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Цель работы – предварительная оценка распространенности 

тяжелых и хронических микотических заболеваний в Республике 
Узбекистан с помощью модели, предложенной организацией LIFE 
(Leading International Fungal Education). Расчет проводили по состоя-
нию на 2014 г. Были изучены опубликованные результаты исследова-
ний микозов в Узбекистане, при отсутствии официальных данных 
учитывали сведения из научной литературы о частоте микозов у 
конкретных групп риска развития грибковых инфекций. Согласно 
проведенным расчетам, количество больных с тяжелыми и хрони-
ческими микотическими заболеваниями составило 535640 человек, 
острых микотических заболеваний – 12351 случаев, хронических  – 
523289. С наибольшей частотой выявляли хронический рецидивиру-
ющий кандидозный вульвовагинит (513600 случаев), трихофитию 
волосистой части головы (6414) и рецидивирующий кандидоз по-
лости рта (4950). По результатам исследования установили зна-
чительную распространенность микозов в Республике Узбекистан, 
что обусловливает необходимость более глубокого изучения их эпи-
демиологических и клинических особенностей и совершенствование 
мер профилактики.

Ключевые слова: LIFE PROGRAM, микозы, микотические забо-
левания, Республика Узбекистан
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Our work was aimed at preliminary estimation of severe and chronic 
mycotic diseases in Republic of Uzbekistan by dint of a model proposed by 
LIFE (Leading international fungal education) organization. Calculation 
was carried out on conditions of 2014. Published results of studying mycoses 
in Uzbekistan were investigated, in absence of official data information 
from scientific literature about frequency of mycoses in concrete groups of 
risk development of fungal infections were taken into account.  According 
accounts performed a number of patients with severe and chronic mycotic 
diseases formed 535640 people. There were 12 351 cases of acute mycotic 
diseases, and chronic – 523389.  The most frequency was revealed in chronic 
recurrent candidal vulvovaginitis (513600 cases), scalp trichophytosis 
(6414) and relapsed oral candidоsis (4950).  Results of investigation indicate 
significant prevalence of mycoses in the Republic of Uzbekistan that causes a 
necessity of a deeper research of their epidemiologic and clinical peculiarities 
and perfection of preventive measures.

Key words: LIFE PROGRAM, mycoses, mycotic diseases, Republic 
of Uzbekistan

Введение
В последние годы актуальность микозов во всем 

мире неуклонно растет. Быстрыми темпами возрас-
тают как их частота, так и обусловленная ими леталь-
ность [1-5]. Вместе с тем, распространенность различ-
ных вариантов микотических поражений, их эпидеми-
ологические особенности остаются малоизученными. 
С целью международной координации исследований 
в этом направлении была создана специализирован-
ная организация LIFE (Leading International Fungal 
Education) [6]. С помощью предложенной ею методи-
ки определяют предварительные эпидемиологические 
показатели для микозов во многих странах мира. Мы 
также попытались использовать данную модель расче-
та для оценки распространенности микозов в Респу-
блике Узбекистан.

Цель данной работы – предварительная оценка рас-
пространенности тяжелых и хронических микотиче-
ских заболеваний в Республике Узбекистан с помощью 
модели LIFE PROGRAM.

Материалы и методы
Расчет по методике LIFE проводили по показателям 

2014 г. Были изучены опубликованные результаты ис-
следований микозов в Узбекистане. Если официальных 
данных не существовало, то определяли размеры кон-
кретных групп риска развития грибковых инфекций, а 
затем для оценки национальной распространенности 
и заболеваемости использовали данные из научной 
литературы о частоте микозов у этих групп больных. 
Кроме того, ориентировались на методические подхо-
ды, использованные при аналогичной оценке микозов 
в Российской Федерации (РФ) [3]. Статистические дан-
ные о численности и составе населения Узбекистана 
получали из органов государственной статистики [7, 
8].

При оценке заболеваемости микозами волосистой 
части головы основывались на данных Республикан-
ского специализированного научно-практического 
медицинского центра дерматологии и венерологии 
(РСНПМЦ).

Число женщин репродуктивного возраста в Узбе-
кистане в 2014 г. составило 8,56 млн. чел. [7]. Количе-
ство больных хроническим рецидивирующим канди-
дозным вульвовагинитом рассчитывали по данным 
международных эпидемиологических исследований, 
согласно которым это заболевание возникает у 6% 
женщин [3].

Сведения о количестве пациентов с ВИЧ/СПИД 
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в Узбекистане получили из отчета Республиканского 
центра по борьбе со СПИДом [9]. По данным научной 
литературы [3], орофарингеальный кандидоз выявля-
ют у 90% ВИЧ-инфицированных больных, кандидоз-
ный эзофагит – у 20% [6].

По результатам исследований Климко Н.Н. с соав-
торами (2014), частота кандемии и кандидозного пери-
тонита составляет 0,37 на 1000 госпитализированных 
в стационар больных [3]. Сведения об общем количе-
стве госпитализированных лиц в 2014 г. получили из 
органов государственной статистики [8]. 

При оценке гематологических заболеваний ориен-
тировались на данные научно-исследовательского ин-
ститута гематологии и переливания крови (НИИГиПК) 
МЗ Республики Узбекистан. Риск развития инвазивно-
го аспергиллеза (ИА) у больных с гематологическими 
заболеваниями определяли по методике Климко Н.Н. 
с соавт. (2014) [3]. 

Частоту развития мукороза в общей популяции 
рассчитывали, используя данные о распространенно-
сти острого миелоидного лейкоза НИИГиПК МЗ РУз.

Сведения о заболеваемости туберкулезом полу-
чали из отчетов органов государственной статистики 
[8] и документов ВОЗ [10]. Расчет возможных случаев 
хронического аспергиллеза легких (ХАЛ) проводили 
по формуле, предложенной Denning D.W. и соавт. [3, 
11]. Количество ежегодно возникающих случаев ту-
беркулеза легких с наличием полостей (≈ 12% от обще-
го количества) х риск развития ХАЛ (22%) + число воз-
никающих случаев туберкулеза без наличия полостей 
(≈ 88% от общей заболеваемости) х риск возникнове-
ния ХАЛ у этих пациентов (2%). 

Предполагаемое число пациентов с аллергическим 
бронхолегочным аспергиллезом (АБЛА) определяли 
по формуле, предложенной Denning D.W. и соавт.: 2,5% 
количества больных бронхиальной астмой (БА) + 15% 
взрослых больных муковисцидозом [12]. Число паци-
ентов с БА получали из отчетов органов государствен-
ной статистики [8]. Для оценки больных тяжелой БА 
с микогенной сенсибилизацией (БАМС) учитывали, 
что 10% пациентов с БА имеют тяжелое течение, из 
них 33% – микогенную сенсибилизацию [13]. Данные о 
заболеваемости муковисцидозом получали расчетным 
путем, исходя из данных научной литературы. При 
этом учитывали, что количество взрослых пациентов 
составляет примерно 21% от всех больных муковисци-
дозом [3, 14].

Для расчета уровня заболеваемости криптококко-
вым менингитом использовали данные Климко Н.Н. 
с соавт. (2014), согласно которым криптококковый 
менингоэнцефалит развивается у 0,44 больных с ВИЧ-
инфекцией [3]. 

Число случаев пневмоцистной пневмонии опреде-
ляли, основываясь на рекомендациях LIFE. По данным 
этой организации, заболевание развивается у 60% па-
циентов с ВИЧ, получающих антиретровирусную те-
рапию [6]. 

Результаты и обсуждение
Население Республики Узбекистан в 2014 г. состав-

ляло 30759,2 тысяч человек: взрослых – 65,3%, женщин 
– 50,1%  [8]. Полученные результаты по количествен-
ной оценке микотических заболеваний в республике 
представлены в таблице.

Таблица
Микотические заболевания в Республике Узбекистан 

(заболеваемость и распространенность по данным за 2014 г.)

Микотические заболевания
Заболева-
емость на 

100000 чел.
Распростра-

ненность

Острые

Инвазивный аспергиллез 4,80 1477
Инвазивный кандидоз 5,93 1825
Криптококковый менингит 0,21 65
Мукороз 0,08 27
Пневмоцистная пневмония 5,37 1650
Микроспория волосистой части 
головы 2,90 893

Трихофития волосистой части 
головы 20,85 6414

12351

Хронические

Хронический рецидивирующий 
кандидозный вульвовагинит 3339 513600

Рецидивирующий кандидоз по-
лости рта 16,09 4950

Рецидивирующий кандидоз 
пищевода 6,72 2066

Хронический аспергиллез легких 2,10 647
Аллергический бронхолегочный 
аспергиллез 2,86 879

Бронхиальная астма с микогенной 
сенсибилизацией 3,73 1147

523289
Всего: 535640

Микозы волосистой части головы
По данным РСНПМЦ, общее количество больных 

с микроспорией волосистой части головы в 2014 г. со-
ставило 893 человека, с трихофитией аналогичной ло-
кализации – 6414; заболеваемость из расчета на 100 000 
чел. населения –2,90 и 20,85 больных соответственно. 
Аналогичные данные по РФ – 40,8 и 1,8 больных со-
ответственно [8]. При сравнении показателей можно 
отметить не только существенные различия, но и раз-
нонаправленность: если в Узбекистане чаще выявляют 
трихофитию, то в РФ – микроспорию.

Кандидоз слизистых оболочек
Хронический рецидивирующий кандидозный 

вульвовагинит (ХРКВ) – наиболее распространенное 
микотическое заболевание у женщин. Его особенно-
стью являются весьма частые рецидивы [3]. Число 
женщин репродуктивного возраста в Узбекистане в 
2014 г. – 8,56 млн. человек [9]. По данным международ-
ных эпидемиологических исследований, ХРКВ возни-
кает у 6% женщин [6]. Отсюда, количество женщин с 
этим заболеванием составило 513600 человек, или 3339 
случай на 100 000 населения. Эти данные сравнимы с 
соответствующими показателями в РФ (2900/100 000) 
[3].

В 2014 г. в Узбекистане зарегистрировано 30315 
пациентов с ВИЧ/СПИД [9] (99,41 чел. на 100 000 на-
селения). Соответственно, число больных ВИЧ с оро-
фарингеальным кандидозом составило 4950 чел. (16,09 
случаев на 100 000 населения), с кандидозным эзофа-
гитом  – 2066 чел.  (6,72). Представленные показатели 
заболеваемости примерно в два раза ниже аналогич-
ных показателей РФ (42, 4 и 9,42 соответственно) [3].

Инвазивный кандидоз
Общее количество пациентов в стационарах Узбе-

кистана в 2014 г. составило 4932249 чел. [8], из них с 
инвазивным кандидозом – 1825 чел. (5,93 случаев на 
100 000 населения). Эти данные ниже аналогичного по-
казателя РФ (8,29/100 000 населения) и соответствуют 
среднеевропейским показателям [3]. 
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Аспергиллез органов дыхания
Гематологические заболевания, в частности, острый 

миелоидный лейкоз (ОМЛ), являются важным факто-
ром риска развития инвазивного аспергиллеза (ИА). 
По среднеевропейским показателям, риск возникнове-
ния ИА у этой категории пациентов равен примерно 
10% [3]. По данным НИИГиПК, в республике в 2014 г. 
насчитывали 189 больных с ОМЛ, и, по крайней мере, 
у 19 из них был ИА. Учитывая то, что в анализируемом 
году в стране практически не проводили трансплан-
тации органов, общее количество случаев ИА рассчи-
тывали по редуцированной формуле, предложенной 
Denning D.W.: 10% от количества больных острым ми-
елоидным лейкозом + такое же количество больных 
без острого миелоидного лейкоза + 1,3% от количества 
пациентов с хронической обструктивной болезнью 
легких (ХОБЛ), госпитализированных в стационар 
[3, 11]. В оценке частоты ХОБЛ ориентировались на 
статистические данные [8] и работы отечественных 
авторов [15]. В итоге получили 1477 больных ИА (4,80 
случаев на 100 000 населения). Этот показатель более 
чем в два раза превышает данные по РФ (2,27/100000 
населения) [3].

Хроническим аспергиллезом легких (ХАЛ) обыч-
но поражаются больные, страдающие хроническими 
легочными заболеваниями (туберкулезом, саркоидо-
зом, ХОБЛ, муковисцидозом). Общая заболеваемость 
туберкулезом в Узбекистане в 2014 г. составила 14702 
чел. (47,8 /100 000) [8]. Расчет возможных случаев хро-
нического аспергиллеза легких (ХАЛ) проводили по 
формуле, предложенной Denning D.W. и соавт. [11], в 
результате получили 647 больных с ХАЛ (2,10 случая 
на 100 000 населения). В РФ данный показатель был 
значительно выше (126,12 случая на 100 000 населения) 
[3].

Мукороз
Частоту мукороза в Узбекистане в 2014 г. рассчи-

тывали, используя данные НИИГиПК о заболеваемо-
сти  ОМЛ. При этом ориентировались на сведения о 
том, что частота мукороза у больных с ОМЛ состав-
ляет 3,6% [3]. Учитывая то, что в Узбекистане в 2014 г. 
выявлено 189 случаев ОМЛ, 3,6% от этого количества 
составило 7 случаев мукороза. Но, по данным Климко 
Н.Н. с соавт. [3], ОМЛ является фактором риска разви-
тия мукороза лишь в 25% случаев, в результате общее 
количество больных мукорозом составило 27 человек 
(0,08/10000).

Аллергический бронхолегочный аспергиллез
При расчете частоты АБЛА учитывали следующие 

исходные данные: количество больных с бронхиаль-
ной астмой в 2014 г. составило 34758 чел., с муковисци-
дозом – 308 чел., из них 65 взрослых. В итоге выявили 
879 пациентов с АБЛА (2,86/100 000), больных БАМС 
– 1147 чел. (3,73/100 000). Показатели заболеваемости 

АБЛА и БАМС оказались значительно были ниже та-
ковых по РФ (122,52 и 161,65 на 100 000 населения, со-
ответственно) [3].

Пневмоцистная пневмония и криптококковый 
менингит

Пневмоцистная пневмония и криптококковый ме-
нингит – одни из основных оппортунистических ин-
фекций у пациентов с ВИЧ-инфекцией. В Узбекиста-
не, по нашим расчетам, в 2014 г. было 1650 больных 
пневмоцистной пневмонией, заболеваемость состави-
ла 5,37 случая на 100 000 населения, что сопоставимо 
с аналогичной заболеваемостью в РФ (5,65 случаев на 
100 000 населения) [3]. Общая заболеваемость крипто-
кокковым менингоэнцефалитом в Узбекистане в 2014 
г. составила 65 случаев (0,21/100 000). В России уровень 
заболеваемости данным микозом оказался идентич-
ным (0,21/100 000) [3].

Высокие показатели заболеваемости пневмоцист-
ной пневмонией и криптококковым менингитом в Уз-
бекистане, как и РФ, безусловно, связаны с достаточно 
большим количеством больных ВИЧ-инфекцией. Не-
смотря на внедрение в лечебную практику антиретро-
вирусной терапии, число пациентов, выявляемых на 
поздних стадиях болезни с тяжелыми вторичными по-
ражениями, продолжает расти [3].  

Это первое подобное исследование в республике, 
где показано, что микозы в Узбекистане, как и во мно-
гих других странах, включая РФ, весьма распростране-
ны. При этом необходимо уточнить, что мы оценивали 
не все микотические заболевания, а только те, которые 
охватываются использованной единой моделью иссле-
дования LIFE. Это важно для последующего сравнения 
полученных результатов с данными по другим стра-
нам. Представленные результаты – предварительные и 
в последующем, по мере интенсификации эпидемиоло-
гических исследований, несомненно, будут уточнены и 
дополнены.

Выводы
1. Согласно проведенным расчетам, в 2014 г. в Ре-

спублике Узбекистан количество больных с тяжелыми 
и хроническими микотическими заболеваниями со-
ставило 535 640 человек.

2. Острых микотических заболеваний насчитывали 
12351 случаев, хронических – 523289. С наибольшей 
частотой выявляли хронический рецидивирующий 
кандидозный вульвовагинит ((513600 случаев), трихо-
фитию волосистой части головы (6414)   и рецидивиру-
ющий кандидоз полости рта (4950).

3. По результатам исследования установили значи-
тельную распространенность микозов в Республике 
Узбекистан, что обусловливает необходимость более 
глубокого изучения их эпидемиологических и клини-
ческих особенностей и совершенствование мер про-
филактики.

Цитированная литература
1.	  Борзова Ю.В., Богомолова Т.С. Инвазивные микозы в Санкт-Петербурге// Инфекция и иммунитет. – 2012. – Т. 2, №1. 

– С. 355. 
2.	 Васильева Н.В., Н.Н. Климко Н.Н., Цинзерлинг В.А. Диагностика и лечение инвазивных микозов: современные реко-

мендации// Вестник СПбМАПО. – 2010. – №4. – С. 5-18.
3.	  Климко Н.Н., Козлова Я.И., Хостелиди С.Н. и др. Распространенность тяжелых и хронических микотических заболе-

ваний в Российской Федерации по модели LIFE PROGRAM// Проблемы медицинской микологии. – 2014. – Т. 16, №1. 
– С. 3-8.

4.	 Тилавбердиев Ш.А., Мавлянова Ш.З. Микозы и ВИЧ-инфекция// Мед. журнал Узбекистана. – 2015. – №5. – С. 67-71.



6

ПРОБЛЕМЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИИ, 2016, Т.18, №3

5.	 Brown G.D., Denning D.W., Gow N.A., et al.  Hidden killers: human fungal infections // Sci. Transl. Med. – 2012. – Vol. 19, №4 
(165). – P. 165rv13.

6.	 LIFE (Leading international fungal education). Официальный сайт организации – www.LIFE-worldwide.org
7.	 Аналитическая справка по основным демографическим показателям. https://www.minzdrav.uz/news/detail.

php?ID=36535
8.	  Статистические материалы о деятельности учреждений здравоохранения Республики Узбекистан в 2014 году. – 

Ташкент, 2015. – 296 с.
9.	 Национальный доклад о ходе выполнения декларации о приверженности делу борьбы с ВИЧ/СПИД специальной сес-

сии генеральной ассамблеи ООН. Республика Узбекистан. Отчетный период: январь – декабрь 2014. – Ташкент, 2015. 
– 24 с.

10.	 Узбекистан: профиль страны по туберкулезу. ВОЗ. https://extranet.who.int/sree/Reports?op=Replet&name=/WHO_HQ_
Reports/G2/PROD/EXT/TBCountryProfile&ISO2=UZ&outtype=html&LAN=RU

11.	 Denning D.W., Pleuvry A., Cole D.C. Global burden of chronic pulmonary aspergillosis as a sequel to pulmonary tuberculosis // 
Bull World Health Organ. – 2011. – Vol. 1, №89(12). – P. 864-72.

12.	 Denning D.W., Pleuvry A., Cole D.C. Global burden of allergic bronchopulmonary aspergillosis with asthma and its complication 
chronic pulmonary aspergillosis in adults // Med. Mycol. – 2012. – Vol. 4. – P. 1-10.

13.	 Denning D.W., O’Driscoll B.R., Hogaboam C.M., et al. The link between fungi and severe asthma: a summary of the evidence // 
Eur. Respir. J. – 2006. – Vol. 3. – P. 615-26.

14.	 Муковисцидоз: болезнь, лечение, надежды/ Под ред. С. А. Красовского. – М., 2013. – 127 с.
15.	 Ахмедов Б.Р., Гиясов Х.З., Ташкулов М.М. Хроническая обструктивная болезнь легких: компьютерная томография вы-

сокого разрешения в диагностике эмфиземы и облитерирующего бронхиолита // Молодой ученый. – 2014. – №3. – С. 
137-142.

Поступила в редакцию журнала 28.06.2016
Рецензент: В.М. Волжанин



КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ

7

УДК 616.155.36:616-056.3:582.282.123.4:611.24

ТЕСТ АКТИВАЦИИ 
БАЗОФИЛОВ В 
ДИАГНОСТИКЕ 
АЛЛЕРГИЧЕСКОГО 
БРОНХОЛЕГОЧНОГО 
АСПЕРГИЛЛЕЗА
1Козлова Я.И. (доцент кафедры)*, 2Учеваткина 
А.Е. (с.н.с.), 3Бычкова Н.В. (с.н.с.), 2Филиппова Л.В. 
(с.н.с.), 2Аак О.В. (в.н.с.),  1Пятакова А.В. (старший 
лаборант кафедры), 2Фролова Е.В. (зав. лаб.), 
3Давыдова Н.И. (зав. лаб.), 1Климко Н.Н. (зав. 
кафедрой)
Северо-Западный государственный медицинский 
университет им. И.И. Мечникова:1 Кафедра клинической 
микологии, аллергологии и иммунологии и 2НИИ 
медицинской микологии им. П.Н. Кашкина; 3 Всероссийский 
центр экстренной и радиационной медицины им. А.М. 
Никифорова МЧС России, Санкт-Петербург, Россия

©Коллектив авторов, 2016
Аллергический бронхолегочный аспергиллез (АБЛА) – заболева-

ние легких, возникающее у больных бронхиальной астмой или му-
ковисцидозом, вызванное гиперчувствительностью к антигенам 
Aspergillus spp. АБЛА характеризуется плохо контролируемым тече-
нием фоновой патологии и развитием дыхательной недостаточно-
сти. Кожные и провокационные пробы с грибковыми аллергенами как 
методы диагностики АБЛА in vivo не всегда обладают достаточной 
надежностью результатов, при этом провокационные пробы могут 
привести к опасному осложнению в виде анафилактического шока. 
В статье описано первое в России использование теста активации 
базофилов для выявления микогенной аллергии в качестве метода 
диагностики гиперчувствительности 1 типа in vitro. Установлено, 
что применение этого теста позволяет дифференцировать АБЛА 
и атопическую бронхиальную астму без микогенной сенсибилизации 
и открывает новые возможности для диагностики аллергического 
бронхолегочного аспергиллеза.

