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В обзоре литературы рассмотрены исследования последних лет, 
посвященные атипичным клиническим формам микроспории. От-
мечено, что в настоящее время клинический полиморфизм часто 
приводит к трудностям в диагностике микроспории. Широкое при-
менение топических глюкокортикостероидов и комбинированных 
наружных средств обусловливают атипию клинического течения 
микроспории.

Ключевые слова: Microsporum canis, микроспория, атипичные 
формы микроспории
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The researches of the last years devoted to atypical clinical forms 
of microsporia are considered in the review of literature. It is noted that 
currently clinical polymorphism often leads to difficulties in the diagnosis 
of microsporia. The widespread use of topical glucocorticosteroids and 
combined external agents cause atypia of the clinical course of microsporia.

Key words: Microsporum canis, microsporia, atypical forms of 
microsporia

* Контактное лицо: Харисова Алина Рифгатовна,  

e-mail: xarisova91@bk.ru

Многие современные исследователи отмечают по-
вышение уровня заболеваемости дерматомикозами в 
детском возрасте в связи с ухудшением экологической, 
социоэкономической обстановки и изменившимся 
спектром возбудителей грибковых заболеваний [1-4]. 
Прослеживаются определенные клинические измене-
ния в течении микотических инфекций, связанные с 
увеличением количества иммунодефицитных состоя-
ний [5].

По данным исследований, проведенных в Сверд-
ловской области в 2013-2015 гг., среди 570 пациентов 
68 (12%) − имели атипичные формы микроспории. 
Были обнаружены следующие клинические формы: 
экссудативная, себорейная, инфильтративно-нагнои-
тельная, псориазиформная, трихофитоидная, волча-
ночноподобная и «трансформированная» микотиче-
ская инфекция, возникшая в результате применения 
наружных гормональных средств. Перечисленные 
атипичные, а также стертые и малосимптомные фор-
мы микроспории очень часто приводили к диагности-
ческим ошибкам, позднему началу лечения и распро-
странению грибковой инфекции [6].

Помимо атипичных форм микроспории, в научной 
литературе описывают также атипичные локализации 
поражений микоза (область паха, внутренняя поверх-
ность ушной раковины, пограничная зона роста волос 
головы, лобковая область) [6, 7]. 

В другом исследовании доля атипичных  форм 
микроспории составила 3,2% среди обследуемых де-
тей. Авторы также указывают на ошибки в постановке 
диагноза при нетипичных формах локализации очагов 
поражения. Были выделены такие редкие клинические 
формы микроспории, как  экссудативно-воспалитель-
ная, волчаночноподобная, себороидная и псориази-
формная [1].

Зарубежные авторы также отмечают, что в на-
стоящее время в клинической практике встречаются 
атипичные формы микроспории, но протекающие 
малосимптомно, со слабовыраженным воспалением и 
незначительным шелушением. Такая клиническая кар-
тина микроспории ошибочно принимается за другие 
хронические дерматозы [8, 9].

По данным авторов из Сибири, среди обследован-
ных 1683 пациентов с микроспорией волосистой части 
головы и гладкой кожи у 4,7% наблюдали атипичную 
форму в виде стрептодермии и себорейного дермати-
та, что привело к запоздалой диагностике [10].

Интересной особенностью современного течения 
микроспории является увеличение количества случаев 
заболевания у детей грудного возраста. Так, в отече-
ственном исследовании из 1167 больных микроспори-
ей 20 детей (1,7%) были в возрасте от 1 месяца до года. 
Примечательно, что тридцать лет назад микроспорию 
у детей в возрасте от 1 месяца до года выявляли в 0,2-
0,3% случаев. Отмечено, что в последние годы наблю-
дают хроническое течение микроспории, а также стали 
чаще регистрировать поражения волосистой части го-
ловы среди новорожденных [2].

Медведева Т.В. и соавторы (2016) подтверждают 
важность настороженности у врачей в отношении 
микозов среди детей грудного возраста. Наблюдали 
5 детей, больных микроспорией, в возрасте до 1 года. 
Клиническая картина заболевания характеризовалась 
многообразием: экссудативные формы, по типу «асбе-
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стовидного лишая», стёртые формы с незначительным 
шелушением [11].  

Описан случай микроспории у ребёнка 10 месяцев, 
которому ошибочно был выставлен диагноз «псори-
аз». Проводили безуспешное лечение антигистамин-
ными препаратами и топическими стероидами [12].

Инфильтративно-нагноительные формы микро-
спории в настоящее время тоже не являются редко-
стью.  Представлены случаи инфильтративно-нагно-
ительной микроспории у детей, клинически отличаю-
щейся диссеминацией высыпаний на лице, туловище и 
волосистой части головы [13-15]. Было замечено, что 
при этих формах микроспория может полностью на-
поминать инфильтративно-нагноительную трихофи-
тию  волосистой части головы, дифференцировать от 
которой помогают результаты лабораторной диагно-
стики − поражение волос по типу microides ectothrix и 
рост культуры Microsporum canis [13].

Другие авторы отмечают распространенность диа-
гностических ошибок при атипичных формах микро-
спории и обычной локализации последней (кисти, 
крупные складки, лицо) со слабовыраженными прояв-
лениями. Активное назначение топических глюкокор-
тикостероидов при ошибочных диагнозах существен-
но осложняло течение микозов, ещё более  затрудняя 
диагностику [16].

На фоне применения топических глюкокортико-
идных средств происходит трансформация кожного 
процесса при микотических инфекциях. В частности, 
воспалительные явления становятся неяркими, с не-
четкими границами, без характерного периферическо-
го валика [7].

Результаты лабораторной диагностики также за-
трудняют постановку диагноза. У мальчика 5 лет на-
блюдали классическую клиническую картину микро-
спории волосистой части головы. Культуральным 
методом выделен M. canis. Однако ранее при микро-
скопической диагностике было выявлено нетипичное 
поражение мозгового и коркового вещества волоса 
(endothrix), более характерного для трихофитии [17]. 

Японские исследователи описывают микроспорию 
лица и шеи по типу множественной эритемы и единич-
ных эрозий у 55-летней женщины, которой был вы-
ставлен диагноз «пузырчатка». В течение двух месяцев 
были предприняты попытки противовоспалительного 
лечения, оказавшиеся безуспешными. Однако данные 
гистопатологического исследования и прямого имму-

нофлуоресцентного анализа не подтвердили первона-
чальный диагноз. При микроскопическом исследова-
нии чешуек кожи были выявлены нити мицелия, но 
культуральное исследование не дало роста грибов-
возбудителей. В описанном случае диагностическим 
методом, позволившим установить диагноз «микро-
спория», стал метод полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) [18]. 

Исследования по атипичным формам микроспо-
рии проводили в Италии в период с 1990 г. по 2009 г. 
Были отобраны 46 больных микроспорией детей, ос-
новной локализацией очагов поражения было лицо. В 
26% случаев наблюдали атипичные формы микроспо-
рии, имитирующие атопический дерматит, импетиго, 
красную волчанку и периоральный дерматит. Авторы 
указывают на сложности в постановке диагноза в по-
добных случаях [9].

Atzori L. и соавторы рассмотрели 154 случая ати-
пичных форм дерматомикозов. Из них было выявлено 
70 случаев микроспории разных клинических форм: 
экземоподобная (30), импетигинозная (11), волчаноч-
ноподобная (6), по типу полиморфной сыпи (7), псо-
риазиформная (3), розацеаподобная (2), себорейная 
(2), по типу дискоидной красной волчанки (2), по типу 
простого герпеса (1), по типу опоясывающего лишая 
(1), по типу периорального дерматита (1). По мнению 
исследователей, клиническая атипия микроспории у 
больных является следствием не только применения 
топических кортикостероидов. Предрасположенность 
к атипическому течению микоза присутствует в самом 
начале заболевания из-за вариабельности инвазивной 
способности гриба − дерматомицета, его места внедре-
ния, а также зависит от физиологического состояния 
макроорганизма [4].

Таким образом, в последние годы участились слу-
чаи клинического патоморфоза микроспории, обу-
словливающие трудности при диагностике микоза [1, 
4, 6, 10, 15]. Клиническая картина микроспории в на-
стоящее время может имитировать различные кожные 
заболевания. При микроскопическом исследовании 
материала могут отсутствовать характерные особен-
ности возбудителя и рост культуры на средах. В связи 
с этим необходимо повышать клиническую насторо-
женность у врачей-специалистов в отношении дерма-
томикозов и совершенствовать лабораторные методы 
диагностики.
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Болезнь Бехчета – это системный васкулит. Этиология заболе-
вания неизвестна. Предполагается роль различных этиологических 
факторов: инфекционных, гормональных, генетических, иммуноло-
гических нарушений. Описан случай болезни Бехчета у мужчины с 
длительностью заболевания − 1 год. Особенностью течения болезни 
было частое осложнение афтозного стоматита кандидозной инфек-
цией. 
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Behcet’s disease is a systemic vasculitis. Etiology of the disease is 
unknown. The role of various etiological factors is assumed: infectious, 
hormonal, genetic, immunological disorders. The case of Behcet’s disease 
in a man with duration of 1 year is described. A peculiarity of the disease 
course was a frequent complication of aphthous stomatitis with a candidal 
infection.
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Болезнь Бехчета (morbus Behcet; syn.: синдром 
Adamantiades-Behcet, синдром Gilbert-Behcet, aphthosis 
Touraine, болезнь «Шелкового Пути») – идиопатиче-
ское полисистемное заболевание, причиной которого 
является васкулит, поражающий артерии и вены раз-
ного калибра. Симптомы болезни Бехчета (ББ) поли-
морфны и могут включать слизисто-кожные, глазные, 
гастроинтестинальные, суставные, сосудистые, уроге-
нитальные, неврологические проявления. Заболевание 
названо по имени турецкого врача профессора Haluci 
Behcet, который в 1937 г. описал триаду симптомов, 
представленную рецидивирующим афтозным стома-
титом, язвами на половых органах и увеитом с гипопи-
оном. Наибольшую распространенность ББ отмечают 
среди коренных жителей восточного Средиземномо-
рья и Японии. Учитывая миграцию населения, заболе-
вание может встречаться в любой стране мира, в том 
числе и в России [1, 2].  

Алекберова З.С. (2016) провела опрос 180 больных 
с ББ в трех этнических группах. В результате исследо-
вания выявили, что повторные случаи рецидивирую-
щего афтозного стоматита (РАС) имели место в 54 се-
мьях (30%): чаще – среди дагестанцев (n=32), реже – у 
чеченцев (n=12) и у русских (n=10). Повторные случаи 
заболевания в семьях пробандов рассматриваются как 
аргумент в пользу генетической природы ББ [1]. 

Согласно критериям, разработанным Между-
народной группой по изучению болезни Бехчета 
(International Study Group for Behet’s Disease — ISGBD), 
для постановки диагноза необходимо наличие реци-
дивирующего афтозного стоматита в сочетании с не 
менее чем с двумя из следующих проявлений: свежие 
или зарубцевавшиеся язвы на половых органах, по-
ражение глаз (задний увеит, васкулит сетчатки), кожи 
(узловатая эритема, псевдофолликулит, акнеподобные 
высыпания), положительный тест патергии. В зависи-
мости от поражённой системы или органа, различают 
несколько клинических типов болезни Бехчета: слизи-
сто-кожный, суставной, неврологический и глазной. 
Специфические лабораторные тесты отсутствуют [1, 
2]. 

В данной работе представлен пациент с болезнью 
Бехчета, особенностью которой было частое осложне-
ние афтозного стоматита кандидозной инфекцией. 

Описание случая
Больной, Б., 37 лет, русский, житель г. Якутска, 

поступил в микологическую клинику СЗГМУ им 
И.И.Мечникова с жалобами на высыпания (слизистая 
оболочка полости рта, губ, туловище, верхние конеч-
ности), осиплость голоса, отек век правого глаза, сни-
жение остроты зрения, снижение массы тела на 20 кг 
за последний год.

Из анамнеза заболевания известно, что впервые па-
циент заболел год назад, когда после переохлаждения 
появились боль в горле, осиплость голоса и повышение 
температуры  тела до 37,5 оC. Больной был осмотрен 
терапевтом и отоларингологом. По поводу лакунарной 
ангины получал ципрофлоксацин, метрогил. После 
обнаружения в отделяемом язв Candida albicans был 
проведен курс флуконазола. Через 5 месяцев  вновь 
появились афты на слизистой оболочке губ и полости 
рта, а также белый налет на миндалинах. В посеве со-
держимого с поверхности  язв получен рост колоний 
C. albicans. Больному был назначен курс тербинафина 
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(по 250 мг 1 раз в сутки , 21 день) и ингаляции с амфо-
терицином B, однако язвенные дефекты полости рта и 
губ сохранялись. 

Через месяц у мужчины появились эрозивно-яз-
венные высыпания на головке и теле полового члена. 
В КВД пациент получил курс ацикловира, после про-
ведения которого высыпания зарубцевались, но явле-
ния афтозного стоматита сохранялись. При бактерио-
логическом исследовании отделяемого язв был полу-
чен рост Streptococcus viridans, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli. Через 3 месяца вновь появились резкие 
боли в горле, беловатый налет на языке, миндалинах и 
глотке. Инфекционистом был назначен дексаметазон 8 
мг в/м №4 с хорошим эффектом, который сохранялся 
неделю после окончания терапии. 

В течение последующего месяца больной отме-
чал постепенное ухудшение самочувствия, появление 
свежих высыпаний в полости рта. Госпитализирован 
в инфекционную больницу (диагноз при поступле-
нии: герпетическая инфекция, стоматит, гнойный 
балянопостит, вторичный иммунодефицит), где был 
осмотрен стоматологом (диагноз: хронический реци-
дивирующий афтозный стоматит), урологом (диагноз: 
гнойный баланопостит, вторичный иммунодефицит), 
терапевтом (диагноз: гнойно-язвенный стоматит, кан-
дидоз, вторичный иммунодефицит), иммунологом 
(диагноз: инфекция, вызванная вирусом герпеса, вто-
ричная иммунная недостаточность тяжелой степени). 
По поводу выявленных изменений в крови (лейк. – 11 
тыс. х109/л, лимф. − 21%, эозин. − 41%, СОЭ − 21мм/
час) была выполнена стернальная пункция. Измене-
ния в миелограмме расценены как лейкемоидная ре-
акция эозинофильного типа. Осмотрен ревматологом, 
который заподозрил болезнь Чаржа-Строса (эозино-
фильный некротизирующий васкулит), в связи с чем 
больной госпитализирован в ревматологическое от-
деление, где был назначен преднизолон (15 мг/сутки 
в течение месяца). Выписан из стационара с улучше-
нием, но разрешения афтозных элементов губ и сли-
зистой оболочки полости рта не было. После выписки 
продолжил обследование у инфекциониста. Выявлены 
повышенные уровни антител к грибам рода Candida. 
После отмены преднизолона появились афты во рту, 
покраснение и боли в области правого глаза. Больной 
был направлен в микологическую клинику СЗГМУ им 
И.И. Мечникова с подозрением на кандидозное пора-
жение слизистых оболочек полости рта.

Из анамнеза жизни известно, что у пациента с 5 лет 
бронхиальная астма, ремиссия − с 13 лет. Наследствен-
ность не отягощена. Аллергические реакции на пищу, 
лекарственные препараты в прошлом отрицает.

При поступлении в клинику общее состояние 
удовлетворительное, телосложение правильное, удов-
летворительного питания. Периферические лимфоуз-
лы не увеличены. Тоны сердца ритмичные, приглуше-
ны. Печень выступает из-под края реберной дуги на 
2 см, край ровный. Стул и диурез – без особенностей. 
Температура тела − 37,5 оС. Артериальное давление − 
125/80 мм рт. ст.

При осмотре слизистых оболочек полости рта в об-
ласти десен с переходом на слизистую губ наблюдали 
множественные язвы овальной формы, диаметром от 
0,3 до 1,0 см, сливающиеся между собой, располагаю-
щиеся на застойно-гиперемированном фоне слизи-

стых и покрытые белесоватым налетом (Рис.1).  

Рис. 1.Сливающиеся афты на слизистой оболочке десны и 
нижней губы, покрытые белесоватым налетом, у пациента 

с болезнью Бехчета.

На задней поверхности полового члена на месте 
бывших высыпаний – рубцовые изменения (Рис.2). 

Рис. 2. Рубцовые изменения на месте бывших высыпаний 
в области уздечки полового члена у пациента с болезнью 

Бехчета.

На коже разгибательной поверхности верхних ко-
нечностей − единичные акнеформные высыпания, 
окруженные венчиком гиперемии (Рис. 3). 

Рис. 3.  Псевдофолликулиты на наружной поверхности 
плеча у пациента с болезнью Бехчета.
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Нижнее и верхнее веки правого глаза слегка отеч-
ны и гиперемированы. Осмотрен окулистом, диагноз: 
острый конъюнктивит, миопия 1 степени, нейропатия, 
ангиопатия сетчатки, правосторонний увеит.

В клиническом анализе крови количество лейкоци-
тов − 11,5 . 109/л, эозинофилов − 41%, СОЭ − 31 мм/час. 
Биохимические показатели, анализ мочи в пределах 
нормы. При микологическом обследовании в соскобах 
с язв полости рта, слизистых оболочек губ, десен, зева 
грибы не обнаружены. Пациент осмотрен ревмато-
логом, который поставил диагноз «болезнь Бехчета». 
Больной был переведен в ревматологическое отделе-
ние. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Болезнь Бехчета встречается  сравнительно редко, 

его диагностика представляет определенные трудно-
сти; поражает наиболее трудоспособный контингент – 
пик заболеваемости приходится на третью декаду жиз-
ни, причем мужчины болеют чаще женщин. Этиология 
ББ в настоящее время неизвестна. Предполагается 
роль различных этиологических факторов: инфекци-
онных, гормональных, генетических, иммунологиче-
ских нарушений [2, 3]. Представленный пациент был 
болен до момента постановки правильного диагноза в 
течение года. Заболевание постоянно рецидивирова-
ло, ремиссии были кратковременными.

Клинические проявления ББ многообразны и но-
сят системный характер. Одним из самых ранних сим-
птомов проявления ББ считают афтозный стоматит. 
При этом на деснах, боковых поверхностях и уздечке 
языка, а также на слизистой оболочке щек и губ обра-
зуются мелкие везикулы, заполненные непрозрачным 
содержимым, которые затем превращаются в язвочки 
ярко-розового цвета диаметром от 2 до 10-20 мм. Язвы 
склонны к слиянию. Эти проявления обычно проходят 
за 10 дней без рубцевания. Единичные афты редки. За-
живление язвенного стоматита при болезни Бехчета 
занимает от 10 дней до 1 месяца, однако его рецидивы 
возникают 3-4 раза в год.  Генитальные язвочки лока-
лизуются у мужчин в области головки полового члена 
и мошонки, у женщин − на слизистой оболочке вульвы 

и влагалища. Язвочки на слизистых оболочках рото-
вой полости и гениталий болезненны, сливаясь между 
собой, образуют сплошные эрозивные поверхности. 
Генитальные язвы рецидивируют и оставляют рубцы. 
Поражение глаз является первым симптомом болезни 
примерно у 10% пациентов, но чаще развивается после 
афтозного стоматита. Характерный признак болезни 
Бехчета − гипопион-увеит [2].

Особенностью представленного нами случая было 
постоянное осложнение язвенного стоматита канди-
дозной инфекцией, что явилось причиной направле-
ния пациента в микологическую клинику. В литературе 
описан случай осложнения течения ББ кандидозным 
эндокардитом у мужчины 39 лет, который был болен в 
течение 7 лет. Диагноз ББ был поставлен на основании 
наличия биполярного афтоза, псевдофолликулитов на 
коже и положительного теста на патергию. Больной го-
спитализирован с тромбозом бедренной вены. При по-
ступлении была выявлена еще и суперинфекция левой 
верхней конечности, связанная с кандидозной инфек-
цией полости рта на фоне афтоза [4].

Этиология болезни Бехчета не ясна. Инфекцион-
ная теория (провоцирующая роль герпетической ин-
фекции, вирусов, стрептококков) − это одна из теорий 
развития патологии. Роль грибов Candida в патогене-
зе ББ не изучена. В 1993 году было показано, что ме-
таболиты Candida spp. связаны с активной фазой ББ. 
Соотношение d-арабинитола (большого метаболита 
Candida spp.) к креатинину было выше у больных ББ с 
обострением, по сравнению с нормой и показателями 
у больных ББ в ремиссии [5]. Каждое обострение забо-
левания у представленного пациента сопровождалось 
кандидозной инфекцией, и с каждым новым обостре-
нием появлялись новые проявления ББ с постепенным 
вовлечением в патологический процесс слизистых 
оболочек гениталий, кожи, глаз. 

Таким образом, можно предположить, что у данно-
го больного провоцирующим фактором прогрессиро-
вания ББ было осложнение афтозного стоматита кан-
дидозной инфекцией. 

Изучение влияния Candida spp. на течение болезни 
Бехчета подлежит дальнейшему изучению.
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В статье представлены описание клинического случая сочета-
ния инвазивного кандидоза (ИК) и инвазивного аспергиллеза (ИА) у 
пациентки с цитопенией неясного генеза, анализ данных регистра 
больных ИА и обзор литературы.

Инвазивный кандидоз выявили у 1,4% пациентов с ИА. Устано-
вили, что сочетание ИК и ИА развивается у онкогематологических 
больных, преимущественно на фоне острого лейкоза (60%). Основ-
ные факторы риска: агранулоцитоз (90%), лимфоцитопения (70%), 
нахождение в отделениях реанимации и интенсивной терапии 
(ОРИТ – 50%), а также терапия системными глюкокортикостеро-
идами (40%). Основной возбудитель ИА при сочетанной инфекции 
– Aspergillus flavus, ИК – Candida parapsilosis и C. krusei. При ИА по-
ражение легких наблюдали в 100% случаев, основным клиническим 
вариантом ИК была кандидемия – 90%. Для сочетания ИК и ИА ха-
рактерна высокая общая летальность в течение 12 недель – 60%.

Ключевые слова: сочетанный инвазивный микоз, инвазивный 
аспергиллез, инвазивный кандидоз, диссеминированный микоз, 
кандидемия
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A clinical case description of the invasive aspergillosis (IA) and invasive 
candidiasis (IC) combination in a patient with unknown origin cytopenia, 
as well as data analysis of the register of patients with invasive aspergillosis, 
and a literature review have been presented in the article.

IC was revealed in 1.4% of patients with IA. It was found that the 
combination of IR and IA develops in oncogematological patients, mainly 
against the background of acute leukemia − 60%. The main risk factors: 
agranulocytosis − 90%, lymphocytopenia − 70%, stay in intensive care 
units (ICU) − 50%, systemic glucocorticosteroid using − 40%. The main 
etiological agent of IA was Aspergillus flavus, IC – Candida parapsilosis and 
C. krusei. Lungs involvement was observed in 100% of IA cases, the main 
clinical variant of the IC was candidemia − 90%. The combination of IR 
and IA are characterized by a high overall mortality within 12 weeks – 60%.

Key words: combined invasive mycosis, invasive aspergillosis, 
invasive candidiasis, disseminated mycosis, candidemia

ВВЕДЕНИЕ
Aspergillus и Candida spp. остаются основными воз-

будителями внутрибольничных инвазивных микозов 
(ИМ). Вместе с тем, в последнее время наблюдают на-
растание числа ИМ смешанной этиологии, что может 
быть связано с увеличением интенсивности протоко-
лов химиотерапии онкогематологических заболеваний 
и ростом количества пациентов с выраженным имму-
нодефицитом [1]. Для успешного лечения таких ИМ 
необходимы своевременная диагностика и адекватная 
антифунгальная терапия. Однако диагностика соче-
танных ИМ является сложной задачей. Клинические 
признаки таких ИМ часто неспецифичны, особенно у 
лиц с выраженными дефектами иммунной системы, и 
не отличаются от проявлений моноинфекции. Лабора-
торное подтверждение ИМ смешанной этиологии тре-
бует забора материала из очага поражения, что неред-
ко затруднено из-за локализации процесса, высокого 
риска кровотечений или тяжести состояния больного. 
Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) в насто-
ящее время не применяют в рутинной клинической 
практике, так как до сих пор не определено его диагно-
стическое значение при ИМ и нет единой методики его 
проведения. Однако в сочетании с серологическими и 
микологическими методами ПЦР, несомненно, может 
быть полезным [2, 3].

До настоящего времени число публикаций, посвя-
щенных описанию сочетанных ИМ, остается ограни-
ченным. Микст-инфекции, обусловленные Candida 
spp. и Aspergillus spp., представлены в единичных пу-
бликациях [3-6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В проспективное многоцентровое исследование 
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(1998-2017 гг.) включили 700 больных «доказанным» 
и «вероятным» ИА. Из них у 10 пациентов (1,4%) вы-
явили сочетание ИА и инвазивного кандидоза. Диа-
гностировали ИМ и оценивали эффективность анти-
фунгальной терапии на основании критериев, пред-
ложенных Европейской организацией по изучению и 
лечению рака (EORTC) и группы изучения микозов 
(MSG) Национального института аллергологии и ин-
фекционных заболеваний (NIAID) США 2008 г. [7]. 
Для диагностики ИМ всем пациентам проводили ком-
пьютерную томографию органов грудной клетки (КТ 
ОГК) легких в режиме высокого разрешения, по пока-
заниям − КТ придаточных пазух носа (ППН), магнит-
ную резонансную томографию, фибробронхоскопию 
(ФБС), плевральные и люмбальные пункции, пункции 
ППН, а также биопсию тканей и патоморфологические 
исследования.

Лабораторная диагностика включала серологиче-
ское, микроскопическое и культуральное исследова-
ния. Наличие галактоманнана (ГМ) в бронхоальвео-
лярном лаваже (БАЛ) и сыворотке крови определяли 
иммуноферментым методом с использованием спец-
ифической диагностической тест-системы PLATELIA® 
Aspergillus (BIO–RAD Laboratories, США). Диагности-
чески значимым считали индекс выше «0,5» в сыво-
ротке крови и выше «1,0» − в бронхоальвеолярном 
лаваже (БАЛ). Из образцов биосубстратов (мокрота, 
БАЛ, отделяемое из ППН и др.) готовили препараты 
в просветляющей жидкости (10% раствор КОН в 10% 
водном растворе глицерина) с добавлением флуорес-
цирующего маркера (калькофлуор белый). Окрашен-
ный препарат просматривали в люминесцентном ми-
кроскопе, отмечали наличие нитей несептированного 
мицелия, ветвящихся под углом 90º, или септирован-
ного мицелия, ветвящегося под острым углом. 

