
гиллов, а при 83-86 °C − о наличии ДНК мукормицетов 
(Рис.1). 

Рис.1. Кривые плавления ПЦР-продуктов ДНК 
микромицетов: Тпл. Aspergillus spр. − 77 ÷ 78˚С, Тпл. Mucorales  

− 83÷86 ˚С.

Разные виды Aspergillus spp. имели пики плавления 
в узком диапазоне температур (76,8-77,8 °C), а разные 
виды мукоромицетов –индивидуальные температуры 
плавления, по которым их можно было дифференци-
ровать: представителей Aspergillus spp. − до рода и му-
коромицетов Rhizomucor pusillus, Rhizopus microsporus, 
Mucor circinelloides, Cunninghamella echinulata, 
Syncephalastrum racemosum, Lichtheimia corymbifera, 
Rhizopus arrhizus / Rhizopus stolonifer, Mucor racemosus/ 
Mucor plumbeus – до вида или комплекса видов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На основании клинических и лабораторных данных 

у 8 онкогематологических больных были зарегистриро-
ваны локализованные формы мукормикоза: легких (5), 
кишечного тракта (2) и печени (1),а также поражение 
двух органов − легких и почки (1), микст-микоз легко-
го (2) и генерализованные формы, обусловленные гри-
бами рода Aspergillus и порядка Mucorales (2). Наиболее 
часто мукормикоз развивался на фоне острого лимфо-
бластного лейкоза (ОЛЛ) − 39%, неходжинской лимфо-
мы (НХЛ) и острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) − по 
23%, реже − при лимфоме Ходжкина (ЛХ) −15%. 

При исследовании 9 нативных образцов больных 
(3 биоптата и 6 БАЛ) методом прямой микроскопии в 
8 (89%) случаев выявлен широкий несептированный 
мицелий мукормицета (табл.1). 

Положительный высев мукоромицетов из клини-
ческого материала больных получен в 6 (67%) образ-
цах. Основными возбудителями мукормикоза были: 
Rhizopus spp. (66%), L. corymbifera (17%) и Rhizomucor 
spp. (17%). У 1 пациента (3Б) диагностировали микст-
микоз, т.к. при микроскопическом исследовании, кро-
ме мицелия мукорового гриба, обнаруживали элемен-
ты септированного мицелия, ветвящегося под острым 
углом, характерного для грибов рода Aspergillus, а при 
культуральном – выделили Rhizopus spp. и Aspergillus 
fumigatus. С помощью РВ-ПЦР мукоромицет иденти-
фицировали как R. arrhizus. Галактоманнановый тест в 
БАЛ был положительным. Таким образом, молекуляр-
но-генетическое исследование нативных 9 образцов с 
помощью мультиплексной ПЦР-тест-системы «HRM-
Zygo-Asp» позволило идентифицировать мукоромице-
ты до видов: R. arrhizus (44%), L. corymbifera (33%), R. 
pusillus (11%) и R. microsporus (11%). Результаты ПЦР-
исследований биоптатов и БАЛ от больных с мукорми-
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козами совпадали с данными прямой микроскопии в 
89% случаев и в 67% − с результатами посевов, а при 
анализе «положительные микроскопия и/или посев» 
− полностью коррелировали с общими показателями 
микологических исследований. У пациента 8-Ш, кроме 
выявленного микроскопически и полученного из БАЛ 
изолята R. arrhizus методом ПЦР, была обнаружена 
ДНК двух возбудителей – R. аrrhizus и Aspergillus spp., 
что способствовало (вместе с положительным галак-
томаннановым тестом Aspergillus в БАЛ) уточнению 
лабораторного диагноза микст-микоза.

В 10 парафиновых блоках от больных мукормико-
зом был представлен следующий операционный мате-
риал: ткань легкого (3), почки (1), печени (1), кишечни-
ка (2) и сальника (1), фрагмент ткани (1) от больного с 
диссеминированным процессом (табл. 2).

При гистологическом исследовании окрашенных 
срезов во всех случаях были обнаружены морфологи-
ческие элементы грибов (широкий несептированный 
мицелий, ветвящийся под прямым углом), в несколь-
ких заключениях указаны признаки их сходства с ми-
кромицетами рода Aspergillus или/и порядка Mucorales. 
Молекулярно-генетическое исследование всех тка-
ней, заключенных в парафин, позволило выявить в 
100% случаев мукоромицеты и идентифицировать их 
до вида: L. corymbifera − в 5 образцах (56%), R. pusillus 
− в 3 (33%) и R. microsporus − в 1 (11%). Чувствитель-

ность мультиплексной тест-системы «Zygo-Asp-HRM» 
при исследовании операционного материала была 
выше, чем гистологических методов. Так, при гисто-
логическом исследовании срезов ткани легкого от па-
циента 3-Б был обнаружен септированный мицелий, 
сходный с Aspergillus spp., в то время как с помощью 
тест-системы «Zygo-Asp-HRM» была выявлена ДНК 
Aspergillus sp. и R. arrhizus. Учитывая, что у данного 
больного был положительным галактоманнановый 
тест в БАЛ и выделены культуры грибов A. fumigatus 
и Rhizopus spp., диагностирован микст-микоз, обуслов-
ленный A. fumigatus и R. arrhizus. В 17 контрольных об-
разцах операционного материала и 20 БАЛ от больных 
с неподтвержденным лабораторно диагнозом микоза 
ДНК микромицетов не обнаруживали.

Таким образом, при исследовании клинического 
материала от 13 больных мукормикозом положитель-
ные результаты молекулярного исследования полно-
стью совпадали с микологическими (микроскопия + 
посев) и/или с гистологическими находками  грибов 
в патологическом материале больных. У 4 пациентов 
с мукормикозом (1-Т, 2-П, 3-Б, 5-К) было проанализи-
ровано наибольшее количество биосубстратов − био-
птаты тканей /БАЛ/ парафиновые блоки. Микологи-
ческие, гистологические и серологические методы до-
полняли друг друга в обнаружении возбудителя в кли-
ническом материале, а молекулярно-биологические 

Таблица 1

Таблица 2. 
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исследования позволяли уточнить вид мукоромицета 
и выявить смешанную инфекцию, вызванную грибами 
рода Aspergillus и порядка Mycorales.

Далее представлены отдельные примеры использо-
вания мультиплексной тест-системы «Zygo-Asp-HRM» 
для исследования БАЛ, биопсийных образцов и тка-
ней, заключенных в парафин, у некоторых больных с 
мукормикозом.

Пример 1. Применение тест-системы «Zygo-Asp-
HRM» при анализе образцов из парафиновых блоков 
соперационным материалом пациента Г. с гематоло-
гическим заболеванием и мукормикозом желудочно-ки-
шечного тракта, органов брюшной полости.

Пациент Г., 13 лет, с ОЛЛ находился в отделении ре-
анимации многопрофильного стационара г. Москвы с 
18.10.16 г. по поводу двусторонней полисегментарной 
пневмонии. Через 3 дня у больного диагностирова-
ли полную окклюзию наружной подвздошной вены, 
тромбоз общей подвздошной артерии, некроз терми-
нального отдела подвздошной вены. Была проведена 
резекция терминального отдела подвздошной и восхо-
дящего отдела толстой кишки.

При гистологическом исследовании парафиновых 
блоков операционного материала тканей тонкой, тол-
стой кишки и сальника обнаружены обширные раз-
растания редко септированных широких гиф мицелия, 
ветвящегося под прямым углом, по микроморфологии 
соответствующего мукоромицету.  

Результаты молекулярного исследования клиниче-
ского материала пациента Г. получены на основании 
анализа кривых плавления ПЦР-продуктов, выявлен-
ных при амплификации тотальной ДНК с праймерами, 
специфичными для Aspergillus spp. и грибами порядка 
Mucorales (Рис. 2).