Ключевые слова: аллергический бронхолегочный аспергиллез, 
Aspergillus spp., микогенная аллергия, тест активации базофилов
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Allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) is a lung disease 

arising in patients with bronchial asthma or cystic fibrosis caused by the 
hypersensitivity against antigens of Aspergillus spp. ABPA is characterized 
by poorly controlled over background pathology and the development 
of respiratory failure. Skin and provocation tests with fungal allergens as 
methods of diagnosis of ABPA in vivo do not always have sufficient reliability 
of results, while provocative tests can cause dangerous complications in the 
form of anaphylactic shock. The first in Russia use of basophil activation 
test for the detection of fungal sensitization as a method of diagnosis of 
hypersensitivity type 1 in vitro have been described in this article. It was 
found that the use of this test allows us to differentiate ABPA and atopic 
asthma without fungal sensitization and opens up the new opportunities for 
the diagnosis of allergic bronchopulmonary aspergillosis.

Key words: allergic bronchopulmonary aspergillosis, Aspergillus spp., 
basophil activation test, fungal sensitization  

ВВЕДЕНИЕ
Аллергический бронхолегочный аспергиллез 

(АБЛА) – заболевание легких, обусловленное гипер-
чувствительностью к Aspergillus spp., которое ослож-
няет течение бронхиальной астмы и муковисцидоза [1, 
2]. Развитие АБЛА утяжеляет течение фоновой пато-
логии и способствует прогрессированию дыхательной 
недостаточности [3]. По данным D.W. Denning и соавт., 
вероятное количество больных АБЛА составляет око-
ло 4,8 млн. пациентов среди общего количества (193 
млн.) больных бронхиальной астмой по всему миру 
[4]. В Российской Федерации расчетное количество 
больных АБЛА – 175 тысяч человек [5]. Своевремен-
ная диагностика АБЛА очень важна, поскольку помо-
гает предупредить прогрессирование этого хрониче-
ского инвалидизирующего заболевания легких и на-
чать специфическую антимикотическую терапию [6].

Микогенная сенсибилизация – значимый пато-
генетический компонент АБЛА. Важно выявление 
сенсибилизации именно к Aspergillus spp., так как, по 
мнению многих авторов, она ассоциирована с более 
высокой частотой развития бронхоэктазов и тяжелым 
течением бронхиальной астмы [7-10]. На сегодняшний 
день в качестве средств специфической диагностики 
гиперчувствительности к грибковым аллергенам вра-
чи располагают только кожными тестами и опреде-
лением специфических IgE-антител (sIgE). Ингаляци-
онный провокационный тест с антигенами Aspergillus 
spp. не рекомендуют в связи с возможностью развития 
фатального бронхоспазма [3, 11]. К недостаткам кож-
ного тестирования относят риск развития побочных 
реакций организма на дополнительную антигенную 
нагрузку, а также возможность возникновения лож-
ноположительных и ложноотрицательных результатов 
[12]. Несмотря на большой прогресс в современной 
аллергодиагностике, определение sIgE связано с рядом 
трудностей. Иммуноглобулины этого класса харак-
теризуются низким содержанием в сыворотке крови, 
могут отсутствовать в циркуляции, но быть фиксиро-
ванными на клетках-мишенях – базофилах и тучных 
клетках [13]. Таким образом, в рутинной практике спе-
циалисты часто сталкиваются с проблемой подтверж-
дения неясных результатов кожных тестов и определе-
ния sIgE независимым методом.

В настоящее время ведут поиск новых тестов, кото-
рые помогут выявить патогенетические механизмы ал-
лергии, диагностировать и дифференцировать псевдо-
аллергические реакции. Одно из наиболее перспектив-
ных направлений аллергодиагностики in vitro – тест 
активации базофилов специфическими аллергенами с 
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помощью проточной цитометрии [14-17].
Базофилы периферической крови и тканевые 

тучные клетки являются ключевыми эффекторны-
ми клетками в реакциях гиперчувствительности не-
медленного типа. Они важны в дифференцировке 
Т-хелперов 2-го типа (Тh2) путем секреции цитокинов 
и антигенной презентации, что имеет большое зна-
чение в развитии IgE-опосредованного хронического 
аллергического воспаления, и играют ключевую роль 
в IgG-опосредованной системной анафилаксии [18]. 
Кроме того, базофилы и тучные клетки также могут 
быть вовлечены и в другие типы аллергического и не-
аллергического ответов, в основе которых лежат иные 
механизмы реакции: активация комплемента, не-IgE-
опосредованная стимуляция и прямое цитотокси-
ческое (неиммунологическое) воздействие. Поэтому 
изучение функциональной активности базофилов 
имеет важное диагностическое значение [19]. Прин-
цип теста активации базофилов сводится к тому, что 
при контакте аллергена с молекулами фиксированных 
на базофилах IgE запускается каскад ферментных ре-
акций, приводящих к дегрануляции и появлению на 
клеточной поверхности дополнительных молекул. К 
таким молекулам относятся, например, маркер дегра-
нуляции CD63 и активационные молекулы CD203c, 
CD13, CD107a, CD643 [20]. В настоящее время наибо-
лее изученными и перспективными в аллергодиагно-
стике маркерами активации базофилов считают CD63 
и CD203с [21, 22].

Тест активации базофилов как провокационный 
тест in vitro рекомендуют для диагностики аллерги-
ческих реакций I типа в дополнение к традиционным 
способам определения sIgE и кожным пробам. Кроме 
того, этот тест можно использовать для контроля де-
сенситизации и специфической иммунотерапии [21, 
23, 24]. Опубликованы, в том числе и нашей стране, 
результаты применения теста активации базофилов в 
диагностике инсектной, пищевой, пыльцевой, лекар-
ственной аллергии, а также хронической крапивницы 
[14-17, 25, 26]. В 2012 г. Gernez и соавторы представили 
результаты применения теста активации базофилов 
для диагностики АБЛА у больных муковисцидозом 
[27], где показали, что тест активации базофилов дает 
возможность дифференцировать колонизацию дыха-
тельных путей больных муковисцидозом и сенсиби-
лизацию к Aspergillus. Ряд исследователей считает, что 
тест активации базофилов, в сочетании с определени-
ем sIgE к Aspergillus и общего IgE, способствует своев-
ременному выявлению всех случаев АБЛА у больных 
муковисцидозом и в дальнейшем может быть исполь-
зован у больных бронхиальной астмой [27-29]. Данных 
об использовании теста активации базофилов с гриб-
ковыми аллергенами в России не найдено.

Цель работы – изучить возможности применения 
теста активации базофилов с аллергенами Aspergillus 
fumigatus in vitro методом проточной цитометрии для 
выявления микогенной аллергии у больных аллергиче-
ским бронхолегочным аспергиллезом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обследованы 136 больных бронхиальной астмой 

различной степени тяжести. Медиана возраста – 32 
года (от 5 до 71 года). Использовали клинические, 
аллергологические, иммунологические и инструмен-

тальные методы исследования. При подозрении на 
АБЛА выполняли компьютерную томографию органов 
грудной клетки.

Аллергологическое обследование включало кож-
ные прик-тесты с шестью грибковыми аллергена-
ми: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, 
Rhizopus, Candida («Allergopharma», Германия). С по-
мощью иммуноферментного анализа определяли уро-
вень общего IgE (ООО «Полигност», Россия) и sIgE к 
грибковым, бытовым и эпидермальным аллергенам 
(панель биотинилированных аллергенов «Алкор Био», 
Россия) в сыворотке крови.

Уровень контроля симптомов и степень тяжести 
бронхиальной астмы выявляли в соответствии с кри-
териями «Глобальной стратегии лечения и профилак-
тики бронхиальной астмы» (GINA, 2014). Для обнару-
жения микогенной сенсибилизации применяли кри-
терий, предложенный международными экспертами 
ISHAM [30]: положительный кожный прик-тест (≥3 
мм) и/или выявление в сыворотке крови уровня спец-
ифического IgE к грибковому аллергену, соответству-
ющего классу 1 и выше (≥0,35 МЕ/мл). Диагноз АБЛА 
устанавливали на основании критериев Agarwal R. et 
al., 2013 г [31].

Тест активации базофилов выполняли на базе ла-
боратории клинической иммунологии Всероссийско-
го центра экстренной и радиационной медицины им. 
А.М. Никифорова МЧС России. Кровь для исследо-
вания забирали натощак из кубитальной вены. В ка-
честве антикоагулянта использовали гепарин. Поста-
новку исследуемых проб осуществляли в течение 1-2 
часов от момента забора крови. Изучение активации 
базофилов проводили в многоцветном анализе ме-
тодом проточной цитометрии с применением набора 
Allerginicity Kit (Cellular Analysis of Allergy, BECKMAN-
COULTER) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Базофилы идентифицировали с помощью марке-
ров CD3-CRTH2+CD203c+ (CRTH2 – хемоаттрактант-
ный рецептор, который экспрессируется на несколь-
ких типах клеток крови, в том числе базофилах, Тh2), 
а выявление активации базофилов – по увеличению 
содержания клеток с высокой экспрессией CD203c. 
Методика теста активации базофилов Allerginicity Kit: 
100 мкл цельной периферической крови окрашивали 
тройным коктейлем моноклональных антител CRTH2-
FITC/CD203c-PE/CD3-PC7 в присутствии буферного 
раствора (отрицательный контроль), анти-IgE анти-
тел – антител к комплексу IgE с высокоаффинным ре-
цептором для IgE (FcɛR1) (положительный контроль) 
и аллергенов A. fumigatus в течение 15 минут при 37 
оС на водяной бане в темноте. Далее проводили лизис 
эритроцитов лизирующим фиксирующим реагентом, 
входящим в набор Allerginicity Kit. В каждой пробе 
оценивали 500 базофилов методом проточной цито-
метрии в мультипараметрическом протоколе с много-
этапным гейтированием.

Таким образом, у каждого пациента исследовали 
спонтанную активацию базофилов – долю клеток CD3-
CRTH2+CD203c++ от общего количества базофилов в 
пробе с буферным раствором, что дает возможность 
разграничить уровень экспрессии молекул покоящих-
ся клеток по сравнению с состоянием активации клет-
ки. Оценку положительного контроля, обеспечиваю-
щего имитацию связывания аллергена с комплексом 
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sIgE/FcɛR1 на мембране базофилов, применяли для 
анализа способности базофилов к активации. Для сти-
муляции базофилов в работе использовали аллергены 
A. fumigatus двух производителей: «BUEHLMANN», 
Flou-CAST-Allergens, BAG-M3 (Швейцария) и «Алкор-
Био» (Россия).

Полученные результаты статистически обрабаты-
вали с помощью программной системы STATISTICA 
for Windows (версия 6.0). Оценивали значимость раз-
личий количественных показателей в независимых 
выборках по U-критерию Манна-Уитни. Достоверны-
ми различиями сравниваемых параметров считали 
значения р<0,05. Степень зависимости между показа-
телями определяли с помощью ранговой корреляции 
Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как известно, плесневые микромицеты являются 

широко распространенными источниками аллергенов 
в окружающей среде. В многочисленных исследова-
ниях показана высокая частота микогенной сенсиби-
лизации у больных бронхиальной астмой. По данным 
Agarwal R. и соавт., которые провели мета-анализ 21 
исследования, у больных БА частота сенсибилизации 
к Aspergillus spp. составила 28%, а развитие АБЛА – 
12,9% [11].

В микологической клинике СЗГМУ им. И.И. Меч-
никова в Санкт-Петербурге при обследовании 136 
больных бронхиальной астмой микогенную сенсиби-
лизацию выявили у 57 человек, что составило 42% от 
общего числа обследованных. Результаты аллерголо-
гического обследования сопоставимы с другими ис-
следованиями. Самую высокую частоту микогенной 
сенсибилизации отмечали к Aspergillus spp. (25,7%). 
Частота сенсибилизации к другим микромицетам со-
ставила: Penicillium spp. – 22,6%, Alternaria spp. – 17,1%, 
Mucor spp. – 13,8%, Cladosporium spp. – 12,7%, Rhizopus 
spp. – 1,6%. На основании результатов углубленного 
микологического и рентгенологического обследова-
ний АБЛА выявили у 7 (5,1%) больных бронхиальной 
астмой.

В данное исследование включили 5 пациентов с 
АБЛА в возрасте от 34 до 63 лет, (медиана – 41). Кон-
трольную группу составили 5 больных атопической 

бронхиальной астмой без микогенной сенсибилиза-
ции в возрасте от 22 до 63 лет (медиана – 45). Пациен-
там обеих групп в дополнение к стандартному аллер-
гологическому обследованию провели тест активации 
базофилов с аллергенами A. fumigatus (табл.).

Установлено, что спонтанная активация базофилов 
не различалась у больных АБЛА и БА и колебалась в 
пределах от 1,4% до 8,6%. Активация базофилов анти-
IgE антителами (положительный контроль) у пациен-
тов с АБЛА была выше, чем у больных БА.

Отметим, что для оценки уровня активации ба-
зофилов по экспрессии CD203c в ответ на инкубацию 
с аллергеном используют не только определение коли-
чества активированных базофилов, но и индекс сти-
муляции (ИС). ИС – отношение процента активиро-
ванных базофилов в пробе с аллергеном к проценту их 
спонтанной активации в нестимулированном контро-
ле. Для выявления сенсибилизации к Aspergillus spp. у 
больных муковисцидозом Mirković B. и соавторы рас-
сматривают диагностически значимым ИС более 1,36 
[29]. В нашем исследовании тест с аллергеном считали 
положительным при ИС 1,1 и более.

При использовании в тесте активации базофи-
лов аллергенов A. fumigatus различных производите-
лей получены сопоставимые данные. В крови больных 
АБЛА определено от 9,2 до 93,8% базофилов, активи-
рованных аллергеном A. fumigatus («Алкор Био», Рос-
сия), и от 15,2 до 95,4% – стимулированных аллергеном 
A. fumigatus BAG-M3 («BUEHLMANN, Швейцария). 
ИС колебался от 1,1 до 18,0 и от 1,8 до 48,6 соответ-
ственно. Данные теста активации базофилов пациента 
с АБЛА представлены на рисунке. 

В группе сравнения установлено достоверно более 
низкое количество сенсибилизированных базофилов. 
После внесения в пробу специфических аллергенов 
уровни активированных базофилов были не выше фо-
новых значений и колебались в пределах от 2,6 до 7,6% 
и от 1,4 до 8,0% при использовании для стимуляции 
аллергенов различных производителей. ИС не превы-
шал значения 0,9 в первом случае и 1,05 – во втором. 
Следовательно, в группе пациентов с бронхиальной 
астмой при выполнении аллерген-индуцированной 
активации клеток сенсибилизации к A. fumigatus не 
выявили.

Таблица 
Показатели теста активации базофилов с аллергенами A. fumigatus

Пациенты
Уровень sIgE 

Aspergillus  
(МЕ/мл)

Спонтанная 
активация 

базофилов, %

Активация 
базофилов анти-IgE 

антителами, %

Кол-во активированных 
базофилов, %
«Алкор Био»

ИС
Кол-во активирован-

ных базофилов, % 
«Buehlmann»

ИС

Группа 1. Аллергический бронхолегочный аспергиллез
Пац. 1 1,3 8,6 71,0 9,2 1,1 15,2 1,8
Пац. 2 6,5 1,4 41,0 11,2 8,0 68,0 48,6
Пац. 3 6,6 6,4 41,2 41,6 6,5 52,6 8,2
Пац. 4 1,0 4,5 67,0 76,2 16,9 83,0 18,5
Пац. 5 18,0 5,2 87,8 93,8 18,0 95,4 18,3
Me 6,47 5,2 67 41,6 6,5 68 18,3
Lq-Hq 1,25-6,60 4,5-6,4 41,2-71 11,2-76,2 3,7-16,9 52,6-83,0 8,8-18,5

Группа 2. Бронхиальная астма
Пац. 6 0,01 4,2 9,6 2,6 0,8 1,4 0,3
Пац. 7 0,01 6,6 45,0 5,6 0,9 1,6 0,2
Пац. 8 0,01 8,0 37,0 4,8 0,6 5,2 0,7
Пац. 9 0,02 8,3 21,0 7,6 0,9 8 0,96
Пац.10 0,03 3,8 32,6 3,2 0,8 4 1,05
Me 0,01 6,6 32,6 4,8 0,8 4 0,7
Lq-Hq 0,01-0,02 4,2-8,0 21,0-37,0 3,2-5,6 0,8-0,9 1,6-5,2 0,3-0,96
p 0,01 0,75 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01
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Установлены достоверные различия по уровням 
sIgE к A. fumigatus у больных АБЛА и атопической БА. 
Таким образом, исследованные группы пациентов раз-
личались как по содержанию sIgE к A. fumigatus в сы-
воротке крови, так и по количеству активированных 
аллергенами базофилов, что подтверждено данными 
корреляционного анализа. Определена прямая по-
ложительная корреляционная связь между уровнями 
sIgE к A. fumigatus и количеством базофилов, активи-
рованных аллергенами A. fumigatus («Алкор Био»), и 
BAG-M3 (r=0,73; r=0,76 соответственно, при р<0,05).

При анализе полученных данных установили, что 
тест активации базофилов выявил сенсибилизацию к 
A. fumigatus у всех обследованных больных АБЛА. В то 
же время, у пациентов с БА без микогенной сенсиби-
лизации результаты теста in vitro с использованными 
аллергенами были отрицательными. Итоги теста со-
ответствовали данным анамнеза, положительным ре-
зультатам кожных проб и sIgE к A. fumigatus, что может 
быть показателем высокой специфичности и чувстви-
тельности предложенного метода. Тест активации ба-
зофилов может быть рекомендован для использова-
ния в алгоритме диагностики микогенной аллергии. 
Преимуществом метода являются безопасность для 
пациента и возможность стандартизации. Кроме того, 
он может быть использован как экспресс-тест, так как 
учет результатов проводят через один час от начала ис-
следования, при этом возможна количественная оцен-
ка степени сенсибилизации организма.

Диагностика микогенной аллергии – актуальная за-
дача современной медицины. Гиперчувствительность к 

грибковым аллергенам играет важную роль в патогене-
зе не только АБЛА, но и тяжелой бронхиальной астмы 
с микогенной сенсибилизацией, аллергического мико-
тического риносинусита и других хронических заболе-
ваний органов дыхания [1-4, 8, 9, 32]. Своевременное 
выявление этих заболеваний необходимо для назна-
чения адекватной противовоспалительной и антими-
котической терапии. В том случае, когда выполнение 
провокационных исследований связано с риском раз-
вития системных реакций, а для проведения кожных 
проб имеются противопоказания, особенно важны ме-
тоды диагностики in vitro.  Тест активации базофилов с 
помощью проточной цитометрии – доступный и пер-
спективный метод исследования гиперчувствительно-
сти немедленного типа. В настоящее время тест может 
быть использован в качестве дополнительного метода 
диагностики микогенной аллергии.

ВЫВОДЫ
1. У больных бронхиальной астмой частота сен-

сибилизации к Aspergillus spp. составила 25%, частота 
развития аллергического бронхолегочного аспергил-
леза – 5,1%.

2. У всех больных АБЛА с помощью теста актива-
ции базофилов была подтверждена сенсибилизация к 
A. fumigatus.

3. Тест активации базофилов – перспективный ме-
тод для лабораторной диагностики микогенной аллер-
гии и оценки ее влияния на степень поляризации им-
мунного ответа по Тh2 типу.

 

Рис. Данные теста активации базофилов (АБЛА, пациент 5): А – спонтанная активация базофилов (отрицательный 
контроль); В – активация базофилов анти-IgE антителами (положительный контроль); С – активация базофилов 

аллергеном A. fumigatus «Алкор-Био», Россия; D – активация базофилов аллергеном A. fumigatus «Buelmann», Швейцария.
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Поражение органов пищеварения развивается у 1,5% больных 

инвазивным аспергиллезом, из них первичное поражение возникает 
у 10%, вследствие гематогенной диссеминации – у 90%. Основными 
факторами риска являются длительная и выраженная лимфоци-
топения и нейтропения, лечение глюкокортикостероидами, а так-
же пребывание в отделениях реанимации и интенсивной терапии 
(ОРИТ) и сопутствующая бактериальная или вирусная инфекция. 
Основная локализация: печень – 50%, селезенка – 50%, кишечник – 
20%, пищевод – 10%; возбудители – Aspergillus fumigatus и A. niger. 
Характерна высокая летальность в течение 12 недель – 50%. Пока-
зана терапия вориконазолом и хирургическое удаление пораженных 
тканей.
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ганов пищеварения, острый миелоидный лейкоз
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The damage of the digestive tract develops in 1,5% of patients with 

invasive aspergillosis; of which the primary lesion occurs in 10%, due to 
hematogenous dissemination – in 90%. The main risk factors are prolonged 
and severe lymphopenia and neutropenia, glucocorticosteroid therapy, 
as well as stay in intensive care units and intensive care unit (ICU) and 
concomitant bacterial or viral infection. The main localization: liver – 50%, 
spleen – 50%, intestine – 20%, esophagus – 10%. The main pathogens are 
Aspergillus fumigatus and A. niger. Characterized by high mortality within 
12 weeks – 50%. Condition requires treatment with voriconazole and 
surgical removal of the lesion.

Key words: acute myeloid leukemia, Aspergillus, fungal infection of 
the digestive system, invasive aspergillosis

Введение
Микозы органов пищеварения давно не считают 

казуистикой гастроэнтерологии. Широкое примене-
ние в современной медицине иммуносупрессивных 
препаратов, эпидемия СПИД, возрастающая частота 
онкологических заболеваний  и сахарного диабета при-
вели к появлению большого количества микотических 
поражений ротоглотки, пищевода, печени, кишечника 
и др. В то же время микозы органов пищеварения чаще 
представлены кандидозом слизистых оболочек, а так-
же инвазивным кандидозом с поражением печени и 
селезенки. В научной литературе хорошо представле-
ны клиника, диагностика и лечение кандидоза органов 
пищеварения, более того, имеются международные и 
национальные рекомендации по лечению этих вариан-
тов кандидоза. О поражениях пищеварительного трак-
та и органов брюшной полости плесневыми грибами 
известно гораздо меньше.

Цель нашего исследования – представление клини-
ческого случая, результатов проспективного исследо-
вания и анализ литературы.