Для гистологических исследований материала, по-
лученного на аутопсии, кусочки легких, мозга, сердца, 
печени, почек и селезенки, полученные при аутопсии, 
располагали в биопсийные кассеты, затем фиксирова-
ли 6 часов 10%-м забуференным раствором формали-
на. В дальнейшем, срезы окрашивали гематоксилином-
эозином, проводили PAS-реакцию и окраску по мето-
ду Гомори-Грокотт для выявления элементов гриба в 
тканях. После этого биопсийные кассеты с материалом 
помещали в аппарат для гистологической обработки 
биологических тканей Tissue-Tek®VIPTM 5Jr. (фирма 
Sakura, Япония) для проведения проводки через серию 
изопропанола (IsoPrep). Последующую заливку в среду 
Biomix осуществляли с помощью модульной системы 
заливки Tissue-Tek®TECTM (фирма Sakura, Япония). 
Срезы толщиной 3 мкм получали на санном микро-
томе Slide 2003 (группа компаний Stormoff) и монти-
ровали на предметные стекла с помощью адгезивной 
жидкости фирмы Biovitrum. Срезы окрашивали гема-
токсилин-эозином (Г-Э) для описания характера вос-
палительной реакции и выявления элементов гриба 
− по методу ПАС. Окрашенные срезы заключали в за-
ливочную среду Bio Mount (фирмы Bio-Optica). Препа-
раты изучали и фотографировали в световом микро-
скопе AxioLab.A1 (фирма Zeiss, Германия). 

Для молекулярно-генетического исследования 
геномную ДНК выделяли с помощью оригинальной 
методики, предусматривающей отмывку блоков от 
парафина и хлороформ-изоамиловую экстракцию 

[8]. Исследовали 5 образцов аутопсийного материа-
ла, заключенного в парафиновые блоки, с помощью 
мультиплексной ПЦР-тест-системы «Zygo-Asp-HRM», 
разработанной в НИЛ молекулярно-генетической 
микробиологии НИИ медицинской микологии им. 
П.Н. Кашкина ФГБОУ ВО СЗГМУ им. И.И. Мечни-
кова. ПЦР в режиме реального времени с анализом 
кривых плавления с высоким разрешением (HRM, 
high-resolution melt) с аспергилл-специфичными и му-
коромицет-специфичными праймерами проводили на 
термоциклере RotorGene 6000 (Corbett Research, Ав-
стралия) с функцией HRM в соответствии с авторской 
методикой [9]. При амплификации использовали «На-
бор реагентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
EvaGreen» (Синтол, Москва) согласно инструкциям 
производителя. Результаты ПЦР оценивали по нали-
чию/отсутствию пиков плавления для ДНК Aspergillus 
spp. в районе 76,85-77,67 °С и ДНК мукоромицетов − от 
83,18 до 85,94°С.

Также авторы провели анализ данных из научной 
литературы, используя базы PubMed и elibrary (январь 
2018 г.). 

Описание клинического случая. Больная Н., 37 
лет, 17.06.2015 г. поступила в терапевтическое ОРИТ 
Ленинградской областной клинической больницы 
(ЛОКБ) в тяжелом состоянии, на искусственной вен-
тиляции легких (ИВЛ) вследствие выраженной дыха-
тельной недостаточности (ДН-III, Sat O2 − 99%, FiO 
− 45%).

При объективном осмотре: состояние тяжелое, 
кожные покровы бледные, сухие. Язык влажный, об-
ложен белым налетом. Лимфатические узлы не увели-
чены. Живот при пальпации мягкий, безболезненный, 
перистальтические шумы отсутствуют, нижний край 
печени у края реберной дуги, поверхность печени 
гладкая, селезенка не увеличена. Периферических оте-
ков нет. Ригидность затылочных мышц, тремор отсут-
ствуют. Над областью легких дыхание жесткое, прово-
дится во все отделы, хрипов нет, голосовое дрожание 
симметричное. Частота дыхательных движений – 90 в 
минуту. При аускультации: тоны сердца приглушены, 
ритмичные, шумов нет. Артериальное давление (АД) – 
130/80 мм рт. ст. Частота сердечных сокращений – 90 в 
минуту, ритм правильный. Температура тела − 37,3 °С. 
Физиологические отправления в норме.

Анамнез заболевания. Из сопутствующей выписки 
известно, что 04.06.15 г. пациентка обратилась к участ-
ковому терапевту с жалобами на нарастающую общую 
слабость, одышку и повышение температуры тела до 
субфебрильных цифр. Было выполнено рентгеноло-
гическое исследование легких, при котором выявили 
интерстициальные изменения по типу «матового стек-
ла». Диагностировали внебольничную двустороннюю 
полисегментарную пневмонию, больную госпитали-
зировали в Кировскую центральную районную боль-
ницу. Начата антибактериальная и дезинтоксикаци-
онная терапия. На КТ ОГК от 10.06.15 г. наблюдали 
двусторонние интерстициально-альвеолярные изме-
нения. Несмотря на проводимую антибактериальную 
терапию (бисептол, цефтриаксон, ципрофлоксацин, 
метронидазол, меропенем), отмечали отрицательную 
клиническую динамику в виде нарастания ДН, в связи 
с чем пациентку перевели на ИВЛ. Спустя неделю ста-
ционарного лечения, температура тела повысилась до 
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39о С, появились боли в животе опоясывающего харак-
тера. В анализе мокроты обнаружили примесь крови. 
17.06.15 г. женщина в тяжелом состоянии была пере-
ведена в терапевтическое ОРИТ ЛОКБ. Диагноз при 
поступлении: внебольничная двусторонняя полисег-
ментарная пневмония, тяжелое течение. Осложнение: 
ДН III ст. ИВЛ от 11.06.15 г. Сопутствующие: желчно-
каменная болезнь; эрозивный гастрит; железодефи-
цитная анемия.  

При поступлении в клиническом анализе крови 
выявили нейтрофильный лейкоцитоз со сдвигом до 
метамиелоцитов и лимфоцитопению (12,8∙109/л, ме-
тамиелоциты − 2%, нейтрофилы – 11,66∙109/л, лимфо-
циты – 0,46∙109/л, моноциты – 0,7∙109/л, эозинофилы 
− 0∙109/л, базофилы − 0∙109/л), а также гипохромную 
анемию (эритроциты − 2,27∙109/л, гемоглобин − 56 г/л). 
В биохимическом анализе крови отмечали повышение 
уровня С-реактивного белка (СРБ) – 218 г/л, АСТ – 
57,27 Е/л, АЛТ – 14,68 Е/л, креатинина крови – 271,76 
мкмоль/л, мочевины крови – 25,41 ммоль/л, уровня 
прокальцитонина – 14,9 нг/мл (норма 0-0,5 нг/мл). На 
основании полученных лабораторных данных диагно-
стировали сепсис. В связи с ДН III ст. (РО2 45%) про-
должали ИВЛ.  

В день поступления была выполнена ФБС с забо-
ром БАЛ. Заключение: эндоскопические признаки эро-
зивного трахеита, распространенного эндобронхита с 
умеренно-выраженным гнойно-геморрагическим ком-
понентом.

На КТ от 18.06.15 г. определяли признаки двусто-
ронней полисегментарной пневмонии (зоны плотной 
инфильтрации в нижней доле правого легкого, в верх-
них долях легких, S9 левого легкого, малый правосто-
ронний гидроторакс) (Рис 1.). 

Рис. 1. КТ ОГК от 18.06.2015 г. Двусторонняя 
полисегментарная пневмония, правосторонний 

гидроторакс.

На КТ ППН – признаки воспалительных измене-
ний в левой верхнечелюстной пазухе (горизонтальный 
уровень вдоль задней стенки в отдельных ячейках со-
сцевидных отростков с двух сторон), в левой лобной 
пазухе обнаружили плотное содержимое (Рис 2.).

Рис. 2. Воспалительные изменения в левой 
верхнечелюстной пазухе.

На КТ головного мозга – патологии не выявлено. 
На КТ органов брюшной полости отмечали гепатоме-
галию, увеличение размеров желчного пузыря, узел-
ковую гиперплазию левого надпочечника, увеличение 
размеров и утолщение паренхимы обеих почек (карти-
на отека).

При фиброгастродуоденоскопии (ФГДС) от 
18.06.15 г. установлены эндоскопические признаки 
поверхностного антрального гастрита без признаков 
кровоточивости.

ФБС 19.06.15 г.: эндоскопические признаки эро-
зивного трахеита, распространенного эндобронхита 
с умеренно-выраженным гнойно-геморрагическим 
компонентом. Частичная обтурация трахеи слизисто-
гнойным слепком. Выполнена санация трахеоброн-
хиального дерева, инструментальное восстановление 
проходимости трахеи.

При посеве БАЛ от 17.06.15 г. – рост C. albicans и C. 
glabrata, роста бактериальной биоты и мицелиальных 
грибов нет. ГМ в БАЛ не определяли. При повторных 
посевах крови и БАЛ роста микробиоты не наблюдали. 

Проводили терапию: левофлоксацин − 500 мг, ими-
пенем − 500 мг, бисептол − 15 мг/кг/сутки.

В связи с выявленным при КТ-исследовании по-
ражением легких, почек, ППН исключали системное 
заболевание соединительной ткани, были выполнены 
анализы крови на антинуклеарный фактор (АНФ), ан-
титела к цитоплазме нейтрофилов (АНЦА), антитела к 
базальной мембране клубочков (анти-БМК) и биопсия 
ППН. Пациентка проконсультирована ревматологом, 
на основании результатов обследования данных за си-
стемное заболевание не получено. 

В связи с выраженной анемией и положительной 
пробой Кумбса больная получила консультацию гема-
толога, выполнили стернальную пункцию, данных за 
аутоиммунную гемолитическую анемию не было. 

Провели коррекцию антибактериальной терапии: 
левофлоксацин − 500 мг, линезолид − 600 мг, ванкоми-
цин – 1,0 г с интервалом 2 дня, также были выполне-
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ны гемотрансфузии. На фоне проводимой терапии от-
мечали умеренную положительную динамику в виде 
уменьшения ДН, купирования лихорадки и улучшения 
показателей крови (снижение С-реактивного белка до 
66,61 г/л, уровня лейкоцитов − до 8.99∙109/л, прокаль-
цитонина – 1,19 нг/мл). Однако прогрессивно нарастала 
острая почечная недостаточность (ОПН), что потребо-
вало проведения экстренного гемодиализа с 22.06.15 г. С 
23.06.15 г. пациентку перевели на парентеральное пита-
ние. В этот же день выполнили трахеостомию.

Отмечали выраженную кровоточивость (крово-
течение из трахеостомы, гематурия, кровоточивость 
слизистой оболочки носа после биопсии, множествен-
ные подкожные гематомы в местах инъекций). Была 
выполнена ФГДС, больная осмотрена гематологом, хи-
рургом, нефрологом, ревматологом, пульмонологом, 
гинекологом. Причина кровотечений не установлена. 

При посеве крови от 29.06.15 г. − однократно рост 
Acinetobacter baumannii. Продолжена антибактериаль-
ная терапия в прежнем объеме.

На контрольной КТ ОГК от 30.06.15 г. в паренхиме 
обоих легких полисегментарно на фоне нарастающей 
диффузной интерстициальной инфильтрации сохра-
нялись множественные фокусы альвеолярной инфиль-
трации справа S1-S3, слева S1+2, в субплевральных от-
делах S6, S9-10 правого легкого − уменьшение объема и 
интенсивности альвеолярного компонента, сохранял-
ся малый правосторонний гидроторакс (Рис. 3.).

Изменения в легких расценены, как аутоиммун-
ный альвеолит. Прогрессировала тромбоцитопения 
(63∙109/л), анемия (1.64∙1012/л) и азотемия. 1.07.15. диа-
гностировали гемолитико-уремический синдром, про-
вели 3 пульс-терапии глюкокортикостероидами (ГКС). 

Также выполнили повторные посевы крови, пато-
логической биоты не выявили. 

Рис. 3. Множественные фокусы альвеолярной 
инфильтрации в субплевральных отделах, S9-10  правого 

легкого.

5.07.15 г. у пациентки развилось диффузное ле-
гочное кровотечение. Выполнили трансфузию фак-
тора свертывания VIIa, терапию преднизолоном − 3 
мг/кг/сут. На фоне терапии наблюдали прекращение 
кровотечения, нарастание количества тромбоцитов 
(100∙109/л), эритроцитов (2,55∙1012/л), гемоглобина (78 
г/л), а также уменьшение азотемии. Больная переве-
дена на самостоятельное дыхание и питание, снижена 
доза преднизолон до 1 мг/кг/сут. Неоднократно прово-
дили ФБС с целью эндоскопической санации трахео-
бронхиального дерева.

7.07.15 г. была скорректирована антибактериальная 
терапия, назначены цефоперазон/сульбактам − 4 г/сут 
и тигециклин − 100 мг/сут.

При посеве дистального фрагмента ЦВК от 13.07.15 
г. отмечали рост Candida krusei, Enterococcus faecium, 
Pseudomonas aeruginosa и Klebsiella pneumoniae. При по-
следующих посевах крови и дистальных концов кате-
теров роста биоты не было. К терапии был добавлен 
флуконазол − 250 мг 1 раз в сутки. С 14.07.15 г. снижена 
доза ГКС (преднизолон − 0,5 мг/кг в сутки в/в).

19.07.15 г. произошел рецидив диффузного легоч-
ного кровотечения, пациентка вновь была переве-
дена на ИВЛ с Fi O2 − 100%. Наблюдали повышение 
температуры тела до фебрильных цифр, лейкопению 
– 5,83∙109/л с палочкоядерным сдвигом (метамиело-
циты − 1%) и лимфоцитопенией, тромбоцитопению − 
85∙109/л, анемию (эритроциты – 2,81∙1012/л, гемоглобин 
− 84 г/л), гипергликемию – 10,7 ммоль/л), а также на-
растание уровня лактатдегидрогеназы (568 Е/л до 904 
Е/л) и С-реактивного белка (30 мг/л до 243 мг/л). 

20.07.15 г. зафиксировали угнетение сознания, от-
сутствие реакции на болевые раздражители, тоталь-
ную мышечную гипотонию, арефлексию, отсутствие 
краниальных рефлексов, фотореакции зрачков. По 
данным КТ ОГК отмечали нарастание альвеолярно-
интерстициальных изменений. На КТ головного мозга 
выявили патологическое образование левой височно-
теменной области с наличием свежего кровоизлияния 
вокруг, гемовентрикулии, аксиального вклинения; 
отек головного мозга (Рис. 4.). 

Рис. 4. КТ головного мозга от 20.07.15 г. Патологическое 
образование левой височно-теменной области.

Диагностировали острое нарушение мозгового 
кровообращения на фоне тромбоцитопении (12∙109/л). 
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21.07.15 г. пациентка была осмотрена нейрохирургом. 
Неврологический статус: уровень сознания − кома III, 
зрачки D=S, широкие, фотореакция отсутствует, ато-
ния, арефлексия. На основании осмотра и данных КТ 
головного мозга установлена атоническая кома, пато-
логическое образование левой височно-теменной об-
ласти расценено как опухоль или абсцесс с кровоизли-
янием в мозговое вещество и желудочковую систему. 
В клиническом анализе крови: лейкопения – 4,56∙109/л, 
лимфоцитопения − 0,41∙109/л, анемия (эритроциты – 
2,34∙1012/л, гемоглобин −70 г/л), тромбоцитопения − 
34∙109/л. Учитывая терминальное состояние пациент-
ки, нестабильность гемодинамики и высокий риск по-
вторного кровоизлияния, оперативное лечение было 
признано нецелесообразным. 

22.07.15 г. состояние резко ухудшилось – зафикси-
рована остановка кровообращения (асистолия по кар-
диомонитору). Был проведен полный комплекс реани-
мационных мероприятий без эффекта. 27.07.15 г. в 7.30 
констатировали биологическую смерть. 

По данным аутопсии был установлен патологоана-
томический диагноз «генерализованный аспергиллез: 
двусторонняя аспергиллезная пневмония, асперги-
лезнный очаговый некротический менигоэнцефалит». 
Осложнения: левосторонний гидроторакс (слева – 300 
мл), отек легких, отек головного мозга. Инфекционно-
токсический шок. Паренхиматозная дистрофия вну-

тренних органов, острый канальцевый некроз. Острая 
почечная недостаточность. Гемодиализ с 22.06.15 г. 
ИВЛ от 11.06.15 г. Трахеостомия 23.06.15 г., фибриноз-
ный трахеит. Сопутствующие заболевания: ЖКБ, хро-
нический калькулезный холецистит, вне обострения.

Аутопсийные материалы были направлены в НИИ 
медицинской микологии им П.Н. Кашкина для пере-
смотра. При повторном гистологическом исследова-
нии с использованием специфической окраски на гри-
бы (ПАС, Гомори-Грокотт) выявили наличие элемен-
тов гриба, морфологически сходных с аспергиллами, в 
тканях легких и головного мозга. В паренхиме легких 
отмечали многочисленные скопления гиф гриба в виде 
палисады (кустообразное разрастание) (Рис. 5а) и ред-
кие очаги радиального роста разного диаметра (Рис. 
5б). Установлена картина активного роста мицелия 
гриба непосредственно на плевре с четко выраженным 
тропизмом гиф гриба в сторону плевральной полости 
(Рис. 5 в, стрелка). Гифы гриба септированные, со сред-
ним диаметром 5-6 мкм. Картины латерального вет-
вления под острым углом приурочены к маргинальной 
части скопления (Рис. 5 а, стрелка).  В тканях голов-
ного мозга наблюдали эмболы с вегетациями гриба, а 
также формирование крупного очага некроза. Гифы 
гриба встречались редко, септированные, тонкие (2-3 
мкм), слабоокрашенные, хаотично ориентированные и 
ветвящиеся под острым углом.

Рис. 5. Поражение тканей легкого (а-в) и головного мозга (г). а, б – Г-Э, в, г – ПАС. а, б, г – х 400, в – x100. ГГ – гифы гриба.
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Скопления гиф гриба с признаками инвазии в тка-
ни наблюдали также в просвете бронхиол, альвеол и 
кровеносных сосудов. В почке, селезенке, печени и щи-
товидной железе гифы не установлены. 

При молекулярном исследовании клиническо-
го аутопсийного материала пациентки с помощью 
тест-системы «Zygo-Asp-HRM» была выявлена ДНК 
Aspergillus spр. в нескольких тканях: головном мозге, 
легком, селезенке и печени. При анализе ткани сердца 
– ДНК Aspergillus spр. не обнаружена (Рис. 6).

Рис. 6. Кривые плавления ПЦР-продуктов ДНК Aspergillus 
spр., выделенной из парафиновых блоков разных органов 

больной Н.: 1 − печень, 2 − селезенка, 3 − легкое, 4 − 
головной мозг, 5 − сердце; Aspergillus spр. − ДНК культуры 

(положительный контроль), ОКО – отрицательный 
контрольный образец.

Как видно из рисунка 6, мы получили пики плав-
ления ДНК образцов микромицетов только в зоне 
77,5-78,3 °С, характерной для Aspergillus spр., тогда как 
в зоне мукормицетов (83,18-85,94 °С) они отсутство-
вали. Уровень флуоресценции пиков плавления для 
образцов разных органов различался: наибольшая ин-
тенсивность флуоресцентного сигнала зарегистриро-
вана в тканях головного мозга, легкого и селезенки, а 
кривая плавления ДНК образца печени лишь незначи-
тельно превышала пороговую линию «cut-off». 

Таким образом, использование молекулярного ана-
лиза аутопсийного материала с применением ПЦР в 
реальном времени с функцией высокого разрешения 
(HRM) позволило идентифицировать Aspergillus spр. 
в тканях легкого и головного мозга, а также выявить 
диссеминацию аспергиллезного процесса с поражени-
ем печени и селезенки.

Анализ данных регистра. С 1998 по 2017 гг. мы на-
блюдали 10 пациентов с сочетанием ИА и ИК, что со-
ставило  1,4% от общего числа больных ИА.

Среди пациентов с сочетанным микозом преобла-
дали лица мужского пола – 60%. Возраст больных со-
ставил от 18 до 59 лет (медиана − 37). У всех пациентов 
ИМ развился на фоне онкогематологического заболе-
вания, более половины из которых составили острые 
лейкозы − 60% (табл.1).

При анализе факторов риска установлено, что у 
большинства пациентов (90%) сочетанная микотиче-
ская инфекция развилась на фоне предшествующего 
агранулоцитоза, длительность которого составляла от 
7 до 60 дней (медиана – 10 дней). Вторым по частоте 
фактором риска была лимфоцитопения, которую от-
мечали у 70% больных, длительность − от 6 до 30 дней 
(медиана – 19 дней). В ОРИТ находились 50% пациен-
тов, терапию системными стероидами получали 40%. 
Реципиентов алло-ТГСК было 20%, РТПХ наблюда-
ли у 10%. Период времени от развития ИА до микст-
инфекции составлял от 0 до 120 дней. У половины 
больных (50%) ИК развился одновременно с ИА. 

Первичным очагом аспергиллезной инфекции во 
всех случаях были легкие (табл.2). В дальнейшем дис-
семинацию процесса отмечали у 40% пациентов.

Таблица 1

-
- -

1 + + >30

2 + + 20 19 + 120

3 10
+

25

4 + 6
5 + 10
6 60 20

+ 22 12
8 + 10 44
9 + 8 8

10 23 23

Таблица 2

- Aspergillus
spp.

Candida

1 +

2
3

4 +

5
6

8
9

10
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При жизни диагноз ИА был установлен у 90% боль-
ных. В 80% случаев ИА был верифицирован серологи-
ческими исследованиями БАЛ и/или сыворотки кро-
ви. Микологическое подтверждение (наличие септи-
рованного мицелия при микроскопии биосубстратов 
или получение культуры Aspergillus sp. при посеве) по-
лучили у 30% пациентов. Во всех случаях возбудителем 
был A. flavus. В соответствии с критериями EORTC, 
«доказанный» ИА установлен у 30% больных, из них у 
двух − диагноз доказан при аутопсии.

На момент выявления ИК длительность нахож-
дения пациентов на отделениях многопрофильного 
стационара варьировала от трех до 86 суток. Медиана 
составила 15,5 дней. Основным вариантом была кан-
дидемия − 90%, ОДК с поражением других органов и 
систем развился у одного больного.

Микологическое подтверждение ИК было основа-
но на выявлении возбудителей в крови. Во всех случа-
ях диагноз был верифицирован культуральным иссле-
дованием. В большинстве случаев ИК был обусловлен 
Candida не-albicans видами (70 %). C. parapsilosis и C. 
krusei выявили у 30% больных каждый. 40% культур 
Candida spp. были идентифицированы только до рода.

У одного пациента грибковая микст-инфекция была 
вызвана тремя патогенами − A. flavus, C. parapsilosis и 
Mucor. Сопутствующую бактериальную инфекцию от-
мечали у 40% больных. 

Все пациенты получали антифунгальную терапию. 
Однако в приведенном клиническом случае больная 
не получала средства, активные против плесневых 
грибов, так как ИА был диагностирован посмертно. 
Основными антифунгальными препаратами были ам-
фотерицин В и вориконазол, использовавшиеся в 60% 
случаев каждый (табл. 3).

Таблица 3

- -

-

1 10

2 149

3 360

4 106

5 50

6 46

10

8 149

9 26
10

Несмотря на проводимую антимикотическую те-
рапию, для пациентов с сочетанной грибковой ин-
фекцией была характерна высокая смертность. Общая 
летальность больных ИА и ИК в течение 30-ти дней 
составила 40%, 12 недель − 60%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Среди «оппортунистических» инфекций наибо-

лее многочисленную группу составляют микозы, воз-

будителями которых являются условно-патогенные 
дрожжеподобные и плесневые грибы. Большинство из 
них относятся к представителям естественной микро-
биоты кожных и слизистых покровов, а реализация их 
патогенного потенциала и инвазия в ткани и органы 
возможна только при нарушении механизмов иммун-
ной защиты. ИА возникает преимущественно у онко-
гематологических больных во время цитостатической 
и иммуносупрессивной терапии, реципиентов алло-
ТГСК, а также на фоне длительного применения сте-
роидов [1, 10]. Однако отмечено появление когорты 
больных, у которых ИА развивается на фоне длитель-
ной лимфоцитопении, а также в отсутствии четких 
факторов риска [11-13]. 

Известно, что Candida spp. являются наиболее рас-
пространенными возбудителями ИМ у пациентов, на-
ходящихся в ОРИТ. По данным национального коми-
тета безопасности здоровья (National Healthcare Safety 
Network) США, Candida spp. занимают пятое место сре-
ди всех возбудителей внутрибольничных инфекций и 
четвертое место – среди возбудителей, выделяемых из 
крови [14]. При анализе данных более 60 тыс. паци-
ентов, госпитализированных в ОРИТ в период с 2009 
по 2011 гг., установлено, что частота возникновения 
ИМ составила 4,7 случаев на 1000 человек [15]. В боль-
шинстве случаев ИК – внутрибольничная инфекция, 
основными факторами риска которой являются ис-
пользование ЦВК, длительное применение антибиоти-
ков широкого спектра действия, ИВЛ, хирургическое 
лечение или перфорация желудочно-кишечного трак-
та, полное парентеральное питание, сахарный диабет, 
применение системных стероидов и иммуносупрессо-
ров [16-18].

Согласно модели расчета, предложенной обще-
ством LIFE (Leading international fungal education), за-
болеваемость инвазивным кандидозом в Российской 
Федерации составляет 8,29, инвазивным аспергилле-
зом – 2,24 на 100000 человек [19]. 

В литературе мы нашли лишь единичные описания 
клинических случаев сочетания ИК и ИА (табл.4).

Таблица 4 

-

-
-

-

-

-

[3]

[4]

[5]

+

[6]

+

Как правило, клинические данные ограничены. 
Сведения о частоте сочетанных ИМ базируются на 
результатах аутопсий. Так, по материалам многоцен-
трового исследования, включающего анализ 193095 ау-
топсий, проведенных в период с 2003 по 2008 гг., менее 
половины инвазивных грибковых инфекций диагно-
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стируют прижизненно (12-60%) [20]. Распространен-
ность ИМ имела широкий диапазон в разных центрах 
– от 1,4 до 30,6 на 100 аутопсий (медиана − 8,7 на 100 
аутопсий). В этих же исследованиях установлена рас-
пространенность сочетанных ИМ, которая составила 
4,4 на 100 аутопсий. Отметим, что в онкогематологи-
ческой когорте больных распространенность ИМ зна-
чительно выше, чем в общей популяции, и составляет 
25 на 100 аутопсий. Наиболее частыми возбудителями 
ИМ были Aspergillus spp. (55,5%) и Candida spp. (28,5%) 
[21, 22]. 

