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В статье представлены результаты многолетнего иммуно-

логического мониторинга шести больных хроническим кандидо-

зом кожи и слизистых оболочек, их клинические и генетические 

особенности. Установили, что единственным признаком, объеди-

няющим этих пациентов, является хроническая рецидивирую-

щая Candida-инфекция барьерных тканей. Распространенность 

и выраженность этой инфекции, сопутствующие клинические 

признаки весьма индивидуальны, как и отклонения исследован-

ных иммунологических показателей и генетические поломки. 

Однако, совершенно очевидно, что у всех пациентов нарушены 

функции Т-клеток,  обусловленные разными генетическими при-

чинами. 

Ключевые слова: генетические мутации, иммунные наруше-

ния, кандидоз кожи и слизистых оболочек
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Results of long-term immunological monitoring of six patients 

with chronic mucocutaneous candidosis, their clinical and genetic 

features have been presented in the article. Found that the only sign of 

the uniting these patients was the chronic recurrent Candida-infection 

of barrier tissues. The prevalence and expressiveness of this infection, 

accompanying clinical signs wer  e very individual, as well as deviations 

of the studied immunological indicators and genetic damages. However, 

it is obvious that all of these patients had function disorders of the 

T-cells, caused by the different genetic reasons.
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ВВЕДЕНИЕ
Хронический кандидоз кожи и слизистых обо-

лочек в международной номенклатуре называют 

Chronic Mucocutaneous Candidiasis (СМС). Kirkpat-

rick and al. (1971 and 2001) и Higgs and Wells (1972) 

рассматривали это заболевание как персистирую-

щую селективную Candida-инфекцию с неустанов-

ленной изначальной причиной первичной чувстви-

тельности слизистых оболочек и кожи к Candida 

spp. [1-3]. D. Lilic and Ken Haynes [4] добавили к это-

му определению принципиально интересную под-

робность, что это – гетерогенная группа больных, 

объединяемых общей проблемой – наличием пер-

вичной, необъяснимой (невыясненной) чувстви-

тельности к персистирующим, рецидивирующим, 

изнурительным и мучительным инфекциям кожи и 

слизистых оболочек, вызванных Candida spp. Таким 

образом, основным клиническим признаком заболе-

вания является СМС. Следует учитывать, что к СМС 

не относят случаи Candida-инфекции слизистых 

оболочек и кожи при наличии предрасполагающих 

факторов или предшествующих болезней, например, 

орофарингеальный кандидоз при ВИЧ/СПИД, при 

гематоонкологических болезнях, лечении кортико-

стероидами и т.д.

Синдром СМС считают редким, хотя фактиче-

скую частоту его не изучали, качественной стати-

стики заболевания нет [5, 6]. В отечественной и за-

рубежной научной литературе представлены данные 

анализа немногочисленных групп или, даже, индиви-

дуальных пациентов. Однако есть популяции (в Фин-

ляндии, Норвегии, Иране и на Сардинии), где иссле-

довали частоту поверхностной Candida-инфекции 

при аутоиммунном полиэндокринном Candida-

эктодермальном дистрофическом синдроме (Auto-

immune Polyendocrinopathy Candidоsis Ectodermal 

Dystrophy Syndrome – APECED). В этих регионах 

заболевание встречается чаще, как полагают, из-за 

высокой закрытости и потому высокой вероятности 

родственных браков [5, 6]. В России на учете состоит 

около 60 больных APECED или APS1(Autoimmune 

Polyendocrinopathy Syndrome Type 1 - аутоиммунный 
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полиэндокринный синдром) [7]. Однако в последней 

классификации 2006 г., признанной международным 

консенсусом, подгруппу больных с признаками хро-

нической Candida-инфекции кожи и слизистых обо-

лочек и APS1, не относят к СМС. Заболевание вклю-

чили в раздел болезней иммунной дисрегуляции (по 

ОMIM *240300), поскольку к 2006 году уже были от-

крыты некоторые мутации гена (который был назван 

аутоиммунным регулятором – AIRE), ответствен-

ного за этот синдром [6-8]. При APS1 (APECED) тип 

наследования –классический аутосомно-рецессив-

ный, но может быть и аутосомно-доминантный. У 

классических больных этим заболеванием, кроме 

хронического кандидоза кожи и слизистых оболо-

чек, с детства всегда присутствуют аутоиммунные 

поражения эндокринных (паращитовидных желез, 

надпочечников и гонад, сахарный диабет) и других 

органов (гепатит, кератоконъюнктивиты, кишечные 

дисфункции, витилиго, алопеция и т.д.). Недавно вы-

явили наличие этого синдрома и среди взрослых. 

Идентифицировали аутоантигены (АУАГ), которые 

считают ключевыми, потому что к ним найдены ау-

тоантитела (АУАТ) в эндокринных железах и дру-

гих поврежденных органах. Это АУАТ против двух 

групп энзимов: цитохрома Р450, который участвует 

в синтезе стероидов, и против энзимов (гидроксила-

зы, декарбоксилазы), вовлекаемых в синтез нейро-

трансмиттеров, но могут быть и другие, например, 

при аллопеции – антитела к кальций-чувствитель-

ному рецептору в паращитовидной железе. Найде-

ны также антитела (АТ) к цитокинам Т-хелперов17 

(Th17) – интерлейкинам 17A (IL17A), IL17F, IL22 и 

интерферону-ω  [7, 9].

Истинную хроническую Candida-инфекцию кожи 

и слизистых оболочек (СМС) по этой классифика-

ции [3, 6, 8] относят к первичным иммунодефицитам 

(ПИД) в реестре орфанных (редких) «легко выяв-

ляемых иммунодефицитных синдромов» с невыяс-

ненной причиной, так как у большинства больных 

изначально обнаруживают различные нар  ушения, 

преимущественно – клеточно-опосредованного им-

мунитета [3-6, 8].

Таким образом, в 2006 году выделены следующие 

варианты СМС (по OMIM - Оnline Mendelian Inheri-

tance in Man) [3, 4, 6, 8]:

1. OMIM*606415 – семейный СМС с заболевани-

ем щитовидной железы как отдельный от APECED 

синдром, с аутосомно-доминантным типом насле-

дования, без повреждения других эндокринных ор-

ганов. Возможной причиной повреждения считали 

регион хромосомы 2р [4].

2. OMIM * 11458 – семейный СМС с аутосомно-

доминантным типом наследования без повреждения 

эндокринных органов. Такие пациенты страдают ре-

цидивирующими инфекциями и утратой зубов [4].

3. OMIM *212050 – семейный СМС с аутосомно-

рецессивной наследственностью и без поражения 

эндокринных органов, который может иметь позд-

нее начало и ассоциироваться с дефицитом железа у 

некоторых пациентов [4].

Из представленной классификации следует, что 

СМС является наследственным заболеванием с раз-

ными путями передачи основного признака – хрони-

ческой рецидивирующей Candida-инфекции кожи 

и слизистых оболочек, но в ней никак не отражены 

иммунологические особенности и их взаимосвязь с 

особенностями наследования инфекции. Даже при 

APECED остается непонятно, как мутации в гене – 

аутоиммунном регуляторе (AIRE) приводят к раз-

витию Candida-инфекции [4, 6, 8, 9]. 

Именно факт открытия генетических причин 

APECED и иммунных дефектов при многих ПИД 

послужили толчком к появлению многочисленных 

исследований и, соответственно, публикаций ре-

зультатов изучения самих иммунных дефектов и ге-

нетических находок у больных СМС [9]. Каждое та-

кое сообщение вносит новые или подтверждает уже 

опубликованные данные, что, несомненно, важно не 

только для понимания патогенеза, но и для оптими-

зации лечения этого заболевания [6, 10-15 и др.]. 

Цель работы – представить и обсудить резуль-

таты повторных иммунологических обследований, 

клинические особенности и некоторые генетические 

мутации, выявленные у больных СМС, которые дли-

тельное время наблюдаются в клинике НИИ меди-

цинской микологии им. П.Н. Кашкина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В таблице 1 представлены клинические особен-

ности 6 больных, 5 из которых неоднократно и 1 – 

впервые поступали для лечения Candida-инфекции 

в микологическую клинику НИИ медицинской ми-

кологии им. П.Н. Кашкина (зав. отделением №2 – 

к.м.н. Чернопятова Р.М.). Трое пациентов находят-

ся под наблюдением с раннего детского возраста, 

остальные – с 8-18 лет (педиатр-миколог Малеева 

Е.Г.). Основным клиническим диагнозом больных 

всегда был хронический кандидоз кожи и слизистых 

оболочек, вне зависимости от других симптомов. В 

последние годы, согласно международной класси-

фикации 2006 г. [3, 4, 6, 8], больные были разделены 

на 2 группы. В группу СМС вошли пациенты К., А. и 

Пх., a больные И., Ч. и Пв. – в группу APECED или 

APS1 в соответствии с клиническими признаками. 

Представленные результаты генетического анализа 

4-х из этих больных были получены при любезном 

содействии других учреждений. Больные К. и А. об-

следованы в Медицинском университете г. Дебре-

цена, Венгрия (методы и результаты генетического 

анализа опубликованы [15]; пациенты Ч. и Пв – в 

Институте детской эндокринологии и лаборатории 

наследственных болезней обмена медико-генети-

ческого центра (г. Москва, Россия), за что мы при-

носим глубокую благодарность сотрудникам этих 

учреждений. 
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Tаблица 1
Клинические особенности и генетические мутации 

больных СМС и APS1

           Пациенты
       Признаки  

К. А. Пх. И. Ч. Пв.

СМС: * 8 мес. 1 год 8 лет 17 лет 1-9 лет 18 лет
Слизистая оболочка по-
лости рта 

+ + + + + +

Пищевод + +(ст-з) + +
Желудок -
Гениталии -
Кожа, ногти + + + +
Вирусные инфекции:
Герпес +
Частые ОРВИ + +
Ветряная оспа +
Другие инфекции:
Пневмония + +6 +
Фурункулез +
Частые ангины +
Афтозный стоматит +
Синуситы +
Менингит +
Глазные заболевания +
Цистит +2
Панкреатит +
Гепатит +(?)
Эндокринопатии:
Гипотиреоз + +
Аутоимунный тиреоидит + + + + + +
Надпочечниковая недо-
статочность

+ +

Нарушение полового 
развития

+

Другие особенности:
Гастрит + +
Гастродуоденит + + +
Аномалии желчного 
пузыря и путей

+ + +

Желчно-каменная 
болезнь

+

Витилиго +
Анемия + +
Алопеция +(Т)
Лейкоплакия +
Аллергические заболевания +
Сердечно-сосудистые 
заболевания

Инфаркт

Пневмофиброз +
Чувствительность к 
антимикотикам

+(Д-н) Поз-л +(Д) +(Д) +(Д) +(Д)

Мутации, их локализация
STAT1 
c.854A

>G

STAT1 
с.821G>A

н/д н/д
AIRЕ 

R257X
AIRЕ 

pA58V

Примечания: * - возраст появления первых признаков 
заболевания; (+) - наличие признака; (-) – отсутствие при-
знака в настоящее время.

Субпопуляционный состав лимфоцитов опреде-

ляли методом иммуноцитохимии с использовани-

ем моноклональных антител «DAKO» и «Diagnostic 

Biosistems», USA. Фагоцитарную и киллерную ак-

тивности нейтрофилов оценивали с применением 

референтного штамма Candida albicans. Кислород-

зависимую микробоцидную активность нейтро-

филов устанавливали в НСТ-тесте (спонтанную и 

активированную зимозаном, «Serva», USA). Уровни 

иммуноглобулинов в сыворотке крови измеряли ме-

тодом нефелометрии с помощью Orion Diagnostica 

Turbox, Finland. Продукцию интерферонов -α, -γ 

(IFN-α, IFN-γ), интерлейкинов (IL) IL-6, IL-10, IL-17 

выявляли в супернатантах клеток крови после 24-ча-

совой индукции фитогемагглютинином в конечной 

концентрации 50 мкг/мл (PHA-P, SIGMA, USA), а мо-

ноцитарный хемоаттрактант протеин-1 (Monocyte 

chemotactic protein-1,МСР1) оценивали в сыворотке 

крови с применением коммерческих иммунофер-

ментных тест-систем («Цитокин», «Вектор-Бест», 

Россия). В качестве контрольных показателей были 

использованы референтные значения, а также ре-

зультаты обследования 20 практически здоровых 

людей (медиана возраста – 29 лет) при оценке про-

дукции цитокинов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В зависимости от семейного анамнеза и клини-

ческой картины, выделены 2 группы пациентов. В со-

ответствии с вышеназванной классификацией 2006 г. 

в первую группу включили больных К.,А. и Пх., за-

болевание которых можно отнести к СМС. Причем 

пациентки К. и А. имеют аутосомно-рецессивный, 

а Пх. – аутосомно-доминантный тип наследования 

указанного признака – поверхностной хронической 

Candida-инфекции. Пациенты И., Ч. и Пв., согласно 

Рис.1 Генетические мутации, нарушающие распознавание АПК и ответ на Candida albicans
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клиническим признакам, имеют другую патологию – 

APS1 и могут быть включены во вторую группу. 

Установлено, что пациентки К. и А. имеют разные 

мутации гена STAT1 (Signal Transducers and Activators 

of Transcription), который кодирует образование и 

функции сигнального трансдуктора и активатора 

транскрипции STAT1 – молекулы, участвующей в 

передаче информации в ядро для активации синтеза 

IL17 и IFN-γ [10, 11, 14, 15]. У пациентки К. обнару-

жили новую, ранее не описанную мутацию c.854A>G 

в STAT1 – гене, приводящую к изменению в p.Q284R-

аминокислотном остатке протеина с изменением его 

функциональных параметров [15]. Этот измененный 

аминокислотный остаток локализован в домене, 

«считывающем» информацию в пути после взаимо-

действия рецептора Dectin-1 с β-глюканами гриба. 

В результате нарушается экспрессия генов синтеза, 

прежде всего, IL17 и, соответственно, формирование 

адекватного инициативного воспаления с образова-

нием антимикробных пептидов (АМП), хемокинов, 

привлекающих клетки воспаления, способные эли-

минировать грибы, препятствовать их размножению 

и развитию инфекции (Рис.1) [11, 13, 14, 15]. 

У пациентки А. также обнаружили мутацию в 

гене STAT 1 - в с. 821G>A, приводящую к изменению 

R274Q-аминокислотного остатка протеина, которая 

уже была описана ранее [11, 15]. При этом иммуно-

логические последствия оказались аналогичными 

у пациенток К. и А. при существенных отличиях в 

клинической картине. В первом случае (больная К.) 

СМС сочетается с эндокринопатией, инфекция те-

чет агрессивно, чаще обостряется и сопровождается 

частыми острыми респираторными вирусными ин-

фекциями (ОРВИ). Имеет место неадекватно низкое 

содержание лимфоцитов (ЛФ) в периферической 

крови, хотя субпопуляционный состав этих клеток 

не отличается от контрольных показателей, как и у 

всех остальных больных (табл.2). 

Tаблица 2

Содержание клеток и иммуноглобулинов 

в периферической крови больных при последней 

госпитализации

Пациенты,  
возраст

Показатели

К.,
9 лет

А.,
17 лет

Пх.,
34 года

И.,
43 года

Ч.,
17 лет

Пв.
18 лет

Кон-
троль-

ные 
значения

Ig (г/л)
A 1,88 1,7 2,16 3,63 5,98 1,62 0,7-4,0
M 1,49 0,40 4,46 1,94 1,85 1,35 0,4-2,6
G 22,57 10,3 15,30 7,50 19,7 16,0 7,0-15,0

IgE (ЕД/мл ) 52 2,0 - 239 1,0 2,0 до 80
Лейкоциты 
×109/л

6,8 4,5 5,0 17,4 6,3 9,1 4-9

Мон % 9 5 7 7 6 3 3-11
НФ % 68 63 59 74 41 62 47-72
ЛФ% 19 30 30 17 48 33 20-39

CD3+  % (абс.) 66 (0,85) 81 (1,09) 75 (1,13) 78 (2,31)
66 

(1,99)
77

(2,31)
50-76 

(0,8-2,0)

CD4+  % (абс.)
35  

(0,45)
50 (0,68) 51 (0,77) 49 (1,45)

40 
(1,21)

48
(1,44)

32-44 
(0,68-
1,10)

CD8+  % (абс.) 32 (0,41) 32 (0,43) 28 (0,42) 28 (0,83)
24 

(0,73)
37

(1,11)

18-30 
(0,28-
0,70)

CD19+  % 
(абс.)

20  
(0,26)

16 (0,21) 13 (0,20)
7 

(0,21)
25 

(0,76)
8

(0,241)

11-20 
(0,230-

0,35)

CD25+  % 
(абс.)

8  (0,10)
8 

(0,11)
8

 (0,12)
7 

(0,21)
16 

(0,48)
13

(0,39)

10-15 
(0,20-
0,30)

CD16+  % 
(абс.)

9 
(0,12)

12
(0,16)

13 (0,20) 15 (0,44)
14 

(0,42)
16

(0,48)

11-23 
(0,20-
0,40)

Иммуноре-
гуляторный 
индекс

1,1 1,6 1,7 1,8 1,7 1,3 1,5-2,0

У больной А. до настоящего времени нет призна-

ков эндокринных заболеваний, но CМС осложняет-

ся наличием анемии, присоединением нескольких 

пневмоний и фурункулеза (табл.1). Это неудивитель-

но, поскольку из-за недостаточной активности син-

теза IL17 и IFN-γ, выявленных у всех трех пациенток 

первой группы (табл.3), страдает в целом функция 

воспаления, необходимая не только для адекват-

ной защиты против грибов, но и  против гноерод-

ных микроорганизмов. Отметим, что ограниченный 

синтез этих цитокинов сопровождается сниженной 

продукцией IL10 (табл.3, Рис.2), что может указывать 

на слабую функциональную активность дендритных 

клеток (Рис.1) – важнейших регуляторов ответов, 

опосредованных Т-лимфоцитами (Т-ЛФ) [1-4].

Taблица 3

Функциональные показатели иммунитета при 

последнем обследовании и генетические мутации

     Пациенты

Пока-
затели

К. А. Пх. И. Ч. Пв.
Контроль-

ные 
значения

НСТ-тест
(%)

спонт. 37 28 39 17 26 6 11 - 18
инд. 61 60 61 17 64 23 40 - 60

спонт./
инд.

1,65 2,1 1,56 1,0 2,46 3,8

Коэф. киллинга (%) 24 25 24 17 10 5 25 - 45

IFNα (пг/
мл)

спонт. 0 3 11 7 5 3 0-30

инд. 226 163 146 20 23 8 100-500

IFNγ (пг/мл) 
спонт. 73 6 41 12 172 41 0-50

инд. 230 146 163 1265 950 222 700-2000

IL6 инд. (пг/мл) - 294 - - - - 570-680
IL8 инд. (пг/мл) - 327 - - - - 235-280

IL10 инд. (пг/мл) 48 94 131 410 595 - 195-535
IL17 инд. (пг/мл) 7 10 27 345 6 - 80-300
MCP1сыв.(пг/мл) - 58 108 243 144 - 17-180

Рис. 2. Изменение продукции цитокинов у больных с СМС
K* – контрольные значения
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Весьма разнообразная клиническая картина от-

личает больных APS1 (И, Ч., Пв), несмотря на мута-

ции в одном и том же гене-иммунорегуляторе AIRE 

(табл.1). Так, у больного Ч. гетерозиготная мутация 

R257X сочетается с ранним появлением Candida-

инфекции кожи и слизистых оболочек, в подрост-

ковом возрасте ее симптомы практически исчезли, 

однако были выявлены признаки нарушения полово-

го развития с низким уровнем тестостерона, и воз-

никла тотальная алопеция. У больного Пв. мутация 

pA58V в том же гене явилась причиной достаточно 

раннего развития тяжелых эндокринопатий (табл.1). 

Только в последний год было обращено внимание на 

инфекцию, вызванную Candida spp., и впервые было 

проведено лечение дифлюканом. Создается впечат-

ление, что лечение эндокринопатий способствова-

ло появлению этой инфекции. К сожалению, третий 

больной из этой группы, генетически не обследован, 

хотя клиническая картина его заболевания не вызы-

вает сомнений в диагнозе и отличается поздним (в 

юношеском возрасте) и почти одновременным по-

явлением признаков Candida-инфекции и эндокри-

нопатий. Выяснили, что 2 года назад больной пере-

нес инфаркт миокарда. У больных СМС и APS1 в 

научной литературе описаны серьезные заболевания 

сердечно-сосудистой системы, например, аневризмы 

единичные и множественные сосудов головного моз-

га [15].

В нашем исследовании у больных группы APS1 

была постоянно снижена киллерная активность 

нейтрофильных гранулоцитов (НГ) периферической 

крови до 5-17% (при 25-45% – у здоровых людей), а 

также продукция IFN-α – от 5 до 20 пг/мл против 

100-500 пг/мл – у здоровых лиц (табл. 3, Рис. 2, 3).

Рис. 3. Нарушение киллерной активности 
нейтрофилов ПК при СМС

При этом уровень IFN-γ и IL10 не отличался от 

контроля у двух пациентов, а содержание IL17 было 

понижено только у больного Ч. Известно, что этот 

синдром сопровождается появлением множества 

АУАТ, в том числе – у больных обнаружили АУАТ к 

цитокинам, синтезируемым Th-17 [7,9], что может 

быть причиной снижения содержания IL17 в сы-

воротке. Однако антитела к этим цитокинам могут 

нарушать ход иммунного ответа на стадии раннего 

инициативного воспаления, в частности, экрани-

руя соответствующие рецепторы и механизм ауто-

кринной регуляции образования как самих Th-17, 

так и выработки ими цитокинов. Соответственно, 

контроль за ростом и размножением Candida spp., 

постоянно или периодически присутствующих на 

барьерных тканях, как нам представляется, может 

быть нарушен, что будет сопровождаться появлени-

ем клинических признаков Candida-инфекции.

Таким образом, иммунопатогенез Candida-

инфекции у всех представленных пациентов, даже 

при генетических поломках в одних и тех же генах, 

весьма разнообразен. При этом во всех случаях, по 

данным иммунологических исследований, выявля-

ли нарушения продукции цитокинов, ответствен-

ных за функциональную активность фагоцитов и 

Т-клеточного звена иммунитета. Однако эти дефек-

ты, видимо, изначально обусловлены мутациями 

генов, ответственных за синтез различных молекул 

информационных путей внутри клеток врожденного 

иммунитета – продуцентов цитокинов, участников 

иммунного воспаления и адаптивного ответа.

В зарубежной научной литературе описаны дру-

гие мутации [11-14] (Рис.1), следствием которых 

могут быть дефекты функции рецептора Dectin-1 и 

маннозного рецептора, исключительно значимых 

паттерн-распознающих рецепторов (PRR) для пер-

вичного распознавания, организации раннего воспа-

лительного ответа для быстрой элиминации грибов, 

предотвращения их размножения и развития инфек-

ции на тех барьерных тканях, на которых всегда в 

ассоциациях в норме могут присутствовать Candida 

spp. [1-4, 6, 10-14]. Например, установлено, что мута-

ция CLEC7A (C-type lectin domain family 7, member 

A) – гена, кодирующего образование рецептора 

Dectin-1, вызывает потерю 10 аминокислот в экстра-

целлюлярном карбогидрат-распознающем домене 

протеина. В результате АПК, в частности, макро-

фаги не могут связывать – распознавать β-глюканы 

грибов. Соответственно, этот дефект приводит к от-

сутствию синтеза IL6, TNF-α и, особенно, IL17, хотя 

нейтрофильные гранулоциты больных могут нор-

мально поглощать и убивать C. аlbicans. Подобным 

иммунологическим результатом также сопровожда-

ются выявленные дефекты функции внутриклеточ-

ного молекулярного участника информационного 

пути CARD9 (Caspase recruitment domain-containing 

protein 9) и мутации в соответствующем гене при 

полноценности рецепторов [10, 12]. Следует еще 

раз уточнить, что все современные находки: мута-

ции генов, ответственных за образование, функции 

рецепторов, участников информационных путей и 

цитокинов касаются, прежде всего, клеток врожден-

ного иммунитета, хотя более полувека считали, что 

синдром CMC возникает только на фоне первичного 

иммунодефицита Т-системы иммунитета [1-6].

Такое мнение сложилось, потому что на том этапе 
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развития иммунологии постоянно обнаруживали на-

рушения Т-эффекторных функций: отрицательную 

или слабо выраженную кожную реакцию гиперчув-

ствительности замедленного типа только на антиге-

ны (АГ) гриба и/или на другие облигатные АГ и ми-

тогены, снижение или отсутствие in vitro пролифера-

тивного ответа Т-ЛФ в ответ только на АГ Candida 

и/или также на другие АГ (туберкулин, например) и 

ФГА, снижение образования лимфокинов (МИФ и 

др.), снижение числа Т-ЛФ и клеток их субпопуля-

ций – Т-хелперов и Т-цитотоксических (Тh и Тc) [1-

6]. Также выявили снижение содержания и функцио-

нальной активности натуральных киллерных клеток, 

нарушение экспрессии разнообразных рецепторов 

на Т-ЛФ, в том числе – к IL2, нарушение синтеза 

IL2 и баланса образования растворимых факторов 

в условиях in vitro при стимуляции АГ гриба, фито-

гемагглютинином, конканавалином А, гистамином, 

изменение соотношения цАМФ в ЛФ и плазме, уси-

ление выработки IgE с появлением и преобладанием 

у больных СМС кожной реакции гиперчувствитель-

ности по немедленному типу к АГ гриба, а также на-

рушения функций фагоцитов (Сардыко (Шабашова) 

Н.В., 1991; 1998.) [3]. Позже в работах [1-4, 6, 13] было 

показано, что для эффективной защиты от инвазии 

гриба требуется активный синтез Тh1-цитокинов, 

и Тh1-тип ответа ассоциируется с устойчивостью, а 

Тh2-ответ – с чувствительностью к кандидозу. Сей-

час стало очевидно, что все эти, обнаруженные ранее 

при СМС, нарушения функций Т-ЛФ не являются 

первичными, а зависят, по-видимому, от генетически 

обусловленных дефектов клеток врожденной защи-

ты: на уровне PRR, внутриклеточных путей передачи 

информации для синтеза тех же рецепторов, анти-

микробных факторов и цитокинов [6, 13, 15].

У больных APS1 причиной Candida-инфекции, 

по-видимому, является дефект регуляции воспале-

ния на уровне Т-регуляторных клеток, что сопрово-

ждается повышенным образованием провоспали-

тельных цитокинов инициативного раннего воспале-

ния и АУАТ к ним. Это способствует значительному 

повреждению собственных тканей хозяина, размно-

жению и усилению вирулентности условно-патоген-

ных грибов рода Candida [7, 9, 13]. Однако мутации 

гена регулятора сопровождаются и другими, в том 

числе – аутоиммунными патологическими процесса-

ми, зачастую гораздо более выраженными и серьез-

ными для жизни пациентов, требующими постоян-

ного наблюдения эндокринолога и, даже, гормоно-

заместительной терапии. Это последнее правило не 

исключается и для больных СМС, поскольку у них 

также могут развиваться эндокринопатии. С нашей 

точки зрения, было бы разумным проводить генети-

ческое тестирование AIRE-гена у всех больных СМС. 

Не исключено, что такое обследование может дать 

неожиданные результаты. 

Таким образом, по данным наших наблюдений и 

международных исследований последних лет, пер-

вичные иммунодефициты у больных СМС могут 

быть, в первую очередь, обусловлены мутациями ге-

нов, ответственных за образование и функции участ-

ников внутриклеточных путей передачи информа-

ции, начиная с PRR, в клетках врожденного имму-

нитета. Это приводит к дисрегуляции образования 

цитокинов раннего инициативного и более позднего 

Т-клеточного воспаления (Рис. 4).

● В результате нарушения структуры полностью теряется 
или изменяется функция белка → нарушается путь пере-
дачи информации для преобразования Th0 в Th17, синтез 
их цитокинов и все функции этих клеток → дефект ранней 
инициативной фазы защитного воспаления, привлече-
ние нейтрофильных гранулоцитов, образование АМП → 
нарушение клиренса грибов → поверхностная Candida-
инфекция.
● Другие мутации этого гена нарушали не только функ-
ции Th17, их цитокинов, но и путь IL12/INFγ/Th1
● Но наиболее постоянным был дефект функции Th17, вы-
работки их цитокинов при любой мутации.

Рис. 4. Роль мутаций STAT1 в нарушении Т-клеточной 
регуляции иммунного ответа

В результате нарушается контроль за размноже-

нием и элиминацией Candida spp., и развивается 

хроническая Candida-инфекция барьерных тканей 

разной степени выраженности, распространенности 

и с разной частотой рецидивов. Однако неспособ-

ность организма очищаться от Сandida spp. базиру-

ется, по-видимому, на комплексном и/или гетероген-

ном иммунном дефекте(ах) или различных дефектах 

в одном и том же пути иммунного ответа, необхо-

димого исключительно для защиты от Candida. 

Причинами этих дефектов являются известные или 

еще неизвестные генетические дефекты. Поэтому 

разные группы больных или отдельные пациенты 

имеют различные клинические симптомы, но у них 

всегда есть селективная чувствительность к кан-

дидозу барьерных тканей и СМС.
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С 2004 г. во всех субъектах Российской Федера-

ции возрастает заболеваемость ВИЧ-инфекцией. 

Среди вновь заразившихся 73% составляют молодые 

люди в возрасте от 15 до 29 лет [1, 2].

У ВИЧ-инфицированных пациентов из оппорту-

нистических инфекций микозы являются частыми 

и нередко первыми клиническими маркерами про-

грессирования иммунодефицита. На ранних стади-

ях основного заболевания отмечают поверхностное 

поражение грибами кожи и слизистых оболочек, на 

поздних стадиях ВИЧ-инфекции – инвазивные по-

ражения. Встречаемость микотических инфекций у 

ВИЧ-инфицированных лиц колеблется от 23,8% до 

90,1% [3-6]. Сочетание двух и более клинических раз-

новидностей микотической и вирусной патологий 

наблюдают у 87,8% больных [3]. 

Из всех микотических поражений при ВИЧ-

инфекции наиболее часто выявляют кандидоз. [7,8]. 

Риск развития кандидоза и рост резистентности к 

традиционной антимикотической терапии находит-

ся в прямой зависимости от стадии ВИЧ-инфекции 

[9].

Кандидоз слизистых оболочек является ранним 

проявлением ВИЧ-инфекции и имеет место у 48-85% 

инфицированных [10, 11]. Рахманова А.Г., Лобзин 

Ю.В. [9] орофарингеальный кандидоз установили у 

20 ВИЧ-инфицированных пациентов (32%). Сроки от 

момента инфицирования до развития кандидоза пи-

щевода колебались от 3 до 13 лет (в среднем, 6,8 лет), 

развитию предшествовал и сопутствовал кандидоз 

слизистой оболочки ротовой полости. У 50% боль-

ных кандидоз пищевода был первым проявлением 

ВИЧ-инфекции. Кандидоз с поражением пищевода, 

трахеи, бронхов, легких наблюдали у 19,4% пациен-

тов, при этом поражение трахеи и бронхов отмечали 

у 11,3%. Данные варианты кандидоза обычно обна-

руживали у больных на стадии СПИДа, преимуще-

ственно при CD4<200/мм3. Частота выявляемости 

орального кандидоза при CD4  200-500 клеток/мм3 

составляла 33%, при CD4 < 100 клеток/мм3 – 44%, а 

смертность от генерализованного кандидоза – 3,3% 

[9].

Кандидоз ротовой полости, в зависимости от ста-

дии заболевания, регистрируют у больных на стадии 

ВИЧ в 21-32,7% случаях, на стадии СПИДа – в 74-

84,6% [12-14]. По данным [4], кандидоз диагности-

ровали у 69,1% больных (орофарингеальный – у 72 

пациентов, распространённые формы – у 22, ангу-

лярный хейлит – у 13). При орофарингеальном кан-

дидозе уровень CD4-лимфоцитов составил 283±32 

клеток в 1 мкл (n=37); при распространённых фор-

мах – 132±43 клеток в 1 мкл (n=18) [4]. 

В работе [15] авторы сообщают об установлении 

диагноза орофарингеального кандидоза у 44% ВИЧ-

инфицированных пациентов: на первой стадии – у 27 

(25%), на второй – у 10 (71%), на третьей – у 25 (86%), 

на четвертой – у 9 (100%). Candida albicans обнару-

жили у 49 (69%) больных. Наиболее распространен-

ной оказалась эритематозная (атрофическая) форма 
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кандидозного стоматита, которую диагностировали 

у 24 (43%) пациентов. Anwar K. и соавт. [16] наблю-

дали кандидоз ротовой полости у 71,2% больных с 

уровнем CD4 менее 200 клеток/мм3.

У 89% ВИЧ-инфицированных детей, находящихся 

в 3-ей стадии заболевания, регистрировали кандидоз 

ротовой полости, а также системные микозы. Нали-

чие орального кандидоза у ВИЧ-позитивных лиц, а 

также его сочетание с туберкулезом, являлись инди-

катором перехода ВИЧ-инфекции в стадию СПИДа 

[17].

По данным Бариновой А.Н. и соавт. [12], у всех 

ВИЧ-инфицированных пациентов с кандидозом в 

28,8% случаев развивался кандидоз полости рта, в 

35,5% – орофарингеальный кандидоз, персистиру-

ющий и генерализованный вульвовагинит – в 3,72% 

и 5,19% соответственно, инвазивный кандидоз – в 

1,24%. При поверхностном кандидозе среднее число 

CD4 Т-лимфоцитов составило 240 клеток/мкл, при 

генерализованном – меньше 212 клеток/ мл. Иссле-

дователи [18] выявили кандидозный вульвовагинит 

у ВИЧ-инфицированных женщин в 88,8% случаев, в 

то время как у ВИЧ-негативных – в 58,6%. Наряду с 

поражением слизистой оболочки полости рта, от-

мечают кандидозный хейлит, кандидозный синусит, 

кандидозные онихии, с более частым поражением 

ногтевых пластинок кистей, кандидоз крупных скла-

док и перианальной области, кандидозный эпидиди-

мит, висцеральный кандидоз [3, 15]. 

С внедрением высокоактивной антиретрови-

русной терапии (ВААРТ), в том числе ингибито-

ров протеазы, значительно сократилась распро-

страненность кандидоза ротоглотки и пищевода у 

ВИЧ-инфицированных пациентов – в первые 12-24 

месяцев после внедрения ВААРТ она снизилась с 

50% -80% до ~ 10% [19]. Huang Х. и соавторами [20] 

наблюдали пациентов с CD4 +-клеток <200 мкл, у 

которых кандидоз диагностировали в 25,8%, дерма-

томикозы – в 10,6%, причем на фоне использования 

ВААРТ эти показатели снизились до 0% и до 3,5% со-

ответственно. 

Гастроинтестинальная локализация кандидоза у 

больных СПИД может быть источником кандиде-

мии, которую у этих пациентов при других локализа-

циях кандидоза выявляют всего в 1% случаев [17]. В 

работе [21] авторы наблюдали 9 случаев инвазивного 

кандидоза у ВИЧ-инфицированных на 2В-4Б, 4В ста-

диях (при уровне СД-4 лимфоцитов 57-660 кл/мкл). 

C. аlbicans и C. glabrata были выделены из крови и 

трупного материала. В 5 случаях обнаружили ассоци-

ацию грибов и бактерий. 

Механизмы возникновения кандидоза слизистых 

оболочек у ВИЧ-инфицированных лиц аналогичны 

таковым у иммунокомпетентных пациентов. При 

колонизации организма Candida spp., в отличие от 

Candida-носительства, имеет место адгезия клеток 

гриба к эпителию слизистых оболочек за счет спец-

ифических ферментов – коагулазы, каталазы, казе-

иназы, фосфолипазы, протеиназы. Cassone A. с со-

авторами [22] считают, что комменсализм Candida 

spp. является результатом мощных врожденных и 

адаптивных иммунных реакций хозяина, которые 

ограничивают рост потенциально опасного микро-

ба в эпителии человеческого организма. Среди них 

важную роль отводят Th17, количество которых 

прогрессивно уменьшается при ВИЧ-инфекции, 

что способствует проявлению патогенных свойств 

Candida spp. При этом грибы подавляют активность 

таких защитных компонентов, как комплемент и де-

фензины эпителия (histatin-5 and E-cadherin). Среди 

ВИЧ-негативных пациентов C. аlbicans как патоген 

орофарингеального кандидоза выявляют в 70-80% 

случаев, C. glabrata и C. tropicalis – в 5-8% [23]. У 

ВИЧ-инфицированных пациентов с низким уров-

нем СD4 лимфоцитов и у больных, ранее интенсив-

но леченных азоловыми препаратами, в 10-15% слу-

чаев инфекция была вызвана разными штаммами 

(не C. аlbicans), нечувствительными к флуконазолу. 

Большинство этих штаммов составляли C. krusei, 

C. glabrata, C. dubliniensis [17]. При обследовании 

50 ВИЧ-инфицированных женщин с урогениталь-

ным микозом у 46 (51,1%) обнаружили C. albicans, у 4 

(4,4%) –C. glabrata, у 6 (6,7%) – C. tropicalis [24]. 

Nilima K. и соавт. [25] выявили кандидоз слизи-

стых оболочек у 62,8% ВИЧ-инфицированных детей, 

из которых у 70,4% регистрировали C. albicans, у 29,6% 

– не-albicans виды Candida (C. kefyr, C. рarapsilosis, C. 

кrusei). У 30% ВИЧ-инфицированных лиц из полости 

рта были выделены C. dubliniensis, которые связали 

с инвазивным кандидозом. У здоровых лиц этот вид 

является незначительным комменсалом микробио-

ты ротовой полости [16]. Junqueira J.C. с соавт. [26] 

при исследовании состава биопленки ротовой по-

лости и кишечника у ВИЧ-инфицированых пациен-

тов обнаружили C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, 

С. parapsilosis, C. krusei, C. norvegensis, C. dublinien-

sis. Возбудителями инвазивного кандидоза были 

C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. 

lusitaniae, C. kefyr. Авторы отмечают, что максималь-

ными инвазивными свойствами обладали C. аlbicans, 

независимо от места ее локализации в организме. 

Исследователи [27] при обследовании иммуноком-

прометированных пациентов (с нейтропенией на 

фоне онкопатологии, недоношенных новорожден-

ных, больных после хирургического лечения) уста-

новили, что в 40,9% случаев кандидемия была вы-

звана C. albicans, в 20,9% – C. tropicalis, в 20,5% – C. 

parapsilosis и в 4,9% – C. glabrata. Таким образом, с 

помощью скрининга ВИЧ-инфицированных пациен-

тов на наличие орофарингеального кандидоза можно 

определиться в выборе и начале антиретровирусной 

терапии. Идентификация Candida spp. до вида необ-

ходима для выбора адекватного лечения. 

При терапии орофарингеального кандидоза ис-

пользуют сочетание местных (нистатина, клотри-

мазол и др.) и системных форм антимикотиков 

(кетоконазол, флуконазол, итраконазол, позако-

назол, вориконазол, каспофунгин, микафунгин и 
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анидулафунгин) [28]. Jose А. с соавторами [29] при 

лечении орофарингеального кандидоза у ВИЧ-

инфицированных больных выявили эффективность 

флуконазола (50 мг/сут) в течение 10 дней или по 

100 мг/сут в течение 5-7 дней. Однако в настоящее 

время появилась информация о нарастающей рези-

стентности С. albicans к флуконазолу [16]. Vazquez 

J.A. [23] выделяет несколько основных факторов ри-

ска, связанных с развитием флуконазол-устойчивых 

форм Candida-инфекции у больных СПИД, по срав-

нению с пациентами без таковых. Эти факторы ри-

ска включают большее количество эпизодов орофа-

рингеального кандидоза (6,1% против 1,8%), низкое 

количество CD4+клеток (11 против 71 клеток/мм3), 

более длительную среднюю продолжительность 

антимикотической терапии (419 против 118 дней) 

и более длительное применение системных азолов 

(272 против 14 дней). Для лечения больных, имею-

щих флуконазол-устойчивые формы кандидозного 

эзофагита, показано применение раствора итрако-

назола, позаконазола, вориконазола или препаратов 

из класса эхинокандинов (каспофунгина, микафун-

гина, анидулафунгина), которые по эффективно-

сти сравнимы с флуконазолом [30-33]. Применение 

эхинокандинов считают второй линией терапии при 

кандидозном эзофагите у ВИЧ-инфицированных па-

циентов. Однако их использование ограничено из-за 

отсутствия пероральных лекарственных форм [23]. 

Для лечения орофарингеального кандидоза, канди-

дозного эзофагита эффективнее оказывали действие 

водные препараты итраконазола, чем капсулирован-

ные, и добавление к ним циклодекстрина улучшало 

клинический эффект антимикотика [34]. Отметим 

роль высокоактивной антивирусной терапии на на-

личие устойчивой микотической инфекции у ВИЧ-

инфицированных больных. При выполнении только 

ВААР без антимикотической терапии возникала эра-

дикация рефрактерного орофарингеального канди-

доза [33, 35].

Дерматомикозы выявляют у 8-29% ВИЧ-

инфицированных больных и не намного чаще, чем у 

ВИЧ-негативных лиц [36-39]. Rajesh R. с соавт. [40] 

при обследовании 238 ВИЧ-инфицированных па-

циентов с кожной патологией в 56 случаях выявили 

дерматомикозы. Основным возбудителем микоза 

гладкой кожи был Trichophyton rubrum. Umoru D. и 

др. [41] наблюдали 200 ВИЧ-положительных детей в 

возрасте от 5 до 12 лет, из них у 16% диагностиро-

вали дерматомикоз с преобладанием поражения во-

лосистой части головы. У детей с 1-й стадией ВИЧ-

инфекции дерматомикоз выявили у 6%, со 2-й стади-

ей – у 43,7%, с 3-й – у 37% и с 4-й стадией – у 12,6%. 

Предрасполагающие факторы к развитию микотиче-

ского поражения кожи как у ВИЧ-инфицированных 

пациентов, так и у ВИЧ-негативных, одинаковы 

[42]. Gniadek А. с соавт. [43] не обнаружили у ВИЧ-

больных зависимости между наличием дерматоми-

цетов и иммунологическим статусом, сексуальной 

ориентацией пациентов и антиретровирусным лече-

нием. ВИЧ-инфекция не была столь важным факто-

ром для микотического поражения. Основным фак-

тором был контакт с патогеном.

Surjushe А. и соавт. [38] из 250 обследованных 

ВИЧ-инфицированных лиц у 60 клинически запо-

дозрили микотическое поражение: у 38 – онихоми-

коз стоп, у 12 – онихомикоз кистей, у 10 – сочетание 

онихомикоза кистей и стоп. Дистальный и латераль-

ный поверхностный онихомикоз диагностировали 

у 21 (35%) респондентов, тотальный дистрофиче-

ский онихомикоз – у 33 (55%), проксимальный под-

ногтевой онихомикоз – у 5 (8,33%), белый поверх-

ностный онихомикоз – у 1 (1,66%). Дерматомицеты 

выделяли у 13 (21,66%) больных, недерматомицеты 

– у 19 (31,66%) (Aspergillus niger, Cladosporium spp., 

Scytalidium hyalinum, Penicillium spp., Gymnoascus 

dankaliensis). Из 13 дерматомицетов в 11 случаях 

был получен рост Trichophyton rubrum и 2 культуры 

T. mentagrophytes. Белую поверхностную форму они-

хомикоза наблюдали у 9,5% ВИЧ-инфицированных 

лиц, и ее чаще идентифицировали с T. rubrum [44]. 

Для ВИЧ-инфицированных пациентов характерен 

проксимальный подногтевой онихомикоз. T. rubrum, 

поражая ногтевую пластинку, инфицирует прок-

симальную часть ногтевого ложа [45]. У 187 ВИЧ-

инфицированных больных с кожной патологией ис-

следователи [46] выявили следующие заболевания: 

микоз кистей и стоп с онихомикозом у 3 (4,84%), они-

хомикоз кистей и стоп – у 10 (16,13%), микоз стоп с 

онихомикозом – у 30 (48,39%), онихомикоз стоп – у 

19 (30,65%), отрубевидный лишай – у 3 (1,42%), се-

борейный дерматит – у 5 (2,38%). Онихомикоз стоп 

у больных с 4 стадией ВИЧ-инфекции был тоталь-

ным также у подавляющего большинства пациен-

тов с поражением околоногтевых валиков. У ВИЧ-

инфицированных лиц не отмечали корреляции меж-

ду наличием онихомикоза и низким уровнем CD4 

+ клеток [47]. При лечении онихомикоза при ВИЧ-

инфекции флуконазолом (в дозе 150 мг однократно в 

неделю) или тербинафином (в дозе 250 мг ежедневно 

в течение 12 недель) обеспечивали сходный терапев-

тический эффект [48, 49]. Частота рецидивов соста-

вила в группах 20% и 15% соответственно [48].