Материалы и методы
Мы провели проспективное исследование и ретро-

спективный анализ случаев аспергиллеза за период 
1998-2016 гг. В исследование включали случаи «до-
казанного» или «вероятного» инвазивного аспергил-
леза по критериям Европейской организацией по ис-
следованию и лечению рака (EORTС/MSG, 2008) [3]. 
Пациентам выполняли компьютерную томографию 
(КТ) легких в режиме высокого разрешения, магнит-
ную резонансную томографию, фибробронхоскопию 
(ФБС) с забором бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), 
плевральные и люмбальные пункции, а также биопсию 
тканей и патоморфологические исследования. Лабо-
раторная диагностика ИА включала серологическое, 
микроскопическое, культуральное и гистологическое 
исследования. Наличие галактоманнана в сыворотке 
крови и БАЛ оценивали иммуноферментным мето-
дом с использованием специфической диагностиче-
ской тест-системы PLATELIA® Aspergillus (BIO-RAD 
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Laboratories, США). Диагностически значимым счита-
ли индекс оптической плотности (ИОП) выше «0,5» в 
сыворотке крови и БАЛ. Из операционного, биопсий-
ного и аутопсийного материала готовили гистологиче-
ские препараты, окрашивая срезы гематоксилином-эо-
зином, проводили PAS-реакцию и окраску по методу 
Гомори-Грокотта для выявления элементов гриба.

Полученные данные обрабатывали с помощью про-
граммной системы STATISTICA for Windows. Также 
мы проанализировали данные из научной литературы 
в базах PubMed и www.aspergillus.org.uk. При поиске 
информации использовали следующие ключевые сло-
ва: invasive aspergillosis, gastrointestinal tract, aspergillosis 
of digestive tract.

Описание клинического случая.
42-летний пациент поступил в отделение гематоло-

гии №2 Ленинградской областной клинической боль-
ницы (ЛОКБ) с рецидивом острого монобластного 
лейкоза в декабре 2015 г.

Анамнез заболевания: в начале января 2015 г. 
впервые заметил увеличение шейных лимфоузлов, в 
течение следующего месяца отмечал повышение тем-
пературы тела до субфебрильных значений, профуз-
ную потливость по ночам и в течение дня, нарастание 
слабости и сонливость. При обследовании в ЛОКБ в 
апреле 2015 г. в клиническом анализе крови выявили 
лейкоцитоз (19,2·109/л) и наличие бластов (10%). При 
осмотре обнаружили увеличение подчелюстных, шей-
ных, надключичных и подмышечных лимфоузлов от 
3,0 до 6,0 см, а также лейкемиды на коже туловища и 
конечностей, гиперпластический гингивит. В миело-
грамме: миелокариоциты – 300·109/л, бласты – 59,8%. 
При КТ-исследовании органов брюшной полости вы-
явили поражение висцеральных лимфоузлов. На осно-
вании иммунофенотипирования, молекулярно-гене-
тического и цитогенетического анализа костного моз-
га установлен диагноз «острый монобластный лейкоз, 
М5 вариант по FAB классификации». Курсы индукции 
ремиссии («7+3», «HAM» и «HAI») были осложне-
ны развитием постцитостатической панцитопении 
– агранулоцитоз продолжительностью 15 суток, ане-
мия и тромбоцитопения тяжелой степени, а также по-
вторными эпизодами нейтропенической лихорадки с 
ответом на комбинированную антибактериальную те-
рапию. В контрольной миелограмме от мая 2015 г.: бла-
сты – 4,8% на фоне достаточной клеточности костного 
мозга. На фоне лечения достигнута клинико-гематоло-
гическая ремиссия с сохранением очагов экстрамедул-
лярного поражения (периферическая и висцеральная 
лимфоаденопатия). 02.09.2015 г. провели алло-ТГСК. 
Восстановление показателей периферической крови: 
лейкоциты >1·109/л - Д + 24; нейтрофилы >0,5·109/л - 
Д + 20; тромбоциты >20·109/л - Д + 20 от алло-ТГСК. 
КТ органов грудной полости – без патологии. Прояв-
ления острой РТПХ с поражением кожи купировали 
применением такролимуса и топическими стероида-
ми. Сохранялась полная ремиссия ОМЛ, донорский 
химеризм >97%.

С ноября 2015 г. пациент заметил появление плот-
ных безболезненных образований на шее справа. В 
ЛОКБ диагностировали экстрамедуллярный рецидив. 
C 01.12.2015 г. прекращена проводимая до этого им-
муносупрессивная терапия для купирования «реак-
ции трансплантат против хозяина» (РТПХ) и начата 

цитостатическая терапия «IdaFLAG». Для стимуляции 
гемопоэза применяли филграстим. Постцитостати-
ческий период осложнился развитием агранулоцито-
за, анемии и тромбоцитопении тяжелой степени. На 
фоне аплазии кроветворения развилась фебрильная 
нейтропения, резистентная к многокомпонентной 
антибактериальной терапии, появились клинические 
признаки пневмонии. При компьютерной томогра-
фии (КТ) органов грудной клетки определяли фоку-
сы мелкоочаговой инфильтрации в легких. Тест на 
галактоманнан в промывной жидкости из бронхов – 
отрицателен. Тем не менее, с учетом факторов риска, 
клинических и рентгенологических признаков, диа-
гностировали «возможный» ИА с поражением легких. 
Проводили терапию амфотерицином В (АМВ) 0,3 мг/
кг/сут с клиническим эффектом.

30.12.2015 г. возник рецидив фебрильной нейтро-
пении, лихорадка носила упорный характер с рези-
стентностью к многокомпонентной антибактериаль-
ной терапии в сочетании с антимикотической. При 
посевах крови не получено роста гемокультур. На КТ 
ОГК от 02.01.2016 г. – выраженная отрицательная ди-
намика в виде появления новых очагов в обоих лёгких, 
появление гидроторакса и гидроперикарда. Провели 
коррекцию антимикотической терапии: АМВ отме-
нили, к лечению добавили вориконазол в первые сут-
ки – 800 мг, далее – 400 мг/сут. Продолжили терапию 
антибиотиками широкого спектра действия, введения 
колониестимулирующего фактора (КСФ). Наблюдали 
клинический ответ на лечение и положительную КТ-
динамику. Однако сохранялась гипофункция транс-
плантата с тенденцией к нейтропении после повтор-
ных введений Г-КСФ. С 16.01.2016 г. у пациента воз-
обновилась лихорадка, прогрессировала дыхательная 
недостаточность. При посеве крови получена культура 
Klebsiella pneumonia, чувствительная к имипенему. По 
данным КТ ОГК: нарастание количества очагов с об-
разованием полостей, гидропневмоторакс, пневмоме-
диастинум, свищевой ход между пищеводом и правой 
плевральной полостью (Рис. 1).

 
Рис. 1. КТ органов грудной полости (январь, 2016 г.).

По жизненным показаниям выполнено оператив-
ное вмешательство. Торакотомия справа. Резекция 
грудного отдела пищевода. Лапаротомия. Гастросто-
мия по Витцелю. Постоперационный диагноз: сегмен-
тарный некроз пищевода, осложнившейся перфораци-
ей, пиотораксом справа, задним медиастинитом. При 
гистологическом исследовании послеоперационного 
материала в пищеводе обнаружили септированный 
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мицелий, сходный с аспергиллами. При повторном 
серологическом исследовании тест на галактоманнан 
– положителен, ИОП=7,18. При исследовании плев-
ральной жидкости наблюдали рост грибов Aspergillus 
spp. и Saccharomyces cerevisiae, чувствительных к вори-
коназолу, а также рост Enterococcus faecium. Диагности-
ровали: смешанный бактериально-грибковый сепсис; 
сегментарный некроз пищевода с перфорацией, об-
условленный Aspergillus spp.; инвазивный микоз с по-
ражением легких, плевры, обусловленный Aspergillus 
и Saccharomyces cerevisiae; задний медиастинит, эмпи-
ема плевры. Продолжили лечение вориконазолом 400 
мг/сутки, многокомпонентную антибактериальную 
трансфузионную и симптоматическую терапию. Па-
циент переведен на парентеральное питание.

Несмотря на проводимое лечение, нарастала дыха-
тельная недостаточность, рецидивировала фебриль-
ная лихорадка, появилась неврологическая симпто-
матика. Через 1,5 месяца от начала антимикотической 
терапии, наступил летальный исход. При исследова-
нии аутопсийного материала в тканях легких, плевре, 
пищеводе был обнаружен септированный мицелий, 
ветвящийся под острым углом, и скопления дрожже-
вых клеток (Рис. 2).

Рис. 2. Гистологическое исследование аутопсийного 
материала.

Анализ данных регистра. В настоящее время в 
регистр больных ИА насчитывает 620 пациентов из 
различных стационаров Санкт-Петербурга, из них, 
преимущественно, взрослые – 79%, подростки и дети 
– 21%, мужского пола – 57%. Основным очагом инфек-

ционного процесса при ИА являются легкие (изолиро-
ванное поражение или в сочетании с другими локали-
зациями) – 93%.

Аспергиллез пищеварительного тракта и органов 
брюшной полости выявили у 10 больных, что состав-
ляет примерно 1,5%, возраст – от 5 до 67 лет, из них 
8 взрослых и двое детей. Среди фоновых заболеваний 
преобладали острый миелоидный (40%) и острый лим-
фобластный лейкоз (20%). Негематологические забо-
левания составили 40%. Основными факторами риска 
были: продолжительная лимфоцитопения – 80% (ме-
диана дней – 19); нейтропения – 70% (медиана дней – 
11), нахождение в ОРИТ – 60%; глюкокортикостерои-
ды получали 60% пациентов, у 40% больных развитию 
аспергиллеза органов пищеварения сопутствовала тя-
желая бактериальная или вирусная инфекция, у двух 
– в анамнезе был сахарный диабет. 

В большинстве случаев (90%) поражение органов 
пищеварения возникло вследствие гематогенной дис-
семинации, первичным очагом инфекции преимуще-
ственно были легкие (80%). Экстрапульмональные 
очаги инфекции наиболее часто обнаруживали в пе-
чени (50%), селезенке (50%), поражение центральной 
нервной системы наблюдали у 40% больных, реже 
поражался кишечник (20%) и пищевод (10%). Изоли-
рованный аспергиллез желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) диагностировали лишь у одного пациента.

Клинические признаки аспергиллеза органов пи-
щеварительного тракта были неспецифичны. Лихо-
радку наблюдали у 100% пациентов; 60% больных име-
ли септическое состояние, перитонеальные симптомы 
выявили у 40%, кишечное кровотечение – у 20%.

«Доказанный» аспергиллез с поражением пищева-
рительного тракта и органов брюшной полости был 
установлен у 70% пациентов (50% – гистологическое 
исследование биоптатов и 20% – исследование аутоп-
сийного материала). Тест на галактоманнан был поло-
жителен в сыворотке крови у 50% больных. При посеве 
биоптатов и послеоперационного материала Aspergil-
lus spp. обнаружили у 20% пациентов. Возбудителями 
были A. fumigatus и A. niger.

Антимикотическую терапию проводили 80% боль-
ных, преимущественно применяли вориконазол (76%), 
реже использовали каспофунгин (12%) и АМB (12%). 
Хирургическое лечение выполнили у 30% пациентов.

Общая выживаемость больных аспергиллезом в те-
чение 12 недель составила 50%, в течение года – 40% 
(Рис. 3).

Рис. 3. Сравнение выживаемости больных ИА в 
зависимости от поражения ЖКТ.
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Обсуждение
Споры грибов Aspergillus, как правило, не выжива-

ют на поверхности слизистой оболочки ЖКТ. В случае 
нарушения механизмов врожденного иммунитета, 
дисфункции клеточных факторов защиты или нару-
шения целостности слизистых оболочек, становится 
возможным инвазивный рост грибов. Аспергиллез 
пищеварительного тракта и органов брюшной полости 
наблюдают редко и, в основном, он является результа-
том гематогенной диссеминации у больных с выражен-
ным иммунодефицитом. По нашим данным, пораже-
ние 2-х и более органов отмечают от 7% до 9% случаев 
у различных категорий пациентов [2]. Как правило, 
первичным очагом поражения являются легкие.

Изолированное поражение ЖКТ описано в еди-
ничных публикациях. Летальность широко варьирует 
и, в среднем, по данным европейских исследователей, 
составляет от 47 до 60% [3]. Характерной особенно-
стью при данной локализации аспергиллезной инфек-
ции является вовлечение в процесс мезентериальных 
сосудов, внутрисосудистый тромбоз с последующей 
ишемией и некрозом тканей [4].

Клинические признаки аспергиллеза органов пи-
щеварения неспецифичны, основными проявлениями 
могут быть лихорадка и желудочно-кишечное крово-
течение, нередко приводящие к летальному исходу. 
При анализе данных из научной литературы выявили, 
что для большинства пациентов характерно появле-
ние перитонеальных симптомов [3-5]. В связи с этим, у 
всех пациентов с факторами риска при появлении сим-
птомов поражения органов пищеварения необходимо 
проводить диагностические мероприятия для исклю-
чения микотической инфекции.

Ранняя диагностика ИА с поражением пищевари-
тельного тракта и органов брюшной полости является 

трудной задачей ввиду тяжести состояния пациентов 
и невозможности выполнения инвазивных процедур, 
КТ-признаки неспецифичны. «Золотой стандарт» диа-
гностики ИА – гистологическое исследование биопта-
тов, также применяют прямую микроскопию, культу-
ральный и серологический методы. 

Препаратом выбора для лечения ИА ЖКТ является 
вориконазол; альтернативные препараты – липидный 
АМВ и каспофунгин, кроме того, показано хирургиче-
ское удаление очага поражения [6, 7].

Выводы
1. Поражение органов пищеварения при инвазив-

ном аспергиллезе возникает у 1,5% пациентов, из них 
первичное поражение – у 10%, вследствие гематоген-
ной диссеминации – у 90%.

2. Факторы риска: продолжительная лимфоцитопе-
ния, нейтропения, лечение глюкокортикостероидами, 
длительное пребывание в ОРИТ и сопутствующая тя-
желая бактериальная или вирусная инфекция.

Возбудители – A. fumigatus и A. niger.
3. Локализация: печень – 50%, селезенка – 50%, ки-

шечник – 20%, пищевод – 10%. Клинические и радио-
логические признаки неспецифичны, для диагностики 
необходимо исследование биоптата из пораженного 
органа. 

4. Инвазивный аспергиллез органов пищеварения 
характеризуется высокой летальностью – 50%. Про-
гностически неблагоприятные факторы – персисти-
рующая иммуносупрессия и аплазия кроветворения, 
а также сопутствующая тяжелая бактериальная или 
вирусная инфекция.

5. Для успешного лечения необходимо раннее хи-
рургическое вмешательство и антимикотическая тера-
пия, препаратом выбора является вориконазол.
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По данным регистра больных инвазивным аспергиллезом, соз-

данного в Санкт-Петербурге (1998-2016), пациенты с поражением 
околоносовых пазух  составляют 7%. Инвазивный аспергиллез око-
лоносовых пазух  развивается преимущественно у гематологических 
больных (63%). Основные возбудители – A. fumigatus (37%), A. flavus 
(32%), A. niger (21%). Поражение легких и околоносовых пазух соче-
талось в большинстве случаев (56%). Общая 12-недельная выживае-
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общей выживаемости было применение вориконазола (р=0,04).
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According to the register of patients with invasive aspergillosis in St. 
Petersburg (1998-2016), patients with patients with lesions of the paranasal 
sinuses account for 7%.  Invasive aspergillosis of the paranasal sinuses de-
velops predominantly in hematological patients (63%). The main pathogens 
– A. fumigatus (37%), A. flavus (32%), A. niger (21%). The Lung lesions and 
paranasal sinuses combined in most cases (56%). Total 12-week survival rate 
of patients was 75%. Positive prognostic factor of overall survival was the use 
of voriconazole (p = 0,04).
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Введение
Плесневые грибы Aspergillus spp. составляют 50-85% 

микозов околоносовых пазух (ОНП) [1; Stammberger 
H. //Ann. Otol. Rhinol. Laryngol. – 1989. – Vol. 93]. При 
этом инвазивный аспергиллез (ИА) околоносовых па-
зух – недостаточно изученная проблема, сообщения по 
этой теме в литературе единичны и основаны на малом 
количестве наблюдений. 

Цель нашего исследования – изучить демографи-
ческие показатели, фоновые заболевания, этиологию, 
факторы риска, особенностей клиники, диагности-
ки и антимикотической терапии больных инвазив-
ным аспергиллезом околоносовых пазух в Санкт-
Петербурге.

Материалы и методы
Проводили проспективное исследование в не-

скольких стационарах Санкт-Петербурга в период 
1998-2016 гг. 

Инвазивный аспергиллез классифицировали как 
«доказанный» и «вероятный», используя критерии Ев-
ропейской организации по изучению и лечению рака 
и Национального института здоровья США 2008 г. 
(EORTC/MSG) [2].

Материал для культурального исследования (про-
мывные воды околоносовых пазух носа, бронхоальве-
олярный лаваж /БАЛ/, мокроту, аспират плевральной 
полости и пр.) засевали на среду Сабуро, посевы ин-
кубировали при 37 °С в течение 10 дней. Полученные 
культуры Aspergillus идентифицировали по морфоло-
гическим признакам. Забор материала для исследова-
ния из ОНП производили трехкратно при пункции 
или интраоперационно до начала антибактериальной 
и антимикотической терапии. При микроскопии ис-
пользовали нативный препарат или окраску калькоф-
люором белым, отмечали наличие септированного 
мицелия, ветвящегося под углом 45о. Биопсийный, 
секционный или операционный материал после фик-
сации раствором формалина подвергали обезвожива-
нию и заливали в парафиновые блоки, из которых из-
готавливали тонкие срезы толщиной 4 мкм, которые в 
дальнейшем окрашивали гематоксилин-эозином, про-
водили окраску PAS-методом или по методу Гомори-
Грокотта для выявления элементов мицелия в тканях.

Содержание галактоманнана в сыворотке крови, 
БАЛ и спинномозговой жидкости больных определяли 
методом ELISA «Platelia Aspergillus», положительным 
считали коэффициент оптической плотности более 0,5 
[2].

Для диагностики инвазивного аспергиллеза приме-
няли инструментальные методы исследования – ком-
пьютерную томографию околоносовых пазух носа и 
легких, рентгенографию  ОНП и легких, а также ЛОР-
осмотр и оптическую риноскопию [2].

Статистическую обработку результатов осущест-
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вляли с помощью прикладных программ для ПК: 
«Statistica 6.1» и «Microsoft Office Excel 2003». 

Результаты
Мы обследовали 43 больных ИА ОНП из 5 стацио-

наров Санкт-Петербурга в возрасте от 1 до 83 лет (ме-
диана – 36), из них 35 взрослых (81%) и 8 детей (19%), 
женщин – 29 (64%), мужчин –14 (36%). 

При анализе фоновых заболеваний выявили, что 
ИА ОНП чаще всего возникал у гематологических 
пациентов – 63%: острый миелоидный лейкоз – 25%, 
острый лимфобластный лейкоз – 23%, неходжкинская 
лимфома – 5%, хронический лимфобластный лейкоз – 
5%, хронический миелоидный лейкоз – 5%. Другими 
фоновыми состояниями были: хронический синусит – 
31%, злокачественные новообразования – 4%, прочие 
– 2% (табл.1).

Таблица 1. 
Фоновые заболевания у больных инвазивным аспергиллезом 

околоносовых пазух носа
ИА ОНП (n=43)

Нозология (МКБ-10) n%
Острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) 11 (25%)
Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) 10 (23%)
Неходжкинская  лимфома (НХЛ) 2 (5%)
Хронический лимфобластный лейкоз 2 (5%)
Хронический миелоидный лейкоз 2 (5%)
Хронический синусит 13 (31%)
Злокачественные новообразования 2 (4%)
Прочие 1 (2)%

Основными факторами риска были агранулоцитоз 
– 59%, применение системных глюкокортикостерои-
дов – 46%, трансплантация аллогенных гемопоэтиче-
ских стволовых клеток – 33%, реакция «трансплантат 
против хозяина» – 26%, хирургические вмешательства 
– 12% (табл. 2). 

Таблица 2. 
Факторы риска развития инвазивного аспергиллеза 

околоносовых пазух носа
Факторы риска n%

Агранулоцитоз 59%
Системные глюкокортикостероиды (СГКС) 46%
Аллогенная трансплантация кроветворных стволовых 
клеток (алло-ТКСК) 33%

Реакция «трансплантат против хозяина» 26%
Хирургические вмешательства 12%
Наиболее часто ИА ОНП развивается при диссеми-

нации микотического процесса – в 58% случаев. Изо-
лированный аспергиллез ОНП диагностировали у 44% 
пациентов, в сочетании с поражением легких – у 56%. 
Чаще всего мы наблюдали одностороннее поражение 
верхнечелюстных пазух – 91% случаев, в сочетании с 
клетками решетчатого лабиринта – 9%.

Рис. КТ-картина микотического поражения левой 
верхнечелюстной пазухи (ВЧП).

«Доказанный» ИА диагностировали у 38% больных, 
«вероятный» ИА – у 62% (по классификации EORTC/
MSG, 2008).

Положительный тест на галактоманнан методом 
«Platelia Aspergillus» в сыворотке крови или БАЛ опре-
деляли у 54% пациентов. 

При прямой микроскопии аспиратов из ОНП, мо-
кроты, БАЛ и других биосубстратов наличие нитей 
септированного мицелия, делящегося под острым 
углом, отмечали у 33% больных. 

Установлены особенности этиологии ИА ОНП. 
Aspergillus spp. были выделены в культуре в 44% слу-
чаев. Возбудителями ИА были: A. fumigatus (37%), A. 
flavus (32%), A. niger (21%), A. ustus (5%) и A. ochraceuss 
(5%). Два и более видов Aspergillus spp. были выделены 
от 5% пациентов (табл. 3).