Рис. 2. Кривые плавления ПЦР-продуктов ДНК, 
выделенной из парафиновых блоков с тканями разных 

органов (кишечник и сальник) больного Г., Aspergillus 
spр. − ДНК культуры (положительный контроль), ОКО – 

отрицательный контрольный образец.

Как видно из рисунка, мы получили пики плавле-
ния ДНК-образцов пациента Г. в диапазоне 84-85 °С, 
который соответствует температуре плавления ДНК R. 
pusillus,при этом отсутствовали пики плавления ДНК 
в зоне 77,5-78,3 °С, характерной для Aspergillus spp. Ин-
тенсивность флуоресцентного сигнала (высота пика) у 
образцов с одинаковой концентрацией ДНК различа-
лась: бóльшая интенсивность зарегистрирована в тка-
нях кишечника, чем в сальнике. Таким образом, только 
с помощью молекулярного анализа тканей кишечника 
и сальника с применением мультиплексной ПЦР-РВ 
с функцией высокого разрешения (HRM) был обна-
ружен и идентифицирован возбудитель мукормикоза 
желудочно-кишечного тракта – R. pusillus.

Пример 2. Применение тест-системы «Zygo-Asp-
HRM» при исследовании БАЛ и биопсийного образца 
легкого пациента К. с гематологическим заболеванием 
и мукормикозом.

Пациент К., 57 лет, с НХЛ от февраля 2015 г. С 
07.09.17 г. больному проведен курс высокодозной хи-
миотерапии с трансплантацией аутологичных стволо-
вых кроветворных клеток и реинфузией 13.09.17 г. На 
9 день после ТСКК – подъем температуры тела выше 
38 °С. На КТ от 04.10.17 г.: в S6 и S1,2 левого легкого 
− инфильтрат неоднородной структуры с воздушны-
ми полостями 36x28 мм. Пациенту выполнена фибро-
бронхоскопия (05.10.17 г.).

Методом прямой микроскопии с калькофлюором 
белым в образце БАЛ был обнаружен несептирован-
ный мицелий гриба, ветвящийся под прямым углом. 
Культура гриба получена не была (табл. 3).

Таблица 3

Рис. 3. Профили кривых плавления ПЦР-продукта ДНК, 
выделенной из БАЛ больного К., Aspergillus spр. и L. 

corymbifera − ДНК культур (положительные контроли), ОКО 
– отрицательный контрольный образец.

Галактоманнановый тест в БАЛ был отрицатель-
ный. При молекулярном исследовании методом ПЦР-
РВ в клиническом материале удалось обнаружить ДНК 
L.corymbifera. Как видно из рисунка 3, мы получили пик 
плавления ПЦР-продукта из БАЛ пациента К. в диа-
пазоне 86-87 °С, который соответствует температуре 
плавления ДНК L. corymbifera, при этом отсутствовали 
пики плавления ДНК в зоне 77,5-78,3 °С, характерной 
для Aspergillus spp. С 09.10.17 г. у пациента регистриро-
вали прогрессирование пневмонии с появлением новых 
инфильтратов, и была выполнена нижняя лобэктомия с 
резекцией субсегмента С2а и краевой резекцией С4 ле-
вого легкого. Результаты лабораторного исследования 
биоптата легкого представлены в таблице 4. 

Таблица 4
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При люминесцентной микроскопии биоптата 
легкого (Рис. 4) был отчетливо виден несептирован-
ный мицелий гриба с ветвлением под прямым углом, 
а при посеве на среду Сабуро выделена культура L. 
corymbifera. При гистологическом исследовании био-
птата обнаруживали несептированный мицелий гриба 
с ветвлением под прямым углом, характерный для му-
коромицетов.

Рис. 4.Люминесцентная микроскопия биоптата легкого 
пациента К. с калькофлюором белым Х400.

При проведении ПЦР с мультиплексной тест-
системой«Zygo-Asp-HRM» были получены пики плав-
ления ДНК, выделенной из биоптата и культуры гриба, 
в диапазоне 86-87 °С, которые совпадали с пиком плав-
ления ДНК референс-культуры L. corymbifera (Рис. 5). 
Данные молекулярного анализа биологического мате-
риала были сопоставимы с показателями микробиоло-
гических и гистологических исследований.

Рис. 5.Профили кривых плавления ПЦР-продуктов ДНК, 
выделенной из биоптата и культуры, полученной при 

посеве биоптата легкого больного К., Aspergillus spр. и L. 
corymbifera − ДНК культур (положительные контроли), ОКО 

– отрицательный контрольный образец.

По результатам лабораторных исследований боль-
ному была назначена антимикотическая терапия (ам-
фолип, затем амфотерицин, затем каспофунгин, по-
законазол). На фоне лечения отмечено улучшение са-
мочувствия, положительная КТ-динамика, и пациент 
выписан из стационара.

Пример 3. Применение тест-системы «Zygo-Asp-
HRM» при исследовании нативного аутопсийного ма-
териала и парафиновых блоков ткани печени от паци-
ентки Т. с микст-микозом.

Пациентка Т., 35 лет, с НХЛ. В июне 2014 г. выпол-
нена аутологичная трансплантация костного мозга. На 
19 день после трансплантации появились боли в пра-
вом подреберье, лихорадка. Проведена компьютерная 
томография брюшной полости. Диагностирован дис-
семинированный процесс во всех органах. На 23 день 
была констатирована смерть пациентки.

При микроскопическом исследовании аутопсийно-
го материала печени у больной обнаружен несептиро-
ванный мицелий, ветвящийся под углом 90°, посев на 

питательные среды был отрицательным. Гистологиче-
ское исследование операционного материала позволи-
ло выявить широкие нити несептированного мицелия, 
сходного с мукоромицетами (Рис. 6).  

Рис. 6.Аутопсийный материал (печень) пациентки Т. 
Хорошо видны нити толстого несептированного мицелия, 
ветвящегося под прямым углом. А − PAS-реакция, х100. Б − 
окраска по Гомори-Грокотт, х100. Исследование выполнено 

Артемьевой А.С., гистологическая лаборатория НИИ 
онкологии им. Н.Н. Петрова.

При молекулярном исследовании материала пече-
ни обнаружена ДНК двух грибов − Aspergillus sp. и R. 
microsporus. Кривые плавления ПЦР-продуктов ДНК, 
полученной из ткани печени пациентки Т. (Рис. 7), 
имели 2 пика с различными точками плавления: в рай-
оне 78 °C, характерном для Aspergillus spp., и 85,5 °C − 
для R. microsporus. 
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Рис. 7. Кривые плавления ПЦР-продуктов ДНК, выделенной 
из ткани печени больной Т., Aspergillus spp.− ДНК культуры 

(положительный контроль), ОКО – отрицательный 
контрольный образец.

Наличие аспергиллов в ткани печени подтвержде-
но секвенированием грибной ДНК, выделенной непо-
средственно из парафинового блока, и определен вид 
возбудителя – Aspergillus flavus.У пациентки был диа-
гностирован микст-микоз, обусловленный A. flavus и 
R. microsporus. Чувствительность мультиплексной 
тест-системы «Zygo-Asp-HRM» была выше, чем тради-
ционных микологических методов.