Маlassezia spp. обнаруживают в составе времен-

ной или постоянной микобиоты кожи примерно у 

90% населения [50]. В то же время, Malassezia spp. 

вызывают развитие разноцветного лишая (синони-

мы: отрубевидный лишай, pityriasis versicolor) или 

Malassezia-фолликулита у лиц, предрасположенных 

к этим заболеваниям, а также при иммунодефицит-

ных состояниях, декомпенсации эндокринных за-

болеваний и т.д. В настоящее время доказана клю-

чевая роль Malassezia spp. в развитии себорейного 

дерматита [51], установлено также, что они влияют 

на характер течения атопического дерматита и себо-

рейного псориаза [50]. При длительном применении 

иммуносупрессивных препаратов у онкологических, 

гематологических больных и пациентов, перенесших 

трансплантацию костного мозга или внутренних 
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органов, стали развиваться септические состояния, 

обусловленные Malassezia spp. [52]. Эти грибы (ли-

пидозависимые) относят к сапробионтам, липоке-

ратофильным, дрожжеподобным, базидиомицетам 

–M. globosa, M. restricta, M. furfur и др. Изменение 

химического состава кожного сала (снижение соот-

ношения сквален/триглицериды) способствует ги-

перколонизации кожи дрожжеподобными грибами 

и переходу их в патогенную – мицелиальную форму 

[53-55].

Отрубевидный лишай – инфекционное заболева-

ние кожи, вызванное Malassezia spp., характеризу-

ется поражением рогового слоя эпидермиса. Gupta 

A.K. и соавт. [56] при обследовании 112 пациентов с 

диагнозами себорейный дерматит, атопический дер-

матит, разноцветный лишай и СПИД выявили раз-

личные виды Malassezia spp., из которых наиболее 

часто у ВИЧ-положительных пациентов с разноцвет-

ным лишаем регистрировали патогенную разновид-

ность – M. globosa, у больных с себорейным дермати-

том – M. sympodialis. 

При лечении отрубевидного лишая используют 

фунгицидные средства в виде растворов, шампуней, 

кремов (кетоконазол, клотримазол, бифоназол, ци-

клопирокс, нафтифин, тербинафин). Более удобной 

формой лекарственного вещества для применения 

является спрей. Все антимикотические наружныe 

средства назначают 2 раза в сутки в течение 1-2 не-

дель. Кетоконазол обладает более высокой активно-

стью в отношении Мalassezia spp., подавляя их рост в 

концентрациях, в 25-30 раз меньших, чем остальные 

антимикотики, и в несколько раз меньших, чем лю-

бые системные препараты. При нанесении местных 

форм кетоконазола на кожу эффективные концен-

трации сохраняются внутри и на поверхности эпи-

дермиса в течение 72 часов после отмены препарата, 

что можно объяснить сродством препарата к кера-

тинизированным тканям. Цинка пиритион, селена 

сульфид также оказывают прямое антимикотическое 

действие. Системное лечение показано пациентам с 

распространенной формой заболевания, которые не 

реагируют на местную терапию или у которых часто 

имеют место рецидивы, при этом применяют итра-

коназол, кетоконазол в дозе 200 мг в сутки 7 дней, 

флуконазол 400 мг однократно; системный терби-

нафин менее эффективен, чем его наружные формы 

[57]. 

Мalassezia-фолликулит – инфекция волосяного 

фолликула, вызванная теми же дрожжевыми гриба-

ми, что и отрубевидный лишай, и представляет со-

бой отдельно расположенные папуло-пустулезные 

высыпания, локализующиеся на верхней половине 

туловища и плечах [56]. 

В лечении Мalassezia -фолликулита следует при-

держиваться тех же принципов, что и в терапии от-

рубевидного лишая, но предпочтительнее сочетать 

системный кетоконазол (по 200 мг ежедневно в те-

чение 4 недель) с наружными антимикотиками [56]. 

Malassezia spp. также принимают участие в воз-

никновении себорейного дерматита (СД). С очагов 

поражения при СД, по сравнению с результатами 

обследования здоровой кожи (46%), наиболее часто 

высевали M. globosa, M. restricta, M. furfur (83%) [54]. 

Rincón S. и соавт. [58] выделяли с кожи дерматоло-

гических больных M. globosa (37,5%), M. sympodialis 

(31,3%), М. furfur (31,3%). M. globosa преобладала у 

пациентов с отрубевидным лишаем (67%) и у ВИЧ-

инфицированных пациентов с СД (85%). У ВИЧ-

отрицательных пациентов с атопическим дермати-

том или СД М. furfur и M restricta были обнаружены 

в 72% и 26% случаев соответственно. 

У ВИЧ-инфицированных пациентов СД появ-

ляется рано, встречается чаще, протекает тяжелее 

и трудно поддается лечению, чем у лиц без ВИЧ-

инфекции. СД у ВИЧ-инфицированных лиц развива-

ется при уровне CD4 –  450-550 кл/мкл и ниже. Низ-

кое содержание CD4 клеток предрасполагает к более 

интенсивным и распространенным высыпаниям СД, 

сопровождающимся зудом [59-61]. Частота встреча-

емости СД у ВИЧ-инфицированных различна и не-

значительно зависит от стадии иммунодефицита. В 

начальной стадии ВИЧ-инфекции страдают СД 24% 

больных, при СПИДе – 30,3% [62]. Впервые развив-

шийся СД или его легкое обострение у пациента с 

установленной ВИЧ-инфекцией может соответство-

вать переходу бессимптомной фазы ВИЧ-инфекции 

в клинически выраженную [62]. Точный механизм, 

под действием которого вирус иммунодефицита спо-

собствует атипичному и взрывному началу СД и дру-

гих распространенных воспалительных заболеваний 

кожи, не известен. Изучали плотность обсеменен-

ности кожи грибами Маlassezia и влияние факторов 

питания [63]. Независимо от наличия кожной пато-

логии, при ВИЧ-инфекции в кожном сале снижается 

содержание свободных жирных кислот и значитель-

но возрастает уровень триглицеридов и сквалена [64, 

65]. Prohic A., Kasumagic-Halilovic E. [66] исследовали 

у 50 пациентов (из них у 20 – ВИЧ-инфицированных) 

кожные чешуйки с волосистой части головы. В обе-

их группах наиболее часто выявляли M. restricta и M. 

globosa. Существенных различий между полученны-

ми результатами обследования у ВИЧ-позитивных и 

ВИЧ-негативных пациентов не наблюдали. 

При СД рекомендуют диету с низким содержани-

ем углеводов, животных жиров, алкоголя; правиль-

ный уход за пораженной кожей (температурный ре-

жим мытья, ограничение посещений саун, примене-

ния косметических декоративных средств). Внутрь 

таким пациентам показаны ферментные препараты, 

биогенные стимуляторы, витамин А (или бета-каро-

тин), витамины группы В (особенно В1, В2, В6), D, Е, 

аскорбиновая и никотиновая кислоты, биотин, гли-

церофосфат, препараты серы, кальция, меди, желе-

за, окись цинка. Из физических методов применяют 

дарсонвализацию и криомассаж кожи волосистой 

части головы, индуктотермию области надпочечни-

ков, лазеропунктуру, транскраниальную электрости-

муляцию ствола мозга [67] .
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В перечень средств для лечения СД входят азолы, 

аллиламины, топические иммуномодуляторы и раз-

личные неспецифические агенты [51, 52], но ведущую 

роль отводят антимикотическим препаратам. Высо-

кий профилактический эффект оказало использова-

ние один раз в неделю 2% шампуня с кетоконазолом 

[68]. Установлено, что кетоконазол in vitro более эф-

фективен, чем другие азольные соединения, такие, 

как флуконазол, эконазол, клотримазол и миконазол. 

Устойчивых форм Malassezia spp. к кетоконазолу не 

обнаружили [69]. С целью подавления воспаления 

применяют топические стероиды и препараты цин-

ка, азелаиновой кислоты. В качестве кератолитиков 

назначают  наружные средства, содержащие салици-

ловую кислоту и деготь, а также широко используют 

лечебные шампуни косметических марок. Нестеро-

идные ингибиторы кальциневрина (такролимус, пи-

мекролимус) подавляют провоспалительную актив-

ность Т-лимфоцитов и применяют наружно на очаги 

поражения. Эти препараты показаны в случаях тор-

пидно текущего СД, особенно актуальны – при ле-

чении СД у ВИЧ-позитивных пациентов [70-72]. При 

неэффективности наружной терапии рекомендуют в 

течение четырех недель назначение внутрь следую-

щих системных антимикотических препаратов: ке-

токоназола (200 мг/сут), флуконазола (300 мг/нед), 

итраконазола (200 мг/сут) [69, 73-76] .

В особо тяжелых случаях используют себосу-

прессивные препараты, например, изотретиноин, 

уменьшающий активность и размер сальных желез 

на величину до 90% и обладающий также противо-

воспалительным действием. Установили, что еже-

дневный прием препарата в суточной дозе от 0,1 до 

0,3 мг/кг массы тела приводит к улучшению тяжелой 

себореи после 4-х недель лечения. В последующем 

можно эффективно поддерживать состояние в тече-

ние нескольких лет дозой препарата от 5 до 10 мг/

сутки [77]. 

Dunic I. и соавт. [78] показали, что у ВИЧ-

инфицированных пациентов с применением анти-

ретровирусной терапии значительно возрастала 

эффективность стандартных методов лечения СД. 

В течение 22 месяцев, на фоне проводимой ВААРТ, 

авторы наблюдали у 84,2% пациентов регресс СД. В 

группе больных, не получавших ВААРТ, разрешение 

СД отмечали в 41,2% случаев. Однако, по данным 

[68], регресс СД под влиянием ВААРТ был незначи-

тельным. Себорейный дерматит – это один из ран-

них кожных признаков у ВИЧ инфицированных лиц. 

При длительно текущем, торпидном к терапии СД 

необходимо обязательное обследование на ВИЧ ин-

фекцию [68, 79].

Криптококкоз – оппортунистическая инфекция, 

в основном, поражающая иммуносупрессивных па-

циентов. Это заболевание выявляют у 13-23% боль-

ных ВИЧ-инфекцией, т.к. оно является одним из 

основных ВИЧ-ассоциированных инфекций и ярко 

проявляется в условиях иммунодефицита организма 

[80]. В Великобритании с 1990 г. ежегодно регистри-

руют от 17 до 66 случаев на 100 больных, имеющих 

СПИД [80]. Наиболее частые проявления крипто-

коккоза – менингиты и менингоэнцефалиты, основ-

ной возбудитель которых Cryptococcus neoformans, 

реже – C. neoformans var. gattii. Другие виды крип-

тококков широко распространены в природе и явля-

ются сапробами, которые (C. laurentii) редко также 

могут вызывать менингит у ВИЧ-инфицированных 

пациентов [81]. Васильева Н.В. [82] при выделении 

криптококков от пациентов в России установила, 

что эти грибы представляют молекулярные типы 

VNI, VNIII и VNIV, серотипам А, Д, АД и вариантам 

С. neoformans var. grubii, var. neoformas и var. grubii/

var. neoformans, и что морфология тканевых форм 

гриба изменяется по мере снижения вирулентности. 

Наиболее вирулентные штаммы криптококка вызы-

вают более тяжелые поражения головного мозга и 

легких, при этом формируется большее число очагов 

лизиса («цист») на фоне подавления воспалительной 

реакции. Менее вирулентные штаммы индуцируют 

гранулематозную реакцию при меньшем числе оча-

гов лизиса. В ассоциациях с бактериями и микроми-

цетами проявляются различные взаимоотношения 

криптококков. Возбудитель попадает в организм ин-

галяционным путем и поражает легкие, затем легко 

распространяется по организму, захватывая мозг. 

Особенно тяжело протекает криптококкоз ЦНС у 

больных злокачественными заболеваниями крови, у 

ВИЧ-инфицированных лиц, у пациентов, имеющих 

другие проявления иммунодефицитов, а также у де-

тей в возрасте до 1 года. Диссеминированный крип-

тококкоз выявляют у лиц с выраженным иммуноде-

фицитом. До внедрения антиретровирусной терапии 

диссеминированный криптококкоз обнаруживали у 

5-8% ВИЧ-инфицированных пациентов при количе-

стве клеток CD4 менее 50 кл/мл. Столярова Л.Ю. и 

соавт. [83] наблюдали у 80% ВИЧ-инфицированных 

лиц криптококковый менингит, который в началь-

ной стадии отличался медленным развитием и от-

сутствием специфических симптомов. Авторы опи-

сывают случай генерализованного криптококкоза на 

фоне быстро прогрессирующей ВИЧ-инфекции. На 

стадии СПИД криптококкоз – причина летального 

исхода больных ВИЧ-инфекцией [84]. При иссле-

довании различных жидких сред организма Parmar 

R. и соавт. [85] выделили C. neoformans у 4% ВИЧ-

инфицированных больных. Для лечения криптокок-

козного менингита, менингоэнцефалита применяют 

длительную терапию флуконазолом, позаконазолом 

и их комбинацией с амфотерицином В. Проспек-

тивным контролируемым исследованием показа-

но, что прием флуконазола и итраконазола снижает 

частоту встречаемости криптококкоза среди ВИЧ-

инфицированных пациентов с CD4 менее 50 кл/мл. 

При поражении мозга и его оболочек лечение вклю-

чало амфотерицин В (7 мг/кг ежедневно) в сочетании 

с флуцитозином (100 мг/кг/сут в течение 2 недель) и 

последующим использованием флуконазола в дозе 

до 400 мг в сутки до 4-8 недель. Такую «поддержива-
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ющую» терапию продолжали до нормализации коли-

чества СД4+ лимфоцитов и внутричерепного давле-

ния. К флуконазолу у C. neoformans резистентность 

отмечают редко, поэтому комбинация флуконазола 

(400-800 мг/сут) с флуцитозином была альтернати-

вой комбинации амфотерицина В с флуцитозином 

[86]. 

Грибы рода Aspergillus широко распространены в 

окружающей среде. В организм человека они попа-

дают ингаляционным путем с пылью, реже – через 

поврежденную кожу. В 90% случаев A. fumigatus вы-

зывает аспергиллез у больных группы риска – полу-

чающих лечение по поводу рака или после пересад-

ки органов на фоне иммуносупрессивной терапии и 

имеющих нейтропению, которая не характерна для 

ВИЧ инфицированных больных, поэтому аспергил-

лез редко наблюдают у ВИЧ-положительных пациен-

тов. При исследовании соскобов кожи и отделяемого 

слизистых оболочек у ВИЧ-инфицированных паци-

ентов Parmar R. и соавт. [85] высевали Aspergillus spp. 

в 3% случаев. По данным Рахмановой А.Г. и соавт. 

[87], у ВИЧ-инфицированных лиц средняя частота 

инвазивного аспергиллеза составляет 4%, на позд-

них стадиях СПИД – 12%. Инвазивный аспергиллез 

легких (70%) – частая форма аспергиллеза у этой ка-

тегории пациентов. Возбудители инвазивного аспер-

гиллеза при ВИЧ-инфекции: A. fumigatus (84%), A. 

flavus (8%), A. niger (5%), A. terreus (3%). Первичный 

аспергиллез кожи у больных ВИЧ-инфекцией выяв-

ляют редко [88]. У ВИЧ-положительных лиц с аспер-

гиллезом, не получавших антиретровирусную тера-

пию, уровень CD4 клеток был менее 100 кл/мл [90]. 

Benson С. и соавт. [89] при обследовании 85% боль-

ных СПИД с инвазивным аспергиллезом отмечали 

у 25% – некротическую пневмонию, трахеобронхит, 

экстрапульмональные проявления инфекции, у 16% 

– диссеминированное поражение двух и более ор-

ганов. Летальность при инвазивном аспергиллезе у 

ВИЧ-инфицированных пациентов составила 72-81%, 

медиана выживаемости после постановки диагноза 

– 10 месяцев. 

Данные по лечению аспергиллеза у ВИЧ-

инфицированных лиц не систематизированы. Ben-

son С. и соавт. [89] рекомендуют начинать антифун-

гальную терапию с вориконазола. После стабилиза-

ции состояния больного возможно применение рас-

твора итраконазола, который в качестве начальной 

терапии используют только у больных с умеренной 

иммуносупрессией. Обычный и липидный амфоте-

рицин В, каспофунгин (50мг/сут) являются альтер-

нативными препаратами. При неэффективности во-

риконазола применяют комбинированную терапию. 

Основными факторами, влияющими на благоприят-

ный исход заболевания, являются раннее лечение и 

эффективная ВААРТ. 

Rhodotorula spp. – несовершенные дрожжи, ба-

зидиомицеты, широко распространенные в окружа-

ющей среде. Их обнаруживают в воздухе, морской 

воде, на растительном материале. На коже и ногтях 

человека Rhodotorula может присутствовать как са-

пробионт, колонизировать респираторный и моче-

выделительный тракты. Некоторые виды – R. muci-

laginosa (rubra) и  R. giutinis составляют менее 0,5% 

культур, выделяемых из полости рта, и более 12% 

изолятов – из кала. В научной литературе имеются 

единичные сообщения об обнаружении этих грибов 

при менингитах, кератитах, системных микозах, сеп-

сисе у иммунокомпрометированных лиц, в том числе 

ВИЧ-инфицированных. Менингиты у этой категории 

пациентов были обусловлены R. mucilaginosa (rubra), 

R. glutinis [90-92]. 

Пневмоцистоз – наиболее частый оппортунисти-

ческий микоз, как у больных СПИД, так и у пациен-

тов, получающих кортикостероидную или интенсив-

ную иммуносупрессивную терапию. Эта инфекция 

остается СПИД-маркерной, несмотря на введение 

высокоактивной антивирусной терапии. У 65% боль-

ных СПИДом это заболевание обнаруживают либо 

изолированно, либо в сочетании с другими оппорту-

нистическими инфекциями. При СПИДе у больных 

с легочной патологией возбудитель пневмоцистоза 

выявляют в 90% случаев [93]. Без специфического 

лечения от пневмоцистной пневмонии (ПП) умирает 

70% больных ВИЧ. У пациентов с ВИЧ-инфекцией в 

стадии СПИД из легких происходит диссеменация 

Pneumocystis с поражением лимфатических узлов, 

селезенки, костного мозга, печени, почек, голов-

ного мозга, поджелудочной железы, кожи и других 

органов [94]. Эффективность терапии свежей ПП у 

больных с ВИЧ-инфекцией достигает 75-80%. Только 

у 43% пациентов через 5 месяцев исчезают патологи-

ческие изменения на рентгенограммах; у 10-40% воз-

никают рецидивы, иногда – 5-7 раз в течение жизни. 

Несмотря на относительную эффективность лече-

ния, средняя продолжительность жизни больного 

ПП с ВИЧ-инфекцией составляет около 9 месяцев; 

в течение 21 месяца умирает подавляющее боль-

шинство пациентов. Для лечения ПП рекомендуют 

триметоприм-сульфаметоксазол (котримоксазол): 

внутрь – 20 мг/(кг·сут)/100мг/(кг·сут) в 4 приёма со-

ответственно; внутривенно – 15 мг/(кг·сут)/75мг/

(кг·сут) в 4 введения соответственно. В первые 3-5 

дней после начала противопневмоцистного лечения 

имеет место выраженное ухудшение состояния, свя-

занное с массовой гибелью паразитов. Рекомендуют 

кортикостероидные препараты [94].
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Аллергический микотический риносинусит (АМРС) – это от-

носительно новое заболевание, патогенез которого до настояще-

го времени является предметом многочисленных споров. Проявле-

ния АМРС варьируют от назальных полипов и незначительного 

количества аллергического муцина с включениями гифов грибов 

до интенсивного атопического процесса с массивной экспансией 

микромицета в соседние ткани с развитием соответствующих 

осложнений. В обзоре представлены современные данные о кли-

нической картине и критериях диагностики, которые помогут 

практикующим врачам своевременно выявить АМРС и выбрать 

оптимальную тактику лечения.
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Allergic fungal rhinosinusitis (AFRS) is a relatively new disease, 

the pathogenesis of which to date is the subject of much debate. 

Manifestations of AFRS range from nasal polyps and insignificant 

quantity of allergic mucin with inclusions of fungal hyphae to atopic 

intensive process with a massive expansion of micromycete to the 

surrounding tissue with the development of relevant complications. 

This review presents the current data about clinical presentation and 

diagnostic criteria that will help clinicians to quickly identify AFRS and 

select the optimal treatment strategy.
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ВВЕДЕНИЕ

Воспалительные заболевания околоносовых па-

зух занимают одно из ведущих мест в структуре 

ЛОР-заболеваний. Различными формами риносину-

ситов страдает свыше 20% населения нашей планеты 

[1]. Широкое применение мало инвазивных способов 

хирургических вмешательств, а также использование 

новых фармакологических препаратов обеспечи-

ли значительный прогресс в диагностике и лечении 

данной патологии, однако заболеваемость хрони-

ческим риносинуситом в последние десятилетия не 

снижается. Напротив, имеет место существенный 

рост частоты синуситов, вызванных нетипичными 

возбудителями - микромицетами [2].

Первые описания микотических поражений око-

лоносовых пазух относят к концу XIX века. В 1883 

году Shubert P., а затем в 1889 году Mackenzie J. и 

Siebermann Н. опубликовали наблюдения пораже-

ний верхнечелюстных пазух, вызванных Aspergillus 

sp. Аспергиллез лобной пазухи был впервые описан 

в 1933 году Adams W. Все авторы характеризовали 

представленные случаи как исключительно редкие. 

За последнее десятилетие распространенность ми-

котических риносинуситов значительно возросла. 

По данным Taxy J.B. [1], у 6-12% пациентов, страда-

ющих хроническим синуситом, при культуральном 

или гистологическом исследовании выявляют ми-

кромицеты. Отечественные авторы описывают вы-

деление микромицетов или микромицетов в ассоци-

ации с бактериями более чем у половины больных, 

страдающих разными формами хронических синуси-

тов [3, 4]. 

Микотические риносинуситы – это воспали-

тельные поражения полости носа и околоносовых 

пазух, связанные с присутствием микромицетов. 

Можно выделить две группы факторов, влияющих 

на рост частоты данного заболевания. Во-первых, 

увеличение популяции иммунокомпрометирован-

ных пациентов (широкое распространение новых 

медицинских технологий: интенсивная цитостати-

ческая и иммуносупрессивная терапия, трансплан-

тация органов и тканей; пандемия ВИЧ-инфекции; 

нерациональное использование антибактериальных 

препаратов и глюкокортикостероидов). Во-вторых, 

совершенствование методов диагностики пораже-

ний околоносовых пазух (более современные мето-

ды забора и лабораторного исследования материала, 

применение спиральной КТ и МРТ для диагностики 

мицетом) [5, 6].

На основании клинических и патоморфологи-

ческих признаков поражения тканей микотические 

риносинуситы разделяют на две большие группы [2]: 

1. Экстрамукозные (неинвазивные) микотические 

риносинуситы:

- поверхностный синоназальный микоз;

- мицетома или грибной шар (fungus ball);

- аллергический микотический риносинусит.

2. Интрамукозные (инвазивные) микотические 
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риносинуситы:

- острый (скоротечный);

- хронический гранулематозный.

Из всех форм синуситов грибковой этиологии 

чаще всего выявляют поверхностный синоназаль-

ный микоз, хроническую форму инвазивного мико-

тического синусита и мицетому околоносовых пазух 

[7]. 

При поверхностном синоназальном микозе ми-

кромицеты обнаруживают на поверхности слизи-

стой оболочки в составе корочек, которые по внеш-

нему виду могут напоминать заплесневелый хлеб. 

Часто это является характерным симптомом при-

соединения грибковой инфекции после различных 

хирургических манипуляций, длительного присут-

ствия тампона или интубационной трубки. Поверх-

ностный синоназальный микоз может развиваться 

у больных сахарным диабетом. Мицетома (грибной 

шар) – это плотное экстрамукозное образование, со-

стоящее из сплетенных гифов гриба в разных стади-

ях распада, при отсутствии внедрения в подлежащие 

ткани, а также без признаков эозинофильного муци-

на. Мицетома верхнечелюстной пазухи часто имеет 

одонтогенную природу и вызывается попаданием в 

пазуху пломбировочного материала. Хронический 

инвазивный микотический риносинусит характери-

зуется гиперпластическими, гранулематозными из-

менениями слизистой оболочки. Инвазия микоти-

ческих масс вызывает разрушение костных стенок, 

приводит к распространению процесса в орбиту, 

щечную область, твердое небо, головной мозг. Часто 

пациент обращается за помощью уже тогда, когда 

имеют место визуальные проявления болезни [7, 8].

По сравнению с другими формами микотических 

риносинуситов установление диагноза АМРС наибо-

лее затруднительно. АМРС и сейчас является пред-

метом многочисленных споров в отношении патоге-

неза, диагностики, классификации и оптимального 

лечения. По результатам исследований, проведенным 

в настоящее время, АМРС – это хроническое, неин-

вазивное воспалительное заболевание околоносовых 

пазух, характеризующееся наличием микромицетов в 

аллергическом муцине и выявлением у больных спец-

ифических IgE к грибковым аллергенам [9].

Аллергический микотический риносинусит был 

впервые описан как клинический случай Safirstein B. 

в 1976 году. По данным современных авторов, этой 

патологией страдает от 5 до 10% больных хрониче-

ским риносинуситом. Предполагают, что заболевае-

мость АМРС зависит от географического региона. С 

наибольшей частотой АМРС выявляют в умеренных 

широтах, где относительно высокая влажность ат-

мосферного воздуха [10]. 

Этиология.

Ранее считали, что основными возбудителями 

АМРС, так же как и аллергического бронхолегочного 

аспергиллеза (АБЛА), являются Aspergillus spp. Это 

предположение было подтверждено в исследовании 

Katzenstein А. (1983), в котором у пациентов с АМРС 

было продемонстрировано повышение специфиче-

ских IgE к Aspergillus flavus. При дальнейших куль-

туральных исследованиях больных АМРС Cody D. с 

соавторами (1994) обнаружили, что в формировании 

этой патологии могут участвовать и другие микро-

мицеты. На современном этапе ведущую роль иссле-

дователи отводят опако(фео)гифомицетам, в част-

ности Bipolaris spp. [9, 10]. Manning S. и соавт. (1991) 

обследовали 263 пациентов с АМРС. При культу-

ральном исследовании у 168 человек были выявлены 

микромицеты. Опако(фео)гифомицеты идентифи-

цировали в 87% случаев, а Aspergillus spp. – только в 

13%. 

Опако(фео)гифомицеты широко распространены 

в природе [11], многие из них являются патогенами 

растений. Инфицирование происходит при ингаля-

ции возбудителя. Также к темноокрашенным гри-

бам принадлежат Alternaria spp., Cladophialophora 

bantiana, Curvularia spp. У иммунокомпрометиро-

ванных пациентов опако(фео)гифомицеты могут вы-

зывать диссеминированную инфекцию с формирова-

нием абсцессов головного мозга [5].

Патогенез.

Ранее АМРС рассматривали как инфекционное 

заболевание, сейчас большинство исследователей 

поддерживают иммунологическую теорию, согласно 

которой АМРС – это IgE-опосредованная аллергия. 

Существуют сторонники и противники компромисс-

ной теории, объединяющей оба процесса в патогене-

зе этого заболевания. 

Предполагают, что АМРС и АБЛА имеют сход-

ные механизмы патогенеза, а именно –развитие I и 

III типов реакций гиперчувствительности по Gell и 

Cumbs в ответ на ингаляционные грибковые антиге-

ны. Эта иммунологическая теория опирается на ра-

боту Manning S. и Holman M. (1998), которые предло-

жили цикл из начальной антигенной стимуляции, а 

затем реакции гиперчувствительности, в результате 

которой возникает воспаление. В своем эксперимен-

те эти исследователи выявили у 82% больных АМРС 

специфические IgE к Bipolaris spp. Также у этих паци-

ентов была положительная кожная проба с Bipolaris 

spp. Дополнительно авторы сравнивали слизистую 

оболочку 14 пациентов с АМРС и 10 – с хрониче-

ским риносинуситом. В результате, у больных АМРС 

преобладало эозинофильное воспаление, тогда как в 

контрольной группе количество эозинофилов и ней-

трофилов было равным. На основании полученных 

данных сделан вывод, что АМРС не инфекционный, 

а аллергический процесс.

Однако в дальнейших исследованиях, направлен-

ных на изучение патогенеза АМРС, было отмечено, 

что у некоторых пациентов нет атопии. Альтернатив-

ная теория была предложена Ponikau J. c соавторами 

(1999), в которой продемонстрировано присутствие 

микромицетов в околоносовых пазухах у 93% боль-
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ных после оперативного лечения по поводу любой 

формы хронического риносинусита. По данным это-

го исследования, микогенную сенсибилизацию на-

блюдали редко. Встал вопрос: почему у одних паци-

ентов развивается АМРС, а у других нет?

Collins М. и соавторы предложили компромисс-

ную теорию, в которой АМРС представлен как ре-

зультат локальной, а не системной гиперчувстви-

тельности [12]. Данное исследование основывали на 

определении специфических IgE к грибковым анти-

генам в самом муцине. Выявили, что реакция может 

быть полностью локализована в носовой полости и 

околоносовых пазухах без системного участия. Эта 

теория объясняет, что не все пациенты АМРС име-

ют признаки системной аллергии. Наконец, Pant и 

соавторы в своем исследовании показали роль гумо-

рального иммунитета в патогенезе АМРС [13]. Они 

отмечали повышение специфических IgG к грибко-

вым антигенам в аллергическом муцине пациентов с 

хроническим риносинуситом.

Таким образом, наилучшим объяснением патоге-

неза АМРС представляется его многофакторность, а 

дальнейшие исследования в этой области актуальны 

и в настоящее время.

Диагностика.

Диагностику начинают с тщательно собранного 

анамнеза заболевания. АМРС страдают, в основном, 

молодые иммунокомпетентные люди (средний воз-

раст – 22 года). Как правило, это пациенты с хро-

ническим риносинуситом, у которых неэффективно 

стандартное медикаментозное лечение. В анамнезе 

возможны неоднократные хирургические вмеша-

тельства по поводу рецидивов полипоза носа. У 50-

75% таких больных выявляют бронхиальную астму. 

При тяжелом течении заболевания возможно вовле-

чение в патологический процесс структур глазницы 

и полости черепа с развитием экзофтальма и других 

осложнений [9].

В 1994 году Bent J. и Kuhn F. опубликовали свои 

диагностические критерии, которые основывали по 

гистологическим, рентгенологическим и иммуноло-

гическим характеристикам заболевания. 

Таблица

Диагностические критерии Bent и Kuhn, 1994

Большие критерии Малые критерии
1. 1 тип аллергических реакций
2. Назальные полипы
3. Характерные КТ признаки
4. Эозинофильный муцин без инвазии
5.  Положительная кожная проба с 

грибковым антигеном

1. Бронхиальная астма
2.  Односторонний характер по-

ражения
3. Костные эрозии
4.  Выделение культуры микроми-

цетов
5. Кристаллы Шарко-Лейдена
6. Эозинофилия сыворотки крови

В настоящее время  эти критерии можно исполь-

зовать в качестве стандартов диагностики АМРС. 

Для постановки диагноза необходимо, чтобы у паци-

ента присутствовали все большие критерии. Малые 

критерии служат для подтверждения диагноза и мо-

гут быть описаны в отдельных клинических случаях.

При осмотре больных АМРС обычно выявляют 

признаки хронического риносинусита с явлениями 

отека, гиперемию слизистой оболочки и наличие 

полипов. Далее для подтверждения критериев диа-

гностики используют эндоскопические, гистологи-

ческие, микологические (культуральные, микроско-

пические), рентгенографические (КТ и МРТ) и лабо-

раторные методы.

При проведении эндоскопии полости носа и око-

лоносовых пазух выявляют аллергический муцин 

(золотисто-коричневый секрет густой консистен-

ции, напоминающей арахисовое масло). Слизистая 

оболочка околоносовых пазух гипертрофирована 

и полипозно изменена. При АМРС процесс часто 

односторонний. Отметим, что именно уникальный 

аллергический грибковый муцин, а не окружающая 

слизистая оболочка является надежным индикато-

ром болезни. С помощью эндоскопии полости носа 

и околоносовых пазух можно также произвести при-

цельную биопсию патологически измененных тканей 

для дальнейшего гистологического исследования.

Решающее значение для подтверждения диагно-

за имеет гистологическая картина. Выявляют плот-

но спаянные грибковые гифы, окруженные слизью с 

обилием эозинофилов, и кристаллы Шарко-Лейдена, 

что формирует аллергический муцин. При АМРС не 

должно быть инвазии микромицетов под эпителий 

слизистой оболочки. Микроскопическое исследова-

ние мазка из полости носа и околоносовых пазух на-

правлено на  выявление мицелия грибов. При куль-

туральном исследовании происходит окончательная 

верификация микромицетов.

Наиболее информативным методом лучевой диа-

гностики для этой формы хронического риносину-

сита является рентген-компьютерная томография, с 

помощью которой наиболее точно можно идентифи-

цировать массы высокой плотности в просвете пазух, 

а также обнаружить признаки эрозии и деформации 

кости (проптозы). При подозрении на вовлечение в 

процесс структур орбиты или полости черепа прово-

дят МРТ-исследование. Участие костных структур в 

патологическом процессе в 10 раз выше при АМРС, 

чем при других формах хронического риносинуси-

та. Ремоделирование и истончение костных стенок 

устанавливают в большом количестве случаев (до 

56%), чаще на орбите, а затем – в передней, задней 

и средней черепной ямке [14]. Некоторые авторы за-

фиксировали высокий уровень экзофтальма, особен-

но, в педиатрической практике. По данным Campbell 

J., примерно 50% детей, страдающих АМРС, имели 

орбитальные эрозии [15].

Из лабораторных признаков АМРС основными 

являются увеличение количества эозинофилов в пе-

риферической крови, повышение уровня общего IgE, 

выявление специфических IgE и IgG к грибковым ан-

тигенам в сыворотке крови. Уровень общего IgE при 

АМРС обычно высокий и составляет более 1000 ЕД/

мл [10]. В своих исследованиях Mabry R.  и соавторы 

(1998; 2000) обнаружили у больных АМРС сенсиби-



ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ И ОБЗОРЫ

23

лизацию к широкому спектру грибковых и негрибко-

вых аллергенов и подчеркивали, что все больные, как 

правило, страдали атопией.

При проведении кожного тестирования для 

АМРС характерна положительная проба с Bipolaris 

spp., Aspergillus spp. и другими грибковыми аллерге-

нами.

Лечение.

Для выбора правильной тактики лечения нужно 

учитывать все особенности патогенеза АМРС. Опти-

мальная терапия должна включать следующие этапы 

[9]:

- элиминацию аллергена;

-  противоаллергическую терапию (назальные сте-

роиды, антигистаминные препараты);

- оральные глюкокортикостероиды;

-  хирургическое лечение (удаление аллергическо-

го муцина и дренаж синусов);

-  иммунотерапию (направленную на грибковые, 

бытовые, пыльцевые, эпидермальные аллерге-

ны).

Применение комплексного лечения, а именно – 

активной лекарственной терапии в комбинации с хи-

рургическим вмешательством, позволяет добиться 

наилучших результатов и является важным аспектом 

для предотвращения рецидивов заболевания. Лекар-

ственная терапия чаще всего предполагает подготов-

ку к операции.

Хирургическое лечение АМРС направлено на 

удаление аллергического муцина, как антиген-стиму-

лирующего фактора. Ранее традиционные операции 

были более агрессивными, с удалением слизистой 

оболочки. В настоящее время широко применяют 

мало инвазивные способы оперативного лечения. 

Использование современных эндоскопических ме-

тодов для удаления полипов позволяет сохранить це-

лостность невовлеченной в патологический процесс 

слизистой оболочки [16]. К сожалению, даже, несмо-

тря на проведение хирургического вмешательства в 

полном объеме, часто возможен рецидив заболева-

ния. Медленное накопление аллергического муцина 

и грибковых гифов может имитировать инвазию и 

привести к сдавливанию жизненно-важных струк-

тур. Кроме того, развивающиеся носовые полипы 

способствуют искажению анатомии и увеличивают 

риск кровотечений в операционном поле.

Оральные кортикостероиды стали использовать 

для лечения АМРС после их успешного применения 

у больных аллергическим бронхолегочным аспер-

гиллезом. Эффективность оральных кортикостеро-

идов описана в литературе. На фоне их применения 

рецидивы заболевания протекают в более легкой 

форме, увеличивается время между ревизионными 

операциями, уменьшается слизистая оболочка, сни-

жается уровень общего IgE в сыворотке крови [17]. 

Оптимальной дозы кортикостероидов для лечения 

АМРС нет. Обычно назначают преднизолон из рас-

чета 0,5 мг/кг/сут. Рекомендуют предоперационную 

терапию в течение недели для улучшения хирургиче-

ского воздействия и уменьшения кровопотери, затем 

после операции – курс кортикостероидов, продол-

жительность которого, в среднем, составляет один 

месяц. Прерывистая терапия может быть использо-

вана, если пациент переносит ОРВИ. Применение 

топических кортикостероидов без хирургического 

вмешательства является малоэффективным. Обыч-

но их назначают с целью длительной профилактики 

после завершения курса системных кортикостерои-

дов [8-10].

В последние десятилетия иммунотерапию так-

же считают эффективным методом лечения АМРС. 

Впервые Mabry R. и соавторы опубликовали резуль-

таты применения иммунотерапии у больных АМРС 

в 1993 году. Курс начинали через 4-6 недель после 

операции, которая включала полное удаление ал-

лергического муцина для снижения антигенной на-

грузки. На фоне лечения пациенты не нуждались в 

применении оральных кортикостероидов. Однако 

оптимальная продолжительность иммунотерапии в 

настоящее время не определена.

Результаты применения антимикотических пре-

паратов для лечения АМРС в настоящее время не-

многочисленны и противоречивы. Kennedy D. и со-

авторы не выявили улучшения состояния больных 

после перорального приема тербинафина в течение 

6 недель [18]. Некоторые исследователи предлагали 

вводить препараты интраназально [19]. Таким обра-

зом, использование антимикотических препаратов 

при АМРС требует дальнейшего изучения и не мо-

жет быть рекомендовано для широкого применения 

у данной категории больных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
АМРС является относительно новой формой 

хронического риносинусита. Возможность развития 

именно микотического поражения носа и околоно-

совых пазух нужно принимать во внимание при об-

следовании всех пациентов с трудно поддающимися 

лечению риносинуситами. Прогноз заболевания се-

рьезный. Нераспознанный АМРС может вызывать 

значительные повреждения костной ткани, создавая 

изменения лицевого скелета. Присоединение бакте-

риальной инфекции может способствовать разви-

тию внутричерепных и орбитальных осложнений. 

В основе патогенеза лежат IgE-опосредованная ре-

акция (тип I) и возникновение иммунных комплек-

сов (тип Ш). Каскад воспалительных реакций может 

включать в себя ранее не распознаваемый ответ ор-

ганизма на грибковую инфекцию.

В настоящее время наиболее широко признанны-

ми диагностическими критериями являются крите-

рии Bent J. и Kuhn F. Лечение состоит из комбинации 

хирургического вмешательства с оральными корти-

костероидами. Антимикотические препараты в тера-

пии АМРС не используют, хотя и здесь необходимы 

дальнейшие исследования.
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Хронический некротизирующий аспергиллёз лёгких (ХНАЛ)– 

редкое заболевание, составляющее примерно 5% всех случаев 

аспергиллёза лёгких. Одним из факторов риска развития ХНАЛ 

являются хронические заболевания лёгких, в том числе – саркои-

доз. Публикаций по этой теме недостаточно. Мы представляем 

клинический случай развития ХНАЛ у взрослого больного сарко-

идозом. Аспергиллез – наиболее частое инфекционное осложнение 

саркоидоза легких, раннее выявление которого влияет на прогноз 

заболевания и лечение.
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Chronic necrotizing pulmonary aspergillosis (CNPA) is a rare 

disease, constituting approximately 5% from all cases of pulmonary 

aspergillosis. One of the risk factors for the development of CNPA are 

chronic pulmonary diseases, including sarcoidosis. Publications on this 

topic is not enough. We present a clinical case of the CNPA development 

in adult patients with sarcoidosis. Aspergillosis is the most common 

complication of pulmonary sarcoidosis, early detection of which 

influences on the prognosis of the disease and treatment.

Key words: aspergillosis, chronic necrotizing pulmonary 

aspergillosis, sarcoidosis

ВВЕДЕНИЕ

Один из клинико-лабораторных вариантов 

аспергиллеза – хронический некротизирующий 

аспергиллез легких (ХНАЛ), который развивается 

преимущественно у больных с умеренными нару-

шениями клеточного иммунитета (функций фаго-

цитов и Т-клеток), а также может возникать у им-

мунокомпетентных людей [1-3]. Любые нарушения 

архитектоники легочной ткани – наличие полостей, 

бронхоэктазы, фиброз, эмфизема легкого, состоя-

ния после резекции легкого могут предрасполагать 

к формированию аспергиллеза. Публикаций, описы-

вающих развитие аспергиллёза на фоне хронических 

заболеваний лёгких, недостаточно. Мы представля-

ем клинический случай – развитие хронического не-

кротизирующего аспергиллёза у взрослого больного 

саркоидозом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Представлен клинический случай хронического 

некротизирующего аспергиллеза легких, развивше-

гося у пациента на фоне саркоидоза легких. Для по-

становки диагноза аспергиллеза легких использова-

ли критерии, рекомендованные Denning и соавтора-

ми в качестве критериев диагностики ХНАЛ [4]. 

Определение галактоманнана в сыворотке крови 

и промывной жидкости из бронхов (ПЖБ) выпол-

няли двойным иммуноферментным методом (EIA) 

«Platelia Aspergillus». Диагностически значимым 

считали индекс оптической плотности ≥0,5 для сы-

воротки крови и для ПЖБ ≥1,0. Уровень IgG к анти-

генам Aspergillus устанавливали с помощью иммуно-

ферментного анализа с применением тест-системы 

Аспергилл-IgG-ИФА-БЕСТ. 

Также мы провели анализ научной литературы 
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(на ноябрь 2013 г.), представленной в электронных 

базах данных PubMed, Wiley Interscience и на сайте 

www.aspergillus.org.uk. При поиске информации ис-

пользовали следующие ключевые слова: aspergillosis, 

sarcoidosis, chronic necrotizing pulmonary aspergillosis.

Описание клинического случая.
Больной К., 28 лет, госпитализирован в клинику НИИ 

медицинской микологии им. П.Н. Кашкина 12.02.2013 г. с 
жалобами на одышку инспираторного характера, возника-
ющую при ходьбе и усиливающуюся при незначительной 
физической нагрузке, кашель в течение дня с большим 
количеством мокроты бело-желтого цвета и прожилками 
крови, снижение массы тела на 6 кг за последние 3 месяца, 
потерю аппетита, слабость, уменьшение работоспособно-
сти.

Из анамнеза заболевания известно, что в 2006 г. у па-
циента появились нарастающая общая слабость, сниже-
ние массы тела, кашель с мокротой желто-зеленого цвета, 
нарастающая одышка при физической нагрузке и ходьбе. 
02.10.06 г. при амбулаторном обследовании, в связи с по-
явлением острой боли в грудной клетке, выполнили рент-
генографию органов грудной клетки, на которой выявили 
двустороннее очаговое поражение лёгких.

При обследовании в противотуберкулезном диспансере 
(ПТД) в октябре 2006 г. однократно выделили единичные 
кислотоустойчивые микобактерии, которые за весь пери-
од дальнейшего обследования и лечения в ПТД не опре-
деляли. В течение 8 месяцев пациенту проводили спец-
ифическую терапию туберкустатическими препаратами 
без клинического и рентгенологического эффекта. В диа-
гностических целях в апреле 2010 г. выполнили биопсию 
периферического (шейного) лимфоузла. По результатам 
гистологического исследования лимфоузла был диагно-
стирован саркоидоз лёгких.   

В мае 2010 г. больной находился на стационарном лече-
нии в отделении пульмонологии, где проводили дифферен-
циальную диагностику между саркоидозом легких 4 стадии 
и гранулематозом Вегенера. Применяли глюкокортикосте-
роиды (преднизолон – 30-60 мг в сутки, дексаметазон – 12 
мг в сутки в течение 20 дней) и  антибактериальные пре-
параты широкого спектра действия. На фоне лечения от-
мечали положительную динамику – уменьшение одышки, 
слабости, нормализацию массы тела. Пациента выписали 
с диагнозом «гранулематоз неуточненной нозологической 
формы с поражением легких».  Преднизолон в дозе 30 мг в 
сутки больной принимал до июня 2010 г. (2 месяца).