Таблица 3.
Возбудители  инвазивного аспергиллеза околоносовых пазух

Возбудитель ИА ОНП
A. fumigatus 37%
A. flavus 32%
A. niger 21%
A. ustus 5%
A. ochraceus 5%
Два и более 5%

Всем больным проводили антимикотическую те-
рапию, за исключением 1 пациента (диагноз был уста-
новлен посмертно). Для лечения ИА ОНП использова-
ли вориконазол (32%), итраконазол (30%), амфотери-
цина В деоксихолат (21%), каспофунгин (12%) и поза-
коназол (5%). У 38% больных применяли два и более 
антимикотических препарата. Хирургическое лечение 
выполняли у 32% пациентов; у 68% – были серьезные 
противопоказания к хирургическому лечению, связан-
ные с гематологической патологией (табл. 4).

Таблица 4.
Антифунгальная терапия инвазивного аспергиллеза 

околоносовых пазух
Антифунгальная терапия n%

Вориконазол 32%
Итраконазол 30%
Амфотерицин В деоксихолат 21%
Каспофунгин 12%
Позаконазол 5%
Два и более антимикотиков 32%
Хирургическое лечение 32%
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Общая выживаемость больных ИА ОНП в течение 
12 недель составила 75%. Положительным прогно-
стическим фактором было применение вориконазола 
(р=0,03), отрицательным – развитие РТПХ (р=0,01).

Обсуждение
Внедрение в клиническую практику новых меди-

цинских технологий (трансплантация органов, си-
стемная иммуносупрессивная терапия, инвазивные 
диагностические и лечебные процедуры), распростра-
нение  ВИЧ-инфекции, а также широкое применение 
антибактериальных препаратов привело к увеличению 
популяции иммунокомпрометированных больных с 
высоким риском развития инвазивных микозов [3, 4; 
Елинов Н.П. и др. //Проблемы медицинской миколо-
гии. –2002. – №1; Ruhnke M. // Проблемы медицинской 
микологии. –2000. –№1]. Одной из наиболее тяжело 
протекающих микотических инфекций с высокой ле-
тальностью является ИА [4, 5]. При диагностике инва-
зивных микозов клиницисты и врачи-лаборанты часто 
испытывают большие затруднения.

В регистр больных ИА мы включили 620 пациентов 
с ИА, госпитализированных в период с 1998 по 2015 г. в 
19 многопрофильных стационаров Санкт-Петербурга. 
Регистр содержит более 150 показателей (пол, возраст, 
факторы риска, основное заболевание, эмпирическая 
терапия, локализация микотической инфекции, кли-
нические и биохимические показатели крови, данные 
рентгенографии, КТ, МРТ, микроскопическое, культу-
ральное, гистологическое исследование биосубстра-
тов, выживаемость и пр.). 

При анализе фоновых заболеваний выявили, что  
наиболее часто ИА ОНП имел место у онкогематоло-
гических больных (63%) на фоне выраженной имму-
носупрессии. Наши результаты совпадают с данными 
других авторов [Елинов Н.П. и др. //Проблемы меди-
цинской микологии. – 2002. – №1; Ruhnke M. // Пробле-
мы медицинской микологии. – 2000. – №1; Stevens D.A., 
et al. //Clin.Infect.Dis. – 2000. – Vol. 30; Yeo S.F., Wong B. 
//Clin. Microbiol. Rev. – 2002. – Vol. 15 ]. 

Анализируя демографические показатели, устано-
вили, что ИА ОНП развивался преимущественно у 
взрослых пациентов (медиана возраста – 36 лет), что 
сходно с данными других авторов [6].

В результате микологического обследования мы 
выявили широкий спектр возбудителей ИА ОНП. В 
37% случаев мы выделили A. fumigatus, вторым по ча-
стоте изолятом был A. flavus (32%), третьим – A.niger 
(21%), что также сходно с сообщениями других авто-
ров [7; Ruhnke M. // Проблемы медицинской миколо-
гии. – 2000. – №1; Kameswaran M., et al. //J. Laryngol. 
Otol. – 1992. – Vol. 126].

В этом исследовании мы отметили, что в большин-
стве случаев (56%) ИА ОНП сочетался с ИА легких.

По нашим данным, выживаемость больных с ИА 
ОНП в течение 12 недель составила 75%, что связано 
с применением вориконазола (p=0,04), также его эф-
фективность подтверждена многими исследователями 
у разных категорий больных с иммуносупрессией [8; 
Herbrecht R., et al. //N. Engl. J. Med. – 2002. – Vol. 347; 
Hoffman H.L., Rathbun R.C. //Exp. Invest. Drugs. – 2002. 
– Vol. 11, №3]. Согласно последним рекомендациям 
Американского общества инфекционных болезней 
(IDSA), препаратом выбора для лечения инвазивного 
аспергиллеза является вориконазол, альтернативными 
препаратами – амфотерицин В дезоксихолат, липид-
ный комплекс амфотерицина В и каспофунгин. Вна-
чале вориконазол используют в/в 12 мг/кг в 1-й день, 
затем – 8 мг/кг/сут или per os 800 мг в 1-й день, затем 
– 400 мг/сут в 2 приема; у детей (2-12 лет): в/в 18 мг/кг 
в 1-й день, затем – 16 мг/кг/сут или per os 18 мг/кг/сут 
(максимально = 700 мг/сут). Каспофунгин применяют 
в/в 70 мг в 1-й день, затем – по 50 мг/сут; липидный 
комплекс амфотерицина В – в/в 5 мг/кг/сут.  

В случае неэффективности стартовой терапии, 
назначают вориконазол или липидный комплекс ам-
фотерицина В в сочетании с эхинокандином или по-
законазол per os 800 мг/сут. В качестве вторичной 
профилактики рецидива заболевания рекомендуют 
использовать вориконазол или позаконазол. Анти-
фунгальную терапию продолжают до исчезновения 
клинических признаков заболевания, эрадикации воз-
будителя из очага инфекции, купирования или стаби-
лизации радиологических признаков. Средняя про-
должительность лечения составляет 20-60 суток, од-
нако у пациентов с сохраняющейся иммуносупрессией 
необходимо более длительное лечение. Обязательным 
условием успешного лечения инвазивного аспергилле-
за ОНП является радикальная операция с целью уда-
ления пораженных тканей. Однако достаточно часто 
из-за общего тяжелого состояния пациента не удается 
провести хирургическое лечение [9, 10].       

Выводы
1. Инвазивный аспергиллез околоносовых пазух  

развивается преимущественно у гематологических 
больных (63%). 

2. Основные возбудители – A.fumigatus (37%), A. 
flavus (32%), A. niger  (21%). 

3. Поражение легких и ОНП сочетается в большин-
стве случаев (56%). 

4. Общая 12-недельная выживаемость больных – 
75%. Положительным прогностическим фактором яв-
ляется применение вориконазола (р=0,04).
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Представлены результаты ретроспективного одноцентрового 

клинического исследования эффективности и безопасности лечения 
флуконазолом (Дифлюканом) онихомикоза стоп у больных пожилого 
и старческого возрастов. В исследование были включены данные 95 
больных онихомикозом стоп в возрасте от 60 до 85 лет. Полная эф-
фективность комбинированной терапии флуконазолом и аморолфи-
ном была выше в группе больных пожилого возраста (54%; 29 из 54), 
чем у пациентов старческого возраста (46%; 19 из 41).
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The results of a retrospective monocenter clinical study of the efficacy 

and safety of treatment with fluconazole (Diflucan) of feet onychomycosis in 
patients of elderly and old age have been presented in the article. In the study 
was included data from 95 patients with feet onychomycosis from age 60 to 
85 years. The full effectiveness of the combination therapy with fluconazole 
and amorolfine was higher in the group of older patients (54%; 29 of 54) 
than in patients of senile age (46%; 19 of 41).

Key words: fluconazole (Diflucan), feet onychomycosis, patients of 
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Онихомикоз (ОМ) стоп – одна из наиболее часто 
встречающихся клинических форм грибковой инфек-
ции кожи и ее придатков; заболеваемость в общей по-
пуляции земного шара колеблется от 8% до 13% [1] и 
зависит от возраста пациентов. Реже всего грибковой 
инфекции ногтей подвержены дети в возрасте до 16 
лет. ОМ стоп у них диагностируют менее чем в 1% слу-

*	 Контактное лицо: Котрехова Любовь Павловна,  
тел.: (812) 303-51-47

чаев, причем у детей он составляет всего 5% от числа 
всех патологических состояний ногтей (ониходистро-
фий) [2]. С возрастом риск развития ОМ, особенно 
стоп, возрастает: у пациентов старше 60 лет его наблю-
дают в 25% случаев, а у лиц старше 70 лет – более чем 
в 50% [3, 4].

Основными возбудителями онихомикоза стоп в 
85-90% случаев становятся дерматомицеты – керати-
нофильные грибы; при поражении кистей они утра-
чивают свое первенство. Грибковое поражение ногтей 
кистей чаще обусловлено дрожжевыми грибами рода 
Candida [5]. Редко становятся причиной грибковой ин-
фекции нитчатые недерматомицеты (плесени) как при 
поражении кистей, так и при поражении стоп. При 
онихомикозе их выделяют приблизительно в 1-5% слу-
чаев [1]. В лечении онихомикоза применяют противо-
грибковые препараты местного и/или системного дей-
ствия (пероральные антимикотики). Выбор местной 
или системной антифунгальной терапии определяют 
площадью и распространенностью поражения, во-
влечением в патологический процесс матрикса ногтя 
и/или наличием противопоказаний к системной те-
рапии. Современные системные противогрибковые 
препараты для лечения онихомикоза представлены 
3 антимикотиками: тербинафином, итраконазолом 
и флуконазолом [6, 7]. Однако в стандарте медицин-
ской помощи больным с микозом ногтей (Приказ 
Минздравсоцразвития РФ от 11.12.2007 г. №747) за-
декларировано назначение только двух препаратов: 
тербинафина (частота назначения – 0,6) и итраконазо-
ла (частота назначения – 0,4). Флуконазола в перечне 
противогрибковых препаратов системного действия 
нет. Вместе с тем, в инструкции к флуконазолу пока-
заниями для его назначения при онихомикозе указа-
но поражение ногтей дерматомицетами, грибами рода 
Candida и некоторыми нитчатыми недерматомицета-
ми (Scopulariopsis brevicaulis). Также применение флу-
коназола показано больным с поражением ногтей, 
вызванным дерматомицетами, в тех случаях, когда им 
противопоказано лечение тербинафином или итрако-
назолом из-за наличия у них патологии гепатобилиар-
ной системы, приема сопутствующей терапии и других 
проблем, при которых существует высокий риск раз-
вития нежелательных явлений. Отметим, что в более 
раннее издание стандарта медицинской помощи боль-
ным с микозом ногтей (Приказ Минздравсоцразвития 
РФ от 23.11.2004 г. №264) флуконазол входит (разовая 
доза – 150 мг/неделю, курсовая доза – 3600 мг, часто-
та назначения – 0,1). В соответствии с данным стан-
дартом, в микологической клинике СЗГМУ им. И.И. 
Мечникова прошли лечение 328 больных в возрасте от 
18 до 87 лет (средний – 58,6 года, 95% доверительный 
интервал /ДИ/ 55,8 – 61,4 года).

Наибольшую сложность при лечении онихомико-
за стоп представляют длительно протекающие, рас-
пространенные формы онихомикоза с поражением 
матрикса ногтей, развитием онихолизиса, онихогри-
фоза и дерматофитом. Эти клинические проявления 
онихомикоза чаще наблюдают у пациентов пожилого 
и старческого возрастов. Наличие у них коморбидных 
состояний, недостаточности кровообращения в дис-
тальных отделах конечностей, метаболического син-
дрома, ожирения и сахарного диабета считают «пло-
хими» прогностическими признаками, приводящими 
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к низкой эффективности антифунгального лечения 
онихомикоза [5]. Декомпенсация соматических забо-
леваний, прием сопутствующей терапии обусловли-
вают высокий риск развития нежелательных явлений 
при назначении системных антимикотиков, таких как 
тербинафин и итраконазол. Поэтому флуконазол бла-
годаря его высокому профилю безопасности в лечении 
онихомикоза у больных старших возрастных групп 
часто становится препаратом выбора. Известно, что 
флуконазол в некоторой мере уступает по своей эф-
фективности тербинафину и итраконазолу, поэтому с 
целью повышения результативности антифунгальной 
терапии в микологической клинике СЗГМУ им. И.И. 
Мечникова применяют комбинированный способ ле-
чения, подразумевающий одномоментное назначение 
антимикотиков системного и местного действия, по-
могающий увеличить эффективность на 10-15% [8-10]. 

Цель исследования – для подтверждения гипоте-
зы, что комбинированное лечение онихомикоза стоп 
антимикотиками системного и местного действий в 
сочетании с аппаратной чисткой ногтей стоп являет-
ся действенным и безопасным у больных пожилого и 
старческого возрастов, нами было проведено одноцен-
тровое, ретроспективное, открытое, сравнительное 
исследование эффективности и безопасности терапии 
флуконазолом  и лаком аморолфин онихомикоза у па-
циентов старших возрастных групп.

Методы и материалы
Исследование проводили в рамках диссертацион-

ных работ Л.П. Котреховой на соискание ученой сте-
пени доктора медицинских наук и Е.Н. Цурупы на со-
искание ученой степени кандидата медицинских наук 
с июня по август 2016 г.; протокол был одобрен на за-
седании Локального этического комитета СЗГМУ им. 
И.И. Мечникова в декабре 2016 года. 

По дизайну исследование было одноцентровым, 
ретроспективным, открытым и сравнительным. Место 
проведения: кафедра дерматовенерологии, микологи-
ческая клиника и научно-исследовательский институт 
медицинской микологии им. П.Н. Кашкина Северо-За-
падного государственного университета им. И.И. Меч-
никова. Объектами изучения были истории болезни 
и амбулаторные карты больных онихомикозом стоп, 
проходивших и закончивших лечение в микологиче-
ской клинике в период с декабря 2008 г. по май 2016 г.

Критерии включения: наличие информированного 
согласия, утвержденного Приказом ректора СЗГМУ 
им. И.И. Мечникова установленного образца; возраст 
больных от 60 лет и старше; наличие доказанного в на-
чале лечения онихомикоза стоп, обусловленного дер-
матомицетами и подтвержденного положительными 
результатами микологических исследований (прямой 
микроскопией с применением 10% раствора КОН и 
посева на среду Сабуро); наличие документирован-
ных данных о порядке, продолжительности терапии 
(флуконазолом /Дифлюканом/ – 150 мг/неделю и амо-
ролфином – 1 раз/неделю сроком 6 месяцев), нежела-
тельных явлениях, оценке эффективности лечения, 
подтвержденного результатами микологического ис-
следования. 

Критерии исключения: отсутствие информирован-
ного согласия; возраст больных меньше 60 лет; отсут-
ствие лабораторного подтверждения онихомикоза; не-

соблюдение больными режима назначенной терапии. 
Были проанализированы все истории болезни и 

амбулаторные карты, удовлетворяющие критериям 
включения/исключения.

После первичного анализа документации было 
отобрано из их числа 54 (истории болезни и амбула-
торные карты) больных онихомикозом стоп в возрасте 
от 60 до 74 лет и 41 документ пациентов в возрасте от 
75 лет и старше.

В ходе исследования применяли следующие методы 
статистического анализа: определение числовых ха-
рактеристик переменных; оценку соответствия закону 
нормального распределения по критерию Колмого-
рова-Смирнова; сопоставление частотных характери-
стик качественных показателей с помощью непараме-
трических методов Хи-квадрат Пирсона, двусторон-
ний точный тест Фишера (Fisher Exact Test). Сравнение 
количественных параметров в изучаемых группах осу-
ществляли с использованием критериев Манна-Уитни. 
Различие величин считали достоверным при уровне 
значимости p<0,05.

Результаты исследования
Было проанализировано 453 истории болезни и 

амбулаторные карты больных онихомикозом стоп в 
возрасте 60 и старше лет. Из них 95 полностью удов-
летворяли критериям включения и исключения: 54 
документа пациентов пожилого возраста (от 60 до 74 
лет включительно) и 41 документ больных старческого 
возраста (от 75 и старше лет). Данные отобранных до-
кументов были подвергнуты статистическому анализу.

Пациентов в возрасте от 60 лет до 85 лет распреде-
лили в 2 группы: 1 – пожилого возраста (54 человек) 
и 2 – старческого возраста (41 человек). Базовая ха-
рактеристика групп представлена в таблице 1. Группы 
больных оказались сопоставимы по демографическим 
характеристикам (полу, весу), длительности течения 
онихомикоза, количеству пораженных ногтей, видо-
вому составу возбудителей онихомикоза, сопутству-
ющим заболеваниям. Статистически значимых раз-
личий по этим параметрам в группах не наблюдали 
(χ2, р>0,05; t-Test, р>0,05; критерий Манна-Уитни U, 
р>0,05). 

Таблица 1 
Базовые характеристики исследуемых групп

Показатели Группа пожилого 
возраста (n=54)

Группа старческого 
возраста (n=41)

Итого 
(n=95)

Средний возраст (года), 
95% ДИ

67,4
66,2 - 68,6

79,6
78,4 - 80,8

72,7
71,2 - 44,2

Мужчины, n (%) 18 (33) 19 (46) 37 (39)
Средний вес, кг 72,1 72,6 72,3
Выявление Trichophyton 
rubrum, n (%) 52 (97) 39 (96) 91 (96)

Среднее количество пора-
женных ногтей, 95% ДИ

6,1
5,6 - 6,6

6,0
5,5 - 6,5

6,1
5,8 - 6,2

Средняя длительность 
онихомикоза, месяцы, 
95% ДИ 

79,4
67,3 - 91,5

86,5
71,7 - 101,4

85,7
79,9 - 91,6

Сахарный диабет, n (%) 15 (28) 16 (39) 31 (33)
Заболевания гепатобили-
арной системы, n (%) 8 (15) 7 (17) 15 (16)

Сердечнососудистые 
заболевания, n (%) 32 (59) 28 (68) 60 (63)

Прием иммуносупрессив-
ных препаратов, n (%) 5 (9) 4 (10) 9 (9)

В первой группе из сопутствующих заболеваний 
выявили 32 случая (59% из 54) сердечнососудистых 
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заболеваний, из них 14 –недостаточность перифери-
ческого кровообращения (26% из 54 и 44% из 32); са-
харный диабет второго типа наблюдали у 15 пациентов 
(28% из 54), заболевания гепатобилиарной системы – у 
8 (15% из 54); 5 человек (9% из 54) принимали иммуно-
супрессивные препараты. 

Во второй группе из сопутствующих заболеваний 
отмечали 28 случаев (68% из 41) сердечнососудистых 
заболеваний, из них 16 – недостаточность перифери-
ческого кровообращения (39% из 41 и 57% из 28); са-
харный диабет второго типа – у 16 больных (39% из 
41), заболевания гепатобилиарной системы – у 7 (17% 
из 41); 4 человека (10% из 41) принимали иммуносу-
прессивные препараты. Статистически значимых раз-
личий по сопутствующим заболеваниям между груп-
пами не установили (χ2, р>0,05). 

Результаты лечения в группах исследования пред-
ставлены в таблице 2.

Таблица 2 
Результаты лечения в группах исследования 

Группы n
Микологическое 
выздоровление, 

n (%)

Клиническое 
выздоровле-

ние, n (%)

Полноe вы-
здоровление, 

n (%)
Группа 1: больные 
пожилого возраста 54 29 (54) 32 (59)* 29 (54)

Группа 2: больные 
старческого возраста 41 23 (56) 20 (49) 19 (46)

Итого 95 52 (55) 52 (55) 48 (51)

Примечание: * χ2; р=0,027 
Как видно из таблицы 2, полная эффективность 

комбинированной терапии флуконазолом и аморол-
фином была выше в группе больных пожилого возрас-
та (54%; 29 из 54), чем у пациентов старческого возрас-
та (46%; 19 из 41), однако эти различия не были стати-
стически достоверны (χ2

df=1; p=0,068). Микологическое 
выздоровление у лиц пожилого возраста наблюдали в 
54% случаев (29 из 54),  старческого – в 56% (23 из 41). 
Были выявлены статистически достоверные разли-
чия клинической эффективности между исследуемы-
ми группами: у больных пожилого возраста она была 
выше и составила 59% (32 из 54), старческого возраста 
– 49% (20 из 41) (χ2

df=1; p=0,027). 
Во время приема лекарственных препаратов было 

зарегистрировано 3 (3%) случая развития нежелатель-
ных явлений, ни одно из которых не было связано с 
применением исследуемых препаратов (флуконазола 
или аморолфина). У 2 пациентов развился гипертони-
ческий криз. Также отмечали 1 случай острой респи-
раторной инфекции. Нежелательные явления не по-
требовали отмены лечения и исключения пациентов 
из исследования. Отметим, что при совместном при-
еме флуконазола и противодиабетических препаратов 
(производных сульфонилмочевины) не выявили ни 
одного случая развития гипогликемии у пациентов 
сахарным диабетом. Также мы не наблюдали подъема 
уровня печеночных ферментов и билирубина в крови 
у больных с патологией гепатобилиарной системы. 

Обсуждение
Ни один из существующих на сегодняшний день 

методов антифунгальной терапии не гарантирует из-
лечения онихомикоза стоп в 100% случаях, поскольку 
это  обусловлено многими факторами. Особенности 
анатомического строения ногтя и структура плотного 
кератина ногтевой пластинки не позволяют антифун-

гальным препаратам местного действия поступать в до-
статочном количестве, необходимом для полного унич-
тожения гриба, в глубокие отделы ногтя – матрикс и 
ногтевое ложе. Медленный рост ногтей, обусловленный 
возрастом больных, нарушением микроциркуляции из-
за нарушения периферического кровообращения, са-
харного диабета, нейротрофических расстройств, а так-
же иммунодефицитные состояния не дают системным 
препаратам достигнуть фунгицидного эффекта, кото-
рый они демонстрируют в исследованиях, проводимых 
in vitro [6]. В выполненном более 10 лет назад исследова-
нии L.I.O.N. (The Lamisil vs Itraconazole in Onychomycosis 
Study) показано преимущество лечения онихомикоза 
стоп тербинафином (Ламизилом) продолжительностью 
12 и 16 недель над интермиттирующей терапией итра-
коназолом (3 или 4 пульса по 400 мг/сут в течение неде-
ли каждого месяца). Полная и микологическая эффек-
тивность оказалась вдвое выше у больных, получавших 
тербинафин, нежели у пациентов, применявших итра-
коназол [Sigurgeirsson B., et al. // Arch. Dermatol. – 2002. 
–Vol.  138]. Многим авторам кажется неоспоримым пре-
имущество тербинафина над другими антимикотиками, 
однако у лиц старших возрастных групп потенциаль-
ный риск развития нежелательных явлений при приеме 
тербинафина превышает его пользу и ограничивает его 
применение у этой категории пациентов. Именно для 
лечения онихомикоза у возрастных пациентов видится 
возможным более широкое применение флуконазола.