Таким образом, при исследовании клинического 
материала от 13 больных мукормикозом тест-система 
«Zygo-Asp-HRM» отличалась большей чувствитель-
ностью, чем традиционные методы, что уже отмеча-
ли другие исследователи для молекулярных методов в 
целом [22]. Положительные результаты, полученные 
нами с помощью мультиплексной ПЦР, полностью со-
впадали с микологическими (микроскопия + посев) и с 
гистологическими находками грибов в патологическом 
материале больных. У 3 пациентов с мукормикозом 
(1-Т, 2-П, 3-Б) было проанализировано наибольшее 
количество биосубстратов: биоптаты тканей /БАЛ/ па-
рафиновые блоки. Микологические, гистологические 
и серологические методы дополняли друг друга в об-
наружении возбудителя в клиническом материале, а 
молекулярно-биологические исследования позволяли 
уточнить вид мукоромицета и выявить у пациентов 
смешанную инфекцию, вызванную Aspergillus spp. и 
грибами порядка Mucorales. Тест-система была эффек-
тивна при изучении разного биологического материа-

ла. При тестировании образцов нативных биоптатов и 
парафиновых блоков с тканями, пораженными муко-
ромицетами, концентрация геномной ДНК, выделен-
ной из парафиновых блоков, была в 10 раз ниже, чем 
из свежих тканей. Эти результаты сопоставимы с зару-
бежными данными, в которых аналитическая чувстви-
тельность, не зависимо от типа молекулярного метода, 
составляла от 56% до 80% при тестировании образцов 
из парафиновых блоков и от 97% до 100% − для образ-
цов свежих тканей [13-16]. 

Исследование БАЛ для выявления ДНК возбуди-
телей мукормикозов представляется перспективным 
при отрицательных посевах БАЛ. Чувствительность 
ПЦР-исследований БАЛ у таких пациентов выше, чем 
крови/плазмы. В 2014 г. Lengerova M. и соавт. исполь-
зовали ПЦР с последующим анализом кривых плав-
ления ПЦР-продуктов высокого разрешения (ПЦР/
HRM) для обнаружения мукоромицетов в БАЛ имму-
нокомпрометированных пациентов. Методика показа-
ла высокую чувствительность (100%) и специфичность 
(93%) обнаружения ДНК Mucorales в образцах БАЛ 
[23]. Мы в своей работе проанализировали 6 образцов 
БАЛ от больных c подтвержденным мукормикозом, 
однако необходимо тестирование большего количе-
ства биоматериала. Наши исследования согласуются с 
Глобальными рекомендациями для диагностики и ле-
чения мукормикоза, опубликованными недавно [24], в 
которых подчеркнута перспективность использования 
молекулярных методов в диагностике мукормикозов 
(сила рекомендации ВIIu).

ВЫВОДЫ
1. Тест-система позволяет быстро и точно выявлять 

и идентифицировать мукоромицеты до вида и аспер-
гиллы до рода в биоптатах, операционном материале, 
заключенном в парафин, и БАЛ больных с мукорми-
козом.

2. Тест-система может быть полезной для выявле-
ния смешанной инфекции, обусловленной грибами 
рода Aspergillus и порядка Mucorales.
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В настоящей работе с помощью методов световой, трансмис-
сионной и сканирующей электронной микроскопии изучены особен-
ности микроморфологии дрожжевых клеток 10 изолятов Malassezia 
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ВВЕДЕНИЕ
Malassezia furfur (С. P. Robin) Bail. – это липофиль-

ные и/или липидозависимые микромицеты, предста-
вители нормального микобиома кожи человека [1-3]. 
У людей этот вид дрожжей выделяется из соскобов 
эпидермальных чешуек разных эпитопов, ногтей,  во-
лос, из носовой полости, а также из крови, мочи, кала, 
чешуек скальпа, лица, рук, ног, а также из ногтей, глаз, 
носовой полости и др. Данный вид ассоциирован с се-
борейным [4] и атопическим дерматитом, псориазом 
[5], кератитом [6], блефаритом [6], он также вызывает 
отрубевидный лишай [2], фолликулит [7], диссемини-
рованные инфекции у пациентов с нейтропенией [8] 
и др. В последнее десятилетие довольно часто диагно-
стируют гематогенные инфекции, обусловленные M. 
furfur. Этот микромицет может быть причиной кате-
тер-обусловленной инфекции у иммунокомпромети-
рованных пациентов [3].

Цель настоящей работы − изучить морфологию 
Malassezia furfur с помощью современных методов све-
товой, трансмиссионной (ТЭМ) и сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследовали 10 изолятов (1-18, 2-18, 3-18, 4-18, 

5-18, 6-18, 7-18, 8-18, 9-18, 10-18) Malassezia furfur (C.P. 
Robin) Baill, выделенных от 9 новорожденных, нахо-
дившихся на лечении в реанимационных отделениях 
Центра акушерства и гинекологии им. В.Л. Кулакова в 
2017-2018 гг. Из них четверо детей были из отделения 
реанимации и интенсивной терапии новорожденных и 
пятеро − из отделения хирургии, реанимации и интен-
сивной терапии. Все  пациенты получали парентераль-
ное питание липидными растворами. Изоляты были 
выделены из следующих биосубстратов: кал, моча, 
кровь, а также в одном случае − из аутопсийного мате-
риала (кал, кровь).

Изоляты выращивали в течение 7 суток на ага-
ризованной модифицированной питательной среде 
Лиминга-Нотман (mLNA) при +32 ºC. Видовую при-
надлежность определяли молекулярно-гене-тическим 
методом по протоколу CLSI M18. Выделяли ДНК по 
протоколу: в пробирку емкостью 1,5 мл с 450 мкл ли-
зирующего буфера (20 мМ ТрисHCl pH 8,0, 5 мМ ЭДТА 
pH 8,0, 100 мМ NaCl, 1% SDS) на кончике наконечника 
дозатора вносили небольшой участок колонии гриба, 
добавляли 2 стеклянных шарика (5 мм) и встряхивали 
на гомогенизаторе Bertin Precellys в течение 30 сек. За-
тем добавляли протеиназу К до концентрации 50 мкг/
мл и инкубировали при +65 °C два часа в термостате. 
К лизату добавляли равный объем смеси хлороформа 
и изоамилового спирта (24:1), после чего перемешива-
ли, инкубировали при комнатной температуре с пери-
одическим встряхиванием на протяжении 10 минут и 
центрифугировали 10 минут при 9000 g. В новую про-
бирку отбирали верхнюю фазу и добавляли 0,1 объема 
3 М ацетата натрия и 2 объема этилового спирта. По-
сле этого пробирку инкубировали в течение 2 часов 
при температуре - 20 °C. Далее ее центрифугировали 
10 минут при 20000 g при +4 °С, осадок пипетировали 
(или вортексировали) для отмывки от солей в 0,5 мл 
70% этилового спирта при +4 °С, центрифугировали 
10 минут при +4 °С. Отмывку проводили повторно, а 
затем высушивали ДНК на воздухе. Осаждённую ДНК 



44

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2019, Т.21, №4

растворяли в 50 мкл H2O. Для определения вида гри-
ба в термоциклере C1000 Touch (Bio-Rad, США) ам-
плифицировали регион ITS рибосомной ДНК, а затем 
выполняли секвенирование ДНК на приборе ABI 3500 
(Thermo Fischer Scientific, США).

Культуры гриба фотографировали в стереомикро-
скопе Zeiss Stem 2000. Микроморфо-логию дрожжевых 
клеток изучали на флуоресцентном микроскопе Axio-
images.Z1 (Carl Zeiss) с использованием оптики Номар-
ского. 