В июне 2010 г. при обследовании в этом же отделении 
методом РНГА 1 выявили титр антител к микобактериям 
туберкулеза: 16 (норма – до 1: 8), ИФА 0,610 (до 0,200), РПГ 
45 (до 17). Однако, при многократном исследовании мо-
кроты и промывной жидкости из бронхов, микобактерии 
туберкулёза не обнаружили, титр антител IgG к Aspergillus 
составил 1:100 (норма – до 1:100). На компьютерной томо-
графии органов грудной клетки (КТ ОГК) от 10.06.2010 г. 
отмечали двусторонние интерстициальные изменения с 
признаками фиброзирования и уменьшения объема верх-
них долей легких. В легких с обеих сторон определялись 
полости неправильной формы. Наблюдали изменение 
их размеров (некоторые полости увеличились, некото-
рые – уменьшились). В одной из полостей (аксилярный 
субсегмент слева) – содержимое мягкотканой плотности, 
округлой формы, размерами 17х14 мм. На основании про-
веденного исследования выставили диагноз: диссемини-
рованный туберкулез легких в фазе распада, хроническое 
течение; вторичное грибковое поражение легких (мицето-
ма в аксилярном субсегменте слева). Для дальнейшего ле-
чения пациента направили в противотуберкулёзный дис-
пансер (ПТД) по месту жительства. 

В июле 2010 г. в ПТД, на основании проведенного об-
следования, диагноз «туберкулёз лёгких» не подтвердили. 
Учитывая появление положительной динамики на фоне 
приема высоких доз глюкокортикоидных гормонов, пред-
положили наличие интерстициального заболевания лег-
ких (саркоидоза) и рекомендовали провести профилакти-
ческий курс изониазидом. В последующие 2 года пациент 
в лечебные учреждения не обращался, лекарственные пре-
параты не получал, но сохранялись слабость, повышение 
температуры до 37,5 ºС, кашель с мокротой.

В сентябре 2012 г. в жалобами на выраженную одыш-
ку при незначительной физической нагрузке, повышение 
температуры до 37,5 ºС, кашель с мокротой, кровохарканье 
больной поступил на отделение пульмонологии. При ис-
следовании мокроты получили однократно рост Aspergillus 
spp., кислотоустойчивые микобактерии (КУМ) не выявили. 
На КТ органов грудной клетки от 04.10.12 г., на фоне ин-
терстициальных изменений, определили полости распада. 
Пациент получал лечение вориконозолом (суточная доза 
не указана) внутривенно капельно, меронемом, левофлок-
сацином, с положительной динамикой в виде нормализа-
ции температуры тела и уменьшения кровохарканья. При 
выписке больному рекомендовали обратиться в НИИ ме-
дицинской микологии им. П.Н. Кашкина.

12.02.13 г. пациент поступил в клинику НИИ медицин-
ской микологии с жалобами на выраженную одышку при 
незначительной нагрузке, повышение температуры до 
37,5 оС, кашель с мокротой, кровохарканье. Общее состо-
яние –средней степени тяжести. Обращала на себя вни-
мание низкая масса тела (ИМТ = 18,28). Кожные покровы 
бледные, чистые, акроцианоз. Перкуторно над лёгкими – 
ясный лёгочный звук. Аускультативно дыхание жесткое, 
ослабленное, в левой верхней доле – бронхиальное, хрипов 
нет. Деформация грудной клетки, втяжение уступчивых 
мест грудной клетки. Частота дыхательных движений – 25 
в мин, частота сердечных сокращений – 95 в мин. Артери-
альное давление – 120 и 80 мм рт. ст.

При обследовании в клиническом анализе крови вы-
явили увеличение СОЭ до 36 мм/час.  Анализ мочи – без 
патологии. В биохимическом анализе крови: повышение 
уровня фибриногена до 5,48 (норма – 2-4 г/л), остальные 
показатели в пределах нормы. Антитела к ВИЧ 1, 2 не об-
наружили. При спирометрии наблюдали снижение ЖЕЛ, 
крайне резкие нарушения бронхиальной проходимости. 
Проба с беродуалом парадоксальная (FVC = 2,96-59%, 
FEV1 = 1,96-46%, прирост FEV1= -1, FVC /FEV1 = 80%, PEF 
=3,95-41%). Фибробронхоскопия – правосторонний гной-
ный эндобронхит.

При многократном культуральном исследовании мо-
кроты и промывной жидкости с бронхов (ПЖБ): микро-
скопия – септированный узкий мицелий, ветвящийся под 
острым углом; посев – рост A. fumigatus. Были выполнены 
тесты на галактоманнан Aspergillus ПЖБ методом Platelia 
(Bio-Rad) – положительный (I=3,35) и на галактоманнан 
Aspergillus в сыворотке крови методом Platelia (Bio-Rad) – 
отрицательный (I=0,16). IgG к антигену A. fumigatus в сы-
воротке крови – положительный, титр 1:800 (норма – до 
1:100). На КТ ОГК от 19.02.13 г.: массивные фиброзные 
изменения, преимущественно верхних и задних отделов 
легких, с формированием воздушных полостей и цилин-
дрических бронхоэктазов. Аспергиллема S6 левого легко-
го. Компенсаторная эмфизема наддиафрагмальных отде-
лов легких. Умеренная внутригрудная лимфоаденопатия 
(Рис.1). 
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Рис. 1. КТ органов грудной клетки от 19.02.13 г.: на фоне 
деформации лёгочного рисунка определяются воздушные 

полости; в полости, расположенной в S6 левого лёгкого, 
сохраняется патологическое образование с прослойкой 

воздуха

С 25.02.13 г. пациент начал прием вориконазола (Vifend) 
в дозе 400 мг/сутки. Продолжительность антимикотиче-
ской терапии – 10 месяцев. На фоне приема наблюдали 
положительную клиническую динамику – уменьшение 
кашля, мокроты, кровохарканья и положительную рентге-
нологическую динамику (Рис.2.).

Рис. 2. КТ органов грудной клетки от 10.12.13 г.: незначи-
тельная положительная динамика; полость, расположен-

ная в S6 левого лёгкого, с патологическим образованием с 
прослойкой воздуха сохраняется

ОБСУЖДЕНИЕ
Аспергиллёз – наиболее распространённый ва-

риант микозов лёгких. Возбудители распространены 

повсеместно. Aspergillus spp. растут в почве, встре-

чаются в строительных материалах, в системе вен-

тиляции зданий, на некоторых пищевых продуктах, 

органических отбросах, гниющих растений и т.д. [1]. 

Спектр заболеваний легких, вызываемых Aspergillus 

spp., варьирует от инвазивного аспергиллеза легких у 

пациентов с выраженными нарушениями иммунного 

ответа до аллергического бронхолегочного аспер-

гиллеза у пациентов с повышенной чувствительно-

стью к антигенам Aspergillus и зависит от состояния 

местной и системной иммунной защиты [1, 2, 4]. 

Хронический некротизирующий аспергил-

лез легких (ХНАЛ, Chronic Necrotizing Pulmonary 

Aspergillosis, СNPA) является хроническим про-

грессирующим процессом с разрушением легочной 

ткани Aspergillus spp. и формированием полостей. 

В отличие от аспергиллемы, для развития ХНАЛ не 

имеет значения наличие уже существующей полости, 

кроме того, при этом виде аспергиллеза нет призна-

ков сосудистой инвазии или диссеминации болезни 

в другие органы [2, 3].

Механизм развития ХНАЛ представлен следу-

ющим образом. У больных с умеренно выраженной 

иммуносупрессией после вдыхания спор может воз-

никнуть инвазия в легочную паренхиму. Эта инва-

зия, в сочетании с действием эндотоксинов и про-

теолитических энзимов, переходит в некроз тканей. 

Некротизированная ткань и грибные элементы сек-

вестируются в новообразовавшуюся полость [1, 2, 

4]. Хронический некротизирующий аспергиллез лег-

ких – относительно редкое заболевание, составляю-

щее примерно 5% всех случаев аспергиллеза легких, 

обычно возникает у людей среднего возраста, муж-

чины болеет чаще женщин [1-3].

Любые нарушения архитектоники легочной ткани 

(наличие полостей, бронхоэктазы, фиброз, эмфизема 

легкого, состояния после резекции легкого) могут 

предрасполагать к развитию аспергиллеза. Это под-

тверждается тем, что большинство больных с ХНАЛ 

имеют заболевания легких в анамнезе – туберкулез, 

ХОБЛ, пневмокониоз, интерстициальную болезнь 

легких, саркоидоз и другие гранулематозные болез-

ни легких (пневмоторакс, буллезная болезнь легких, 

рак, инфаркт легких) [2-4].

Чаще всего (в 4-20% случаев) ХНАЛ развивается 

как последствия перенесенного туберкулеза [2]. Сар-

коидоз является вторым по частоте заболеванием, 

предрасполагающим к возникновению хронического 

аспергиллеза легких [2, 3, 5].

Саркоидоз – системное воспалительное заболе-

вание с преимущественным поражением легких [3], 

которое может осложняться присоединением гриб-

ковых инфекции и развитием ХНАЛ, особенно среди 

пациентов, получающих иммуносупрессивную тера-

пию, что приводит к более тяжелому течению забо-

левания и возрастанию смертности [5-7]. Истинная 

частота развития аспергиллеза легких на фоне сар-

коидоза остается неизвестной и, по данным разных 

авторов, составляет от 2 до 12%. 

Впервые сочетание аспергиллемы и саркоидоза 

было описано Fougner и Gjone в 1958 г. [6]. В 1984 

г. Wollschlager C., Khan F. описали 12 случаев аспер-

гиллеза легких (10 из которых были подтверждены 

серологическими методами) среди 100 больных сар-

коидозом,  что составило 12% [2].

В исследовании, проведенном Pena T. в США за 

период с 2003 по 2010 гг. среди 427 больных с под-

твержденным саркоидозом, было выявлено 10 па-

циентов с заболеваниями легких, вызванными 
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Aspergillus spp., что составило 2,3%. Во всех случаях 

диагноз ХНАЛ был подтвержден в соответствии с 

критериями, предложенными Denning D.W. [4]. 

В то же время, Dominique S. и соавторы показали, 

что, в соответствии с критериями в классификации 

аспергиллеза, случаи ХНАЛ, развившиеся на фоне 

саркоидоза, выявляют довольно редко. В проспек-

тивном исследовании за 7,5 лет среди 122 случаев 

саркоидоза легких отмечали только 3 случая аспер-

гиллеза, что составило 2,5%. Такое различие, с одной 

стороны, можно объяснить влиянием генетических 

факторов окружающей среды в разных группах ис-

следуемых лиц в различных странах, а с другой, быть 

следствием недостаточной диагностики аспергилле-

за легких среди больных саркоидозом. 

Denning D.W. и др. [5] при анализе более 1238000 

случаев саркоидоза по всему миру с 1963 по 2011 гг. 

установили, что ХНАЛ осложнял течение саркоидо-

за в 3-12% случаев. Обобщая эти сведения, авторы 

оценивают частоту развития ХНАЛ среди больных 

саркоидозом равной 6% и предлагают формулу, по 

которой можно рассчитать приблизительное коли-

чество случаев аспергиллеза легких среди больных 

саркоидозом. В соответствии с этим показателем, 

учитывая заболеваемость инвазивным аспергиллё-

зом у больных саркоидозом 1-10 случаев на 100 000 

населения [8], в России должно быть приблизитель-

но 60-600 случаев. 

Некоторые исследователи отмечают, что куре-

ние может предрасполагать к развитию аспергилле-

за легких на фоне саркоидоза, выступая в качестве 

дополнительного фактора, способствующего раз-

витию фиброза легких за счет нарушения мукоцил-

лиарного клиренса и снижению местной иммунной 

защиты [2, 3].

Точные механизмы, лежащие в основе разви-

тия заболеваний легких, вызванных Aspergillus spp., 

среди пациентов с саркоидозом остаются не ясны-

ми. Саркоидоз рассматривают как Т-хелпер (Th1)-

опосредованное нарушение иммунитета, с увеличе-

нием выработки интерферона-γ (IFN- γ), и фактор 

некроза опухоли (TNF-α) в сыворотке крови и БАЛ 

[3]. Эти цитокины (IFN- γ и TNF-α) играют важную 

роль в иммунном ответе против грибковых патоге-

нов, таких как Aspergillus. Пока не выяснили, имеется 

ли у пациентов с саркоидозом, у которых развивает-

ся аспергиллез легких, относительно низкий уровень 

IFN-γ для обеспечения местного иммунитета про-

тив вторжения грибковой инфекции, и какую роль 

играет локальное изменение цитокинов Th1 типа у 

этой группы пациентов в возникновении аспергил-

леза. В научной литературе редко упоминают случаи 

развития инвазивного аспергиллеза, аллергического 

бронхолегочного аспергиллеза (АБЛА), кроме одно-

го случая развития АБЛА после лечения препаратом 

инфлексимаб, что подтверждает нарушение только 

местного иммунного ответа при адекватном систем-

ном иммунном ответе [3, 9, 10]. Однако применение 

глюкокортикостероидов или других иммуносупрес-

сантов у таких пациентов может иметь неоднознач-

ные последствия. С одной стороны, подавление вос-

палительного ответа при саркоидозе препятствует 

формированию фиброза и образованию полостей, с 

другой – способствует прогрессированию аспергил-

леза легких и развитию инвазивного аспергиллеза 

легких [5, 11]. Помимо нарушений местной иммун-

ной защиты, важную роль в формировании аспер-

гиллеза играет выраженность нарушений архитекто-

ники легочной ткани [3, 5]. В подавляющем большин-

стве случаев, аспергиллез легких развивается при IV 

стадии саркоидоза (основной признак – формирова-

ние фиброза) и, хотя формирование полостей не яв-

ляется характерным признаком саркоидоза легких,  

их наличие представляет позднюю необратимую 

стадию заболевания и высокий риск присоединения 

аспергиллеза [6, 7].

При саркоидозе легких, осложненном аспергил-

лезом, клинические проявления определяются фор-

мой аспергиллеза. Так, при развитии хронического 

некротизирующего аспергиллеза обычно появляет-

ся хронический продуктивный кашель, нередко – с 

умеренным или минимальным кровотечением [1], 

зачастую – общая слабость, снижение массы тела. 

Наиболее часто этот вариант аспергиллеза проте-

кает хронически, с периодическими обострениями 

и прогрессирующим нарушением функции легких 

вследствие фиброза [1, 6, 7]. 

При развитии аспергиллемы имеет место дли-

тельный бессимптомный период, но, по мере про-

грессирования, также появляются кашель, кровохар-

канье, субфебрилитет, снижение массы тела [3]. 

Кровохарканье развивается у 3,6% больных сар-

коидозом, и первый случай его возникновения дол-

жен быть поводом поиска инфекции, вызванной 

Aspergillus spp., так как основной причиной разви-

тия кровохарканья у больных саркоидозом является 

аспергиллез (формируется у 90% пациентов с саркои-

дозом, осложненным аспергиллезом легких) и может 

быть жизнеугрожающим состоянием. Смертность от 

лёгочного кровотечения у больных саркоидозом лег-

ких колеблется от 2 до 14% и достигает 26% в случае 

присоединения аспергиллеза [2, 3, 6].

Диагноз ХНАЛ подтверждают при наличии со-

ответствующей клинической картины, данных рент-

генологического исследования легких и результатов 

лабораторных тестов: серологического исследова-

ния о присутствии антигена Aspergillus в бронхиаль-

ном секрете (мокроте, ПЖБ, БАЛ), роста культуры 

Aspergillus в мокроте и ПЖБ, а также при гистоло-

гическом исследовании  на обнаружение элементов 

мицелия гриба в биоптате легких [1, 3-7, 11]. 

В большинстве случаев возбудителем аспергил-

леза у больных саркоидозом является A. fumigatus, 

реже – A. flavus, A. niger, A. nidulans [2, 3, 5]. В мо-

кроте и ПЖБ у пациента выявляли рост культуры A. 

fumigatus. При определении галактоманнана в сыво-

ротке крови получили отрицательные результаты, 

что подтверждено данными исследования Pena T.A., 



КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ

29

согласно которым в 100% случаев при определении 

антигена Aspergillus сыворотки крови были получе-

ны отрицательные результаты. Это проявляется в 

низком диагностическом значении определения га-

лактоманнана у пациентов с саркоидозом. Учитывая 

хронический характер инфекции и тот факт, что при 

саркоидозе не происходит нарушения синтеза анти-

тел, большее значение имеет определение антител к 

антигенам Aspergillus. По данным исследований, бо-

лее чем в 90-95% случаев методы выявления антител 

в сыворотке являются положительными [2]. Однако 

результаты могут быть ложноотрицательными в слу-

чае иммуносупрессии или когда аспергиллез вызван 

видом, отличным от A. fumigatus. У пациента был об-

наружен положительный титр антител Ig G = 1: 800 

(норма – до 1: 100).

Среди методов рентгенологического исследова-

ния наиболее информативным является метод КТ 

ОГК, так как с его помощью можно точно установить 

степень поражения легких, выявить наличие таких 

осложнений, как развитие аспергиллеза легких на 

ранних стадиях, а также он необходим для определе-

ния тактики ведения пациента и оценки эффектив-

ности проводимого лечения в дальнейшем [7, 12]. 

Типичные поражения на КТ чаще отмечают в верх-

них отделах легких, поскольку у пациентов с сарко-

идозом аспергиллез легких развивается преимуще-

ственно в верхних отделах легких, чаще – справа, что 

связано с ингаляционным путем заражения, а также 

с характерным для саркоидоза формированием фи-

броза в верхних долях легких [1-3, 5,7].

Лечение больных аспергиллезом легких на фоне 

саркоидоза до сих пор представляет определенные 

трудности, поэтому необходимо его дальнейшее из-

учение. Лечение аспергиллеза может предупреждать 

деструкцию легочной ткани у больных, которые уже 

имеют нарушения легочной функции, и предупреж-

дать развитие таких осложнений, как легочное кро-

вотечение, спонтанный пневмоторакс [2, 3, 13-15]. 

Вориконазол является препаратом выбора при ле-

чении хронического аспергиллеза в соответствии с 

рекомендациями общества инфекционных болезней 

Америки (IDSA) [2]. В нескольких исследованиях ав-

торы подтвердили, что этот препарат хорошо пере-

носится больными, и с его помощью можно достичь 

значительных результатов. Однако эффективность 

этого лечения, его продолжительность в подгруп-

пе пациентов с саркоидозом не изучали. Предполо-

жительно, длительность приема этого препарата на 

протяжении 6-9 месяцев обеспечивает достаточную 

эффективность [3]. 

Pena с соавторами в 2011 г. отмечали эффек-

тивность применения вориконазола в сравнении с 

итраконазолом в группе пациентов с саркоидозом, 

осложненным аспергиллезом легких. В одном из ис-

следований было показано, что антимикотическая 

терапия может уменьшать активность саркоидоза 

напрямую и может быть более эффективной, чем ле-

чение кортикостероидами, что, возможно, связано 

со способностью вориконазола повышать уровень 

продукции TNF-α в организме и Т-хелперов 1 типа, 

моноцитов in vitro. Кроме того, на сегодняшний день 

обсуждают вопрос о роли микотической инфекции в 

развитии саркоидоза [5, 10, 16, 17].

Несмотря на лечение глюкокортикостероидами, 

прогрессирование саркоидоза может приводить к 

терминальной стадии фиброза легких, что выявляют 

в 10% случаев. Таким пациентам показано проведение 

трансплантации легких, и обычно проводят односто-

роннюю трансплантацию. Однако для пациентов с 

хронической инфекцией легких, такой как аспергил-

лез, а также в случае развития кистофиброза легких 

для снижения риска заражения в период проведения 

иммуносупрессивной терапии необходимо выполне-

ние двусторонней трансплантации легких [15].

Таким образом, в случае выявления фиброзно-

кистозной формы саркоидоза целесообразно про-

водить обследование на наличие присоединившейся 

инфекции, вызванной Aspergillus spp. [3, 5]. Опреде-

ление IgG к Aspergillus у больных c фиброзно-кистоз-

ной формой саркоидоза может быть эффективным 

средством выявления хронического аспергиллеза 

легких и необходимо для принятия решений о воз-

можности применения глюкокортикостероидной 

или другой иммуносупрессивной терапии, а также 

своевременного назначения антимикотиков [5].  

ВЫВОДЫ
1. Легочный фиброзно-кавернозный саркоидоз 

является заболеванием, предрасполагающим к раз-

витию аспергиллеза легких. 

2. С помощью ранней диагностики и адекватной 

терапии аспергиллеза у пациентов с саркоидозом 

легких  можно добиться устойчивой стабилизации 

патологического процесса.
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Криптококковый менингит – тяжелое заболевание, наиболее 

часто развивающееся у ВИЧ-инфицированных лиц. У больных с 

гемобластозами данную патологию наблюдают значительно 

реже. Летальность при криптококковом менингоэнцефалите у 

пациентов с хроническим лимфолейкозом, на фоне проведенной 

антимикотической терапии, составляет 20%. В статье пред-

ставлен краткий обзор литературы и случай успешного лечения 

криптококкового менингоэнцефалита у больного хроническим 

лимфоцитарным  лейкозом.
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цефалит, флуконазол, хронический лимфоцитарный лейкоз
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Cryptococcosis is a serious disease that mostly occurs in HIV-

infected patients. In patients with hematological malignancies 

this pathology observed less frequently. Mortality in cryptococcal 

meningoencephalitis at patients with chronic limfoleukosis against 

the background of antimycotic therapy – 20%. A case of successful 

treatment of cryptococcosis meningoencephalitis in patients with 

chronic lymphocytic leukemia has been presented in the article.

Key words: amphotericin B, chronic lymphocytic leukemia, 

cryptococcosis, fluconazole, meningitis 

ВВЕДЕНИЕ
Криптококкоз – тяжелая оппортунистическая 

инфекция, которая развивается преимущественно у 

больных с Т-клеточным иммунодефицитом. Основ-

ным факторам риска развития этого заболевания 

является СПИД, реже данное осложнение выявляют 

у пациентов, длительно получающих глюкокортико-

стероиды (ГКС) и иммуносупрессоры [1, 2], страда-

ющих острым лейкозом, лимфопролиферативны-

ми заболеваниями, реципиентов органов и тканей. 

Клинические проявления криптококкоза зависят 

от характера и выраженности иммунодефицита. У 

больных СПИД наиболее часто изолированно пора-

жаются ЦНС, легкие, кожа, и затем развиваются дис-

семинированные варианты инфекции с вовлечением 

костей, почек, надпочечников и т.д. [2-4]. Леталь-

ность среди таких пациентов очень высока (40-70%) 

и зависит от степени выраженности иммунодефици-

та [4]. У других категорий пациентов, как правило, 

выявляют криптококковый менингит, иные клини-

ческие варианты менее характерны [4, 5]. Течение 

данной патологии у больных без ВИЧ-инфекции из-

учено недостаточно, публикации немногочисленны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Представлен клинический случай криптокок-

кового менингита у пациента с хроническим лим-

фоцитарным лейкозом. Для постановки диагноза 

инвазивного микоза использовали клинические и 

лабораторные критерии, предлагаемые Европейской 

организацией по изучению и лечению рака (EORTC) 

и группой по изучению микозов (MSG) Националь-

ного института аллергологии и инфекционных забо-

леваний (NIAID) США [6]. 

Мы проанализировали данные из научной ли-
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тературы, представленные в базах PubMed (июнь 

2013 г.), Wiley Interscience (июнь 2013 г.) и Cochrane 

Library (июнь 2013 г.) за последние 20 лет. При поис-

ке информации использовали следующие ключевые 

слова: cryptococcosis, meningoencephalitis, chronic lym-

phocytic leukemia, non- AIDS, without HIV, fluconazole.

Описание клинического случая.
Пациент Ц. 69 лет, болен с октября 2012 г. Из анамнеза 

заболевания известно, что летом 2012 г. появились частые 
рецидивирующие респираторные инфекции, также наблю-
дал снижение массы тела на 5-6 кг за 2 месяца. С октября 
2012 г. было зафиксировано повышение температуры тела 
до 38 оС. Тогда же впервые отмечал нарушения координа-
ции. 

Пациент обратился в поликлинику, где в клиническом 
анализе крови выявили абсолютный лимфоцитоз (общее 
количество лейкоцитов – 20·109/л, лимфоциты – 77%, про-
лимфоциты – 10%, тени Боткина-Гумпрехта). При ком-
пьютерной томографии обнаружили увеличенные лим-
фатические узлы шеи. На основании гистологического и 
иммуногистохимического исследований биоптата лим-
фатического узла и трепанобиоптата костного мозга диа-
гностировали хронический В-клеточный лимфоцитарный 
лейкоз (стадия II – по Rai, B – по Binet). Был проведён 1 
курс химиоиммунотерапии (ХИТ) ритуксимабом и лейке-
раном. 

Несмотря на значительную редукцию опухолевой мас-
сы, улучшения самочувствия после проведения ХИТ не от-
мечали. Только после назначения преднизолона по 10 мг/
сутки наблюдали кратковременную тенденцию к регрессу 
неврологических расстройств. В дальнейшем вновь появи-
лись нарастание шаткости походки, нарушения коорди-
нации, слуховых и зрительных галлюцинаций, участились 
фебрильные подъемы температуры.

На выполненной магнитно-резонансной томографии 
(МРТ) головного мозга: боковые желудочки расшире-
ны, симметричны; субарахноидальные пространства в 
конвекситальных отделах (по лат. convexus – выпуклый) 
значительно, неравномерно расширены; мелкие очаги со-
судистого генеза в субкортикальных отделах обоих полу-
шарий головного мозга; очаг гиперинтенсивного сигнала 
в субкортикальных отделах левой затылочной доли до 4 
мм. Изменения трактовали как лакунарный инфаркт в за-
тылочной доле на фоне дисциркуляторной энцефалопатии. 

Пациент был консультирован неврологом, который 
диагностировал дисциркуляторную энцефалопатию с 
психоорганическим компонентом. Назначенное лечение 
состояло из сосудисто-метаболических препаратов, гало-
перидола, продолжали прием преднизолона. Галлюциноз 
был частично купирован. При отмене преднизолона отме-
чали нарастание явлений энцефалопатии, полиурии. Для 
продолжения лечения пациент был направлен на стацио-
нарное лечение.

В городскую клиническую больницу №31 пациент впер-
вые госпитализирован в декабре 2012 г. с сохраняющимися 
жалобами на выраженную общую слабость, шаткую по-
ходку, нарушение координации движений, снижение слуха, 
тактильные, слуховые и зрительные галлюцинации, рассе-
янность внимания.

При поступлении: общее состояние средней тяжести, 
температура тела – 36,6 оС. Кожа обычной окраски, чистая. 
Видимые слизистые оболочки обычной окраски, чистые. 
Небные миндалины не увеличены. Перкуторно над лег-
кими – ясный легочный звук. Аускультативно – дыхание 
везикулярное, хрипов нет. Частота дыхательных движений 
15 в минуту. Пульс ритмичный, единичные экстрасистолы. 
Тоны сердца звучные. Артериальное давление – 125 и 70 
мм рт. ст. Частота сердечных сокращений – 84 в мин. Язык 

чистый, влажный. Живот при пальпации безболезненный. 
Печень, селезенка и периферические узлы не увеличены. 
Сознание ясное. Ориентирован во времени и простран-
стве, несколько заторможен. Речь правильная. Очаговой 
симптоматики нет.

При обследовании в клиническом анализе крови от 
6.12.2012 г.: Hb. – 90 г/л, эр. – 2,99·1012/л, л. – 4,5·109/л, па-
лочкояд. нейтроф. – 4%, сегментояд. нейтроф. – 9%, лимф. 
– 82%, мон. – 2%, тр. – 183·109/л. 

В биохимическом анализе крови: АЛТ – 20 МЕ, АСТ – 
17 МЕ, билирубин – 15 ммоль/л, глюкоза – 6,8 ммоль/л, 
креатинин – 74 ммоль/л. 

Клинический анализ мочи – без патологии. 
На рентгенограмме органов грудной клетки от 

07.12.2012 г.: легочные поля эмфизематозны.
С учетом нарастающей неврологической симптомати-

ки, была выполнена МРТ головного мозга, где повторно 
выявили признаки смешанной заместительной гидроце-
фалии, очаговые изменения головного мозга дистрофиче-
ского и постишемического характера.

В связи с наличием симптомов поражения ЦНС, 
06.12.2012 г. выполнена люмбальная пункция. Спинномоз-
гова  я жидкость (СМЖ) прозрачная, белок – 0,77 г/л, ци-
тоз – 25,0·106/л (лимф. – 88%, мон. – 3%, макрофаги – 6%, 
нейтроф. – 3%), основной белок миелина – 3,1нг/мл (норма 
до 1). Выявили ликворную гипертензию (27 см вод ст. в по-
ложении лежа).

При микроскопии спинномозговой жидкости обнару-
жили дрожжеподобные клетки – грибы Cryptococcus neo-
formans., криптококковый антиген (Pastorex Crypto-Plus, Bio-
Rad). 

На основании наличия признаков менингоэнцефалита, 
положительного теста «Pastorex Crypto Plus» со СМЖ, а 
также положительных данных при микроскопии и куль-
туральном исследовании СМЖ, пациенту был выставлен 
диагноз: криптококкоз ЦНС (криптококковый менингоэн-
цефалит). Криптококковый менингоэнцефалит осложнил-
ся развитием метаболических нарушений (церебрального 
сольтеряющего синдрома), в связи с чем, в период анти-
микотической терапии, продолжили введение малых доз 
преднизолона до купирования гипонатриемии, стабилиза-
ции осмолярности крови. Начали противогрибковую тера-
пию амфотерицином В в дозе 0,7 мг/кг/сутки. Выполнены 
повторные люмбальные пункции с целью коррекции вну-
тричерепного давления. При повторных серологических  
исследованиях ВИЧ-инфекция была исключена.

По результатам иммунологического исследования 
установили снижение абсолютного числа лимфоцитов – 
1,22·109/л (норма – 1,27-3,26·109/л), снижение абсолютного 
числа Т-хелперов (СD4) – 0,453·109/л (норма – 1,100·109/л) 
и естественных киллеров (СD16) – 0,171·109/л (норма – 
0,400·109/л). 

Были выполнены неоднократно посевы крови и мочи 
на дрожжеподобные грибы – роста не обнаружили. При-
знаков наличия других инвазивных микозов и очагов дис-
семинации не отмечали.

Применение амфотерицина В осложнилось почечной 
недостаточностью, что потребовало коррекции дозы пре-
парата (введение через день), после 2-х недель лечения ам-
фотерицином В. В связи с перстистенцией криптококка, 
был добавлен флуконазол в дозе 800 мг в сутки. Комбини-
рованную терапию проводили 42 дня, до полной санации 
ликвора (отсутствие роста на питательной среде). Затем 
лечение продолжили флуконазолом в дозе 600 мг в сутки 
в течение 6 месяцев. Положительный тест «Pastorex Crypto 
Plus» со СМЖ определялся длительно до июня 2013 г. (пер-
вый отрицательный результат – в сентябре 2013). Общая 
продолжительность антимикотической терапии составила 
222 дня; зафиксировали полную ремиссию криптококково-
го менингоэнцефалита. 
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Криптококкоз – тяжелая оппортунистическая ин-

фекция, распространенность которой все более воз-

растает в последние десятилетия. 

Возбудителем заболевания более чем у 95% па-

циентов являются С. neoformans var. neoformans и С. 

neoformans var. grubii (варианты А, D), которые рас-

пространены повсеместно, сапрофитируют в почве, в ис-

пражнениях птиц, на некоторых растениях [1, 7, 8]. Ин-

фекции, обусловленные С. neoformans var. gattii, рас-

пространены преимущественно в эндемичных суб-

тропических и тропических регионах, в основном, 

у иммунокомпетентных людей. Заражение обычно 

происходит ингаляционным путем. После инкубаци-

онного периода (от нескольких дней до нескольких 

месяцев) возникает поражение легких, затем – ге-

матогенная диссеминация с поражением головного 

мозга и других органов [8, 9]. 

Основным фактором риска развития криптокок-

коза является СПИД [1, 7, 8]. Отметим, что Crypto-

coccus sp. проникают в макроорганизм через дыха-

тельные пути, но у иммунокомпетентных пациентов 

происходит элиминация микроорганизма или воз-

никает бессимптомная колонизация [9, 10]. При раз-

витии иммунодефицитного состояния криптококки 

становятся патогенами. Так, среди пациентов с ВИЧ-

инфекцией с низким уровнем CD4 (до 50-100 клеток 

/ мкл), число заболевших криптококкозом резко воз-

росло до 90% [11]. 

Кроме ВИЧ-инфекции, фактором риска возник-

новения криптококкоза является ятрогенная имму-

носупрессия: применение высоких доз кортикосте-

роидов, препаратов моноклональных антител (эта-

нерцепт, инфликсимаб, алемтузумаб) [12]. Исполь-

зование глюкокортикостероидов необходимо при 

целом ряде заболеваний (коллагенозы), у реципиен-

тов органов и тканей и т.д. Доказано, что длительное 

(более трех недель) применение глюкокортикостеро-

идов в высоких дозах (> 20 мг преднизолона в сутки) 

приводит к снижению активности лимфоцитов [12, 

13]. 

Эти данные подтверждены результатами иссле-

дования, проведенного в НИИ медицинской мико-

логии им. П.Н. Кашкина. Так, в период 2002-2013 гг. 

в Санкт-Петербурге было выделено 118 изолятов 

Cryptococcus neoformans, из них 88% – из материала 

от больных СПИД, 7% – от больных с гемобласто-

зами, 2% – от реципиентов почки (на фоне приема 

ГКС), у 3% – причина не была идентифицирована 

[14].

Заражение обычно происходит ингаляционным 

путем, значительно реже – при травматической им-

плантации возбудителя. Продолжительность инку-

бационного периода точно не установлена. Предпо-

лагают, что она также зависит от степени и скорости 

нарастания иммуносупресии и может составлять от 

нескольких дней до нескольких месяцев. При этом 

первично возникает поражение легких, которое за-

частую не диагностируют, т.к. протекает данное со-

стояние субклинически. Затем, в результате гемато-

генной диссеминации, развивается поражение ЦНС 

и других органов [1, 11, 13].

Основным клиническим вариантом криптокок-

коза является криптококковый менингоэнцефалит 

(70-90% случаев) [2, 3]. Обычно клинические призна-

ки появляются постепенно, но при резко выражен-

ном иммунодефиците, например, СПИД, возможно 

острое начало заболевания, сопровождающееся го-

ловной болью (75-90%), тошнотой и рвотой (30-50%), 

фотофобией и нарушением зрения (20-30%), очаго-

выми неврологическими симптомами и нарушением 

психики и сознания (10-30%). Для криптококкового 

менингоэнцефалита характерно подострое прогрес-

сирующее течение с периодическими обострениями. 

У иммунокомпетентных пациентов это заболевание 

развивается медленно, его часто расценивают как 

идиопатическую гидроцефалию и диагностируют 

поздно [2, 3, 13]. Характерный признак криптококко-

вого менингоэнцефалита – высокое внутричерепное 

давление. Например, у больных СПИД повышение 

давления СМЖ более 250 мм вод. ст. выявляют в 75% 

случаев. Высокое внутричерепное давление являет-

ся основной причиной ранней летальности и сопро-

вождается отеком зрительного нерва, нарушением 

зрения, нарушением слуха, сильной головной болью, 

нарушением сознания и патологическими рефлекса-

ми [11, 13, 15]. У наблюдаемого нами больного также 

признаки поражения ЦНС нарастали постепенно. 

В первые дни после диагностики отмечали высокие 

цифры давления СМЖ (до 270 мм вод. ст.), что по-

требовало проведения повторных «разгрузочных» 

люмбальных пункций.

Основным методом диагностики является вы-

явление Cryptococcus sp. при микроскопии и посе-

ве СМЖ, крови, БАЛ и других субстратах, а также 

определение криптококкового антигена в СМЖ, 

БАЛ, крови. Диагностическая чувствительность 

микроскопии биоматериала с окраской тушью со-

ставляет 40-70%, у больных СПИД вероятность вы-

явления Cryptococcus sp. при микроскопии СМЖ 

выше, чем у пациентов без ВИЧ-инфекции [5, 8, 15, 

16]. На стандартных микологических средах коло-

нии C. neoformans обычно выявляют через 3-10 дней. 

Диагностическая чувствительность посева СМЖ – 

50-70%, но этот метод диагностики требует дополни-

тельного времени [15]. Определение криптококково-

го антигена в СМЖ, БАЛ и сыворотке крови имеет 

важное значение в ранней диагностике криптококко-

за. Показатели специфичности и чувствительности 

стандартных тестов для определения криптококко-

вого антигена (например, Pastorex Crypto-Plus, Bio-

Rad) превышают 90% [15, 16]. 

Лечение проводят в стационаре, после стабилиза-

ции состояния больных его продолжают амбулатор-

но. Основными лечебными мероприятиями являют-

ся антифунгальная терапия (достижение ремиссии и 
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профилактика рецидива), коррекция внутричереп-

ного давления и купирование или снижение выра-

женности факторов риска [17]. 

Выбор и продолжительность применения анти-

микотиков зависят от состояния больного и локали-

зации процесса, а также фармакокинетики и фарма-

кодинамики препарата. Амфотерицин В плохо про-

ходит через ГЭБ, его клиническую эффективность 

при лечении криптококкового менингита объясняют 

высокой концентрацией в воспаленных менингеаль-

ных оболочках, а также фунгицидным действием. 

Липидный амфотерицин В создает низкую концен-

трацию в СМЖ и высокую концентрацию в веществе 

головного мозга. Флуцитозин, флуконазол и вори-

коназол хорошо проходят через гематоэнцефаличе-

ский барьер (ГЭБ). Уровень флуконазола в СМЖ у 

пациентов с грибковым менингитом составляет 52-

85% концентрации в плазме крови, вориконазола – 

около 50%. Кроме того, вориконазол накапливается в  

высоких концентрациях в веществе головного мозга. 

Итраконазол плохо проходит через ГЭБ и создаются 

очень низкие его концентрации в СМЖ [1, 18]. 

При криптококковом менингоэнцефалите в на-

чале лечения назначают фунгицидный амфотерицин 

В в виде монотерапии или в сочетании с флуцитози-

ном, после стабилизации состояния больного, кото-

рое обычно наступает через 2 недели, – флуконазол. 

Применение липидного амфотерицина В способ-

ствует быстрой эрадикации возбудителя из СМЖ, а 

также менее нефротоксично по сравнению со стан-

дартным амфотерицином В. Флуконазол в качестве 

начальной терапии используют только при невоз-

можности применения стандартного или липидно-

го амфотерицина В, поскольку при использовании 

флуконазола эрадикация возбудителя из СМЖ на-

ступает медленнее [17]. Вориконазол назначают при 

неэффективности или токсичности других препара-

тов. При использовании азолов следует учитывать 

возможность лекарственных взаимодействий, в том 

числе снижения эффективности азолов на фоне при-

менения рифампицина, а также повышение токсич-

ности некоторых антиретровирусных препаратов 

Таблица 1

Характеристики криптококкого менингоэнцефалита у разных пациентов с хроническим лимфолейкозом

Публикации
возраст, 

пол
Клиника Лечение ХЛЛ

СМЖ лей-
коциты /

mm3

СМЖ 
белок 
mg/dl

СМЖ 
глюко-
за mg/

dl

СМЖ м/с 
культура

Культура из 
крови

Лечение
Выживае-

мость

Leenders A., et al., 
1995

47лет, 
муж.

Пневмония, через 4 
мес. головные боли  

и лихорадка.

флударабин, 
циклофосфамид + 

преднизолон
64 _ _

микроскопия +, 
C. neoformans

тест поло-
жительный

Амфотерицин В с 
флуцитазином, затем 

–флуконазол
ремиссия

Jégo P.,  et al., 2000
63 года, 

муж.
лихорадка, дезори-

ентация
ПХТ+преднизолон 38 _ _

микроскопия +, 
C. neoformans

_

Амфотерицин В, затем 
- флуконазол всего 7 

недель, после отмены 
препарата –рецидив, 

лечили липидным 
амфотерицином

жив, 
ремиссия

Assing К., et al., 
2003

66 лет, 
муж.

общая слабость, 
головная боль, 

головокружение и 
двоение в глазах

хлорамбуцил + 
преднизолон 15 

мг/сут.
53 14 13

микроскопия +, 
C. neoformans

_
Амфотерицин В, затем 

–флуконазол
жив, 

ремиссия

Ladislav 
Slovacekemail,    

Ladislav Jebavy, 
2007

74 года, 
муж.

ПХТ+преднизолон _ _ _
микроскопия +, 

C. neoformans
тест поло-

жительный
Амфотерицин В умер

Imdad Ahmed, et 
al., 2009

75 лет, 
муж.

эпизод синкопаль-
ных состояний, 
головные боли

ПХТ+преднизолон 38 72 N
микроскопия +, 

Crypto Plus +
_

Амфотерицин В с 
флуцитазином, затем 

– флуконазол

жив, 
ремиссия

Reisfeld – Zadok, 
et al., 2009

78 лет, 
жен.

дезориентация, 
эйфория и эпизоды 

сомнамбулизма

Сочетание 
циклофосфамида 
и преднизолона 
за предыдущие 

6 мес.

175 161 40
микроскопия +, 

C. neoformans
_

Амфотерицин В (1 мг/
кг) 2 недели, затем – 

флуконазол

жив, 
ремиссия

Reisfeld - Zadok et 
al. 2009

82 лет, 
муж.

головная боль и 
небольшое повы-
шение темпера-

туры

длительно -лей-
керан

36 186 7
микроскопия +, 

C. neoformans
_

Амфотерицин В, 
первая доза – липосо-
мальный АмВ, затем 

–флуконазол

жив, 
ремиссия

Oguzhan Sıtkı 
Dizdar , at al., 2012

55 лет, 
муж.

головные боли, 
лихорадка, кашель

Нет. Преднизолон 
в течение двух 
недель (60 мг в 
первые 3 дня), 
затем - 30 мг в 

связи с развитием 
гемолитической 

анемии

20 36 26
тест положи-

тельный
тест поло-

жительный
Амфотерицин В умер

Описываемый 
случай

69 лет, 
муж.

нарушение 
координации, 

тактильные, слухо-
вые и зрительные 

галлюцинации

ритуксимаблейке-
ран, преднизолон

До 112 
(лимф. 
-  86%)

179 7,4
микроскопия +, 

C. neoformans
_

Амфотерицин В, затем 
–флуконазол

жив, 
ремиссия
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[18]. Антифунгальную терапию продолжают до стой-

кого купирования клинических признаков инфек-

ции, устранения или стабилизации радиологических 

признаков, эрадикации возбудителя из СМЖ, крови 

и очагов поражения, а также завершения периода 

выраженной иммуносупрессии. Определение крип-

тококкового антигена не является методом оценки 

эффективности лечения в связи с его длительным 

персистированием в СМЖ и сыворотке крови, даже, 

если оно было успешным. Через 2 недели адекватной 

антифунгальной терапии эрадикацию возбудителя 

из СМЖ отмечают у 60% больных, через 10 недель – 

у 70% [1, 17]. 

У наблюдаемого нами больного лечение также 

проводили в соответствии с международными стан-

дартами [17, 19]. Первично был назначен амфоте-

рицин В, однако в связи с развитием нефротоксич-

ности, потребовалась коррекция дозы и назначение 

комбинированной терапии с флуконазолом, которую 

проводили до полной санации ликвора, что позволи-

ло добиться полного излечения микотического про-

цесса. 

Без терапии летальность при криптококковом 

менингоэнцефалите у больных СПИД достигает 

100%, в период начального лечения умирает 10-25% 

больных, еще 30-60% – в течение первых 12 месяцев 

после лечения. У больных без ВИЧ летальность при 

криптококкозе составляет 20-30% и зависит от сте-

пени иммуносупрессии. Ухудшают прогноз у паци-

ентов без ВИЧ-инфекции продолжение применения 

стероидов и иммуносупрессоров, прогрессирование 

гемабластозов, онкологических процессов, почечная 

или печеночная недостаточность [1, 20, 21].

Мы провели обзор литературы, используя следу-

ющие ключевые слова: cryptococcosis, meningoenceph-

alitis, chronic lymphocytic leukemia, non- AIDS, without 

HIV, fluconazole. За последние 20 лет мы обнаружили 

8 статей, описывающих клинические случаи крипто-

коккового энцефалита у больных хроническим лим-

фолейкозом (табл. 1). 

Проведя анализ публикаций, мы выяснили, что 

все пациенты получали полихимиотерапию и/или 

глюкокортикостероиды. При исследовании СМЖ 

определяли высокое внутричерепное давление, вы-

сокий уровень белка и содержания лимфоцитов. 

Диагноз ставили на основании данных микроскопии 

и культурального исследования. Неблагоприятными 

прогностическими факторами были: высокое вну-

тричерепное давление, низкий уровень глюкозы в 

СМЖ, число лейкоцитов  менее 20 в мл, выделение 

грибов при посеве крови и диссеминация патологи-

ческого процесса.  Также неблагоприятными факто-

рами, влияющими на прогноз заболевания, наши за-

рубежные коллеги считали возраст старше 60 лет и 

наличие психических расстройств у больных.