Флуконазол (Дифлюкан), относящийся к произво-
дным азола, оказывает фунгистатическое действие за 
счет ингибирования 14α-диметилазы, зависимой от 
цитохрома Р-450, катализирующей превращение лано-
стерола в эргостерол – основной компонент клеточной 
мембраны грибов. Флуконазол обладает среди азолов 
наибольшей 90% биодоступностью и имеет низкую 
степень связываемости с белками плазмы. Препарат в 
высоких концентрациях равномерно распределяется 
в органах, тканях и секретах, хорошо проникает через 
гематоэнцефалический барьер. В отличие от итракона-
зола и тербинафина, он лишь частично метаболизиру-
ется в печени и преимущественно выводится почками 
практически в неизмененном виде. Это свойство дела-
ет возможным применение флуконазола у больных с 
патологией гепатобилиарной системы, в том числе и 
при вирусных гепатитах [6]. В нашем исследовании ни 
у одного из пациентов с патологией гепатобилиарной 
системы нежелательных явлений в виде изменений 
нормальных показателей функции печени не отмеча-
ли. Препарат активен по отношению к большинству 
видов грибов рода Candida и дерматомицетам – основ-
ным возбудителям онихомикоза. Через 2 недели после 
начала приема флуконазола в ногтевых пластинках 
кистей и стоп создается его устойчивая концентрация 
[11]: в ногтях кистей она равна 5,0 μg/g и обеспечивает 
клиническую эффективность в 63% случаев, в ногтях 
стоп – 7,5 μg/g (36%). По всей видимости, эти разли-
чия можно объяснить более быстрым ростом ногтевых 
пластинок кистей, чем стоп. Отметим, что концентра-
ция флуконазола в ногтях пропорционально зависит 
от принимаемой дозы препарата. Максимум концен-
трации флуконазола достигается при приеме 450 мг в 
неделю [Savin R.C., et al. //J. Am. Acad. Dermatol. – 1998. 
– Vol. 38. – P.110-116; Rich P., et al.// J. Am Acad Dermatol. 
– 1998. – Vol. 38. – P. 103-109], однако в инструкции 
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к препарату указана доза 150 мг/неделю. Именно эту 
дозу мы назначали нашим больным при проведении 
исследования.

Эффективность флуконазола при лечении они-
хомикоза стоп уступает таковой при использовании 
тербинафина и итраконазола. Сравнение действен-
ности тербинафина с флуконазолом было проведено 
в рандомизированном двойном слепом исследовании 
в 6 центрах Финляндии в течение 60 недель. Сравни-
ли эффективность тербинафина (12-недельная про-
должительность лечения) с результативностью при-
менения флуконазола (150 мг/сут в течение 12 или 24 
нед.) в терапии больных онихомикозом кистей и стоп. 
Полное и микологическое излечение было на четверть 
выше в группе приема тербинафина, чем флуконазола. 
Интересен тот факт, что число пациентов, не ответив-
ших на лечение, в группе приема тербинафина, было 
значительно меньше (11%), чем в группе приема флу-
коназола (56%). [Havu, Heikkila, Kuokkanen, et al // Br. J. 
Dermatol. – 2000. – Vol.  142].

Одним из способов повышения эффективности 
антифунгальной терапии является применение комби-
нированных методов терапии, подразумевающих од-
номоментное назначение двух антимикотиков систем-
ного и местного действий. В качестве противогрибко-
вого средства системного действия обычно применяют 
один из трех антимикотиков – тербинафин, итракона-
зол или флуконазол. Для местного лечения использу-
ют один из антифунгальных лаков, содержащих амо-
ролфин или циклопирокс. Лекарственная форма (лак 
для ногтей и вспомогательные вещества этих препара-
тов) обеспечивает их фиксацию на ногте, способствует 
эффективному проникновению в ногтевую пластинку 
и созданию необходимой МИК для большинства воз-
будителей онихомикоза. Эффективность применения 
антифунгальных лаков была доказана многоцентро-
выми рандомизированными клиническими испыта-
ниями, в отличие от эффективности участившегося 
в России использования других лекарственных форм 

антифунгальных препаратов (растворов, кремов и ма-
зей). Полная санация ногтевой пластинки (микологи-
ческое и клиническое выздоровление) предупреждает 
развитие рецидивов после окончания лечения. Так, 
добавление лака аморолфин к системным антими-
котикам (итраконозолу или тербинафину) помогает 
увеличить действенность терапии на 25-35% [9, 10]. В 
проведенном нами исследовании флуконазол показал 
достаточно высокую эффективность у больных стар-
ших возрастных групп. Его высокий профиль безопас-
ности дает возможность использовать его у пациентов 
из групп риска развития нежелательных явлений при 
таких сопутствующих патологиях, как сахарный диа-
бет и заболевания гепатобилиарной системы.

Таким образом, применение комбинированной те-
рапии флуконазолом и 5% лаком с аморолфином нам 
видится перспективным у больных онихомикозом 
старших возрастных групп, а также у пациентов, кото-
рым противопоказано назначение более эффективных 
антимикотиков (тербинафина или итраконазола) из-за 
высокого риска развития нежелательных явлений. В 
таких случаях флуконазол можно рассматривать как 
препарат резерва, а одновременное с ним назначение 
наружной терапии (антифунгального лака) может по-
высить эффективность терапии онихомикоза стоп. 

Выводы
1. Эффективность (микологическая, клиническая, 

полная) комбинированной терапии, включающей ап-
паратную подчистку ногтей, прием системного анти-
микотика – флуконазола (Дифлюкана), нанесение 
лака аморолфина (Лоцерила) выше, чем монотерапия 
системным антимикотиком флуконазолом (Дифлю-
каном) у больных онихомикозом стоп, протекающим 
с прогностически неблагоприятными клиническими 
проявлениями.

2. Высокий профиль безопасности флуконазола 
(Дифлюкана) позволяет назначать его для лечения 
онихомикоза стоп пациентам с высоким риском раз-
вития нежелательных явлений.
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В статье представлены цитологические данные о миграции 

клеточных компонентов в ходе почкования дрожжевых клеток 
Cryptococcus laurentii в экспоненциальной стадии роста in vitro. В 
материнской клетке выявлены: интерфазное ядро с низким уровнем 
конденсированного хроматина, крупная вакуоль, плотный цитозоль, 
многочисленные свободные рибосомы, умеренное количество мито-
хондрий, цистерн гранулярного эндоплазматического ретикулума 
(ЭР) и секреторных пузырьков. На этой стадии запасные вещества, 
одиночные цистерны Гольджи и микротельца отсутствовали. В 
ходе почкования материнской клетки мы обнаружили увеличение 
размеров ядра и возрастание степени его хроматизации, а так-
же размеров ядрышка, количества митохондрий с формированием 
гигантской органеллы. С началом почкования ядро материнской 
клетки мигрировало из базальной части в латеральную, а затем в 
апикальную часть, где оно располагалось напротив рубчика. Вначале 
в области рубчика возникал вырост цилиндрической формы, кото-
рый претерпевал изодиаметрический рост с формированием сфери-
ческой почки. До митоза цитозоль, свободные рибосомы, небольших 
размеров митохондрии, мелкие вакуоли, короткие цистерны ЭР 
и несколько секреторных пузырьков мигрировали из материнской 
клетки в растущую почку. После перемещения ядра из материнской 
клетки в содержимое почки и последующего его деления, в области 
перешейка формировалась септа, по которой происходило отделе-
ние материнской клетки от дочерней. 

Ключевые слова: замораживание-замещение, in vitro, 
Cryptococcus laurentii, почкование, ультраструктура, электронная 
микроскопия
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In this article the cytological data of the cell components migration 
during budding of the Cryptococcus laurentii yeast cells in exponential 
stage of in vitro growth were presents. In the mother cells we revealed the 
interphase nucleus with lower level of condensed chromatin, large vacuole, 
dense cytosol, numerous free ribosomes, moderate amount of mitochondria, 
cisterns of granular endoplasmic reticulum (ER) and secretory vesicles. In 
this stage, the storage substances, single Golgi cisterns and microbodies were 
absent. During budding of the mother cells we revealed the increasing of the 
sizes of nucleus with increasing the level of its chromatization and nucleolus 
sizes, the number of mitochondria with formation of giant organelle. At the 
beginning of budding, the nucleus in mother cell migrated from basal part 
to lateral and finally in apical area and localized near opposite scar. At first, 
in scar region the cylindrical protrusion was formed, which then undergo 
the isodiametrical growth with formation of spherical bud. Before mitosis, 
cytosol, free ribosomes, small mitochondria and vacuoles, short cistern of 
ER, several secretory vesicles migrated from mother cell to growing bud. After 
nucleus transition from mother cell in bud content and its mitotic division, 
the septum was formed in region of isthmus along which the separation of 
mother cell from daughter occur. 

Key words: budding, Cryptococcus laurentii, electron microscopy, 
freeze-substitution, in vitro, ultrastructure

Introduction
Cryptococcus laurentii (Kufferath) Skinner – is 

basidiomycetous yeast, which was distributed in soil, air, 
seawater and contaminated wine, wheat, maise, grape, deep-
frozen beans, phyllosphere of grasses, leaves of tropical 
plants and etc. Also C. laurentii reported from droppings 
and cloacae of pigeons. It was isolated as the etiologic agent 
of human skin infection, keratitis, endophthalmitis, lung 
abscess, chronical pneumonia, peritonitis, meningitis and 
catheter-associated fungemia [1-4; Banerjee P., et al. // Case 
Report. – 2013. – Vol. 31, Is.1, etc.]. C. laurentii was isolated 
from the blood of a patient given the diagnosis of ganglio-
neuroblastoma [Averbuch D., et al. Med. Mycol. – 2002. 
– Vol. 40, №5]. This species was revealed in the dog with 
panninculitis and osteomyelitis, in the stomach of aborted 
equine fetuses. The purpose of this study was, first, on the 
example in vitro growing yeast cells of C. laurentii provide 
the ultrastructural investigations of organelle migration 
during the cardinal stage of morphogenesis – budding 
and, second, compare this data with the same obtained 
before for another species from genus Cryptococcus – C. 
neoformans [Kopecká M., et al. //Scripta Medica (Brno). – 
2000. – Vol. 73, №6], C. albidus [5] and another genus of 
basidiomycetous yeast – Malassezia pachydermatis [6]. 

Materials and methods
We investigated cultures of two C. laurentii strains 

(РКПГY-1014/B-292 from Russian collection of patho-
genic fungi and IFM 50262 from Culture Collection of the 
Research Center of Pathogenic Fungi, Chiba University, Ja-
pan). The first strain was cultivated 10 days on solid wort 
agar at 28º С. For scanning electron microscopy, the part of 
fungal colonies with nutrient medium was fixed in 3% glu-
taraldehyde (on 0,1 M cacodylate buffer) for 3 hour, post-
fixed overnight in 1% osmium tetroxide in same buffer, 
dehydrated by ethanol series, critical-point dried (HCP-
2) for 15 min, coated with gold and observed in JSM 35 
(JEOL, Tokyo, Japan). The second strain was cultivated for 
24 hour in YPD medium (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) 
bactopepton and 2% (w/v) glucose on shaker at 30º C. For 
investigation of the living cells of cultures, we made the 
temporary preparation and investigation under the phase-
contrast microscope (Olympus BH-2RFCA). For transmis-
sion electron microscopy (TEM), the cells were collected 
by centrifugation and sandwiched between two copper 
grids. Samples were then freeze-substituted in 2% osmium 
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tetroxide/acetone at - 80º C for 48 hour and embedded in 
epoxy resin according to the method described before [7]. 
Ultrathin sections (70 nm thick) were cut with diamond 
knife then stained (uranyl acetate and lead citrate) and cov-
ered with Super Support Films (Nisshin EM, Tokyo, Japan) 
then observed with JEM-1400EX transmission electron 
microscope (JEOL, Tokyo, Japan).

Results and Discussion 
Phase-contrast microscopy. After 24 hour of growth 

on YPD medium, yeast cells were spherical or ellipsoidal 
(2-5 x 3-7 µm), single or in small groups (Fig. 1 a) with 
monopolar budding. Hyphae and pseudohyphae were 
absent [1]. 

Scanning electron microscopy. Under the lower 
magnifications, the yeast cells in culture form the specific 
massive variable in size spherical and irregular yeast cells 
aggregations (Fig. 1 b, c, arrows). The developing yeast cells 
covered with polysaccharide capsule for which typical the 
slightly irregular surfaces textures (Fig. 1 d, arrows). 

Transmission electron microscopy. Mother cells before 
budding. In central part of cell, we revealed the interphase 
nucleus and large vacuole, which were similar in size and 
occupied the main its volume (Fig. 1 e, 3 a). The nucleus 
localized in distal part of cell between vacuole and cell wall, 
was spherical (2,0 µm) in form, contained moderate level of 
randomly distributed condensed chromatin. Nucleolus also 
spherical, large (0,5 µm), composed with similar amount of 
granular and fibrillar components (Fig. 1 f). On the outer 
nuclear membrane the moderate number of ribosomes 
were revealed. 

Large vacuole localized opposite budding scar and 
was characterized with the presence of specific tightly 
localized thin-fibrillar material (Fig. 1 e). The cells on 
this and another stage of development were not different 
among themselves in vacuolar content structure, which 
significantly distinguished this species from previously 
investigated strain of the C. albidus [5]. 

Mitochondria were in the periphery of cells near cell 
wall (Fig. 1 e). The number of organelles varied from 4 to 6. 
They were spherical (0,6 µm) and ellipsoidal (0,5 x 0,6 µm) 
in form and had moderate electron density matrix which 
was identical electron density with cytosol. 

The storage substances in this and another stage of 
development were absent. This peculiarity was also typical 
for budding yeast of C. albidus [5], which cultivated for 
24 hour in same conditions. It was interesting, that for 
yeast cells of M. pachidermatis [6], which grows in similar 
condition, were typical presence the single large lipid 
inclusion situated opposite the budding scar. The presence 
of large amount of different storage substances were typical 
for cells of C. neoformans with different virulence after 7 
days of its sowing on the Saburaud’s agar [8].

Cytosol with moderate electron density was rich with 
free ribosomes. Small number (from 3 to 6 on median 
cell section) single or in small groups (Fig. 1 f) small (60 
- 70 nm) secretory vesicles with thin-fibrillar content 
were distributed in cytosol. Single cisterns of Golgi and 
microbodies were not found on all developmental stages. 
The cisterns of granular ER on this and subsequent 
stages of budding were rare, short, straight or slightly 
curved, localized near cell wall (Fig. 1 f). The small 
amount of granular ER were typical for mother cells of 
another basidiomycetous yeast species [C. albidus: 5; M. 

pachydermatis: 6; C. neoformans: 8, 9]. For comparison, 
microbodies appeared in the yeast cells C. neoformans after 
7 days of beginning of infection in mouse lung and brain 
independent of its virulence [8]. 

Plasma membrane was in close contact with the 
electron-transparent thin (0,17 µm) light cell wall (Fig. 1 
e, f) which supply with single budding scar (with mean 
diameter 0,6 µm).

Budding. The process of budding was started by 
development in the scar region evagination of plasma 
membrane and cell wall, which contain cytosol and 
free ribosomes (Fig. 1 g, arrow). Later in this places was 
formed a cylindrical protrusion (Fig. 1 h, i, arrow, 3 b). For 
comparison, the budding of yeast cells in C. neoformans 
[Kopecká M., et al. // Scripta Medica (Brno). – 2000. – Vol. 
73, №6; Yamaguchi M., et al. // J. of Electron Microscopy. 
– 2002. – Vol. 21, №1] also start with formation of similar 
protrusion. But we did not revealed its in budding yeast 
cells of C. albidus [5] and M. pachydermatis [6]. At this 
time, the nucleus migrated from basal part of mother cell in 
its median part (Fig. 1 h) and localized near vacuole. In this 
period several small vacuoles were appear in cytosol. Soon 
during isodiametrical growth of this cylindrical protrusion, 
the spherical bud was formed (Fig. 1 g, k, 3 c). In mother 
cell, the numbers of mitochondria were increased before 
10 - 17 on median section (Fig. 1 j). They formed around 
nucleus and small vacuole distinctive «sheath» composed 
from closely contacted organelles (Fig. 2 a, 3 c). Perhaps, 
increasing the number of mitochondria and peculiarity 
of its topography in this early stage of budding was the 
evidence of development of giant organelle so called 
«mitochondrial reticulum». Formation of giant organelle 
around nucleus was revealed for budding cells C. albidus 
[5] and for strong virulent strains of C. neoformans growing 
in vivo (mouse brain after seven days of experiments [9]. 
Contrary, in the yeast cells of M. pachydermatis [6], the 
number of mitochondria, peculiarity of its topography and 
ultrastructure during budding were constant.

During subsequent stages of bud formation, the sizes of 
nucleus and level of condensed chromatin were increased 
(Fig. 2 c). Also the activation of nucleolus was revealed 
(increasing its size and volume of granular components). 
We obtained similar data for in vitro growing budding 
yeast cells of C. albidus [5] and M. pachydermatis [6]. 
The activation of nucleolus and chondriome correlated 
with synthesis of cell wall and polysaccharide capsule 
in developing bud and also cytosol, free ribosomes and 
another cell components, which migrate in the developing 
bud. 

According the lower amount of secretory vesicles 
concentration in cytosol, the budding yeast cells of C. 
laurentii possible compared with similar of C. albidus 
[5] and C. neoformans [8, 9]. For comparison, in M. 
pachydermatis [6] these components of endomembrane 
system were not revealed.

During the bud growth, the cytosol, numerous free 
ribosomes, several single small mitochondria, small 
vacuoles (Fig. 2 b, c, d, 3 d), rare short ER cisterns and 
several secretory vesicles were pass in its content from 
mother cell cytosol. Directly in the isthmus cytosol, near 
nuclear outer membrane and vacuolar tonoplast possible 
revealed the single short microtubules (Fig. 2 d). This 
cytoskeleton components were also revealed in actively in 
vitro growing cells of C. albidus [5], M. pachydermatis [6] 
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Fig. 1. Phase-contrast (a), scanning (b - d) and transmission electron microscopy (e - k) of in vitro growing C. laurentii cells. 
Explanation for this and another figures: B – bud, CP – cylindrical protusion; DC – daughter cell, CW – cell wall, ER – endoplasmic 

reticulum; M – mitochondrium(ia), MC – mother cell, Mt – microtubule, N – nucleus, Nu – nucleolus, S – septum; Sc – scar; V – 
vacuole, Vs – vesicles. Scale: a – 6 µm, b – 500 µm, c – 100 µm, d – 3 µm, e – 2 µm, g, k – 0,5 µm, i – 0,4 µm, f, h, j – 1 µm. 
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Fig. 2. Ultrastructure of in vitro growing C. laurentii cells during (a - g) and after budding (h - k).  
Scale: a, b, c, e, f, I, k – 2 µm, d, g, h – 1 µm, j – 0,2 µm.
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and C. neoformans [9; Yamaguchi M., et al. // J. of Electron 
Microscopy. – 2002. – Vol. 21, №1]. Previously, the detailed 
investigations of cell cytoskeleton system (microtubules 
and F-actin) during budding yeast cells of C. laurentii 
was carried out by Marek D., Gabriel M. and Kopecká 
M. [10]. These authors demonstrated, that cytoskeleton 
components play important role during budding of yeast 
cells of this fungal species and undergo the regular changes 
during this cardinal time of morphogenesis and are similar 
to those in C. neoformans. 

When the bud is about half size of the mother cells, 
the nucleus situated near isthmus and then directly passes 
from its (Fig. 2 e, 3 e). At this time, the isthmus was more 
wide (1,25 µm), and large nucleolus (0,75 µm) was visible in 
the part of nucleus which localized in mother cell cytosol. 
According the data in literature [10], during of C. laurentii 
yeast cells budding, the nucleus was revealed in the bud 
content and undergo mitosis in isthmus after which one 
nucleus stay in bud and another return in mother cell. 
Similar pattern of nucleus behavior was typical for the 
budding cells of another species of pathogenic fungus – C. 
neoformans [11].

After division completion, we observed one strongly 
chromatizated irregular in form and small sized (1,0 x 0,8 
µm) nucleus in mother cell and another in bud cytosol (1,4 
x 0,8, fig. 2 f, 3 f). Later the size of nucleolus in bud (Fig. 
2 g) and mother cell gradually increased and their forms 
became spherical.

The mother and daughter cell during and after 
separation. Soon after mitosis and during cytokinesis 
in middle part of isthmus, thick (0,17) light septum was 
formed (Fig. 2, h, j, 3 g). Cell separation passed through 
middle layer of septa. After this process (Fig. 2 i, 3 h), the 
mother cells ultrastructure, topography and number of 
organelles returned in condition before budding. 

In central part of daughter cell revealed was spherical 
nucleus (1,5 µm), one light median in size spherical vacuole 
(Fig. 2 i) with and thin-fibrillar material in its content. The 
number of spherical (0,6 µm) mitochondria varied from 
2 to 3. The number of free ribosomes, cisterns of ER and 
secretory vesicles was similar with the mother cells after 
budding. After separation from mother cell, the daughter 
cell undergo isodiametrical growth (Fig. 2 k), which was 
accompanied with formation in its apical part the central 
vacuole which localized apposite scar. In this stage synthesis 
of the cell wall, cytosol, free ribosomes and proliferation of 
mitochondria take a place. Simultaneously, the nucleus size 
was increase and level of chromatization decrease. Finally, 
they localized near cell wall in basal part of cell. 