Для изучения ультраструктуры гриба в ТЭМ при-
меняли метод негативного контрастирования интакт-
ных дрожжевых клеток фосфорно-вольф-рамовой 
кислотой (ФВК). Для этого микробиологической пет-
лей небольшую часть колонии гриба перемещали в 
пластиковые пробирки для микропроб типа Эппен-
дорф (1,5 мл) c физиологическим раствором (0,1 мл) 
на 10 минут. Затем на электронно-микроскопические 
медные сетки диаметром 3 мм, покрытые прозрачной 
формваровой подложкой-пленкой, с помощью дозато-
ра наносили взвесь клеток культур в физиологическом 
растворе. Через пять минут контакта часть физиоло-
гического раствора отсасывали фильтровальной бума-
гой, при этом на подложке оставался анализируемый 
материал. Далее на сетки с материалом на 10 минут на-
носили 1,5% раствор ФВК (рН 6,7), который негативно 
окрашивал объекты в черный цвет и позволял четко 
выявить детали их ультраструктурной организации. 
Сетки после окрашивания ФВК промывали дистилли-
рованной водой, перемещали на сухую фильтроваль-
ную бумагу, расположенную в чашке Петри, высуши-
вали 10 минут и исследовали в ТЭМ Jem 100-SX (Jeol, 
Япония). 

Для сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ) фрагменты колоний гриба (штаммы 1-18, 2-18, 
5-18, 7-18, 8-18, 9-18, 10-18) с питательной средой фик-
сировали в 3% растворе глутаральдегида 3 часа, затем 
пост-фиксировали в течение ночи в 1% растворе ос-
миевой кислоты, обезвоживали в серии спиртов, вы-
сушивали при критической точке на приборе HCP-2 15 
минут, после чего образцы напыляли золотом и изуча-
ли в микроскопе JSM 35 (Джеол, Токио, Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследованные 10 изолятов были идентифициро-

ваны с помощью ДНК-секвенирования как Malassezia 
furfur. 

Характеристика колоний. Рост колоний при по-
севе штрихом отмечали через 7 суток культивирова-
ния на среде Лиминга-Нотман при +32 ºC (Рис. 1 а). 
Края колоний слегка приподнятые, мелко волнистые, 
цвет − кремовый, с оттенками желтого разной степени 
интенсивности. 

Световая микроскопия. Размер (1,5-4,5 x 2,5-6,5 
мкм) и форма (Рис. 1 б) дрожжевых клеток сильно 
варьировали. Отметим, что ввиду низкой разрешаю-
щей способности световой микроскопии воротничок 
дрожжевых клеток не выявлялся. Почкующиеся клет-
ки встречались часто; почкование однополярное. Диа-
метр почки меньше такового материнской клетки. Ги-
фальные элементы отсутствовали. 

Трансмиссионная и сканирующая электронная 
микроскопия. Колонии M. furfur на малом увеличении 
сканирующего электронного микроскопа имели вид 

многочисленных, невысоких, плотно расположенных 
«подушек» разной формы и размеров с четко очерчен-
ными краями (Рис. 2 а). Поверхность таких «подушек» 
ровная, плотность расположения дрожжевых клеток 
высокая (Рис. 2 е). Для зрелых дрожжевых клеток ко-
лоний исследованных изолятов M. furfur характерно 
сильное варьирование размеров и формы (Рис. 1 в, 2 
е), что свойственно данному виду [1-3]. При использо-
вании метода негативного контрастирования наблю-
дали, что дрожжевые клетки в изученных колониях 
могли располагаться одиночно, в небольших группах 
по 2-3 (Рис. 1 и, п) либо формировать более крупные 
скопления (Рис. 1 в). Последняя микрофотография на-
глядно демонстрирует существенные различия в раз-
мерах и форме зрелых дрожжевых клеток культуры из-
ученного изолята. Форма клеток могла быть округлой 
(Рис. 1 г), эллипсоидной (Рис. 1 д), цилиндрической 
(Рис. 1 е), яйцевидной (Рис. 1 ж) и др. Рисунки 1 г-ж 
(метод негативного контрастирования) и 2 е (сканиру-
ющая электронная микроскопия) показывают разно-
образие размеров и форм, диаметра рубчика, степени 
выраженности воротничка и его топографии в дрож-
жевых клетках, а также размеров и формы формиру-
емых почек. У некоторых  дрожжевых клеток при об-
разовании почки отмечали сужение зоны аннеляции 
(Рис. 1 ж, стрелки).

При контрастировании ФВК отмечали, что на по-
верхности многих зрелых и почкующихся дрожжевых 
клеток M. furfur присутствовали скопления внеклеточ-
ного липидного «гало» умеренной электронной плот-
ности. По степени развития последнего изоляты мож-
но разделить на три группы. Первую группу составили 
три изолята (1-18, 8-18, 10-18, 30% от общего числа из-
ученных), на поверхности клеток которых наблюдали 
наиболее обильные скопления внеклеточного липида 
(Рис. 1 з-к, стрелки; 2 б-г, стрелки). Толщина внекле-
точного липидного «гало» варьировала от 0,6 до 0,9 
мкм. Он мог равномерно покрывать поверхность кле-
точной стенки (Рис. 1 з-к; 2 в, стрелка) либо частично 
(Рис. 2 б, г, стрелки). Сканирующая электронная ми-
кроскопия показала, что поверхность внеклеточного 
липида могла быть гладкой (Рис. 1 в, г, стрелки) или 
иметь довольно многочисленные углубления (Рис. 2 б, 
стрелка). В почкующихся дрожжевых клетках он мог 
располагаться одновременно на материнской клетке и 
почке (Рис. 1 з, стрелки; 2 з, стрелки) либо только на 
последней (Рис. 1 л, стрелка). 

Вторую группу также составляли три изолята (5-
18, 6-18, 9-18, 30% от общего числа изученных), на по-
верхности клеток культур которых степень развития 
внеклеточного липида была умеренной. Обычно ско-
пления внеклеточного липида на поверхности разно-
возрастных (Рис. 1 м, стрелки) и почкующихся (Рис. 1 
н) клеток данных изолятов M. furfur имели вид отдель-
ных дискретных очагов (Рис. 2 д, ж, стрелки) толщи-
ной от 0,4 до 0,6 мкм. 

И наконец, в третью группу вошли четыре изолята 
(2-18, 3-18, 4-18, 7-18, 40% от общего числа изученных). 
Степень развития внеклеточного липида на поверхно-
сти дрожжевых клеток здесь была наименьшей (Рис. 1 
о, п, стрелки; 2 з, и, стрелки). Толщина внеклеточного 
липида варьировала от 0,2 до 0,3 мкм.

При изучении колоний изолятов M. furfur (малые 
увеличения сканирующего микроскопа) выявили на-
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Рис. 1. а – колонии M. furfur (посев штрихом) после 7 суток роста на среде Лиминга-Нотман, б – дрожжевые клетки в 
световом микроскопе (оптика Номарского), в-п – трансмиссионная электронная микроскопия дрожжевых клеток. 

Условные обозначения: В – воротничок; ДК – дрожжевая(ые) клетки; МК – материнская клетка, Пч – почка. а, б – изолят 
5-18, в, д, – изолят 5-18, г – изолят 2-18, е – изолят 3-18, ж, з – изолят 1-18, и – изолят 8-18, к – изолят 10-18, л – изолят 8-18, 

м – изолят 6-18, н – изолят 9-18, о – изолят 4-18, п – изолят 7-18.
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Рис. 2. M. furfur в сканирующем электронном микроскопе: а, б – изолят 1-18, в – изолят 8-18, г – изолят 10-18, д – изолят 
5-18, е – изолят 2-18, ж – изолят 9-18, з – изолят 4-18, и – изолят 7-18.
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личие специфической архитектуры их пространствен-
ного строения. Можно ожидать, что для колоний дру-
гих видов этого рода будет характерна другая морфо-
логия колоний, подобно тому, как это впервые было 
показано нами на примере культур разных видов рода 
Candida [9].