У наблюдаемого нами пациента к моменту воз-

никновения первых клинических признаков крип-

тококкового менингоэнцефалита химиогормоно-

терапии не проводили. Вероятнее всего, фактором 

риска, в данном случае, являлось само по себе лим-

фопролиферативное заболевание. В диагностике 

криптококкового менингоэнцефалита мы использо-

вали стандартные серологические и микологические 

методы диагностики. Было проведено обследование 

для исключения диссеминации микотического про-

цесса. Согласно  данным из научной литературы, эра-

дикация возбудителя протекала в первые 2-3 недели. 

У наблюдаемого нами больного впервые возбудитель 

перестал выделяться из ликвора спустя 5 недель от 

начала антимикотической терапии. Несмотря на на-

личие целого ряда прогностически неблагоприятных 

факторов (возраст старше 60 лет, абсолютный лим-

фоцитоз, высокое внутричерепное давление, низкий 

уровень глюкозы в СМЖ), своевременно начатая ан-

тимикотическая терапия, коррекция давления СМЖ, 

были достигнуты эрадикация возбудителя и полная 

клиническая ремиссия криптококкового менингоэн-

цефалита. 

ВЫВОДЫ
1. Криптококковый менингоэнцефалит – одна из 

наиболее часто встречающихся клинических форм 

криптококкоза у не-ВИЧ инфицированных больных.

2. Хронический лимфоцитарный лейкоз может 

быть одним из факторов риска развития криптокок-

коза.

3. Проведение адекватной антифунгальной тера-

пии, коррекция внутричерепного давления позволя-

ют сохранить жизнь иммунокомпрометированным 

пациентам. 
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При изучении обсемененности Candida spp. у пациентов с 

acne vulgaris (AV) наблюдали высокую выявляемость патогенов 

этого рода  – 69,05% (у 29 из 42 пациентов) с превалированием C. 

tropicalis – 33,4% и C. albicans – 19,4% соответственно, с высоким 

содержанием (от 14746,8±3958,9 до 40684,2±4465,3 КОЕ/г) Can-

dida spp., что свидетельствовало о развитии дисбиоза кишеч-

ника. Подобная обсемененность отражает грибковую нагрузку в 

организме, что может служить индикатором прогрессирования 

заболевания.
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The condition of contamination by Candida spp. in the patients 

with acne vulgaris (AV) has been studied. As a result of mycological 

research organism in patients with acne vulgaris observed a high 

detection rate of Candida spp. - 69,05% (in 29 of 42 patients) prevaile 

of C. tropicalis – 33,4% and C. albicans – 19.4%, respectively. There 

was high colonization from 14746,8±3958,9 to 40684,2±4465,3 CFU/g, 

which was evidence of the development of intestinal dysbiosis caused by 

Candida spp. Infection of the Candida spp. in the intestine of patients 

with acne extent reflects fungal load in the body that can serve as an 

indicator of the progression of the disease.

Key words: acne vulgaris, Candida species, clinic, IgG subclasses, 

intestine, mycogenic sensibilization 
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ВВЕДЕНИЕ

Из-за неуклонного роста заболеваемости acne 

vulgaris (AV) среди лиц подросткового и молодого 

активного возрастов, хронического, тяжелого те-

чения, резистентности к проводимой базисной те-

рапии, способствующих косметическим дефектам, 

и снижения качества жизни пациентов, необходим 

глубокий подход к изучению патогенетических ме-

ханизмов развития данной болезни. В ее патогенезе 

важное значение придают наследственно обуслов-

ленной гиперандрогении, фолликулярному кератозу, 

нарушениям кератинизации, активации микроорга-

низмов с последующим развитием инфильтративных 

воспалений [1-4]. 

Важным маркером acne vulgaris являются благо-

приятные условия для размножения факультативных 

анаэробов Propionobacterium acnes и P. granulosum, 

которые обнаруживают примерно у 86-93% больных 

[2, 5-7]. Длительная колонизация и персистенция 

этих микроорганизмов на коже способствуют раз-

витию сенсибилизации и рецидивов заболевания. 

Периодический прием антибиотиков (системного и 

местного действия), системных ароматических рети-

ноидов при тяжелых и упорно текущих формах acne 

vulgaris приводят к развитию оппортунистических 

инфекций или сенсибилизации, которые, в свою оче-

редь, усугубляют хроническое течение заболевания 

[2, 6, 7].

Микогенная сенсибилизация у людей занимает 

одно из ведущих мест среди других сенсибилизаций 

микробного происхождения. Она может развивать-

ся как на фоне инвазивного микотического процесса, 

миконосительства, так и при многократном посту-

плении в организм (особенно – через дыхательные 

пути) клеток гриба, их частиц и продуктов метабо-

лизма [2, 7].

Микозы и микогенная сенсибилизация, появля-

ясь на фоне затяжной и хронической патологии, ос-

ложняют основные заболевания кожи, способствуют 

их длительному течению, рецидивированию, порой 

– инвалидизации. В возникновении микотических 

осложнений важную роль играют ятрогенные факто-

ры: применение инвазивных методов диагностики и 

лечения, а также назначение препаратов, снижающих 

функцию иммунной системы, таких как антибиотики 

широкого спектра действия, глюкокортикостерои-

ды, цитостатики [2, 3]. 

В связи с этим, необходимо изучение частоты и 

характера возникновения микогенной сенсибили-

зации, особенностей ее клинического проявления и 

разработки комплексного лечения у пациентов с AV. 

Цель исследования – изучить роль Candida spp. в 

клиническом течении acne vulgaris с учетом иммуно-

логических и микологических данных. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Обследовано 42 пациента с acne vulgaris в возрас-

те от 14 до 31 года (лиц женского пола – 9, мужского 

– 33). В анамнезе обследованных   больных     аллер-

гические заболевания или аллергические реакции на 

пищевые продукты и/или лекарственные препараты 

не выявили. Все пациенты обследованы на глистную 

инвазию.

В клинические исследования входило определе-

ние степени тяжести заболевания с применением 

классификации, предложенной Plewig G. и Kligman 

A.M. в 1994 г. Количественное содержание специфи-

ческих IgG, IgG к антигену Candida albicans, общего 

IgЕ в сыворотке крови выявляли с помощью имму-

ноферментных тест-систем «Вектор-Бест» (Новоси-

бирск). 

Микологические исследования заключались в 

микроскопировании биосубстратов (слизистой обо-

лочки полости рта, кала, кожных чешуек) и культу-

рального исследования с использованием среды Са-

буро, на которую засевали патологический материал, 

затем посевы инкубировали в термостате при +37 
оС в течение 48 часов и проводили учет количества 

дрожжевой биоты (Караев З.О. и др., 1984).

Фекалии (1 г) переносили в пробирку с 9 мл фи-

зиологического раствора NaCL, размешивали, отста-

ивали в течение 5-10 минут для осаждения крупных 

частиц. Из полученного разведения 1:10 готовили 

разведения 1:100, высевая из них по 0,1 мл на агар 

Сабуро в чашках Петри. Затем распределяли нане-

сенную суспензию шпателем и помещали в термостат 

(37 оС).  Учет количества колоний выросшей дрожже-

вой биоты производили в расчете на 1 г фекалий.

Статистическую обработку полученных резуль-

татов выполняли с помощью программы Statistika 

V.55A с использованием критерия Шапиро-Уилка. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Согласно классификации, предложенной Plewig 

G. и Kligman A. M. (1994), у 42 пациентов с AV вы-

делили следующие ее формы: комедоны (comedo 

sou acne comedonica) – у 3 (7,1%), папуло-пустулез-

ную форму (acne papulosa et papulo pustulosa) – у 26 

(61,9%), флегманозную форму (acne phlegmonosa) – у 

8 (19,04%), молниеносные угри (acne fulminans) – у 5 

(11,9%). 

По тяжести заболевания у 10 человек (23,8%) диа-

гностировали легкую степень течения acne vulgaris, у 

15 (35,7%) – среднюю и у 17 (40,5%) – тяжелую. 

В результате микологических исследований уста-

новили высокую выявляемость Candida spp. – в 

69,05% случаев (у 29 из 42 больных): в наибольших 

количествах из кишечника – в 54,7% (у 23 больных) и 

со слизистой оболочки полости рта – в 26,2% (у 11). 

На коже туловища микромицеты не обнаруживали. 

При изучении морфобиологических особенно-

стей Candida  spp. у пациентов с acne vulgaris микро-

скопически наблюдали их почкующиеся формы на 

слизистой оболочке полости рта в 5 случаях. Были 

идентифицированы следующие виды Candida spp.: 

C. tropicalis – 33,4%, C. albicans – 19,4%, C. krusei – 

6,7%, C. glabrata – 4,7%. 

Иммуноферментным анализом (ИФА) титров 

подкласса IgG и IgG к Candida в сыворотке крови 

пациентов с AV обнаружили статистически досто-

верное повышение концентрации всех показателей 

иммуноглобулинов по сравнению с показателями в 

контроле (Р<0,05) (табл.). На наш взгляд, такое рез-

кое повышение концентрации субклассов IgG обу-

словливает напряженность организма к инфильтра-

тивно-воспалительному процессу. 

Таблица 

Некоторые показатели гуморального звена 

иммунитета (субклассов IgG, IgG к Candida, общего 

IgE) в сыворотке крови и обсемененности кишечника 

Candida spp. у пациентов с acne vulgaris (М+м) мг/мл

подклассы IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgE
IgG 

Candida
кал

Здоровые
N=15

2,4±
0,3

1,4±
0,3

0,6±
0,1

0,004± 
0,002

27,5± 
6,8

0,2± 0,03 502± 39,1

Легкая
степень
N=11

6,03±
0,1*

3,1±
0,08*

1,2±
0,07*

0,9±
0,05*

147,3± 
9,7*

0,4± 0,04*
14746,8±
3958,9*

Средняя ст. 
N=10

5,6±
0,3*

3,08±
0,1*

0,9±
0,07*

0,7±
0,08*

164,4± 
12,2*

0,5± 0,08*
36110±
8253,3*

Тяжелая ст.
N=13

5,2±
0,3*

2,6±
0,1*

1,09±
0,06*

1,02 
±0,03*

142,6± 
6,4*

0,3± 0,07*
40684,2±
4465,3*

* - показатель достоверности по отношению к показате-
лям контрольной здоровой группы ( Р<0,05). 

Для пациентов с тяжелой степенью течения acne 

vulgaris было характерным образование более 25 па-

пулезных и пустулезных элементов на коже тулови-

ща, плотных узелковых элементов инфильтрирован-

ного характера; уровень IgG1 в 2,2 раза возрастал по 

сравнению с показателями, выявленными у здоро-

вых лиц (Р<0,05). 

У пациентов с легкой степенью течения заболева-

ния отмечали наличие кoмедонов и узелков воспали-

тельного характера в количестве менее 10; титр IgG1 

возрастал в 2,5 раза, IgG2 – в 2,2 раза, IgG3 – в 2 раза 

и IgG4 – в 225 раз (Р<0,05). Такую же тенденцию на-

блюдали и в группе пациентов со средней степенью 

тяжести течения AV (Р<0,05).

При микологических исследованиях кала на на-

личие Candida spp. обнаружили его повышенную 

колонизацию. Так, у пациентов с легкой степенью 

течения AV обсемененность кишечника Candida 

spp. составила 14746,8±3958,9 КОЕ/г, что в 29,4 раза 

превышало показатели, выявленные у здоровых лиц 

(P<0,05). Тогда как у больных со средней и тяжелой 

степенью AV обсемененность кишечника возрастала 

в 71,9 раз и 81,04 раз соответственно. 

Отметим, что при исследовании уровня IgG к 

Candida у пациентов с AV отмечали его повышение в 

статистических достоверных показателях по сравне-

нию с группой здоровых лиц (Р<0,05) (табл.).

Из полученных данных следует, что у пациентов 

с acne vulgaris развивался дисбиоз кишечника, обу-
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словленный Candida spp., и имела место повышенная 

чувствительности организма к Candida spp. На осно-

вании высоких показателей IgG4 можно говорить о 

развитии грибковой сенсибилизации, что связано с 

высоким уровнем общего IgЕ (P<0,05). 

Для клинического течения AV с микогенной сен-

сибилизацией был характерен полиморфизм кожных 

высыпаний, т.е. на фоне угревых высыпаний отмеча-

ли наличие эритематозно-сквамозных и папулезных 

высыпаний на коже лица, грудной клетки, межлопа-

точной области, сопровождающиеся зудом. 

Изучение количественной характеристики Can-

dida spp. в кишечнике представляет большой ин-

терес в плане прогнозирования степени тяжести 

клинического течения acne vulgaris. Метод миколо-

гического исследования кала информативен, более 

специфичен, представляет состояние дисбиоза, обу-

словленного Сandida spp. в кишечнике больного, об-

условливает достоверную информацию о грибковой 

нагрузке организма и может являться как диагности-

ческим, так и прогностическим критерием оценки 

степени тяжести клинического течения заболевания. 

Таким образом, исследование содержания Can-

dida spp. в кишечнике у пациентов с acne vulgaris от-

ражает грибковую нагрузку в организме, что может 

служить индикатором прогрессирования заболева-

ния и поводом к разработке своевременной тактики 

комплексного противогрибкового лечения. 
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Обследовали 60 пациентов (10 мужчин и 50 женщин) с болез-

нью Крона, средний возраст – 39,13±0,15 лет. Проанализировали 

клинические проявления заболевания, применяя стандартный 

опросник, рассчитывали индекс активности заболевания (индекс 

Беста), проводили микробиологический анализ кала на дисбиоз. 

Candida spp. идентифицировали с помощью хромогенных сред, 

изучали адгезивные свойства грибов с определением среднего 

индекса активности. У 24 пациентов с болезнью Крона выяви-

ли избыточный рост Candida spp. в кале, у всех больных форма 

существования дрожжевых микромицетов была определена как 

неинвазивный кандидоз кишечника. Наблюдали достоверно более 

частую встречаемость симптомов кишечной диспепсии и увели-

чение индекса Беста у пациентов с избыточным ростом грибов в 

кишечнике. Установлено, что у пациентов с болезнью Крона име-

ет место нарушение композиции фекальной биоты с угнетением 

облигатной микробиоты и ростом условно-патогенных микро-

организмов и их ассоциаций. 

Ключевые слова: болезнь Крона, Candida spp., кишечная ми-

кробиота, неинвазивный кандидоз кишечника, условно-патоген-

ные микроорганизмы
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Examined 60 patients (10 men and 50 women) with Crohn’s 

disease, with an average age 39,13±0,15 years. Analyzed the clinical 

manifestations of the disease using a standard questionnaire, calculated 

the index of disease activity index (Best), conducted microbiological 

fecal dysbiosis. Candida spp. identified using a chromogenic media, 

studied the adhesive properties of fungi with the definition of the index 

average activity. In 24 patients with Crohn’s disease have revealed the 

overgrowth of Candida spp. in feces. In all patients form of existence 

of yeast micromycetes was defined as a non-invasive candidosis of 

intestine. Significantly more frequent occurrence of intestinal dyspepsia 

symptoms and the increase of the index Besta in patients with excessive 

growth of fungi in the intestine have been observed. It was found that 

at patients with Crohn’s disease was a violation of the composition of 

the fecal biota with the oppression of obligate microbiota and rise of 

conditionally pathogenic microorganisms and their associations.

Key words: Candida spp., conditionally pathogenic microorgan-

isms, Crohn’s disease, intestinal microbiota, non-invasive candidosis of 

intestines

ВВЕДЕНИЕ

Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК) 

– язвенный колит (ЯК) и болезнь Крона (БК) проте-

кают тяжело и характеризуются рецидивирующим 

течением.

В настоящее время полагают, что при ВЗК в па-

тогенезе заболеваний имеют значение комплексные 

взаимоотношения между генетическими, микроб-

ными факторами, факторами окружающей среды, 

которые могут способствовать постоянной акти-

вации иммунной системы слизистых оболочек, при 

этом интестинальная микробиота является важным 

этиологическим звеном патогенеза при данных па-

тологических состояниях [1]. Ныне концепцию о ми-

кробном факторе, как одном из факторов патогенеза 

ВЗК, поддерживают большинство исследователей [2-

4]. Полагают, что изменения в микробиоте толстой 

кишки ухудшают течение основного заболевания, 

способствуют более частым рецидивам и развитию 

осложнений [5-7]. К сожалению, несмотря на все уси-

лия, прилагаемые в этом направлении, и совершен-

ствование методов идентификации микроорганиз-

мов в последние годы, конкретный специфический 

агент или группа агентов, вызывающих заболевание, 

не идентифицированы. 

В многочисленных экспериментальных работах 

на лабораторных животных ученые полностью под-

держивают точку зрения о том, что при ВЗК имеет 

место генетически детерминированная нарушенная 

регуляция иммунного ответа слизистой оболочки 

кишечника на антигены нормальной микробиоты [2]. 

Доказано, что воспалительные изменения слизистой 
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оболочки при ВЗК у животных возникают только при 

наличии бактериобиоты в просвете кишки [8], а изъ-

язвление слизистой оболочки невозможно в услови-

ях стерильного пищеварительного тракта. 

В ряде работ было установлено, что у больных с 

ВЗК уменьшается количество адгезированных пред-

ставителей Bifidobacterium spp. в участках с изме-

ненной слизистой оболочкой [6, 9], а у пациентов 

с БК уменьшается и количество представителей 

Lactobacillus spp. как в измененных, так и в неизме-

ненных участках, при этом количество адгезирован-

ных бактерий снижается при прогрессировании про-

цесса [10]. Количество лактобацилл и бифидобакте-

рий уменьшается при ВЗК и в составе «просветной» 

микробиоты. C. Neut и соавт. [11] при исследовании 

состава микробиоты толстой кишки у пациентов с БК 

выявили увеличенное количество агрессивных бак-

терий, таких как Bacteroides spp., Escherichia coli, с из-

мененной ферментативной активностью, уменьшен-

ное количество Lactobacillus spp. и Bifidobacterium 

spp. и возрастание представителей рода Enterococcus 

[6, 9]. 

Влияние усиленной пролиферации Candida spp. 

в кишечнике на течение ВЗК масштабно не изучали. 

Опубликованы работы как подтверждающие [7], так 

и опровергающие [12] факт более частого выявления 

этих грибов у больных с ВЗК, чем у пациентов груп-

пы контроля, и более частой колонизации Candida 

spp. слизистой оболочки кишечника в активной фазе 

болезни и при длительном течении заболевания. 

А. Kalkanci и соавт. [13] установили, что у пациентов 

с воспалительными заболеваниями кишечника, при 

исследовании ПЦР ДНК с праймерами PCon1, PCon2 

и PspA2, в биоптатах кишечника чаще регистрирова-

ли данные гены (по сравнению с лицами в контроль-

ной группе), но уровень специфических противо-

кандидозных IgM и IgG антител в сыворотке крови в 

данных группах статистически значимо не различал-

ся. Другие авторы [14] выявили, что Candida albicans 

продуцирует маннозилтрансферазу – фермент, кото-

рый катализирует реакцию синтеза олигоманнана у 

Saccharomyces cerevisiae, в зависимости от благоприят-

ных условий роста колоний. Антитела к олигоманноз-

ной последовательности α-1,3-маннана и терминаль-

ным дисахаридом в клетках Saccharomyces cerevisiae 

(ASCAs) являются маркером болезни Крона. Маннан 

S. cerevisiae, который экспрессирует эти гаптены, ис-

пользуется для определения ASCA, но точный имму-

ноген ASCA не известен. А. Standaert-Vitse и соавт. [15] 

обнаружили способность C. albicans экспрессировать 

ASCA эпитопы, подобные S. cerevisiae, на маннопро-

теинах. При улучшении условий для роста дрожжевых 

микромицетов, маннан C. albicans способен мимикри-

ровать под маннан S. cerevisiae, который играет роль в 

патогенезе БК. Данным фактом подтверждена гипоте-

за, что C. albicans является одним из нескольких им-

муногенов ASCA и, возможно, источником иммунного 

ответа при БК [14, 15]. В настоящее время авторы ги-

потез о развитии ВЗК не исключают, что данное за-

болевание является результатом дефектного иммун-

ного ответа на микробиоту кишечника, в том числе 

– на персистирующие дрожжевые микромицеты.

С учетом вышеизложенного, мы изучали взаимос-

вязи клинических проявлений и микробиологиче-

ских характеристик кишечной биоты при болезни 

Крона, оценили частоту выявления Candida spp. и их 

адгезивных свойств при данной патологии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Под наблюдением находились 60 пациентов с БК, 

средний возраст составил 39,13±0,15 года, продол-

жительность болезни – 3,58±0,85 года. Диагноз БК 

был подтвержден клиническими, инструменталь-

ными и гистологическими методами. У 14 (23,3%) 

пациентов процесс был локализован в тонкой кишке 

(терминальный илеит), у 45 (75%) – в тонкой и тол-

стой кишках, у одного (1,7%) – только в толстой киш-

ке. Внекишечные проявления БК отмечали у 24 (40%) 

больных. Наиболее часто имели место явления ар-

трита – у 12 (20%) человек. 

Были сформированы группы пациентов с БК 

Csp– и Csp+, в зависимости от уровня пролиферации 

Candida spp. в кишечнике, выявленных при бактери-

ологическом исследовании фекалий. Группу Csp+ со-

ставили 24 больных (6 мужчин, 18 женщин), у кото-

рых пролиферация колоний Candida spp. в кале была 

более 3 –lg КОЕ/г фекалий. В группу Csp+ вошли 36 

пациентов с БК (4 мужчины, 32 женщины), у которых 

при микробиологическом анализе кала Candida spp. 

не выявляли или они не превышали 3 –lg КОЕ/г фе-

калий.

Методы исследования пациентов: стандартный 

опрос, оценка индекса клинической активности бо-

лезни Крона (ИКАБК), клинический, биохимический 

и иммунологический анализы крови, анализы мочи 

и копрограммы, фиброколоноскопия, микробиоло-

гическое исследование кала на дисбиоз и выявление 

адгезивной способности Candida spp. к эпителию 

слизистой оболочки. 

Материалом для исследования на дисбиоз и вы-

деления Candida spp. были фекалии. Посевы на 

плотные среды проводили по методу Gold; на полу-

жидкие среды однорядным титрационным методом 

[16]. Результаты оценивали в соответствии с норма-

тивами отраслевого стандарта «Протокол ведения 

больных. Дисбактериоз кишечника» [17]. Candida 

spp. до вида идентифицировали с помощью хромо-

генных сред HiCrome Candida Differential Agar Base, 

Modified M1456A производства «HiMedia» (Индия). 

Для определения адгезии Candida spp. к клеткам 

эпителия использовали методику А.Г. Бойцова [18]. 

Адгезию Candida spp. осуществляли на эпителиаль-

ные клетки больных, у которых и были выделены 

данные микроорганизмы. В каждом препарате ана-

лизировали не менее пяти эпителиальных клеток. 

Результат, называемый средним индексом адгезии 
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(СИА), выражали в виде среднеарифметического 

числа адгезированных микроорганизмов на одной 

эпителиальной клетке. Интенсивность адгезивной 

активности Candida spp. подразделяли на 3 степени. 

Низкой считали степень адгезии при прилипании 1-5 

клеток гриба на одну эпителиальную клетку, СИА от 

1 до 5 адгезированных клеток Candida (АКС); сред-

ней – при выявлении СИА от 5 до 10 АКС на одной 

эпителиальной клетке, высокой – при СИА > 10 АКС 

на одной эпителиальной клетке. 

Для оценки клинических проявлений БК исполь-

зовали ИАБК по Бесту (CDDAI) (1976) и производи-

ли по стандартной шкале с учетом таблиц идеально-

го веса. 

Все клинические и лабораторно-инструменталь-

ные показатели были адаптированы для математи-

ческой обработки с применением методов статисти-

ческого анализа. Использовали пакет прикладных 

программ StatSoft (версия Statistica 8.0) для Windows. 

Критический уровень значимости (р) нулевой стати-

стической гипотезы принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
У пациентов группы Csp+ количество Candida 

spp. в посеве кала составило 5,83±0,67 –lg КОЕ/г; пре-

обладали C. albicans – у 14 (58,3%) из 24 человек, у 10 

(41,2%) больных выявили не-albicans виды Candida. 

У пациентов с БК с избыточным ростом дрожжевых 

грибов в кишечнике наблюдали высокие уровни ад-

гезии клеток грибов, выделенных из кала, к клеткам 

буккального эпителия и клеток грибов, выделенных 

из кала, к клеткам кишечного эпителия (табл. 1). 

Таблица 1

Результаты микробиологического исследования 

фекалий на Candida spp. у пациентов группы Csp+

Показатель
Частота выявления, фекалии 

(n=60)
Частота выявления Candida spp., абс. (%) 24 (40)

Виды Candida spp., абс. 
(%)*

C. albicans 14 (58,3)
C. tropicalis 6 (25)
C. glabrata 4 (16,7)
C. krusei 0

Выявление двух видов грибов 0
Характеристика выявленных Candida spp. и их адгезии

Количество Candida spp., –lg КОЕ/г, M±s 5,83±0,67
СИА, буккальный эпителий, АКС 12,28±0,17
СИА, кишечный эпителий, АКС 13,25±0,17

Количество выявленных в кале Candida spp. 

в группе пациентов Csp– составило 1,76±0,59 –lg 

КОЕ/г (различия между группами Csp+ и Csp– по ко-

личеству обнаруженных грибов статистически зна-

чимы, p<0,001).

У пациентов группы Csp+ чаще, чем в группе 

Csp–, отмечали появление таких симптомов, как 

кожный зуд (р<0,01), опрелости различной локализа-

ции (паховая зона, зона под грудными и молочными 

железами, зона анального сфинктера) (р<0,05), лож-

ные позывы на дефекацию (р<0,01), патологические 

примеси в кале (p<0,05), неполное опорожнение киш-

ки (p<0,01) (Рис. 1). В группе Csp+ больные отмечали 

более частый стул (65,7±11,2 раза в неделю), чем в 

группе Csp– (24,3±4,7 раза в неделю, р<0,001), и бо-

лее частые эпизоды послаблений стула. Пациентов 

в группе Csp+ чаще беспокоили вздутие живота, ур-

чание в животе, повышенное газообразование, чем в 

группе Csp–, но эти различия не были статистически 

значимы.

 Candida  ≤103 КОЕ/г фекалий        Candida ≥103 КОЕ/г фекалий   

Рис. 1.  Частота симптомов кишечной диспепсии у пациен-
тов с болезнью Крона с низким и высоким уровнем 

Candida spp. в кале

У больных группы Csp+ ИАБК был статистически 

значимо выше, чем в группе Csp- (297,2±30,6 против 

215,2±28,9 балла соответственно, р<0,05), при этом у 

лиц с БК выявили устойчивые и, в высшей степени, 

достоверные прямые корреляционные связи между 

величиной ИАБК и количеством Candida spp. в ки-

шечнике (r=0,627 p=0,004), что представляло значи-

мость клинических проявлений основного заболева-

ния при диагностике кандидоза кишечника. 

У всех пациентов с БК в микробиологическом 

анализе кала имели место признаки нарушений со-

става фекальной микробиоты, проявляющиеся глу-

боким угнетением представительства облигатной 

составляющей микробиоты и значительной проли-

ферации представителей-комменсалов. Изменения 

облигатной составляющей микробиоты характери-

зовались снижением количества бифидобактерий, 

лактобацилл, бактероидов, кишечной палочки с 

нормальной физиологической активностью. У паци-

ентов с БК обнаружили признаки дисбаланса в со-

ставе Escherichia coli, увеличение представительства 

УПМ. У пациентов группы Csp+ чаще, чем в группе 

Csp-, отмечали снижение количества лактобацилл 

(у 54,7% человек в группе Csp+ и у 16,7% – в груп-

пе Csp–, р<0,01) и энтерококков (у 33,3% – в группе 

Csp+ и у 11,1% – в группе Csp–, р<0,05) (табл. 2). Были 

установлены обратные корреляции между степенью 

адгезии клеток грибов, выделенных из кала, к клет-

кам кишечного или буккального эпителия и количе-

ством Lactobacilli (r=-7458, p=0,008) и Bifidobacteria 

(r=-0,9518, p=0,001).
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Таблица 2

Частота нарушений микробиоты толстой кишки у 

пациентов с БК с разным уровнем пролиферации 

дрожжевых грибов 

Показатель
Частота, абс. (%)

χ2 pгруппа Csp–
(n=36)

группа Csp+ 
(n=24)

Bifidobacterium spp. 36 (100) 24 (100) –
Lactobacterium spp. 6 (16,7) 13 (54,7) 9,35 <0,01
Bacteroides spp. 36 (100) 24 (100) –
E. coli с норм. ФА 26 (72,2) 20 (83,3) 0,993 >0,05
E. coli со сниж. ФА 31 (86,1) 16 (66,7) 3,2 >0,05
Enterococcus spp. 4 (11,1) 8 (33,3) 4,44 <0,05
Гемолитические микроорга-
низмы

4 (11,1) 6 (25) 2 >0,05

S. aureus 4 (11,1) 3 (12,5) 0,027 >0,05
Candida spp. 0 24 (100) – –
S. еpiderm. или S. saproph. C101 2 (5,56) 2 (8,33) 0,179 >0,05
УПМ (без дрожжевых грибов) 24 (66,7) 15 (62,5) 0,109 >0,05

По данным микробиологического исследования 

фекалий, у пациентов с БК более чем в 1/3 случаев 

наблюдали ассоциации представителей УПМ, в том 

числе устойчивые ассоциации Enterobacter spp. и 

Candida spp., Staphylococcus spp. и Candida spp.

Представители УПМ в кале и ассоциации раз-

личных представителей УПМ у пациентов с БК 

группы Csp+ обнаруживали статистически зна-

чимо чаще, чем у пациентов, у которых пролифе-

рация дрожжевых грибов была низкой (р<0,01). 

Установлены прямые корреляции между количе-

ством Сandida spp. и количеством гемолитических 

микроорганизмов (r=0,9096, p<0,001), Enterobacter 

agglomerans (r=0,9099, p=0,02), S. еpidermalis or S. sap-

rophytic C101 (r = 0,9980, p = 0,039). При этом вели-

чина адгезии Сandida spp. зависела от наличия тех 

или иных патогенов в кишечнике – у пациентов с БК 

выявили прямую связь адгезивных свойств дрож-

жевых микромицетов с количеством S. еpidermalis 

или S. saprophytic C101 (r=0,9502, p=0,002), S. aureus 

(r=0,9952, p=0,009). 

Обращало на себя внимание, то что адгезивные 

свойства не-albicans видов Candida не только были 

сходными с C. albicans, а возрастали в присутствии 

различных представителей УПМ, таких как S. aureus, 

Enterobacter amnigenus, S. еpidermalis или S. saprophyt-

ic C101 и др., а адгезия C. glabrata и C. tropicalis уве-

личивалась при наличии в составе Corinebacter spp.

Для наиболее полного объяснения статистиче-

ского показателя дисперсии целевой переменной 

«содержание Candida spp. в кишечнике», по данным 

множественного регрессионного анализа, для БК на 

кафедре пропедевтики внутренних болезней СЗГМУ 

им. И.И. Мечникова была разработана следующая 

модель:

Y = -10,03 + 1,49Х1 + 0,06Х2 + 1,33Х3 – 1,43Х4 +5,23Х5 –
– 0,53Х6 + 2,57Х7 + 1,32Х8 + 1,51Х9 + 0,77Х10,

где: Y – содержание грибов рода Candida в ки-

шечнике, –lg КОЕ/г;

Х1 – ложные позывы на дефекацию (0 – нет, 1 – 

есть);

Х2 – частота стула, количество раз в неделю;

Х3 – боли в животе (0 – нет, 1 – слабые, 2 – уме-

ренные, 3 – сильные);

Х4 – количество эритроцитов в периферической 

крови, абс. (1012/л);

Х5 – количество моноцитов в периферической 

крови, абс. (109/л);

Х6 – уровень α2-глобулинов в периферической 

крови, г/л;

Х7 – уровень триглицеридов в периферической 

крови, ммоль/л;

Х8 – количество переваренных растительных во-

локон в кале (0 баллов, 1 балл, 2 балла, 3 балла);

Х9 – наличие лимфоидных фолликулов при гисто-

логическом исследовании биоптатов (0 – нет, 1 – да), 

–lg КОЕ/г кала;

Х10 – содержание Enterobacter agglomerans в кале, 

–lg КОЕ/г.

Использование данной статистической модели 

необходимо для получения доказательства причин-

но-следственной связи между наличием микроорга-

низмов и клиническими признаками заболевания.

Согласно полученным данным, при возрастании 

частоты ложных позывов на дефекацию, повышении 

интенсивности болей в животе и частоты обнаруже-

ния лимфоидных фолликулов при гистологическом 

исследовании биоптатов из кишечника, увеличении 

частоты стула в неделю, количества моноцитов и 

триглицеридов в крови, переваренных волокон рас-

тительной клетчатки в кале и количества Enterobacter 

agglomerans, выявленных при микробиологическом 

исследовании кала, содержание Candida spp.  в ки-

шечнике у пациентов с БК возрастало, в то время как 

при повышении уровня эритроцитов и уровня α2-

глобулинов содержание дрожжевых микромицетов 

снижалось.

ОБСУЖДЕНИЕ
Кандидоз кишечника – поражение его слизистой 

оболочки Candida spp., протекающее чаще как не-

инвазивный дисбиотический процесс и реже – как 

инвазивное микотическое поражение. «Конфликт» 

между факторами патогенности гриба и факторами 

антифунгальной резистентности приводит к разви-

тию той или иной формы кандидоза. По-видимому, 

развитию собственно патологического воздействия 

грибов предшествует колонизация слизистой обо-

лочки. По результатам анализа кандидоза кишечни-

ка, проведенного у пациентов с БК, можно сделать 

заключение о неравнозначности вклада Candida spp. 

в развитие, течение и исход изучаемой патологии. 

Не вызывает сомнения, что сложные механизмы ре-

гуляции симбиоза прокариотических и эукариоти-

ческих клеток оказывают существенное влияние на 

процессы размножения, существования и избыточ-

ного роста клеток-симбионтов. По данным, полу-

ченным в результате исследования спектра УПМ и 

их ассоциаций у пациентов с БК, установили, что 

роль коммуникаций микроорганизмов в кишечни-

ке может быть более весомой и патогенетически 



44

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2013, Т.15, №4

значимой, чем предполагают. При этом действие 

на эукариотические клетки оказывают не только 

живые активные клетки симбионтов. На процессы 

жизни могут влиять метаболиты микроорганизмов-

симбионтов, в т.ч. Candida spp. Из этого следует, что 

микробиота хозяина и, прежде всего, микробиота 

пищеварительного тракта, может являться первич-

ной мишенью воздействия физических, химических, 

биологических агентов, поэтому необходимо  ее де-

тальное изучение. 

ВЫВОДЫ
1. Для пациентов с БК и нарушением состава ми-

кробиоты кишечника характерно увеличение пред-

ставительства условно-патогенных микроорганиз-

мов и их консорциумов на фоне снижения облигат-

ной составляющей микробиоты.

2. У пациентов с БК частота выявления избыточ-

ной пролиферации Candida spp. в кишечнике дости-

гает 40%, при этом дрожжевые микромицеты облада-

ют высокими агрессивными свойствами, и наиболее 

вероятной формой взаимодействия их с макроорга-

низмом является неинвазивный кандидоз кишечни-

ка. 

3. При избыточной пролиферации Candida spp. в 

кишечнике  у пациентов с БК имеет место усугубле-

ние клинической картины заболевания.

ЦИТИРОВАННАЯ ЛИТЕРАТУРА 
1. Endo K., Shiga H., Kinouchi Y. , Shimosegawa T. Inflammatory bowel disease: IBD // Rinsho Byori. – 2009. – Vol. 57. – 

P. 527-532. 
2. Farrell R.J. Microbial factors in inflammatory bowel disease // Gastroenterol. Clin. North. Am. – 2002. – Vol. 31, №1. – 

P. 41-62. 
3. Perencevich M.,  Burakoff R. Use of antibiotics in the treatment of inflammatory bowel disease // Inflammat. Bowel Dis. – 

2006. – Vol. 12, №7. – Р. 651-64. 
4. Tamboli C.P., Neut C. , Desreumaux P., et al.  Dysbiosis in inflammatory bowel disease // Gut. – 2004. – Vol. 53. – P. 1-4. 
5. Sokol H., Seksik P.  , Rigottier-Gois L.,  et al.  Specificities of the fecal microbiota in inflammatory bowel disease // In-

flamm. Bowel. Dis. – 2006. – Vol. 12. – P. 106-111. 
6. Seksik P., Sokol H., Lepageet P., et al.  Review article: the role of bacteria in onset and perpetuation of inflammatory bowel 

disease // Aliment. Pharmacol. Ther. – 2006. – Vol. 24, Suppl. 3. – P. 11-18. 
7. Zwolinska-Wsislo M.,  Brozovski T., Budak A. Effect of Candida colonization   on human ulcerative colitis and healing of 

inflammatory changes of the colon in experimental model of colitis ulcerosa    // J. Physyol. and Pharmac. – 2009. – Vol. 60, 
№1. – P. 107-119. 

8. Swidsinski A., Ladhoff A., Pernthaler A., et al.  Mucosal flora in   inflammatory bowel disease // Gastroenterology. – 2002. – 
Vol. 122. – P. 44-54. 

9. Fyderek K., Strus M. , Gosiewski T., et al.  Mucosal bacterial microflora and mucus layer thickness in adolescents with in-
flammatory bowel disease // World J. Gastroenterol. – 2009. – Vol. 15, №42. – P. 5287-5294. 

10. Guarner F., Casellas F., Borruel N. Role of microecology in chronic inflammatory bowel diseases // Eur. J. Clin. Nutr. – 
2002. – Vol. 56, Suppl 4. – S. 34-38. 

11. Neut C., Bulois P., Desreumaux P., et al.  Changes in the bacterial flora of the neoterminal ileum after ileocolonic resection 
for Crohn’s disease //Am. J. Gastroenterol. – 2002. – Vol. 97. – P. 939-946. 

12. Ksiadzyna D., Semianow-Wejchert J., Nawrot U.,  et al.   Serum concentration of interleukin 10, anti-mannan Candida 
antibodies and the fungal colonization of the gastrointestinal tract in patients with ulcerative colitis // Adv. Med. Sci. – 
2009. – Vol. 54. – P. 170-176. 

13. Kalkanci A.,  Tuncer C., Degertekin B. Detection of Candida albicans by culture, serology and PCR in clinical specimens 
from patients with ulcerative colitis: re-evaluation of an old hypothesis with a new perspective // Folia Microbiol (Praha). – 
2005. – Vol. 50. – P. 263-267. 

14. Sartor R.B. Microbial influences in inflammatory bowel diseases// Gastroenterology. – 2008. – Vol. 134, №2. – P. 577-5940. 
15. Standaert-Vitse A., Jouault T., Vandewalle P., et al.  Candida albicans is an immunogen for anti–Saccharomyces cerevisiae 

antibody markers of Crohn’s disease // Gastroenterology. – 2006. – Vol. 130, №6. – P. 1764-1775. 
16. Иванов В.П.  Совершенствование методов диагностики дисбактериоза толстого кишечника: информационное 

письмо. – СПб., 2002. – 31 с. 
17. ОСТ 91500. 11. 004-2003 (приложение). Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника. Утвержден прика-

зом Минздрава РФ от 9 июня 2003. – № 231. – 82 с. 
18. Бойцов А.Г.,  Рищук C.В., Ильясов Ю.Ю., Гречанинова Т.А. Адгезия лактобактерий к клеткам вагинального и бук-

кального эпителия // Вестник СПбГМА им. И.И. Мечникова. – 2004. – №4(5). – C. 191-193.  

Поступила в редакцию журнала 20.11.2013

Рецензент: В.Г. Радченко 



КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ

45

УДК 616.992.282:582.282.123.4:616-006

ОСОБЕННОСТИ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ГАЛАКТОМАННАНА В 
СЫВОРОТКЕ КРОВИ И 
БРОНХОАЛЬ ВЕОЛЯРНОМ 
ЛАВАЖЕ ОНКОГЕМА ТО-
ЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ 
С ИНВАЗИВНЫМ 
АСПЕРГИЛЛЕЗОМ. 
СОБСТВЕННЫЕ ДАННЫЕ 
И ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1 Игнатьева С.М. (в.н.с.)*, 1 Спиридонова 

В.А. (н.с.), 1 Богомолова Т.С. (зав. лаб.), 
2Шадривова О.В. (аспирант), 1 Десятик 

Е.А. (аспирант), 1 Борзова Ю.В. (зав. 

микологической клиникой), 2 Хостелиди 

С.Н. (ассистент кафедры), 3 Волкова 

А.Г. (пульмонолог),3 Попова М.О. (врач-

гематолог), 4 Зюзгин И.С. (зав. отд.), 
5Колбин А.С. (врач-гематолог), 4 Климович 

А.В. (зав. отд.), 3 Зубаровская Л.С. (зав. 

отд.), 3 Афанасьев Б.В. (директор), 1 

Васильева Н.В. (директор), 2 Климко Н.Н. 

(зав. кафедрой)

Северо-Западный государственный медицинский 

университет им. И.И. Мечникова: 1 НИИ медицинской 

микологии им. П.Н. Кашкина и 2 Кафедра клинической 

микологии, аллергологии и иммунологии; 3 Институт 

детской гематологии и трансплантологи  и им. 

Р.М. Горбачевой СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова; 
4Ленинградская областная клиническая больница; 
5Детская городская больница №1, Санкт-Петербург, 

Россия

© Коллектив авторов, 2013

Комплексное определение галактоманнана (ГМ) в сыворот-

ке крови и бронхоальвеолярном лаваже (БАЛ-образцах) помогло 

увеличить чувствительность теста «Platelia Aspеrgillus EIA» с 
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ских) случаев. Показано, что чувствительность теста «Platelia 

Aspеrgillus EIA», определяющего галактоманнан, зависит от 

типа биологического образца и варьирует у разных групп онкоге-

матологических больных.

Ключевые слова: бронхоальвеолярный лаваж,  галактоман-

нан, инвазивный аспергиллез легких, онкогематологические за-

болевания

* Контактное лицо: Игнатьева Светлана Михайловна, 
тел.: (812) 303-51-44

PECULIARITIES OF 
GALACTOMANNAN 
DEFINITION IN BLOOD 
SERUM AND BRONCHO-
ALVEOLAR LAVAGE AT 
ONCOHEMATOLOGICAL 
PATIENTS WITH INVASIVE 
ASPERGILLOSIS. OWN 
DATA AND REVIEW OF 
LITERATURE

1 Ignatyeva S.M. (leading scientifi c 

collaborator), 1 Spiridonova V.A. (scientifi c 

collaborator), 1 Bogomolova T.S. (head 

of the laboratory), 2 Shadrivova O.V. 

(postgraduate student), 1 Desyatik EA 

(postgraduate student), 1 Borzova Ju.V. 

(head of the mycological clinic), 2 Khostelidi 

S.N. (assistant of the chair), 3 Volkova, 

A.G. (pulmonologist), 3 Popov M.O. 

(hematologist), 4 Zjuzgin I.S. (head of the 

department), 5 Kolbin A.S. (hematologist), 
4 Klimovich A.V. (head of the department), 
3 Zubarovskaya P.S. (head of the 

department), 3 Afanasyev B.V. (director), 
1Vasilieva N.V. (director), 2 Klimko N.N. 

(head of the chair)

North-Western State Medical University named after 

I.I. Mechnikov: 1Kashkin Research Institute of Medical 

Mycology and 2Chair of Clinical Mycology, Allergology 

and Immunology; 3R.M. Gorbacheva Institute of 

Children’s Hematology and Transplantology of I.P. Pavlov 

State Medical University; 4Leningrad regional Clinical 

Hospital; 5Children’s City Hospital №1, St. Petersburg, 

Russia

© Collective of authors, 2013

A comprehensive definition of galactomannan in the blood serum 

and samples of bronchoalveolar lavage allowed to increase the sensitiv-

ity of the test from 65 to 89%.Positive test results of «Platelia Aspеrgillus 

EIA» correlated with positive results of classical mycological researches 

in 30% (culturul) and 60 % of cases (microscopic).The sensitivity of 

«Platelia Aspеrgillus EIA» test, which determines the galactomannan, 

depends from the type of biological sample and varies at different groups 

of oncohematological patients. 