Fig. 3. Diagram showing the organelles migration during C. 
laurentii budding. a – mother cell before budding, b - g – 

mother cell during budding, h – mother and daughter cell 
cells after separation.

Resume
Ultrastructural comparison of mother cell in cultures of 

two species from genus Cryptococcus – C. laurentii and C. 
albidus [5] in exponential phase of growth demonstrated 
the common peculiarity in internal topography before 
(nucleus in basal part and vacuole opposite the scar) and 
during (migration of the nucleus from distal to lateral and 
opposite the scar and, contrary, transition of nuclei from 
apical part in distal one) budding. Another topography 
was typical for interphase nucleus in mother cell of M. 
pachydermatis [6] – central-lateral. For mother cells of all 
compared four yeast species were typical the high level 
of vacuolization, moderate number of mitochondria and 
cistern of rough ER, abundance of free ribosomes, absence 
of single cisterns of Golgi and microbodies. Only for 
mother and budding cells of M. pachydermatis was specific 
the presence of storage lipid inclusion, which localized 
opposite scar (as vacuole in another species). According 
our opinion, isolation in mother cell the nucleus from scar 
with the «using» of vacuole in C. albidus [5], C. laurentii 
and large lipid inclusion in M. pachydermatis [6] block the 
budding process and subsequent changes in interrelations 
between nucleus→ vacuole and storage lipid was the first 
signal for starting of this process. 

For interphase nucleus of all investigated yeast 
species, were typical lower level of chromatization, which 
was typical for fungi [5, 6, 11, 12 etc.] and correlated 
with lower number of chromosome. In all investigated 
species, transition of mother cells to bud formation were 
accompanied by increasing of nucleus and nucleolus 
sizes and level of chromatization. In our opinion, nucleus 
activation correlated, first, with grounding to mitosis and, 
second, with necessity activation of synthetic processes and 
organelles proliferation.

Budding in all species were accompanied by the 
synthesis of cytosol and free ribosomes. For all investigated 
species, for exclusion M. pachydermatis, were typical 
specific proliferation of mitochondria, changes in its 
topography, including formation of a «sheath» around 
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the nuclear envelope, which we associate with formation 
of one giant organelle. For comparison, during mother 
cell development of natural [13] and clinical [9] isolates 
of C. neoformans giant mitochondria were not developed. 
Thus, in general, in investigated pathogenic yeast species 
giant mitochondria developed during budding, but the 
M. pachydermatis [6] distinctly differ from this species by 
absence of chondriome proliferation in mother cells, which 
undergo the same process. 

In mature and budding mother cell of all investigated 
yeast species, for exclusion of R. minuta [7], the number 
of secretory vesicles was small. As a rule, they not revealed 
near cells wall in developing bud and separated septa 
between the mother and daughter cell. Thus, in the yeast 
cells of this species its participation in cell wall synthesis 
and construction was questionable. Also not clear the 
source of secretory vesicles, so that the single cisterns 
Golgi we not revealed. Our data support the opinion 
of Vasilyev A. E. [Vasilyev А.Е. // Bot. Journal – 1985. – 
Vol. 70, №9] that fungal cell was «mesocaryotic» and we 
often find the presence of prokaryotic and eucaryotic 
pattern of cell functioning. It was obvious, that in our 
objects all morphogenetic process may pass as in bacteria 
only with participation of plasma membrane, cytosol and 
free ribosomes. For conformation: the yeast cell budding 
in M. pachydermatis [6] pass only on the base of nucleus 
activation and without chondriome proliferation. Revealed 
abundance of secretory vesicles in budding yeast cells of 
R. minuta [7] may be demonstrated its differences from 
another investigated species in rate and quality of synthesis 

and secretion of ferments and secondary metabolites. 
Unfortunately, but we not observed directly process 

of division, but according the data another authors in C. 
neoformans [11, 12], M. pachydermatis [14] and R. glutinis 
[McCully E.K., Robinow C.F. // J. Cell Sci. – 1972. – Vol. 11] 
it was took places during nucleus moving through isthmus. 
During budding the yeast cells in C. albidus [5], nucleolus 
separate on equal parts during in isthmus region during 
nucleus migration. Previously we [5] mentioned, that the 
behavior and the fate of nucleolus during budding of yeast 
cells constant for member of one genus and, perhaps, may 
indicate the level of its evolutional advances and relations. 
In all four investigated yeast species after mitosis, one 
nucleus revealed in mother and another in bud. It was 
important, that exactly after mitosis the nucleus in mother 
and daughter cell posses with one nucleolus. 

Our data demonstrated that, first, we revealed the 
similar pattern of changes in mother cells budding on 
example of two species from one genus Cryptococcus and, 
second, differences between this species and members of 
another genus of basidiomycetous yeast – Malassezia. It 
was obvious, that the data relative to the pattern of changes 
during budding of mother cells was very important and 
perspective for taxonomical investigations and actually 
continue its. In contrast, the regularity of organelles 
transition during budding in system mother cell → bud 
and ultrastructure of developing bud was identical for all 
investigates yeast species in depending of its taxonomical 
position. 
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Методом серийных разведений определена чувствительность 

к 16 антибактериальным препаратам 315 штаммов энтеробак-
терий, выделенных из респираторного тракта и мочи пациентов 
многопрофильного стационара. Выявили большое разнообразие спек-
тров антибиотикорезистентности энтеробактерий с высоким 
удельным весом полирезистентных культур. Наибольшую актив-
ность в отношении энтеробактерий в данном стационаре прояв-
ляли карбапенемы. Фосфомицин, амикацин и ингибитор-защищен-
ные пенициллины сохраняли активность в отношении эшерихий. У 
штамма Klebsiella pneumoniae, выделенного из мочи, устойчивого к 
карбапенемам, обнаружили карбапенемазу NDM-1. Установлены раз-
личия в антибиотикорезистентности энтеробактерий различного 
происхождения, которые были наиболее выражены у эшерихий.
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By the serial dilution method the sensitivity to 16 antimicrobials of 315 
strains of Enterobacteriaceae, isolated from the respiratory tract and urine of 
patients in multidisciplinary hospital has been determined. A great variety 
of antibiotic resistance spectra of Enterobacteriaceae with a high proportion 
of multidrug resistant crops was revealed. Sensitivity to carbapenems was 
observed in the majority of Enterobacteriaceae. Fosfomycin, amikacin 
and inhibitor-protected penicillins retaind the activity against Escherichia 
coli. In Klebsiella pneumoniae strain isolated from urine and resistant to 
carbapenems was found a carbapenemase NDM-1. The differences in the 
antibiotic resistance of different origin Enterobacteriaceae, which were most 
pronounced in E. coli, have been installed.
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ВВЕДЕНИЕ
Распространение антибиотикорезистентных штам-

мов микроорганизмов приняло в настоящее время ха-
рактер эпидемии. В большинстве стран устойчивость 
возбудителей инфекционных заболеваний к антими-
кробным препаратам (АМП) неизменно растет. Пре-
дотвращение формирования и распространения анти-
микробной резистентности признано ВОЗ в качестве 
глобальной проблемы и национального приоритета 
[1]. Выраженное разнообразие генов и механизмов 
резистентности особенно характерно для энтеробак-
терий, которые являются важными возбудителями как 
внебольничных, так и госпитальных инфекций разной 
локализации, в том числе инфекций мочевыводящих 
путей и респираторного тракта [2, 3]. При госпиталь-
ных инфекциях энтеробактерии по актуальности де-
лят 1-2 места со стафилококками как во взрослых, так 
и в детских стационарах [1, 4-6]. Из них превалируют 
Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus 
spp., при этом для энтеробактерий характерна устой-
чивость к антибиотикам разных групп [6, 7]. Веду-
щим механизмом резистентности к бета-лактамным 
антибиотикам у энтеробактерий стала выработка бе-
та-лактамаз расширенного спектра (БЛРС), а также 
карбапенемаз, гены которых обычно локализованы на 
плазмидах и способны к переносу при внутривидовой, 
межвидовой и, даже, межродовой передаче; при этом 
микроорганизмы отличают по ассоциированной рези-
стентности к другим антибиотикам: гентамицину – до 
80%, ципрофлоксацину – 40-60% [2]. Так, при исследо-
вании 573 штаммов энтеробактерий из 25 стационаров 
18 городов России в 2011-2012 гг. продукцию БЛРС об-
наружили у 78,2% всех изолятов, в том числе у 90,6% 
Klebsiella pneumoniae и у 82,1% E. coli [8].

В силу сложных механизмов устойчивости и фор-
мирования полирезистентных штаммов выбор адек-
ватного режима антибиотикотерапии нозокомиаль-
ных инфекций, вызванных энтеробактериями, пред-
ставляет определенные сложности [9]. Учитывая вы-
сокий уровень резистентности энтеробактерий к анти-
микробным препаратам разного механизма действия 
и его выраженную вариабельность в зависимости от 
региона и даже стационара, очень важно изучение 
антибиотикорезистентности этих микроорганизмов, 
особенно выделенных в многопрофильных стациона-
рах [2, 9], что и было целью нашего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В 2011-12 гг. в многопрофильном стационаре 

г. Санкт-Петербурга из мочи пациентов с инфекциями 
мочевыводящих путей и респираторного тракта были 
выделены 315 штаммов энтеробактерий, в том числе 
154 культуры Escherichia coli, 104 штаммов Klebsiella 
pneumoniae, 7 культур Klebsiella oxitoca, 35 штаммов 
Enterobacter spp., 11 культур других энтеробактерий 
(табл., Рис. 1).
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Таблица 1.
Штаммы энтеробактерий, выделенные от больных в 

стационаре
Исследуемый 

материал Количество выделенных культур

Вид микроорга-
низма моча мокрота

Бронхоаль-
веолярный 

лаваж (БАЛ)

Плев-
ральная 

жидкость
Всего

Escherichia coli 124 25 7 156
Klebsiella 
pneumoniae 65 12 26 1 104

Klebsiella oxitoca 7 7
Enterobacter spp. 11 21 3 35
Serratia marcescens 5 5
Proteus mirabilis 2 2 2 6
Morganella morganii 2 2
ВСЕГО 204 72 38 1 315

Рис. 1. Удельный вес энтеробактерий, выделенных от 
пациентов многопрофильного стационара.

Идентификацию этиологически значимых микро-
организмов осуществляли фенотипически и по по-
следовательности первых 500 пар нуклеотидов гена 
16SРНК [10]. Определение чувствительности выде-
ленных чистых культур энтеробактерий к антибакте-
риальным препаратам проводили методом серийных 
разведений в агаре Мюллер-Хинтон с диапазоном кон-
центраций от 0,06 мкг/мл до 128 мкг/мл [11].

Установили чувствительность всех штаммов к 16 
антибактериальным препаратам: ампициллину (Ap), 
цефотаксиму (Ctx), цефепиму (Cpm), цефиксиму (Cfx), 
цефтриаксону (Cta), комбинациям амоксициллин/
клавуланат (Am/cl), пиперациллин/тазобактам (Pi/
tz), цефоперазон/сульбактам (Cfp/sb), ципрофлокса-
цину (Cip), моксифлоксацину (Mox), имипенему (Im), 
меропенему (Mer), эртапенему (Ert), гентамицину 
(Gm), амикацину (Ak), фосфомицину (Fm). Исполь-
зовали референтные штаммы E. coli АТСС 25922, E. 
coli АТСС 35218. Определение категорий чувствитель-
ности на основании полученных МИК выполняли в 
соответствии с рекомендациями European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (2013) [11]. Ста-
тистическую обработку полученных данных осущест-
вляли с помощью пакета прикладных программ SPSS 
Statistics 17.0 (США) [12]. Для фенотипического вы-
явления карбапенемазной активности применяли мо-
дифицированный тест Ходжа. Детекцию генов карба-
пенемаз (KPC, NDM, OXA-48, VIM. IMP) проводили с 
использованием отечественных наборов методом ПЦР 
в реальном времени. Для точного определения выяв-
ленного гена исследовали последовательность нуклео-
тидов гена, отвечающего за продукцию карбапенемазы 
[13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Большая часть изученных культур (81,9%) про-

явила устойчивость хотя бы к одному антибактериаль-
ному препарату, при этом удельный вес резистентных 
культур среди штаммов, выделенных из мочи, был 
ниже (75,0%), чем среди культур энтеробактерий, изо-
лированных в этот же промежуток времени в данном 
стационаре из респираторного тракта (94,6%). Чув-
ствительными ко всем препаратам были две культуры 
протея, высокий удельный вес чувствительных ко всем 
препаратам штаммов наблюдали у E. coli (35,3%). Все 
культуры клебсиелл и морганелл были устойчивы хотя 
бы к одному антибиотику.

Среди энтеробактерий превалировали культуры, 
устойчивые к ампициллину (73,6%), ципрофлоксацину 
и моксифлоксацину (по 46,7%). Более трети штаммов 
были устойчивы к цефалоспоринам III (по 42,2%) и IV 
(40,0%) поколения (Рис. 2). 

Рис. 2. Устойчивость энтеробактерий к антимикробным 
препаратам.

Полученные нами результаты коррелируют с дан-
ными по устойчивости энтеробактерий к цефало-
споринам в других лечебных учреждениях Санкт-
Петербурга. Так, среди K. pneumoniae и E. coli, выде-
ленных в семи стационарах Санкт-Петербурга в 2012 
г., удельный вес штаммов, устойчивых к цефалоспори-
нам, колебался в различных стационарах для E. coli от 
7,8 до 50%, для K. pneumoniae – от 25,4 до 88,4% [14]. 
В исследовании МАРАФОН в стационарах России 
устойчивость к цефалоспоринам III-IV поколения вы-
явлена более чем у 80% всех изолятов энтеробактерий, 
в том числе – более чем у 90% штаммов K. рneumoniae 
и более чем у 80% культур E. coli [8]. Основным ме-
ханизмом устойчивости к цефалоспоринам у энте-
робактерий является продукция бета-лактамаз рас-
ширенного спектра действия (БЛРС), при этом гены, 
их кодирующие, часто локализованы на плазмидах и 
распространены среди микроорганизмов. У нозоко-
миальных штаммов в отделениях реанимации и ин-
тенсивной терапии (ОРИТ) стационаров России доля 
продуцентов БЛРС достигала 84% среди клебсиелл, 
55% – среди эшерихий и 61% – среди протеев, отли-
чаясь даже между стационарами одного города [15]. 
В зарубежных исследованиях показана меньшая рас-
пространенность продуцентов БЛРС среди энтеробак-
терий, однако количество таких культур и там посто-
янно возрастает [16, 17]. По данным большого между-
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народного исследования (2011 г.), за период с 2008 по 
2011 гг. в большинстве стран наблюдали выраженное 
возрастание удельного веса устойчивых к цефалоспо-
ринам III поколения культур, и ни в одной стране не 
отмечали снижения количества таких штаммов среди 
энтеробактерий [16, 17]. Таким образом, частоту БЛРС 
у энтеробактерий – возбудителей нозокомиальных ин-
фекций в ОРИТ России можно считать рекордно вы-
сокой [15], что делает цефалоспорины неэффективны-
ми в лечении вызываемых этими микроорганизмами 
инфекций. При этом широкое использование цефало-
споринов, помимо роста резистентности к ним самим, 
сопровождается селекцией и распространением поли-
резистентных БЛРС-продуцирующих энтеробактерий 
(концепция «параллельного ущерба») [3, 18].

В определенной части случаев, в связи с гипер-
продукцией БЛРС в отношении энтеробактерий, не-
эффективны и ингибитор-защищенные бета-лактамы 
– до 40,5% [1]. В нашем исследовании ингибитор-за-
щищенные бета-лактамы не обладали высокой актив-
ностью в отношении энтеробактерий. Устойчивыми к 
амоксиллину-клавуланату оказались более трети из-
ученных культур (38,7%), несколько большую актив-
ность проявляли комбинации пиперациллин/тазо-
бактам (22,9% резистентных культур) и цефоперазон/
сульбактам (20,3%).

Почти треть выделенных культур была устойчива к 
гентамицину (31,7%). Несколько большую активность 
проявляли амикацин (15,6% резистентных штаммов) 
и фосфомицин (12,4%). Наиболее активными среди 
изученных препаратов в отношении энтеробактерий 
оказались карбапенемы. Вследствие высокого удель-
ного веса энтеробактерий, продуцирующих БЛРС и 
устойчивых к цефалоспоринам, возросли роль и ча-
стота применения карбапенемов, которые в настоя-
щее время широко используют в качестве препаратов 
стартовой эмпирической терапии, что создает условия 
для селекции представителей этого семейства, проду-
цирующих карбапенемазы [19]. До последнего време-
ни удельный вес устойчивых к карбапенемам энтеро-
бактерий в мире оставался невысоким. Так, в 2011 г. из 
73920 штаммов энтеробактерий, выделенных в 28 стра-
нах, устойчивыми к карбапенемам были только 1,8%, 
причем большинство из них было выявлено в Греции 
[16]. Ранее считали, что в России резистентность эн-
теробактерий к карбапенемам практически отсутству-
ет [9, 20], однако уже около десяти лет устойчивые к 
карбапенемам штаммы энтеробактерий регистрируют 
в разных регионах России [8, 14]. В исследовании МА-
РАФОН резистентность к меропенему, имипенему и 
эртапенему проявляли, соответственно, 2,8%, 8,4% и 
14,0% всех изолятов энтеробактерий. Наиболее высо-
кую частоту устойчивости к карбапенемам отмечали 
среди изолятов K. pneumoniae – 4,9%, 14,6% и 22,0% 
соответственно [8]. В настоящее время удельный вес 
резистентных к карбапенемам культур достигает в от-
дельных стационарах 30% [4]. Среди энтеробактерий в 
проведенном нами исследовании устойчивость к кар-
бапенемам была невысока. Так, только 6,0% штаммов 
были устойчивыми к эртапенему, 1,6% – к меропенему, 
и только 1 штамм клебсиеллы (0,3%) был устойчив к 
имипенему. Большинство устойчивых к карбапенемам 
культур – K. pneumoniae (89,5%), удельный вес рези-
стентных к эртапенему культур среди них составил 

15,3%. Устойчивость к цефалоспоринам III поколения 
и карбапенемам является маркером полирезистентно-
сти энтеробактерий [17].

Наибольшей устойчивостью к антимикробным 
препаратам среди энтеробактерий в данном стацио-
наре обладали штаммы клебсиелл. K. pneumoniae стала 
актуальным возбудителем нозокомиальных инфекций 
с 70 гг. прошлого столетия, чему способствовали ее 
выраженная способность к колонизации и приобре-
тенная устойчивость к антибиотикам [21]. Несмотря 
на отсутствие первичной антибиотикорезистентно-
сти, за исключением синтеза умеренного количества 
пенициллиназ, K. pneumoniae является коллектором 
генов и плазмид резистентности [21, 22]. Вначале это 
были плазмиды резистентности к аминогликозидам, 
затем плазмиды, кодирующие БЛРС, часто совмест-
но с устойчивостью к другим АМП. С этим сочета-
лось накопление хромосомных мутаций, кодирующих 
устойчивость к фторхинолонам. Уже с 2000 г. стали 
быстро распространяться полирезистентные штаммы 
K. pneumoniae, продуцирующие карбапенемазы, коди-
руемые коньюгативными плазмидами. Позднее такие 
плазмиды стали появляться и у E. coli. В некоторых 
странах более чем у половины больных с госпитальны-
ми инфекциями, вызванными K. pneumoniae, карбапе-
немы становятся неэффективными [1].

В проведенном нами исследовании удельный вес 
устойчивых к большинству изученных антимикроб-
ных препаратов культур клебсиелл был высок и коле-
бался в диапазоне от 30,6% до 100% (Рис. 2). Наиболь-
шую активность в отношении клебсиелл проявляли 
карбапенемы, особенно имипенем, к которому была 
выявлена только одна резистентная культура (0,9%). 
Данный полирезистентный штамм K. pneumoniae 
оказался устойчивым к 15 из 16 изученных нами ан-
тимикробных препаратов и проявлял чувствитель-
ность только к фосфомицину. При дополнительном 
определении чувствительности культуры еще к пяти 
антибиотикам установили ее чувствительность к аз-
треонаму, колистину, тетрациклину, доксициклину и 
тигециклину. Модифицированный тест Ходжа помог 
выявить у штамма карбапенемазную активность; да-
лее с помощью ПЦР и последующего секвенирования 
по Сэнгеру был обнаружен ген NDM-1 [13]. 

В настоящее время описано большое количество 
карбапенемаз, относящиеся, в основном, к трем мо-
лекулярным классам: А – карбапенемазы КРС типа, 
В – металло-бета-лактамазы VIM, IMP и NDM типов 
и Д – OXA-48 типа. В России устойчивость к карба-
пенемным антибиотикам, обусловленная продукцией 
карбапенемаз VIM-2, описана в 2006 г. и широко рас-
пространена среди Pseudomonas aeruginosa [23]. Одна-
ко среди представителей семейства Enterobacteriaceae 
карбапенемазы были выявлены лишь недавно. Так, в 
2012 г. опубликованы сообщения об обнаружении у 
K. pneumoniae карбапенемаз VIM-4 в Москве и OXA-
48 – в Смоленске [24]; почти одновременно поступи-
ли сообщения о выявлении клебсиелл, продуцирую-
щих карбапенемазы NDM-типа, из трех стационаров 
Санкт-Петербурга [14, 25], в том числе из многопро-
фильного стационара, в котором проводили данное 
исследование [13]. Данная карбапенемаза, обнару-
женная в Индии в 2008 г., появилась, по данным ре-
троспективных исследований коллекций культур, не 
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позднее 2006 г. За несколько лет штаммы-продуценты 
карбапенемазы NDM-типа распространились по все-
му миру, и в 2012 г. их регистрировали в 40 странах на 
всех континентах, кроме Антарктиды и Южной Аме-
рики [23]. Появление в России новых карбапенемаз 
подтверждает крайне неблагоприятную глобальную 
тенденцию распространения устойчивости к карбапе-
немам, а выявление в многопрофильном стационаре 
K. pneumoniae – продуцента карбапенемазы является 
опасным прогностическим признаком, требующим 
строгого контроля для препятствия распространения 
устойчивости к карбапенемам.