По данным настоящей работы установлено, что для 
зрелых дрожжевых клеток M. furfur характерно при-
сутствие внеклеточного «гало», развитого у разных 
изолятов в разной мере. Ранее аналогичная особен-
ность была отмечена для зрелых дрожжевых клеток, 
ростковых трубок и хламидоспор мульти-резистент-
ных штаммов Candida auris [10]. Для сравнения, в каче-
стве контроля мы провели анализ снимков, представ-
ленных в ряде работ по изучению ультраструктуры 
дрожжевых клеток культур других штаммов M. furfur 
как методами сканирующей, так и трансмиссионной 
электронной микроскопии, который  показывает от-
сутствие отложений внеклеточного липидного «гало» 
на поверхности их клеточных стенок [11 и др.]. При 
изучении клеточной стенки культуральных форм M. 
furfur обнаружили наличие у них толстой электрон-
но-плотной многослойной клеточной стенки, нерав-
номерно покрытой фибриллярным материалом, от-
ложения внеклеточных липидов на представленных 
в данной работе микрофотографиях, отсутствовали. 
Пока неизвестно − характерно ли выявленное липид-
ное «гало» исключительно для M. furfur либо при опре-
деленных обстоятельствах оно может быть атрибутом 
дрожжевых клеток других видов этого рода. Возмож-

но, что внеклеточное липидное «гало» представляет 
барьер как для проникновения метаболитов клеток 
макроорганизма, так и антимикотиков. 

Наличие отложений внеклеточного липида суще-
ственно усиливает адгезивные свойства клеток и мо-
жет приводить к формированию устойчивых биопле-
нок. Вероятно, что при длительном хранении и пере-
севе культур изученных изолятов степень развития 
внеклеточного липида может существенно сократить-
ся или полностью исчезнуть, тогда как в тканях или 
крови макроорганизма степень развития внеклеточ-
ного липидного «гало» будет намного выше. 

Актуальным представляется продолжить начатые 
исследования с целью выяснения строения дрожже-
вых клеток использованных в настоящей работе изо-
лятов M. furfur при культивировании их на твердых 
питательных средах с добавлением антимикотиков. 

ВЫВОДЫ
1. При световой микроскопии  M. furfur  обнаруже-

ны преимущественно  дрожжевые клетки с  монопо-
лярным, перкурентным почкованием. Вегетативный 
мицелий отсутствует. Дрожжевые клетки имеют раз-
меры 1,5-4,5 x 2,5-6,5 мкм. В основном форма клеток 
округлая, реже − удлиненная. В апексе дрожжевых 
клеток присутствует широкий рубчик, окруженный 
воротничком. 

2. С помощью метода негативного контрастирова-
ния ФВК и СЭМ выявили на поверхности интактных 
клеток отложения внеклеточного липида, развитого в 
разной степени.
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В работе представлена развернутая морфологическая харак-
теристика Scopulariopsis brevicaulis, полученная на выборке из 9-ти 
штаммов. Исследование провели с помощью 4-х подходов: визуального 
наблюдения за динамикой роста, микроскопии в проходящем свете, 
стереомикроскопии непрозрачной части колонии и мицелия на сте-
кле в отраженном свете. Все наблюдения выполнили на интактных 
пробирочных культурах, позволяющих регистрировать морфологи-
ческую организацию гриба без повреждений и артефактов. Выявили 
выраженный, особенно на микроскопическом уровне, полиморфизм 
штаммов, а также появление у них адаптивных особенностей мор-
фогенеза, включая образование гифальных анастомозов, «гнездную» 
архитектуру поверхности колоний и конденсацию гиалиновых масс 
вокруг субстратных гиф. Полученные сведения дополняют типовое 
описание вида S. brevicaulis и могут быть использованы в культу-
ральной диагностике онихомикоза и иных форм скопуляриопсидоза.

Ключевые слова: онихомикоз, полиморфизм, резистентность к 
антимикотикам, стереомикроскопия, Scopulariopsis brevicaulis
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This report presents the detailed morphological characteristic of S. 
brevicaulis obtained from the sample of 9 strains. The study was carried 
out with using 4 approaches: visual observation of the growth dynamics, 
microscopy in transmitted light, stereomicroscopy of the opaque part 
of the colony and mycelium on glass in reflected light. All observations 
were performed on intact test tube cultures, allowing the morphological 
organization of the fungus to be recorded without damage and artifacts. 
Expressed polymorphism of strains, especially at the microscopic level, was 
revealed, as well as the appearance of adaptive features of morphogenesis 
in them, including the formation of hyphal anastomoses, the «nested» 
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architecture of the colonies’ surfaces and the condensation of hyaline 
masses around substrate hyphae. The obtained data supplement the typical 
description of S. brevicaulis and can be used in the cultural diagnosis of 
onychomycosis and other forms of scopulariopsidosis.

Key words: antimycotic resistance, onychomycosis, polymorphism, 
Scopulariopsis brevicaulis, stereomicroscopy

ВВЕДЕНИЕ
Scopulariopsis brevicaulis (Saccardo) Bainier, 1907 

(скопуляриопсис короткостебельчатый) – вид услов-
но-патогенных гиалогифомицетов, которые в меди-
цинской практике известны как возбудители онихо-
микоза, иногда – отомикоза, а также инвазивных ми-
козов у пациентов с иммуносупрессией [1-5]. Более 
ранние сообщения о скопуляриопсидозах человека 
представили Martin-Scott I. (1953), Franks G.A. (1956) и 
Tosti A. (1996). Среди представителей рода S. brevicaulis 
выделяют от человека наиболее часто. Как возбуди-
тель поражения ногтей он представляет ряд проблем, 
актуальных для клинициста и микробиолога. В связи с 
тем, что это условно-патогенный гриб, при выявлении 
культуры этиологическую значимость изолята следует 
доказывать, в том числе количественным и повторным 
высевом [5]. Для экспресс-обнаружения S. brevicaulis в 
материале ногтевых пластин, наряду с другими возбу-
дителями онихомикоза, целесообразно использовать 
мультиплексную ПЦР-тест-систему [6]. Терапия ско-
пуляриопсидного онихомикоза отличается большой 
продолжительностью в сравнении со стандартной те-
рапией [7].

Изоляты S. brevicaulis, для которых определяли чув-
ствительность к противогрибковым препаратам, ха-
рактеризуются высокими значениями минимальных 
ингибирующих концентраций триазолов, тербина-
фина, флуцитозина и амфотерицина В, как сообщают 
Cuenca-Estrella M. (2003) и ряд других авторов [8, 9]. 
Молекулярные механизмы антимикотической устой-
чивости скопуляриопсисов до сих пор не выявлены. 
Решение этого вопроса тормозит то обстоятельство, 
что у S. brevicaulis подавляющее большинство изучен-
ных локусов генома являются таксономическими мар-
керами (ITS, TEF1-α, β-тубулин), используемыми для 
экспертной идентификации, но не дающими представ-
ление о биохимических особенностях гриба. Истори-
чески S. brevicaulis ранее относили к роду Penicillium 
(P. brevicaule), однако отсутствие у скопуляриопсисов 
типичных кистевидных конидиеносцев и открытие ан-
нелидного конидигенеза стали весомыми аргументами 
для изменения таксономического положения.