Key words: bronchoalveolar lavage, galactomannan, invasive 
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ВВЕДЕНИЕ

Инвазивный аспергиллез (ИА) – одна из причин 

летальных исходов у иммунокомпрометирован-

ных больных. У онкогематологических пациентов 

в Санкт-Петербурге ИА составляет от 60 до 88% от 

всех инвазивных микозов [1, 2]. Прогноз заболева-

ния зависит от ранней диагностики,  а также своевре-

менной и эффективной терапии. В настоящее время 

диагностика ИА основывается на оценке факторов 

риска и клинических признаков развития заболева-

ния, а также результатов исследований: микологи-

ческих (прямая микроскопия и посев биосубстратов 

больных на питательные среды), радиологических 

– в режиме высокого разрешения (компьютерная и 

магнитная резонансная томографии), цитологиче-

ских и/или гистологических (биопсийного материа-

ла). Согласно рекомендациям EORTC/MSG 2008 [3] 

определение галактоманнанового (ГМ) антигена As-

pergillus spp. включено в состав микробиологических 

критериев диагностики ИА.

Цель данного исследования – оценить диагности-

ческую значимость теста «Platelia-Aspergillus EIA» 

для определения галактоманнана в биологическом 

материале  у различных категорий онкогематологи-

ческих больных  в Санкт-Петербурге.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучали биологический материал,  полученный 

в ходе первого в РФ крупного многоцентрового ис-

следования пациентов из 19 многопрофильных ста-

ционаров Санкт-Петербурга (1998-2013 гг.). Для диа-

гностики ИА использовали критерии EORTC/MSG 

2008 [3]. Всем пациентам  выполняли компьютер-

ную томографию внутренних органов и магнитно-

резонансную томографию головного мозга, а также 

фибробронхоскопию легких с взятием бронхоаль-

веолярного лаважа (БАЛ). Осуществляли микроско-

пическое и культуральное исследования мокроты, 

БАЛ, спинномозговой жидкости (СМЖ), промыв-

ных вод придаточных пазух носа. Микроскопию 

образцов проводили в 10% КОН с глицерином с по-

следующим окрашиванием флюоресцирующим реа-

гентом – калькофлюором белым. Окрашенные пре-

параты исследовали в люминесцентном микроскопе 

при увеличении х400 и х200 н  а наличие мицелия, вет-

вящегося под углом 45 °. Для посева биологического 

материала применяли Сабуро агар с 2% глюкозы.

Определение ГМ  в биологическом материале 

онкогематологических больных с ИА выполняли c 

помощью коммерческой иммуноферментной тест-

системы «Platelia-Aspergillus EIA» («Bio-Rad Labora-

tories», США), основанной на «сэндвич»-варианте 

ИФА с использованием крысиных моноклональных 

антител ЕВА-2 к ГМ Aspergillus spp., сорбированных 

на микропланшете, а также меченных пероксидазой 

и входящих в состав конъюгата. Предобработку ис-

следуемых образцов и постановку ИФА проводили 

согласно инструкции к набору. Учет результатов те-

ста осуществляли спектрофотометрически при дли-

не волны 450 нм и 620/630 нм, подсчитывая индекс 

оптической плотности (ИОП) образцов по отноше-

нию к контрольному образцу cut-off, содержащему 

1 нг/мл ГМ. Результаты теста считали положитель-

ными при ИОП ≥0,5 для сыворотки крови и СМЖ, а 

также ≥1,0 – для БАЛ-образцов. 

Изучено 356 образцов – 177 сывороток крови, 164 

образца БАЛ и 15 образцов СМЖ, взятых от 152 он-

когематологических больных c «доказанным» и «ве-

роятным» ИА, подтвержденным гистологическими 

или микологическими исследованиями. Из них  94% 

составляли взрослые пациенты (мужчины – 55% и 

женщины – 45%) в возрасте от 19 до 71 года (меди-

ана – 46 лет) и 6% – дети (мальчики – 54% и девоч-

ки – 46%) в возрасте от 7 до 15 лет (медиана – 14,5 

лет). Основными заболеваниями у гематологических 

пациентов с ИА были: острый миелоидный лейкоз 

(ОМЛ) – 28%, неходжинская лимфома (НХЛ) –19%, 

острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) –  18%), лим-

фома Ходжкина (ЛХ) – 8%, множественная миелома 

(ММ) – 7%, хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – 6%, 

миелодиспластический синдром (МДС) – 6%, другие 

гемобластозы выявляли в  8% случаев. 

В качестве контрольных использовали 200 об-

разцов от онкогематологических пациентов без ИА. 

В контрольной группе больных гематологическими 

заболеваниями были: НХЛ – 37%, ОМЛ – 28%, ОЛЛ 

– 10%, ЛХ – 9%, МДС – 6%, ХЛЛ – 5% и ММ – 5% . 

Пациенты данной группы не отличались от больных 

с ИА по демографическим характеристикам.

Оценку чувствительности, специфичности, про-

гностических значений положительного и отрица-

тельного результатов проводили по формулам:

чувствительность (%) =   ИПх100 
                                            ИП+ЛО

специфичность (%) = ИОх100
                                         ИО+ЛП

прогностическая ценность положит. результата (%)= ИПх100
                                                                                            ИП+ЛП

 прогностическая ценность отрицат. результата (%)=ИОх100 
                                                                                              ИО+ЛО,

где ИП – количество положит. результатов у пациентов 
с ИА, подтвержденным гистологическими и/или миколо-
гическими исследованиями;

ИО – количество отриц. результатов у пациентов кон-
трольных групп без ИА;

ЛП  – количество ложноположительных результатов у 
пациентов контрольных групп больных без ИА;

ЛО – количество ложноотрицательных результатов у 
пациентов с подтвержденным ИА.

Статистическую обработку полученных данных 

проводили с помощью программы STATISTICA 6,0; 

различия считали достоверными при уровне значи-

мости p<0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Среди пациентов с ИА 94% составляли больные 

с аспергиллезом легких, 7% – аспергиллезным сину-

ситом, 6% –  аспергиллезом ЦНС; поражение более 2 

органов зарегистрировали у 12%.

При исследовании сыворотки крови онкогема-

тологических пациентов с «доказанным» и «вероят-

ным» ИА чувствительность теста «Platelia-Aspergil-

lus EIA» составляла 65,0%, а специфичность – 79,0% 

(табл.1).

Таблица 1.

Характеристики теста «Platelia-Aspergillus EIA» при 

исследовании сыворотки крови онкогематологических 

больных ИА (95% ДИ)

Критерии ИА
Чувствитель-

ность 
Специфич-

ность 

Прогностиче-
ское значение 
(+) результата 

Прогностиче-
ское значение 
(-) результата

Доказанный 
ИА* (n=9)

0,51
(0,49-0,58)

0,81
(0,72-0,87)

0,67
(0,62-0,77)

0,91
(0,83-0,98)

Вероятный 
ИА** (n=143)

0,70
(0,59-0,77)

0,78
(0,69-0,84)

0,85
(0,78-0,97)

0,83
(0,78-0,91)

Доказанный и 
вероятный ИА 

(n=152)

0,65
(0,53-0,71)

0,79
(0,70-0,85)

0,75
(0,71-0,87)

0,86
(0,83-0,88)

Примечание: ДИ - доверительный интервал  .
* - диагноз ИА подтвержден гистологическими исследо-

ваниями
** - диагноз ИА подтвержден классическими микологи-

ческими исследованиями.

Проведенными нами исследованиями показано, 

что чувствительность теста «Platelia Aspergillus EIA» 

в сыворотке крови онкогематологических больных 

зависела от клинических форм ИА, типа биологиче-

ского материала, а также варьировала у групп паци-

ентов с различными факторами риска развития ИА. 

При определении ГМ в сыворотке крови установи-

ли положительные результаты теста у 63% больных 

аспергиллезом легких, у 58% – аспергиллезным сину-

ситом и у 73% – аспергиллезом ЦНС.  Чувствитель-

ность ГМ-теста зависела от распространенности ИА, 

возрастая (р=0,032) при двух и более локализациях 

ИА до 83,3% (табл. 2). 

Таблица 2

Влияние распространенности ИА на чувствительность 

ГМ-теста

Локализация ИА Чувствительность теста, %

Легкие  62,8

ЦНС  73,0
Придаточные пазухи носа 57,7

Легкие + ЦНС 72,7

Легкие + Придаточные пазухи носа 70,0

> 2 органов 83,3

При сравнительном анализе определения ГМ в 

сыворотке крови детей и взрослых с ИА показано, 

что у детей с ИА легких ГМ выявляли достовер-

но чаще, чем у взрослых пациентов (78% vs. 67%) 

(р=0,024), в то время, как результаты теста при вне-

легочной локализации ИА (синусит, ЦНС) были со-

поставимыми (Рис. 1). 

0 20 40 60 80 100

ИА  легких  

Аспергиллез. 
синусит 

ИА ЦНС

Дети Взрослые

Рис.1. Определение галактоманнана в сыворотке крови 
онкогематологических больных с различными локализаци-

ями ИА

При определении галактоманнана в различных 

биосубстратах больных ИА тест имел различную 

чувствительностью в зависимости от типа образ-

ца. Величина ГМ-индекса сос  тавляла: для сыворот-

ки крови – 0,5-2,7, СМЖ – 0,5-2,0 и БАЛ-образцов 

– 1,0-7,5. При сопоставлении положительных ре-

зультатов теста в сыворотке крови и БАЛ выявили 

увеличение его чувствительности при исследовании 

БАЛ-образцов на 12,0% (табл. 3), а при комплексном 

определении ГМ в сыворотке крови и БАЛ-образцах 

чувствительность теста возросла до 89% (р=0,014).

Таблица 3.
Характеристики теста «Platelia-Aspergillus EIA» в раз-

личных биосубстратах от больных (95% ДИ)

Образцы
Чувствитель-

ность
Специфич-

ность

Прогностиче-
кое значение 

(+) результата

Прогностиче-
ское значение 
(-) результата

Сыворотка 
крови              

(n=177)

0,65
(0,53-0,71)

0,79
(0,70-0,85)

0,77
(0,71-0,87)

0,86
(0,83-0,88)

БАЛ (n=164)
0,77

(0,69-0,89)
0,86

(0,74-0,88)
0,85

(0,79-0,94)
0,83

(0,79-0,96)

Сыворотка 
крови+БАЛ 

(n=341)

0,89
(0,82-0,93)

0,91
(0,88-0,95)

0,90
(0,86-0,96)

0,90
(0,87-0,94)

При микологическом исследовании биологиче-

ского материала онкогематологических пациентов с 

ИА этиологическими агентами ИА у детей были: A. 

fumigatus – 55%, A. niger – 30%, A. flavus – 15% и A. 

terreus – 15%; у взрослых: A. fumigatus – 45%, A. niger 

– 35%, A. flavus – 17%, A. ochraceus – 2%, A. versicolor 

– 1%. 

При сравнительном анализе результатов миколо-

гических методов диагностики ИА и ГМ теста была 

выявлена корреляция положительного результата 

микроскопической и культуральной диагностики 

БАЛ-образцов с положительным результатом ГМ-

теста в БАЛ и сыворотке крови в 60% и 30%, соот-

ветственно. При этом у гематологических пациентов 

с ИА высокие значения ГМ-индекса (>2,0) обнару-

живали в БАЛ-образцах с положительным резуль-

татом микроскопического исследования чаще, чем в 
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образцах с положительным высевом культуры гриба 

(Рис.2).
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Рис. 2. Микологическое исследование ГМ-позитивных БАЛ-
образцов (n=164). 1 – результаты прямой микроскопии; 

2 – результаты посева

При изучении чувствительности ГМ-теста у па-

циентов с ИА, получающих глюкокортикостероид-

ную терапию (92,3% – взрослые и 7,7% – дети), об-

следовали 341 биосубстрат – 177 сывороток и 164 

БАЛ-образца. В исследование были включены 175 

образцов от больных ИА, получающих ГКС, и 166 об-

разцов – от пациентов с ИА, не получающих гормо-

ны. Установили, что галактоманнан в биосубстратах 

пациентов, получающих ГКС, регистрировали досто-

верно чаще, чем у лиц, не получающих гормоны (72% 

vs. 56%, P=0,025), особенно – у взрослых пациентов, 

по сравнению с детьми (82,4% vs. 64,2%,  P=0,005). В то 

же время, высокие значения ГМ-индекса в БАЛ (>2,0) 

отмечали достоверно чаще у детей, чем у взрослых 

(55,3% vs. 24,6%, P=0,001). При микологическом ис-

следовании мокроты или БАЛ-образцов пациентов с 

ИА, получающих и не получающих ГКС, количество 

положительных находок мицелия Aspergillus spp. при 

микроскопии не различалось, но, при этом, наблю-

дали достоверное возрастание числа положительных 

высевов грибов на питательных средах и у детей, и 

у взрослых (40,0% vs. 20,0% и 53,8% vs. 35,3%, соот-

ветственно). На фоне приема ГКС также значитель-

но расширялся спектр возбудителей инвазивного 

аспергиллеза (Рис. 3, 4).

Рис. 3.  Cпектр возбудителей ИА у пациентов, 
получающих ГКС

Рис. 4. Спектр возбудителей ИА у больных, не получающих 
ГКС

Среди включенных в исследование онкогемато-

логических больных с ИА 58,7% составляли паци-

енты, получающие цитостатическую полихимиоте-

рапию (ПХТ) и 42,3% – реципиенты ТГСК. Среди 

возбудителей ИА в группе пациентов с ПХТ были: A. 

fumigatus – 45%, A. niger – 45% и A. flavus – 10%, а у 

реципиентов ТГСК из биосубстратов выделяли куль-

туры A. fumigatus – 45%, A. flavus – 45%, A. niger – 5% 

и A. nidulans – 5%. При определении галактоманна-

на в 187 образцах больных ИА, получающих ПХТ, и 

154 образцах больных ИА после ТГСК не выявили в 

сыворотке крови и БАЛ-образцах взрослого контин-

гента пациентов статистически значимых различий 

(58% vs. 60% и 72% vs. 73%,соответственно) в чувстви-

тельности теста (Рис. 5, 6). 

Рис.5. Определение галактоманнана у онкогематологиче-
ских больных ИА после ПХТ



КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ

49

Рис.6. Определение галактоманнана у онкогематологиче-
ских больных после ТГСК

В то же время, позитивные результаты ГМ-теста в 

БАЛ-образцах детей с ИА после ПХТ обнаруживали 

чаще, чем в группе детей с ИА после ТГСК (91% vs. 

63%, P=0,002). У больных с ПХТ высокий уровень ГМ 

индекса в БАЛ-образцах (2,0-7,5) регистрировали у 

детей достоверно чаще, чем у взрослых (60% vs. 23%, 

P=0,012), а у пациентов после ТГСК – с одинаковой 

частотой.

Специфичность теста составляла 81%. Прогно-

стическое значение положительного и отрицатель-

ного результатов ГМ-теста у больных ИА после ПХТ 

и после ТГСК в сыворотке крови было 0,77 (95%ДИ 

0,71-0,87) и 0,86 (95%ДИ 0,83-0,88), а для БАЛ-

образцов – 0,85 (95%ДИ 0,79-0,94) и 0,84 (95%ДИ 

0,78-0,96) соответственно.  

ОБСУЖДЕНИЕ
ИА наиболее часто выявляют у пациентов с ней-

тропенией или после приема иммунодепрессантов 

(трансплантация костного мозга), или кортикосте-

роидов. Диагностика ИА, особенно на ранних стади-

ях заболевания, часто основана на неспецифических 

диагностических или рентгенологических признаках 

(клинические симптомы, данные КТ и МРТ и т.д.), 

посевы биоматериалов не всегда положительны, при 

этом тест на ГМ-антиген, представляющий собой им-

мунологический метод, может улучшить лаборатор-

ную диагностику ИА [4, 5]. В настоящее время опре-

деление ГМ Aspergillus spp. у онкогематологических 

больных включено в качестве микробиологического 

критерия в EORTC/MSG 2008 классификации ИА [3]. 

Совместно с другими диагностическими процедура-

ми (компьютерная томография внутренних органов, 

классические микологические, цитологические и ги-

стологические методы исследования биосубстратов 

и биоптатов больных), тест «Platelia Aspergillus EIA» 

широко используют в онкогематологических стацио-

нарах для диагностики ИА в сыворотке крови боль-

ных [4, 5].

Циркуляция ГМ в сыворотке крови является вре-

менной, поэтому тестирование образцов необходи-

мо проводить не реже 2 раз в неделю для больных 

с высоким риском развития ИА. Индекс оптической 

плотности (ИОП) cut-off для положительных ре-

зультатов в сыворотке крови составляет 0,5, и его 

измеряют в 2-х последовательных образцах [6]. При 

тестировании ГМ-антигена в сыворотке крови по-

лучили многообещающие результаты в нескольких 

клинических испытаниях [7, 8]. В них была получе-

на 90-100% специфичность и 80-100% чувствитель-

ность теста у пациентов с гранулоцитопенией, при 

этом отрицательная прогностическая ценность те-

ста для исключения ИА была очень высока (>90%). 

Анализ на наличие ГМ может быть полезен как при 

клиническом подозрении на грибковую инфекцию, 

так и для мониторинга терапевтического эффекта 

антимикотической терапии. Как было показано в 

ходе проспективных клинических испытаний [9, 10], 

рефрактерная антибактериальная лихорадка может 

быть признаком ИА, в этом случае регулярное на-

значение ГМ-теста в течение 3 дней, после 4 дней 

сохраняющейся лихорадки, вместе с клиническими 

и рентгенологическими обследованиями пациентов, 

признано эффективным [9, 11, 12].

ГМ Aspergillus spp. может быть обнаружен не 

только в сыворотке крови, но и в других биологи-

ческих жидкостях, в том числе в БАЛ и в СМЖ, в 

которых определение антигена превосходит культу-

ральную диагностику и некоторые ПЦР-тесты для 

выявления ИА [5]. В последние годы появились со-

общения об эффективности выявления ГМ в брон-

хоальвеолярном лаваже у больных с трансплантаци-

ей костного мозга [13, 14]. Однако вопросы оценки 

результатов исследования БАЛ-образцов с помощью 

теста «Platelia Aspergillus EIA» широко обсуждают в 

научной литературе. Одни авторы считают, что при 

ИОП=0,5-1,0 тест имеет меньшую прогностическую 

ценность, чем при показателях, превышающих 1,0 

[14, 15]. Другими исследователями в ходе мультицен-

трового исследования показано, что уровень cut-off 

≥0,5 для БАЛ является оптимальным у гематологиче-

ских пациентов, при этом чувствительность и спец-

ифичность метода составляла 79,0 и 96%, соответ-

ственно [16]. Еще 2 мета-исследования [17, 18], вклю-

чающих 13  и 30  клинических случаев, было прове-

дено с целью оценки ГМ-теста для БАЛ-образцов в 

смешанной популяции пациентов (гематологические 

больные, пациенты с пересадкой органов, хрониче-

ской обструктивной болезнью легких, опухолями со-

лидных органов). В результате обоих исследований, 

ученые пришли к заключению о том, что определе-

ние ГМ в БАЛ имело бóльшую чувствительность, 

чем в сыворотке крови, а с помощью бронхоскопии 

(полезной диагностической процедуры для оценки 

этиологии легочных инфильтратов) возможно тести-

рование ГМ в БАЛ у пациентов с высоким риском 

ИА. В 2013 г. была опубликована обзорная статья, 

посвященная мета-анализу 16 исследований, вклю-
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чающих 783 взрослых пациентов только с гемато-

логическими заболеваниями, для оценки точности 

ГМ-теста в БАЛ-образцах при диагностике ИА. По-

казано, что при ИОП>1,5 для доказанного и вероят-

ного ИА тест имеет превосходную чувствительность 

(92%) и специфичность (98%) для того, чтобы при 

интерпретации результатов вместе с клиническими 

данными помочь в принятии решения в пользу под-

тверждения или исключении диагноза ИА. Авторы 

указывают также, что при комплексном использова-

нии ГМ-теста в БАЛ и сыворотке крови или ПЦР в 

БАЛ можно дополнительно увеличить чувствитель-

ность метода, что согласуется с полученными нами 

данными [19]. В последнее время появилась перспек-

тива использования новых технологий на основе 

иммунохроматографического метода – Aspergillus 

LFD kit (Olmmedical, Великобритания) – для опреде-

ления антигена Aspergillus в биологических образцах 

от больных с подозрением на ИА. Данный тест от-

носят к разряду тест-систем «у постели больного» и 

выполняют в течение 30 минут. В исследовании на 22 

сыворотках крови больных показана более высокая 

специфичность теста по сравнению с тестом «Platelia 

Aspergillus EIA» [20]. В настоящее время тест прохо-

дит стадию мультицентрового испытания.

Учитывая разноречивость результатов клиниче-

ских исследований и вариабельность оценки теста 

«Platelia Aspergillus EIA» в различных лабораториях  

мира, связанную с разнородностью анализируемых 

групп больных, различиями в методологиях иссле-

дований, а также отсутствием систематического ана-

лиза его точности, трудно оценить истинную клини-

ческую полезность ГМ-теста в БАЛ-образцах в попу-

ляции гематологических пациентов. В связи с этим, 

мы предприняли попытку выявить особенности при 

определении галактоманнана в разных биологиче-

ских образцах различных групп гематологических 

больных Санкт-Петербурга. В своем исследовании 

мы руководствовались рекомендациями рабочей 

группы 3rd European Conference on Infections in Leu-

kemia (25-26 сентября 2009 г., Juan-les-Pins-France), в 

которых определены для сыворотки крови значения 

ИОП cut-off ≥0,5 (в 2-х последовательных образцах) 

и  ИОП cut-off ≥0,7 (для единичных  образцов), ИОП 

cut-off ≥0,5 для СМЖ, а также cut-off ≥1,0 для БАЛ-

образцов. Полученными нами данными, которые со-

гласуются с результатами других авторов [10, 11, 13, 

19], показано, как в популяции онкогематологиче-

ских больных выбор групп обследуемых пациентов и 

биологического материала влияет на характеристи-

ки ГМ-теста. Некоторые результаты выявлены нами 

впервые: установлены корреляционные зависимости 

чувствительности теста с микологическими метода-

ми диагностики ИА, а также с величиной ИОП га-

лактоманнана у различных категорий больных.

ВЫВОДЫ
1. Диагностические характеристики теста «Plate-

lia Aspergillus EIA» (чувствительность, специфич-

ность и прогностическое значение положительного 

результата) при исследовании БАЛ были выше, чем 

при исследовании сыворотки крови больных с ИА.

2. В период высокого риска развития ИА реко-

мендован мониторинг галактоманнана в сыворотке 

крови больных, а для подтверждения диагноза – 

определение галактоманнана в БАЛ. 

3. Положительные результаты теста «Platelia As-

pergillus EIA» коррелировали с положительными 

результатами классических микологических ис-

следований в 30% (высев культуры) – 60% (прямая 

микроскопия) случаев. При положительном микро-

скопическом результате отмечали более высокие по-

казатели ИОП в БАЛ и сывороточных образцах, чем 

при выделении культуры.
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Успех лечения больных микозами лёгких во многом зависит 

от ранней этиологической диагностики, которая часто про-

блематична при использовании традиционных методов ана-

лиза. Цель работы заключалась в разработке/модификации и 

апробации молекулярно-генетических методов для выявления и 

идентификации Aspergillus spp. и Zygomycetes у пациентов с мико-

тической инфекцией легких. В работе представлена новая муль-

типлексная ПЦР в режиме реального времени (РВ) с анализом 

кривых плавления ПЦР продуктов высокого разрешения (HRM) 

для выявления и идентификации аспергиллов и зигомицетов. 

Представлены результаты применения молекулярных (два типа 

ПЦР-РВ, включая указанный выше, и ДНК-сиквенирование, в том 

числе – на прямую из клинического материала), микробиологиче-

ских (микроскопия и посев) и серологического методов для анали-

за клинических образцов. Из результатов работы следует, что 

молекулярно-генетический анализ может предоставить важную 

информацию о видовой принадлежности возбудителя микотиче-

ской инфекции легких. 

Ключевые слова: аспергиллы, зигомицеты, идентификация, 

микоз легких, молекулярное выявление, HRM
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The success of treatment of fungal infection of the lungs depends to 

a large extent on early etiological diagnostics, which is often problematic 

when conventional methods of analysis are used. The aim of the study 

was to establish/modify and test the molecular genetic methods for 

detection and identification of Zygomycetes and Aspergillus spp. In 

this paper we present a new multiplex PCR with High Resolution Melt 

(HRM) analysis for the detection and identification of Zygomycetes 

and Aspergillus spp. and the results of the analysis of clinical samples 

obtained from patients with mycotic infection of the lungs. Samples from 

the patients were analyzed using molecular (two kinds of real-time PCR, 

including one indicated above and DNA sequencing), microbiological 

(microscopy and culture), and serological methods. The results of the 

work indicate that the molecular genetic analysis can provide important 

information about species affiliation of the etiologic agent of mycotic 

infection of the lungs. 

Key words: Aspergillus spp., HRM, identification, molecular 

detection, mycosis of lungs, Zygomycetes 

ВВЕДЕНИЕ

Микозы легких (МЛ) – тяжелые заболевания, 

развивающиеся преимущественно у иммунокомпро-

метированных больных [1]. Основными этиологиче-

скими агентами МЛ являются грибы рода Aspergillus 

и порядка Mucorales (Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, 

Lichtheimia, Сunninghamella), значительно реже – из 

родов Fusarium, Scedosporium, Cryptocoсcus и др. Из-

вестны также легочные формы эндемичных мико-
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зов, вызванных Blastomyces dermatitidis, Histoplasma 

capsulatum и Coccidioides spp. [2]. В последние 20 лет 

возросла частота заболеваемости мукорозом (зиго-

микозом) среди онкологических больных и паци-

ентов, перенесших трансплантацию органов. В 65% 

случаев мукороз вызывают Rhizopus spp. и Mucor spp. 

[3].

Успех лечения больных МЛ во многом зависит 

от ранней этиологической диагностики, для чего в 

настоящее время используют комплекс радиологи-

ческих, микологических и серологических исследо-

ваний [1]. Основным методом радиологической диа-

гностики МЛ является компьютерная томография 

(КТ) в режиме высокого разрешения. 

Традиционные микологические исследования со-

стоят из микроскопии клинического материала и вы-

деления культур при посеве на питательные среды. С 

помощью прямой микроскопии образцов можно бы-

стро, в течение нескольких минут, выявить наличие 

возбудителей и дифференцировать их на основании 

морфологических признаков (септированный или 

несептированный мицелий, ветвление под прямым 

или острым углом, наличие псевдомицелия, дрожже-

вых клеток, цист). Наибольшей чувствительностью 

обладает люминесцентная микроскопия с примене-

нием флуоресцентных маркеров (калькофлюор бе-

лый). В случае диагностики аспергиллеза, при одно-

кратном исследовании, чувствительность микроско-

пии и посева составляет 30-80%, в зависимости от 

вида исследуемого образца – мокрота, промывные 

воды бронхов, биоптат (Brakhage A.A., et al. – Basel: 

Karger. – 1999).

Серологические тесты разработаны для диагно-

стики аспергиллеза и эндемичных микозов, но от-

сутствуют для мукороза, фузариоза и сцедоспориоза 

[2, 4]. Аспергиллёз диагностируют по наличию галак-

томаннана (компонента полисахаридной клеточной 

стенки Aspergillus spp.) в сыворотке крови и про-

мывных водах бронхов. Европейской организацией 

по изучению и лечению рака для постановки диа-

гноза инвазивного аспергиллеза у иммунокомпро-

метированных больных рекомендован тест «Platelia 

Aspergillus» (BioRad, США), клиническая чувстви-

тельность которого составляет 71%, а специфич-

ность – 89% [5, 6]. 

В последнее десятилетие происходит прогрес-

сивное развитие новых технологий в области моле-

кулярной диагностики микозов. За рубежом активно 

применяют ПЦР (полимеразная цепная реакция) и 

разрабатывают системы для обнаружения и иден-

тификации возбудителей инвазивных микозов. Су-

щественными преимуществами ПЦР, особенно ее 

варианта – ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ, англ. 

Real-time PCR, qPCR), являются: возможность на-

прямую, минуя этап культивирования, исследовать 

клинические образцы, высокая специфичность и 

скорость видовой идентификации возбудителей ин-

фекции (5-12 часов с момента получения клиниче-

ского образца).

Предложены научно-исследовательские тесты 

для ПЦР-РВ диагностики инвазивного аспергиллёза 

[ссылки в 7], мукороза [8, 9], сцедоспориоза [10] и др. 

Клиническая чувствительность созданных в отдель-

ных научно-исследовательских лабораториях ПЦР 

тест-систем колеблется от 70 до 100%, а специфич-

ность – от 90 до 100% [7]. Однако выбрать наиболее 

эффективную систему бывает проблематично из-за 

разнообразия применяемых видов ПЦР, оборудова-

ния и методов выделения грибной ДНК [11]. 

Цель данной работы – разработка мультиплекс-

ного ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 

для обнаружения и идентификации аспергиллов и 

зигомицетов в клиническом материале и оценка воз-

можностей данной ПЦР-РВ и других молекулярных 

методов для выявления и идентификации грибов у 

больных микозом лёгких. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали культуры грибов из Рос-

сийской коллекции патогенных грибов, образцы мо-

кроты, промывных вод бронхов и аутопсийный ма-

териал от пациентов с подозрением на микотическое 

поражение легких. 

Выделение ДНК из культур микромицетов 

осуществляли согласно ранее описанному протоколу 

[12].

Выделение тотальной ДНК из промывной 

жидкости бронхов и аутопсийного материала. 

Аутопсийный материал промывали водой дважды. 

Промывную жидкость бронхов центрифугировали 

15 минут при 6 000 g, надосадочную жидкость уда-

ляли. 

Очищенный материал (осадок из промывной 

жидкости, ткань) помещали в 500 мкл экстракцион-

ного буфера (Abbott, США) и измельчали в гомоге-

низаторе PreCellys (Bertin technologies, Франция) при 

6200 обр/мин в течение 90 сек, 3 раза. Затем добав-

ляли протеиназу К (конечная концентрация – 0,02 

мг/ мл) (Fermentas, Литва) и инкубировали на шей-

кере (BioSan, Латвия) при 400 об/мин 12 часов при 

+55 оС. Дальнейшие процедуры проводили по про-

токолу хлороформ-изоамиловой экстракции (Doyle 

J.J., Doyle J.L. Phytochem. Bull. – 1987. – Vol. 19). Ко-

личество ДНК определяли с помощью флуориметра 

Qubit (Invitrogen, США).

ПЦР-РВ.

«Taq-Asp»-ПЦР основана на технологии 

TaqMan. В работе использовали протокол ПЦР 

для обнаружения аспергиллов, рекомендован-

ный EAPCRI (European Aspergillus PCR Initiative) 

[13] и модифицированный нами. В реакции, по-

мимо аспергилл-специфичных праймеров ASF1 

(5’-GCACGTGAAATTGTTGAAAGG-3’) и ADR1 

(5’- CAGGCTGGCCGCATTG – 3’), применя-

ли гибридизационный зонд ASP28P (FAM-5’-

CATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCG-3’ -BHQ1). 

Амплификацию выполняли в объеме 25 мкл с по-

мощью набора реагентов для проведения ПЦР-РВ 



54

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2013, Т.15, №4

(«Синтол», Россия). ПЦР-смесь содержала компо-

ненты набора (250 мкМ нуклеотидов; ПЦР-буфер; 2,5 

мМ MgCl2; 0,9 ед. Taq-ДНК-полимеразы), 10 пмоль 

каждого праймера, 5 пмоль гибридизационной про-

бы и ДНК. Амплификацию осуществляли при следу-

ющем режиме: начальная денатурация – 95 оС, 5 мин; 

40 двухстадийных циклов, включающих денатура-

цию, – 95 оС, 15 сек; отжиг и элонгацию – 60 оС, 40 

сек. В качестве отрицательного контроля использо-

вали реакционную смесь без добавления матрицы. 

«HRM-Zygo-Asp»-ПЦР была разработана в НИЛ 

молекулярно-генетической микробиологии НИИ ме-

дицинской микологии им. П.Н. Кашкина. Это ПЦР-

РВ с анализом кривых плавления ПЦР продуктов 

высокого разрешения (HRM от англ. high-resolution 

melting). С помощью этого метода можно детектиро-

вать зигомицеты и/или аспергиллы в образце, а так-

же идентифицировать зигомицеты до рода или вида. 

Амплификацию фрагментов ДНК осуществляли 

на приборе Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Life Science, 

Австралия). 

Сиквенирование ДНК. Молекулярную иденти-

фикацию с использованием сиквенирования ДНК 

проводили согласно ранее описанному протоколу 

[12]. Для сиквенирования ДНК микромицетов, выде-

ленных из клинических образцов, применяли прай-

меры ITS1F и ITS4 – к региону ITS1-5.8S рРНК-ITS2 

или ZM1 и ZM2 – к фрагменту гена 18S рРНК, а ми-

кромицетов, выделенных из культур, праймеры ITS5 

и ITS4 – к региону ITS1-5.8S рРНК -ITS2 (Gardes M., 

Bruns T.D. // Molecular ecology. – 1993. – Vol. 2, №2; 

White T.J., et al. PCR Protocols: A Guide to Methods and 

Applications. – 1990; [14]).

Микроскопия клинического материала. Из мо-

кроты, осадка промывных вод бронхов, измельчен-

ной ткани органов, взятых при аутопсии, готовили 

препараты, используя в качестве просветляющей 

жидкости 10% раствор КОН в 10%-ном водном рас-

творе глицерина, и добавляли каплю раствора флу-

оресцирующего красителя – калькофлюора белого. 

Препараты просматривали в белом свете и ультра-

фиолетовых лучах при увеличениях микроскопа 

х100, х200, х400.

Культуральное исследование. Исследуемые об-

разцы засевали в чашки Петри с агаризованной сре-

дой Сабуро с добавлением левомицитина и инкуби-

ровали при 35 оС и 28 оС в течение 14 суток. Выделен-

ные культуры грибов идентифицировали по морфо-

логическим и физиологическим признакам согласно 

определителю [15].

Галактоманнановый антиген аспергиллов вы-

являли с помощью коммерческой иммунофермент-

ной тест-системы «Platelia-Aspergillus EIA» (Bio-Rad, 

США) в соответствии с инструкцией производителя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
ПЦР-РВ для выявления и идентификации 

аспергиллов и зигомицетов. Тестирование на 

культурах грибов.

В работе были использованы две ПЦР-РВ-

системы. Одна из них – «Taq-Asp» предназначена 

для обнаружения аспергиллов. Для модификации 

применяли ранее предложенный протокол [13]. Вто-

рая – мультиплексная «HRM-Zygo-Asp» предназна-

чена для обнаружения и идентификации аспергил-

лов и зигомицетов (одновременно) и  представляет 

собой вариант ПЦР в режиме реального времени с 

анализом кривых плавления ПЦР продуктов высо-

кого разрешения. Она разработана нами с исполь-

зованием праймеров, нуклеотидные последователь-

ности которых были опубликованы ранее [14, 16]. 

«HRM-Zygo-Asp» ПЦР-РВ идентифицирует до рода 

представителей Aspergillus и Absidia (без Lichtheimia 

corymbifera, ранее называвшейся Absidia corymbifera), 

до вида – микромицеты Rhizomucor pusillus, Rhizopus 

microsporus, Mucor circinelloides, Cunninghamella 

echinulata, Syncephalastrum racemosum, Lichtheimia 

corymbifera, до пары видов – Rhizopus arrhizus/ 

Rhizopus stolonifer и Mucor racemosus/ Mucor plumbeus 

(таблица). 

«HRM-Zygo-Asp» ПЦР-РВ была протестирована 

на 64 культурах клинически значимых патогенных 

микромицетов. При разработке «HRM-Zygo-Asp» 

ПЦР-РВ использовали культуры 22 штаммов зиго-

мицетов и 22 штаммов аспергиллов. Для проверки 

специфичности ПЦР-система была протестирована 

на 20 штаммах других микромицетов (табл. 1). 

Таблица 1. 

Культуры микромицетов, использованные для 

разработки / тестирования ПЦР-РВ

Микромицет Код штамма в РКПГ*
Результат

HRM-Zygo-Asp /TaqMan
Зигомицеты

Absidia coerulea
РКПГF60/4011,  63, 

61/4009
Положительные на Absidia spp. /

отрицательный

Absidia cylindrospora РКПГF 62/4000
Положительный на Absidia spp. /

отрицательный

Rhizomucor pusillus РКПГF 30, 1341
Положительные на R. pusillus/ 

отрицательный

Rhizopus arrhizus
РКПГF 1048/

iHEM1164,1379
Положительный на R. arrhizus и 

R. stolonifer/ отрицательный

Rhizopus stolonifer РКПГF 845, 154
Положительные на R. arrhizus и 

R. stolonifer/ отрицательный

Rhizopus microsporus РКПГF 158/3848,  1497
Положительные на R. microsporus/

отрицательный
Mucor racemosus
M. racemosus f. 
chibinensis 
M. plumbeus

РКПГF 29
РКПГF 31
РКПГF 72

Положительные  на M. racemosus и 
M. plumbeus /отрицательный

Mucor circinelloides РКПГF 35/283
Положительный на 

M. circinelloides  /отрицательный
Cunninghamella 
echinulata

РКПГF 178/4103
Положительный на C. echinulata/ 

отрицательный
Syncephalastrum 
racemosum

РКПГF 37
Положительный на S. racemosum/ 

отрицательный

Lichtheimia 
corymbifera

РКПГF 1456, 1493, 
1507, Клинический 

изолят А-2013

Положительные на L. corymbifera/ 
отрицательный

Аспергиллы*

Aspergillus fumigatus
РКПГF 1327, 1377, 

1384
Положительные на аспергиллы

Aspergillus flavus
РКПГF1247/1094, 

1375, 1388
Положительные на аспергиллы

Aspergillus niger
РКПГF 1249/800, 1329, 

1345
Положительные на аспергиллы

Aspergillus tubingensis РКПГF 1337, 1376 Положительные на аспергиллы

Aspergillus terreus
РКПГF111/67,
109/65, 850

Положительные на аспергиллы
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Aspergillus sydowii
РКПГF 1115, 1287/50, 

1241
Положительные на аспергиллы

Aspergillus repens РКПГF 2 Положительный на аспергиллы
Aspergillus calidoustus РКПГF 11 Положительный на аспергиллы
Aspergillus 
amstelodami

РКПГF 1250 Положительный на аспергиллы

Aspergillus 
sclerotiorum

РКПГF 1062 Положительный на аспергиллы

Aspergillus ochraceus РКПГF 10 Положительный на аспергиллы
Другие филаментирующие грибы*

Fusarium proliferatum РКПГF 1083 Отрицательный
Fusarium oxysporum РКПГF 1391/566 Отрицательный
Trichophyton 
tonsurans 

РКПГF 212/122
Отрицательный

Trichophyton 
interdigitale 

РКПГF 1229
Отрицательный

Trichophyton rubrum РКПГF 974 Отрицательный
Trichophyton 
mentagrophytes 

РКПГF 1207
Отрицательный

Pseudallescheria 
boydii

Изолят Sc-65 (2012)
Отрицательный

Дрожжеподобные грибы*
Candida albicans РКПГF 1353/1277 Отрицательный
Candida guilliermondii РКПГF 593/871 Отрицательный
Candida krusei РКПГF 1258/170 Отрицательный
Candida dubliniensis РКПГF 1207 Отрицательный
Candida parapsilosis РКПГF 1206 Отрицательный
Candida utilis РКПГF 1371 Отрицательный
Candida tropicalis РКПГF 1351/17 Отрицательный
Trichosporon asachii РКПГF 1367/52 Отрицательный
Trichosporon mucoides РКПГF 1364 Отрицательный
Cryptococcus 
neoformans

Изолят 53 (2012) Отрицательный

Exophiala dermatitis Изолят Ex-66 (2012) Отрицательный
Malassezia sp. Изолят 124-11 Отрицательный
Debaryomyces sp. РКПГF 1374/5 Отрицательный

РКПГ – Российская Коллекция Патогенных грибов; *- 
одинаковые результаты для тест-систем «HRM-Zygo-Asp» 
и «Taq-Asp»

Как видно из таблицы, «HRM-Zygo-Asp» ПЦР-

РВ специфична для аспергиллов и зигомицетов, по-

скольку кросс-реактивность с другими филамен-

тирующими и дрожжевыми грибами отсутствует. 

Специфичность «Taq-Asp» ПЦР-РВ для выявления 

грибов рода Aspergillus также была подтверждена с 

использованием коллекционных культур грибов. 

Анализ клинических образцов.

Пациент 1 (75 лет)  

Больной находился на стационарном лечении с 

02.10.12 г. с диагнозом «острый гнойный медиастенит 

с поражением всех отделов средостения». 10.10.12 г. 

на контрольной рентгенографии отмечали появле-

ние полости распада в левом лёгком и инфильтрации 

– в нижней доли правого лёгкого. При микроскопии 

мокроты от 16.10.12 г. обнаружили нить (единичную) 

широкого несептированного мицелия, ветвящуюся 

под прямым углом, морфологически сходную с ми-

целием мукоровых грибов (Рис. 1А). Роста грибов 

при посеве не наблюдали. 

Рис. 1. Исследование клинического материала пациента 
1. Световая микроскопия, х400. А) Нить несептированно-
го мицелия в мокроте. Стрелками указаны нить и точка 

ветвления. Б) Септированный мицелий в промывных водах 
бронхов.  В) ПЦР-РВ «HRM-Zygo-Asp» ДНК из промывных 

вод бронхов. Видны пики плавления ПЦР-продуктов поло-
жительных контролей. Кривая плавления образца совпада-
ет с линией отрицательного контроля, что свидетельствует 
об отсутствии ДНК аспергиллов и зигомицетов. Г) ПЦР-РВ 
«Taq-Asp» ДНК из ткани легкого. Рост флуоресценции сви-
детельствует о наличии в ткани ДНК аспергилла. Пунктир-

ные линии – положительные контроли

В образцах промывных вод бронхов от 19.10.12 г. 

отмечали несептированный мицелий (единичные 

нити в одном поле зрения) и септированный мице-

лий (единичные нити в нескольких полях зрения). 
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При посеве промывных вод бронхов роста грибов не 

было.

Результаты ПЦР-РВ «HRM-Zygo-Asp» промыв-

ных вод бронхов от 19.10.12 г. были отрицательны-

ми при всех использованных концентрациях ДНК 

(Рис. 1В). Возможным объяснением отрицательного 

результата посева и ПЦР-РВ является недостаточ-

ное количество мицелия (отдельные нити) в образце. 

Случаи отрицательного результата посева при поло-

жительной микроскопии, в том числе – для аспер-

гиллов и зигомицетов, неоднократно описаны в на-

учной литературе [9, 17, 18].

Аутопсийный материал. При микроскопии об-

разца ткани правого легкого грибы не выявили. 

Методами ПЦР-РВ «Taq-Asp» и посева обнаружили 

аспергилл (Рис. 1Г). «HRM-Zygo-Asp» ПЦР не прово-

дили. 

Таким образом, в данном случае методом «Taq-

Asp» ПЦР подтвержден результат посева, что может 

служить дополнительной информацией при поста-

новке посмертного диагноза. 

Пациент 2 (65 лет)

Больная находилась в стационаре с 12.10.12 г. с 

диагнозом «острый миелобластный лейкоз, М1 ва-

риант». На рентгенограмме органов грудной клетки 

от 14.11.12 г. наблюдали инфильтрацию ткани лёгких 

и округлое образование диаметром 0,25 см. 

В промывных водах бронхов от 14.11.12 г. при 

микроскопии обнаружили септированный мице-

лий, дихотомически ветвящийся под острым углом, 

морфологически сходный с мицелием грибов рода 

Aspergillus (рис. 2А). В посеве был получен рост трех 

видов Aspergillus: A. flavus, A. fumigatus, A. niger. В ма-

териале также выявили галактоманнан. ПЦР анализ 

пробы не проводили.

Аутопсийный материал. При микроскопическом 

исследовании ткани левого легкого отмечали обилие 

нитей септированного мицелия, дихотомически вет-

вящихся под острым углом (рис. 2Б и В), что дока-

зывало наличие грибов рода Aspergillus. При посеве 

ткани легкого был выделен A.  flavus. При сиквени-

ровании ДНК из полученной культуры подтвержден 

вид аспергилла. Методами ПЦР-РВ – «HRM-Zygo-

Asp» и «Taq-Asp» установили наличие ДНК аспер-

гилла в ткани легкого (Рис. 2 Г и Д). 

Таким образом, результаты, полученные всеми 

методами, согласовывались и дополняли друг друга. 