Для ИА наиболее характерно поражение легких, 
которое выявляют у 80-90% больных. По результатам 
клинических исследований, проведенных в Италии 
[23], легочную локализацию ИА наблюдали у 90% па-
циентов с ОМЛ, что совпадает и с результатами наших 
предыдущих исследований [24]. У больных с сочетан-
ным микозом, включенных в настоящее исследование, 
первичным очагом аспергиллезной инфекции во всех 
случаях также были легкие. Известно, что аспергиллез 
ЦНС развивается преимущественно вследствие гема-
тогенной диссеминации, частота данного осложнения 
зависит от выраженности иммуносупрессии, варьиру-
ет от 3 до 30% у различных категорий больных и ас-
социирована с неблагоприятным прогнозом (леталь-
ность – 40-90%) [16]. При генерализации инфекции 
вторичные очаги поражения обнаруживают в костной 
ткани, реже – в почках, печени, селезенке, щитовидной 
железе, эндокарде, глазном яблоке, органах желудоч-
но-кишечного тракта. У пациентов с сочетанием ИА и 
ИК диссеминация аспергиллезной инфекции возникла 
в 40% случаев. 

По данным проведенного в Санкт-Петербурге мно-
гоцентрового исследования, наиболее частыми клини-
ческими формами ИК являются кандидемия (81%) и 
кандидозный перитонит (17%). Общая выживаемость 
у больных ИК в течение 30 суток составляет 53%. 
Атрибутивная летальность при ИК остается высокой 
− 10-47% [16, 25]. В нашем исследовании подтвержде-
но, что сочетанная микотическая инфекция является 
прогностически неблагоприятным фактором. Леталь-
ность в течение 12 недель составила 60%.

В описанном нами клиническом случае у пациент-
ки не было диагностировано онкогематологическое за-
болевание. На протяжении всего периода госпитали-
зации у больной отмечали лимфоцитопению, а затем и 
панцитопению, причину которой выяснить не удалось. 
На фоне отрицательных результатов микологических 

исследований крови и БАЛ на мицелиальные грибы 
ИА не был диагностирован прижизненно. Генерализо-
ванный характер ИА удалось подтвердить только при 
исследовании аутопсийного материала. Примечатель-
но, что в гистологических образцах непосредствен-
но на плевре был выявлен мицелий гриба, сходного с 
аспергиллами, с признаками активного роста. Пери-
ферические активно растущие участки скоплений гиф 
гриба отличались более интенсивной базофилией (Г-
Э). При гистологическом исследовании выявили чет-
кие различия гиф гриба в зависимости от локализации: 
в тканях легких ширина гиф была в 2 раза больше, чем 
в головном мозге. Эти особенности ранее уже отмеча-
ли другие авторы [26,27]. Кроме того, в тканях мозга не 
увидели выраженной воспалительной клеточной реак-
ции, тогда как в легочной ткани вблизи обильных ско-
плений гиф гриба наблюдали зоны некроза легочной 
ткани с выраженной лейкоцитарной инфильтрацией и 
большим числом распадающихся нейтрофилов.

При молекулярном исследовании аутопсийно-
го материала методом ПЦР выявили наличие ДНК 
Aspergillus spр. в головном мозге, легком, селезенке и 
печени. Применение молекулярных методов диагно-
стики при смешанной этиологии грибковых инфекций 
может быть полезно для идентификации возбудителя 
и определения тактики антифунгальной терапии [3].

ВЫВОДЫ
Пациенты с сочетанием инвазивного кандидоза и 

инвазивного аспергиллеза составляют 1,4% от общего 
числа больных инвазивным аспергиллезом.

Сочетание инвазивного кандидоза и инвазивного 
аспергиллеза развивается у онкогематологических па-
циентов, преимущественно на фоне острого лейкоза 
(60%).

Основные факторы риска: агранулоцитоз (90%), 
лимфоцитопения (70%), нахождение в ОРИТ (50%), а 
также терапия системными глюкокортикостероидами 
(40%).

При сочетанной инфекции основной возбудитель 
инвазивного аспергиллеза – A. flavus, инвазивного 
кандидоза – C. parapsilosis и C. krusei.

При сочетанной инфекции первичным очагом 
аспергиллезной инфекции были легкие (100%), основ-
ной клинический вариант инвазивного кандидоза – 
кандидемия (90%).

Сочетание инвазивного кандидоза и инвазивного 
аспергиллеза характеризуется высокой общей 12-не-
дельной летальностью – 60%.

ЛИТЕРАТУРА
1. Herbrecht, R., Bories P., Moulin J.C., Ledoux M.P. Risk stratification for invasive aspergillosis in immunocompromised patients. 

Annals N.Y. Acad.Sci. 2012; 1272: 23-30.
2. Patterson T.F., Thompson G.R., Denning D.W. Practice guidelines for the diagnosis and management of aspergillosis: 2016 

Update by the Infectious Diseases Society of America. Clin. Infect. Dis. 2016; 63 (4): e1-e60. 
3. Rickerts V., Cormick Smith Mc., Mousset S., et al. Deciphering the etiology of a mixed fungal infection by broad- range PCR with 

sequencing and fluorescence in situ hybridization. Mycosis Case report. 2013; 56 (6): 681-686.  
4. Obradovic-Tomasev M., Popovic A., Vuckovic N., Jovanovic M. Mixed Fungal Infection (Aspergillus, Mucor, and Candida) 

of Severe Hand Injury. Hindawi Publishing Corporation Case Rep. Infect. Dis. 2014; Article ID 954186: 4. http://dx.doi.
org/10.1155/2014/954186

5.  Java S., Vipparti Harithna. Mixed fungal lung infection with Aspergillus fumigatus and Candida albicans in a immunocomprimised 
patient: Case report. JCDR. 2014; 8 (4): 8-10.  

6. Fujita K.et al. Mixed invasive aspergillosis and candidiasis in fatal case of leukemia. Pediatrics International. 1991; 33(2): 191-
194.

7. De Pauw B., Walsh T.J., Donnelly J.P., et al. Revised definitions of invasive fungal disease from the European Organization for 



КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ

17

Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy and 
Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group. Clin Infect Dis. 2008; 46 (12): 1813-21. 

8. Белоцерковская Е.В., Михайлова Ю.В., Авдеенко Ю.Л., Полищук А.Г. Детекция и идентификация аспергиллов и зигоми-
цетов в образцах тканей, заключенных в парафин, с помощью новой мультиплексной ПЦР в реальном времени. Успехи 
медицинской микологии. 2014; XIII: 6-7. [Belotserkovskaya E.V., Mihaylova Yu.V., Avdeenko Yu.L., Polischuk A.G. Detektsiya 
i identifikatsiya aspergillov i zigomitsetov v obraztsah tkaney, zaklyuchennyih v parafin, s pomoschyu novoy multipleksnoy 
PTsR v realnom vremeni. Uspehi meditsinskoy mikologii. 2014; XIII: 6-7 (In Russ)].

9. Михайлова Ю.В., Чилина Г.А., Полищук А.Г. Молекулярная идентификация представителей Aspergillus spp. из Россий-
ской коллекции патогенных грибов по нуклеотидным последовательностям рДНК. Проблемы медицинской миколо-
гии. 2012; 14 (4): 46-49. [Mihaylova Yu.V., Chilina G.A., Polischuk A.G. Molekulyarnaya identifikatsiya predstaviteley Aspergil-
lus spp. iz Rossiyskoy kollektsii patogennyih gribov po nukleotidnyim posledovatelnostyam rDNK. Problemyi meditsinskoy 
mikologii. 2012; 14 (4): 46-49 (In Russ)].

10. Girmenia С., A. Micozzi, A. Piciocchi, et al. Invasive fungal diseases during first induction chemotherapy affect complete 
remission achievement and long-term survival of patients with acute myeloid leukemia. Leuk. Res. 2014; 38: 469-474.

11. Saini J., Gupta A. K., Jolapara M. B., et al. Imaging findings in intracranial Aspergillus infection in immunocompetent patients. 
World Neurosurgery. 2010; 74 (6): 661-670.

12. Шадривова О. В., Фролова Е. В., Филиппова Л. В. и др. Клинико-иммунологические особенности инвазивного аспергил-
леза у больных с лимфомой Ходжкина. Клиническая онкогематология. 2014; 2: 233-238.

13. Moreno-González G., Ricart de Mesones A., Tazi-Mezalek R., et al. Invasive pulmonary aspergillosis with disseminated infection 
in immunocompetent patient. Can. Respir. J. 2016; Article ID 7984032: 5. 

14. Sievert D. M., Ricks P., Edwards J. R., et al. National Healthcare Safety Network (NHSN) Team and Participating NHSN Facilities 
Antimicrobial-resistant pathogens associated with healthcare-associated infections: summary of data reported to the National 
Healthcare Safety Network at the Centers for Disease Control and Prevention 2009-2010. Infect. Control Hosp. Epidemiol. 2013; 
34(1): 1-14. 

15. Fabio Silvio Taccone, Anne-Marie Van den Abeele, Pierre Bulpa,  et al. Epidemiology of invasive aspergillosis in critically ill 
patients: clinical presentation, underlying conditions, and outcomes. Critical Care. 2015; 19: 7. 

16. Диагностика и лечение микозов в отделениях реанимации и интенсивной терапии. Российские рекомендации / под 
ред. Н. Н. Климко. ООО «Фармтек». 2015: 95. [Diagnostika i lechenie mikozov v otdeleniyah reanimatsii i intensivnoy terapii. 
Rossiyskie rekomendatsii / pod red.– N. N. Klimko. OOO «Farmtek». 2015: 95 (In Russ)].

17. Muskett H., Shahin J., Eyres G., et al. Risk factors for invasive fungal disease in critically ill adult patients: a systematic review. 
Crit. Care Med. 2011;15: 287-287. 

18. Климко Н.Н. Микозы: диагностика и лечение. Руководство для врачей. 3-е изд. перераб. и доп. – М.: Фармтек, 2017: 272 
с. [Klimko N.N. Mikozyi: diagnostika i lechenie. Rukovodstvo dlya vrachey. 3-e izd. pererab. i dop. – M.: Farmtek, 2017: 272 s.  
(In Russ)].

19. Klimko N., Kozlova Y., Khostelidi S., et al. The burden of serious fungal diseases in Russia. Mycoses. 2015; 58 (S5): 58-62.  
20. Dignani M. C. Epidemiology of invasive fungal diseases on the basis of autopsy reports. F1000Prime Reports. 2014; 6: 81. 
21. Donhuijsen K, Petersen P, Schmid W.K. Trend reversal in the frequency of mycoses in hematological neoplasias: autopsy results 

from 1976 to 2005. Dtsch Arztebl Int. 2008; 105: 501-6. 
22. Lewis R.E., Cahyame-Zuniga L., Leventakos K., et al. Epidemiology and sites of involvement of invasive fungal infections in 

patients with haematological malignancies: a 20- year autopsy study. Mycoses 2013, 56: 638-45.
23. Pagano L., Caira M., Candoni A., et al. Invasive aspergillosis in patients with acute myeloid leukemia: a SEIFEM-2008 registry 

study. Haematologica. 2010; 95 (4): 644-650.
24. Климко Н.Н., Шадривова О.В., Хостелиди С.Н. и др. Инвазивный аспергиллез: результаты многоцентрового исследо-

вания. Онкогематология. 2014; 2: 13-19. [Klimko N.N., Shadrivova O.V., Hostelidi S.N. i dr. Invazivnyiy aspergillez: rezultatyi 
mnogo-tsentrovogo issledovaniya. Onkogematologiya. 2014; 2: 13-19 (In Russ)].

25. Шагдилеева Е.В. Клинико-лабораторные особенности инвазивного кандидоза: дисс… канд. мед. наук. Спб., 2014: 122. 
[Shagdileeva E.V. Kliniko-laboratornyie osobennosti invazivnogo kandidoza: diss… kand. med. nauk. SPb., 2014: 122 (In Russ)].

26. Кораблина И.М., Цинзерлинг В.А., Аравийский Р.А. Аспергиллез по данным аутопсий в Ленинградской областной кли-
нической больнице с 2001 по 2010 гг. Проблемы медицинской микологии. 2011; 13 (5): 45-49. [Korablina I.M., Tsinzerling 
V.A., Araviyskiy R.A. Aspergillez po dannyim autopsiy v Leningradskoy oblastnoy klinicheskoy bolnitse s 2001 po 2010 gg. 
Problemyi meditsinskoy mikologii. 2011; 13 (5): 45-49 (In Russ)].

27. Цинзерлинг В.А., Аравийский Р.А., Васильева М.В. и др. Наблюдение аспергиллезного сепсиса при ВИЧ-инфекции в 
стадии СПИД. Проблемы медицинской микологии. 2008: 10 (4): 6-8. [Tsinzerling V.A., Araviyskiy R.A., Vasileva M.V. i dr. 
Nablyudenie aspergilleznogo sepsisa pri VICh-infektsii v stadii SPID. Problemyi meditsinskoy mikologii. 2008: 10 (4): 6-8 (In 
Russ)].

Поступила в редакцию журнала 12.02.2018 г.
Рецензент: С.Н. Хостелиди



18

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2018, Т.20, №1

УДК  616. 992

ЭЛЕКТРОННО-
МИКРОСКОПИЧЕСКОЕ 
ИЗУЧЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ 
СТЕНКИ И КАПСУЛЫ 
ЗРЕЛЫХ КЛЕТОК СЛАБО 
И СИЛЬНОВИРУЛЕНТНЫХ 
ШТАММОВ CRYPTOCOCCUS 
NEOFORMANS VAR. 
NEOFORMANS В ХОДЕ 
IN VITRO→IN VIVO 
ТРАНСФОРМАЦИИ
Васильева Н.В. (директор института, 
зав. кафедрой), Степанова А.А. (зав. лаб.)*

НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина, Северо-
Западный государственный медицинский университет им. 
И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, Россия 

© Коллектив авторов, 2018

На примере зрелых дрожжевых клеток 14 штаммов C. 
neoformans, выращенных in vitro, и 13 штаммов, размножившихся in 
vivo (в легких и мозге мышей в ходе моделирования эксперименталь-
ного криптококкоза), приведены данные по строению клеточной 
стенки и полисахаридной капсулы. Показано, что зрелые дрожжевые 
клетки гриба in vitro и in vivo различались между собой по толщине 
и строению полисахаридной капсулы, однако эти признаки не были 
связаны со степенью их вирулентности. Ультраструктура полиса-
харидной капсулы зрелых клеток у разных штаммов C. neoformans 
подвергалась изменениям при смене условий in vitro→in vivo. Выявлено 
для зрелых дрожжевых клеток 14 штаммов in vitro 4 типа тонкого 
строения капсулы и для 13 штаммов in vivo (в легких и мозге мышей)  
также 4 типа, но принципиально другого строения. 

Ключевые слова: Cryptococcus neoformans, in vitro, in vivo, легкие 
и мозг мышей, полисахаридная капсула, ультраструктура, экспери-
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On the example the mature yeast cells of 14 C. neoformans strains 
growing in vitro и 13 strains reproduced in vivo in mouse lung and brain 
during modeling of experimental cryptococcosis the data according the 
transformation of cell walls and capsular polysaccharide ultrastructure were 
carry out. It was revealed that the mature fungal yeast cells in vitro and in 
vivo differ with cell wall thickness and capsular polysaccharide structure, 
however, this could signs not be interrelated with the degree of their virulence. 
The capsular polysaccharide ultrastructure of the mature cells strains of C. 
neoformans undergoes the changes during in vitro→in vivo transformation. 
It was revealed 4 types of a fine structure of the mature yeast cells capsules 
for 14 strains and for 13 strains in vivo (in lung and a brain of mice) also 4 
types, but completely other structure.

Key words: capsular polysaccharide, Cryptococcus neoformans, 
experimental cryptococcosis, in vitro, in vivo, mouse lung and brain, 
ultrastructure

ВВЕДЕНИЕ
Капсулообразование – видовой признак С. 

neoformans. Полисахаридная капсула также выполня-
ет функцию физического барьера, препятствующего 
фагоцитозу, оказывает многоплановое влияние на им-
мунную систему хозяина [1]. 

Особенности ультраструктуры полисахаридной 
капсулы дрожжевых клеток С. neoformans описаны 
в небольшом числе работ [2-4], главным образом, на 
примере культур гриба, выращенных in vitro. Однако 
до сих пор малоизученными оставались характер из-
менений ультраструктуры клеточной стенки и поли-
сахаридной капсулы у зрелых клеток криптококка, в 
частности, у штаммов разной вирулентности в усло-
виях in vitro и in vivo, что и стало задачей настоящего 
исследования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследовали штаммы из Российской коллекции 

патогенных грибов НИИ медицинской микологии им. 
П.Н. Кашкина СЗГМУ им. И.И. Мечникова. С помо-
щью методов трансмиссионной электронной микро-
скопии изучали особенности строения стенок и кап-
сул зрелых клеток 14 штаммов разной вирулентности 
(РКПГY-719, 1063, 1067, 1085, 1088, 1091, 1093, 1095, 
1113, 1166, 1176, 1178, 1180 и 1175) C. neoformans, вы-
ращенных in vitro на среде Сабуро, и 13 штаммов раз-
ной вирулентности (РКПГY-881, 1067, 1090, 1093, 1095, 
1096, 1105, 1106, 1165, 1176, 1178, 1180 и 1181) − в тканях 
легких и мозга через семь суток после внутривенного 
введения мышам культур этих штаммов. У семи штам-
мов (РКПГY-852, 853, 1085, 1088, 1089, 1113 и 1164) эти 
цитологические характеристики изучали только в тка-
нях мозга мышей, поскольку в легких в это время мы 
их не обнаруживали. Культуры гриба выращивали 72 
часа при 37 ºС на агаре Сабуро (рН 5,7). 

Материал фиксировали и обрабатывали по методи-
ке, описанной нами ранее [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Ультраструктура стенки и полисахаридной 
капсулы зрелых дрожжевых клеток у штаммов С. 
neoformans разной вирулентности, выращенных in 
vitro. В составе стенки зрелой дрожжевой клетки гри-
ба имеется рубчик, образовавшийся после отделения 
почки от материнской клетки. Снаружи клеточная 
стенка покрыта хорошо развитым слоем полисахарид-
ной капсулы (Рис. 1, 2).

На основании анализа средних значений толщи-
ны клеточной стенки зрелых клеток C. neoformans 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МИКОЛОГИЯ

19

выделены три группы штаммов: с толстыми (в преде-
лах от 0,40 до 0,43 мкм), средней толщины (от 0,21 до 
0,23 мкм) и тонкими (от 0,10 до 0,18 мкм) стенками. 
Для зрелых клеток исследованных штаммов были ха-
рактерны однослойные темные клеточные стенки, со-
стоящие из высококонтрастных микрофибрилл (Рис. 
1). Мы не обнаружили статистически значимых разли-
чий в толщине стенок зрелых клеток гриба в зависимо-
сти от степени вирулентности штаммов, выращенных 
in vitro. Клетки сильно-, средне- и слабовирулентных 
штаммов могли иметь как толстые, так и средней тол-
щины и тонкие стенки.

С целью выявления общего и наиболее типичного 
плана строения капсулы мы изучали ее строение на 
всех стадиях развития клетки С. neoformans. Установ-
лено, что для зрелых клеток исследованных штаммов 
гриба, выращенных in vitro, характерно наличие 4-х 
основных типов строения капсулы.

Так, зрелые клетки культур штаммов РКПГY-1067 
и 1113 имели наиболее просто устроенный 1-ый тип 
строения полисахаридной капсулы (Рис. 1 а, б). В со-
ставе капсулы этого типа различимы три слоя: первый, 
непосредственно прилегающий к клеточной стенке, – 
тонкий, светлый и тонко-гранулярный; второй – также 
тонкий, темный, состоящий из беспорядочно ориенти-
рованных светлых и темных микрофибрилл. Третий 
слой в составе капсулы 1-го типа светлый, аморфный.

Второй тип строения полисахаридной кап-сулы 
был описан для зрелых клеток штаммов РКПГY-719, 
1063, 1091, 1095 и 1180 (Рис. 1 в, г). Первый ее слой 
– тонкий, светлый, умеренной плотности, грануляр-
но-фибриллярный, с мелкими темными глыбками не-
правильной формы в верхней половине, плотность 
расположения которых возрастала в центробежном  
направлении. Второй слой – более плотный, имел гру-
бо-фибриллярное строение; внутри него и на поверх-
ности встречались мелкие и более крупные электрон-
но-плотные глыбки разной формы и размеров, а также 
мелкие светлые включения, в основном, сконцентри-
рованные в нижней его части. Третий слой у капсулы 
этого типа, как и в таковой 1-го типа, был светлым и 
аморфным.

Третий тип строения капсулы был выявлен для зре-
лых клеток штаммов РКПГY-1088, 1093 и 1176 (Рис. 1 
д, е). Первый ее слой в 2 раза толще, чем в капсулах 
первых 2-х типов, электронно-светлый, с редкими, 
едва различимыми микрофибриллами. Отличитель-
ной особенностью строения полисахаридной капсу-
лы третьего типа было то, что 2-ой (на схеме 2) слой 
был в 2-3 раза тоньше, чем аналогичный у капсулы 
2-го типа, имел умеренную электронную плотность и 
гомогенную текстуру. В его верхнем слое наблюдали 
более крупные электронно-плотные глыбки различ-
ной морфологии. Третий (на схеме 3) слой у капсулы 
этого типа по электронной плотности и особенностям 
строения сходен с таковым капсул 1-го и 2-го типов 
тонкого строения.

Четвертый тип строения капсулы был характерен 
для зрелых клеток штаммов РКПГY-1085, 1166, 1175 и 
1178 (Рис. 1 ж, з). Первый (на схеме 1) слой капсулы 
– чрезвычайно тонкий, светлый, 2-ой (на схеме 1а) – 
толстый, также светлый, фестончатой формы, прони-
занный многочисленными радиально ориентирован-
ными микрофибриллами. Снаружи он покрыт 3-им 

(на схеме 2) плотным грубо-гранулярным слоем, име-
ющим также неровный внешний контур. Последний, 
4-ый (на схеме 3) слой капсулы у зрелых клеток этих 
штаммов имел строение, сходное с капсулами первых 
трех типов.

Ультраструктура клеточной стенки и полиса-
харидной капсулы зрелых дрожжевых клеток штам-
мов С. neoformans разной вирулентности in vivo. В 
ходе экспериментального моделирования криптокок-
коза, через 7 суток после внутривенного введения па-
тогенов мышам, клетки 11-ти штаммов (РКПГY-881, 
1067, 1090, 1093, 1095, 1096, 1106, 1176, 1178, 1180 и 
1181) гриба наблюдали в тканях легких и мозга. Клет-
ки 7-ми штаммов (РКПГY-852, 853, 1085, 1088, 1089, 
1113 и 1164) выявляли в тканях мозга, а в легких они 
отсутствовали. Клетки культур гриба 4-х штаммов 
(РКПГY-719, 856, 1091 и 1171) в тканях легких и мозга 
инфицированных мышей не обнаружили.

В группе сильновирулентных штаммов клетки 7-ми 
штаммов (РКПГY-1090, 1093, 1095, 1096, 1106, 1180, 
1181) наблюдали в тканях легких и мозга, тогда как 
остальных 4-х (РКПГY-1085, 1088,1089,1113) – толь-
ко в тканях мозга. Клетки 2-х из средневирулентных 
штаммов (РКПГY − 1067 и 1176) отмечали в тканях 
легких и мозга, 2-х (РКПГY- 852, 1164) – только мозга 
и 1-го (РКПГY-1091) − не были выявлены в этих орга-
нах. Клетки слабовирулентных штаммов (РКПГY-881 и 
1178) определяли в тканях легких и мозга, РКПГY-853 
– только в тканях мозга, а РКПГY-719, 856 и 1171 – в 
анализируемых органах не найдены. 

Иными словами, мы не обнаружили взаимосвязи 
между встречаемостью клеток гриба в том или ином 
типе органа мышей и степенью вирулентности штам-
мов. При сравнении толщины стенки зрелых клеток 
гриба установлено, что она была разной в зависимо-
сти от типа органа мышей. Так, в тканях легких зре-
лые клетки гриба имели значительно более толстые 
стенки, чем в тканях мозга. Наиболее сильно (в 4,6 
раза) эти различия были очевидны для зрелых клеток 
сильновирулентного штамма РКПГY-1093, а наиболее 
слабо (1,3 раза) – для таковых слабовирулентного – 
РКПГY-1178. По толщине стенки клеток, инфицирую-
щих ткани легких, анализируемые штаммы разделили 
на три группы. В первую группу включили только один 
штамм – РКПГY-1093, клетки которого характеризо-
вались наличием самых толстых клеточных стенок 
(0,60 мкм). Вторую группу составили шесть штаммов 
(РКПГY-1067, 1096, 1106, 1176, 1180 и 1181), зрелые 
клетки которых имели стенки, толщина которых ва-
рьировала в пределах 0,30-0,46 мкм (разница – 0,16). 
В третью группу вошли 4 штамма (РКПГY-881, 1090, 
1095 и 1178), у клеток которых толщина стенок нахо-
дилась в пределах от 0,12 до 0, 24 мкм (разница – 0,1). 

При анализе взаимосвязи толщины стенки зрелых 
клеток и степени вирулентности штаммов показано, 
что в группе сильновирулентных штаммов толщина 
клеточной стенки колебалась в пределах от 0,10 до 0,18 
мкм (разница − 0,08), средневирулентных – 0,10-0,14 
(разница − 0,04), а слабовирулентных – 0,09-0,12 мкм 
(разница – 0,03). В группе сильновирулентных штам-
мов пределы варьирования значений толщины клеточ-
ной стенки были самыми высокими, слабовирулент-
ных – самыми низкими. Группа средневирулентных 
штаммов по этому показателю занимала промежуточ-
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Рис. 1. Ультраструктура клеточных стенок и капсулы первого (а, б - шт. 1067, 1113), второго (в, г - шт. 719, 1063, 1091, 1095, 
1180), третьего (д, е - шт. 1088, 1093, 1176) и четвертого (ж, з – шт. 1085,1166,1175,1178) типов у зрелых клеток C. neoformans, 
выращенных in vitro. а, в, д, ж – схемы; б, г, е, з – электронограммы (ув.: х 60000). Условные обозначения здесь и на Рис. 2: I – 
клеточная стенка, II– капсула. Мф – микрофибриллы первого порядка, ЭГ – электронно-плотная глыбка. Стрелкой показана 

микрофибрилла первого порядка.
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Рис. 2. Ультраструктура клеточных стенок и четыре типа строения капсулы зрелых клеток С. neoformans в тканях легких 
и мозга мышей через семь суток после начала эксперимента: а, б – 5-ый тип (шт. 1095, 1178); в, г – 6-ой тип (шт. 852, 
1088, 1089, 1096, 1106, 1113, 1176); д-з –7-ой тип (шт. 881, 1067, 1090); и, к – 8-ой тип (шт. 853, 1093, 1085, 1164, 1180, 

1181). а, в, д, ж, и – схемы; б, г, е, з, к – электронограммы (ув.: б, к – х10000, г – х37000; е, з – х12000). Стрелками показаны 
микрофибриллы второго порядка.
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ное положение.
По особенностям тонкого строения клеточных сте-

нок исследованные штаммы, культуры которых вы-
зывали поражение тканей легких и/или мозга мышей, 
разделили на три группы: с однослойными, темными, 
гомогенными (РКПГY- 881, 1067, 1088, 1089, 1090, 1093, 
1095, 1113, 1164, 1176 и 1180); с однослойными, уме-
ренной электронной плотности, со слаборазличимы-
ми микрофибриллами (РКПГY-853, 1085, 1096, 1178 и 
1181) и многослойными, умеренной электронной плот-
ности, с хорошо различимыми микрофибриллами, пе-
ремежающимися со светлыми ламеллами (РКПГY-852, 
1090 и 1106). Отметим, что особенности ультраструк-
туры клеточных стенок дрожжевых клеток криптокок-
ка были идентичны при инфицировании ими тканей 
легких и мозга мышей.