Аннелиды по структуре схожи с фиалидами аспер-
гиллов и пенициллов, отличия проявляются на этапе 
отделения конидии: наиболее базальная часть кле-
точной стенки конидии откалывается от нее и в виде 
кольца остается на коларетте аннелиды. С высвобож-
дением каждой последующей конидии аннелиды, та-
ким образом, мерно увеличиваются в длину. Аннели-
ды могут располагаться одиночно либо формировать 
на мицелии небольшие кластеры, похожие на прими-
тивно организованную одномутовчатую, часто «си-
дящую» на мицелии кисть. Цепочки аннелоконидий 
обычно не очень протяженные. У конидий отчетливо 
заметен контур с «обрубленной» частью – зоной ан-
неляции. Скопуляриопсис является своего рода «хре-
стоматийным» примером аннелидного конидиогенеза, 
который приводят во многих руководствах по общей 
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микологии [10, 11]. Другие микромицеты с аналогич-
ным способом образования спор известны в значи-
тельно меньшей степени (Cephalotrichum, Pithoascus, 
Annellosporium, Melanconium, Spilocaea, Annellophora и 
другие).

S. brevicaulis – гетероталлический гриб, при скре-
щивании подходящих штаммов-партнеров противо-
положного знака образуются открытые сосудоподоб-
ные плодовые тела типа перитециев; телеоморфу име-
нуют Microascus brevicaulis.

Штаммы S. brevicaulis в настоящее время не находят 
практического применения, но ранее, по данным П.Н. 
Кашкина, эти грибы использовали в криминалистике 
при подозрении на отравление мышьяком. На обыч-
ных микологических средах культура S. brevicaulis об-
ладает слабовыраженным плесневым ароматом, а при 
наличии в среде мышьяка (из экстракта пищевого про-
дукта или тканей трупа) гриб источает сильный чес-
ночный запах.

Описания вида S. brevicaulis помещено авторами в 
ряд определителей мицелиальных грибов, в том числе 
и для диагностических целей [12, 13]. Тем не менее, в 
силу морфологического полиморфизма, использова-
ние только эталонных описаний и снимков типовых 
культур для идентификации микромицетов часто при-
водит к ошибкам в их определении. В связи с этим об-
стоятельством изучение полиморфизма штаммов про-
блемных микромицетов внесет существенный вклад в 
решение этой проблемы.

Цель исследования – определение вариантов фор-
мирования колоний и элементов микроскопического 
строения у коллекционных штаммов S. brevicaulis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучено 9 штаммов S. brevicaulis из Российской кол-

лекции патогенных грибов (РКПГ F-165, 980, 1084, 1111, 
1167, 1288, 1297, 1412, 1597). Реидентификацию штам-
мов проводили с использованием определителя [12], 
электронной экспертной системы Института биологи-
ческого разнообразия грибов им. А. Вестердик [14], а 
также методом MALDI-TOF-масс-спектрометрии экс-
тракта из мицелия [15].

Субкультивирование штаммов осуществляли в 
пробирках на модифицированной агаризованной пи-
тательной среде Сабуро по Эммонсу с добавлением 5 
г/л дрожжевого экстракта при 28 °С до 12 суток. Фото-
фиксацию макроскопической картины роста проводи-
ли на 5-е, 8-е и 11-е сутки инкубации.

Микроскопическое исследование интактных куль-
тур выполняли в «проходящем свете» с помощью ми-
кроскопа МБР-1 (ЛОМО, Россия) с фокусировкой на 
воздушном мицелии, обрастающем стекло, а также в 
отраженном свете с помощью стереомикроскопа Stemi 
2000-C с осветителем KL 1500 LCD (Carl Zeiss Jena, Гер-
мания) с фокусировкой на воздушном мицелии (как 
выше) и на уровне поверхности колонии. Для фото-
сьемки колоний и элементов микроскопического стро-
ения использовали камеру Presto T55 (Rekam, Канада). 

Цифровую обработку фотографий осуществляли с 
использованием редакторов XnView 2.35 и GIMP 2.8.6.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты MALDI-идентификации штаммов. 

Все изученные штаммы успешно идентифицировали 
как «S. brevicaulis» со следующими показателями: кате-

гория идентификации «В», коэффициенты достовер-
ности идентификации (Score Values) составили SVF-

165=1,897; SVF-980=1,780; SVF-1084=2,023; SVF-1111=1,805; SVF-

1167=1,765; SVF-1288=1,911; SVF-1297=1,812; SVF-1412=1,934; 
SVF-1597=1,885.

Внешний вид колоний S. brevicaulis. На раннем 
этапе наблюдения (4-е сутки) заметили, что колонии 
распространяются по поверхности агарового скоса у 
разных штаммов неодинаково. Данный феномен мо-
жет быть связан как с разной скорость роста штаммов, 
так и с неравным размером фрагментов агаровой куль-
туры, взятых для посева, и соотношений содержания 
жизнеспособного мицелия и конидий в таких фраг-
ментах. Колонии преимущественно пушистые, тускло-
белые. Оборотная сторона почти не окрашена, желто-
вато кремовая.

На 8-е сутки (Рис. 1А) колонии максимально по-
крывают агаровый блок, оттенок их поверхности ва-
рьирует от тускло-белого до белесо-буровато-корич-
невого, поверхность − от бархатистой до войлочной. 
Белый воздушный мицелий покрывает культуры либо 
равномерно, либо больше в центральной части, либо 
развит сильнее при переходе культуры к росту со ско-
са среды на столбик агара. Рверзум окрашен слабо, ва-
рьирует от бело-желтоватого до бело-коричневатого. 
С оборотной стороны видно, как мицелий заполняет 
трещины в слое агара. В последующем наблюдении 
на 11-е сутки картина роста меняется слабо, колонии 
наиболее активно спороносящих штаммов становятся 
темнее, а реверзум приобретает более бурый оттенок.

Поверхность колоний S. brevicaulis, наблюдаемая 
при стереомикроскопии, имеет разнообразное стро-
ение в зависимости от степени развития воздушного 
мицелия и его пространственных взаимоотношений 
с участками развитого спороношения (Рис. 1А, где sit 
– участок интенсивного спороношения, sns – участок 
«гнездной» поверхности).

У штаммов, претерпевших наиболее длительный 
период музейного хранения, белый аспорогенный воз-
душный мицелий на поверхности колонии преобла-
дает, а сама колония имеет войлочную консистенцию. 
Срединная часть колонии более возвышенная, на краю 
агарового скоса – более разреженная. Рисунок поверх-
ности имеет вид сложной разнопетлистой сети из не-
правильно переплетенных гиф либо можно видеть 
более направленное распространение магистральных 
гиф по радиусу колонии. В иных случаях поверхность 
колонии отличается наличием ячеистых углублений.

У культур более позднего поступления (на музей-
ное хранение), наряду с высоким белым воздушным 
мицелием, заметны более пологие коричневатые участ-
ки развитого спороношения. В одних случаях они про-
сматриваются через ватообразные массы воздушных 
гиф, в других – полностью открыты для наблюдателя. 
Также возможно проступание участков спороношения 
среди слоя воздушного мицелия в форме «каньона». 
У сильно спороносящих культур области сосредото-
чения аннелид расположены больше по периферии, 
перемежаются с мелкими образованиями из воздуш-
ного мицелия в форме гифальных тяжей или компак-
тно спутанных гиф. Открытые участки спороношения 
имеют мелкогранулярную текстуру.

При стереомикроскопии культур в отраженном 
свете мицелий, аннелиды и цепи конидий обладают 



50

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2019, Т.21, №4

ярко выраженной блёскостью (Рис. 2). 
В месте перехода культуры с вершины агарового 

скоса на стекло видны протяженные гифы, выходящие 
из стромы колонии под острыми углами к оси про-
бирки, эти гифы несут кластеры из аннелид, которые 
образуют спутывающиеся цепи аннелоконидий. В дис-
тальных отделах такие кластеры меньше и образуются 
более разреженно.