Рис. 2. Исследование клинического материала пациента 2. 
Люминесцентная микроскопия с калькофлуором белым, 

Х400. Септированный мицелий в промывных водах брон-
хов (А) и в ткани легкого (Б, В).   Г) ПЦР-РВ «HRM-Zygo-Asp» 

ДНК из ткани легкого. Кривая плавления ПЦР-продукта 
образца (две линии – две концентрации ДНК – 5 и 20 нг) 

имеет характерный для аспергиллов пик в районе 77 °С. Д) 
ПЦР-РВ «Taq-Asp» ДНК из ткани легкого (две концентрации 

ДНК – 5 и 20 нг). Рост флуоресценции свидетельствует о 
наличии в ткани ДНК аспергилла. Пунктирные линии – по-

ложительные контроли
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Пациент 3 (10 лет)

Больная находилась в стационаре с 31.10.12 по 

18.12.10 гг. В ноябре 2011 г. был установлен диа-

гноз «острый миелобластный лейкоз, М4 вариант». 

10.11.12 г. на рентгенограмме грудной клетки выяви-

ли диффузное усиление легочного рисунка преиму-

щественно в прикорневых отделах обоих лёгких. 

В промывных водах бронхов от 14.12.12 г. обна-

ружили обильный широкий несептированный мице-

лий, ветвящийся под прямым углом (Рис. 3А). При 

посеве получен рост Rhizopus arrhizus. Методами 

ПЦР анализа и сиквенирования ДНК установили 

наличие Rhizopus sp. в пробе. В результате ПЦР-РВ 

«HRM-Zygo-Asp» была получена кривая плавления, 

соответствующая таковой для видов R. arrhizus и R. 

nigricans (Рис. 3Б). Сиквенированием ДНК, выделен-

ной напрямую из промывных вод бронхов, микро-

мицет идентифицировали как R. arrhizus. В пробе от 

12.12.12 г. обнаружили галактоманнановый антиген.

Рис. 3. Исследование промывных вод бронхов пациента 3. 
А) Люминесцентная микроскопия с калькофлуором белым, 

Х400. Несептированный мицелий. Б) ПЦР-РВ «HRM-Zygo-
Asp». Кривая плавления ПЦР-продукта образца имеет 

характерные для R. arrhizus и R. nigricans пики в районе 84°С 
и 81,5°С. Пунктирные линии – положительные контроли

Таким образом, полученные микробиологически-

ми и молекулярными методами результаты согласо-

вывались друг с другом, тем самым подтверждая на-

личие R. arrhizus в пробе. Однако при выполнении 

теста на галактоманнан из промывных вод с бронхов 

от 14.12.12 г. были выявлены  аспергиллы. Поскольку 

с помощью других четырех методов аспергиллы не 

обнаружили, то его наличие в пробе маловероятно. 

Возможно, в пробе присутствовали другие грибы 

– фузариум и пеницилл, к которым тест на галлак-

томаннан обладает кросс-реактивностью. Отметим 

также, что ложноположительные результаты теста 

на галактоманнан наблюдают у детей гораздо чаще, 

чем в других группах пациентов [19]. 

Пациент 4 (24 года)

Из анамнеза известно, что в декабре 2010 г. па-

циенту диагностировали острый лимфобластный 

лейкоз. На КТ органов грудной полости от 02.11.12 г. 

отмечали интерстициальные и деструктивные очаго-

вые изменения и ателектаз S4 правого лёгкого. При 

посеве мокроты от 25.10.12 г. и 06.11.12 г. роста ми-

кромицетов не было. 28.11.12 г. была констатирована 

смерть.

Аутопсийный материал. Провели микроскопию 

образцов ткани легкого, тромба легкого, селезенки, 

печени, полученных при аутопсии 30.11.12 г. В ткани 

тромба обнаружили дрожжевые почкующиеся клет-

ки, в других органах грибы не выявили. При посеве 

из ткани тромба были выделены Candida glabrata, из 

печени – Candida sp. В образцах из остальных орга-

нов роста грибов не наблюдали. 

ПЦР-РВ проводили с образцами двух участков 

легкого, тромба легкого и печени. При исследова-

нии методом ПЦР-РВ «Taq-Asp» образцов легкого и 

тромба был положительный результат на аспергиллы 

(Рис.4), а печени – отрицательный. Сиквенированием 

выявили в материале ДНК Rhodotorula mucilaginosa. 

Этот гриб мог оказаться в материале в результате 

контаминации при подготовке аутопсийного мате-

риала. В то же время, в научной литературе имеются 

данные о роли Rhodotorula в развитии микозов у им-

мунокомпрометированных пациентов [20]. 

Таким образом, обнаружить аспергиллы в аутоп-

сийном материале возможно только методом ПЦР. 

Получение отрицательного ответа при посеве и ми-

кроскопии, вероятно, можно объяснить малым ко-

личеством грибного материала в образце ткани или 

повреждением гифальных элементом при взятии и 

хранении аутопсийного материала [18]. Предполо-

жение согласовывается с тем, как выглядит график 

накопления флуоресцентного сигнала на рисунке 

4. Высокое значение порогового цикла Ct (Cicle of 

threshold) обычно связано с малым количеством це-

левой последовательности в образце.
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Рис. 4. Исследование образцов ткани лёгкого пациента 
4 методом ПЦР-РВ «Taq-Asp». Видны кривые накопления 

флуоресценции в положительном контроле (A. fumigatus) и 
образцах ткани абсцесса и тромба легкого. Рост флуорес-

ценции свидетельствует о наличии в тканях ДНК аспергил-
ла. Сt -пороговый цикл

Пациент 5 (31 год)

В анамнезе у больного в 2005 г. установлен диа-

гноз лимфомы Ходжкина IV A (с лимфоидным пре-

обладанием) с поражением паховых лимфоузлов, 

лимфоузлов брюшной полости, селезёнки, мягких 

тканей правого бедра. 22.11.12 г. при КТ органов 

грудной клетки выявили единичный низкоплотност-

ный очаг 0,4 см в диаметре в S5 верхней доли правого 

лёгкого. 

В промывных водах бронхов от 28.02.13 г. обна-

ружили мицелий мукора (широкие несептированные 

гифы, ветвящиеся под прямым углом) (Рис. 5А). В по-

севе был выделен Rhizopus arrhizus. Методом «HRM-

Zyg-Asp» установили ДНК двух грибов – R. arrhizus 

/ nigricans и Aspergillus sp. (Рис. 5Б). Наличие гриба и 

видовая идентификация R. arrhizus были подтверж-

дены сиквенированием грибной ДНК напрямую из 

промывных вод бронхов. ПЦР-РВ «Taq-Asp» и тест 

на наличие галактоманнанового антигена были по-

ложительными (Рис. 5В). 

Таким образом, в данном случае с помощью ми-

кроскопии и посева в пробе выявили только зиго-

мицет, с помощью HRM-Zygo-Asp ПЦР обнаружили 

микст-инфекцию зигомицетом и аспергиллом, с по-

мощью Taq-Asp ПЦР подтвердили наличие аспер-

гилла, а тест на галактоманнан согласовывался с ре-

зультатами двух типов ПЦР. Интересно, что большая 

чувствительность ПЦР, по сравнению с посевом для 

выявления микст-инфекций, уже была замечена ав-

торами других исследований [18].

Рис. 5. Исследование промывных вод бронхов пациента 5. 
А) Люминесцентная микроскопия с калькофлуором белым, 

Х400. Несептированный мицелий. Б) ПЦР-РВ «HRM-Zygo-
Asp». Кривая плавления ПЦР-продукта образца имеет 

характерные пики для R.arrhizus и R. nigricans в районе 84 
°С и 81,5 °С и для аспергиллов – в районе 77 °С. В) ПЦР-РВ 

«Taq-Asp». Рост флуоресценции в образце свидетельствует 
о наличии в образце ДНК аспергилла. Пунктирные линии – 

положительные контроли

ВЫВОДЫ
Методы молекулярной диагностики, основан-

ные на ПЦР-РВ и сиквенировании ДНК гриба непо-

средственно из клинического материала, обеспечи-

вают не только важные дополнительные сведения, 

но могут быть единственным методом выявления 

возбудителя микоза легких. Методом разработанной 

нами «HRM-Zygo-Asp» ПЦР-РВ можно выявлять 

одновременно аспергиллы и зигомицеты, при этом 

идентифицируя зигомицеты до рода или вида. Она 

может оказаться очень полезной для обнаружения 

случаев смешанной инфекции. Для внедрения в кли-

ническую практику представленных в работе моле-

кулярно-генетических методов необходимо продол-

жить их тестирование на клиническом материале.
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Изучена антимикробная активность некоторых произво-
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ВВЕДЕНИЕ 

Создание полимерных аналогов противомикроб-

ных веществ является одним из путей преодоления 

возникающей резистентности микроорганизмов к 

действию существующих лекарственных препаратов. 

Это позволяет повысить локальную концентрацию и 

устойчивость действующего вещества к ферментам 

бактерий и грибов, а также  снизить его токсичность 

и увеличить длительность действия. Среди веществ, 

обладающих противомикробной, противоопухоле-

вой и другими видами биологической активности, 

нередко называют соединения, представляющие со-

бой гидразоны альдегидов [1]. В связи с этим син-

тез полимерных гидразонов представляет большой 

интерес при создании новых и совершенствовании 

уже известных лекарственных веществ. По данным 

Платэ Н.А., Васильева А.Е. (1986), модификация ле-

карственных субстанций полимерами может приве-

сти как к сохранению, так и к частичной или полной 

потере биологической активности в зависимости от 

типа носителя и его связи с введённым фрагментом. 

Цель работы – изучить противомикробную ак-

тивность полимерных производных некоторых био-

логически активных альдегидов, синтезированных 

на основе сульфатированной, карбоксиметилиро-

ванной и исходной альгиновой кислот.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами микробиологического исследования 

были синтезированные нами производные сульфати-

рованной альгиновой кислоты (АКС), карбоксимети-

лированной кислоты (КМАК) и исходной альгиновой 

кислоты (АК): гидразиды, 5-нитрофурфурилиден- и 

3-(5-нитро-2-фурил)-2-пропенилиденгидразиды.

Сульфатирование альгиновой кислоты проводи-

ли хлорсульфоновой кислотой в системе раствори-

телей 1,2-дихлорэтан (ДХЭ) – формамид [2], а также 

растворами сульфотриоксида в ДХЭ [3]. Карбокси-

метилирование альгината натрия осуществляли из-

бытком хлоруксусной кислоты в изопропиловом 

спирте в присутствии раствора гидроксида натрия 

[4]. Н-формы сульфатированной и карбоксиметили-

рованной альгиновой кислот получали с использо-
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ванием трихлоруксусной кислоты и ионообменной 

хроматографии либо в процессе сульфатирования 

полисахарида с выделением продукта без использо-

вания основания. Этерификацию полученных образ-

цов проводили в избытке этилового спирта в услови-

ях автокатализа или в присутствии кислого катали-

затора [4, 5]. Гидразиды синтезированных поликис-

лот получали, нагревая Н-формы сульфатированной 

и исходной альгиновой кислоты с гидразингидратом 

(ГАКС, ГАК), и реакцией этилового эфира карбокси-

метилальгиновой кислоты (ГКМАК) с гидразинги-

дратом при комнатной температуре [6]. 

Ацилгидразоны альдегидов получали, добавляя к 

натриевой соли соответствующего гидразида в 0.2 н. 

растворе уксусной кислоты равный объем этаноль-

ного раствора альдегида и выдерживая при комнат-

ной температуре 20 часов [6].

Противомикробную активность определяли ме-

тодом двукратных серийных разведений полученных 

полимерных производных в жидких питательных сре-

дах. Для исследования антибактериального действия 

применяли мясопептонный бульон, а для изучения 

противогрибкового действия – среду Сабуро. В ка-

честве тест-культур использовали грамположитель-

ные и грамотрицательные бактерии – Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli и дрожжевые грибы Candida 

albicans. Микробная нагрузка составляла 105 КОЕ на 

мл, время инкубации для S. aureus, E. coli – 18-24 ч 

при 37 °С, для C. albicans – при 24 °С. Наличие или 

отсутствие роста тест-микроорганизмов оценивали 

визуально по помутнению среды. Для определения 

микробоцидного и микробостатического действий 

проводили высев на плотные питательные среды. За 

минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) 

принимали наименьшую концентрацию препарата, 

вызывающего задержку размножения (МИКст) или 

гибель тест-культуры (МИКц). Активность произво-

дных альгиновой кислоты выражали в пересчёте на 

содержание введённого фрагмента.

В качестве образца сравнения был использован 

химиотерапевтическое средство ряда производных 

нитрофурана – фурацилин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно полученным данным, исходные поли-

сахариды (ГАК, ГАКС, ГКМАК) были малоактивны 

в отношении выбранных микробных культур. Гидра-

зиды карбоксиметилальгиновой кислоты  (таблица, 

соединения 2) не подавляют рост выбранных тест-

культур, а гидразиды сульфатированной и исходной 

альгиновой кислоты (таблица, соединения 3) оказы-

вают слабое статическое действие на S. aureus и C. 

albicans в концентрации 500 мкг/мл. 

Введение в молекулы полимеров 5-нитро-2-

фурильного фрагмента привело к появлению у них 

антимикробной активности и, прежде всего, микро-

бостатического действия в отношении культур тест-

микроорганизмов. 

Таблица

 Результаты определения противомикробной 

активности производных альгиновой кислоты 

Название и номер исследу-
емого образца

Штамм 
микроорга-

низма

МИК по отношению к микроогра-
низмам, мкг/мл (в пересчете на 

фурацилин)
Статическая Цидная

1 Фурацилин
S. aureus 4.38 8,75
E. coli - 8,75
C. albicans 500 -

2 Гидразиды КМАК
Не активны в отношении вы-

бранных тест-культур

3 Гидразиды АК, АКС
S. aureus 500 -
C. albicans 500 -

4
5-нитрофурфурил-иден-
гидразид АК

S. aureus 3,21 -
E. coli 25,69 51,37
C. albicans 51,37 -

5
5-нитрофурфурил-иден-
гидразид КМАК №1

S. aureus 9,28 -
E.coli 18,54 74,25
C. albicans 37,12 -

6
5-нитрофурфурил-иден-
гидразид КМАК №2

S. aureus 3,94 -
E. coli 15,77 63,07
C. albicans 31,54 -

7
5-нитрофурфурил-иден-
гидразид  АКС №1

S. aureus 2,01 -
E. coli 32,21 -
C. albicans 32,21 -

8
5-нитрофурфурил-иден-
гидразид  АКС №2

S. aureus 0,30 -
E.coli 19,16 38,32
C. albicans 38,32 -

9
3-(5-нитро-2-фу-
рил)-2-пропенил-
иденгидразид АК

S. aureus 3,47 27,73
E.coli 6,93 13,86
C. albicans 13,86 27,73

10
3-(5-нитро-2-фурил)-2-
пропе-нилиденгидразид 
КМАК №1

S. aureus 10,88 43,50
E. coli - 43,50
C. albicans 21,75 -

11
3-(5-нитро-2-фурил)-2-
пропе-нилиденгидразид 
КМАК №2

S. aureus 2,22 35,56
E.coli 4,45 8,89
C. albicans 17,78 71,12

12
3-(5-нитро-2-фурил)-2-
пропе-нилиденгидразид 
АКС

S. aureus 0,49 7,81
E. coli 3,90 7,81
C. albicans 3,90 7,81

Изучаемые ацилгидразоны 5-нитрофурфурола и 

3-(5-нитро-2-фурил)-2-пропеналя проявляли выра-

женный бактериостатический эффект в отношении 

S. aureus, за исключением соединений 5 и 10 (табли-

ца) – их противостафилококковое действие превы-

шало активность фурацилина, а производные суль-

фатированной альгиновой кислоты (таблица, соеди-

нения 12 и 8) были активнее фурацилина, более чем в 

9 и 15 раз соответственно.

Все ацилгидразоны 3-(5-нитро-2-фурил)-2-

пропеналя, помимо бактериостатического, оказыва-

ли и бактерицидное действие на S. aureus, но их бак-

терицидная активность была в 3-5 раз ниже, чем у 

препарата сравнения, за исключением N-3-(5-нитро-

2-фурил)-2-пропенилиденгидразида сульфатирован-

ной альгиновой кислоты (таблица, соединение 12), 

противостафилококковый эффект которого сопо-

ставим с активностью фурацилина.

Грамотрицательные бактерии E. coli оказались 

менее чувствительными к исследуемым соединени-

ям. Полимерные ацилгидразоны 5-нитрофурфурола 

проявляли примерно в 4-8 раз меньшее антимикроб-

ное действие в отношении E. coli, чем вещество срав-

нения. Однако бактерицидная активность произво-

дных 3-(5-нитро-2-фурил)-2-пропеналя (таблица, 
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соединения 9,11,12), за исключением соединения 10, 

сопоставима с активностью фурацилина. 

Все синтезированные полимерные ацилгидра-

зоны проявляли противогрибковое действие. Их 

фунгистатическая активность была на 1-2 порядка 

выше, чем фурацилина, а ацилгидразоны 3-(5-нитро-

2-фурил)пропеналя (таблица, соединения 9,11,12), в 

отличие от фурацилина, проявили и фунгицидную 

активность. Наиболее выраженным противогриб-

ковым действием обладал N-3-(5-нитро-2-фурил)-

2-пропенилиденгидразид сульфатированной альги-

новой кислоты (таблица, соединение 12), который 

оказывал ингибирующее действие на C. albicans при 

МИКст 3,9 мкг/мл, МИКц – 7,8 мкг/мл. 

При сравнении антимикробного действия синте-

зированных веществ выявили, что полимерные про-

изводные 3-(5-нитро-2-фурил)-2-пропеналя имели 

более высокую активность, чем ацилгидразоны 5-ни-

трофурфурола.  Вполне вероятно, что повышение 

противогрибкового эффекта связано с увеличением 

размера вставки (углеродной цепи) между полиме-

ром и нитрофурановым фрагментом.

Также установили, что вещества, синтезирован-

ные на основе сульфатированной альгиновой кисло-

ты, обладали большей антимикробной активностью, 

чем производные альгиновой и карбоксиметилиро-

ванной альгиновой кислот.

Ранее полимерные ацилгидразоны 5-нитрофур-

фурола были получены на основе карбоксиметилхи-

тина [7]. При сравнении наших результатов с данны-

ми из научной литературы, обнаружили, что в случае 

арилиденгидразидов карбоксиметилхитина также 

имеет место некоторое снижение активности в от-

ношении бактерий S. aureus и E.coli и усиливается 

противогрибковый эффект по сравнению с фураци-

лином.

Таким образом, конструирование полимерных 

аналогов лекарственных средств ряда 5-нитрофу-

рана по предложенной химической схеме на основе 

природной, сульфатированной и карбоксиметилиро-

ванной альгиновой кислот представляет интерес для 

дальнейших исследований, так как от полученных 

веществ можно ожидать не только высокую биоло-

гическую активность, но и снижение токсичности, и 

повышение продолжительности действия, как у мо-

дифицированных полисахаридов.

ВЫВОДЫ
1. Альгиновая кислота, а также её сульфатирован-

ные и карбоксиметилированные производные в ка-

честве носителя препаратов нитрофуранового ряда, 

в целом, не снижают противомикробный эффект, а, в 

ряде случаев, увеличивают его в 10-100 раз.

2. Все исследуемые полимерные производные 

5-нитрофурана проявляют фунгицидный и фунги-

статический эффекты в отношении C. albicans.

3. Ацилгидразоны, синтезированные на основе 

сульфатированной альгиновой кислоты, обладают 

большей антимикробной активностью, чем произво-

дные альгиновой и карбоксиметилированной альги-

новой кислот.

4. С помощью разработанной схемы синтеза по-

лимерных аналогов лекарственных средств ряда 

5-нитрофурана на основе природной, сульфатиро-

ванной и карбоксиметилированной альгиновой кис-

лот можно конструировать биологически активные 

полимеры, обладающие антимикробной активно-

стью.
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В статье рассмотрены  результаты по изучению микромор-

фологических особенностей штамма Ls 1-06 Laetiporus sp. и его ге-

нетической оценки принадлежности к виду Laetiporus sulphureus. 

Приведены результаты оценки токсичности мицелия штамма. 

Установлено, что водные и спиртовые  экстракты штамма L. 

sulphureus Ls 1-06 не обладают токсичным действием на жиз-

недеятельность простейших инфузорий Paramecium caudatum 

и Tetrahymena pyriformis. Результатами по изучению  острого 

токсического эффекта на экспериментальных животных (кры-

сах) подтверждено его отсутствие, что позволяет отнести экс-

тракты биомассы штамма L. sulphureus Ls 1-06 к V классу ток-

сичности веществ, т.е. к нетоксичным. 
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We consider in this article the results of the study of micromorpho-

logical features of strain Ls 1-06 Laetiporus sp. and its genetic evalua-

tion of belonging to species Laetiporus sulphureus. The results of evalu-

tion of the strain mycelium toxicity have been showed. It is established 

that the aqueous and ethanol extracts of the mycelium strain L. sul-

phureus Ls 1-06 do not have toxic effects on the life of the simplest cili-

ates Paramecium caudatum and Tetrahymena pyriformis. The results 

of study of acute toxicity in experimental animals (rats) confirmed the 

absence and allow to relate biomass extracts of strain L. sulphureus Ls 

1-06 to Class V toxicity of substances, that is non-toxic.

Key words: fungi, Laetiporus sulphureus, mycelium, testing for 

toxicity, toxicity

В настоящее время необходимы новые ресурсы 

лекарственных препаратов и антибиотиков. Одним 

из направлений поиска новых природных биологи-

чески активных соединений является использование 

мицелия и плодовых тел различных видов базиди-

альных грибов. Одним из перспективных в этом на-

правлении является вид Laetiporus sulphureus – сер-

но-желтый трутовик, плодовые тела которого уже 

давно применяют в народной медицине в качестве 

лекарственного средства, обладающего антисепти-

ческими свойствами [1-4]. Известно, что не только 

плодовые тела, но и мицелий штаммов этого вида 

имеют в составе биологически активные соединения. 

В результате исследований Тихоновой О.В., Ершовой 

Е.Ю. и др. (2001 г.) показано, что при поверхностном 

и глубинном культивировании штаммы L. sulphureus 

проявляют антибиотическую активность в отноше-

нии грамположительных и грамотрицательных бак-

терий, но не оказывают действия в отношении пато-

генных грибов [2].

Другие авторы выявили антимикробную [1, 3], 

антиоксидантную [5, 6] противоопухолевую [7, 8] 

и противовирусную [9] активности у штаммов L. 

sulphureus. Исследователи связывают антимикроб-

ные свойства с образованием и выделением в культу-

ральную жидкость штаммами L. sulphureus органи-

ческих кислот, а антиоксидантные, противовирусные 

и противоопухолевые – с биосинтезом каротиноид-

ных соединений. 

Доказано, что этанольные экстракты мицелия L. 

sulphureus, выращенного в глубинной культуре, обла-

дают антиоксидантными свойствами [6]. Антиокис-

лительная активность липокаротиноидного экстрак-

та мицелия L. sulphureus была подтверждена и в экс-

периментах in vivo теми же исследователями. Радио-

защитное и антиоксидантное действие одни авторы 

связывают, скорее всего, с присутствием в мицелии 

L. sulphureus липофильных биоантиоксидантов ка-

ротиноидной природы [10], другие - с присутствие 

в мицелии данного вида экзополисахаридов [11, 12].
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По сравнению с каротинообразующими дрожжа-

ми и микромицетами, базидиальный ксилотроф L. 

sulphureus обладает определенными преимущества-

ми. Растущая популярность вида L. sulphureus делает 

актуальной разработку технологии его выращивания 

с использованием сырьевой базы и отходов растени-

еводства.

Несмотря на то, что общий объем публикаций, 

посвященных базидиомицету L. sulphureus, чрезвы-

чайно велик, все сведения относятся только к пред-

ставителям вида, паразитирующим на лиственных 

породах деревьев. Подобная информация о штам-

мах, поражающих древостои хвойных, практически 

отсутствует. Известно лишь, что они распростра-

нены, в основном, в Северной Америке, некоторых 

странах Европы и обладают токсичными свойства-

ми. Кроме того, в настоящее время все исследования 

штаммов, изолированных из древостоев хвойных, 

проводили только в Северной Америке. Установле-

но, что выделенные с хвойных растений изоляты от-

носятся к виду Laetiporus conifericola [13]. Известно, 

что данный вид распространен в Северной Амери-

ке – от Калифорнии до Аляски, развивается часто 

на красной пихте, кедрах, также как и L. sulphureus, 

вызывая бурую гниль как живых, так и уже мертвых 

деревьев.

Однако на сегодняшний день нет источников с 

информацией о свойствах и составе штаммов, па-

разитирующих на хвойных породах на территории 

России, как нет достоверного подтверждения, к ка-

кому виду относить такие штаммы, и действительно 

ли они токсичны? Это обосновывает необходимость 

исследования изолятов рода Laetiporus, выделенных 

с хвойных древостоев: подтверждения или опровер-

жения их принадлежности к виду, изучению их био-

логически активных свойств и токсичности.

В период с 2006 г. были выделены штаммы из пло-

довых тел пораженных хвойных древостоев Респу-

блики Тыва. В результате изучения культуральных 

признаков, биологической активности и продуктив-

ности был отобран наиболее продуктивный штамм 

Ls 1-06, способный к биосинтезу каротиноидов и бел-

ка, в составе которого имеется большое количество 

незаменимых аминокислот [14]. Штамм L. sulphureus 

Ls 1-06 депонирован во Всероссийской Коллекции 

Промышленных Микроорганизмов как продуцент 

белка и каротиноидов (ВКПМ F-982). Однако для его 

использования в качестве продуцента биологически 

активных соединений, пищевых и кормовых добавок 

требовалось проведение идентификации и иссле-

дования биологической активности и токсичности 

штамма.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определение видовой принадлежности.

Видовую принадлежность определяли на осно-

вании морфологических признаков плодовых тел, 

описывавшихся при сборе грибов, спор и морфоло-

го-культуральных признаков (тип колоний, характер 

роста, цвет мицелия, запах, наличие экзопигмента), 

для чего мицелий наращивали на капустном агаре 

(200 г капусты,  2% агара, 2% глюкозы).

Результаты всех исследований были сопостав-

лены с данными в определителе [15]. Видовую при-

надлежность подтверждали молекулярно-генетиче-

скими исследованиями. Изучали участок ядерной 

рДНК, содержащий транскрибируемый спейсерный 

участок ITS. Хроматограммы, полученные после сик-

венирования, анализировали с помощью программы 

Chromas_Pro_Sequens_Scanner. Поиск гомологичных 

последовательностей в Генбанке осуществляли с 

применением программы BLAST (www.ncbi.nih.gov). 

Изучение микроморфологических свойств 

штаммов.

Микроморфологические особенности штамма 

исследовали в живом состоянии путем выращивания 

культуры гриба в камерах Ван-Тигема. Для этого на 

стерильное предметное стекло фиксировали камеру 

Ван-Тигема, в центр которой наносили каплю рас-

плавленного питательного сусло-агара. После засты-

вания среды, в центр капли иглой вносили посевной 

материал и сверху накрывали покровным стеклом, 

предварительно смазанным вазелином. Камеры с по-

севами помещали в стерильные чашки Петри и инку-

бировали при 25±1 ºС. Каждые вторые  сутки куль-

тивирования наблюдали за микроморфологией при 

помощи светового микроскопа марки LWScientific 

(США). 

Люминесцентную микроскопию применяли для 

окрашивания ядерного вещества. Материал для ис-

следования готовили следующим образом: наросший 

на покровные стекла 7, 14 и 21-суточный мицелий 

фиксировали в модифицированном растворе Карнуа 

с последующим окрашиванием реактивом ДАПИ 

(4’,6-диамидино-2-фенилиндол, SIGMA) в концен-

трации 500 нг/мл; в работе использовали микроскоп 

Axioskop 40 FL, фильтр 02 (Zeiss). 

Сканирующую электронную микроскопию прово-

дили для изучения морфологии конидий и мицелия. 

Для чего агаровые блоки с наросшим 7, 14 и 21-суточ-

ным мицелием фиксировали в парах осмия. После 

высушивания образцы закрепляли, напыляли смесь 

платины и палладия (IB-3 IonCoater) и просматрива-

ли с помощью сканирующего электронного микро-

скопа «Hitachi» S-405A в лаборатории электронной 

микроскопии МГУ им. М.В. Ломоносова.

Исследование токсичности экстрактов мице-

лия на простейших.

Для оценки токсичности мицелий наращивали на 

капустной среде в колбах Эрленмейера на качалке в 

режиме 150 об/мин, затем высушивали в сушильном 

шкафу при 40 ºС в течение 3 суток. Высушенную био-

массу измельчали и проводили водную горячую экс-

тракцию и этанольную экстракцию [15]. 

Водные экстракты из биомассы мицелия получа-

ли путем смешивания дистиллированной воды и из-

мельченной биомассы при 60 ±1 ºС встряхиванием на 

качалке в режиме 120 об./мин в течение пяти часов. 
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Соотношение исследуемого образца к экстрагенту со-

ставляло 1:30 соответственно. Спиртовые экстракты 

получали путем экстрагирования образца 96%-м эта-

нолом с соотношением образца к экстрагенту – 1:10. 

Для исследований на инфузориях полученный экс-

тракт доводили до концентрации спирта 1%. 

На первом этапе оценивали выживаемость тест-

объектов инфузорий Paramecium caudatum в водных 

экстрактах мицелия и культуральных фильтратах. 

Культуру тест-организма – P. caudatum готовили с 

титром не менее 500-100 клеток/мл в чашке Петри 

путем выращивания на среде Лозина-Лозинского 

[16]. Первый этап биотестирования на инфузориях 

P. caudatum осуществляли в соответствии с техниче-

ским описанием с помощью прибора БиоЛаТ-3, ком-

пьютера с программой AutoCiliataXP, разработанной 

автором Черемных Е.Г. Оценку токсичности по пер-

вому этапу биотестирования проводили на основа-

нии критериев, указанных в таблице 1 [17]. 

Расчет коэффициента токсичности К1 выполняли 

по формуле: 

,

где N1 – количество живых инфузорий после экс-

позиции в пробе; N2 – количество живых инфузорий 

до начала опыта.

Таблица 1

Критерии оценки токсичности на  P. caudatum

Коэффициент выживаемости 
P. caudatum,  К1

Оценка токсичности

Тест-культуры водного экстракта
>=0,9 Нетоксичная проба

<= 0,50 Токсичная проба

Все остальные варианты значений коэффициента выживаемости учитыва-
ются при вычислении комплексной оценки после второго и третьего этапов

На втором этапе проводили оценку токсичности 

на тест-объектах Tetrahymena pyriformis. Для это-

го наращивали культуру на среде Лозина-Лозин-

ского в течение от 3 до 14 суток с титром не менее 

5·104±103 клеток/мл. Исследуемые пробы помещали 

во флаконы, в которые вносили по 10 мкл культуры 

инфузорий T. pyriformis. Инфузории культивировали 

в течение 24 час. В качестве контроля использовали 

исходную питательную среду для инфузорий без до-

бавления фильтратов и экстрактов. Заключение про-

изводили на основе критериев, указанных в таблице 

2, вычисленных по формулам 2 и 3:

где N1, N1контр – количество инфузорий до начала 

экспозиции в пробе и контроле, N2, N2контр – количе-

ство живых инфузорий по окончании второго этапа 

опыта [17].

Таблица 2

Критерии оценки степени токсичности водного 

экстракта тест-культуры на инфузории 

T. pyriformis

Коэффициент прироста инфузорий 
T. pyriformis за 24 ч экспозиции,  К2

Оценка степени токсичности или 
решение о продолжении исследо-

вания

>=0,9 >=0,9 объект нетоксичен

<=0,5 <=0,5 объект токсичен

Примечание: Все остальные варианты значений коэффициента прироста 
учитываются при вычислении комплексной оценки после  третьего этапа

Изучение острой токсичности образцов ми-

целия на крысах.

Для исследований использовали особей обоих 

полов линии белых крыс Wistar. Определяли величи-

ну средне-смертельной дозы (ЛД50) в условиях дроб-

ного многократного внутрижелудочного введения 

водного экстракта мицелия штамма, полученного 

в воде при нагреве и ультразвуковой обработке су-

спензии. Экстракт вводили каждой особи в объеме 

2,0 мл многократно через каждый час. Внутрижелу-

дочное введение крысам испытуемого насыщенного 

раствора в пересчете на суммарную дозу составляло 

7 г/кг. 

Оценку результатов действия экстрактов про-

водили по следующим показателям: поведение жи-

вотных, выживаемость, изменение массы тела крыс, 

массовый индекс органов (по данным некропсии).

Результаты исследований идентификации 

штамма Ls1-06.

При изучении микроморфологии штамма обна-

ружили, что мицелий имеет оранжево-розовый цвет, 

состоит из длинных гиф с простым ветвлением, без 

образования пряжек, также отмечали образование 

овальных, шарообразных и грушевидных структур, 

расположенных на гифах терминально или интерка-

лярно. При окраске ядер выявили, что мицелий  ди-

кариофитный, ядра расположены тесно друг к другу 

(Рис. 1).

А
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Рис. 1. Микроморфология штамма Ls1-06 Laetiporus sp.: 
А – морфология колонии на питательном капустном агаре; 
Б – окраска ядер, В – морфология мицелия (сканирующая 

электронная микроскопия мицелия)

При изучении микроморфологии в режиме све-

товой микроскопии было установлено, что мицелий 

штамма Laetiporus sp. имеет гифы различного диа-

метра (от 3,5 до 6,5 мкм). Шарообразные структуры 

воздушного мицелия являются  хламидоспорами, 

а грушевидные структуры субстратного мицелия 

– бластоконидиями, которые на мицелии формиру-

ются апикально (Рис. 2). На основании микроморфо-

логических и культуральных признаков штаммов на 

агаризованных средах выявили их сходство с видом 

L. sulphureus.

При исследовании генетической принадлежности 

штаммов сиквенированием вариабельных участков 

ITS рДНК подтверждена степень сходства с видом L. 

sulphureus на 99%.

Последовательность ITS рДНК вариабельных 

участков штамма 1-06 представлена ниже:

GAAAAANGGGGTCGCCCCTNGTCACAACAC

ACCCCTGNTGCACGTTGAAGGCCCGGCTCGTT

GAGTGGGTGGGCGACCGCCCAGGATTCGTAGC

CTCGCTTTCTTACACAAACTTCGGAATGTACAT

CAGAATGTCTTACGCGTGTAACGCATCGTAATAT

AACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT

CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT

GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT

TTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGCATTCCGAG

GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAACTCTCA

ACCCCTGCCATCTTTGCGGATGAGCGTCGGTTG

GATTTTGGAGGTTGCCGGACTCGTTCGGCTCCT

CTTGAAAGCATAGTGAAGCTTGGACCTGACCGA

CCGAGTGGACGTGATAGAAAGTCACCGTCGACT

GAAGGGTCCGTCGTTGAACGGTTCAAGCTTTGT

TTCATCGTCTTCGGACGAAACATCTCTGACCTC

TGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAC

TTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAA

Таким образом, было установлено, что штамм, 

выделенный из плодового тела, паразитирующего 

на Larix sibirica L., принадлежит к виду Laetiporus 

sulphureus. В связи с чем, утверждение авторов 

Бурдсала Ж. и Банника М. о том, что на древостоях 

хвойных паразитирует только вид L. conifericola не-

правомочно, так как полученные нами данные этому 

противоречат.

При исследовании токсичности водных экс-

трактов мицелия штамма Ls 1-06 на простейших P. 

caudatum выявили, что они не являются токсичными 

при соотношении экстракт: вода - 1:5 (табл. 3). Коэф-

фициент выживаемости клеток P. caudatum составил 

не менее 1,0, что свидетельствует о нетоксичности 

такой концентрации экстракта. Спиртовые экстрак-

ты мицелия штамма Ls 1-06 L. sulphureus (1% этанол) 

Рис. 2. Микроморфология мицелия штамма Ls1-06 Laetiporus sp. (указано стрелками): А – утолщение клетки мицелия при 
образовании хламидоспор; Б – вздутия в мицелии при образовании бластоконидий
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нетоксичны при исходной концентрации исследуе-

мого экстракта для P. caudatum.  

Таблица 3.

Влияние экстрактов  мицелия штамма L. sulphureus на 

коэффициент выживаемости P. caudatum

Разведение исходного экстракта
Исх. экстракт 1:1 1:5 1:10

Концентрация сухого вещества в исходном водном экстракте мицелия , 
0,33±0,01%

штамм Ls 1-06 0,3 0,3 1,0 1,5

Контроль вода 2,24
Концентрация сухого вещества в  исходном водном экстракте,   

0,019±0,001%
штамм Ls 1-06

К1 выживаемости клеток в спиртовых экстрактах мицелия

штамм Ls 1-06 3,15 3,17 2,90 -

Контроль 1% спирт 1,82

При оценке на простейших Tetrahymena pyriformis 

установили, что экстракты штаммов не облада-

ют токсичным действием на культуру простейших 

T. pyriformis, т.к. имеет место прирост клеток че-

рез 24 часа (табл. 4). По коэффициенту прироста T. 

pyriformis, который составил 13 – для водных экс-

трактов и 11 – для спиртовых, можно утверждать об 

их биологической активности, влияющей на жизне-

способность инфузорий.

Таблица 4. 

Влияние экстракта мицелия штамма Ls 1-06

L. sulphureus на численность культуры T. pyriformis

Штамм
Кол-во исходных, 
клеток/ 300 мкл

Кол-во клеток 
через 24 ч,

клеток /300 мкл

Коэффициент 
прироста

Водный экстракт

Ls 1-06 109 1010 13

Спиртовой экстракт

Ls 1-06 104 1190 11
Вода 

(контроль)
102 216 2

1% спирт 
(контроль)

90 182 2

Таким образом, при изучении экстрактов штамма 

L.s 1-06 L. sulphureus выявили, что они не вызывают 

токсического эффекта в отношении простейших. 

Результаты оценки токсичности на крысах.

Многократное дробное внутрижелудочное вве-

дение крысам экстракта мицелия штамма Ls 1-06 L. 

sulphureus во всех испытанных дозах (4 мг/кг, 5 мг/кг, 

6 мг/кг, 7 мг/кг), в том числе –максимальной дозе – 

7,0 г/кг, на протяжении всего периода наблюдений не 

сопровождалось летальностью вне зависимости от 

пола животных (табл. 5).

Таблица 5

Влияние экстракта мицелия штамма Ls 1-06 

L. sulphureus на выживаемость белых крыс Wistar 

после многократного дробного внутрижелудочного 

введения

Многократное  введение экстракта  Ls 1-06 L. sulphureus

Доза, г/кг 4,0 5,0 6,0 7,0
Расчетные показатели 

токсичности (г/кг)
Самцы

Эффект:  пало/
всего

0/10 0/10 0/10 0/10 ЛД50>7,0 г/кг

Самки
Эффект:  пало/

всего
0/10 0/10 0/10 0/10 ЛД50>7,0 г/кг

Однократное  контрольное введение физ.раствора
Доза, 

8 мл/крыса
5,0

Расчетные показатели токсичности 
(мг/крыса)

Самцы
Эффект,   пало/

всего
0/7 Нет павших

Самки
Эффект,  пало/

всего
0/7 Нет павших

На 2-е, 7-е и 14-е сутки животных взвешивали и 

определяли влияние экстракта мицелия штамма Ls 

1-06 L. sulphureus на состояние, поведение, динами-

ку изменения массы тела крыс (табл. 6). Выявили, 

что животные переносили введённые количества 

веществ хорошо, без выраженных токсических про-

явлений, как в период введения, так и на протяжении 

14 суток последующих наблюдений.  

Таблица  6.

Изменение массы тела крыс после однократного 

внутрижелудочного (в/ж) введения испытуемых 

препаратов

Препарат, доза
Изменение массы тела, %

(исходная масса принята за 100 %) на:
2 сут. 7 сут. 14  сут.

Внутрижелудочное  введение   экстракта мицелия 
штамма Ls 1-06 L. sulphureus

5 г/кг, самцы (n=10) 101,8 107,6 110,9
5г/кг, самки (n=10) 103,5 109,3 116,0
7г/кг, самцы(n=10) 102,7 107,8 113,3
7г/кг, самки  (n=10) 103,3 109,1 117,2
Контрольное  внутрижелудочное введение физиологического раствора
8 мл, самцы (n=7) 103,5 108,0 112,0
8 мл, самки (n=7)  104,5 109,5 115,8

Поведение и состояние животных опытных и 

контрольных групп не различались. При анализе по-

лученных данных, по которым определяли динамику 

изменения массы тела, наблюдали положительную 

динамику роста массы тела у крыс во всех испыту-

емых группах. Достоверных различий в динамике 

массы тела в группах животных, получавших раствор 

экстракта мицелия штамма Ls 1-06 L. sulphureus, не 

выявили, кроме того, она практически не отличалась 

от показателей в контрольной группе. 

После заключительного взвешивания, животных 

подвергали эвтаназии и производили вскрытие, мор-

фометрический анализ органов и тканей, вычисляли 

массовые коэффициенты крыс опытных и контроль-

ных групп (табл. 7). 

Таблица 7.
Массовые индексы органов белых крыс после  

внутрижелудочного  введения экстракта мицелия 

штамма Ls 1-06 L. sulphureus  (М ± m)

Органы 

Группы и дозы (г/кг)
Экстракт мицелия штамма

Ls 1-06 L. sulphureus
Контроль

физ.раствор
5 г/кг 7г/кг 8 мл/кг

Сердце 3,85 ±0,1 3,73±0,1 3,91±0,1 3,78±0,1 3,85±0,1 3,61±0,05
Легкие с 
трахеей

9,32±0,3 9,03±0,2 9,04±0,1 8,85±0,3 9,13±0,1 8,87±0,5

Тимус 1,41±0,09 1,49±0,07 1,47±0,08 1,39±0,08 1,37±0,11 1,32±0,08
Печень 41,7±1,3 39,9±2,1 40,9±2,7 38,8±2,4 39,7±0,9 39,1±2,5
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Селезенка 6,1±0,3 6,2±0,4 5,9±0,5 6,0±0,3 6,3±0,5 6,1±0,3
Почка 
(лев)

4,2±0,1 4,2±0,1 4,2±0,1 4,4±0,2 4,1±0,1 4,3±0,2

Надпочеч-
ник (лев)

0,18±0,03 0,20±0,03 0,21±0,05 0,23±0,02 0,17±0,05 0,20±0,03

Головной 
мозг

7,25±0,02 7,33±0,09 7,47±0,11 7,38±0,15 7,26±0,10 7,22±0,13

Яички/ 
яичники

13,4±0,21 0,65±0,06 14,2±0,3 0,72±0,08 14,0±0,3 0,78±0,09

Результаты вскрытия (некропсии) крыс.

На вскрытии крыс, умерщвленных в конце токси-

кометрического эксперимента (через 14 суток), а так-

же на вскрытии контрольных животных, умерщвлен-

ных в тот же срок, различий не установлено. Крысы 

правильного телосложения, удовлетворительной 

упитанности. Состояние волосяного и кожного по-

кровов нормальное. Шерсть – блестящая, опрятного 

вида, без очагов облысения.

При осмотре грудной и брюшной полостей на-

рушений в расположении внутренних органов не от-

мечали. Желудок имел обычную форму и размеры, 

просвет заполнен плотным пищевым содержимым. 

Слизистая оболочка тела желудка – бледно-розовая, 

блестящая, складчатая, без раздражений, а тонкой и 

толстой кишок –блестящая, гладкая.

Подчелюстные лимфатические узлы и слюнные 

железы имели овальную или округлую форму, одно-

родный розоватый или желтоватый цвет и умерен-

ную плотность.

Щитовидная железа плотно прилежала к горта-

ни, имела обычные размеры и плотность, розовато-

красноватый цвет. Тимус – треугольной формы, бе-

ловатого цвета и умеренно плотной консистенции.

Величина и форма сердца изменений не пред-

ставляли. Мышца сердца – коричневатая, плотная. 

Поверхность легких бледно-розовой окраски; лег-

кие спадались при вскрытии грудной клетки. Ткань 

на разрезе также имела однородную бледно-розовую 

окраску. Слизистая оболочка внелегочных бронхов 

– гладкая, блестящая, бледно-розовая. Величина и 

форма печени без изменений. Капсула печени была 

тонкой, прозрачной. Ткань печени имела коричнева-

тый цвет и умеренно плотную консистенцию. Под-

желудочная железа – бледно-розовая, дольчатая.

Величина и форма почек не отличались от тако-

вых в контроле, капсула легко снималась. Поверх-

ность органа – гладкая, однородной коричнева-

то-сероватой окраски. На разрезе почек отчетливо 

различались корковое и мозговое вещества. Форма, 

размеры и плотность надпочечников, яичников или 

яичек были такими же, как в контроле. 

Селезенка имела темно-вишневый цвет, гладкую 

поверхность и плотноватую консистенцию. Оболоч-

ки головного мозга – тонкие, прозрачные. Вещество 

головного мозга умеренной плотности. Расширения 

желудочков мозга не наблюдали. 