У зрелых клеток гриба, локализующихся в тканях 
мышей, через семь дней после начала эксперимента 
выявили 4 типа (5-ый, 6-ой, 7-ой, 8-ой, Рис. 2) тонко-
го строения полисахаридной капсулы. По нашим на-
блюдениям, тип строения полисахаридной капсулы 
зрелых клеток гриба был идентичен для зрелых клеток 
гриба одного штамма вне зависимости от того, какой 
тип органа (легкие или мозг) он поражал. 

У двух штаммов (РКПГY-1095 − сильная вирулент-
ность и 1178 − слабая вирулентность), клетки кото-
рых имели 5-ый тип строения капсулы, в составе по-
лисахаридной капсулы были четко различимы 3 слоя 
(Рис. 2 а, б). В светлом матриксе первого слоя выяв-
ляли четкую сеть из радиально ориентирующихся 
темных микрофибрилл. Верхняя граница слоя имела 
слабоволнистый контур, а нижняя – повторяла контур 
клеточной стенки. В стенках клеток всех 4-х штаммов 
толщина первого слоя полисахаридной капсулы была 
выше в клетках гриба, локализованных в тканях лег-
ких, нежели мозга. Зрелые клетки штамма РКПГY-1178 
занимали промежуточное положение по толщине 
первого слоя их стенок. Второй слой полисахаридной 
капсулы был гомогенный и темный. Нижняя граница 
этого слоя повторяла наружный контур первого слоя, 
а верхний − также имел слегка волнистые очертания. 
Толщина второго слоя была больше у клеток гриба, 
расположенных в тканях легких, чем мозга. В тканях 
легких она была наибольшей (0,69 мкм) у стенок кле-
ток штамма РКПГY-1095 и наименьшей (0,16 мкм) – у 
РКПГY-1178. Соответственно, у клеток криптококка, 
расположенных в тканях мозга, толщина второго слоя 
стенок была наибольшей (0,56 мкм) у клеток штамма 
1095, а наименьшей (0,12 мкм) − у штамма 1178. От-
метим, что значения и пределы варьирования толщи-
ны стенки были выше у таковых, поражающих ткани 
легких (0,12-0,35 мкм), нежели мозга (0,09-0,11 мкм). У 
3-х из 4-х штаммов этой группы была очевидна следу-
ющая тенденция: толщина 1-го слоя полисахаридной 
капсулы находилась в прямой зависимости от толщи-
ны второго слоя. Исключение составляли только по-
лисахаридные капсулы клеток штамма РКПГY-1095, в 
которых толщина 2-го слоя превышала таковую 1-го 
слоя в 3 раза у зрелых клеток гриба, инфицирующих 
ткани легких, и в 4,6 раза – мозга. В светлом матриксе 
третьего, завершающего слоя капсулы наблюдали уме-
ренно развитую сеть микрофибрилл первого порядка, 
имеющих в нижней трети крупно-ячеистую морфоло-
гию и радиальную – в остальной части. Такие микро-

фибриллы имели довольно большую протяженность 
− пронизывали всю толщу последнего слоя капсулы. 
От наружной поверхности второго слоя отходили тол-
стые конусообразные выросты второго слоя – микро-
фибриллы второго порядка (Рис. 2 а, стрелка), число 
которых варьировало от 3-х до 7-ми в пересчете на 
медианный срез дрожжевой клетки. Очевидно, что за 
зоной локализации микрофибрилл первого и второго 
порядка завершаются и границы собственно капсул 
зрелых клеток С. neoformans. 

6-ой тип строения полисахаридной капсулы 
был характерен для зрелых клеток 7-ми штаммов C. 
neoformans с разной вирулентностью (РКПГY- 1106, 
1113, 1088, 1089 и 1096 – сильной, РКПГY-852 и 1176 – 
средней вирулентности). В строении полисахаридной 
капсулы зрелых клеток этих штаммов различали два 
слоя (Рис. 2 в, г). Первый слой – светлый, содержащий 
умеренно развитую сеть радиально ориентирующихся 
микрофибрилл. На примере полисахаридной капсу-
лы клеток культур 3-х штаммов (РКПГY-1096, 1106, 
1176) этой группы (клетки остальных 4-х выявляли 
только в тканях мозга), очевидно, что толщина 1-го 
слоя несколько выше в капсулах клеток, инфицирую-
щих ткани легких, нежели мозга. В тканях легких этот 
слой имел наибольшую толщину (0,25 мкм) в капсулах 
зрелых клеток гриба штамма РКПГY-1176, а наимень-
шую (0,15 мкм) – РКПГY-1096. В тканях мозга первый 
слой капсулы имел наибольшую толщину у зрелых 
дрожжевых клеток штамма РКПГY-1176, а наимень-
шую – у РКПГY-1113. Второй слой в составе капсулы 
отсутствовал. В светлом матриксе третьего слоя капсу-
лы отмечали хорошо развитую сеть слабоизвилистых 
коротких микрофибрилл, которые в ее нижней по-
ловине были расположены наиболее плотно. Микро-
фибриллы полисахаридной капсулы формировали 
мелкоячеистый рисунок. В целом наибольшая плот-
ность расположения микрофибрилл была типична для 
капсул клеток гриба штаммов РКПГY-852, 1096 и 1113, 
тогда как средняя – для штаммов РКПГY-1088 и 1106, 
а слабая – для РКПГY-1089 и 1166. Отметим, что плот-
ность расположения микрофибрилл и формируемый 
ими рисунок в полисахаридной капсуле клеток гриба 
одного штамма находился вне зависимости от органа 
(легкие, мозг), которые они инфицировали.

7-ой тип строения полисахаридной капсулы от-
мечали для зрелых клеток штаммов различной ви-
рулентности (РКПГY-881 – слабая, 1067 – средняя, 
1090 – сильная). В составе полисахаридной капсулы 
их клеток первый и второй слои отсутствовали (Рис. 
2 д-з). Четвертый слой был составлен из темных, гу-
сто расположенных, коротких и сильноизвилистых 
микрофибрилл первого порядка, непосредственно 
прикрепленных к клеточной стенке. Плотность рас-
положения таких микрофибрилл снижалась по мере 
удаления от клеточной стенки. Специфической мор-
фологической особенностью строения полисаха-
ридной капсулы этого типа являлось то, что мелкие 
микрофибриллы в верхней половине (РКПГY-881) 
и трети ее (РКПГY-1067, 1090) перемежались с более 
толстыми микрофибриллами 2-го порядка. Последние 
имели строго радиальную ориентацию в полисаха-
ридных капсулах зрелых клеток криптококка штамма 
РКПГY-881(Рис. 2 д, е) и форму полудуг у аналогичных 
штаммов РКПГY-1067 и 1090 (Рис. 2 ж, з). Присутствие 
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крупных фибрилл в форме полудуг в полисахаридных 
капсулах клеток двух последних штаммов придавало 
им своеобразный «фестончатый вид».

8-ой тип строения полисахаридной капсулы был 
выявлен у зрелых клеток 6-ти штаммов разной виру-
лентности (РКПГY-1085,1093,1180 и 1181 – сильная, 
1164 – средняя и 853 – слабая вирулентность). Особен-
ностью строения капсулы этого типа было отсутствие 
первого и второго слоев (Рис. 2 и, к). Третий слой кап-
сулы включал в себя хорошо развитые микрофибрил-
лы, плотность расположения которых уменьшалась 
по мере удаления от клеточной стенки. Тем не менее, 
в целом, плотность расположения микрофибрилл 
этого слоя была наибольшей в капсулах зрелых кле-
ток штаммов РКПГY-1093, 1180, средней плотности – 
РКПГY-853, 1181 и наименьшей – РКПГY-1085, 1164.

Для понимания того, каким образом изменяется 
строение полисахаридной капсулы в ходе инфициро-
вания культурами гриба разных штаммов, по сравне-
нию с таковой in vitro, мы составили сводную табли-
цу, из которой очевидно, что 1-ый тип строения кап-
сулы зрелых клеток гриба, характерный для штамма 
РКПГY-1067, выращенного в культуре, через семь дней 
после инфицирования крови мышей в тканях легких и 
мозга клеток штамма 1067 изменялся на 7-ой, а 1113 – 
на 6-ой тип. 

Таблица 

C. neoformans in vitro

1

1113 1 6 6

2

1063 2

1091 2

1095 2 5 5

1180 2 8 8

1093 3 8 8

1088 3 6 6

3 6 6

1085 4 8 8

4 5 5

1166 4

4

852 6 6

1089 6 6

1096 6 6

1106 6 6

881

1090

853 8 8

1164 8 8

1181 8 8

Характерный для полисахаридной капсулы зрелых 
клеток культур гриба 3-х штаммов 1095 и 1180 второй 
тип строения в условиях эксперимента через 7 дней 
после инфицирования крови мышей в тканях легких 
и мозга у клеток первого штамма изменялся на 5-ый 
тип, у второго – на 8-ой тип. Типичный для полисаха-
ридных капсул зрелых клеток C. neoformans штаммов 

РКПГY-1093, 1088 и 1176 3-ий тип строения в усло-
виях эксперимента изменялся на 8-ой (РКПГY-1093) 
и 6-ой (РКПГY-1088,1176). Капсулы 4-го типа стро-
ения зрелых клеток штаммов РКПГY-1085 и 1178 че-
рез семь дней после инфицирования их культурами 
крови мышей менялись на 8-ой (РКПГY-1085) и 5-ый 
(РКПГY-1178) типы в тканях легких и мозга. В эти же 
сроки после начала инфекции клетки C. neoformans 
штаммов РКПГY-852, 1089, 1096 и 1106 в тканях лег-
ких и мозга формировали капсулы 6-го типа, тогда как 
штаммов РКПГY-881,1090 и 853, 1164,1181, соответ-
ственно, 7-го и 8-го типов.

Способность С. nеoformans формировать капсулы 
представляет собой генетически закрепленный при-
знак. Под электронным микроскопом просвечиваю-
щего типа капсулу легко идентифицировать ввиду ее 
значительной толщины, низкой электронной плотно-
сти и часто наличия хорошо развитой системы микро-
фибрилл. При изучении препаратов для целей элек-
тронной микроскопии показано, что сохранность кап-
сулы лучше у клеток, локализующихся в легких, чем в 
суспензии, взятой из культур, выращенных in vitro [6]. 
Структура полисахаридной капсулы дрожжевых кле-
ток криптококка намного лучше сохраняется при ис-
пользовании обычных методов химической фиксации 
[7], а не замещения-замораживания, дающего лучшие 
результаты при изучении их содержимого [8]. 

Капсулы зрелых клеток изученных штаммов С. 
nеoformans, выращенных in vitro, можно разделить по 
строению на 4 типа, различающихся по количеству 
слоев, их толщине и особенностям морфологии. Тем 
не менее, и эти 4 формы не были неизменными – воз-
можны отклонения в ультраструктуре капсулы и даже 
уменьшение числа слоев в них, о чем свидетельствуют 
проведенные нами исследования их архитектоники in 
vivo в тканях мозга и легких мышей. В последнем слу-
чае нам удалось также выявить 4 типа строения поли-
сахаридной капсулы, однако совершенно другой уль-
траструктуры. Показано, что in vivo в полисахаридных 
капсулах зрелых клеток гриба может формироваться 
более или менее густая сеть их макро- и микрофи-
брилл, возрастать или уменьшаться их электронная 
плотность, изменяться число слоев и их толщина. 
Обращает на себя внимание полиморфизм и подвиж-
ность слоев в капсульном полисахариде у криптококка 
при отсутствии какой-либо строгой зависимости от 
вирулентности штаммов. Тип строения полисахарид-
ной капсулы зрелых клеток гриба был идентичен для 
особей одного штамма вне зависимости от типа пора-
жаемого органа (легкие или мозг мышей). Главное, об-
наруженное нами при изучении ультраструктуры по-
лисахаридной капсулы С. nеoformans, то, что инвазия 
ткани легких и мозга мышей криптококками сопрово-
ждалась изменением в структуре их полисахаридной 
капсулы, в сравнении с клетками, полученными in 
vitro. Эти изменения вариабельности толщины и стро-
ения уже имеющихся слоев в капсуле, появление но-
вых или исчезновение некоторых из ранее присутство-
вавших в условиях культуры служат подтверждением 
своеобразия тканевых форм, пластичности их ультра-
структурной организации и, наконец, принципиаль-
ных отличий капсул тканевых клеток С. nеoformans от 
аналогичных в культуре in vitro. В литературе имеются 
данные, что увеличение толщины капсулы тканевых 
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форм связано с усилением митохондриальной актив-
ности [9], которая характерна для дрожжевых клеток 
сильновирулентных штаммов [2]. По нашим данным, 
клетки гриба в условиях in vitro имели однообразное 
строение стенок вне зависимости от штаммовой при-
надлежности, по сравнению с аналогичными в усло-
виях in vivo. О прогрессивном возрастании толщины 
клеточной стенки с течением легочной инфекции во 
времени (от 2 часов до 28 дней) сообщали и другие ис-
следователи [10]. 

Изменения в толщине клеточной стенки, обна-
руженные в ходе экспериментальной инфекции, мы 
связываем с увеличением размеров дрожжевой клет-
ки. На основании вышесказанного можно заключить, 
что строение полисахаридной капсулы тканевых форм 
криптококка in vivo принципиально отличалось от та-
ковой in vitro. Очевидно, что возникновение феноти-
пических вариантов криптококков в макроорганизме 

непосредственно связано с патогенезом криптокок-
коза, и, следовательно, необходимо изучать не только 
ответные защитные реакции макроорганизма, но и 
обязательно учитывать морфофунк-циональные ха-
рактеристики тканевых форм гриба.

ВЫВОДЫ
1. Зрелые дрожжевые клетки исследованных штам-

мов C. neoformans in vitro и in vivo различаются по тол-
щине и строению клеточной стенки и полисахаридной 
капсулы и не связаны со степенью их вирулентности.

2. Ультраструктура полисахаридной капсулы зре-
лых клеток C. neoformans подвергается динамическим 
изменениям при смене условий in vitro→in vivo.
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Описан эксперимент долгосрочного (50 суток) культивирования 
Aspergillus spp. на модифицированной жидкой среде Чапека в вариан-
тах с сахарозой и без углеводов с погружением в посевы пластинок 
поливинилхлорида (ПВХ). Для исследования культуральных особен-
ностей в присутствии ПВХ использовали 20 штаммов аспергиллов 
из секций Fumigati, Nigri, Flavi, Clavati, Candidi, Terrei, Versicolores, 
Flavipedes, Usti, Nidulantes и Cremei. Установили, что ПВХ не искажа-
ет макроморфологические особенности колоний.

По строению в исследуемых культурах на среде с сахарозой ус-
ловно можно выделить 6 элементов, относительно однородных по 
макро- и микроморфологическим признакам: (1) пленчатая или об-
ратно-вогнутая колония на границе питательной среды и воздуш-
ной фазы; (2) элементы обрастания в погруженной части стенок 
пробирки; (3) элементы обрастания на погруженной части пласти-
ны ПВХ; (4) краевая сеть гиф в воздушной части посева, исходящая 
из основной колонии; (5) полоска воздушного мицелия, фиксирующая 
край ПВХ к стеклу; (6) изолированные отдаленные микроколонии на 
стекле в воздушной части посева. Указанные элементы строения в 
статье снабжены снимками общего вида и микроскопического стро-
ения. У изолятов наблюдали адаптивные реакции к уменьшению 
уровня среды в виде образования «двухуровневых» колоний и донных 
отростков. На среде без сахарозы рост грибов, в целом, прослежи-
вался слабо.

Поверхность стекла оказалась более благоприятной для роста 
Aspergillus spp., чем поверхность ПВХ. Рост на погруженной ча-
сти образцов пластика был наиболее интенсивным у штаммов A. 
fumigatus, A. flavus, A. tamarii, A. oryzae, A. niger, A. terreus, Aspergillus 
sp. (Terrei), A. candidus, A. sydowii, A. nidulans и A. janus. Изолят A. 
tamarii в связи с интенсивным формированием у него в опытных по-
севах субстратного (погруженного) и воздушного мицелия избрали 
для дальнейшего исследования биодеградации ПВХ. 

Ключевые слова: Aspergillus, биодеградация, обрастание, поли-
винилхлорид
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The experiment of long-term (for 50 days) cultivation of Aspergillus spp. 
on the modified Czapek liquid medium in variants with sucrose and without 
carbohydrates with plating of polyvinyl chloride (PVC) plates was described. 
20 strains of aspergilli from the sections Fumigati, Nigri, Flavi, Clavati, 
Candidi, Terrei, Versicolores, Flavipedes, Usti, Nidulantes and Cremei were 
used to study the cultural characteristics in the presence of PVC. It was 
established that PVC does not distort the macromorphological features of 
the colonies.

In the studying cultures on sucrose-containing medium it is possible to 
conditionally distinguish the six structural elements relatively homogeneous 
in terms of macro- and micromorphological features: (1) a filmy or back-
concave colony on the boundary of the nutrient medium and the air phase; 
(2) fouling elements in the submerged portion of the test tube walls; (3) 
fouling elements on the submerged part of the PVC plate; (4) marginal 
hyphae network in the air part of the inoculation originating from the main 
colony; (5) a strip of aerial mycelium fixing the edge of PVC to the glass; 
(6) isolated distant microcolonies on the glass in the air of the inoculation. 
Described elements were provided with pictures of a general view and 
microscopic structure in the article. Adaptive reactions to decreasing of 
medium level in the forms of «two-level» colonies formation and benthic 
appendages were observed. In the medium without sucrose the growth of 
fungi, in general, was poorly traced.

The surface of the glass proved to be more favorable for Aspergillus spp. 
fouling than the surface of PVC. The growth on the submerged portion of the 
plastic samples was most intense in the strains of A. fumigatus, A. flavus, A. 
tamarii, A. oryzae, A. niger, A. terreus, Aspergillus sp. (Terrei), A. candidus, 
A. sydowii, A. nidulans and A. janus. The A. tamarii isolate in connection 
with the intensive formation of substrate (submerged) and aerial mycelium 
in experimental inoculations was selected for further investigation of PVC 
biodegradation.

Key words: Aspergillus, biodegradation, biofouling, polyvinyl chloride

ВВЕДЕНИЕ
Биологическая утилизация поливинилхлорида 

(ПВХ) является актуальной проблемой медицинской 
экологии. Сложность ее решения связана с низкой 
биодоступностью ПВХ, а также большим объемом об-
разующихся отходов из изделий и материалов на ос-
нове ПВХ бытового, промышленного и медицинского 
назначения. Сжигание ПВХ (вне зависимости от ре-
жима) приводит к образованию различных оксидов 
хлора, а также продуктов неполного окисления − хло-
рорганических соединений, включая хлорированные 
бифенилы, диоксины и других токсиканты [1].

Известны некоторые виды микроорганизмов, спо-
собные к утилизации ПВХ [2], включая некоторые 
микроскопические грибы [3, 4]. Тем не менее, метабо-
лический путь, реализующий этот процесс, остаётся 
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не выясненным. Теоретически, как и другие сходные 
полимеры на основе замещенных алканов преимуще-
ственно линейного строения, конечный этап утили-
зации должен осуществляться по пути β-окисления 
[5, 6]. Наиболее сложным для расшифровки и осу-
ществления является инициальный этап. Для всту-
пления в метаболизм молекула ПВХ должна (1) быть 
фрагментирована с образованием веществ, способ-
ных проникнуть через билипидную мембрану (типа 
длинноцепочных алифатических спиртов, альдегидов 
или карбоновых кислот), а также (2) подвергнуться 
дегалогенированию. Оба процесса не могут проис-
ходить без участия ферментов семейства цитохрома 
р450, при этом нужно учитывать, что начальный этап 
деградации должен происходить внеклеточно, а белки 
типа р450 не являются типичными экскретируемыми 
веществами. Таким образом, согласно выдвинутой ги-
потезе, необходимо наличие у кандидатных штаммов-
биодеструкторов ПВХ высокоинтенсивного процесса 
биосинтеза белка, который, в свою очередь, сопряжен 
с необходимостью использовать в условиях окружаю-
щей среды минеральный азот (возможно, даже фикси-
ровать газообразный), а также хорошо развитой анти-
оксидантной системы для нейтрализации продуктов 
свободно-радикального процесса, возникающего при 
работе ферментов типа р450, и гипохлорит-иона (как 
продукта дегалогенирования).

В определенной степени этим критериям соответ-
ствуют представители рода Aspergillus. Для некоторых 
из них способность утилизировать ПВХ доказали ра-
нее в эксперименте [7, 8]. Не менее важным явлением 
при утилизации какого-либо твердого субстрата явля-
ется способность микроорганизмов к его обрастанию.

Цель работы − изучить способность избранных 
представителей рода Aspergillus к обрастанию модель-
ных образцов ПВХ в условиях минеральной питатель-
ной среды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы Aspergillus spp. предоставлены Россий-

ской коллекцией патогенных грибов: A. niger РКПГ 
F-1448; A. awamori РКПГ F-1444; A. flavus РКПГ F-1375; 
A. oryzae РКПГ F-1382; A. clavatus РКПГ F-12/275; A. 
candidus РКПГ F-123; A. terreus РКПГ F-1123; A. versicolor 
РКПГ F-1287; A. sydowii РКПГ F-1115; A. wentii РКПГ 
F-6; A. parasiticus РКПГ F-68. Также использовали ори-
гинальные штаммы A. fumigatus, A. ochraceus, Aspergillus 
sp. (секции Terrei), A. janus, A. ustus, A. calidoustus, A. 
tamarii, A. nidulans и Neosartorya hiratsukae, предостав-
ленные НИЛ микологического мониторинга и биоло-
гии грибов, а также микробиологической лаборатори-
ей отделения лабораторной диагностики микологиче-
ской клиники СЗГМУ им. И.И. Мечникова. Культуры 
для посева получали на модифицированном овощном 
агаре (на основе отвара моркови, свеклы и яблока) с 
дрожжевым экстрактом (5 г/л). Инкубировали при 20 
°С 2 суток, затем при 32 °С 2 суток.

Образцы ПВХ. Образцы из пластинчатого ПВХ (с 
добавлением полиэтилена) размерами 90х10х0,4 мм 
стерилизовали путем погружения в раствор 3% пере-
киси водорода с последующей сушкой в камере лами-
нарного бокса при УФ-облучении непосредственно 
перед постановкой опыта.

Питательная среда. Опытную инкубацию про-

водили в модифицированной жидкой среде Чапека с 
двойной концентрацией KNO3 (вместо NaNO3). Среду 
использовали в 2-х вариантах: с добавлением 3% саха-
розы (1) и без углеводов (2).

Постановка опыта. В биологические пробирки сте-
рильно вносили по 8 мл среды для инкубации из рас-
чета по 1 пробирке с одним вариантом среды на штамм 
(всего на 40 посевов). После розлива посев проводили 
путем внесения споровой массы гриба, суспендируя в 
пробирке материал культуры, представляющий собой 
вырезанный фрагмент агаровой пластины с колонией 
размером около 5х5 мм с последующим извлечением. 
Исключение составили слабоспороносящие штаммы 
A. clavatus и A. wentii, при инокуляции которыми фраг-
мент колонии оставляли на поверхности питательной 
среды. После инокуляции в пробирки вносили под-
готовленные образцы ПВХ (40 экземпляров). 2 кон-
трольных экземпляра ПВХ в средах с сахарозой и без 
сахарозы использовали незасеянными в качестве кон-
трольных. Инкубацию осуществляли при 21 °±2 °С 50 
суток.

Учет результатов. По окончании инкубации вы-
полнили визуальный учет роста Aspergillus spp. в срав-
нении на средах с сахарозой и без сахарозы, осущест-
вляли фотосьемку (камера Presto T55, Rekam, Италия) 
и составляли морфологические описания. Интактные 
посевы микроскопировали в проходящем свете при 
малом увеличении (х80), микрофотосъемку проводи-
ли той же камерой, смонтированной на штативе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты представлены в форме морфологиче-

ских описаний (макроскопических характеристик) ро-
ста тест-штаммов, снимки полученных колоний пред-
ставлены на рисунке 1.

A. janus. На среде с сахарозой штамм образовал 
колонию в форме перевернутого купола. Складки не 
определяются, на оборотной стороне, погруженной 
в среду, виден неправильный сетчатый рисунок из 
трещин. Погруженная поверхность колонии темно-
вато-кремовая, воздушная поверхность имеет свой-
ственный виду изумрудно-зеленоватый оттенок. Пре-
имущественно на дне колонии образовались капли 
коричневатого экссудата. Культура частично обраста-
ет образец ПВХ выше уровня расположения основной 
колонии, наиболее дистально субстратный мицелий 
становится более разреженным, в воздушном мицелии 
определяются рыхло расположенные гранулы кремо-
вого цвета (конидиальные головки?). Микроколонии 
гриба также образовались на стенках пробирки, не по-
груженных в среду. Хлопьевидные микроколонии диф-
фузно покрывают образец ПВХ, погруженный в среду, 
вплоть до дна пробирки. Среда приобрела легкую кре-
мово-розоватую окраску. На среде без сахарозы по-
верхностная пленчатая колония не сформирована, на 
части образца ПВХ, погруженного в питательную сре-
ду, видны нерегулярно расположенные хлопьевидные 
структуры различного размера.