В отношении энтеробактера и E. coli также наиболее 
активными были карбапенемы. Определенную актив-
ность сохранил амикацин (8,6% устойчивых штаммов 
энтеробактера и 4,5% E. coli). Для кишечной палочки 
характерной осталась чувствительность к фосфоми-
цину, к которому была устойчива только одна культу-
ра (0,6%). Показано, что резистентность E. coli к этому 
препарату со временем меняется очень незначительно 
и во всем мире обычно не превышает 5%, что, возмож-
но, связано с особенностями механизма его действия, 
препятствующего развитию к нему устойчивости [3]. К 
преимуществам препарата можно отнести отсутствие 
перекрестной устойчивости с другими антимикроб-
ными препаратами, а также доказанное предупрежде-
ние адгезии возбудителя к эпителию мочевыводящих 
путей, что делает фосфомицин по-прежнему актуаль-
ным для лечения инфекций мочевыводящих путей [3].

Среди энтеробактерий чаще выявляли штаммы, 
устойчивые к одному (20,6%) антимикробному препа-
рату, значительно реже – культуры, устойчивые к трем 
(9,8%), двенадцати (7,9%), восьми (6,0%), одиннадцати 
(5,4%), семи (5,1%), девяти (4,8%) и десяти (4,4%) пре-
паратам. Наибольшее разнообразие сочетаний устой-
чивости наблюдали у клебсиелл.

Почти половину культур (42,9%) составили поли-
резистентные (устойчивые к 3 и более препаратам раз-
ного механизма действия) штаммы, при этом удель-
ный вес таких культур среди энтеробактерий, выде-
ленных из мочи и респираторного тракта, был прак-
тически одинаков (43,1% и 42,3% соответственно), но 
различался у разных родов энтеробактерий (Рис. 3).  
Максимальное количество полирезистентных куль-
тур отмечали среди клебсиелл (67,6%). Самый низкий 
удельный вес полирезистентных культур был среди E. 
coli (26,9%), при этом в два раза выше среди штаммов, 
выделенных из мочи (29,8%), чем из респираторного 
тракта (15,6%).

Рис. 3. Полирезистентные штаммы энтеробактерий. 

При сравнении устойчивости к АМП энтеробакте-
рий различного происхождения обнаружили некото-
рые различия в антибиотикорезистентности культур, 
выделенных из респираторного тракта и мочи паци-
ентов стационара (Рис. 4). Доля устойчивых к боль-
шинству АМП у энтеробактерий была на треть, а к 
фосфомицину – в три раза больше у изолятов из ре-
спираторного тракта, чем из мочи. Исключение соста-
вил амикацин. Удельный вес устойчивых к последнему 
культур был в полтора раза больше у изолятов из мочи 
(18,2%), чем из респираторного тракта (12,6%). Число 
полирезистентных штаммов было одинаково в обоих 
биотопах (43,1%  – в моче и 42,3% – в респираторном 
тракте).

Рис. 4. Устойчивость энтеробактерий различного 
происхождения к антимикробным препаратам.

Наиболее выражены были различия в устойчиво-
сти в зависимости от источника выделения у эшери-
хий (Рис. 5). Так, удельный вес чувствительных штам-
мов был в два раза выше у E. coli, выделенных из мочи 
(39,5%), чем из респираторного тракта (18,7%), в то же 
время полирезистентные культуры наблюдали в два 
раза чаще в моче (29,8%), чем в респираторном тракте 
(15,6%). 

Рис. 5. Устойчивость эшерихий различного происхождения 
к антимикробным препаратам.

Устойчивость к ампициллину была наиболее рас-
пространенной в обоих биотопах, но в полтора раза 
выше у E. coli, выделенных из респираторного тракта 
(81,3%), чем из мочи (56,5%). Среди эшерихий, по-
лученных из респираторного тракта, удельный вес 
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культур, устойчивых к фторхинолонам (65,8%) и це-
фалоспоринам  III (37,5) и IV поколения (37,5%), был 
почти в два раза больше, чем у выделенных из мочи 
(35,5%, 23,4% и 21,0% соответственно). В отношении 
других антибактериальных препаратов картина была 
противоположной – к гентамицину и ингибиторзащи-
щенным бета-лактамам резистентных культур было 
больше в моче (к гентамицину – 16,9%, амоксицил-
лин/клавуланату – 18,6%, пиперациллин/тазобактаму 
– 10,5% и цефоперазон/сульбактаму – 6,5%), чем в ре-
спираторном тракте (к гентамицину и амоксициллин/
клавуланату – по 9,4%, пиперациллин/тазобактаму и 
цефоперазон/сульбактаму – по 3,1%). В респиратор-
ном тракте не обнаружили культур, устойчивых к ами-
кацину, карбапенемам и фосфомицину, в то время как 
в моче 5,6% штаммов были резистентны к амикацину, 
2 культуры оказались устойчивы к эртапенему (1,6%) и 
одна – к фосфомицину (0,8%).

Менее выражены были отличия в устойчивости 
клебсиелл (Рис. 6) и энтеробактера различного про-
исхождения. Так, среди клебсиелл, полученных из ре-
спираторного тракта, удельных вес культур, устойчи-
вых к фосфомицину (50,0%) и меропенему (8,7%), был 
значительно выше, чем у выделенных из мочи (16,9% 
и 1,5% соответственно). В отношении амикацина кар-
тина была противоположна – резистентных к нему 
культур было выявлено почти в 2 раза больше в моче 
(43,1%), чем в респираторном тракте (23,9%). Удель-
ный вес штаммов с устойчивостью к остальным АМП 
был практически одинаков в обоих биотопах так же, 
как и число полирезистентных культур (67,4% – в ре-
спираторном тракте и 67,7% – в моче).

Рис. 6. Устойчивость клебсиелл различного происхождения 
к антимикробным препаратам.

Доля резистентных штаммов к большинству АМП 
у энтеробактера была больше среди штаммов, выде-
ленных из респираторного тракта, чем из мочи. Ис-
ключение составили аминогликозиды и фосфомицин. 
Удельный вес устойчивых к последнему культур был 
более чем в два раза выше у изолятов из мочи (27,3%), 
чем из респираторного тракта (12,5%). Число полире-
зистентных штаммов было одинаково в обоих биото-
пах (46,0% – в респираторном тракте и 45,5% – в моче).

Всего у энтеробактерий обнаружили 58 спектров 
антибиотикорезистентности, наиболее распростра-
ненным среди них была моноустойчивость к ампицил-
лину (20,6%). Значительно реже отмечали следующие 

по распространенности наборы детерминант рези-
стентности – к ApCipMox (7,6%) и к ApAm/Cl (5,4%).

В целом штаммы с одиннадцатью спектрами (Рис. 
7) вместе составили более половины изученных куль-
тур (52,3%). Остальные 47 спектров были представле-
ны единичными штаммами и составили вместе менее 
трети изученных культур (29,6%). Преобладающие 
спектры резистентности отличались в зависимости от 
рода энтеробактерий [26] и источника их выделения. 
Ряд наборов детерминант резистентности был харак-
терен для определенного рода бактерий и выявлялся у 
него одного. Только два спектра устойчивости (к Ap и 
ApAmCl) наблюдали как у эшерихий, так и у клебсиелл 
и энтеробактера. 

Рис. 7. Спектры антибиотикорезистентности 
энтеробактерий.

Разнообразие спектров антибиотикорезистентно-
сти служит показателем высокой гетерогенности цир-
кулирующих в стационаре энтеробактерий, что позво-
ляет предположить отсутствие широкого распростра-
нения в данном стационаре  госпитальных штаммов 
энтеробактерий.

ВЫВОДЫ
1. Среди энтеробактерий, выделенных из мочи и 

респираторного тракта пациентов многопрофильного 
стационара, превалировали антибиотикорезистент-
ные культуры с высоким удельным весом полирези-
стентных штаммов (42,9%), которые чаще наблюдали 
среди клебсиелл (67,6%) и энтеробактера (45,7%). 

2. Установили различия в антибиотикорезистент-
ности энтеробактерий различного происхождения, 
наиболее выраженные у эшерихий, что может быть 
связано с особенностями терапии инфекций разной 
локализации. Доля устойчивых к большинству АМП 
культур была выше у энтеробактерий, выделенных из 
респираторного тракта. Удельный вес полирезистент-
ных эшерихий был в два раза выше среди штаммов, 
полученных из мочи, чем из респираторного тракта.

3. Наибольшую активность в отношении энтеро-
бактерий проявляли карбапенемы, особенно имипи-
нем, к которому была выявлена только одна устойчи-
вая культура K. pneumoniae. В отношении эшерихий 
сохраняли активность фосфомицин, к которому был 
устойчив только один штамм, амикацин и ингибитор-
защищенные пенициллины. 

4. Устойчивость к карбапенемам штамма K. 
pneumoniae была обусловлена продукцией карбапе-
немазы NDM-1 и сочеталась с полирезистентностью 
к фторхинолонам и аминогликозидам. Культура про-
являла чувствительность к фосфомицину, доксици-
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клину, тигециклину, азтреонаму, колистину и хлорам-
фениколу. Обнаружение в стационаре продуцентов 
новых карбапенемаз является опасным прогностиче-
ским признаком, подтверждающим неблагоприятную 
глобальную тенденцию распространения устойчиво-
сти к карбапенемам.

5. Вариабельность устойчивости энтеробактерий 

к антимикробным препаратам и появление опасных 
для распространения генов резистентности штаммов 
является подтверждением необходимости проведения 
постоянного мониторинга антибиотикорезистент-
ности микроорганизмов с анализом механизмов их 
устойчивости.
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Нерибосомальные пептиды грибов (HП) – соедине-
ния, синтез которых осуществляется энзиматически-
ми комплексами без участия рибосом, разнообразны 
по химической структуре и биологическим свойствам 
[1-2]. Эти пептиды являются вторичными метаболи-
тами, образуются в стадии идиофазы, когда прекра-
щается активный рост гриба, или при создании спец-
ифических условий культивирования – добавлении 
предшественников. Интерес к ним резко возрос в по-
следнее время в связи с перспективами использовать 
их для разработки лекарственных препаратов нового 
поколения [1, 3]. Эти пептиды рассматривают в каче-
стве молекул-кандидатов, с помощью которых можно 
преодолеть устойчивость к антибиотикам у патоген-
ных микроорганизмов, вирусов и раковых клеток.

Классификация этих соединений основана на про-
странственной структуре пептидов. Биологически 
активные пептиды обладают составом со сложной 
архитектурой, включающим разветвленные цикличе-
ские структуры и линейные молекулы, содержащие 
модифицированные кодируемые или нестандартные 
аминокислотные остатки [2-4]. Для их описания даны 
физико-химические характеристики, источник про-
исхождения, размер молекулы, первичная структура, 
тип биологической активности, механизм действия и 
синтеза.

В настоящей статье обобщены данные об открытых 
в последние два десятилетия биологически активных 
нерибосомальных пептидах грибов, рассмотрены осо-
бенности их механизмов действия на организмы и воз-
можное применение в фармацевтике.

Грибные НП воздействуют на прокариотические и 
эукариотические клетки, вирусы и многие биохими-
ческие процессы в клетке, проявляют гемолитическую 
активность. Поэтому среди них обнаружены различ-
ные практически значимые соединения – противоопу-
холевые, антивирусные, активные против определен-
ных групп бактерий и грибов, насекомых, иммуносу-
прессоры и иммуномодуляторы. 

Общая особенность этих пептидов, для которых 
используют также термин антимикробные пептиды 
(АМП), обусловлена их воздействием на клеточные 
мембраны. В присутствии липидной мембраны они 
преимущественно образуют амфифильную структу-
ру, в которой заряженные (полярные) и гидрофобные 
группы пространственно разделены. Специфичность 
их действия, как правило, определяется липидным со-
ставом мембраны. Одни из них проникают в мембра-
ны и вызывают их разрушение за счет уменьшения ее 
толщины, связываясь с фосфолипидами, приводят к 
изменению трансмембранного электрохимического 
потенциала и оттоку жизненно необходимых для клет-
ки ионов [3, 5]. 

В состав бактериальных мембран входит большое 
количество отрицательно заряженных фосфолипидов 
(например, фосфатидилэтиленамид у грамотрицатель-
ных бактерий или фосфотидилглицерин – у грампо-
ложительных). Эукариотические мембраны содержат 
электронейтральные липиды, например, фосфатидил-
холины и фосфатидилсерины. Таким образом, поло-
жительно заряженные, или катионные АМП селектив-
но разрушают мембраны бактерий благодаря наличию 
отрицательного заряда на их поверхности. Молекулы 
таких пептидов легко проникают через внешнюю мем-
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брану грамотрицательных бактерий, дестабилизируя 
ее путем замещения двухвалентных катионов, связан-
ных с молекулами липидного бислоя. В результате на 
внешней мембране клетки образуются поры и вздутия, 
что позволяет большому количеству пептидов прони-
кать внутрь к цитоплазматической мембране. При вза-
имодействии АМП с мембраной грамположительных 
бактерий важную роль в дестабилизации липидного 
бислоя играют и такие факторы, как концевые ами-
нокислотные остатки пептидов, «мембранный ответ» 
(структурно-динамические изменения мембран), гете-
рогенность поверхностных свойств водно-липидного 
раздела и ряд других. Они обусловлены различиями 
аминокислотного состава пептидов и химического 
строения полярных головок липидов и являются мо-
лекулярной основой селективности мембранно-актив-
ных пептидов (МАП) к различным типам мембран. 
Так, АМП-аламетицин проявляет активность в отно-
шении многих прокариот, имеющих высокое содержа-
ние в мембранах фосфатидилэтиленамида, при гораз-
до более низких концентрациях, чем для эукариот [6]. 

Наибольшую активность наблюдают у структури-
рованных α-спиральных пептидов с высоким суммар-
ным положительным зарядом молекулы и выраженной 
амфифильностью (или амфипатичностью – для линей-
ных молекул), однако увеличение этих параметров 
ведет к росту гемолитической активности и падению 
специфичности. Пептаиболы, например, формиру-
ют потенциал-зависимые ионные каналы в липидной 
двухслойной мембране с многоуровневой проводимо-
стью и селективностью в отношении моновалентных 
катионов, что, в конечном итоге, приводит к гибели 
клетки за счет процесса необратимой односторонней 
проницаемости мембраны. Они вызывают связку ги-
дрофобных трансмембранных спиралей вокруг цен-
тральной поры и формирование каналов [1-2]. Дей-
ствие их зависит от пространственной конформации 
пептида, рН, фазового состояния, липидного состава 
мембраны и ряда других факторов. При сравнитель-
ном исследовании аламетицина, трихотоцина и анти-
амебина по углу подъема витка спирали относительно 
основной цепи обнаружили, что от угла наклона витка 
спирали зависит их активность. Вышеупомянутые три 
пептаибола сильно различаются по углу наклона спи-
рального витка к центральной оси (около 10° у трихо-
тоцина, 30° – для аламетицина и почти 60° – для анти-
амоебина). Эти особенности их строения существенно 
влияли на формирование ионных каналов и мембран-
ных комплексов в липидном бислое клетки-мишени. 
Чем больше этот угол, тем выше была мембранная 
активность пептаибола [7]. При разрушении и частич-
ном лизисе цитоплазматической мембраны пептаибо-
лы способны вызывать ультраструктурные изменения 
уже внутри клетки. Так, клетки F. oxysporum, обрабо-
танные трихоконином из Trichoderma pseudokoningii 
SMF2 в концентрации 25 мМоль, через 16 часов были 
резко вакуолизированы, у митохондрий разрушена 
структурная организация крист. Этот пептаибол вы-
зывал апоптоз клеток фитопатогенных грибов в кон-
центрации 50 мМоль. Конечный результат действия 
всех АМП, при наличии некоторых отличий во взаи-
модействии с клетками-мишенями, проявляется в на-
рушении целостности и барьерной функции клеточ-
ной мембраны микроорганизма-мишени (пермеаби-

лизация) [8].
Циклические нерибосомальные пептиды с анти-

микробной активностью
У грибов преобладают циклопептиды и циклодеп-

сипептиды, которые более устойчивы к физико-хими-
ческим воздействиям и гидролизу пептидазами, чем 
линейные пептиды. Важное свойство циклических 
пептидов – их большие возможности к конформаци-
онным модификациям при взаимодействии с мише-
нью. Нарушение циклической структуры часто приво-
дит к потере их биологической активности.

Среди циклических НП грибов есть широко приме-
няемые в лечебной практике антибиотики и иммуно-
супрессоры. Самые известные из них – циклоспорины 
и эхинокандины.

Циклоспорины – циклические полипептиды, со-
стоящие из 11 аминокислотных остатков и образуе-
мые мицелиальными грибами Tolypocladium infatum, 
Trichoderma polysporum, Cylindrocarpon lucidum. Впер-
вые эти антибиотики были описаны в конце 70-х годов 
прошлого столетия. Представители этих видов обра-
зуют ряд близких по структуре циклоспоринов – ци-
клоспорины А, В, С, ….U, V, W . Интерес к этой группе 
антибиотиков связан не с их антимикробной активно-
стью, которая не столь высокая, а тем, что циклоспо-
рины обладают специфическим иммуносупрессорным 
действием. Они специфически и обратимо ингибиру-
ют G0 и G1 фазы клеточного цикла иммунокомпетент-
ных лимфоцитов, особенно Т-хелперов, подавляют 
образование и выход из клеток интерлейкина-2 и его 
связывание со специфическими рецепторами, наруша-
ют дифференцировку и пролиферацию Т-клеток, уча-
ствующих в отторжении трансплантата. Циклоспори-
ны применяют при операциях по пересадке различных 
органов (для предотвращения отторжения трансплан-
тата, лечения реакции отторжения), костного мозга 
(профилактика реакции отторжения, профилактика 
и лечение болезни «трансплантат против хозяина»), 
хроническом гломерулонефрите, сопровождающемся 
развитием нефротического синдрома, ревматоидном 
артрите с высокой степенью активности, псориазе, тя-
желых формах атопического дерматита.

Иммунодепрессантные свойства циклоспорина 
впервые были обнаружены у почвенного изолята ми-
кроскопического гриба сотрудниками фирмы Сандос. 
Штамм был определен как Trichoderma polysporum Rifai, 
переопределен как Tolypocladium inflatum W. Gams и 
депонирован в коллекцию Департамента Сельского 
Хозяйства (США) под номером NRRL 8044. Несмотря 
на открытие и введение в практику новых иммуноде-
прессантов, циклоспорины уже более 20 лет являют-
ся одними из наиболее распространенных препаратов 
иммуносупрессивной терапии при трансплантации 
органов [1-2].

Эхинокандины – циклические липопептиды с 
длинными остатками жирных кислот. Эхинокандины 
представляют собой N-ацетилированные водораство-
римые липопептиды, ковалентно связанные с алифа-
тическими радикалами, блокирующие синтез глюка-
нов – компонентов клеточной стенки у грибов. Из-
вестные продуценты эхинокандинов: Glarea lozoyensis 
Bills & Pelaez – продуцент капсофунгина, Aspergillus 
aculeatus Iizuka – aкулеоцина А, Zalerionar arboricola 
Buczacki – пневмокандина, Aspergillus syndosi var. 
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mulundesis –мулундокандина. Эхинокандины являют-
ся новым классом антимикотиков, блокирующих син-
тез (1,3)-β-D-глюкана – структурного и функциональ-
ного компонента клеточной стенки грибов. Спектр 
активности эхинокандинов составляют виды родов 
Aspergillus (включая штаммы, резистентные к амфоте-
рицину В), Candida (в том числе изоляты, резистентные 
к флуконазолу и итраконазолу), Pneumocystis jiroveci. 
Эхинокандины обладают ингибирующим действием в 
отношении мицелиальных грибов родов Acremonium, 
Curvularia и Bipolaris, но не активны против предста-
вителей родов Cryptococcus, Scedosporium и Fusarium. 
Природные эхинокандины обладают сильным гемо-
литическим действием и высокотоксичны, поэтому их 
не применяют в медицине. На их основе создают менее 
токсичные химически модифицированные антимико-
тики – капсофунгин и цилофунгин.

Помимо этих, применяемых в клинике НП, в на-
стоящее время в разработке находятся несколько ци-
клических пептидов, у которых установлена высокая 
фунгицидная, протозойная или цитотоксическая ак-
тивности. Это, в первую очередь, такие соединения как 
психрофилин D, мулундокандин и дезоксимулундо-
кандин, ауреобазидин A, акремолиды, альтернарамид, 
склеротиды, цикадапептины и некоторые другие [8, 9].

Психрофилин D – циклический нитропептид, в со-
став цикла входят триптофан, антраниловая кислота; 
α-аминная группа триптофана превращена в нитро-
группу. Его синтез обнаружен у  Penicillium algidum. Ве-
щество активно против клеток лейкемии мышей Р388 
[1].

Мулундокандин и дезоксимулундокандин – липо-
циклопентапептиды, для которых характерно наличие 
необычных аминокислот в циклопентапептидах – Thr, 
Ser, 4-OH-Pro, 4-CH3-3-OH-Pro, 3,4-диокси-гомотиро-
зина и 3-оксигомотирозина. Показано, что 12-метил-
тетрадекановая кислота, входящая в состав молекулы 
этих антибиотиков, ацилирует свободную аминную 
группу и способствует вхождению молекулы внутрь 
микробной клетки [10, 11]. 

Ауреобазидин A – циклический депсипептид, ко-
торый состоит из 8 L-аминокислот, связанных через 
оксикислоту в кольцевую структуру. Его продуцирует 
Aureobasidium pullulans, и это соединение активно ин-
гибирует виды рода Candida и Histoplasma capsulatum. 
Особую перспективность для медицины ауреобазиди-
на A связывают с его эффективным действием в отно-
шении Toxoplasma gondii.