Таким образом, по данным вскрытия и макроско-

пического исследования, однократное внутрижелу-

дочное введение экстрактов мицелия штамма Ls 1-06 

L. sulphureus в исследованных дозах белым крысам 

Wistar обоих полов не вызывает макроскопических 

изменений внутренних и эндокринных органов, го-

ловного мозга, а также слизистой оболочки желудка, 

кишечника, кожи, подкожной клетчатки и мышц.

При оценке показателя массового индекса орга-

нов у крыс обоих полов также выявили отсутствие 

достоверных различий при введении экстрактов ми-

целия и физиологического раствора (табл. 7).

Из приведённых в таблице 7 данных следует, что 

достоверных отличий массовых индексов органов 

крыс, получавших экстракт мицелия штамма Ls 1-06 

L. sulphureus в разных дозах, от показателей массо-

вых индексов в соответствующих контрольных груп-

пах нет. При испытании экстрактов мицелия штам-

ма Ls 1-06 L. sulphureus показано, что многократное 

внутрижелудочное дробное введение крысам обоих 

полов в объёме, многократно превышающем мак-

симальный разовый объём, рекомендованный для 

данного вида, в максимальной дозе 7 г/кг не сопро-

вождалось летальностью, не вызывало существен-

ных изменений общего состояния и поведения жи-

вотных.

Результаты определения острого токсического 

действия, данные наблюдений за экспериментальны-

ми животными на протяжении 14 суток после остро-

го внутрижелудочного введения, а также данные 

вскрытия и морфометрического анализа являются 

основанием для отнесения экстракта мицелия штам-

ма к V классу практически нетоксичных веществ, для 

которых значение средне-смертельной дозы, нахо-

дится в пределах 5000 г < ЛД50< 15000 г (по Hodgeetal 

H. «Clinical Toxicology of Commercial Products. Acute 

Poisoning». Ed. IV, Baltimore, 1975; Сидоров K.K., 

1977). В пересчёте на человека, по правилам межви-

дового переноса, полученная величина составит око-

ло 1,17 г/кг, т.е. по выявленным данным, для человека 

весом 70 кг безопасно потребление 81,7 г препарата 

мицелия одномоментно. 

Из результатов проведенных исследований сле-

дует, что штамм Ls 1-06, выделенный из древостоев 

хвойных, относится к виду L. sulphureus, который ис-

пользуют как источник пищевых ресурсов. Биомасса 

мицелия штамма не является токсичной, что служит 

основанием для применения её в качестве продуцен-

та биологически активных веществ и пищевых доба-

вок. 
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Установлено, что гемолитическая активность и актив-

ность фосфолипазы С Candida albicans зависят от содержания 

ионов железа в питательной среде. Наличие в среде ионов Fe2+ в 

концентрации 4 мкМ индуцирует гемолитическую активность 

C. albicans и увеличивает активность фосфолипазы С. Избыточ-

ная концентрация ионов Fe2+ 50 мкМ уменьшает гемолитическую 

активность и активность фосфолипазы С. Выявленные эффек-

ты железозависимости гемолитической активности и активно-

сти фосфолипазы С можно рассматривать как важный инфек-

тологический механизм, определяющий исход взаимодействия C. 

albicans с организмом хозяина.

Ключевые слова: гемолизины, гемолитическая активность, 

ионы железа, Candida albicans, фосфолипаза С
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It has been found that the haemolytic activity of the phospholipase 

C activity and C. albicans depends on the iron ions content in the 

medium. The presence in the environment of Fe2+ ions at a concentration 

of 4 μM induces haemolytic activity of C. albicans and increases the 

activity of phospholipase C. The excess concentration of Fe2+ ions 50 μM 

reduced the haemolytic activity and the activity of phospholipase C. 

Identified effects of haemolytic activity and the activity of phospholipase 

C dependending on iron ions can be considered as an important 

infectological mechanism which determines the outcome of the 

interaction between C. albicans with a host organism.

Key words: Candida albicans, haemolysins, haemolytic activity, 
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В научной литературе активно обсуждают роль 

гемолизинов как «микробных стратегий добыва-

ния» железа. С одной стороны, гемолизины могут 

являться важным фактором вирулентности, приво-

дя к разрушению клеток организма хозяина, с дру-

гой стороны, гемолизины можно рассматривать как 

микробную стратегию добывания ионов железа из 

гемоглобина разрушенных эритроцитов. Исходя из 

известных фактов о роли железа как универсального 

регулятора вирулентности, вполне логично предпо-

ложить, что синтез гемолизинов микроорганизма-

ми является железозависимым. Однако сведения в 

литературе о влиянии ионов железа на экскрецию 

гемолизинов ограничиваются данными по менинго-

коккам и холерным вибрионам [1, 2].

Интересным объектом для такого исследования 

являетс  я оппортунистический патоген Candida spp. 

В литературе практически отсутствует информация 

о патогенетической роли гемолитической активно-

сти Candida spp. в развитии инфекционных заболе-

ваний, и, в целом, ее существование вызывает мно-

го споров, за некоторым исключением (Елинов Н.П. 

«Патогенные дрожжеподобные микроорганизмы, 

1964 г. и «Химическая микробиология», 1989 г.).

Считали, что гемолизин является важным фак-

тором патогенности C. albicans, обусловливающим 

патогенез кандидоза, так как его секреция сопрово-

ждается интенсивным гифообразованием. Однако 

зависимость гемолитической активности от гифо-

образования не была подтверждена в опытах на ги-

фоотрицательном виде C. glabrata (Odds F.C. London: 

Bailliere Tindall, 1998). 

В исследовании гемолитической активно-

сти на кровяном агаре показано, что C.  аlbicans, 

С.  dubliniensis, С.  kefyr, C.  krusei, C.  zeylanoides, 

C. glabrata, C. tropicalis и C. lusitaniae после 24 часов 

инкубации приводят к α-, а через 48 ч – к b-гемолизу 

эритроцитов. По данным Luo G. с соавторами (2001), 

C. famata, С. guilliermondii, С. rugosa и C. utilis, даже 

после 48 ч, давали только b-гемолиз, что позволило 

предположить наличие у Candida spp. двух гемоли-

тических субстанций. Однако природа гемолизинов 

так и не была выяснена. Danley D.L., et al (1983) вы-

сказывали предположение, что причиной α-гемолиза 
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является перекись водорода, а Watanabe T., et al 

(1999), что причиной b-гемолиза – маннопротеин 

клеточной стенки. Однако, по данным  Luo G. с соав-

торами (2001), 6 из 14 видов Candida spp., протести-

рованных на наличие b-гемолитической активности, 

не дали характерных b-гемолитических зон на кро-

вяном агаре, хотя маннопротеин является обязатель-

ным компонентом клеточной стенки Candida spp.

Цель настоящей работы – изучение влияния ио-

нов Fe2+ на гемолитическую активность C. albicans. 

Проведение подобного исследования важно для по-

нимания природы гемолитической активности C. 

albicans и ее инфектологических функций в организ-

ме хозяина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальные исследования проводили 

с использованием эталонного штамма C. albicans 

ATCC 24433 и 2 штаммов, выделенных из крови 

(9708) и кишечника (147) больных ОКБ г.  Ханты-

Мансийска.

Все растворы и питательные среды готовили на 

деионизированной воде. Изучение влияния ионов 

Fe2+ на гемолитическую активность (ГА) и актив-

ность фосфолипазы С (Аplc) C. albicans выполняли на 

железодефицитной питательной среде (ЖДС), при-

готовленной на основе бульона Сабуро (НПО «Пита-

тельные среды», г. Махачкала) на основании  «Спра-

вочника биохимика» (Досон Р., Эллиот Д. и др. – М.: 

Мир, 1991). Содержание железа в исходной ЖДС 

принимали равным нулю. Эксперимент проводили 

при следующих концентрациях ионов Fe2+ – 0; 4,0 

(оптимальная для роста) и 50,0  мкМ (избыточная), 

которые вносили в питательную среду в виде суль-

фита железа (II).

ГА определяли с помощью фотоэлектроколори-

метрического метода через 0; 6; 12; 24; 48 и 72 ч со-

культивирования C. albicans с эритроцитами челове-

ка 0 (I) группы Rh (+) при определенной концентра-

ции ионов Fe2+ [3].

Аplc выявляли с применением метода кислотно-

основного титрования по количеству кислот, образу-

ющихся в результате гидролиза лецитина [4]. В 20 мл 

стерильной ЖДС вносили железа сульфит (II) до 

требуемой концентрации, 0,1 мл 0,6% раствора каль-

ция хлорида, раствор лецитина до конечной концен-

трации 5% и 0,1 мл микробной взвеси в физиологи-

ческом растворе (0,500-0,510 опт. ед.). В контрольные 

пробирки вместо раствора железа сульфита (II) вно-

сили стерильный физиологический раствор. Посевы 

культивировали при 37 °С в течение 48 ч, добавляли 

5 мл 95% раствора этанола для остановки реакции, 

центрифугировали 15  мин при 3000  g, полученные 

супернатанты титровали из микробюретки 0,002М 

раствором натрия гидроксида в присутствии 1% рас-

твора фенолфталеина в качестве индикатора. Аplc 

рассчитывали по формуле:

Аplc= Vo-Vк,

где Аplc – активность фосфолипазы C, ЕД; Vo и 

Vк – объемы щелочи (мл), используемой для титро-

вания опытной и контрольной проб соответственно.

Все результаты обрабатывали статистически с ис-

пользованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По характеру действия можно выделить три типа 

гемолизинов микроорганизмов – порообразующие, 

поверхностно-активные и ферментативные (Welch 

R.A., 1991). К порообразующим гемолизинам относят 

микробные токсины, которые формируют посред-

ством вставки в плазматическую мембрану хозяина 

трансмембранные поры (каналы), приводящие клет-

ку к лизису (Tablot J.A., et al., 1991). К поверхностно-

активным гемолизинам относят вещества, продуци-

руемые микроорганизмами, способные встраиваться 

и дезинтегрировать клеточную мембрану. Этот тип 

гемолизинов является веществами – детергентами, 

не имеющими избирательного механизма действия. 

К ферментативным гемолизинам относят фермен-

ты, которые повреждают фосфолипидный бислой 

в мембране клеток хозяина. Субстратом при этом 

часто служит фосфолипид лецитин (фосфатидилхо-

лин), такие ферменты называют лецитиназами или 

фосфолипазами С. Таким образом, суммарная ГА, 

выявляемая на кровяном агаре, является кажущейся, 

так как представляет результат действия разных ти-

пов гемолитических субстанций. Поэтому на первом 

этапе исследования была определена суммарная ГА 

испытуемых штаммов C.  albicans в зависимости от 

концентрации ионов Fe2+ в питательной среде. Все 

использованные для нашего эксперимента штаммы 

C. albicans не давали зоны гемолиза при культивиро-

вании в течение 48 ч на 5% кровяном агаре Сабуро.

На рисунках 1 и 2 приведены кривые гемолиза 

для штаммов C. albicans 24433 и 147 при разных кон-

центрациях ионов Fe2+ соответственно. 

Рис. 1. Кривые гемолиза для штамма С. albicans АТСС 24433 
при различных концентрациях ионов Fe2+
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Как видно из рисунка  1, для штамма 24433, при 

отсутствии ионов Fe2+ в питательной среде, уровень 

ГА практически не изменялся до 48 ч инкубации и 

соответствовал 2,0%. Добавление в питательную 

среду ионов Fe2+ до концентрации 4  мкМ приводи-

ло к существенному увеличению ГА по сравнению 

с контролем. Максимальная ГА, выявленная через 

72 ч инкубации, составила 38%. Избыточная концен-

трация ионов Fe2+ 50  мкМ приводила к снижению 

ГА до 29%. Для штамма C. albicans 147, выделенного 

из кишечника, наблюдали аналогичную тенденцию 

(Рис.2), однако, даже после 72 ч инкубации в ЖДС, 

уровень ГА достоверно не отличался от контрольно-

го. Максимальная ГА, установленная через 72 ч куль-

тивирования при концентрации ионов Fe2+ 4  мкМ, 

составила 24,0%. 

Для штамма C. albicans 9708, выделенного из кро-

ви, также как и для 24433 и 147, ионы Fe2+ в концен-

трации 4 мкМ индуцировали ГА. Максимальная ГА, 

наблюдаемая через 72 ч культивирования, составила 

33%. Избыточная концентрация ионов Fe2+ 50  мкМ 

приводила к снижению ГА до 24%.

Рис 2. Кривые гемолиза для штамма С. albicans 147 при раз-
личных концентрациях ионов Fe2+

При сравнительном анализе полученных резуль-

татов обнаружили, что при культивировании эталон-

ного штамма C. albicans АТСС 24433 и штаммов, вы-

деленных из крови и кишечника на ЖДС, уровень ГА 

практически не отличается от контрольного. Увели-

чение концентрации ионов Fe2+ до 4 мкМ индуцирует 

ГА эталонного штамма 24433 через 48 ч культивиро-

вания, а штаммов 147 и 9708 – через 24 ч культивиро-

вания. Избыточная концентрация ионов Fe2+ 50 мкМ 

приводит к ингибированию ГА всех исследованных 

штаммов C. albicans. Таким образом, добавление в 

питательную среду ионов Fe2+ индуцирует ГА, иссле-

дованных нами штаммов C. albicans, которые изна-

чально были отнесены нами к негемолитическим.

На втором этапе исследования для понимания 

природы железозависимых гемолитических субстан-

ций провели определение Аplc в зависимости от кон-

центрации железа. Результаты приведены в таблице. 

Таблица

Результаты определения активности фосфолипазы С 

C. albicans при разных концентрациях ионов Fe2+ ([Fe2+])

Штамм C. albicans
Активность фосфолипазы С, ЕД

[Fe2+] = 0 мкМ [Fe2+] = 4 мкМ [Fe2+] = 50 мкМ
24433 0,15±0,01 0,64±0,03 0,53±0,03

147 0,15±0,03 0,44±0,03 0,22±0,04
9708 0,18±0,02 0,93±0,02 0,25±0,01

Исходный уровень Аplc штаммов C. albicans, вы-

ращенных на бульоне Сабуро, приготовленном стан-

дартным способом, составлял 0,16-0,20 ЕД. При вы-

ращивании штаммов C. albicans на ЖДС без добав-

ления ионов Fe2+ Аplc достоверно не отличалась от ис-

ходной Аplc. Добавление ионов Fe2+ до концентрации 

4 мкМ приводило к увеличению Аplc в 4,3 (24433), 2,9 

(147) и 5,1 раз (9708), а дальнейшее увеличение кон-

центрации ионов Fe2+ до 50 мкМ – к уменьшению Аplc 

клинических штаммов C. albicans в 2,0 (147) и 3,7 раз 

(9708); Аplc эталонного штамма 24433 уменьшалась 

лишь в 1,2 раза. При сопоставлении результатов про-

веденных экспериментов выявили, что тенденции в 

изменении ГА и Аplc, в зависимости от содержания 

ионов Fe2+ в питательной среде, совпадают. При де-

фиците железа ГА и Аplc не проявляется или имеет 

минимальные значения. При оптимальной для роста 

концентрации ионов Fe2+ – 4 мкМ ГА и Аplc достигает 

максимального значения и при избыточной концен-

трации ионов Fe2+ –  50 мкМ ГА и Аplc ингибируется 

или не изменяется с течением времени.

Согласно полученным результатам можно  пред-

положить, что единственной гемолитической суб-

станцией Candida spp. является фосфолипаза С. 

Действительно, в геноме C.  albicans обнаружили 

семь фосфолипазных генов (pla, plb1 plb2, plc1, plc2, 

plc3 и pld1), только четыре из них хорошо изучены 

и описаны (plb1 plb2, plc и pld1) [5, 6], роль осталь-

ных в патогенезе кандидозов остается не ясной. 

Очевидно, что транскрипция фосфолипазных генов, 

ответственных за синтез гемолитически активной 

фосфолипазы, происходит в определенных условиях 

окружающей среды и зависит от концентрации ио-

нов Fe2+.

Выявленные закономерности можно использо-

вать для объяснения инфектологических функций 

ГА в зависимости от условий существования. Гоме-

остаз железа в организме человека направлен на ли-

шение микроорганизмов доступного для усвоения 

железа, что необходимо для сдерживания их пато-

генного потенциала. Нарушения в гомеостазе желе-

за, приводящие к избыточному накоплению железа 

или появлению в окружающей среде доступного для 

усвоения железа, очевидно, способствуют проявле-

нию вирулентности оппортунистических патогенов. 

В связи с этим выявленный эффект железозависимо-

сти Аplc можно рассматривать как важный инфекто-
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логический механизм, определяющий исход взаимо-

действия Candida с организмом хозяина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных нами результатов, 

можно рекомендовать для определения ГА C. albicans 

традиционным методом использовать кровяной агар 

Сабуро с добавлением экзогенного железа не ниже 

4 мкМ. 
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С использованием метода серийных разведений определены 

минимальные ингибирующие концентрации (МИК) 16 антибак-

териальных препаратов в отношении 147 штаммов лактоба-

цилл и 114 штаммов энтерококков, выделенных из кишечника 

людей, и 52 пробиотических штаммов. Провели сравнение MИК50 

и MИК90 антибактериальных препаратов в отношении пробио-

тических штаммов и штаммов микробиоты кишечника.
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ВВЕДЕНИЕ

Бесконтрольное применение антимикробных 

препаратов в последние десятилетия привело к бы-

стрым темпам роста устойчивости микроорганизмов 

к антибактериальным препаратам (АБП). В связи со 

снижением эффективности антибиотиков и химио-

препаратов, а также увеличением частоты побочных 

реакций при использовании антибиотиков широкого 

спектра, включая развитие дисбиозов и диарей, боль-

шой интерес у специалистов вызывает применение 

пробиотиков для коррекции дисбиозов, лечения ки-

шечных инфекций и антибиотикоассоциированных 

диарей [1, 2]. Одним из достоинств данной группы 

препаратов является антибиотикорезистентность 

входящих в их состав пробиотических штаммов и 

возможность, в случае необходимости, совместного 

применения антибиотиков и пробиотиков [3]. Од-

нако в отдельных публикациях авторы высказывают 

настороженное отношение к подобному примене-

нию пробиотических штаммов и озабоченность воз-

можной ролью молочнокислых бактерий в распро-

странении генов лекарственной устойчивости как 

при конъюгации, так и другими механизмами (транс-

формацией или трансдукцией), которые трудны для 

изучения в контролируемых лабораторных условиях 

[4]. Известны исследования, в которых зафиксирова-

ны наличие и экспрессия генов вирулентности и/или 

генов устойчивости к антибиотикам, находящихся 

на мобильных генетических элементах (конъюга-

тивных плазмидах и транспозонах) лактобацилл, ис-

пользуемых в пищевых продуктах [5-7]. Применение 

полирезистентных штаммов может способствовать 

распространению антибиотикорезистентности сре-

ди индигенных микроорганизмов биоценоза кишеч-

ника, условно-патогенных и патогенных микроорга-

низмов, попадающих в кишечный биотоп. Известно, 

что лактобациллы, выделяемые от детей грудного 

возраста, имеют от 8 до 15 маркеров резистентно-

сти [8]. Доказана возможность передачи R-плазмид 

от диких и пробиотических культур Lactobacillus spp. 

различным видам грамположительных бактерий в 

условиях in vitro и in vivo, а также возможность обме-

на генами резистентности между грамположитель-

ными и грамотрицательными микроорганизмами [9-

12]. В работах, проводимых в данном направлении, 

до настоящего момента не дан однозначный ответ 

на вопрос о безопасности штаммов, применяемых 

в фармацевтической и пищевой промышленностях. 

Описано изучение антибиотикорезистентности 187 

культур, выделенных из различных йогуртов, произ-

водимых в 8 странах Европейского Союза, при этом 
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68,4% штаммов характеризовались множественной 

лекарственной устойчивостью [13]. В связи с важ-

ностью данной проблемы, был создан специальный 

проект ЕС «Biosafety Evaluation of Probiotic Lactic 

Acid Bacteria Used for Human Consumption». В рам-

ках этого проекта было изучено 473 штамма родов 

Lactobacillus и Pediococcus, однако прямых доказа-

тельств конъюгативной передачи генов резистент-

ности к антимикробным препаратам получено не 

было [4]. Несмотря на многолетний опыт использо-

вания пробиотических штаммов, значительный объ-

ем имеющейся информации о свойствах бифидобак-

терий и лактобацилл, вопросы о вероятности пере-

дачи генов резистентности в условиях биотопа ки-

шечника и безопасности пробиотических штаммов, 

с точки зрения распространения генов антибиоти-

корезистентности, остаются не вполне изученными. 

Сопоставление устойчивости к антибактериальным 

препаратам микроорганизмов кишечного биоценоза 

и пробиотических штаммов является важной инфор-

мацией для оценки их значения как резервуара генов 

резистентности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для оценки частоты встречаемости устойчивых 

к антибактериальным препаратам штаммов среди 

индигенных представителей кишечной микробио-

ты и пробиотических штаммов, протестировали 314 

штаммов микроорганизмов, в том числе: выделен-

ных из фекалий (лактобацилл – 147 и энтерококков 

– 114) и выделенных из пробиотических препаратов 

(лактобацилл – 27, бифидобактерий – 22 и энтеро-

кокков – 3). Определяли антимикробную активность 

в отношении штаммов лактобацилл и бифидобак-

терий следующих антибактериальных препаратов 

(АБП): бензилпенициллина, ампициллина, цеф-

триаксона, цефтазидима, канамицина, амикацина, 

цефазолина, азтреонама, тетрациклина, ванкоми-

цина, гентамицина, стрептомицина, линкомицина, 

офлоксацина, ципрофлоксацина, фурадонина. Ис-

пользовали метод серийных разведений в агаре с 

диапазоном концентраций от 0,015 мкг/мл до 128 

мкг/мл с последующим определением минималь-

ной ингибирующей концентрации (МИК), а также 

МИК50 (для 50% исследованных штаммов) и МИК90 

(для 90%). Определение категорий чувствительности 

на основании полученных МИК выполняли в соот-

ветствии с рекомендациями European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (2013) [14], а 

штаммов бифидобактерий – в соответствии с раз-

делом «Gram-positive anaerobes except Clostridium 

difficile». В данном руководстве отсутствует раздел 

интерпретации МИК и зон задержки роста штаммов 

Lactobacillus, поэтому результаты интерпретировали 

согласно разделу «Non-species related breakpoints». 

Интерпретацию результатов тестирования к анти-

бактериальным препаратам, отсутствующим в этом 

разделе, проводили на основании значений МИК, 

одинаковых для различных групп микроорганизмов. 

Таким образом, штаммы лактобацилл и бифидобак-

терий рассматривали как устойчивые при значениях 

МИК: для офлоксацина и ципрофлоксацина – более 

1 мкг/мл, для бензилпенициллина, цефазолина, це-

фотаксима, цефтриаксона и тетрациклина – более 

2 мкг/мл, для ванкомицина, гентамицина, стрепто-

мицина, канамицина и линкомицина – более 4 мкг/

мл, для ампициллина и азтреонама – более 8 мкг/

мл, амикацина – более 16 мкг/мл, для фурадонина 

– более 64 мкг/мл. Рассчитывали долю устойчивых 

штаммов и ошибку доли.

Антимикробную активность антибиотиков в от-

ношении энтерококков определяли на микробиоло-

гическом анализаторе VITEK 2 Compact bioMérieux® 

(Франция) с использованием карт VITEK® 2 

Antimicrobial Susceptibility Tests (AST) с установ-

лением МИК, категорий чувствительности, МИК50 

и МИК90, а также маркировкой генов и ферментов 

антибиотикорезистентности в соответствии с фено-

типом резистентности каждого штамма. Результаты 

интерпретировали согласно European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (2013) [14]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Интерпретация результатов определения ре-

зистентности лакто- и бифидобактерий к АБП со-

пряжена с определенными трудностями. Многочис-

ленные противоречия в отношении оценки частоты 

находок антибиотикорезистентных штаммов лакто-

бацилл могут быть обусловлены как естественны-

ми причинами, так и методическими – отсутствием 

стандартных методов тестирования и общепризнан-

ных пограничных значений МИК. 

В научной литературе представлены данные, зна-

чительно различающиеся в значениях МИК50 для ан-

тибактериальных препаратов в отношении бифидо-

бактерий. Так, по данным разных авторов, МИК50 для 

тетрациклина составляет от 2 мкг/мл до 32 мкг/мл, 

по нашим данным – 8 мкг/мл; для ампициллина – от 

0,06 мкг/мл до 2 мкг/мл, по нашим данным – 2 мкг/

мл (табл. 1, 2). 

Таблица 1 

Резистентность бифидобактерий, выделенных из 

пищевых продуктов и пробиотических препаратов (по 

данным из научной литературы)

АБП
Диапазон МИК 

мкг/мл
МИК50, мкг/мл МИК90, мкг/мл

Бензилпенициллин 0,01-0,5[15] 0,01 0,5

 Ампициллин
1-2[15] 2 2

0.06–1[16] 0.06 0.25
Цефазолин н.д. н.д. н.д.
Цефтриаксон 0.06–4[16] 0.125 0.5
Цефотаксим н.д. н.д. н.д.
Азтреонам 128-1000[15] 1000 1000

Ванкомицин
0.25-1[16] 0,5 1

≤0.125–1[11] н.д. 0.25
0,25-2[17] 0,5 1

Тетрациклин
16-32[15] 32 32
0,5-64[17] 2 16
0,5-32[11] н.д. н.д.

Стрептомицин 32-64[15] 64 64
Гентамицин 64-128[15] 64 128
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Амикацин н.д. н.д. н.д.
Канамицин 500-1000[15] 500 1000

Линкомицин 0,5-2[15] 1 1

Офлоксацин н.д. н.д. н.д.

Ципрофлоксацин 1-16[11] н.д. н.д.

Фурадонин н.д. н.д. н.д.

Примечание: АБП – антибактериальные препараты; н.д. 
– нет данных.

Данные, полученные нами при тестировании про-

биотических штаммов бифидобактерий, представле-

ны в таблице 2. 

Таблица 2 

МИК  антибактериальных препаратов в отношении 

пробиотических штаммов Bifi dobacterium spp.  (мкг/мл)

АБП Диапазон МИК МИК50 МИК90
Бензилпенициллин 0,015 - > 128 8 > 128
Ампициллин 0,06 - > 128 2 > 128
Цефазолин 0,015 - > 128 64 > 128
Цефтриаксон 0,015 - 128 > 128 > 128
Цефотаксим 0,03 -> 128 64 >128
Азтреонам 0,015 - > 128 64 > 128
Ванкомицин 0,03 - > 128 > 128 > 128
Тетрациклин 0,015- > 128 8 128
Стрептомицин 0,015- > 128 16 128
Гентамицин 0,03 - > 32 0,5 8
Амикацин 0,015 -> 128 32 > 128
Канамицин 0,015 - 128 32 128
Линкомицин 0,015 - > 128 8 64
Офлоксацин 0,06 - 32 8 16
Ципрофлоксацин 0,015 - > 128 8 > 128
Фурадонин 0,06 - > 128 128 > 128

МИК бензилпенициллина более 2 мкг/мл, при 

которой тестируемые штаммы бифидобактерий рас-

сматривали как устойчивые, была определена для 

72,8±4,5% изолятов (Рис. 1). 

Рис. 1. Частота встречаемости устойчивых штаммов 
лактобацилл, выделенных из фекалий, и пробиотических 

штаммов лактобацилл и бифидобактерий (%)

МИК ампициллина более 8 мкг/мл установили у 

22,7±4,2% штаммов пробиотических бифидобакте-

рий. МИК цефазолина и цефотаксима более 2 мкг/

мл выявили для подавляющего большинства про-

биотических штаммов бифидобактерий (табл. 2). 

МИК цефтриаксона более 2 мкг/мл зарегистрирова-

ли практически у всех тестируемых пробиотических 

штаммов бифидобактерий, при этом МИК50 и МИК90 

совпали. Аналогичный феномен обнаружили в отно-

шении ванкомицина – совпадение значений МИК50 и 

МИК90, а также устойчивость бифидобактерий к кон-

центрации ванкомицина более 128 мкг/мл.

МИК тетрациклина более 2 мкг/мл отмечали при 

тестировании 69,6±4,6% пробиотических штаммов 

бифидобактерий. МИК амикацина более 16 мкг/мл 

наблюдали у 77,3±4,2% штаммов бифидобактерий. 

МИК гентамицина 8 мкг/мл была превышена при те-

стировании 31,9±4,7% пробиотических бифидобак-

терий. МИК стрептомицина более 4 мкг/мл выяви-

ли для 86,6±3,4% пробиотических бифидобактерий. 

МИК канамицина более 4 мкг/мл установили в отно-

шении 82,6±3,8% пробиотических бифидобактерий. 

Для пробиотических изолятов бифидобактерий 

МИК линкомицина более 8 мкг/мл отмечали для 

73,9±4,1% штаммов.

МИК офлоксацина и ципрофлоксацина более 

2 мкг/мл наблюдали у 78,3±4,1% и 81,8±3,9% пробио-

тических бифидобактерий соответственно. 

МИК фурадонина более 64 мкг/мл выявили для 

68,2±4,7% пробиотических бифидобактерий. Устой-

чивость к фурадонину была распространена среди 

протестированных штаммов пробиотических бифи-

добактерий, с разницей в «один шаг» между МИК50 

и МИК90.

Данные о резистентности пробиотических лак-

тобактерий, представленные в научной литературе, 

существенно различаются, в зависимости от вида 

тестируемого микроорганизма: например, для бен-

зилпенициллина МИК50 варьирует от 0,01 мкг/мл – у 

L. bulgaricus до 1 мкг/мл – у L. plantarum и L. сasei 

(табл. 3). 

Нами зафиксированы значения МИК50 для бен-

зилпенициллина в отношении штаммов, выделенных 

из фекалий – 8 мкг/мл, в отношении пробиотических 

штаммов – 4 мкг/мл (табл.4). В отдельных случаях 

имеют место полярные значения МИК50. Так, МИК50 

для ванкомицина для L. acidophilus и L. bulgaricus со-

ставила 0,5 мкг/мл, для видов L. plantarum и L. reuteri 

– 256 мкг/мл, а для вида L. сasei – 1000 мкг/мл (табл. 

3). Мы зафиксировали МИК50 для ванкомицина про-

тив тестированных штаммов лактобацилл >128 мкг/

мл (табл.4).

МИК бензилпеницилина более 2 мкг/мл, при ко-

торой тестируемые микроорганизмы рассматрива-

ли как устойчивые, была определена для 84,4±3,6% 

штаммов лактобацилл, изолированных из фекалий 

пациентов и для 77,8±4,2% штаммов пробиотических 

лактобацилл (Рис. 1). МИК ампициллина более 8 мкг/

мл установили у 33,3±4,7% кишечных и 22,2±4,2% 

штаммов пробиотических лактобацилл. МИК цефа-

золина более 2 мкг/мл выявили для подавляющего 

большинства кишечных и пробиотических штаммов 

лактобацилл – 97,3±1,6% и 74,1±4,4% соответственно, 

МИК цефотаксима более 8 мкг/мл – для 94,6±2,3% и 

66,7±4,7% соответственно, МИК цефтриаксона более 
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2 мкг/мл – для 98,6±1,2% и 96,3±1,9% соответственно. 

В большинстве случаев значения МИК50 и МИК90 в 

отношении цефалоспоринов совпадали либо отлича-

лись на один шаг (табл. 4). Принято считать, что те-

сты для определения МИК воспроизводимы в преде-

лах одного двойного разведения реальной конечной 

точки, т.е. значения МИК с разницей в одно двойное 

разведение можно считать идентичными. Следова-

Таблица 3

Резистентность лактобацилл, выделенных из пробиотических препаратов (по данным из научной литературы)

АБП

L. plantarum L. acidophilus L. reuteri L. bulgaricus L. casei

Диапазон МИК 
мкг/мл

МИК50 МИК90
Диапазон

МИК
мкг/мл

МИК50 МИК90
Диапазон 
МИК мкг/

мл
МИК50 МИК90

Диапазон 
МИК мкг/мл

МИК50 МИК90
Диапазон 

МИК
мкг/мл

МИК50 МИК90

Бензилпени-
циллин

0.5–2[4] 1 2
≤0.032-
0.125[4] 0.125 0.125

0.063–
16[4] 1 4 0,01-0,01[15] 0 0 0,01-1[15] 1 1

Ампициллин 0.125–2[4] 0,3 1 0.125–0.5[4] 0 1 0.125–4[4] 1 4 0,5-0,5[15] 0,5 1 2-2[15] 2 2

Цефазолин н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д
Цефтриаксон н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д

Цефотаксим 0,125-32[19] 0,3 8 0,25-1[19] 1 1 н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д

Азтреонам н.д н.д н.д 500-1000[15] 500 500 н.д н.д н.д 128-256[15] 128 256
1000-

1000[15] 1000 1000

Ванкомицин ≥256≥256[4] ≥256 ≥256 0.25–0.5[4] 1 1 128–256[4] 256 256 0,5-1[15] 0,5 1
1000-

1000[15] 1000 1000

Тетрациклин 0,5-128[19] 8 64 4--16[16] 4 4 н.д н.д н.д 16-16[15] 16 16 16-16[15] 16 16
Стрептоми-
цин

4–128[4] 16 32 ≤ 2–8[4] 2 4 ≤ 2–16[4] 4 8 16-64[15] 32 64 16-16[15] 16 16

Гентамицин ≤1–8[4] 1 2 ≤ 1–2[4] 1 2 ≤1-1[4] 1 1 4--32[15] 16 32 4--16[15] 4 16
Амикацин н.д н.д н.д н.д н.д н.д 4--64[18] н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д
Канамицин н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д
Линкомицин 0,125-8[19] 0,5 1 4--8[15] 8 8 н.д н.д н.д 0,5-0,5[15] 0,5 1 0,5-1[15] 1 0,5
Офлоксацин 8--32[19] 16 16 8--64[19] 32 32 н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д
Ципрофлок-
сацин

н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д

Фурадонин н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д н.д

Таблица 4 

МИК  антибактериальных препаратов в отношении пробиотических штаммов Lactobacillus spp. и штаммов 

Lactobacillus spp., выделенных из фекалий (мкг/мл)

АБП Источники выделенных штаммов Диапазон МИК МИК50 МИК90

Бензилпенициллин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 8 > 128

пробиотики 0,015- > 128 4 > 128

Ампициллин
фекалии пациентов 0,015 - 128 2 128

пробиотики 0,03 - 128 2 32

Цефазолин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 128 > 128

пробиотики 0,03 - > 128 64 > 128

Цефтриаксон
фекалии пациентов 0,06 - > 128 > 128 >128

пробиотики 0,12 - > 128 > 128 > 128

Цефотаксим
фекалии пациентов 0,015 -> 128 > 128 > 128

пробиотики 0,03 -> 128 128 > 128

Азтреонам
фекалии пациентов 0,03 - > 128 > 128 > 128

пробиотики 0,03 - > 128 > 128 > 128

Ванкомицин
фекалии пациентов 0,03 - > 128 >128 > 128

пробиотики 0,03 - > 128 > 128 > 128

Тетрациклин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 64 128

пробиотики 0,015- > 128 4 64

Стрептомицин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 64 128

пробиотики 0,015 - > 128 16 128

Гентамицин
фекалии пациентов 0,03 - > 128 1 32

пробиотики 0,03 - > 128 0,5 4

Амикацин
фекалии пациентов 0,12 - > 128 32 64

пробиотики 0,015 - > 128 32 > 128

Канамицин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 128 > 128

пробиотики 0,015 - > 128 32 128

Линкомицин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 32 > 128

пробиотики 0,03 - > 128 8 32

Офлоксацин
фекалии пациентов 0,03 - > 128 8 > 128

пробиотики 0,015 - > 128 8 > 128

Ципрофлоксацин
фекалии пациентов 0,015 - > 128 16 > 128

пробиотики 0,015 - > 128 8 > 128

Фурадонин
фекалии пациентов 0,06 - > 128 > 128 > 128

пробиотики 0,06 - > 128 64 > 128
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тельно, подавляющее большинство тестированных 

штаммов лактобацилл имеют высокие значения 

МИК, т.е. присутствует тенденция накопления де-

терминант резистентности к цефалоспоринам среди 

лактобацилл разного происхождения. Аналогичные 

результаты отмечали в отношении азтреонама и ван-

комицина. Совпадение значений МИК50 и МИК90, а 

также устойчивость к концентрации данных антибио-

тиков более 128 мкг/мл указывает на использование в 

промышленных целях лишь устойчивых к данным ан-

тибиотикам штаммов. 
МИК тетрациклина более 2 мкг/мл обнаружили 

при тестировании лактобацилл, выделенных из фе-

калий, в 97,3±1,6% случаев, пробиотических штам-

мов – в 55,6±5,0% (Рис. 1). МИК амикацина более 

16 мкг/мл выявили для 91,8±2,8% лактобацилл, вы-

деленных из фекалий, и 66,7±4,9% пробиотических 

лактобацилл. МИК гентамицина 8 мкг/мл была пре-

вышена при тестировании 12,9±3,4% штаммов из ки-

шечника и 18,5±3,9% пробиотических лактобацилл. 

МИК стрептомицина более 4 мкг/мл установили для 

96,6±1,8% лактобацилл из кишечника и 74,1±4,4% 

пробиотических лактобацилл, МИК канамицина 

более 4 мкг/мл – для 96,6±1,8% и 85,2±3,6% соответ-

ственно

В результате определения категорий чувствитель-

ности на основании полученных МИК показана зна-

чительная частота встречаемости устойчивых штам-

мов лактобацилл и бифидобактерий (Рис. 1). 

МИК линкомицина более 8 мкг/мл наблюдали у 

93,2% штаммов из кишечника и 70,8% пробиотиче-

ских лактобацилл (Рис. 1).

МИК для офлоксацина и ципрофлоксацина более 

2 мкг/мл отмечали для большинства тестируемых 

штаммов. Так, МИК офлоксацина 2 мкг/мл и бо-

лее определили для 68±4,7% штаммов лактобацилл 

из кишечника и 74,1±4,1% пробиотических штам-

мов лактобацилл, а МИК ципрофлоксацина 2 мкг/

мл и более – для 99,3±0,8% штаммов из кишечника 

и 77,8±4,2% пробиотических штаммов лактобацилл. 

МИК50 – 8-16 мкг/мл и МИК90 – более 128 мкг/мл для 

фторхинолонов в отношении индигенных микроор-

ганизмов биоценоза кишечника – это показатель пе-

редачи генов резистентности в популяции. Данную 

группу препаратов обычно не назначают пациентам 

до 18 лет, поэтому фактором распространения рези-

стентности могут являться, по-видимому, некоторые 

продукты животного происхождения, на что есть 

указания в литературе [20].

МИК фурадонина более 64 мкг/мл выявили для 

85±3,6% лактобацилл из кишечника и 66,7±4,7% про-

биотических лактобацилл. Устойчивость к фурадо-

нину была наиболее распространена среди штаммов 

лактобацилл из кишечника, на что указывает совпа-

дение МИК50 и МИК90, а также среди протестирован-

ных штаммов, что обусловлено совпадением МИК50 

и МИК90 в группе штаммов, изолированных от паци-

ентов.

Среди лактобацилл, выделенных из кишечника и 

пробиотиков, а также среди пробиотических бифи-

добактерий не установили штаммов, чувствитель-

ных ко всем антибактериальным препаратам. Боль-

шинство изученных изолятов лактобацилл и бифи-

добактерий проявляли ассоциативную устойчивость 

к различным классам антибактериальных препара-

тов (Рис. 2).

Рис. 2. Множественная лекарственная устойчивость (МЛУ) 
штаммов Lactobacillus и Bifidobacterium

При тестировании штаммов лактобацилл разного 

происхождения обнаружили, что фенотипически вы-

раженная антибиотикорезистентность часто имеет 

место среди штаммов лактобацилл, выделенных из 

фекалий, и пробиотических штаммов лактобацилл и 

бифидобактерий.

В отличие от лактобацилл и бифидобактерий, для 

создания пробиотических препаратов энтерококки 

используют сравнительно недавно, в связи с чем ко-

личество препаратов, содержащих данный микроор-

ганизм на рынке, ограничено. Вопрос о безопасности 

таких препаратов широко дискутируют, т.к. энтеро-

кокки – нередкий возбудитель гнойно-септических 

инфекций. Для характеристики спектра антибиоти-

корезистентности штаммов энтерококков протести-

ровали 114 штаммов Enterococcus faecium, выделен-

ных при исследовании на дисбиоз кишечника, из них 

74 штамма обладали гемолитической активностью. 

При определении МИК антибактериальных пре-

паратов для изолятов E. faecium, выделенных от лю-

дей, и пробиотических штаммов было выявлено, что 

МИК50 для хинолонов, линезолида, тейкопланина, 

ванкомицина, тайгециклина находились в пределах ≤ 

0,12-2 мкг/мл, что свидетельствует о низкой частоте 

выявления антибиотикорезистентностных штаммов 

E. faecium к данным препаратам (табл. 3). 

МИК эритромицина, клиндамицина и тетра-

циклина превышали концентрации, предлагаемые 

производителем карт «VITEK® 2 AST» (bioMérieux®, 

Франция), для определения МИК антибиотиков в 

отношении энтерококков, т.е. составляли >8 мкг/мл 

для эритромицина и клиндамицина и > 6 мкг/мл – 
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для тетрациклина. При этом МИК50 и МИК90 для эри-

тромицина, в отношении пробиотических штаммов 

E. faecium, совпадали. МИК50 и МИК90 для клиндами-

цина были одинаковыми для штаммов, полученных 

от пациентов и из пробиотиков, что свидетельствует 

о высоких значениях МИК для подавляющего боль-

шинства изученных штаммов E. faecium (табл.5).

Таблица 5 

МИК для штаммов E. faecium, выделенных при 

обследовании на дисбиоз кишечника и из 

пробиотиков (мкг/мл)

Антибиотик
источники 

выделенных 
штаммов

диапазон 
МИК

МИК50 МИК90

Левофлоксацин
фекалии 

пациентов
0,12 - 4 1 4

пробиотики 0,25 - 2 2 2

Моксифлоксацин
фекалии 

пациентов
0,25 - > 8 0,25 1

пробиотики ≤ 0,25-05 ≤ 0,25 0,5

Эритромицин
фекалии 

пациентов
0,25 - > 8 1 > 8

пробиотики 1 - > 8 > 8 > 8

Клиндамицин
фекалии 

пациентов
0,25 - > 8 > 8 > 8

пробиотики ≤ 0,2 ->8 > 8 > 8

Линезолид
фекалии 

пациентов
1 - > 8 2 4

пробиотики 2 - > 8 2 > 8

Тейкопланин
фекалии 

пациентов
≤ 0,5 - 1 ≤ 0,5 ≤ 0,5

пробиотики ≤ 0,5 - > 32 ≤ 0,5 > 32

Ванкомицин
фекалии 

пациентов
≤ 0,5 - > 32 1 8

пробиотики ≤ 0,5 - > 32 1 >32

Тетрациклин
фекалии 

пациентов
≤ 1 - > 16 > 16 > 16

пробиотики ≤ 1 - ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1

Тайгециклин

фекалии 
пациентов

≤ 0,12 - ≤ 
0,12

≤ 0,12 ≤ 0,12

пробиотики
≤ 0,12 - ≤ 

0,12
≤ 0,12 ≤ 0,12

Нитрофурантоин
фекалии 

пациентов
≤ 16 - 128 32 128

пробиотики ≤ 16 -128 64 128

В целом, уровень резистентности в разных груп-

пах штаммов имеет тенденцию к совпадению, что 

указывает на накопление генов резистентности в 

популяции. Детерминанты устойчивости к эритро-

мицину, тетрациклину, ванкомицину могут быть ло-

кализованы на плазмидах и передаваться не только в 

пределах семейства Enterococcaceae, но и представи-

телям родов Lactococcus и Lactobacillus [21]. Экспери-

ментально доказана возможность передачи плазми-

ды резистентности к эритромицину от Lactobacillus 

plantarum к E. fecalis в условиях in vivo [22]. 

Кишечник человека колонизирован широким 

спектром микробиоты, динамично меняющейся в за-

висимости от  возраста, гормонального фона, диеты, 

состояния здоровья пациентов. Такое разнообразие 

микроорганизмов представляет собой оптимальные 

возможности для передачи детерминант резистент-

ности, в качестве резервуара которых может высту-

пать микробиота кишечника человека. Прессингом 

антибиотиков во всех сферах жизнедеятельности 

человека инициируется накопление детерминант 

резистентности и последующий обмен ими среди 

представителей индигенных, условно-патогенных и 

патогенных микроорганизмов. Поскольку уровень 

резистентности в разных группах штаммов неред-

ко совпадает, это указывает на потенциальный риск 

передачи генов резистентности представителям ми-

кробиоты кишечного биотопа, прежде всего, лакто-

бациллам и бифидобактериям, при контакте с анти-

биотикорезистентными пробиотическими штамма-

ми. Изучение данной проблемы является важным 

шагом к разработке критериев безопасности про-

биотиков, их применение чрезвычайно широко рас-

пространено как при коррекции дисбиотических со-

стояний, так и при лечении кишечных инфекций, что 

обусловливает искусственное формирование резер-

вуара генов антибиотикорезистентности.