Мицелий, обрастающий стекло, имеет вид остров-
ков разнопетлистой гифальной сети, которые местами 
соединяются рядами гиф почти параллельного рас-
положения. В той части мицелия, обрастающей стек-
ло, которая приближена к агаровому скосу, большие 
группы гиф отличаются наличием сильно утолщенных 
оболочек. Визуально такие оболочки состоят из не-
кой аморфной гиалиновой субстанции (материал кле-
точной стенки? конденсация продуктов метаболизма 
культуры?). Часть мицелия на стекле, особенно в наи-
более удаленных от агаровой культуры фрагментах, 
лишена аннелид.

Спороносный аппарат имеет разнообразную архи-
тектонику. Аннелиды располагаются одиночно, ряда-
ми с унилатеральным и супротивным отхождением от 
конидиеносной гифы, а также в компактных класте-
рах. Анеллоконидии формируются в виде правильных 
цепочек почти прямых или извитых, иногда в виде ску-
ченной массы. Из кластеров аннелид образуется подо-
бие рыхлой колонки или сильно спутанные конгломе-
раты анеллоконидий.

Картина микроскопии мицелия, обрастающего 
поверхность стекла, в проходящем свете, показана 
на рисунке 1Б, где обозначены: mh – магистральные 
гифы, ah – гифы-«анастомозы», lb – латеральные вет-
ви, ac – кластеры аннелид, sa – одиночные аннелиды, 
vm – стекловидные массы вокруг гиф, iac – объедине-
ние кластеров аннелид (примитивный конидиеносец), 
sh – спиральные гифы, twh – тонкостенные гифы, slf 
– звездчатые фигуры из гиф.

«Магистральные» гифы распространяются прямо 
от края культуры на значительном протяжении парал-
лельно друг другу. Между ними под углом формируют-
ся гифы-«анастомозы» и неанастомозирующие боко-
вые ветви, часто изогнутые. Аннелиды располагаются 
на них унилатерально и билатерально одиночно, а так-
же по две и по три. В целом картина строения гриба, 
выявляемая этой техникой, аналогична наблюдаемой 
при стереомикроскопии, включая разнообразие по-
ложения аннелид, видоизменения мицелия и прочие 
характеристики. Дополнительно выявили особенно-
сти оптических свойств гиф: большинство отличаются 
довольно развитой клеточной стенкой, но встречают-
ся гифы с сильно уплотненными септами, а клеточ-
ной стенкой визуально тонкой, прозрачной. Гифы-
«крючки» в отдаленных участках мицелия на стекле 
находятся на стебельках либо формируются прямо, 
как латеральный («сидячий») вырост магистральной 
гифы. Иногда группы аннелид формируются сосре-
доточенно на воздушных гифах, которые обращены в 
полость пробирки. Такие образования можно расце-
нивать как некое подобие конидиеносцев.

Наблюдали также своеобразные фигуры мицелия: 
гифы, растущие под разными углами, пересекаются в 
одной точке (звездчатые фигуры).

ОБСУЖДЕНИЕ
Воздушный мицелий края колонии, изученный у 

разных штаммов S. brevicaulis, находится на различных 
стадиях дифференцировки: от почти прямо направ-
ленных гиф до волнообразных пучков к формирова-
нию ямковидной или гнездной текстуры поверхности. 
Мы предполагаем, что в последнем случае такая тек-
стура обеспечивает оптимальное дыхание культуры и 
способность конденсировать атмосферную влагу. Фор-
мирующиеся на мицелии, адгезированном на стекле, 
звездчатые фигуры из пересекающихся гиф, очевидно, 
являются зачатками объемных «гнезд» воздушного 
мицелия.

Особый интерес представляет феномен образова-
ния более или менее регулярных анастамозов между 
магистральными гифами на стекле. При росте из ос-
новного массива субстратного мицелия наиболее ба-
зальные части гиф неизбежно отмирают, а рост обеспе-
чивают апикальные сегменты, которые в отсутствии 
анастамозов оказались бы разрозненными. Благодаря 
анастомозом в наиболее отдаленном краевом регионе 
роста гриба гифы сохраняют способность обменивать-
ся сигнальными и питательными веществами. Логично 
предположить, что в этом случае их физиологические 
акты являются согласованными.

Обнаруженные спиральные гифы, вероятно, явля-
ются аскогенными. Сосредоточение аморфной стекло-
видной массы вокруг субстратных гиф можно расце-
нивать как способ запасания в мицелии гриба жидко-
сти.

Разнообразие строения конидиогенного аппарата, 
по-видимому, не имеет какого-либо принципиально-
го биологического значения, а является особенностью 
наблюдаемого штамма или его культуральной формы.

Свойства изученных в данной работе штаммов со-
поставили с ранее проведенными нами наблюдениями 
за изолятами S. brevicaulis из учебной коллекции ка-
федры медицинской микробиологии (2; на солодовом 
агаре и картофельном агаре). Последние упомянутые 
изоляты отличаются более плоскими колониями с бар-
хатистой текстурой и более выраженным коричневым 
пигментом. Принципиальное отличие в режиме под-
держания учебных штаммов от коллекционных свя-
зано с более частым их пересевом, по сравнению со 
штаммами из РКПГ, что, наряду с иным составом пи-
тательных сред, определило контрастное своеобразие 
их субкультур.

Наряду с микологическим аспектом данной работы, 
следует особо подчеркнуть необходимость насколько 
возможно полного взаимодействия дерматологов и 
микробиологов в расшифровке этиологии онихомико-
за, обусловленного недерматомицетами.

ВЫВОДЫ
1. Техника стереомикроскопии и микроскопии в 

проходящем свете позволяют получить тождествен-
ные результаты, но при совместном использовании 
дают возможность наиболее выгодно визуализировать 
отдельные элементы строения микромицета.

2. Микроскопическое наблюдение микромицета в 
интактной (пробирочной) культуре позволяет визуа-
лизировать его структурную организацию в наиболее 
естественном состоянии.

3. Штаммы S. brevicaulis проявляют морфологиче-
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Рис. 1. Внешний вид культур S. brevicaulis, особенности их поверхности и элементы строения, видимые в проходящем 
свете. Обозначения в тексте.
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Рис. 2. Элементы строения культур S. brevicaulis при стереомикроскопическом наблюдении. Ув. х30. Снимки-негативы.
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ский полиморфизм на уровне макро- и микроскопиче-
ской организации, видимый даже при работе с выбор-
кой небольшой численности.

4. S. brevicaulis в культуре осуществляет адаптив-
ные морфологические реакции, направленные, пред-
положительно, на долгосрочное существование в ре-
жиме лимита питательных веществ и воды.

5. Гипертрофия воздушного мицелия является от-
личительной особенностью длительно сохраняемых 
штаммов S. brevicaulis в сравнении со штаммами, часто 
пересеваемыми и типовыми описаниями видов.