A. terreus РКПГ F-1123. На среде с сахарозой ко-
лония имеет двухуровневую структуру в форме об-
ратного купола, возникшую, по-видимому, вследствие 
частичного понижения уровня среды до инкубации. 
Погруженная поверхность  колонии относительно 
ровная, нижний ярус не окрашен, верхний ярус имеет 
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коричневатую пигментацию в основании. Внутрен-
няя поверхность колонии лимонно-желтая, на дне 
покрыта большой каплей прозрачного желтоватого 
экссудата. Гриб слегка обрастает воздушную часть об-
разца ПВХ с одного из краев. На стенках в воздушной 
части пробирки виден неравномерно расположенный 
тонкий налет, напоминающий рост гриба. Наблюда-
ли диффузное обрастание стенок пробирки и образца 
ПВХ, погруженных в толщу питательной среды. Среда 
приобрела яркий лимонно-желтый оттенок. На среде 
без сахарозы отмечали кольцевидно расположенные 
хлопьевидные образования примерно в высоте 0,5 см 
над уровнем среды (первичный рост?). На погружен-
ной части ПВХ имеются разрозненные хлопьевидные 
колонии гриба.

A. sydowii РКПГ F-1115. На среде с сахарозой ко-
лония имеет вид перевернутого купола, погруженная 
поверхность гладкая, сферическая, красно-бурая, воз-
душная поверхность хлопьевидная, беловатая.  Края 
колонии поднимаются на стекло и образец ПВХ при-
мерно на 1 см, один край образца ПВХ подвергся об-
растанию на несколько большем протяжении. Видны 
также удаленные колонии гриба на стенках пробирки 
высоко в воздушной части. Погруженные в среду стен-
ки пробирки и образец ПВХ обросли мицелием гри-
ба в форме крупнопетлистой сети. Среда приобрела 
легкий буровато-коричневатый оттенок. На среде без 
сахарозы рост гриба заметен высоко на стенках про-
бирки в воздушной части, в форме кольца на 0,5 см 
над поверхностью среды, а также в виде разрозненных 
хлопьевидных колоний на стенках пробирки и полоске 
ПВХ, погруженных в среду.

A. calidoustus. Колония гриба на среде с сахарозой 
неправильной формы: основная часть колонии плен-
чатая, в погруженной части серо-буро-зеленоватая, в 
толщу среды вдается неокрашенный вырост. Воздуш-
ная поверхность колонии буро-сероватая, имеет место 
плотное обрастание стенок пробирки и образца ПВХ 
на 1 см вверх от воздушной поверхности колонии.  От-
дельные хлопьевидные, петлистые и сетчатые элемен-
ты роста гриба видны и в более удаленной воздушной 
части посева. Рост гриба на погруженной части ПВХ 
прослеживается слабо. Среда окрашена в светло-жел-
тый цвет. На среде без сахарозы неотчетливые элемен-
ты роста гриба видны преимущественно в воздушной 
части посева.

A. candidus РКПГ F-123. На среде с сахарозой коло-
ния неправильной формы с вогнутой поверхностью и 
погруженным в питательную среду отростком. Коло-
ния белая. Края колонии, покрывающей питательную 
среду, почти на 1,5 см обрастают прилежащие стенки 
пробирки в воздушной части, выше картина обраста-
ния значительно более разреженная. В погруженной 
части посева отчетливо заметно формирование отно-
сительно крупных хлопьевидных колоний гриба пре-
имущественно на поверхности ПВХ, а не на стекле. 
Окрашивание среды не определяется. На среде без 
сахарозы видна разреженная сетчатая колония гриба 
на ПВХ над уровнем питательной среды, а также обра-
стание погруженной части ПВХ в виде мелких хлопьев. 
Хлопьевидный осадок заметен на дне пробирки.

A. versicolor РКПГ F-1287. На среде с сахарозой 
колония обратно-куполообразная, расположена косо. 
Погруженная в среду поверхность колонии буро-крас-

новатая, гладкая, а воздушная поверхность – беловато-
серо-зеленая. На дне колонии покоится крупная капля 
коричневатого экссудата. Над поверхностью колонии 
наблюдали обрастание стенок пробирки и образца 
ПВХ на протяжении 1,5-2 см, постепенно разрежаю-
щееся в дистальном направлении. В погруженной ча-
сти среды рост гриба виден в форме очень мелких хло-
пьев, равномерно покрывающих поверхность стекла и 
ПВХ. Среда окрашена в желтовато-красно-коричнева-
тый цвет. На среде без сахарозы видно слабое обраста-
ние стенок пробирки в надводной части, погруженный 
рост гриба отчетливо не прослеживается.

A. ustus.  На среде с сахарозой колония пленкоо-
бразная, вогнутая в центре в сторону жидкости. Край 
колонии буровато-коричневый, имеет слоистую струк-
туру. С нижнего края под колонию ассиметрично про-
растает белый пушистый мицелий. Воздушная поверх-
ность колонии грязно-буро-коричневая. В воздушной 
части мицелий гриба покрывает стенки пробирки и 
образец ПВХ на 1,2-2 см, постепенно становясь раз-
реженным. Питательная среда окрашена в светло-жел-
тый цвет. На среде без сахарозы заметно образование 
мицелия в воздушной части посева на стенках про-
бирки и частично на образце ПВХ в виде разреженной 
сети, а также с образованием фигуры кольца на уровне 
исходного объема питательной среды. В погруженной 
части обрастание ПВХ заметно неотчетливо, на дне – 
небольшой хлопьевидный осадок.
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Рис. 1. Колонии Aspergillus spp. на среде Чапека с сахарозой и погруженными образцами ПВХ.
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N. hiratsukae. На среде с сахарозой колония силь-
носкладчатая, неправильной формы. Окрас колонии 
белый с буроватыми и зеленоватыми оттенками по 
краям и в складках (в последнем случае, вероятно, за 
счёт образования конидиеносцев). Вглубь среды ас-
симетрично прорастает мицелий вначале плотной, 
затем по мере удаления – рыхлой, почти хлопьевид-
ной консистенции. В воздушной части посева заметен 
слабо развитый мицелий, покрывающий примерно 
1 см в высоту от основной колонии края пробирки и 
ПВХ, видны удаленные звездчатые микроколонии на 
стенках. В погруженной части посева элементы гриба 
видны неясно, цвет питательной среды не изменен. На 
среде без сахарозы видна кольцевидно расположенная 
сеть мицелия, покрывающая стенки пробирки на про-
тяженности около 0,5 см на уровне исходного объема 
питательной среды. На дне пробирки виден хлопье-
видный осадок, в остальном объеме посева видимых 
признаков роста гриба не обнаружили.

A. nidulans. На среде с сахарозой колония пленко-
образная, края и погруженная сторона темно-буро-
красные, а воздушная поверхность бархатистая, бело-
вато-розовая с разновеликими каплями светло-корич-
неватого экссудата. Над основной колонией вверх рас-
пространены нерегулярно распределенные звездчатые 
красноватые микроколонии, порывающие стенки про-
бирки, но не образец ПВХ. В погруженной части по-
сева колония образует глубокий (около 1,5 см) сильно 
складчатый буровато-красный вырост с гладкой по-
верхностью. В погруженной части колони и образец 
ПВХ покрыт рисунком из мелких хлопьев, редеющим в 
направлении от уровня колонии к дну. Цвет питатель-
ной среды темно-желтоватый. На среде без сахарозы 
видно очень узкое кольцо (на стенках пробирки, пере-
ходящее также и на ПВХ) из элементов гриба округлой 
формы (визуально) на уровне исходного объема сре-
ды. На дне пробирки – хлопьевидный осадок. Обраста-
ния ПВХ в погруженной части не заметили.

A. ochraceus. На среде с сахарозой колония почти 
плоская с двумя углублениями по сторонам от образца 
ПВХ. Воздушная поверхность колонии светло-охри-
сто-желтая, зернистая из-за обильного образования 
конидиеносцев. Край колонии коричневатый. В воз-
душной части посева заметны удаленные колонии, не-
сущие крупные конидиеносцы, такие колонии фикси-
руют образец ПВХ к краю пробирки, но не обрастают 
его. Вглубь питательной среды вдается вырост протя-
жённостью около 2,5 см буроватой окраски с нечетки-
ми краями из-за разрастания мицелия. В погруженной 
части посева видны хлопьевидные обрастания на ПВХ, 
расположенные преимущественно в приближении к 
основной колонии. Среда приобрела легкий желтова-
тый оттенок. На среде без сахарозы на уровне исход-
ного объема жидкости видны разрозненные элементы 
роста гриба. Различными по форме небольшими хло-
пьевидными образованиями покрыты стенки пробир-
ки и образец ПВХ в погруженной части.

Aspergillus sp. (Terrei). На среде с сахарозой коло-
ния имеет сильновогнутую форму. Воздушная поверх-
ность колонии терракотовая, видны единичные капли 
желтого экссудата. Край колонии и оборотная сторо-
на несколько неровные, насыщенно-желтые. В обра-
зовавшейся под колонией воздушной полости видны 
хлопьевидные вторичные микроколонии гриба на 

стенках пробирки. В погруженной части посева замет-
но почти равномерное обрастание образца ПВХ в виде 
разновеликих неправильной формы непрозрачных пя-
тен. Среда окрашена в желтоватый цвет. На среде без 
сахарозы сеть мицелия расположена в воздушной ча-
сти посева от уровня начального объема среды и рас-
пространена вверх на неопределенном протяжении. 
Элементы гриба фиксируют образец ПВХ к краю про-
бирки. В погруженной части с образцом ПВХ связаны 
немногочисленные, очень рыхлые на вид хлопьевид-
ные микроколонии, на дне пробирки − белый хлопье-
видный осадок.

A. clavatus РКПГ F-9/275. Колония на среде Чапе-
ка с сахарозой плоская, косо расположенная по отно-
шению к горизонтальному уровню. Воздушная часть 
колонии пушистая, беловатая. Погруженная сторона и 
края колонии кремовые. На реверзуме видны отдель-
ные трещины, а также пушистые выросты мицелия. 
В воздушной части посева также заметны элементы 
мицелия на уровне исходного объема питательной 
среды. Напротив, погруженная часть посева, кроме не-
большой рыхлой колонии на дне, элементов гриба не 
содержит. Среда приобрела желтоватый оттенок. На 
среде без сахарозы распространение роста из агарово-
го блока с культурой не видно. От исходного уровня 
жидкости вверх на стенки пробирки и образец ПВХ на 
протяжении 1,5 см распространилась широкопетли-
стая сеть мицелия, единичные хлопьевидные колонии 
на ПВХ и белый осадок – в погруженной части посева.

A. wentii РКПГ F-6. На среде с сахарозой коло-
ния гриба имеет вид пробки (короткого цилиндра). 
Колония преимущественно белая, с краев кремовая. 
Воздушная поверхность высокопушистая с образова-
нием буро-коричневых конидиальных головок вбли-
зи стенок пробирки и образца ПВХ. Под колонией, в 
силу испарения, образовалась воздушная полость, на 
оборотной стороне под колонию в питательную среду 
вдается длинный с относительно гладким контуром 
вырост. Погруженная часть посева не изменена эле-
ментами гриба, среда окрашена в желтоватый цвет. На 
среде без сахарозы роста из агарового блока визуально 
не наблюдали, рыхло расположенные элементы мице-
лия видны в воздушной части на образце ПВХ, а в по-
груженной части на нем, а также на стенках пробирки, 
заметны единичные хлопьевидные микроколонии.

A. fumigatus. На среде с сахарозой колония непра-
вильной формы, двухъярусная (второй ярус образо-
вался под первым по причине адаптации гриба к по-
нижению уровня жидкости). Воздушная поверхность 
и края колонии буро-зеленоватые, на верхнем ярусе 
темнее. Оборотная сторона колонии белесая, изменен-
ная в форме глубоким отростком округлых очертаний. 
Над колонией на протяжении до 1 см видно обраста-
ние ПВХ и стенок пробирки, а в погруженной части 
ПВХ обрастает грибом в форме мелкохлопьевидного 
рисунка на всем протяжении. Среда приобрела не-
сколько желтоватый оттенок. На среде без сахарозы 
элементы гриба видны в виде ограниченного скопле-
ния на уровне исходного объема жидкости. Картина 
роста гриба на погруженной части ПВХ неотчётливая, 
на дне пробирки – беловатый хлопьевидный осадок.

A. awamori РКПГ F-1444. На среде с сахарозой ко-
лония обратно-куполообразной формы. Воздушная 
поверхность колонии бархатистая, темно-коричневая, 
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оборотная сторона также имеет темновато-коричне-
вый шоколадный оттенок. Мицелий гриба распростра-
няется над колонией по ПВХ и стеклу на высоту 0,5-
1 см. На погруженной поверхности ПВХ наблюдали 
равномерно расположенные мелкие, почти точечные 
коричневатые хлопьевидные элементы. Питательная 
среда приобрела желтоватый оттенок. На среде без 
сахарозы заметен очень слабый рост гриба на уровне 
исходного объема жидкости, на погруженном образце 
ПВХ виден неправильный рисунок из темноокрашен-
ных элементов гриба, на дне пробирки – коричневатый 
осадок.

A. niger РКПГ F-1448. На среде с сахарозой колония 
имеет четкую двухуровневую структуру аналогично 
со штаммом A. fumigatus Л/БАЛ. Воздушная поверх-
ность колонии на обоих ярусах черная, зернистая от 
крупных конидиальных головок, оборотная сторона 
куполообразно выгнутая, несколько складчатая, бе-
лая. В воздушной части посева на стекле также видны 
единичные микроколонии, несущие крупные конидие-
носцы. В погруженной части колонии на образце ПВХ 
наблюдали темноватый тонкий сетчатый рисунок из 
мицелия гриба. На среде без сахарозы рост гриба над 
уровнем жидкости прослеживается неясно, вероятно, 
видимая картина образована массами спор от первич-
ного инокулюма. В погруженной части посева ПВХ 
равномерно оброс сетчато-хлопьевидными элемен-
тами мицелия, расположенными более рыхло, чем на 
среде с сахарозой. На дне виден бурый осадок.

A. tamarii. На среде с сахарозой колония пробко-
видной формы с необычно высоким ватообразным 
воздушным мицелием. Колония в вертикальном изме-
рении до 3 см. Воздушная часть колонии неоднород-
ной окраски, с белыми, кремовыми, желтоватыми и 
светло-коричневатыми оттенками. Оборотная сторо-
на колонии бело-кремовая, относительно ровной фор-
мы. В погруженной части посева видны тонкие хлопья 
мицелия, почти равномерно покрывающие ПВХ. Сре-
да приобрела едва заметный желтоватый оттенок. На 
среде без сахарозы элементы гриба кольцевидно рас-
пространяются на уровне начального объема жидко-
сти, а также фиксируют края образца ПВХ к стеклу, а 
на погруженной части образца также заметны равно-
мерно расположенные мелкие хлопьевидные элемен-
ты, на дне пробирки – беловатый осадок.

A. oryzae РКПГ F-1382. На среде с сахарозой ко-
лония имеет форму очень глубокого перевернутого 
купола (кратериформная). Воздушная поверхность ко-
лонии темно-травянисто-зеленая, от крупных кониди-
альных головок слегка зернистая. В глубине колонии 
отмечали складчатый рисунок. Оборотная сторона 
белая, с крупными складками на боковых сторонах и 
мелкобугристая снизу. Погруженный образец ПВХ 
покрыт мицелием равномерно в виде тонкого сетча-
то-хлопьевидного рисунка. В воздушной части по-
сева также видны единичные микроколонии гриба. 
Питательная среда приобрела легкий хлопьевидный 
оттенок. На среде без сахарозы рост гриба в воздуш-
ной части посева прослеживается слабо, погруженный 
фрагмент ПВХ и стенки пробирки несут неясно види-
мые хлопьевидные микроколонии, на дне – беловатый 
осадок.

A. flavus РКПГ F-1375. На среде с сахарозой ко-
лония пробковидной формы, воздушный мицелий 

хорошо развит, но несколько ниже, чем у A. tamarii. 
Воздушная поверхность колонии тускло-рыжевато-
оранжевая, зернистая от конидиальных головок, не-
сколько вогнутая. Края и оборотная сторона колонии 
бело-кремовые. В образовавшейся под колонией воз-
душной полости видно распространение роста мице-
лия в строну жидкости. Образец ПВХ над колонией 
фиксирован элементами гриба к краям пробирки, в 
погруженной части на образце ПВХ наблюдали мелкие 
хлопья. Питательная среда приобрела несколько более 
темный оттенок в сравнении с незасеянной. На среде 
без сахарозы в воздушной части посева рост гриба 
неотчетливый. На погруженном образце ПВХ видны 
равномерно расположенные хлопьевидные элементы. 
На дне пробирки образовался беловатый осадок.

A. parasiticus РКПГ F-68. На среде с сахарозой рост 
напоминает A. flavus РКПГ F-1375. Воздушная поверх-
ность колонии зернистая, тускло-темно-зеленая. Края 
колонии и погруженная часть беловатые, гладкие, в 
воздушную полость под основной колонией вдается 
мешкообразный вырост. На образце ПВХ в питатель-
ной среде видны неравномерно расположенные хло-
пьевидные элементы. Отдельные микроколонии  гриба 
отмечали в воздушной части посева на стенках про-
бирки. Питательная среда приобрела едва заметный 
желтоватый оттенок. На среде без сахарозы признаки 
роста микромицета сомнительные – хлопьевидные 
структуры видны в погруженной части среды, на дне 
также образовался мелкодисперсный осадок.

Особенности микроскопической организации 
Aspergillus spp. при росте в опытных посевах. При-
веденное ниже описание составлено при наблюдении 
над посевами на среде с сахарозой. Край колонии, на-
ходящейся на границе питательной среды и воздуха, 
представлен сетью гиф, образующих «петли» разной 
величины. У большинства изученных штаммов (кроме 
плеоморфного A. clavatus) в этой локализации видны 
признаки спороношения – отчетливо формирующиеся 
конидиальные головки на более или менее выражен-
ных конидиеносцах (Рис. 2: А). Кроме того, наблюдали 
также изолированные микроколонии на стекле в уда-
лении от образца ПВХ; в этих колониях у части изо-
лятов заметны конидиеносцы, также формируются и 
микроколонии, состоящие только из вегетативного 
мицелия (Рис. 2: Б). В воздушной части посева тонкие 
полоски мицелия, часто с конидиносцами, фиксируют 
край образца ПВХ к стеклянной стенке (Рис. 2: В). Об-
растание воздушной части образца ПВХ вне контакта 
со стеклом не выявили. В погруженной части посева 
в культурах, формирующих глубокие выросты и «кар-
маны», иногда отмечали локальные разрастания пу-
шистого мицелия. На пластине ПВХ в погруженной 
части посева (если у штамма регистрировали рост в 
этом локусе) образуются микроколонии неправильно-
звездчатой формы, нерегулярно расположенные, со-
стоящие из вегетативных гиф (Рис. 2: Г). Обрастание 
стекла в погруженной части происходит более равно-
мерно, микроколонии здесь обычно меньше в диметре, 
чем на ПВХ, имеют похожее строение (Рис. 2: Д).
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Рис 2. Детали микроскопического строения опытных культур Aspergillus spp. (примеры). Обозначения: ряд А – край 
основной колонии вблизи прикрепления к стенкам пробирки; ряд Б – микроколонии на стекле в воздушной части посева; 

ряд В – обрастание в месте прилегания полоски ПВХ к стенке пробирки; ряд Г – рост аспергиллов на погруженной части 
образца ПВХ; ряд Д – обрастание поверхности стекла в погруженной части посева.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного наблюдения установ-

лено, что внесение ПВХ в питательную среду не иска-
жает макро- и микроморфологические особенности 
роста Aspergillus spp. В пользу этого утверждения сви-
детельствует хорошо выраженная близкая к типовой 
пигментация колоний, продукция экссудата и диф-
фундирующего пигмента у видов, склонных к этим 
феноменам. ПВХ, по-видимому, слабо подходит для 
аспергиллов в качестве самостоятельного источника 
углерода, что подтверждено исключительно слабым 
ростом тест-культур на среде без сахарозы. Для види-
мых здесь рудиментарных структур грибов пластиче-
ским материалом, очевидно, служат вещества, запа-
сенные в конидиях. В дальнейшем с целью разработки 
экономичной питательной среды для деградации ПВХ 
аспергиллами в крупных масштабах следует заменить 
сахарозу на какой-либо иной низкомолекулярный ис-
точник органического углерода, например, различные 
побочные продукты органического синтеза или пере-
работки каустобиолитов. В данном случае низкомоле-
кулярный источник углерода выполняет функцию «за-
травки» для наращивания биомассы гриба-деструкто-
ра, а затем в условии дефицита питательных веществ 
сформированные биопленки, гипотетически, должны 
приступить к утилизации ПВХ.

По данным эксперимента, поверхность стекла не-
сколько более благоприятна для обрастания, нежели 
поверхность ПВХ. Это обстоятельство подтверждено 
значительно более протяженным ростом Aspergillus 
spp. на стекле в воздушной части посева, чем на ПВХ, 
а также более густым обрастанием стенок пробирки в 

питательной среде. Косвенно этот факт указывает на 
целесообразность внесения частиц силиката на этапах 
полимеризации ПВХ для создания композитной ми-
нерально-органической массы, более пригодной для 
обрастания при биодеградации. С целью выяснения 
различий адгезии и колонизации силикатного стек-
ла и ПВХ имеет определенный интерес исследование 
тонкого строения микроколоний грибов на этих по-
верхностях с помощью сканирующей электронной 
микроскопии. Наиболее интенсивно биомасса грибов 
формируется на границе питательной среды и возду-
ха. Снижение уровня питательной среды в посеве (в 
силу длительной инкубации) привело к формирова-
нию адаптивных реакций культур, направленных на 
улучшение потребления жидкости и питательных ве-
ществ: формирование «двухуровневых» колоний (A. 
fumigatus, A. niger) и глубоких выростов, распростра-
няющихся в направлении дна пробирки (A. wentii, A. 
ochraceus, A. nidulans). Таким образом, для биодегра-
дации требуется смачивание частиц ПВХ (возможно, 
мелкодисперсных), а также хорошая аэрация.

На сегментах полосок ПВХ ниже уровня питатель-
ной среды наиболее интенсивное обрастание выявили 
у тест-штаммов видов A. fumigatus, A. flavus, A. tamarii, 
A. oryzae, A. niger, A. terreus, Aspergillus sp. (Terrei), A. 
candidus, A. sydowii, A. nidulans и A. janus. Из перечис-
ленных культур штамм A. tamarii также отличался от 
остальных сильным развитием воздушного мицелия, 
охватывающего образец ПВХ. В связи с такими росто-
выми характеристиками данный изолят может быть 
рекомендован в качестве перспективного штамма для 
дальнейшего исследования взаимодействия с ПВХ.
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ВВЕДЕНИЕ
Ранее [1] мы провели гистологическое изучение 

микотического риносинусита на примере ряда паци-
ентов. Продолжение начатых исследований было не-
обходимо для расширения наших представлений о 
разнообразии анатомического строения грибных об-
разований в околоносовых пазухах пациентов и вос-
палительной реакции со стороны слизистой оболочки. 
Последнее обстоятельство важно для правильной по-
становки диагноза в зависимости от таксономическо-
го состава грибов, определения прогноза развития ин-
фекционного процесса и формирования представле-
ний о типологическом строении аспергиллем и других 
грибных образований. 

Цель настоящей работы − детальное сравнительное 
гистологическое исследование микотического риноси-
нусита. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для гистологических исследований использовали 

операционный материал от 2-х больных. 
Пациентке В., 46 лет, с жалобами на затрудненное 

носовое дыхание и периодические гнойные выделе-
ния в результате обследования был поставлен диагноз: 
хронический правосторонний гайморит, инородное 
тело в правой верхнечелюстной пазухе, предположи-
тельно, мицетома. 

Пациентке Н., 47 лет, с жалобами на образование 
корок в полости носа и ощущение онемения в проек-
ции правой щеки после обследования был поставлен 
клинический диагноз: обострение хронического пра-
востороннего гнойного гаймороэтмоидита, мицетома 
правой верхнечелюстной пазухи, искривление перего-
родки носа. 

Обе больные были прооперированы. В первом слу-
чае была выполнена эндоскопическая гайморотомия, 
во втором – гаймороэтмоидотомия.

Операционный материал из околоносовых пазух 
помещали в биопсийные кассеты, фиксировали 6 ча-
сов 10%-ым забуференным раствором формалина. 
Биопсийные кассеты с материалом помещали в аппа-
рат для гистологической обработки биологических 
тканей Tissue-Tek®VIPTM 5Jr. (фирма Sakura, Япония) 
для проведения проводки через серию изопропано-
ла (IsoPrep). Последующую заливку в среду Biomix 
осуществляли с помощью модульной системы Tissue-
Tek®TECTM (фирма Sakura, Япония). Срезы толщиной 
3 мкм получали на санном микротоме Slide 2003 (груп-
па компаний Stormoff) и затем монтировали на пред-
метные стекла с помощью адгезивной жидкости фир-
мы Biovitrum. Срезы окрашивали гематоксилином-эо-
зином (Г-Э) для описания характера воспалительной 
реакции и для выявления элементов гриба − по методу 
PAS и Гомори-Грокотт. Срезы после окрашивания за-
ключали в заливочную среду Bio Mount (фирмы Bio-
Optica). Препараты изучали и фотографировали в све-
товом микроскопе AxioLab.A1 (фирма Zeiss, Германия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Случай 1. В операционном материале из правой 

верхнечелюстной пазухи пациентки В., 46 лет, наблю-
дали фрагменты слизистой оболочки носа и содер-
жимого этой пазухи. При окраске Г-Э и PAS выявили 
хронический продуктивный полипозный риносину-
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сит в стадии обострения, с эрозиями, реактивными 
изменениями эпителия (гиперплазия). В собственной 
пластинке слизистого слоя отмечали выраженную 
лимфоплазмоцитарную инфильтрацию с примесью 
макрофагов, нейтрофилов и немногочисленных эози-
нофилов (табл.). Также обнаружили присутствие двух 
лимфоидных фолликулов с герминативными центра-
ми и очаговые кровоизлияния. В сосудах наблюдали 
краевое стояние лейкоцитов. Признаков инвазии в 
слизистую оболочку пазухи носа не установлено.  

Таблица 

-

-

1

 

 

 

-

2
 

-

Материал из содержимого пазухи носа был пред-
ставлен преимущественно однородными по плотно-
сти расположения скоплениями хаотично располо-
женных, тонких (2-4 мкм), слабоокрашенных (Г-Э и 
PAS) гиф мицелия, образующих ложную ткань [2] и 
составляющих основу грибного «тела» (Рис. 1, 1; 2 а, 
стрелка). В некоторых краевых зонах данного грибно-
го «тела» плотность расположения гиф мицелия была 
значительно ниже, для них был характерен радиаль-
ный рост (Рис. 1, 4; 2 б, в). 

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая строение грибного «тела» 
из околоносовой пазухи (первый случай).

В основном «теле» были выявлены три асимме-
тричных скопления разной протяженности слегка из-
вилистой формы (Рис. 1, 2). Одно из них отличалось 
наибольшей протяженностью, проходило по всей 
средней части среза, а два других − были приурочены к 
его периферии. Данные скопления состояли из сильно 
извилистых, довольно рыхло и беспорядочно ориенти-
рованных (Рис. 2 а, 1, г, д) широких гиф (7,5-15 мкм). 