ВЫВОДЫ
1. Выявили устойчивость к бензилпенициллину, 

цефазолину, цефтриаксону, цефотаксиму, азтрео-

наму, ванкомицину, тетрациклину, стрептомицину, 

амикацину, канамицину, линкомицину, ципрофлокса-

цину, фурадонину у 84% штаммов Lactobacillus, вы-

деленных из фекалий; из них 98% штаммов облада-

ли множественной лекарственной устойчивостью к 

5 и более группам препаратов. Полученные данные 

актуальны в случаях назначения антибактериальной 

терапии при кишечных инфекциях либо коррекции 

дисбиотических состояний для минимизации отри-

цательного влияния на микробиоту кишечника па-

циента.

2. Определили устойчивость к бензилпеницилли-

ну, цефазолину, цефтриаксону, азтреонаму, ванко-

мицину, стрептомицину, канамицину, офлоксацину, 

ципрофлоксацину у 74% штаммов Lactobacillus spp., 

входящих в состав пробиотических препаратов. Из 

них доля штаммов, обладающих множественной ле-

карственной устойчивостью к 5 и более группам пре-

паратов, составила 81%, что означает необходимость 

дальнейшего изучения пробиотических штаммов 

Lactobacillus spp. с использованием молекулярно-

биологических подходов для обоснованного безо-

пасного использования лишь тех штаммов, которые 

не будут являться потенциальным источником генов 

трансмиссивной антибиотикорезистентности для 

микробиоты человека.

3. Доказали устойчивость к бензилпенициллину, 

цефазолину, цефтриаксону, азтреонаму, ванкоми-

цину, стрептомицину, амикацину, канамицину, лин-

комицину, офлоксацину, ципрофлоксацину у 73,9% 

штаммов Bifidobacterium spp., входящих в состав 

пробиотических препаратов. Из них доля штаммов, 

обладающих множественной лекарственной устой-

чивостью к 5 и более группам препаратов, составила 

83%, что является основанием для поиска мобиль-

ных генетических элементов, несущих гены антибио-

тикорезистентности, с целью дальнейшего безопас-

ного применения пробиотических препаратов.

4. Обнаружили устойчивость штаммов E. faecium, 
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выделенных из кишечника, к клиндамицину (80% 

штаммов) и тетрациклину (53%). Резистентность к 

эритромицину отмечали у 35% штаммов E. faecium. 

Полученная информация может быть использована 

при назначении антибактериальной терапии с целью 

щадящего воздействия на микробиоту кишечника 

пациента.
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Использование центральных венозных и уретральных кате-

теров при оказании медицинской помощи сопряжено со значи-

тельным риском развития инфекционных осложнений. Микро-

организмы, взаимодействуя с поверхностью катетера, формиру-

ют биопленки – сообщества микробных клеток, погруженных во 

внеклеточный полисахаридный матрикс и проявляющих высокую 

резистентность к факторам окружающей среды. Изучен видовой 

состав микроорганизмов, образующих биопленки на централь-

ных венозных и уретральных катетерах, у пациентов в отделе-

ниях реанимации и интенсивной терапии.
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The using of central venous and urinary catheters in health 

care is associated with a significant risk of infectious complications. 

Microorganisms interacting with catheter surface, form biofilm - 

communities microbial cells embedded in a matrix of extracellular 

polysaccharide and exhibiting high resistance to environmental factors. 

We have studied the species composition of microorganisms that form 

biofilms in central venous and urinary catheters at patients in intensive 

care units.

Key words: biofilm, Candida species, catheter-associated 

infections

ВВЕДЕНИЕ

При использовании изделий медицинского назна-

чения, таких как катетеры, шунты, протезы клапаны 

сердца, трахеостомы и пр., возникают предпосылки 

для формирования дополнительных экологических 

ниш для микроорганизмов, способных адгезиро-

ваться, вырастать и размножаться на вновь возник-

ших поверхностях. Микроорганизмы в кооперации 

формируют биопленки – микробные сообщества, от-

носительно изолированные от внешней среды и, как 

следствие, резистентные к антимикробным агентам 

[1-8]. Полагают, что 65% всех хронических инфекци-

онных заболеваний человека ассоциированы с био-

пленками [9, 10]. 

Использование центральных венозных катетеров 

связано со значительным риском развития инфекци-

онных осложнений, самыми тяжелыми из которых 

являются инфекции кровотока. Как правило, они 

сопряжены с высокой летальностью и значительно 

увеличивают пребывание пациента в стационаре и 

рост затрат на его лечение. В соответствии с данны-

ми, полученными Европейской группой по сепсису 

(European Sepsis Group) у пациентов в ОРИТ, 28% ка-

тетер-ассоциированных инфекций относят к сепси-

су, 24% – к тяжелому сепсису, 30% – к септическому 

шоку [1]. Объединенные в кластеры микроорганиз-

мы, в свою очередь, могут быть причиной септиче-

ской эмболии, внутрибольничного эндокардита и пр. 

[11].

Инфекции мочевыводящих путей – наиболее рас-

пространенный тип внутрибольничных инфекций, 

хотя и не сопряженный со столь высокой летально-

стью, как катетер-ассоциированные инфекции кро-

вотока. В США катетер-ассоциированные инфекции 

мочевыводящих путей регистрируют у 449 334 паци-

ентов в год [12].

По данным Европейского центра по профилак-

тике и контролю заболеваний (Euriopean Center for 

Disease Prevention and Control), ежегодно у 4 мил-

лионов пациентов в Евросоюзе возникают инфек-

ции, связанные с оказанием медицинской помощи, и 

37 000 из них умирают непосредственно от этих ин-

фекций. Наиболее распространенные типы инфек-

ций: возникающие в ходе хирургических операций, 

мочевыводящих путей, кровотока, желудочно-ки-

шечные и  пневмонии [13].

К сожалению, сведения о катетер-ассоциирован-

ных инфекциях в Российской Федерации ограниче-
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ны. В стационарах далеко не всегда осуществляют 

микробиологическое исследование удаленных ка-

тетеров, и публикаций, отражающих данные этих 

исследований, крайне мало. Отчасти это связано с 

отсутствием нормативной документации, предпи-

сывающей адекватную микробиологическую оценку 

обсемененности катетера, а также интерпретацию 

результатов посева. 

Бережанский Б.В. с соавторами упоминают о про-

хождении в нашей стране с 2004 г. многоцентрового 

клинико-микробиологического исследования кате-

тер-ассоциированных инфекций кровотока в отделе-

ниях реанимации и интенсивной терапии (CASCAT), 

посвященного катетер-ассоциированным инфекци-

ям кровотока, согласно которым эти инфекции со-

ставили 5,7 случаев на 1000 дней катетеризации, а ко-

лонизация центрального венозного катетера (ЦВК) 

имела место в 16,4% случаев [14]. 

В связи с этим является актуальным микробио-

логическое исследование сосудистых и уретральных 

катетеров (УК), которые удаляли либо по причине от-

сутствия необходимости в венозном доступе, в ходе 

плановой замены катетера, либо в случае подозре-

ния на катетер-ассоциированную инфекцию. Особое 

внимание уделяли выделению грибов, поскольку, на 

наш взгляд, значение этой группы микроорганизмов 

часто недооценивают в практической медицине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование микробной обсемененности фраг-

мента катетера (сосудистого или уретрального) про-

водили количественным методом, предложенным 

Brun-Buisson (1987). Дистальный фрагмент катетера 

помещали в стерильную пробирку, содержащую 1 мл 

физиологического раствора. Затем пробирку встря-

хивали на вортексе «Heidolph» (Германия) в течение 

1 минуты; полученную суспензию высевали количе-

ственно на кровяной агар и агар Сабуро. Оставший-

ся материал засевали в среду накопления на основе 

триптиказо-соевого бульона (bioMerieux).

Бактерии идентифицировали при помощи анали-

затора «Vitek 2 Compact» (bioMerieux), а также мето-

дом MALDI-ToF-MS на аппарате «Biotyper» (Bruker 

Daltonik GmbH).

Дрожжи идентифицировали на основании физи-

ологических свойств микромицетов (тест на образо-

вание ростковых трубок в сыворотке крови крупного 

рогатого скота при 37 ºC), с помощью тест-системы 

«Ауксаколор  2» (BioRad), а также методом MALDI-

ToF. Для определения дрожжей методом MALDI-

ToF-MC чистую 24 часовую культуру дрожжей (1-3 

колонии) суспендировали в 300 мкл деионизиро-

ванной воды, встряхивали на вортексе в течение 1 

минуты, а затем добавляли 900 мкл этанола (95%) и 

повторно встряхивали на вортексе 1 минуту. Образ-

цы центрифугировали дважды в течение 2 минут при 

13000 об/мин и удаляли надосадочную жидкость. За-

тем к осадку добавляли 50 мкл муравьиной кислоты, 

тщательно перемешивали и прибавляли 50 мкл аце-

тонитрила. Образцы центрифугировали в течение 

двух минут при 13000 об/мин. В лунки планшета вно-

сили по 1 мкл надосадочной жидкости, высушивали 

при 23 оС в течение 5 мин, добавляли 1 мкл матрицы 

(α-циано-4-гидроксикоричная кислота) и высушива-

ли повторно при тех же условиях. Для идентифика-

ции использовали базу данных Biotyper 3.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Было проведено микробиологическое исследо-

вание 157 центральных венозных и 60 уретральных 

катетеров, из которых подавляющее большинство 

было получено от пациентов, находящихся в отде-

лениях реанимации и интенсивной терапии. Все со-

судистые и уретральные катетеры были удалены на 

7-10 сутки после установки.  

При посеве материала из сосудистых катетеров 

рост микроорганизмов наблюдали в 39% случаев. Ча-

стота встречаемости различных микроорганизмов 

представлена в таблице 1. 

Таблица 1

Частота встречаемости микроорганизмов, 

выделенных с/из сосудистых катетеров

Группы
микроорга-

низмов

Частота 
встречае-
мости (%)

Виды микроорганизмов
Частота встре-
чаемости (%)

Грам (+)
бактерии

55,74

Коагулазонегативные стафило-
кокки

31,15%

Staphylococcus aureus 9,84
Enterococcus faecalis 8,20
Enterococcus faecium 1,64

Micrococcus luteus 1,64
Bacillus sp. 1,64

Corynebacterium 1,64

Грам (-)
бактерии

27, 87

Klebsiella pneumonia 9,84
Acinetobacter baumannii 9,84
Pseudomonas aeruginosa 1,64

Escherichia coli 3,28
Stenotrophomonas maltophilia 1,64

Delftia acidovorans 1,64

Candida spp 14,75

Candida parapsilosis 4,92
Candida albicans 3,28
Candida tropicalis 1,64
Candida glabrata 1,64
Candida famata 1,64
Candida krusei 1,64

Миксты 1,64
Candida parapsilosis + 
Staphylococcus aureus

1,64

Наиболее часто выделяли коагулазонегативные 

стафилококки (S. epidermidis – в подавляющем боль-

шинстве случаев), грамотрицательные палочки (K. 

pneumoniae и A. baumannii), энтерококки и Candida 

spp. Эти микроорганизмы могут представлять нор-

мальную микробиоту кожи пациента и медицинского 

персонала и чаще колонизируют наружную поверх-

ность катетера [15]. Поскольку катетер находится в 

прямом контакте с кровью, его поверхность быстро 

покрывается тромбоцитами, плазмой и белками кро-

ви – альбумином, фибриногеном, фибронектином 

и ламинином, что способствует прочной адгезии 

микроорганизмов и формированию ими биопленки 

[1, 2]. 

При посеве УК рост микроорганизмов был полу-

чен в 100% случаев (табл. 2). 
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Таблица 2

Видовой состав микроорганизмов в/на уретральных 

катетерах

Выделенные микроорганизмы
Частота 

встречаемости (%)
Candida spp. 30,0
Candida spp. + грамотрицательные бактерии 30,0
Candida spp. + грамположительные бактерии 3,33
Ассоциации Candida spp.  и  2-х и  более видов 
бактерий

3,33

Грамотрицательные  бактерии (чистая культура 
одного вида)

8,33

Грамположительные бактерии (чистая культура 
одного вида)

6,67

Ассоциации 2-х и более видов бактерий 18,33

В более чем 60% случаев с УК выделяли Candida 

spp. в монокультуре или в ассоциации с бактерия-

ми (K. pneumonia, A. baumannii и др). Этиологиче-

ская структура микроорганизмов, выделенных с УК, 

представлена на рисунках 1-3.

Рис.1. Candida spp., выделенные с/из УК

Рис. 2. Грамотрицательные бактерии, выделенные с/из УК

Рис. 3. Грамположительные бактерии, 
выделенные с/из УК

Отличительной особенностью биопленки на 

уретральных катетерах является то, что некоторые 

микроорганизмы могут изменять рН окружающей 

среды за счет продукции уреазы – фермента, рас-

щепляющего мочевину с образованием свободного 

аммиака. Аммиак, в свою очередь, повышает рН 

среды и способствует осаждению минералов, таких 

как кальция фосфат (гидроксиапатит), магния фос-

фата и аммония (струвита). Эти минералы, накапли-

ваясь в биопленке катетера, образуют так называ-

емые минеральные инкрустации. Было показано, 

что в течение 4-5 дней просвет катетера может быть 

полностью блокирован микробной биопленкой. 

При рентгенологическом микроанализе биоплен-

ки в этом катетере выявили, что в ней содержался 

повышенный уровень кальция, магния и фосфора. 

Отметим, что уреазу образуют Proteus mirabilis, 

P. vulgaris, Мorganella morganii, Pseudomonas 

aeruginosa, K. pneumoniae [1]. 

Различие в видовом составе микроорганизмов, 

выделенных с/из уретральных и сосудистых ка-

тетеров, можно объяснить отличием микробного 

окружения и материала катетера, т.к. полиуретан, 

используемый для изготовления сосудистых ка-

тетеров, в большей степени препятствует адгезии 

микроорганизмов, чем силикон, из которого изго-

тавливают УК.
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а

б
Рис. 4. Микробные биопленки, полученные с/из УК: 

а) прямая световая микроскопия ув. 400, C. albicans и 
P. aeruginosa, б) флуоресцентная микроскопия ув. 400 

C. albicans

Характерной особенностью микробных биопле-

нок является их резистентность к антимикробным 

препаратам. К механизмам, участвующим в повы-

шенной устойчивости биопленок к антимикробным 

агентам, предположительно, относят:

1) медленное или неполное проникновение (за 

счет полисахаридного матрикса) антимикробных 

препаратов внутрь биопленки;

2) замедление темпов роста микроорганизмов, 

приводящее к значительному уменьшению мишеней 

для антимикробных веществ;

3) возникновение субпопуляции покоящихся не-

делящихся форм (персисторов) [16], составляющих 

около 1% всей популяции биопленки [17]. 

Было показано, что персисторы биопленок P. 

aeruginosa менее чувствительны к тобрамицину и 

ионам серебра. С другой стороны, в недавних ис-

следованиях биопленок Candida spp. авторы [18] от-

мечали, что персисторы не могут обеспечить полной 

резистентности к антимикотикам.

Дополнительные преимущества могут создавать 

друг другу участники многовидовых сообществ. Так, 

на биопленках, сформированных in vivo C. albicans и 

S. epidermidis, выявили сниженную чувствительность 

к антибиотикам, включая антимикотики: внеклеточ-

ный полисахаридный матрикс, вырабатываемый ста-

филококком, тормозит проникновение флуконазола, 

тогда как C. albicans защищает бактерии от ванкоми-

цина [19, 20]. 

Установлено, что Candida spp. в биопленках про-

являют выраженную резистентность к флуконазолу 

и вориконазолу (МИК, подавляющая рост биопле-

нок, в 1000 раз превышает МИК, подавляющую рост 

планктонных микроорганизмов) [21, 22].

ВЫВОДЫ
1. При посеве материала с/из центральных ве-

нозных катетеров микроорганизмы выделяли пре-

имущественно в монокультуре, тогда как биопленки 

на/в уретральных катетерах были сформированы 

несколькими видами микроорганизмов в более чем 

половине случаев. Частота образования микробных 

биопленок на/в сосудистых катетерах составила 39%, 

на уретральных – 100%.

2. Чаще всего сосудистые катетеры колонизиру-

ются коагулазонегативными и позитивными стафи-

лококками (41%), Candida spp. (15%), энтерококками 

(9,8%), K. pneumonia (9,8%) и A. baumannii (9,8%). 

3. При посеве материала с/из уретральных кате-

теров Candida spp. выделяли в 66% (в ассоциациях и 

в монокультуре). Среди бактерий наиболее распро-

страненными агентами были Klebsiella spp. (61%), P. 

aeruginosa (15%) A. baumannii (12%).

4. Образование биопленок на имплантируемых 

биоматериалах придает им клиническую значимость, 

поскольку инфицированное устройство выступает в 

качестве резервуара патогенных микроорганизмов, 

резистентных к компонентам иммунной системы и 

антимикробным агентам [23]. 

5. Возрастание осведомленности врачей о роли 

микробных биопленок, формирующихся на/в катете-

рах, должно оказать положительное влияние на про-

цесс принятия решений о тактике ведения пациентов 

с имплантируемыми медицинскими устройствами.
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Проведено сравнительное определение видов Candida spp. 

биохимическими (тест-система AUXACOLOR2), физико-хими-

ческими (MALDI-TOF масс-спектрометрия), молекулярными 

(ДНК-сиквенирование) методами. Исследовано 95 клинических 

изолятов Candida spp., выделенных от пациентов с инвазивным 

кандидозом  в период 2011-2013 гг. Установлено, что совпадение 

между результатами ДНК-сиквенирования и MALDI-TOF масс-

спектрометрии составило 98,95%, а между результатами ДНК-

сиквенирования и AUXACOLOR2 – 89,4%. Достоверных различий 

между результатами видовой идентификации возбудителей ин-

вазивного кандидоза при использовании вышеназванных методов 

не выявили. Время, необходимое для определения видов возбудите-

лей инвазивного кандидоза, составило: 48 часов – тест-система 

AUXACOLOR2, 15 минут – MALDI-TOF масс-спектрометрия, от 

5 дней до 2 недель – ДНК-сиквенирование. При использовании вы-

шеназванных методов обнаружили достоверные различия.

Ключевые слова: AUXACOLOR2, ДНК-сиквенирование, 

Candida spp., MALDI-TOF масс-спектрометрия, определение ви-

дов

SPECIES IDENTIFICATION 
OF ETIOLOGIC AGENTS OF 
INVASIVE CANDIDOSIS: 
IN SEARCH OF QUICK 
DECISIONS
Raush E.R. (postgraduate student), 

Vasilyeva N.V. (director of institute), 

Shagdilyeeva E.V. (postgraduate student), 

Polischouk A.G. (head of the laboratory), 

Lavnikevich D.M. (postgraduate student), 

Rudneva M.V. (scientifi c collaborator), 

* Контактное лицо: Рауш Екатерина Рудольфовна, 
тел.: (812) 303-51-40

Mikhaylova Yu.V. (scientifi c collaborator), 

Klimko N.N. (head of the chair)

Kashkin Research Institute of Medica  l Mycology, Chair 

of Medical Microbiology, Chair of Clinical Mycology, 

Allergology and Immunology, North-Western State 

Medical University named after I.I. Mechnikov, St. 

Petersburg, Russia 

© Collective of authors, 2013

Results of Candida species identification with several methods: 

biochemical – AUXACOLOR2, physicochemical – MALDI-TOF mass-

spectrometry and molecular – DNA- sequencing have been compared. 

Ninety five clinical strains of Candida spp. Isolated from invasive 

candidosis patients during 2011-2013 have been studied. Agreement of 

results between DNA- sequencing and MALDI-TOF mass-spectrometry 

was 98,95%, between DNA- sequencing and  AUXACOLOR2 – 89,4%. 

The significant differences were not found among three methods.

Key words: AUXACOLOR2, Candida spp., DNA-sequencing, 

MALDI-TOF mass-spectrometry, species identification 

ВВЕДЕНИЕ

Инвазивный кандидоз (ИК) – жизнеугрожаю-

щее заболевание, вызываемое Candida spp. и сопро-

вождающееся высокой летальностью (до 40%) [1], 

одной из причин которой является поздняя диа-

гностика его возбудителей. По данным зарубежных 

исследователей, продолжительность видовой иден-

тификации от 12 до 48 часов с момента получения 

культуры гриба увеличивает летальность от ИК, 

поэтому применение только классических методов 

диагностики возбудителей инвазивного кандидо-

за недостаточно, т.к. диагностика занимает свыше 

48 часов [2]. В последние годы имеет место тенден-

ция к сдвигу спектра возбудителей ИК в сторону 

не-albicans видов Candida, для которых характерна 

сниженная чувствительность к антимикотикам [3]. 

В связи с этим, для успешного лечения ИК важно 

использование методов быстрой и точной видовой 

идентификации Candida spp.

Цель настоящей работы – сравнить традицион-

ные и молекулярные методы видовой идентифи-

кации Candida spp. и выявить наиболее быстрый и 

точный.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовано 95 культур Candida spp., выделен-

ных от пациентов с ИК в период 2011-2013 гг. из 

биосубстратов: периферической крови – 74 образца, 

СМЖ – 3, плевральной жидкости – 3, перитонеаль-

ной жидкости – 7, желчи – 3, содержимого абсцесса 

– 4, пунктата суставной жидкости – 1.

Видовую идентификацию проводили с помощью 

тест-системы AUXACOLOR2 (BioRad, США), MALDI-

TOF масс-спектрометрии, ДНК-сиквенирования.

AUXACOLOR2 

Принцип функционирования тест-системы 

AUXACOLOR2 основан на ассимиляции сахаров. 

Для постановки теста использовали суточную куль-

туру Candida spp. Рост дрожжей визуализировали по 

изменению цвета индикатора рН (с синего на жел-
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тый) через 48-72 часа при 28-30 оС.

MALDI-TOF масс-спектрометрия

Исследование изолятов проводили методом пол-

ной экстракции белка. Три колонии каждой суточ-

ной культуры Candida spp. суспендировали в 300 

мкл деионизированной воды, затем добавляли 900 

мкл этанола и смешивали с помощью вортекса (Bio-

San, Латвия) в течение 1 минуты, центрифугировали 

при 13000 об/мин. – 2 минуты. Получившуюся надо-

садочную жидкость удаляли и добавляли к осадку 

50 мкл 70% муравьиной кислоты, снова смешивали 

с помощью вортекса. Затем добавляли 50 мкл ацето-

нитрила, смешивали и снова центрифугировали при 

13000 об/мин – 2 минуты. 

1 мкл надосадочной жидкости наносили на 

384-луночную стальную мишень в двух повторах, 

сушили при комнатной температуре (23 оС, 5 ми-

нут) и затем наносили 1 мкл матрицы (α-циано-4-

гидроксикоричной кислоты). В качестве калибранта 

использовали тест-стандарт белкового экстракта 

E.coli. Процедуру калибровки и проверки выполня-

ют на ячейке планшета MALDI, содержащей обра-

зец Bruker бактериального тест-стандарта (Bruker 

№ # 255343). Этот стандарт представляет собой E. 

coli DH5 альфа с закрепленными на ней двумя до-

полнительными белками в верхнем диапазоне масс, 

что позволяет калибровать в  диапазоне масс от 4 до 

17 кДа. Является универсальным калибрантом и для 

грибов, и для бактерий.

Масс-спектр определяли  с помощью прибора 

«Autoflex Speed» (Bruker, Германия) и анализирова-

ли на основе базы данных идентификации микро-

организмов MALDI Biotyper. Результат учитывали по 

данным значения коэффициента видовой идентифи-

кации. Таким образом, суммарное время анализа од-

ной культуры составило приблизительно 15 минут. 

Использовали следующие критерии оценки ре-

зультата MALDI-TOF масс-спектрометрии: коэффи-

циент ≤ 2 – вид и род определены с точностью 100%; 

1,8-1,99 – 100% определение рода, неуверенное опре-

деление вида; ≥ 1,79 – сомнительное определение 

рода [4].

ДНК-сиквенирование

Данный метод рекомендован как референсный 

для определения видов микроорганизмов, в том чис-

ле – Candida spp. [5].

Сиквенирование проводили по D1/D2 регионам 

гена 28S субъединицы рРНК. Для выделения геном-

ной ДНК использовали реагент PrepManUltra (Ap-

plied Biоsystems, USA). Для амплификации района 

D1/D2 применяли праймеры NL-1 и NL-4. ПЦР про-

дукты очищали с помощью набора для очистки ДНК 

«Омникс» (Омникс, Санкт-Петербург). Сиквениро-

вание ДНК выполняли на генетическом анализаторе 

ABI Prism 3500 (Applied Biоsystems, USA). Реакцию 

осуществляли с помощью набора BigDye Terminator 

v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biоsystems,USA). 

Видовую идентификацию проводили путем сравне-

ния сиквенированных последовательностей с D1/

D2 последовательностями Candida spp. с помощью 

алгоритма BLAST. Идентификацию считали досто-

верной при совпадении исследуемой последователь-

ности и последовательности  GenBank более чем на 

99%. Время анализа составляло 2 суток в расчете на 

1 культуру [6-8].

Статистические методы

Полученные в процессе исследования результа-

ты обрабатывали с помощью программной системы 

STATISTICA for Windows ver. 6.0. Критерием стати-

стической достоверности получаемых данных счита-

ли общепринятую в медицине величину p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Методом AUXACOLOR2 для 95 штаммов Candi-

da spp. было выявлено 8 видов Candida spp., 7 видов 

– методом  ДНК сиквенирования и 6 – MALDI-TOF 

МС.

Видовой спектр, определенный вышеуказанными 

методами, представлен в таблице 1.

Среди 95 штаммов большинство C. albicans 

идентифицировали методами MALDI-TOF МС и 

ДНК-сиквенирования – 51,6% (49), с помощью тест-

системы AUXACOLOR2 – 46,3% (44).

Таблица 1

Идентификация штаммов Candida spp. методами 

ДНК - сиквенирования,  AUXACOLOR2 и MALDI-TOF 

масс - спектрометрии, полученных от пациентов с 

инвазивным кандидозом, 2011-2013 гг. (n=95)

Вид Candida
Метод  идентификации

ДНК - сиквени-
рование

AUXACOLOR2
MALDI-TOF МС (коэфф. 

видовой идентиф. < 2)
albicans 49 44 49
parapsilosis 14 13 14
tropicalis 12 12 12
glabrata 11 12 12
krusei  7 7 7
dubliniensis 0 5 0
lipolytica 1 1 1
guillermondii 0 1 0
bracarensis 1 0 0

По результатам ДНК-сиквенирования и MALDI-

TOF МС определены 49 изолятов C. albicans, одна-

ко среди них 8 штаммов (ДНК-сиквенирование) и 1 

штамм (MALDI-TOF МС) имели обозначение C. al-

bicans /africana. 
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Молекулярными исследованиями, в частности 

мультилокусным сиквенированием, показано, что 

уровень различий между двумя видами очень низ-

кий, чтобы утверждать, что C. africana является но-

вым видом Candida. Сходство по некоторым  локу-

сам гена, кодирующего соответствующие белки, по-

зволяет склоняться к мнению о том, что C. africana 

скорее является вариантом C. albicans [9]. 

Тест-системой AUXACOLOR2 выявлено 44 изо-

лята C. albicans и 5 штаммов C. dubliniensis, штаммов 

C. albicans /africana не обнаружено. C. dubliniensis 

также является близкородственным видом C. albi-

cans.

При идентификации видов 12 штаммов C. tropi-

calis, 7 – C. krusei и 1 – С. lipolytica тремя методами 

различий не наблюдали. 

Среди 14 штаммов C. parapsilosis 1 штамм с по-

мощью AUXACOLOR2 был ошибочно определен  

как С. guillermondii, так как данные, представленные 

MALDI-TOF МС, полностью совпали с результатами 

ДНК-сиквенирования. 

Из 12 штаммов, которые с помощью AUXA-

COLOR2 и MALDI-TOF МС были выявлены как C. 

glabrata, методом ДНК-сиквенирования установле-

ны как C. glabrata – 11 штаммов и С. bracarensis – 1. 

С. bracarensis: на CHROMagar – колонии белого 

цвета, на агаре Сабуро – белые и сливочные, на куку-

рузном агаре – гифы или псевдогифы не образуют-

ся. Тест на ростовые трубки – отрицательный. При 

идентификации с помощью системы AUX API 20C 

(bioMérieux Inc., Северная Каролина) –  низкий про-

цент совпадения с C. glabrata (< 50%). С. bracarensis 

можно отличить от C. glabrata   с помощью   ДНК-

сиквенирования   с использованием D1/D2. Анали-

зом последовательности гена D1/D2 вариабельной 

области 26S рДНК показано, что изолят C.bracarensis 

тесно связан филогенетически с C. glabrata, но отли-

чаются  достаточно, чтобы оправдать свое назначе-

ние в качестве представителей отдельного вида. На-

звание Candida bracarensis sр. nov. предлагают   для 

новых видов штаммов 153MT типа (= CBS 10154T = 

NCYC D3853T = CECT 12000T). Чувствительность к 

антимикотикам (МИК): каспофунгин – 0,03 мкг/мл, 

амфотерицин В –  1 мкг/мл, флуконазол –  2 мкг/мл, 

микафунгин – 0,015 мкг/мл [10].

С. bracarensis является трудно определяемым 

видом при использовании обычных методов иден-

тификации из-за перекрывающихся признаков. И С. 

bracarensis, и C. glabrata ассимилируют узкий пере-

чень углеводов, в том числе трегалозу. Однако, на 

питательной среде CHROMagar, С. bracarensis дает 

белые колонии, а C. glabrata – розовые. Различить 

эти близкородственные виды можно только либо с 

помощью ДНК-сиквенирования D1/D2 области в 

26S рРНК; фингерпринтинга, используя GTG5 и M13 

праймеры, либо пиросиквенированием региона ITS2 

[10].

Таким образом, при определении исследу-

емых 95 штаммов Candida spp. методом ДНК-

сиквенирования было выявлено 52% (49) штаммов C. 

albicans, 15% (14) – C. parapsilosis, 13% (12) – C. tropi-

calis,11% (11) – C. glabrata, 7% (7) – C. krusei и  по 1 

штамму С. lipolytica и С. bracarensis (1%). 

Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии 95 

штаммов Candida spp. было определено 52% (49) 

штаммов C. albicans, 15% (14) – C. parapsilosis, 13% 

(12) – C. tropicalis,12% (12) – C. glabrata, 7% (7) – C. 

krusei и 1% (1) штамм С. lipolytica. 

Тест-системой AUXACOLOR2 95 штаммов 

Candida spp. были идентифицированы как C. albi-

cans – 46% (44), C. parapsilosis – 14% (14), C. tropica-

lis – 13% (12), C. glabrata – 13% (12), C. krusei – 7% 

(7), C. dubliniensis – 5% (5), С. lipolytica – 1% (1) и C. 

guilliermondii – 1% (1) штамм. 

ДНК-сиквенирование является референсным 

методом для определения видов Candida spp. [5], 

поэтому все используемые методы видовой иден-

тификации сравнивали с ним и определяли процент 

правильных результатов. Полученные данные приве-

дены  в таблице 2.

Таблица 2

Результаты видовой идентификации штаммов 

Candida spp. методами  AUXACOLOR2 и MALDI-TOF 

масс-спектрометрии  в сравнении с  референсным 

молекулярно-генетическим методом

Референс-иден-
тификация

(n изолятов)

Метод исследо-
вания

n(%) 
правильных 
результатов

Особенности
(N изолятов)

C. albicans (49)
AUXACOLOR2 44 (89,8)

MALDI-TOF МС 49 (100,0)

C. glabrata (11)*
AUXACOLOR2 12 *За счет от отнесения 

1 штамма C. glabrata к 
С. bracarensisMALDI-TOF МС 12

C. dubliniensis (0)*
AUXACOLOR2 5

*определены как 
Candida albicans

MALDI-TOF МС 0 (100,0)

С. guillermondii (0)
AUXACOLOR2 1 Ошибка теста

MALDI-TOF МС 0 (100,0)

С. bracarensis (1)
AUXACOLOR2 0 (0,0) Определяется только 

молекулярно - гене-
тическими методамиMALDI-TOF МС 0 (0,0)

C. krusei (7)
AUXACOLOR2 7 (100.0)

MALDI-TOF МС 7 (100.0)

C. parapsilosis (14)
AUXACOLOR2 13 (92.8)

MALDI-TOF МС 14 (100.0)

C. tropicalis (12)
AUXACOLOR2 12 (100.0)

MALDI-TOF МС 12 (100.0)

С.lipolytica (1)
AUXACOLOR2 1 (100.0)

MALDI-TOF МС 1 (100.0)

На основании полученных результатов отмечено, 

что с помощью биохимической тест-системы AUX-

ACOLOR2 определено правильно 89,8% штаммов 

(44/49) C. albicans, остальные 5 штаммов были иден-

тифицированы как C. dubliniensis. Одна из причин 

ложноположительного результата с использовани-

ем  тест-системы AUXACOLOR2, вероятно, связана 

с вариабельностью ассимиляции некоторых сахаров 

C. dubliniensis и C. albicans. В этом случае требуются 
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дополнительные тесты для уточнения вида или ис-

пользование других методов видовой идентифика-

ции. 92,8% штаммов (13/14) верно установлены как 

C. parapsilosis, однако выявили ошибку идентифика-

ции при диагностике 1 штамма, который был опре-

делен как С. guilliermondii в результате ошибочной 

реакции ассимиляции в лунке, содержащей целло-

биозу. Штаммов С. glabrata было обнаружено 12 

из 11, по данным ДНК-сиквенирования, поскольку 

тест-система AUXACOLOR2 не определяет близко-

родственный вид С. glabrata – С. bracarensis, обна-

руживаемый только молекулярно-генетическими 

методами. Результаты идентификации 12 изолятов 

C.tropicalis, 7 – C. krusei и 1 – С. lipolytica с исполь-

зованием AUXACOLOR2 полностью совпали с тако-

выми, полученными методом ДНК-сиквенирования. 

Данные видовой идентификации методом MAL-

DI-TOF масс-спектрометрии и ДНК-сиквенирования 

полностью совпали при определении видов: C. 

albicans – 49/49 (100%), C. parapsilosis – 14/14 

(100%), C. tropicalis –12/12 (100%), C. krusei – 7/7 

(100%) и С. lipolytica – 1/1 (100%). По данным ДНК-

сиквенирования, штаммов С. glabrata было выявле-

но 12 из 11; MALDI-TOF масс-спектрометрия также 

не определила близкородственный вид С. glabrata – 

С. bracarensis.

Таким образом, 98,95% штаммов (94/95) Candida 

spp. были верно определены методом MALDI-TOF 

МС 95 и 89,4% (85/95) – AUXACOLOR2 в сравнении 

с «золотым стандартом» видовой идентификации – 

ДНК-сиквенированием.

На основании статистической обработки данных 

с помощью программы STATISTICA ver.6.0 не об-

наружили отличий между тремя методами видовой 

идентификации. (Рис. 2).

Рис. 2. Сравнение трех методов видовой идентификации 
DNA-SEQ (ДНК-сиквенирование), AUX (AUXACOLOR2), 

MALDI ( MALDI-TOF  масс-спектрометрия) (n=95)

Исследование видовой идентификации штам-

мов Candida spp. методами ДНК-сиквенирования, 

MALDI-TOF масс-спектрометрии и тест-системой 

AUXACOLOR2 с последующим сравнением полу-

ченных результатов в России проведено впервые. 

Согласно данным международных исследователей, 

летальность от инвазивного кандидоза возрастает 

до 40%, спустя 48 часов от момента выделения изо-

лята Candida spp., поэтому первостепенной задачей 

является быстрое определение вида Candida spp. для 

назначения эмпирической терапии. Существующие 

классические методы не могут обеспечить необходи-

мую скорость выявления вида. В 2011 г. во Франции 

было проведено исследование с включением видо-

вой идентификации 103 изолятов Candida spp. Пред-

варительно штаммы были проверены тест-системой 

AUXACOLOR2. Исследование выполняли с исполь-

зованием методов ДНК-сиквенирования и MALDI-

TOF масс-спектрометрии. Результатом данного ис-

следования явились рекомендации по применению 

метода MALDI-TOF масс-спектрометрии с полной 

белковой экстракцией [11]. Таким образом, получен-

ные нами данные коррелируют с результатами миро-

вых исследований.

ВЫВОДЫ
1. Среди 95 исследованных штаммов возбу-

дителей инвазивного кандидоза методами ДНК-

сиквенирования и MALDI-TOF масс-спектрометрии 

было выявлено 51,9% (49) штаммов C. albicans, тест-

системой AUXACOLOR2 – 46,3% (44), на втором 

месте – C. parapsilosis 14,73% /13,7% (14/13), далее 

C.tropicalis – 12,6% (12) тремя методами и на 4 пози-

ции – C.glabrata – 11,57%/12,63% (11/12).

2. Совпадение между результатами ДНК-

сиквенирования и MALDI-TOF масс-спектрометрии 

составило 98,95%, а между результатами ДНК-

сиквенирования и AUXACOLOR2 – 89,4%.

3. При использовании тест-системы 

AUXACOLOR2, MALDI-TOF масс-спектрометрии, 

ДНК-сиквенирования отмечали достоверные разли-

чия во времени, необходимом для определения ви-

дов возбудителей инвазивного кандидоза – 48 часов, 

15 минут и 48 часов соответственно.

4. Высокий процент совпадения между резуль-

татами ДНК-сиквенирования и MALDI-TOF масс-

спектрометрии, а также высокую скорость опреде-

ления видов возбудителей инвазивного кандидоза 

методом последним из них (15 минут против 48 ча-

сов методом ДНК-сиквенирования), служит осно-

вой для рекомендации метода MALDI-TOF масс-

спектрометрии для рутинного использования в ла-

бораторной практике.

В заключение мы выражаем благодарность руко-

водству ГБОУ ВПО СЗГМУ им. И.И.Мечникова за 

финансовую поддержку через грант им. профессора 

Э.Э. Эйхвальда. 
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Chaetomium spp. – широко распространенные в природе са-

пробные организмы, нередко контаминирующие стены зданий. 

Микромицеты рода Chaetomium, растущие в помещениях, созда-

ют риск развития микозов у иммунокомпрометированных боль-

ных, аллергию, а также микотоксикоз.
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Chaetomium spp. – widespread in nature saprobe organisms, 

which often contaminate walls of buildings. Micromicetes Chaetomium 

spp., growing indoors, create a risk of the fungal infections development 

in immunocompromised patients, allergy and mycotoxicosis.  
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Современный таксономический статус и осо-

бенности биологии Chaetomium spp.

Надцарство: Эукариоты (Eucaryota)

Царство: Грибы (Fungi)

Отдел: Аскомицеты (Ascomycetes)

Класс: Эуаскомицеты (Euascomycetes)

Порядок: Сордариевые (Sordariales)

Семейство: Хетомиевые (Chaetomiaceae)

Род: Хетомиум (Chaetomium)

Микромицеты рода Chaetomium, согласно «Опре-

делителю низших растений» (М., 1954), как и другие 

представители Аскомицетов имеют септированные 

гифы, а также специфические органы полового спо-

роношения – аски. Сумки у Chaetomium spp. образу-

ются в плодовых телах – аскокарпах, развивающихся 

по аскогимениальному типу. Образование перидия 

(оболочки) аскокарпа происходит после плазмо-

гамии. При этом гаплоидные вегетативные гифы 

оплетают развивающиеся аскогенные гифы и сумки, 

образуя плотную покровную ткань. Тип плодового 

тела Chaetomium spp. – перитеций – полузамкну-

тое плодовое тело, грушевидной формы. Перитеции 

у Chaetomium spp. крупные, на поверхности имеют 

придатки, похожие на волоски. Окраска их темно-

коричневого или черного цвета. Аски грушевидной 

или цилиндрической формы. После созревания аска 

аскоспоры, окруженные слизью, выходят из пери-

теция через остиолу во вне [1]. В настоящее время 

известно более 80 видов рода Chaetomium. Наибо-

лее известными представителями рода являются 

Chaetomium atrobrunneum, C. funicola, C. globosum и 

C. strumarium.

Культуральные и морфологические признаки 

микромицетов рода Chaetomium.

В лабораторных условиях Chaetomium spp. растут 

быстро, на питательных средах молодые колонии 

белого цвета имеют пушистую поверхность. Зрелые 

колонии, в основном, приобретают более темную 

окраску – от серой до оливковой. С обратной сто-

роны колонии микромицетов имеют, как правило, 

красноватую или коричневатую окраску [1].

Биологическая активность Chaetomium spp.

Микромицеты рода Chaetomium, обладющие вы-

сокой целлюлазной активностью, широко распро-

странены в природе и, в частности, в антропогенной 

среде. Chaetomium spp. нередко можно обнаружить 

на гниющих растительных остатках, помете живот-

ных, семенах растений. В помещениях они часто 

контаминируют материалы, содержащие целлюлозу: 

гипсокартон, обои, плинтуса, оконные рамы. Иссле-

дователи выявляют Chaetomium spp. в сырых поме-

щениях в различных регионах Земного шара [2, 3]. 

Fogle V.R. с соавторами [1] было проведено обсле-

дование 794 сырых помещении Северной Америки, 

из них в 49% случаев были обнаружены Chaetomium 

spp., которые в очагах биоповреждения нередко вы-
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являют совместно с Stachybotrys spp. [2, 3].

Влияние Chaetomium spp. на здоровье людей.

Большинство грибов-контаминантов строитель-

ных и отделочных материалов рода Chaetomium спо-

собно вызывать аллергическую реакцию, симпто-

мами которой являются кашель и насморк, нередко 

– развитие бронхиальной астмы (Andersen B., Nissen 

A. T., 2000). По данным Woods G.L. et al (1988) и Ab-

bott S.P., et al (1995), некоторые виды Chaetomium 

spp., как, например C. atrobrunneum, могут способ-

ствовать возникновению глубоких микозов у имму-

нокомпрометированных больных. Известны случаи 

развития внутрибольничных микозов у пациентов 

после трансплантации костного мозга. Иногда Chae-

tomium spp. являются причиной появления онихо-

микоза [4].

Важно отметить, что Chaetomium spp. представ-

ляет  опасность для здоровья людей в связи с его 

способностью синтезировать экзотоксины [1, 4]. 

Микотоксины Chaetomium spp. 

Chaetomium spp. продуцируют микотоксины при 

контаминации пищевых продуктов, а также стен сы-

рых помещений. C. globosum – наиболее частый кон-

таминант стен зданий в Европе и Северной Америке 

[1, 5], является потенциальным продуцентом хето-

глобозинов А и С., которые обладают цитотоксиче-

ским действием, подавляя деление клеток, благодаря 

высокому сродству к нитям актина, а также блокиру-

ют транспорт глюкозы.

Химическое строение хетоглобозинов. 

Хетоглобозины являются производными цитоха-

лазина, что обеспечивает их сродство к нитям актина.

Атом углерода в 18 положении у хетоглобозинов 

связан с аминокислотой триптофаном. У хетоглобо-

зина А атом кислорода в 19 положении связан с -ОН 

группой, а у хетоглобозина С – с атомом кислорода 

=О (Natori S., et al, 1977). У живых организмов под 

воздействием хетоглобозинов наблюдают атаксию, 

нарушение координации движений, тремор мышц, 

парезы [5]. У умерших особей крупного рогатого ско-

та при вскрытии черепной коробки была обнаруже-

на дегенерация миелиновых волокон в белом веще-

стве мозжечка. Токсичное действие хетоглобозинов 

было изучено в отношении мышей, которым вводили 

микотоксин подкожно в количестве 5 мг / кг массы 

тела. В течение нескольких часов после инъекции у 

животных появлялась отечность в месте введения 

хетоглобозина А. По истечении эксперимента, че-

рез несколько дней наступала гибель мышей. При 

вскрытии у животных был выявлен некроз тимуса и 

селезенки. 

Известно, что Chaetomium spp. в наибольших 

количествах синтезирует хетоглобозины при росте 

на гипсокартоне. В образцах гипсокартона были об-

наружены хетоглобозины в количестве 7-50 нг/см2 

(Nielsen K.F., et al., 1999).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, Chaetomium spp., обладающий 

целлюлазной активностью, нередко встречается на 

отделочных материалах, содержащих целлюлозу. 

Как условные патогены и потенциальные проду-

центы микотоксинов и аллергенов, Chaetomium spp. 

способны оказывать неблагоприятные воздействия 

на здоровье людей. 

Хетоголобозины, продуцируемые Chaetomium 

spp., являются цитотоксичными соединениями, спо-

собными нарушить функциональную активность 

мозжечка, а также индуцировать другие изменения 

in vivo у разных животных.
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