6. Выявленные особенности пространственной 
организации вегетативного мицелия и органов споро-
ношения S. brevicaulis необходимо учитывать при диа-
гностической лабораторной работе с посевами биома-

териала, содержащими колонии этого микромицета.
7. Использование MALDI-TOF-масс-спектро мет-

рии экстракта из мицелия, при достаточной квалифи-
кации микробиолога и комплектности базы типовых 
масс-спектро-профилей, позволяет идентифициро-
вать изоляты S. brevicaulis, в том числе с необычными 
морфологическими характеристиками.
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Проведено культуральное и микроскопическое исследование об-
разцов соскобов с кожных покровов и шерсти 50 домашних животных 
(кошек и собак). По результатам культурального исследования при-
сутствие грибов-дерматомицетов отмечено у 44,1% кошек и 43,8% 
собак, в том числе − Microsporum canis −17,7% кошек и Microsporum 
gypseum (Nannizia gypsea) −12,5% собак. Грибы рода Trichophyton вы-
явлены у 32,4% кошек и 31,3% собак. Установлена высокая частота 
обнаружения плесневых грибов на коже и шерсти домашних живот-
ных. Полученные результаты подтверждают, что домашние жи-
вотные могут являться потенциальным источником заражения 
грибковой инфекцией, что указывает на необходимость соблюдения 
гигиенических норм при общении с домашними животными и целе-
сообразность периодического обследования животных на предмет 
носительства грибов-дерматомицетов.
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A cultural and microscopic investigation of scraping samples from the 
skin and hair of 50 pets (cats and dogs) was carried out. According to the 
results of the cultural examination, the presence of dermatomycetes was 
observed in 44.1% of cats and in 43.8% of dogs, including Microsporum 
canis − 17.7% of cats and Microsporum gypseum (Nannizia gypsea) 
−12.5% of dogs.  Various species of Trichophyton were detected in 32.4% of 
cats and in 31.3% of dogs. A high frequency of molds detection on the skin 
and hair of pets was noted. The obtained results confirm that pets can be a 
potential source of fungal infection, and indicate the need to observe hygiene 
standards when communicating with pets and the advisability of periodical 
examination of animals for carriage of dermatomycetes.
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ВВЕДЕНИЕ
Последние годы ознаменовались возрастающим 

интересом к исследованию грибов-дерматомицетов. С 
одной стороны, это связано с ростом заболеваемости 
дерматомикозами, с другой − со значительным про-
грессом в области методов исследования грибов [1]. 
Изменение социально-экономических условий жизни 
людей, гигиенических стандартов, рост числа иммуно-
дефицитных состояний, нерациональное применение 
антибиотиков, гормонов – все это приводит к измене-
ниям микробиоты, в результате которых организм че-
ловека становится более восприимчивым к грибковым 
инфекциям. При этом вновь приобретает актуаль-
ность зоонозный путь передачи инфекции, а к ранее 
существовавшим источникам заражения добавляются 
новые. 

Дерматомицеты делятся на три экологические 
группы в соответствии с источником метаболизиро-
ванного кератина. Геофильные виды − сапробы, ко-
торые питаются кератином в почве, в то время как 
антропофильные и зоофильные виды поражают бо-
гатые кератином ткани на живом организме человека 
или животного соответственно [2]. Зоофильные виды 
дерматомицетов могут передаваться человеку через 
прямой контакт и вызывать тяжелые воспалительные 
инфекции [3]. 

Среди видов дерматомицетов, обнаруживаемых на 
кожном покрове животных, доминирующую роль за-
нимают зооантропофильные, представляющие опас-
ность для человека. Microsporum canis может присут-
ствовать на кожном покрове кошек, собак, лошадей, 
пушных зверей. Trichophyton mentagrophytes обнару-
живается у собак, грызунов, пушных зверей, лошадей; 
T. verrucosum − у крупного и мелкого рогатого скота. 
Патогенный для человека M. gypseum (Nannizia gypsea) 
встречается на шерстном покрове лошадей и собак [4]. 
В связи с адаптацией иммунной системы животные 
в большинстве случаев являются бессимптомными 
переносчиками дерматомицетов. Риск заражения за-
висит от зоофильного агента и частоты контакта чело-
века с животным.

Ранее основным источником заражения человека 
был скот, однако сейчас в развитых странах, благода-
ря улучшению гигиенических стандартов и примене-
нию эффективных средств профилактики и лечения, 
острота этой проблемы значительно уменьшилась. 
В то же время появились новые маршруты передачи 
инфекции. Так, дети, у которых дома живет бессим-
птомный питомец, могут заразиться и стать источ-
ником инфекции в детских учреждениях, а взрослые 
– в спортивных залах, бассейнах и т.п. [5]. Животные 
также могут распространять заболевание среди других 
зверей. 

В связи с этим представляет интерес изучить со-
став грибковой микробиоты кожных покровов и шер-
сти домашних животных (кошек и собак) и оценить 
вероятность носительства домашними животными 
грибов-дерматомицетов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выполнено исследование образцов соскобов с кож-

ных покровов и шерсти (остевых волос и подшерстка) 
50 домашних животных (34 кошки и 16 собак). Отбор 
биоматериала осуществляли в условиях ветеринарной 
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клиники и анализировали в лаборатории микологии 
КНИИЭМ. Все обследованные животные содержались 
в домашних условиях, были привиты и наблюдались 
у ветеринара. Образцы отбирали у животных, чьи хо-
зяева обратились в клинику в связи с проблемами, не 
связанными с поражением кожи и шерсти питомцев. У 
нескольких животных (6 кошек и 3 собаки) отмечали 
незначительные алопеции, но при проведении люми-
несцентной диагностики с помощью лампы Вуда све-
чение отсутствовало. 

Проводили микроскопию соскоба и шерсти, ми-
кроскопическое исследование с КОН и калькофлюо-
ром белым, а также культуральное исследование. По-
сев биоматериала выполняли на среду Сабуро с добав-
лением антибиотика. Культивирование осуществляли 
в течение 10-20 суток при 30 оС. Идентификацию про-
водили классическими методами по культурально-
морфологическим и биохимическим признакам. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований элементы 
мицелия микроскопически обнаружены у 47 живот-
ных, присутствие грибов подтверждено культураль-
ными методами в 46 случаях (92%), в т.ч. у 33 кошек 
(97,1%) и у 13 собак (81,3%). 

В результате культурального исследования грибы-
дерматомицеты выявлены у 44,1% кошек и 43,8% со-
бак. При этом у 17,7% кошек обнаружен Microsporum 
canis, у 12,5% собак (в двух случаях) − Microsporum 
gypseum (Nannizia gypsea). Присутствие Trichophyton 
mentagrophytes отмечено у 23,5% кошек и 25% собак, у 
3 кошек и одной собаки наблюдали Trichophyton spp. 
(Рис. 1).

Рис. 1. Видовой состав грибов-дерматомицетов, 
выявленных у домашних животных.

В большинстве случаев грибы-дерматомицеты вы-

являли в составе ассоциаций с плесневыми грибами 
(23,5% кошек, 25% собак) или с дрожжеподобными и 
плесневыми грибами (5,9% кошек). Так, было отмече-
но присутствие Candida albicans, Candida  parapsilosis. 
В одном случае у собаки были обнаружены Rhodotorula 
mucilaginosa в ассоциации с плесневыми грибами.

На коже и шерсти большинства домашних живот-
ных были выявлены разнообразные плесневые грибы 
(Рис. 2), присутствие которых обычно расценивают 
как контаминацию шерсти, однако в некоторых слу-
чаях (5 кошек, 1 собака) грибы наблюдали непосред-
ственно при микроскопическом исследовании остевых 
волос и подшерстка. При этом отмечали обрастание 
некоторых волосков без перфорации. Наличие плесне-
вых грибов на шерсти домашних животных может яв-
ляться дополнительным источником аллергенов, что 
следует учитывать при возможном контакте.

Рис. 2. Видовой состав плесневых грибов, выявленных у 
домашних животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано частое присутствие грибов-дерматоми-

цетов, представляющих потенциальную опасность 
заражения человека, на коже и шерсти домашних жи-
вотных. Отмечена возможность обсеменения кожных 
покровов и шерсти дрожжеподобными и плесневыми 
грибами. Все это указывает на необходимость соблю-
дения гигиенических норм при общении с домашними 
животными и целесообразность периодического об-
следования на предмет носительства грибов-дермато-
мицетов. 

Полученные результаты подтверждают важность 
культуральной диагностики при обследовании домаш-
них животных, поскольку только в этом случае можно 
идентифицировать вид гриба и принять соответствую-
щие меры по его элиминации.
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