Границы таких скоплений четко очерчены, по мере 
их расширения (Рис. 1, 2, головки стрелок) в них появ-
лялись элементы спороношения, представленные спо-
рангиофорами (Рис. 2 г) и скоплениями довольно мно-
гочисленных спорангиоспор (Рис. 2 а, г-е). Вегетатив-
ные гифы и элементы спороношения имели высокий 
контраст (Рис. 2 а, г, д) и темно-коричневую окраску 
клеточных стенок, что делало их легко различимыми 
на срезах. Спорангиофоры выявляли в умеренном чис-
ле. Они состояли из ножки длиной 60-85 мкм и сфери-
ческой (30-40 мкм) головки (Рис. 2 г, д). Крайне редко 
в гифах и ножках вблизи головки наблюдали септу. 
Спорангиоспоры формировались на поверхности го-
ловки (Рис. 2 г, д), сферической формы (3,2-4,9 мкм), с 
четкой темно-коричневой гладкой спородермой (Рис. 
2 а, г-е). После отделения от головки они, как прави-
ло, концентрировались вблизи нее. Часто встречались 
сильно деформированные головки, окруженные мно-
гочисленными спорангиоспорами. Судя по строению 
данного гриба, можно допустить его принадлежность 
к роду Cunninghamella. 

Скопления гиф данного мукормицета находились в 
плотном контакте с тонкими гифами грибного «тела» 
околоносовой пазухи, но с ними не «смешивались», 
что было нами отмечено ранее для других мукормице-
тов [1, 3]. По глазомерной оценке, скопления грибных 
элементов мукормицета составляли примерно 10% 
площади медианного среза анализируемого материа-
ла, в котором гифы аспергилла доминировали. Клетки 
иммунной системы обнаруживали исключительно на 
некоторых участках по его периферии в виде немного-
численных скоплений макрофагов и нейтрофилов. 

По периметру изучаемого грибного «тела» отме-
чали ранние (Рис. 1, 5) и более продвинутые (Рис. 1, 
6, 2 ж) стадии развития асимметричных аспергиллем. 
Более молодые стадии были представлены двумя близ-
ко расположенными «зачатками» аспергиллем. Они 
имели веерообразную форму, состояли из одного типа 
тонких (2-3 мкм), плотно и хаотично ориентирован-
ных гиф с элементами маргинального радиального 
роста. Интересно, что радиально растущие перифе-
рические гифы таких аспергиллем были обращены в 
светлую полусферическую полость (Рис. 1, стрелки, 2 
ж, стрелка). Конидиогенные аппараты по периферии 
аспергиллем отсутствовали. Отметим, что мы не на-
блюдали вблизи таких аспергиллем клетки иммунной 
системы. Присутствие аспергиллем опосредованно мо-
жет быть показателем наличия аспергиллов в данном 
материале. Мы имеем дело с интересным фактом за-
кладки и последующего роста аспергиллем в ходе обо-
собления непосредственно в толще грибного «тела» 
своего рода участков меристемы с активно растущими 
апикальным ростом маргинальными гифами. Извест-
но, что разрушение ткани хозяина при инвазии гиф 
мицелиального гриба осуществляется благодаря мощ-
ной ферментной активности именно в зоне непосред-
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Рис. 2. а - к – фрагменты грибного «тела» содержимого околоносовой пазухи пациента, л – общий вид аспергиллемы. а, 
е, л - Г-Э, б, г, з – PAS, в, д, ж, и, к – Гомори-Грокотт. Ув. а-в – х 200, г, д, е, ж, и, к – x 400, з, л – x 100. Условные обозначения 

здесь и на рис. 4, 5: Ас – аспергиллема, Г – гифы, Гл – головка, К – конидии, КА – конидиогенный аппарат, Н – ножка, Сп – 
спорангиоспоры, Cф – спорангиофор(ы).
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ственно апекса гиф. Асимметричное формирование 
светлой полости вблизи как зачатков аспергиллем, так 
и их молодых стадий происходит за счет лизиса гиф 
грибного тела. Формирование такой полости создает 
благоприятные условия для активного роста перифе-
рических гиф аспергиллемы.

При окраске по методу Гомори-Грокотт гифы ос-
новного тела материала имели разные оттенки черно-
го цвета, но в целом доминировали слабоконтрастные 
гифы, что, скорее всего, можно объяснить тем, что это 
отмершие или стареющие гифы. В то же время клеточ-
ные стенки гиф мукормицета, спорангиофоры и спо-
рангиоспоры имели насыщенный черный цвет (Рис. 2 
д). 

В анализируемом случае, по глазомерной оценке, 
соотношение площади скоплений тонких гиф основ-
ного грибного «тела», полос мукормицета и аспергил-
лем можно определить, соответственно, как 75%, 20% 
и 5%, то есть аспергиллы занимали доминирующее по-
ложение.

Согласно нашим наблюдениям, «грибное» содер-
жимое пазухи носа находилось на некотором рассто-
янии от поверхности слизистой оболочки, что было 
характерно и для второго случая, приведенного в на-
стоящем сообщении. 

Случай 2. Операционный материал из правой 
верхне-челюстной пазухи пациентки Н., 47 лет, пред-
ставлен большим количеством фрагментов слизистой 
оболочки с картиной хронического эрозивного рино-
синусита с диффузно-очаговой лимфоплазмоцитарно-
макрофагальной инфильтрацией с примесью нейтро-
филов и эозинофилов. Имели место фиброз, мелко- и 
крупноочаговые кровоизлияния. Покровный эпите-
лий слизистого слоя − местами с признаками переход-
ноклеточной метаплазии.

Грибное «тело» материала из просвета околоносо-
вой пазухи (окраска Г-Э, PAS) имело довольно своео-
бразное ламеллярное строение. Оно состояло из тон-
ких (2-3 мкм) слоев (90-150 мкм), хаотично и плотно 
расположенных по типу ложной ткани, септирован-
ных, слабоконтрастных гиф (Г-Э) гриба (Рис. 3, 1, 2 з, 
и, головки стрелок), которые перемежались со слегка 
извилистыми полосами (в количестве 14 на срезе) ва-
рьирующей толщины (от 100 до 200 мкм, Рис. 3, 2, 2 з, 
стрелки). 

Рис. 3. Схема, иллюстрирующая строение грибного «тела» 
из околоносовой пазухи (второй случай).

Полосы различались между собой по толщине 
и окраске гиф. Они состояли из плотно и хаотично 

расположенных широких (10-12,5 мкм) гиф (Рис. 2 и, 
стрелка, к) с крайне редкими септами. При окрашива-
нии по методу Г-Э и PAS в таких скоплениях окраска 
стенок гриба варьировала от ярко- до бледно-малино-
вой. Поскольку гифы располагались очень плотно от-
носительно друг друга, определить пространственную 
ориентацию латеральных гиф не представлялось воз-
можным. Элементы спороношения в полосах широких 
гиф или вблизи них отсутствовали, не было и воспа-
ления. 

На площади среза грибного «тела» было выявлено 
шесть аспергиллем разного размера. Одна самая круп-
ная (2000 х 3000 мкм) аспергиллема сложного анатоми-
ческого строения (Рис. 3, 3, 2 л) располагалась по пери-
ферии грибного «тела» в окружении тонких гиф. Она 
имела линзовидную форму, маргинальные радиально 
растущие гифы в ней отсутствовали. По всему пери-
метру аспергиллемы отмечали варьирующей толщины 
(от 80 до 175 мкм) «венец» из скоплений вегетативных 
гиф и многочисленных вертикально ориентированных 
конидиогенных аппаратов (Рис. 2 л, стрелки, 3, стрел-
ки). Последние имели головки сферической формы 
диаметром от 20 до 30 мкм (Рис. 4 а, б), которые несли 
один ряд стеригм (7 х 3 мкм), расположенных по все-
му их периметру. Преобладающая часть головок была 
сильно деформирована и лишена содержимого. Кони-
диогенные аппараты были окружены неправильной 
формы массивными по объему скоплениями из плот-
но расположенных зрелых конидий (Рис. 4 а, б). По-
следние мелкие (2-3 мкм), гладкие. Судя по строению 
конидиогенных аппаратов и формируемых ими кони-
дий, можно говорить о присутствии в анализируемом 
материале гриба рода Aspergillus, предположительно − 
Aspergillus flavus, что соответствует описанию данного 
вида, приведенному в работе Билай В.И. и Коваль Э.З. 
[4]. Этот вид микромицета доминирует среди изучен-
ных клинических случаев аспергиллеза околоносовых 
пазух [6] и часто встречается у иммунокомпетентных 
пациентов [11]. В отличие от подстилающих конидио-
генные аппараты слабоконтрастных (Г-Э, PAS), тонких 
(2-3 мкм) и беспорядочно расположенных гиф вегета-
тивного мицелия, конидиогенные аппараты и зрелые 
конидии имели темно-коричневую окраску, что де-
лало их легко различимыми на срезах и обусловлено 
тем, что они были меланифицированы. Отметим, что 
вблизи описываемой аспергиллемы клетки иммун-
ной системы отсутствовали. Возможно, что это было 
предопределено тем, что: 1) топографически «венец» 
из отмерших и сильномеланифицированных кони-
диогенных аппаратов и клеток вегетативного мице-
лия, несомненно, представляют собой механический 
барьер для их жизнедеятельности; 2) мы имеем дело 
с закончившей жизнедеятельность аспергиллемой, 
без апикально растущих маргинальных гиф, которые 
являются основной мишенью для «атаки» клеток им-
мунной системы [7]. По нашему мнению, большой по 
площади периметр «спороносящей» аспергиллемы 
создает благоприятные условия не только для форми-
рования конидиогенных аппаратов, но и значительной 
амплитуде пространственного распространения фор-
мируемых ими многочисленных зрелых конидий, что 
создает благоприятную почву для вторичного инфек-
ционного процесса.
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Рис. 4. а, б − конидиальные аппараты и скопления зрелых конидий аспергилла, в - д – асимметрично растущие 
аспергиллемы, е – предположительно ранняя стадия формирования мицетомы из широких гиф мукормицета. а, в – Г-Э, д – 

PAS, б, г, е – Гомори-Грокотт. Ув.: а, б – х 400, в-е – х 100.
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Также мы наблюдали группу из трех более мелких 
размеров (от 400 до 1000 мкм), разновозрастных, еще 
формирующихся асимметричных аспергиллем (Рис. 3, 
4), расположенных недалеко друг от друга и на одном 
уровне. В маргинальной части аспергиллем, обращен-
ной в полость пазухи носа, отмечали радиально расту-
щие апексы гиф (Рис. 4 в, головки стрелок). С противо-
положной стороны среза имели место две одиночные 
аспергиллемы (Рис. 3, 5) диаметром 300 (Рис. 4 г) и 
900 мкм (Рис. 4 д). При анализе серийных срезов по-
следних обнаружили наличие в их основании «ножки» 
(Рис. 4 в, стрелка, 5 а, б), присутствие которой мож-
но объяснить необходимостью механической связи с 
основным материалом грибного «тела», снабжением 
питания для своего роста и последующего спороно-
шения. В основании одной из аспергиллем ножка была 
довольно протяженной (900 мкм, Рис. 5). 

Рис. 5. Особенности анатомического строения 
аспергиллемы грибного «тела» (второй случай). Гомори-

Грокотт. Ув.: х 100.

Мы предполагаем, что такие ножки формируются 
в основании аспергиллем, закладывающихся в толще 
грибного «тела». В дальнейшем постепенное увеличе-
ние их протяженности механически «выталкивает» 
аспергиллему на поверхность грибного «тела». Таким 
образом, закладывающиеся внутри грибного «тела» 
аспергиллемы находятся под его защитой, а попадая в 
периферическую его часть, получают более выгодные 
условия для аэрации, влагообеспечения и спороно-
шения. По всему периметру таких аспергиллем ради-
ально располагались апикально растущие гифы (Рис. 
3, 4 г, д, головки стрелок). Клетки иммунной системы 
вблизи описанных аспергиллем отсутствовали.

Крайне редко скопления широких гиф мукормице-
та формировали массивные одиночные латеральные 
скопления (Рис. 4 е, стрелка) конической формы, тек-
стура которых была сходной с формирующими их по-
лосами мукормицета. Поскольку по периферии такого 
скопления уже намечались картины его обособления 
небольшими светлыми участками, то допустимо, что 
это есть не что иное, как закладка мицетомы мукорми-
цетом. Можно предположить, что возраст скоплений 

мукормицета в грибном «теле» меньше, чем аспергил-
лов. 

По глазомерной оценке в описываемом случае со-
отношение скоплений тонких гиф основного грибного 
тела, полос мукормицета, аспергиллем и скоплений ко-
нидиогенных аппаратов аспергиллов (включая сфор-
мированные ими зрелые конидии) можно определить, 
соответственно, как 55%, 30% 10% и 5%. Иными слова-
ми, в грибном «теле» описываемого случая мукорми-
цеты, безусловно, доминировали.

РЕЗЮМЕ
В настоящей работе приведены два случая мико-

тического неинвазивного хронического риносинусита 
смешанного типа, развивающегося по типу грибного 
шара («fungal ball» − в англоязычной литературе или 
«аспергиллема» − в нашем описании) согласно клас-
сификации грибных риносинуситов, представленной 
в работе Chakrabarti A. c соавторами [11]. В обоих 
случаях собственно грибное «тело» из содержимого 
околоносовой пазухи имело однотипное строение и 
было составлено из вегетативных гиф аспергиллов, 
образующих ложную ткань благодаря наличию снару-
жи клеточных стенок сильно меланифицированного 
внеклеточного матрикса, характерного как для тка-
невых форм гиф [2, 5], так и гиф субстратного мице-
лия аспергиллов в условиях культуры in vitro [8, 9]. О 
присутствии последних свидетельствовало наличие 
аспергиллем в первом случае, а во втором − аспергил-
лем, конидиогенных аппаратов и зрелых конидий, ха-
рактерных для аспергиллов. Особенности топографии 
гиф мукормицетов в таком теле различались (мозаич-
ность − в первом случае и ламеллярность − во втором). 
К тому же, судя по ориентации гиф в скоплениях му-
кормицета, толщине и характерному цвету клеточных 
стенок гиф при разных способах окраски, наличию 
спороношения (первый случай), можно допустить 
присутствие двух разных видов микромицетов. Инте-
ресно, что формирование отдельно лежащих друг от 
друга полос (ламеллярность) было выявлено и в дру-
гих гистологических исследованиях микотического 
риносинусита [1, 10]. Мозаичное (первый случай) и 
ламеллярное (второй случай) строение содержимого 
пазух носа – показатель возможности топографиче-
ского сосуществования аспергиллов и мукормицетов. 
Безусловно, более выгодное положение в данном со-
обществе, скорее всего, симбиотического характера, 
занимают мукормицеты, поскольку, находясь в окру-
жении ложной ткани аспергиллов, они защищены от 
воздействия клеток иммунной системы. Также нельзя 
исключать тот факт, что разрушенные и разрушающи-
еся в ходе естественного старения клетки грибного 
«тела» околоносовой пазухи могут быть источником 
питания развивающегося мукормицета, который в 
этом случае выступает в роли сапротрофа. По данным 
настоящего и ранее проведенного гистологических ис-
следований [1], грибное «тело» околоносовых пазух не 
является простым механическим конгломератом гиф 
[11], а представляет собой динамично развивающую-
ся, сложно устроенную композицию грибного сообще-
ства. 

В обоих клинических случаях выявленные в со-
держимом пазухи аспергиллемы состояли из одного 
типа гиф. Для тех из них, что имели выход в просвет 
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околоносовой пазухи, был характерен специфический 
асимметричный рост, а для некоторых − наличие нож-
ки из плотного пучка гиф, организованных по типу 
ризоморф макромицетов, что существенно отлича-
ет их от аспергиллем легких. Характерное для таких 
аспергиллем маргинальное расположение в материале 
пазух носа можно объяснить лучшими условиями для 
аэрации, влагообеспечения и возможного спороноше-
ния. Обнаруженные в первом случае локальные кар-
тины радиального роста концевых участков гиф мы 
интерпретируем как начальные стадии формирования 

аспергиллем или собственно грибную меристему. 
Отметим, что наличие довольно большого числа 

зрелых спорангиоспор мукормицета (первый случай) 
и гриба рода Aspergillus (второй случай) в составе гриб-
ного «тела» свидетельствует о длительности  инфекци-
онного процесса, переходе его в хроническую форму и 
возможности формирования вторичных очагов веге-
тативного роста грибов. Это приводит к видоизмене-
нию особенностей анатомического строения грибного 
«тела». 
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В многопрофильном стационаре в 2015 г. были выделены 1507 
штаммов бактерий – возбудителей гнойно-септических инфекций 
(ГСИ), среди которых превалировали  энтеробактерии (42,3% от 
числа выделенных культур). Совместный удельный вес представи-
телей восьми видов грамотрицательных и грамположительных 
микроорганизмов в структуре возбудителей ГСИ превышал три 
четверти от числа выделенных культур (84,5%). Ведущим грамо-
трицательным микроорганизмом в стационаре оказалась Кlebsiella 
pneumonia (25,4%), ведущим грамположительным − Enterococcus 
faecalis (12,3%). Среди возбудителей доля Escherichia coli состави-
ла 10,0%, Pseudomonas aeruginosae − 8,9%, Staphylococcus aureus − 
7,8%, удельный вес Acinetobacter baumannii был 7,2% Staphylococcus 
epidermidis − 6,8% и Enterococcus faecium – 6,2%. Методом серийных 
разведений определена чувствительность к антимикробным препа-
ратам культур восьми ведущих видов возбудителей, 87,7% штам-
мов которых оказались устойчивыми хотя бы к одному антибио-
тику. Наибольшую активность в отношении грамположительных 
кокков в стационаре проявляли ванкомицин и линезолид, в отноше-
нии псевдомонад и ацинетобактера − полимиксин B и колистин, в 
отношении клебсиелл и эшерихий – фосфомицин.

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, ацинетобактер, 
гнойно-септические инфекции, многопрофильный стационар, псев-
домонады, стафилококки, энтеробактерии, энтерококки
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1507 bacterial strains – purulent-septic infection agents were isolated 
in a multidisciplinary centre in 2015. Enterobacteriaceae prevailed among 
isolated cultures (42,3%). Eight gram-positive and gram-negative bacterial 
species are dominated, representing 84,5% of isolated strains. 

Кlebsiella pneumoniae prevailed among gram-negative stains (25,4%), 
Enterococcus faecalis − among gram-positive (12,3%). Escherichia coli 
comprised 10,0%, Pseudomonas aeruginosae – 8,9%, Staphylococcus aureus 
– 7,8%,  Acinetobacter baumannii – 7,2%, Staphylococcus epidermidis 
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– 6,8% and Enterococcus faecium – 6,2% in agents of purulent-septic 
infections. Minimal inhibitory concentrations of antibiotics were studied 
in eight prevailing species. 87,7% of strains were resistant to at least one 
antimicrobial agent. The lowest level of resistance in gram-positive cocci 
was found to vancomycin and linezolid, in P. aeruginosae and A. baumannii 
– to polymyxin and colistin, in К. pneumoniae and E. coli – to fosfomycin, 
polymyxin and colistin.

Key words: Асinetobacter, Enterobacteriaceae, Enterococcus, 
multidisciplinary centre, purulent-septic infection, resistance to 
antibiotics, Pseudomonas, Staphylococcus

ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия в инфекционной пато-

логии появилось понятие «оппортунистические ин-
фекции», под которыми подразумевают заболевания, 
развивающиеся на фоне уже имеющихся иммуноде-
фицитных состояний и вызываемые микроорганиз-
мами со слабовыраженной патогенностью, преиму-
щественно так называемыми условно-патогенными 
микробами (УПМ). Характерным для них свойством 
является способность колонизировать абиотические и 
биотические поверхности с образованием биопленок, 
в составе которых микроорганизмы становятся зна-
чительно устойчивее как к действию антимикробных 
препаратов (АМП) и иммунных факторов организма, 
так и неблагоприятных факторов внешней среды [1, 2]. 
В медицинских учреждениях, особенно стационарах, в 
условиях широкого использования АМП и примене-
ния искусственных суставов, протезов, сердечных кла-
панов, катетеров, сосудов и др. создаются селективные 
преимущества для распространения УПМ, резистент-
ных к антибиотикам и дезинфектантам. При этом ве-
дущее место среди внутрибольничных инфекций за-
нимают гнойно-септические инфекции (ГСИ), частота 
которых увеличивается, при этом расширяется спектр 
их клинических проявлений, включая тяжелые заболе-
вания с летальным исходом [1, 2].

Широко распространенной группой возбудителей 
ГСИ, прежде всего, пневмонии и сепсиса, в стациона-
рах являются грамотрицательные микроорганизмы, 
среди которых наибольшую опасность представля-
ют неферментирующие грамотрицательные бактерии 
(НГОБ), особенно псевдомонады и ацинетобактер [3, 
4], и целый ряд энтеробактерий, таких как клебсиеллы, 
эшерихии, серрации и др. [1, 5, 6]. Для НГОБ характер-
на не только природная устойчивость ко многим анти-
биотикам, но и продукция металло-бета-лактамаз, спо-
собных расщеплять все бета-лактамные антибиотики, 
включая карбапенемы, с которой часто ассоциируется 
резистентность к препаратам с другими механизмами 
действия, в том числе аминогликозидам и фторхино-
лонам [1, 3]. Так, в исследовании МАРАФОН в 2013-14 
гг. у 63,5% изолятов Acinetobacter baumanii были вы-
явлены гены приобретенных карбапенемаз класса D 
[4]. Устойчивость энтеробактерий к АМП чаще всего 
связана с плазмидной локализацией генов антибио-
тикорезистентности, в том числе отвечающих за про-
дукцию бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС), 
которые широко распространены как среди патоген-
ных [7], так и условно-патогенных энтеробактерий 
[5,6]. Наряду с резистентностью к целому ряду АМП 
разных механизмов действия, в последние годы среди 
энтеробактерий появились штаммы, продуцирующие 
карбапенемазы [5, 8]. Все вышесказанное приводит к 
глобальному росту устойчивости к карбапенемам и 
снижает эффективность применения препаратов этой 
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группы в терапии внутрибольничных инфекций.
Среди грамположительных микробов наибольшая 

роль в этиологии ГСИ различной локализации в ста-
ционарах принадлежит грамположительным коккам, 
преимущественно стафилококкам [1, 9, 10] и энтеро-
коккам [1, 2]. Наибольшую опасность среди стафило-
кокков представляют метициллинрезистентные штам-
мы Staphylococcus aureus (MRSA), которые составляют 
около половины выделенных культур стафилококков и 
в большинстве случаев являются полирезистентными. 
В то же время в развитии госпитальных инфекций не-
уклонно возрастает этиологическая роль коагулазоне-
гативных видов стафилококков (КНС), большинство 
их которых является метициллинрезистентными и 
полирезистентными [10, 11]. По данным литературы, 
около 60-90% клинических изолятов КНС относят-
ся к виду Staphylococcus epidermidis, который, помимо 
бактериемий, вызывает развитие эндокардитов, ка-
тетер-ассоциированных инфекций, воспалительных 
процессов в области протезов сердечных клапанов и 
суставов и т.п. [1, 11] Этому, вероятно, способствуют 
конкурентные преимущества S. epidermidis, так как 
продуцируемые им аутоиндукторы блокируют токси-
нообразование у большинства штаммов S. aureus, в то 
время как вещества, продуцируемые S. aureus, не пре-
пятствуют пролиферации S. epidermidis [12]. Третье 
– четвертое место среди ведущих возбудителей нозо-
комиальных инфекций занимают энтерококки, пре-
жде всего, Enterococcus faecalis (80-90% энтерококковых 
инфекций) и Enterococcus faecium [1, 2]. Этому способ-
ствует их высокая способность к колонизации слизи-
стых оболочек и образованию биопленок, природная 
и приобретенная резистентность к АМП, включая 
ванкомицин, а также устойчивость во внешней среде 
[1, 2]. Энтерококки могут вызывать широкий спектр 
нозокомиальных ГСИ, в том числе катетер-ассоцииро-
ванные инфекции.

В связи с вышеизложенным актуальной представ-
ляется оценка структуры возбудителей ГСИ и их анти-
биотикорезистентности на локальном уровне, то есть 
выделенных в отдельном стационаре за определенный 
период времени, что и было целью нашего исследова-
ния.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В 2015 г. в многопрофильном стационаре г. Санкт-

Петербурга при обследовании больных с ГСИ из раз-
личного материала, включая пробы из стерильных и 
нестерильных локусов с признаками инфекции и ко-
лонизации, были выделены 1507 штаммов различных 
микроорганизмов. В стационар (общее число коек 
около 1500) госпитализируют пациентов из различ-
ных районов Санкт-Петербурга, а также других горо-
дов, большинство из которых уже проходили лечение 
в других больницах. Поэтому риск инфицирования 
полирезистентными клонами микроорганизмов из 
лечебных учреждений других городов и, возможно, 
стран, в многопрофильном стационаре особенно вы-
сок [13]. Идентификацию этиологически значимых 
микроорганизмов осуществляли фенотипически и по 
последовательности первых 500 пар нуклеотидов гена 
16SРНК [14]. Определение чувствительности чистых 
культур ведущих видов выделенных микроорганизмов 
к антибактериальным препаратам проводили методом 

серийных разведений в агаре Мюллер-Хинтон с диапа-
зоном концентраций от 0,06 мкг/мл до 128 мг/л [12]. 
Были использованы референтные штаммы Escherichia 
coli АТСС 25922, E.coli АТСС 35218, S.aureus АТСС 
29213, Pseudomonas aeruginosae АТСС 27853, E. faecalis 
ATCC 29212. Определение категорий чувствительно-
сти на основании полученных МИК выполняли в со-
ответствии с рекомендациями European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (2017) [15]. При от-
сутствии критериев оценки чувствительности к опре-
деленному АМП использовали критерии CLSI [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В структуре исследуемого материала от больных с 

ГСИ в стационаре (Рис.1) преобладали пробы матери-
ала из респираторного тракта, составившие около тре-
ти от всех взятых проб (30,1%). 

Рис. 1. Удельный вес исследованного клинического 
материала.

Чаще всего (11,9%) проводили исследование брон-
хоальвеолярного лаважа (БАЛ), мокроты (10,1%) и 
катетеров из трахеи (7,5%), реже – промывных вод 
бронхов (0,6%). Пробы мочи составили более четвер-
ти изучаемого материала (26,3%), исследование крови 
на стерильность и центральных венозных катетеров 
проводили в 20,2% случаев. Меньшей была доля (9,8%) 
отделяемого носа и ротовой полости (зева, носа, язы-
ка, слизистой оболочки рта), ран (6,5%) и желудочно-
кишечного тракта (4,1%). Удельный вес прочих проб 
биоматериала (плевральная, перитониальная, синови-
альная, перикардиальная, спинномозговая жидкости, 
материал из влагалища, придаточных пазух носа и 
др.) был незначительным (3,0%). В микробном пейза-
же возбудителей ГСИ в многопрофильном стационаре 
превалировали грамотрицательные микроорганизмы, 
которые составили  более половины (62,4%) от обще-
го числа всех выделенных штаммов (Рис. 2). Среди них 
преобладали энтеробактерии, удельный вес которых 
превышал две трети от числа грамотрицательных бак-
терий (67,8%) и был немногим меньше половины от 
общего числа выделенных культур (42,3%). Аналогич-
ные данные получены в исследовании МАРАФОН [5], 
где было показано, что в РФ энтеробактерии остаются 
ведущими бактериальными возбудителями нозокоми-
альных инфекций, при этом отмечается неуклонное 
возрастание их удельного веса в структуре возбуди-
телей внутрибольничных ГСИ по сравнению с преды-
дущими периодами (30,1% − в 2002-2004 гг., 34,5% − в 
2006-2007 гг., 33,7% − в 2011-2012 гг., 43,1% − в 2013-14 
гг.).
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Рис.2. Структура возбудителей ГСИ в стационаре.

Энтеробактерии, выделенные в стационаре, вклю-
чали представителей девяти родов – Klebsiella spp., 
Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella 
morganii, Proteus spp., Citrobacter freundii, Hafnia alvei 
и Pantoea agglomerans. Наиболее распространенными 
оказались клебсиеллы, составившие более полови-
ны от числа энтеробактерий (61,7%) и более четверти 
(26,1%) от общего количества штаммов. Среди клеб-
сиелл, безусловно, превалировала Klebsiella pneumonia 
(Рис. 3), доля которой составила 96,9% от числа штам-
мов данного рода и четверть (25,3%) от общего коли-
чества изолятов. Удельный вес E. coli в стационаре был 
гораздо ниже (около четверти от числа энтеробакте-
рий – 23,7% и 10,0% − от общего количества выделен-
ных культур). 

Рис.3. Структура энтеробактерий − возбудителей ГСИ в 
стационаре.

В исследовании МАРАФОН [5] в стационарах РФ 
также преобладали эти два вида микроорганизмов, 
так, 48,7% изолятов энтеробактерий относились к виду 
K. pneumoniae (20,6% − от общего числа возбудителей) 
и 26,2% – к E. coli (11,1% − от общего числа бактерий). 
Энтеробактерии остальных родов в настоящем ис-
следовании выделялись редко и были представлены 
небольшим количеством штаммов. Так, доля энтеро-
бактера составила 6,0%, серрации – 2,8%, морганеллы 
– 2,5%, протея – 2,4% от числа энтеробактерий, удель-
ный вес цитробактера, Pantoea agglomerans и гафнии 
был еще меньшим (по 0,3% каждый). Структура энте-
робактерий – возбудителей ГСИ в стационаре пред-
ставлена на рисунке 3.

Около трети от числа грамотрицательных (31,5%) и 
19,6% от общего числа выделенных микроорганизмов 
составили неферментирующие грамотрицательные 
бактерии (НГОБ). Они были представлены в основ-
ном псевдомонадами (47,0% − от числа НГОБ и 9,2% 

− от общего числа микробов), и ацинетобактером (41,6 
и 8,2% соответственно). Среди псевдомонад, безус-
ловно, преобладала Pseudomonas aeruginosae (96,4% − 
культур псевдомонад, 45,3% − штаммов НГОБ и 8,9% 
− от общего числа изолятов), среди ацинетобактера – 
Acinetobacter baumanii (87,8% − изолятов ацинетобак-
тера, 36,5% − культур НГОБ и 7,2% − от общего числа 
выделенных штаммов). Значительно меньшей оказа-
лась доля Stenotrophomonas maltophilia (7,4% − от чис-
ла НГОБ и 1,5% − от общего количества микроорга-
низмов), остальные роды (Achromobacter xylosoxidans, 
Chryseobacterium sp., Aeromonas hydrophila, Burkholderia 
cepacia, Moraxella catarrhalis) были представлены еди-
ничными штаммами. В рамках исследования МА-
РАФОН [3] в 2013-14 гг. в стационарах РФ доля P. 
aeruginosae была больше, чем в данном многопрофиль-
ном стационаре, и составила в 2013-2014 гг. 19,0%. В 
аналогичных исследованиях прошлых лет показаны 
колебания удельного веса P. aeruginosae в структуре 
возбудителей внутрибольничных ГСИ (23,0% − в 2002-
2004 гг., 26,3% − в 2006-2007 гг. и 20,2% − в 2011-2012 гг.) 
с некоторой тенденцией к снижению удельного веса 
этого возбудителя. A. baumanii в том же исследовании 
[4] по распространенности среди возбудителей нозо-
комиальных инфекций занимал третье место (13,7%).

Находки других грамотрицательных бактерий в 
стационаре были крайне редки. Так, Haemophilus spp. 
выявляли в исследуемом материале всего в 0,4% от 
общего количества выделенных культур или 0,6% − от 
числа грамотрицательных бактерий.

Удельный вес грамположительных бактерий соста-
вил более трети от числа выделенных культур (37,6%). 
Подавляющее большинство таких штаммов было пред-
ставлено грамположительными кокками (99,1%), 4 изо-
лята (0,7%) являлись представителями Corynebacterium 
spp. и одна культура (0,2%) – Gardnerella vaginalis. Наи-
более распространенными грамположительными кок-
ками в стационаре были энтерококки, составившие 
почти половину от всех грамположительных бактерий 
(49,9%) и 18,8% − от общего числа выделенных изо-
лятов. Удельный вес Enterococcus faecalis в 2 раза пре-
вышал таковой E. faecium (32,9% и 16,7% − от числа 
грамположительных кокков и 12,3% и 6,2% − от обще-
го числа культур), остальные виды энтерококков были 
представлены единичными штаммами. Немного ниже 
была доля стафилококков: 46,6% − от числа грамполо-
жительных бактерий и 17,5% − от общего числа куль-
тур. Стафилококки были представлены шестью вида-
ми, среди которых превалировали Staphylococcus aureus 
(21,0% − от числа грамположительных кокков и 7,8% − 
от общего количества изолятов) и S. epidermidis (18,3% 
− от числа грамположительных кокков и 6,8% − от 
общего количества штаммов). Реже обнаруживали S. 
hominis (3,7% − от количества грамположительных кок-
ков) и Staphylococcus haemoliticus (3,6%), Staphylococcus 
simulans и Staphylococcus warneri были представлены 
единичными штаммами (по 0,2% грамположительных 
кокков). В исследовании МАРАФОН [9] доля S. aureus 
среди возбудителей внутрибольничных инфекций со-
ставила 11,0% со снижением его удельного веса в пол-
тора раза по сравнению с 2011-12 гг. (16,7%). 

Находки стрептококков в стационаре были 
редкими, выделены единичные культуры 5 видов 
(Streptococcus anginosus, Streptococcus oralis, Streptococcus 
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salivarius, Streptococcus pneumoniaе, Streptococcus 
agalactiae), все вместе они составили всего 2,0% от чис-
ла грамположительных кокков и 0,7% − от общего ко-
личества изолятов.

В целом в структуре возбудителей ГСИ в стациона-
ре преобладали штаммы грамотрицательных и грам-
положительных микробов восьми видов (Рис. 4), их 
совместный удельный вес превышал три четверти от 
числа выделенных культур (84,5%). 

Рис. 4. Ведущие виды возбудителей ГСИ в стационаре.

Среди них, безусловно, превалировала K. 
pneumoniae, составившая более четверти всех выде-
ленных изолятов (25,3%). Штаммы второго, наиболее 
распространенного, вида Е. faecalis выявляли в два раза 
реже (12,3%), почти в три раза меньше был удельный 
вес E. coli (10,0%). В целом удельный вес трех видов 
ведущих возбудителей составил почти половину от 
общего числа штаммов (47,6%). На долю P. aeruginosae 
приходилось 8,9%, S. aureus – 7,8%  S. epidermidis − 6,8%; 
удельный вес A. baumannii был 7,2% и E. faecium – 6,2%, 
изолятов остальных видов − незначительным и не пре-
вышал 2% для каждого. 

Таким образом, ведущим грамотрицательным ми-
кроорганизмом в стационаре оказалась K. pneumoniae, 
ведущим грамположительным – E. faecalis. В исследо-
вании МАРАФОН в стационарах России соотношение 
ведущих видов возбудителей внутрибольничных ин-
фекций отличалось от выявленного в данном много-
профильном стационаре. В целом по России ведущим 
видом также являлась K. pneumoniae (20,6%), на вто-
ром и третьем месте находились представители НГОБ 
– P. aeruginosae (19,0%) и A. baumannii (13,7%), при этом 
удельный вес указанных трех видов возбудителей со-
ставил в совокупности более половины выделенных 
штаммов (53,3%).

У наиболее распространенных в стационаре вось-
ми видов возбудителей ГСИ методом серийных раз-
ведений была определена чувствительность к антими-
кробным препаратам. Установлено, что большинство 
из 1269 изученных штаммов были устойчивы хотя бы 
к одному АМП (87,7%). Удельный вес таких культур 
среди ведущих видов возбудителей ГСИ представлен 
на рисунке 5.

Рис.5. Удельный вес устойчивых к АМП штаммов среди 
ведущих видов возбудителей ГСИ.

Отмечено, что наиболее значимыми возбудителя-
ми внутрибольничных инфекций являются энтеро-
бактерии с преобладанием изолятов Escherichia coli 
и Klebsiella pneumoniae [5, 17, 18]. У энтеробактерий 
определяли чувствительность к пятнадцати АМП 
– ампициллину (Ap), цефотаксиму (Cft), цефепиму 
(Cpm), цефтазидиму (Czd), цефтриаксону (Cta), ком-
бинациям амоксициллин / клавуланат (Am/cl), пипе-
рациллин / тазобактам Pi/tz), ципрофлоксацину (Cip), 
моксифлоксацину (Mox), имипенему (Im), меропенему 
(Mer), эртапенему (Ert), гентамицину (Gm), амикаци-
ну (Ak) и фосфомицину (Fm). Все изученные штаммы 
K. pneumoniae оказались устойчивыми к ампициллину 
(Рис. 6), что можно объяснить их способностью к про-
дукции хромосомной бета-лактамазы класса А. 

Рис.6. Устойчивость энтеробактерий к отдельным АМП.

Чаще всего обнаруживали культуры, устойчивые к 
амоксициллин / клавуланату (86,1%), фторхинолонам 
(к ципрофлоксацину – 76,4%, к моксифлоксацину – 
75,6%), цефалоспоринам III и IV поколения (по 75,1%), 
Реже выявляли изоляты, резистентные к гентамици-
ну (68,2%), комбинации пиперациллин/тазобактам 
(55,1%). Удельный вес штаммов, нечувствительных к 
карбапенемам, был довольно высок. Половина выде-
ленных культур клебсиелл была нечувствительна к эр-
тапенему (49,9%), более трети – к меропенему (37,8%), 
23,1% – к имипенему, в то время как еще в 2011-12 г. 
удельный вес таких культур в стационаре был незна-
чительным [17]. Это является плохим прогностиче-
ским признаком в отношении эффективности препа-
ратов данной группы при лечении ГСИ, вызываемыми 
клебсиеллами. Относительную активность в отноше-
нии клебсиелл сохранял амикацин (29,7% устойчивых 
культур). Наиболее активным в отношении клебсиелл 
из изученных АМП оказался фосфомицин, чувстви-
тельность к которому проявляли 95,8% штаммов. 
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Большая часть изученных культур E. coli (67,5%) 
оказались устойчивы хотя бы к одному антибактери-
альному препарату. Среди эшерихий превалировали 
культуры, устойчивые к ампициллину (57,0%), ци-
профлоксацину и моксифлоксацину (по 42,4%), что де-
лает применение этих препаратов в виде монотерапии 
инфекций, вызванных эшерихиями, нецелесообраз-
ным. Более трети штаммов проявили устойчивость к 
цефалоспоринам III (по 37,1%) и IV (34,4%) поколения, 
33,1% – к амоксициллину / клавуланату. Почти треть 
выделенных культур оказалась устойчива к гентами-
цину (29,1%), амикацин был гораздо активнее в отно-
шении эшерихий (всего 3,3% резистентных штаммов). 
Для кишечной палочки характерной осталась чувстви-
тельность к фосфомицину, к которому были выявлены 
только две устойчивые культуры (1,3%). Несмотря на 
полувековое использование этого антибиотика, рези-
стентность E.coli к нему со временем меняется очень 
незначительно, и во всем мире обычно не превышает 
5%, что, возможно, связано с особенностями механиз-
ма его действия, препятствующими развитию к нему 
устойчивости [19]. У фосфомицина имеются и другие 
достоинства – отсутствие перекрестной устойчиво-
сти с другими антимикробными препаратами, редкую 
плазмидную передачу генов резистентности (менее 
2%), а также доказанное предупреждение адгезии воз-
будителя к эпителию мочевыводящих путей, что дела-
ет фосфомицин по-прежнему актуальным для терапии 
инфекций, особенно мочевыводящих путей [19].

Наиболее активными среди изученных препара-
тов в отношении эшерихий оказались карбапенемы. 
Устойчивость к ним E. coli в проведенном нами иссле-
довании была невысока. Так, только четыре штамма 
были нечувствительными к эртапенему (2,6%), только 
один – к меропенему (0,7%), культур, устойчивых к 
имипенему, не отмечали.

Минимальные ингибирующие концентрации 
(МИК) АМП для энтеробактерий варьировали в ши-
роких интервалах от 0,06 до ≥128 мг/л. МИК50  и МИК90 

изученных АМП для штаммов клебсиелл и эшерихий 
представлены в таблице 1.

Таблица 1
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Не менее актуальными возбудителями госпиталь-
ных инфекций в России являются НГОБ, прежде всего 
P. aeruginosae, доля которой среди возбудителей нозо-
комиальных инфекций в исследовании МАРАФОН 

составила 19,0%, и A. baumannii (13,7%). Чувствитель-
ность НГОБ определяли к двенадцати АМП – цефепи-
му (Cpm), цефтазидиму (Czd), комбинациям тикар-
циллин / клавуланат (Ti/cl), пиперациллин / тазобак-
там (Pi/tz), ципрофлоксацину (Cip), имипенему (Im), 
меропенему (Mer), дорипенему (Dor), гентамицину 
(Gm), амикацину (Ak), полимиксину В (Pol) и поли-
миксину Е (колистину) (Col). Среди микроорганизмов 
данного вида в последнее время широко распростране-
ны культуры, продуцирующие металло-бета-лактама-
зы, которые способны расщеплять все бета-лактамные 
антибиотики, включая карбапенемы, за исключением 
азтреонама, что и привело к глобальному росту устой-
чивости к этим препаратам. Для продуцентов метал-
ло-бета-лактамаз характерна также ассоциированная 
устойчивость к препаратам с другими механизмами 
действия, в том числе к аминогликозидам и фторхи-
нолонам. В проведенном нами исследовании большин-
ство культур P. aeruginosae (88,8%) оказались устойчи-
выми хотя бы к одному антибиотику. Был выявлен вы-
сокий удельный вес нечувствительных к большинству 
изученных АМП штаммов (Рис.7) – ципрофлоксацину 
и комбинации тикарциллин / клавуланат (по 83,6%), 
карбапенемам (меропенему – 82,1%, в том числе 19,4% 
− умеренно устойчивых, дорипенему – 81,3%, в том 
числе − 11,2% с умеренной устойчивостью, имипене-
му – 80,6%, в том числе − 14,2% умеренно устойчивых), 
гентамицину (77,6%), пиперациллин / тазобактаму 
(75,4%), антисинегнойным цефалоспоринам цефтази-
диму (75,4%) и цефепиму (74,6%), амикацину (59,7%). 

Рис. 7. Устойчивость НГОБ к отдельным АМП.

Устойчивость P. aeruginosae к карбапенемам в ста-
ционаре была выше, чем в исследовании МАРАФОН. 
В то же время, как и в этом исследовании, наибольшую 
активность в отношении штаммов этого вида в стаци-
онаре сохраняли колистин и полимиксин В, доля изо-
лятов, устойчивых к ним, составила 3,0% и 1,5% соот-
ветственно. 

В исследовании МАРАФОН было выявлено только 
2,6% культур, устойчивых к колистину, все изученные 
штаммы оказались чувствительны к полимиксину В. 
Полимиксины являются давно известными антибио-
тиками, выделенными в конце 1940-х гг., которые, по 
сравнению с препаратами других групп, отличаются 
несколько меньшей эффективностью и большей ток-
сичностью, наиболее часто вызывая нарушение функ-
ции почек [20]. Однако в настоящее время они остают-
ся единственной группой препаратов, эффективных в 
отношении полирезистентных штаммов НГОБ, устой-
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чивых к антибиотикам всех других классов. Так, рас-
пространенность устойчивости к полимиксинам среди 
нозокомиальных штаммов P. aeruginosae не превышает 
5% [3].

Подавляющее большинство изолятов A. baumannii 
(97,2%) оказались резистентны хотя бы к одному 
АМП. Были широко распространены штаммы, устой-
чивые к большинству изученных препаратов. Удель-
ный вес культур, нечувствительных к карбапенемам, 
был очень высок: для меропенема он составил 89,8% (в 
том числе 8,3% − умеренно устойчивых), дорипенема 
– 91,7% (в том числе 10,2% − умеренно устойчивых), 
для имипенема – 89,8% (в том числе − 4,6% умеренно 
устойчивых). Рост устойчивости к карбапенемам свя-
зан с быстрым распространением в различных реги-
онах РФ карбапенемазопродуцирующих штаммов A. 
baumannii, удельный вес которых вырос более чем в 20 
раз в 2013-2014 гг. (более 64%) по сравнению с 2006-
2007 гг. (менее 3%) [4]. В проведенном нами исследо-
вании доля изолятов, устойчивых к комбинациям ти-
карциллин / клавуланат и пиперациллин / тазобактам, 
цефепиму и цефтазидиму, составила по 92,6%, гента-
мицину и ципрофлоксацину − по 90,7%, к амикацину 
– 86,1%. Также, как и в исследовании МАРАФОН [4], 
только полимиксин В и колистин были активны в от-
ношении выделенных культур ацинетобактера, устой-
чивых к ним штаммов не обнаружили.

Минимальные ингибирующие концентрации 
(МИК) АМП для НГОБ варьировали в широких интер-
валах от 0,5 до ≥128 мг/л. МИК50  и МИК90 изученных 
АМП для штаммов псевдомонад и ацинетобактера 
представлены в таблице 2.

Таблица 2
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Вторым по распространенности среди возбудите-
лей ГСИ видом микроорганизмов в стационаре был E. 
faecalis. Энтерококки еще с 70-80 годов прошлого века 
стали одной из главных причин внутрибольничных 
инфекций [1, 2]. Их характерной особенностью явля-
ется чувствительность только к ограниченной группе 
АМП, при этом ни один из используемых в клинике 
препаратов не оказывает на них бактерицидного дей-
ствия. Кроме этого, даже к тем АМП, к которым эн-
терококки являются природно-чувствительными, на-
пример к ванкомицину, у них быстро формируются 
и распространяются устойчивые штаммы. Для энте-
рококков характерна природная устойчивость низко-
го уровня к аминогликозидам вследствие отсутствия 
механизмов активного их транспорта в микробные 
клетки, позволявшая использовать для лечения вызы-
ваемых энтерококками инфекций комбинацию амино-
гликозидов и бета-лактамных антибиотиков. При этом 

в результате разрушения клеточной стенки в клетки 
поступало достаточное количество аминогликозидов 
для проявления их бактерицидного действия [21]. При 
приобретении энтерококками плазмид, кодирующих 
ферменты, модифицирующие аминогликозиды, они 
становятся резистентными к гораздо большим кон-
центрациям этих препаратов (устойчивость высокого 
уровня), в связи с чем использование указанной ком-
бинации оказывается неэффективным [21]. Резистент-
ность к аминопенициллинам редко встречается среди 
культур E. faecalis, поэтому препараты этой группы, на-
пример ампициллин, могут быть использованы для ле-
чения инфекций, вызванных этим микроорганизмом. 
Напротив, среди E. faecium в последние годы значи-
тельно увеличился удельный вес культур, устойчивых 
к аминопенициллинам. Так как достигаемые концен-
трации фторхинолонов в крови не являются эффек-
тивными в отношении энтерококков, применение этих 
препаратов имеет значение только при энтерококко-
вых инфекциях мочевыводящих путей, где достиже-
ние этих концентраций возможно [21].

У энтерококков определяли чувствительность к 
семи АМП – ампициллину (Ap), доксициклину (Dx), 
ванкомицину (Van), линезолиду (Lin), ципрофлокса-
цину (Cip), гентамицину (Gm) и фосфомицину (Fm). 

В проведенном нами исследовании почти две тре-
ти Е. faecalis (62,2%) оказались устойчивы хотя бы к 
одному АМП. Чаще выявляли культуры, устойчивые 
к ципрофлоксацину (45,9%), гентамицину (38,4%) и 
доксициклину (37,8%). Почти все культуры (98,9%) 
сохраняли чувствительность к ампициллину, не было 
обнаружено штаммов, устойчивых к фосфомицину, 
ванкомицину и линезолиду (Рис.8).

Рис.8. Устойчивость энтерококков к отдельным АМП.

Устойчивость E. faecium к АМП была более выра-
женной. В отличие от Е. faecalis, все выделенные штам-
мы E. faecium оказались резистентными к ампицил-
лину, что связано с более высокой продукцией этим 
видом энтерококков ПСБ5 по сравнению с другими 
[1]. Среди E. faecium не было выявлено также культур, 
чувствительных к ципрофлоксацину. Большая часть 
штаммов (69,1%) была устойчива к гентамицину, при 
этом МИК к этому препарату составляла у 50,2% штам-
мов ≥128, что является показателем отсутствия при 
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лечении синергии аминогликозидов и гликопептидов. 
Более половины культур были резистентны к доксици-
клину (59,6%). Удельный вес изолятов, резистентных к 
фосфомицину и ванкомицину, был невысок (11,7% и 
10,6% соответственно). Наибольшую активность в от-
ношении E. faecium проявлял линезолид, к которому 
были чувствительны все изученные штаммы.

Отметим, что со времени появления в 1986 г. пер-
вого штамма E. faecium, устойчивого к ванкомицину, 
распространение ванкомицинрезистентных штаммов 
произошло повсеместно, при этом устойчивость к ван-
комицину гораздо чаще встречается среди E. faecium, 
чем среди E. faecalis. В Европе в среднем произошло 
крайне незначительное увеличение удельного веса та-
ких культур среди E. faecium с 2012 до 2015 г. (с 8,1% 
до 8,3%), однако по отдельным странам установлен 
большой разброс доли таких изолятов от полного их 
отсутствия (0%) до почти половины от числа выделен-
ных штаммов (45,8%) в Ирландии [22]. В целом значи-
тельное увеличение ванкомицинрезистентности среди 
E. faecium наблюдают в 12 странах Европы из 26. При 
сравнении удельного веса ванкомицинрезистентных 
E. faecium, выявленных в проведенном нами исследо-
вании, с данными по странам Европы выявили, что 
доля таких культур в многопрофильном стационаре 
(10,6%) соответствовала таковой в Германии (10,2%) и 
Италии (11,2%) [22].

У стафилококков определяли чувствительность 
к пятнадцати АМП: бензилпенициллину (Pn), окса-
циллину (Ox), тетрациклину (Тс), тигециклину (Tig), 
кларитромицину (Clr), клиндамицину (Clm), сульфа-
метоксазол / триметоприм (Ctri), ванкомицину (Van), 
линезолиду (Lin), ципрофлоксацину (Cip), моксиф-
локсацину (Mox), гентамицину (Gm), амикацину (Ak), 
рифампицину (Rif), фузидину (Fu). Большая часть 
культур S. aureus (86,7%) оказалась устойчива хотя бы 
к одному препарату. Чаще отмечали штаммы, устой-
чивые к пенициллину (83,2%). Доля метициллинрези-
стентных штаммов была небольшой и составила 11,5%. 
Отметим, что доля MRSA среди стафилококков за не-
сколько лет снизилась в стационаре более чем в 3 раза 
по сравнению с 2011-2012 гг. (36,0%), с чем, вероятно, 
связан низкий удельный вес культур, резистентных и к 
другим препаратам [12]. Так, к ципрофлоксацину были 
резистентны всего 12,4% культур S. aureus, к гентами-
цину – 8,8%, к моксифлоксацину − 10,3% и клиндами-
цину – 8,0%, кларитромицину – 3,5% (Рис. 9). 

Рис. 9. Устойчивость стафилококков к отдельным АМП.

Наибольшую активность в отношении золотистого 
стафилококка проявляли тетрациклин и рифампицин 

(по 1,7% устойчивых изолятов) и сульфаметоксазол 
/ триметоприм (0,7%). Не было выявлено штаммов, 
устойчивых к амикацину, фузидину, тигециклину, ли-
незолиду и ванкомицину. Аналогичные данные полу-
чены в исследовании МАРАФОН [9]. Динамика удель-
ного веса MRSA в стационарах России показывает, что 
доля последнего постепенно увеличивалась с 33,4% 
(2001-2002 гг.) до 54,4% (2006-2008 гг.) и 66,9% (2011-
2012 гг.), а затем резко снизилась до 24,9% (2013-2014 
гг.). В Европе удельный вес MRSA в целом снизился 
гораздо меньше − с 18,8%  (2012 г.) до 16,8% (2015 г.) и 
составлял в 2015 г. от 0 до 57,2% в разных странах, при 
этом его доля была меньше в северных и больше − в 
южных и юго-восточных странах [22]. В то же время 
в Европе увеличивается удельный вес MRSA, вызы-
вающих внебольничные заболевания, что служит по-
казателем проникновения и распространения госпи-
тальных клонов во внебольничных условиях [22]. В 
исследовании МАРАФОН так же, как в проведенном 
нами исследовании, не обнаружено культур S. aureus, 
устойчивых к фузидину, тигециклину, линезолиду и 
ванкомицину [9]. В Европе уже регистрируют штаммы 
S. aureus, устойчивые к линезолиду, при этом пока их 
удельный вес крайне незначителен (0,1%).

Устойчивость к АМП у S. epidermidis была гораздо 
более выраженной. Подавляющая их часть была устой-
чива хотя бы к одному антибиотику (96,1%). Удельный 
вес культур, устойчивых к отдельным АМП, был зна-
чительно выше, чем среди S. aureus. Почти все культу-
ры были устойчивы к пенициллину (98,1%), большин-
ство штаммов являлись метициллинрезистентными 
(91,3%). Чаще встречали изоляты, устойчивые к клари-
тромицину (80,6%), сульфаметоксазолу / триметопри-
му (70,0%), гентамицину (54,4%), фторхинолонам (ци-
профлоксацину – 53,4%, моксифлоксацину – 52,1%), 
клиндамицину (48,5%) и рифампицину (21,3%). Значи-
тельно меньшая часть штаммов оказалась устойчивой 
к тетрациклину (9,7%) и фузидину (7,8%). Наиболь-
шую активность в отношении S. epidermidis проявля-
ли амикацин (3,9% устойчивых штаммов), линезолид 
(2,9%), а также тигециклин и ванкомицин, к которым 
были чувствительны все изученные культуры.

Минимальные ингибирующие концентрации 
(МИК) АМП для стафилококков варьировали в широ-
ких интервалах от 0,06 до ≥128 мг/л. МИК50  и МИК90 

изученных АМП для штаммов S. aureus и S. epidermidis 
представлены в таблице 3.

Таблица 3
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Таким образом, основной проблемой для данного 
многопрофильного стационара являются грамотрица-
тельные возбудители гнойно-септических инфекций, 
прежде всего, клебсиеллы и НГОБ, устойчивые к боль-
шинству АМП разных групп, а также некоторые грам-
положительные кокки, преимущественно энтерокок-
ки. Полученные данные соответствуют общемировым 
тенденциям распространения антибиотикорезистент-
ности среди микроорганизмов, что признается ВОЗ 
глобальной проблемой, решение которой следует от-
носить к приоритетным задачам национальных систем 
здравоохранения [23].

ВЫВОДЫ
1. Структура возбудителей ГСИ в многопрофиль-

ном стационаре была крайне разнообразной с пре-
валированием грамотрицательных микроорганизмов 
(62,4%), преимущественно энтеробактерий (42,5%). 
Наиболее распространенными возбудителями ГСИ 
различной локализации в стационаре оказались K. 
pneumoniae (25,3%) и E. faecalis (12,3%). Удельный вес 
культур восьми видов возбудителей составил более 
трех четвертей выделенных бактерий (84,5%).

2. Среди штаммов восьми ведущих видов возбу-
дителей ГСИ в стационаре превалировали антибио-
тикорезистентные культуры (87,7%). Наибольшую 
активность в отношении грамположительных кокков 

проявляли ванкомицин (10,6% устойчивых культур E. 
faecium) и линезолид (2,9% резистентных штаммов S. 
epidermidis), в отношении стафилококков − еще и ами-
кацин (3,9% устойчивых изолятов S. epidermidis) и ти-
гециклин, к которому не было выявлено резистентных 
культур. Грамотрицательные бактерии, за исключени-
ем E. coli, характеризовались высоким уровнем устой-
чивости к большинству антимикробных препаратов. 
В отношении НГОБ проявляли высокую активность 
только полимиксин и колистин, в отношении клебси-
елл и эшерихий – фосфомицин, в отношении E. coli − 
еще и амикацин (3,3% устойчивых штаммов) и карба-
пенемы, особенно имипенем.

3. Распространение в стационаре штаммов микро-
организмов разных видов, устойчивых к карбапене-
мам, является опасным прогностическим признаком, 
свидетельствующим о значительном снижении эффек-
тивности препаратов этой группы в отношении забо-
леваний, вызываемых энтеробактериями.

4. Вариабельность устойчивости возбудителей вну-
трибольничных инфекций к антимикробным препа-
ратам на локальном уровне и появление опасных для 
распространения генов резистентности штаммов под-
тверждает необходимость проведения постоянного 
мониторинга антибиотикорезистентности микроорга-
низмов с анализом механизмов их устойчивости.
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Представлены результаты оценки вариабельности спектра 
гемолитической активности и пикового профиля масс-спектра 
40 изолятов Staphylococcus spp. в зависимости от наличия или от-
сутствия биопленкообразования. Выявлена статистически досто-
верная взаимосвязь роста продукции гемолизина α и снижения про-
дукции гемолизина δ Staphylococcus spp. при формировании биопленок. 
Статистически значимые различия в уровнях продукции пептидов с 
молекулярной массой 4302, 5302, 5525, 6680, 6886 Da позволяют диф-
ференцировать культуры, выделенные из биопленок от контроль-
ных культур, пассированных через простые питательные среды. 
Чувствительность и специфичность комбинированного метода для 
выявления биопленкообразования (культурального метода и MALDI-
TOF масс-спектрометрии) составили 70,0 и 81,0% соответственно.
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спектрометрия, биопленки, гемолизины, катетер-ассоциированные 
инфекции
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There are the results of the hemolytic activity and the mass spectrum peak 
profile variability estimation of 40 isolates of Staphylococcus spp. accordance 
with the presence or absence of biofilm formation. A statistically significant 
correlation was found between the growth of hemolysin production α and 
the decrease in hemolysin production δ Staphylococcus spp. during biofilms 
formation. Statistically significant differences in the levels of production of 
peptides with a molecular weight of 4302, 5302, 5525, 6680, 6886 Da allow 
to differentiate cultures isolated from biofilms from control cultures passed 
through simple nutrient media. The sensitivity and specificity of the culture 
method and MALDI-TOF mass spectrometry combination for detection of 
biofilm formation were 70.0 and 81.0%, respectively.
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ВВЕДЕНИЕ
Биопленкообразование – важный этап колони-

зации абиотических имплантатов и развития кате-
тер-ассоциированных инфекций кровотока (КАИК), 
характерное для Staphylococcus spp. [1]. С целью диф-
ференциальной диагностики КАИК и сепсиса другой 
локализации, как правило, проводят удаление кате-
тера и его микробиологическое исследование парал-
лельно с посевом крови из периферических сосудов 
на гемокультуру. Тем не менее, исследование катетера 
ассоциировано с объективными трудностями: его уда-
ление не всегда возможно в связи с тяжестью состо-
яния больного [2], забор материала связан с высоким 
риском обсеменения комменсалами кожных покровов, 
а Staphylococcus spp. являются одними из главных пред-
ставителей микробиоты кожных покровов. В рутин-
ной практике дифференциация КАИК от контамина-
ции основана на количественном определении уровня 
обсемененности катетера [3] или обнаружении био-
пленок в тонких срезах катетера с помощью люминес-
центной или электронной микроскопии [4]. Примене-
ние этих методов требует удаления катетера, а также 
использования технических инструментов, которые 
зачастую недоступны в рядовой микробиологической 
лаборатории. Также количественный посев катетера 
требует увеличения числа операций посева, что увели-
чивает риск контаминации образца [5]. Необходимы 
альтернативные методы, позволяющие дифференци-
ровать КАИК от сепсиса с другой локализацией без 
потребности удалять катетер.

Известно, что биопленкообразование у 
Staphylococcus spp. регулируется комплексом генетиче-
ских элементов: agr (accessory gene regulator, добавоч-
ный ген-регулятор) [6], icaABCD (intercellular adhesin, 
межклеточный адгезин), pia (peptide intercellular 
adhesin, белковый межклеточный адгезин) [7]. Ген agr, 
кодирует белок-регулятор, подавляющий экспрессию 
генов icaABCD и pia, что ингибирует биопленкообра-
зование [8]. Также выявлено, что ген-регулятор agr 
имеет близкие рамки считывания с комплексом генов, 
ответственных за синтез низкомолекулярных гемоли-
зинов Staphyloccoccus spp., в частности ген hld (синтез 
гемолизина δ), а в регуляцию работы генов вовлече-
ны фактор Sigma(B) (фактор оксидативного стресса) 
и пептид SAR049 (функция до конца неизвестна) [9]. 
Данные пептиды принимают участие в регуляции син-
теза клеточной стенки, а также ответственны за разви-
тие неспецифической резистентности к антимикроб-
ным препаратам, действующим на клеточную стенку 
Staphylococcus spp. [9].

Гемолитическая активность Staphylococcus spp. об-
условлена комплексом гемолизинов (α, β, γ и δ), ко-
торые имеют различное фенотипическое проявление 
при росте на питательных средах, содержащих эритро-
циты [10, 11]. Профиль продуцируемых гемолизинов 
различается в зависимости от условий, в которых на-
ходился микроорганизм, и отражает физиологическое 
состояние изолята в данный момент времени. Способ 
оценки профиля продуцируемых гемолизинов на се-
годняшний день описан, но не внедрен в лаборатор-
ную практику.

MALDI-TOF масс-спектрометрия позволяет обна-
руживать пики пептидов в диапазоне масс от 2 до 20 
kDa при использовании протокола идентификации 
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бактерий. Известно, что гемолизин δ, фактор Sigma(B) 
и пептид SAR049 имеют молекулярные массы 3005, 
6888 и 5525 Da соответственно, поэтому могут быть 
обнаружены при масс-спектрометрии [12-14]. Также 
фактор Sigma(B) имеет дериват, который имеет моле-
кулярную массу 6680 Da и может быть выявлен с по-
мощью масс-спектрометрии.

Таким образом, выявление низкомолекулярных 
регуляторных пептидов может быть полезным для 
дифференциальной диагностики КАИК и сокращения 
числа ненужных извлечений катетеров, а также спо-
собно упростить лабораторную диагностику септиче-
ских состояний, ускорить диагностику и уменьшить 
затраты на лечение пациентов [15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получали биопленки у 40 изолятов Staphylococcus 

spp. (20 − S. aureus и 20 − S. epidermidis) с помощью 
культивирования микроорганизмов в 1% сахарном бу-
льоне с погруженным в него стерильным участком по-
ливинилхлоридного катетера [16]. Наличие биопленок 
определяли с помощью люминесцентной микроско-
пии тонкого поперечного среза катетера, окрашенного 
аурамин-родамином. После инкубации в течение двух 
суток катетер извлекали, промывали в физиологиче-
ском растворе с использованием шейкера (3000 об/
мин, 1 минута). Полученную взвесь клеток осаждали 
центрифугированием (6000 об/мин, 1 минута), про-
изводили высев на колумбийский агар с эритроци-
тами барана для оценки гемолитической активности. 
Параллельно проводили пассирование культур этих 
изолятов через простые питательные среды (мясо-
пептонный агар) и определяли у них гемолитическую 
активность. Спектр гемолизинов оценивали культу-
ральным методом у свежих культур микроорганизмов, 
а также после образования биопленок. Фенотипиче-
скими проявлениями продукции гемолизина считали 
наличие полного гемолиза (гемолизин α), поверхност-
ного гемолиза (гемолизин β), положительного «теста 
бабочки» (CAMP) с контрольным штаммом S. aureus 
ATCC®25923 (гемолизин δ) ().

Рис. 1. Выявление гемолизинов Staphylococcus spp. 
культуральным методом: А − результат тестирования 

контрольных культур; В − результат тестирования 
культур из биопленок. 1 − продуцент альфа-гемолизина, 

2 − продуцент бета-гемолизина, 3 − продуцент дельта-
гемолизина.

Оценку активности продукции гемолизинов осу-
ществляли полуколичественным методом (Таблица 1). 
Результаты записывали в числовом формате, сравни-
вали средние в полученных группах.

Таблица 1

Staphylococcus

Проводили MALDI-TOF масс-спектрометрию све-
жих чистых культур, а также культур, полученных из 
биопленок, выращенных на мясо-пептонном агаре 
в течение 24 часов. Экстракцию белков выполняли 
на мишени с помощью 40% муравьиной кислоты (1,5 
мкл). Мишень высушивали на воздухе, добавляли 
α-циано-4-гидроксикоричную кислоту и просушивали 
на воздухе. Масс-спектры собирали с использованием 
линейного протокола в режиме TOF с частотой лазе-
ра 20 Hz и оценкой в диапазоне масс от 2000 до 20000 
Da. Вольтаж на ускорении составил 20 kV, вольтаж IS2 
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− 18,6 kV. Для каждого суммарного спектра собирали 
данные 200 отдельных спектров, собранных со всей 
площади мишени [17]. 

Использовали статистический пакет 
«MaldiQuantForeigh» программы R.3.3.2 для извлече-
ния значений интенсивности пиков масс-спектров. 
Осуществили перевод файлов *.mzXML в формат *.txt 
для дальнейшей статистической обработки [18]. При-
меняли протокол Savitzky-Golay для сглаживания, 
пики определяли с помощью статистически-зависи-
мого нелинейного перекрестного алгоритма выявле-
ния пиков (Statistics-sensitive Non-linear Iterative Peak 
clipping algorithm, SNIP) [19], удаление линии осно-
вания масс-спектра не проводили. Шумы исключали 
методом «Friedman’s Super Smoother», включенного в 
пакет R 3.3.2 «MaldiQuantForeign».

Статистический анализ осуществляли с помощью 
программы R 3.3.2. Различия в продукции гемолизи-
нов культурами Staphylococcus spp. оценили в различ-
ном функциональном состоянии методом Хи-квадрат. 
Проведена группировка изолятов по спектру гемоли-
тической активности. Оценена чувствительность и 
специфичность дифференцировки по фенотипиче-
ским признакам культур микроорганизмов, выделен-
ных непосредственно из биопленок, и культур, пас-
сированных через неселективные питательные среды. 
Попарное сравнение масс-спектров, полученных из 
культур микроорганизмов, выполняли в стадии био-
пленкообразования и после пассажа на простых пита-
тельных средах. Сравнивали масс-спектры и отбирали 
пики с наибольшими различиями в интенсивности 
между сравниваемыми группами. Выбранные пики 
включали в модель иерархического кластерного ана-
лиза. Формирование модели осуществляли с последо-
вательным исключением пиков до получения наиболее 
простого и эффективного подхода к дифференциров-
ке. Оценили чувствительность и специфичность кла-
стеризации по выявленным различиям в масс-спектре 
для дифференцировки культур на биопленкообразую-
щие и небиопленкообразующие.

Применяли иерархический кластерный анализ 
методом Уорда с подсчетом Евклидового расстояния: 
относительную независимость деления на группы рас-
считывали с помощью метода интенсивного использо-
вания ЭВМ (программный пакет «pvclust» программы 
R 3.3.2, количество повторов 1000, альфа более 0,95) 
[20].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Среди 40 исследованных изолятов Staphylococcus 

spp., пассированных через простые питательные сре-
ды, выявлено 13 изолятов, синтезирующих гемолизин 
α, 12 изолятов – продуцентов гемолизина β, 19 изо-
лятов, синтезировавших гемолизин δ. После образо-
вания биопленок культурами этих микроорганизмов 
количество продуцентов α, β и δ гемолизинов измени-
лось: 24, 15 и 1 соответственно.

При сравнении фенотипа культур, находящихся в 
разном функциональном состоянии, установили, что 
при образовании биопленок продукция гемолизи-
на α статистически значимо возрастала (Хи-квадрат, 
p=0,002), продукция гемолизина β культурой также 
возрастала (Хи-квадрат, p=0,003), в то время как про-
дукция гемолизина δ в статистически значимо сни-

жалась (Хи-квадрат, p<0,0001). Средние значения экс-
прессии и стандартное отклонение показателей в груп-
пах изолятов приведены ниже (табл. 2).

Таблица 2

Staphylococcu

С помощью иерархического кластерного анализа 
выявили статистически достоверное деление куль-
тур Staphylococcus spp. на семь достоверно различных 
групп: значение альфа относительной независимости 
более 0,95 (рис. 2).

Оцененная чувствительность метода обнаружения 
культур, полученных из биопленок, составила 97,5%, в 
то время как специфичность − 47,5%.

На основании сравнения масс-спектров отмеча-
ли, что наибольшие изменения интенсивностей, в за-
висимости от условий культивирования, для S. aureus 
выявлены для пиков: 3005, 3240, 3782, 4305, 5031, 5302, 
5525, 5662, 6840, 6886, 7565 Da (интенсивность выше 
при биопленкообразовании); 3339, 4290, 5112, 5250, 
5338, 6393, 6680 Da (интенсивность выше при культи-
вировании на простых средах). Для S. epidermidis мы 
выявили изменения пиков 2762, 3005, 3232, 3875, 3957, 
4305, 4689, 4784, 4917, 5525, 5662, 5821, 5839, 6469, 6894, 
7565, 7939, 8342, 9716 Da (интенсивность выше при 
биопленкообразовании); 2650, 3339, 5112, 5302, 5338, 
6574, 6680, 6923 Da (интенсивность выше при культи-
вировании на простых средах). 

Использовали общий набор пиков для проведе-
ния иерархического кластерного анализа, статистиче-
ски достоверно разделили S. aureus и S. epidermidis на 
два биотипа (Рис. 3). Деление биопленкообразующих 
культур и контрольных образцов, пассированных на 
простых питательных средах, было статистически до-
стоверным (Хи-квадрат, p<0,001). Чувствительность 
метода выявления культур, полученных из биопленок, 
составила 67,5%, специфичность 75,0%.
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Для дифференцировки биопленкообразующих 
изолятов от контрольных образцов применяли со-
четание культурального метода и MALDI-TOF-масс-
спектрометрии. Исследуемые изоляты Staphylococcus 
spp. вначале разделили по спектру гемолитиче-
ской активности. Оценили масс-спектры изолятов 
Staphylococcus spp., не обладавших экспрессией гемоли-
зина δ, для их дифференцировки. Разделили получен-
ную выборку на две группы, статистически достовер-
но различающиеся по своей структуре (Хи-квадрат, 
p<0,001). Чувствительность комбинированного метода 
составила 70,0%, специфичность – 81,0% (табл. 3).

Таблица 3. 

Staphylococcu

28 8

12 32

ОБСУЖДЕНИЕ
Использование MALDI-TOF масс-спектрометрии 

выявляло культуры, полученные из биопленок, с боль-
шей специфичностью, нежели применение фенотипи-
ческого теста для выявления δ-токсина, но обладало 
меньшей чувствительностью.

Изоляты, первично синтезировавшие гемоли-
зин δ, обладали hld геном, который входит в со-
став agr-комплекса, ответственного за кворум-сен-
синг и репрессию синтеза факторов вирулентности 
Staphylococcus spp. [8]. В процессе образования био-
пленок мы выявили модификационную изменчивость, 
присущую этим изолятам: образовавшие биопленки 
изоляты не проявляли активности в продукции гемо-
лизина δ (Хи-квадрат, p=0,03). Только один из 40 ис-
следованных изолятов характеризовался секрецией 
гемолизина δ при образовании биопленки, хотя из-
начально не было выявлено секреции данного гемо-
лизина у пассированной через простые питательные 
среды культуры. Мы не установили статистически 
значимых различий в уровне продукции гемолизинов 
α и β. Поэтому гемолизины α и β они не могут быть ис-
пользованы в качестве основы модели для выявления 
биопленкообразования культуральными методами. 
Изменения синтеза гемолизина δ носят более пред-

сказуемый характер, поэтому их можно применять в 
качестве маркеров биопленкообразования. Вследствие 
того, что до 50% изолятов Staphylococcus spp. не обла-
дают agr-комплексом, совмещенным с hld-геном [14], 
метод выявления биопленкообразующих изолятов по 
культуральным признакам является низкоспецифич-
ным, но высокочувствительным.

MALDI-TOF-масс-спектрометрия позволяет выяв-
лять биопленкообразующие изоляты, но чувствитель-
ность метода оказалась ниже по сравнению с культу-
ральным. Это объясняется высокой вариативностью 
пиков масс-спектра в диапазоне от 2000 до 4000 Da 
из-за избытка низкомолекулярных соединений, в осо-
бенности компонентов биопленок. Вследствие этого 
пик 3005 Da, характерный для гемолизина δ, мог не 
определяться. Наибольшим значением для выявления 
культур, полученных из биопленок, методом MALDI-
TOF масс-спектрометрии обладали пики 5525, 6680, 
6886 Da, отражавшие степень продукции фактора 
Sigma(B) и SAR049. Описанные пики характерны для 
Staphylococcus spp., поэтому дифференциация может 
быть проведена только на основании сравнения их 
интенсивностей. Конститутивность этих пиков повы-
шает чувствительность метода, но требует строгого 
соблюдения протоколов экстракции белка и условий 
проведения масс-спектрометрии.

Таким образом, наличие экспрессии гена agr может 
быть определено фенотипически и с помощью MALDI-
TOF масс-спектрометрии. Определение активности 
данного комплекса генов позволит обнаруживать 
биопленкообразующие изоляты при исследовании 
выделенной из периферической крови планктонной 
фазы. Культуральный метод выявления спектра ге-
молитической активности может быть рекомендован 
для скрининга биопленкообразующей активности 
Staphylococus spp. ввиду высокой специфичности, а 
метод MALDI-TOF масс-спектрометрии – в качестве 
подтверждающего теста в комбинации с культураль-
ным. Предложенный подход оценки способности к 
биопленкообразованию у Staphylococcus spp. совмест-
но с высокоэффективным культивированием позво-
лит сократить дополнительные (избыточные) изъятия 
катетеров, улучшит дифференциальную диагностику 
септических состояний.

Работа выполнена при поддержке Гранта РФФИ № 
16-54-53109.
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С 13 по 17 октября 2017 г. в Женеве (Швейцария) 
состоялся очередной 26 Конгресс Европейской Ака-
демии Дерматовенерологии (EADV). Год проведения 
Конгресса явился знаменательным для всех европей-
ских дерматологов, так как в 2017 г. исполнилось 30 
лет со дня основания EADV. Инициатива создания от-
дельной организации для дерматовенерологов возник-
ла в недрах Европейского Союза Медицинских Спе-
циалистов (Union European des Medici us Specialistes 
− UEMS). Данная структура была основана в 1958 г. 
представителями шести европейских стран (Франции, 
Бельгии, Нидерландов, Люксембурга, Западной Герма-
нии и Италии), впоследствии к ним присоединился 
еще ряд стран Европы. В составе UEMS имелась моно-
секция дерматовенерологов, где и возникла инициа-
тива создания EADV. Официально Европейская Ака-
демия Дерматовенерологии возникла 3 октября 1987 г. 
в Люксембурге. В этот момент в ее составе насчиты-
вался 21 член. Первым президентом EADV был про-
фессор Emiliano Panconesi (Италия), именно поэтому 
местом проведения I Конгресса EADV стала Флорен-
ция (сентябрь 1989 г.). В настоящее время EADV пре-
терпела значительные качественные и количественные 
изменения: на 2017 год в ее состав входило более чем 
5500 человек, и в Европе она является самой значи-
тельной профессиональной организацией дермато-
венерологов. В мире EADV уступает (по количеству 
зарегистрированных членов) только Американской 
Академии Дерматологии (ААD). Действующим Пре-
зидентом EADV является профессор Luca Borradori 
(Швейцария) (Фото 1).

* Контактное лицо: Медведева Татьяна Владимировна, 

e-mail: medvedeva43@mail.ru

Фото 1. Президент EADV профессор Luca Borradori.

Женева (Фото 2) не случайно была выбрана для 
проведения XXVI конгресса EADV, так как этот го-
род традиционно является сосредоточением многих 
международных организаций (ООН, Международный 
центр ядерных исследований, Международная органи-
зация Красного креста и т.д.).

Согласно установившейся традиции, круг рассма-
триваемых на XXVI Конгрессе как практических, так и 
научных проблем был чрезвычайно широк.

Фото 2. Фонтан – символ Женевы.

Вопросы диагностики и эффективной терапии 
дерматомикозов всегда входят в программу Конгрес-
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сов EADV, прошедший XXVI Конгресс не составил 
исключения. На заседании Европейского Общества 
Заболеваний Ногтей (ENS – European Nail Society), как 
правило, всегда рассматриваются вопросы, связанные 
либо со сложностями дифференциальной диагности-
ки, либо – с перспективными диагностическими ме-
тодиками и подходами к лечению онихомикозов. На 
этот раз с обширным докладом, посвященным неси-
стемной терапии онихомикозов, выступила Президент 
ENS M.B. Piracсini. Ею был определен круг пациентов, 
которые нуждаются именно в несистемной терапии 
данного заболевания: это, как правило, лица пожилого 
возраста, страдающие множественными сопутствую-
щими заболеваниями и получающие массивную тера-
пию по этому поводу. Большое внимание было уделено 
физическим методам лечения онихомикозов: лазе-
ротерапии, ионофорезу, фотодинамической терапии, 
использованию ионизированной плазмы. Докладчи-
ком было отмечено, что к проведению лазеротерапии 
нужно относиться чрезвычайно внимательно, т.к. ме-
тодики не являются стандартизированными. С особой 
осторожностью необходимо подходить к проводимой 
лазеротерапии у пациентов с сопутствующим сахар-
ным диабетом. В сообщении был приведен анализ 
применения различных типов лазеров при лечении 
онихомикозов, а также сочетанного использования 
лазеротерапии с топическими антифунгальными сред-
ствами. Об интересе к проблеме заболеваний аппарата 
ногтя свидетельствуют статистические данные, приве-
денные в докладе доктора M. Pasch: за период с 2016 
по 2017 гг. было поведено 48 клинических исследова-
ний, посвященных заболеваниям ногтевых пластинок 
(учитывали как контролируемые, сравнительные, так 
и неконтролируемые исследования), из них 27 работ 
касались онихомикозов и псориаза.

Помимо заседания ENS, вопросы патологии ногте-
вых пластинок были проанализированы еще на двух 
отдельных симпозиумах. Все представленные там до-
клады вызвали интерес у аудитории: сообщение по 
онихомикозам (доктор M. Starace), опухолям аппара-
та ногтя (доктор L. Plusje), псориазу ногтей (профес-
сор E. Haneke), лечению онихомикозов (профессор B. 
Sigurgeirsson). Последним, помимо общего обзора по 
проблеме, были рассмотрены приоритеты в отноше-
нии системных антифунгальных препаратов.

Вопросы эпидемиологии, диагностики и эффектив-
ного лечения других микотических инфекций были 
представлены на заседаниях Конгресса, связанных с 
инфекциями кожи и ее придатков. Так, с сообщением 
о микозах волосистой части головы у детей выступи-
ла доктор D.M. Saunter. В своем докладе она затронула 
проблему новых методов диагностики (PCR, MALDI-
TOF), был сделан краткий обзор по эпидемиологии и 
системной терапии данной группы заболеваний. Осо-
бый интерес представляла информация о возможно-
сти применения системных антифунгальных препа-
ратов у детей младше 2-х лет. Проблеме микотических 
инфекций у иммунокомпрометированных пациентов 
было посвящено сообщение доктора M. Ramos-e-Silva. 
Чрезвычайно актуальная проблема лечения кандидо-
за была затронута M. Dolenc-Voljc (Словения), особое 
внимание было уделено новым топическим средствам 
для лечения кандидоза – эберконазолу, ломоконазолу, 
NND-502 (аналог наноконазола и рилопироксу). 

Следующий, XXVII Конгресс EADV, должен состо-
яться осенью 2018 года в Париже (Франция).
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