Линейные нерибосомальные пептиды с антими-
кробной активностью

Линейные нерибосомальные пептиды грибов под-
разделяют на имеющие конформацию α-спирали и 
пептиды с повышенным содержанием в своем составе 
той или иной аминокислоты (обогащенные пролином, 
триптофаном или гистидином). Амфифильный харак-
тер линейных пептидов способствует такой взаимос-
вязи с мембранами, при котором полярные участки 
пептида взаимодействуют с полярной «головкой» фос-
фолипида, а гидрофобные участки пептида – с жирно-
кислотными остатками мембраны путём гидрофобных 
взаимодействий.

Представители рода Tolypocladium продуцируют 
эфрапептины, проявляющие широкий спектр биоло-
гической активности. Так, штамм Tolypocladium niveum 

var. inflatum, изолированный из образца ила Японско-
го моря (побережье Японии), синтезирует линейный 
пентадекапептид эфрапептин J. Этот пептид дозоза-
висимо ингибировал 2-деоксиглюкозо-индуцируемую 
экспрессию люциферазы в клетках HT1080 (фибро-
саркома человека). Эфрапептин J блокировал экспрес-
сию GRP78 в клетках HT1080 и MKN-74 (рака желудка 
человека) и индуцировал апоптоз в клетках HT1080 
[180]. Ряд эфрапептинов является ингибиторами ми-
тохондриальной АТФ-азы, F0F1 некоторых бактери-
альных синтаз ATP и фотофосфорилирования в расте-
ниях. Противопаразитарная активность в отношении 
Trypanosoma связана с нарушением митохондриально-
го мембранного потенциала и митохондриальной F0F1 
АТФазы паразита [9].

Интеграмиды А и В синтезируют многие виды 
гипокрейных грибов. Продуценты интеграмида А 
часто обнаруживали среди представителей рода 
Dendrodochium. С помощью геномодифицированных 
штаммов E. coli был синтезирован ряд аналогов диа-
стереомерных интеграмидов A, содержащих пролины 
вместо гидроксипролина. Интеграмин А имеет амино-
изомасляную кислоту в положении 8, а интеграмид В – 
изовалин. С-концевой аминокислотный остаток пред-
ставляет собой свободный карбоксил, а N-концевой 
ацетилирован. Интеграмиды секретируются проду-
центами в культуральную жидкость [Singh A., et al. // 
Organic letters.  – 2002. – Vol. 4, №9]. Интерес к этим 
соединениям связан, в первую очередь, с их противо-
вирусной активностью. В 2010 г. они вошли в список 
потенциальных перспективных противовирусных со-
единений для лечения ВИЧ-инфекций, рекомендуе-
мых для доклинических исследований в США. Инте-
грамиды ингибируют ВИЧ-интегразу – один из клю-
чевых ферментов для ингерации ВИЧ в геном хозяина 
и сборки провирусной ДНК. Подавление интегразы 
ведет к эффективной блокировке репликации ВИЧ в 
клетке, а сам фермент представляет собой безопасную 
мишень. 

Энтомопатоген Cordyceps heteropoda синтезирует 
цикадапептиды I и II с противовирусной (вирус та-
бачной мозаики), антибактериальной (в отношении 
Bacillus cereus, Escherichia coli) и фунгицидной (к Botrytis 
cinerea и Fusarium oxysporum) активностями. 

Пептаиболы представляют широкую группу ли-
нейных пептидов. Впервые образование соединения 
из класса пептаиболов – аламецина обнаружили у 
штамма Trichoderma viride F30. На сегодняшний день 
известно, что аламецин является смесью из 12 близ-
кородственных пептаиболов, которые синтезируются, 
в основном, почвенными аскомицетами и их анамор-
фами из родов Trichoderma, Emericellopsis, Fusarium. У 
сапротрофных микромицетов синтез таких пептидов 
связан с механизмами антагонизма, а у фитопатоген-
ных грибов они играют роль сигнальных молекул. 
Сравнительно недавно появились сведения о выделе-
нии пептаиболов с антимикробной и противоопухо-
левой активностями из морских грибов-паразитов. К 
настоящему времени в базе пептаиболов имеются све-
дения о 1043 соединениях, из которых более 600 – об-
наружены у видов триходерм [12].

Пептаиболы содержат высокое количество 
α-аминоизомасляной кислоты и не протеиноген-
ных аминокислотных остатков, таких как L- и 
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D-изовалин, цис- и транс-4-L-гидроксипролин, цис-
4-L-метилпролин, β-гидрокси-L-лейцин, β-аланин, 
L-пипеколиновая кислота, α-этилнорвалиновая и 
2-амино-4-метил-6-гидрокси-8-оксоиканоиновая кис-
лота. Перспективность исследования пептаиболов об-
условлена тем, что к ним практически не возникает 
резистентность у клеток-мишеней [13]. 

Зервамицин IIB – наиболее изученный из пеп-
таиболов, в настоящее время его внедряют в кли-
ническую практику. Его продуцирует Emericellopsis 
salmosynnemata, и он, как и многие линейные полипеп-
тидные антибиотики, способен образовывать потен-
циал-зависимые ионные каналы в мембране клеток. 
Согласно существующим моделям, каналы формиру-
ются из агрегатов молекул зервамицина, стабилизиро-
ванных водородными связями между остатками Gin и 
Hyp. 

Для видов рода Trichoderma характерны пептаибо-
лы, состоящие из 7-20 остатков аминокислот (обыч-
но 18-20) с пролином по центру, имеющие характер-
ную ацетилированную N-концевую аминогруппу и 
C-концевой остаток, восстановленный до аминоспир-
та (например, фенилаланинол, лецинол или валинол), 
и высокое содержание 2-амино-изобутирата. Их син-
тез катализируется доменной нерибосомальной пеп-
тидной синтетазой (NRPSs). При геномном сиквиенсе 
трех штаммов рода Trichoderma из главных групп про-
дуцентов пептаиболов выявили присутствие до трех 
типов NRPSs для синтеза пептидов с 7-14 или 18-20 
аминокислот. 

Пептаиболы, продуцируемые штаммами рода 
Trichoderma, объедены в 1, 4, 5 и 9 подгруппы. Под-
группа 1 (SF1) включает приблизительно половину 
всех известных пептаиболов с 18-20 остатками ами-
нокислот, часть из которых у них сходная. Штаммы 
T. harzianum/Hypocrea lixii продуцируют, в основном, 
трихозин HA, MA и PA, триховирин II, трихотоцин 
и трихокиндин; Hypocrea atroviridis – гипомуразин B; 
T. asperellum – трихотоцин и трихостроматицин; все 
это соединения из 18 аминокислот. T. stromaticum и 
T. strigosum синтезируют пептаиболы из 19 аминокис-
лот – триконингин, трихостригоцин и трихолонгин 
(Neuhof et al., 2007). Из T. reesei /Hypocrea jecorina, T. 
longibrachiatum, T. citrinoviride, T. pubescens и T. strictipile 
был выделен парацелзин, из T.longibrachiatum и T. 
ghanense – лонгибрахнин, из T. hamatum, H. atroviridis и 
T. brevicompactum – аламетицин, пептаиболы, содержа-
щие по 20 остатков аминокислот. 

Подгруппа 4 объединяет пептаиболы, содержащие 
11 или 14 аминокислотных остатков. Большинство 
пептаиболов из этой подгруппы содержат 11 амино-
кислотных остатков: триховерин – из T. viride, трихор-
зин и харзианин HBI – из T. harzianum /H. lixii, харзи-
анин HKVI – из T. pseudokoningii, гипомурацин A – из 
H. atroviridis и трихофумин A и B – из Trichoderma spp. 

Подгруппа 5 содержит пептиды из 11 аминокис-
лотных остатков, подгруппа 9 – из 7 остатков, но из-за 
липофильных характеристик N-концевой группы их 
называют липопептаиболы. T. longibrachiatum (трихо-
гин), T. koningii (триконингины), T. polysporum (трихо-
полины) и T. viride (триходеценины) продуцируют эти 
группы. С-концевая точка пептаиболов может быть 
аминоспиртом – лейцинолом (Lol), фенилаланиолом 
(Phol) и валинолом (Vol). С-концевой аминокислотный 

остаток у других пептабиолов может быть амином, 
амидом, свободной аминокислотой, 2,5-диоксопипе-
разином или сахарным спиртом. Наиболее известные 
из них: трихогнин, триконингин и триходеценин – из 
T. longibrachiatum, T. koningii и T. viride, липостригоцин 
– из T. strigosum и T. pubescens. Подгруппа 9 содержит 
всего несколько пептаиболов, например, трихополин 
из T. polysporum [12-14]. 

Пептаиболы эффективно ингибируют грамполо-
жительные бактерии и дрожжи, могут активировать 
защитные механизмы у растений. Пептаибол трихоко-
нин из T. pseudokoningii SMF2, активирует антибиоти-
ческую активность в отношении грибных патогенов у 
растений. Трихоконин IV (TKVI) индуцирует обшир-
ный апоптоз у F. oxysporum. Обработка растений таба-
ка пептаиболами повышала их устойчивость к вирусу 
табачной мозаики [13]. 

Показано, что пептаиболы оказывают схожее с 
кальцитонином (гормоном, секретируемым щитовид-
ной железой) действие на систему гемостаза в ответ 
на повышение уровня кальция в крови. Пептаиболы 
T. polysporum – трихоспорины B-VII и B-VIIb проявля-
ют антитрипаносомазную активность, в частности, к 
Trypanosoma bruceibrucei. 

В последние годы большой прогресс был сделан в 
понимании биологической активности и установле-
нии структуры пептаиболов. Для определения их ами-
нокислотной последовательности использовали со-
временные методы – CID-MS, LC-ESI-MS и IC-MALDI-
TOF-масс-спектрометрии [12]. В результате была соз-
дана детальная база данных пептаиболов – http://www.
cryst.bbk.ae.uk/peptaibol. 

Во множестве работ, посвященных пептаиболам, 
показано, что эти пептиды обладают ценными лечеб-
ными свойствами. Они препятствуют репликации 
оболочек вирусов гриппа А, везикулярного вируса сто-
матита, ВИЧ, формированию β-амилоидных пептидов 
в культуре клеток коры головного мозга свиней, спо-
собствуют заживлению ран. 

Нами была изучена антибиотическая активность 
48 штаммов рода Trichoderma и выявлен штамм 
Trichoderma citrinoviride ВКПМ F-1228, обладающий 
широким спектром антимикробной активности в 
отношении Staphylococcus aureus, Candida albicans, 
Аspergillus niger и других видов аспергиллов [15]. В ка-
честве основного действующего вещества был иден-
тифицирован комплекс мембрано-активных пептидов 
– пептаиболов, синтез которых сопряжен со стадией 
образования спор в культуре и интенсивным кониди-
егенезом. Было выделено 4 индивидуальные соедине-
ния из группы пептаиболов, которые проявляли анти-
микотическую активность на условно-патогенных 
грибах, бактериях и на клинических штаммах аспер-
гиллов. Они ингибировали рост патогенных изолятов 
A. ochraceus 497М и A. niger 646М – возбудителей брон-
холегочного аспергиллеза, которые были резистент-
ны к амфотерицину В. При сравнении по базе данных 
спектра биологической активности и молекулярных 
масс этих соединений с характеристиками известных 
пептаиболов одно вещество было отнесено к трихор-
зину. Четыре других соединения не удалось отнести к 
известным пептаиболам, но они также могут быть из 
данной группы перспективных для применения в ме-
дицине биологически активных веществ [16].
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Биотехнология нерибосомальных пептидов гри-
бов и их потенциал в фарминдустрии

Большинство производимых фармацевтической 
промышленностью антибиотиков, начиная с 50-хх гг. 
прошлого века и до последнего десятилетия, в основ-
ном являются полусинтетическими производными 
природных веществ. За этот период достигнуты круп-
ные успехи в лечении широкого спектра инфекцион-
ных заболеваний. С 1980 г. ежегодно регистрируют 
только около 20 новых антибиотических препаратов, 
и это число остается постоянным, несмотря на боль-
шую потребность в таких лекарствах и обнаружение 
множества новых активных природных соединений [1, 
17-19]. 

В последние годы фармацевтические компании 
ориентированы на исследование веществ с молекуляр-
ной массой не выше 1500 Да. Это обусловлено тем, что 
их удобно химически модифицировать и получать на 
их основе лекарства, применяемые перорально. В эту 
группу биологически активных соединений попадают 
и мембранно-активные нерибосомальные пептиды с 
невысокой молекулярной массой (табл. 1). 

Таблица 1. 
Перспективные для создания новых лекарственных 

препаратов антимикробные пептиды грибного происхождения
Пептид Продуцент Механизм 

действия
МПК in vitro 

(мг/мл)
Патогенные орга-
низмы - мишени

Акулеацин A. aculeatus синтез гли-
канов 0,2 C. albicans

Ауреобази-
дин A.pullulans блокирует 

белок актин 0,5 C. neoformans, 
T. gondii

Гелиоферин M. rosea неизвестен 5,0 C. albicans
Лейциноста-
тин A P.lilacinum неизвестен 0,5 C. neoformans

Мулунокан-
дин A.syndowy синтез гли-

канов 31,3 A. niger

Трихополин T. polysporum неизвестен 0,8 C. albicans

Зервами-
цин IIB

E. 
salmosynnemata

проница-
емость 

мембраны
0,7 – 0,9 S. aureus

Интерес к ним вызван их довольно высокой спец-
ифичностью и способностью эффективного действия 
на резистентные к антибиотикам клетки, структурное 
и функциональное разнообразие. Пептидные антибио-
тики и иммуносупрессоры из грибных продуцентов, 
открытые в 70-80-е гг. прошлого столетия, успешно 
применяют в клинике уже более 20 лет. 

Успехи в изучении механизма биосинтеза и био-
логической активности нерибосомальных пептидов 
пробудили генно-инженерный интерес перепрограм-
мировать НРПС (нерибосомная пептидная синтетаза) 
на получение новых пептидов, более эффективных по 
фармакологическим показателям. Предполагают не-
сколько стратегий генетических манипуляций с целью 
изменения субстратной специфичности домена А, за-
мены целых модулей. Для этого используют разноо-
бразные методы генной инженерии: модульный обмен 
с участием плазмид, диффузию модульных белков, 
хемоэнзиматический биосинтез с использованием ци-
клаз, мутагенез, блокирующий некоторые энзимати-
ческие пути. Однако достижение высокой экспрессии 
специфических генов в клетке не всегда коррелирует 
с уровнем накопления соответствующих пептидов, 
уровень экспрессии которых также зависит от белков-
регуляторов [18, 19]. Сейчас разрабатывают ряд инте-
ресных новых генно-инженерных технологий получе-
ния активных пептидов грибов посредством белкового 

сплайсинга и перепрограммирования генетического 
кода [17, 18].

Особый интерес в медицине за последние два де-
сятилетия вызывает исследование пептидов в каче-
стве потенциальных геропротекторов, основанных 
на биорегуляции клеточных процессов, ассоцииро-
ванных с молекулярными аспектами старения орга-
низма. Данные пептиды могут быть рассмотрены в 
качестве регуляторных факторов, направленных на 
ряд молекулярно-генетических процессов, происхо-
дящих в соматических клетках организма (например, 
контролирование экспрессии генов, участвующих в 
клеточном делении), что, в конечном итоге, приводит 
к потенциальной задержке процесса естественного 
старения. Так, на базе Санкт-Петербургского Инсти-
тута биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН под 
руководством член-корр. РАН Р.Х. Хавинсона разра-
ботаны уникальные пептидные комплексы животного 
происхождения, направленные на лечение широкого 
спектра заболеваний, что для нашей страны является 
уникальным случаем успешного применения молекул 
данной группы в медицине и фармакологии. Другим 
примером эффективного применения препаратов на 
основе полипептидов является препарат с коммер-
ческим названием «Кортексин», разработанный со-
трудниками Военно-медицинской академии им. С.М. 
Кирова (г. Санкт-Петербург) также совместно с Ин-
ститутом биорегуляции и геронтологии. Основа этого 
соединения представляет собой комплекс нейропеп-
тидов коры головного мозга свиней, обладающих но-
отропным действием и обеспечивающих активацию 
функций коры головного мозга (в том числе мозго-
вого кровообращения), восстановлению нейронов и 
основных процессов центральной нервной системы. В 
качестве еще одного успешно используемого коммер-
ческого препарата можно привести «Копаксон», выпу-
скаемый израильской фармацевтической корпорацией 
«Teva Pharmaceutical Industries», который представляет 
собой ацетат глатимера – комплекса, состоящего из 
четырех L-изомеров глутамата, аланина, тирозина и 
лизина, обеспечивающих целенаправленное лечение 
рассеянного склероза. 

Что касается фундаментальных и ориентирован-
ных исследований пептидов в Российской Федерации, 
то их проводят на базе института биоорганической 
химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчин-
никова РАН: поиск и исследование антимикробных 
пептидов и блокаторов болечувствительных рецеп-
торов из ядов членистоногих и морских кишечнопо-
лостных (под руководством академика РАН Е.В. Гри-
шина), разнообразных беспозвоночных (д.х.н. Т.В. 
Овчинникова), пресмыкающихся (член.-корр. РАН 
В.И. Цетлин); института общей генетики им. Н.И. Ва-
вилова РАН: исследование антимикробных пептидов 
– факторов врожденного иммунитета культурных и 
дикорастущих растений к болезням (д.б.н., доцент Т.И. 
Одинцова); научно-исследовательского института фи-
зико-химической биологии и биотехнологии им. А.Н. 
Белозерского МГУ им. М.В. Ломоносова: поиск новых 
эффективных пептидных ингибиторов гидролитиче-
ских ферментов, в том числе грибного происхождения 
(проф. М.А. Белозерский). На основании полученных 
в результате серий многолетних исследований данных 
создали основу для потенциального использования 
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многих соединений полипептидной природы в каче-
стве перспективных антибиотиков и антимикотиков, 
природных болеутоляющих и иммуномодулирующих 
агентов. Важны исследования, направленные на поиск 
«эффекта синергизма» при применении одновременно 
нескольких пептидов. В этом случае мы имеем усиле-
ние антимикробного действия и снижение токсическо-
го эффекта от антибиотиков. Так, можно избежать ге-
молитического действия эхинокандинов из-за необхо-
димости использовать их в высоких дозах для ингиби-
рования возбудителей аспергиллезов, если, например, 
применять эхинокандин В совместно с цилофунгином 

(продуцируется штаммом Aspergillus sp.) [17]. При со-
вместном применении  этих пептидных антибиотиков 
достигается  необходимый терапевтический эффект 
при их низких концентрациях, которого нет при их 
раздельном применении. 

ВЫВОДЫ
Биологически активные пептиды грибов являются 

важным ресурсом в получении новых продуктов ме-
дицинского назначения. Трудности внедрения новых 
антибиотиков на их основе связаны с низкой стабиль-
ностью, сложной и дорогостоящей химической очист-
кой или проведением модификаций. 
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ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия отмечают значительный 

рост числа вызванных грибами заболеваний – мико-
зов. Распространенность тяжелых и хронических ми-
котических заболеваний в Российской Федерации со-
ставила более 2,7 миллиона человек [1].

Инвазивные микозы (прежде всего, кандидоз, 
аспергиллез, криптококкоз) характеризуют тяжестью 
клинических проявлений, высоким риском неблаго-
приятного исхода для пациента и постоянной тен-
денцией к росту. Основные возбудители микозов – 
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, а также А. niger, 
А. nidulans. Отмечают рост микотических инфекций, 
вызванных штаммами С. non-albicans (C. glabrata, C. 
tropicalis и др.). 

В последнее время отмечают тенденцию к возраста-
нию устойчивости возбудителей микозов к действию 
противогрибковых препаратов. При этом резистент-
ность клинических штаммов Candida spp. к препара-
там из группы азолов выше, чем к полиеновым анти-
биотикам [2, 3].

В связи с этим актуальным является поиск новых 
эффективных антимикотических средств, в том числе 
из группы азолов.

Цель исследования – определение антифунгально-
го действия новых производных 1,3,4- тиадиазола в 
отношении дрожжей рода Candida и некоторых мице-
лиальных грибов и выявление наиболее активных со-
единений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые вещества. 
Нами впервые реакцией N’-арилтиобензгидразида 

с малонилдихлоридом (в соотношении 1:1) в среде ле-
дяной уксусной кислоты были получены новые про-
изводные 1,3,4- тиадиазола общей формулы: - хлорид 
2-[(1Z)-1-(3-(3,5-диарил)-5-(4-арил)-1,3,4-тиадиазол-
2(3Н)-илиден)метил]-3-(3,5-диарил)-5-(4-арил)-1,3,4-
тиадиазол-3-ия [4] (Рис. 1; табл. 1).

N
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Рис. 1. Структурная формула производных 
 1,3,4-тиадиазола Ia-д.
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Таблица 1.
Радикалы производных 1,3,4-тиадиазола

Производные 
1,3,4-тиадиазола R R1

Iа

Iб

Iв

Iг

Iд

Выход соединений составил 81-85%. Контроль за 
ходом реакции и чистотой полученных продуктов 
осуществляли с помощью тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) на пластинках «Sorbfil». Строение было доказано 
методами ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 1Н и 
13С и ИК спектроскопии [4].

В качестве тест-культур использовали следующие 
штаммы грибов: С. albicans ATCC 885-653; C. tropicalis 
ВКМ Y-0482; A. niger АТСС 16404 и А. nidulans, A. 
terreus (из коллекции культур СПХФА). 

Противогрибковую активность устанавливали ме-
тодом двукратных серийных разведений на жидкой 
питательной среде Сабуро с последующим высевом 
на плотную питательную среду для определения ми-
нимальной подавляющей концентрации (МПК) иссле-
дуемых соединений. Исходные растворы производных 
1,3,4- тиадиазола готовили в 50%-ном водном диме-
тилсульфоксиде из-за их ограниченной растворимо-
сти в воде.

Для приготовления взвеси дрожжевых культур 
применяли 2 суточные культуры, выращенные на 
плотной питательной среде Сабуро. Готовили взвесь 
по стандарту МакФарланда (2∙108КОЕ/мл), затем по-
лученную суспензию разводили до концентрации 105 
КОЕ/мл. 

Для получения конидий мицелиальных грибов 
проводили смыв с пятисуточной культуры, выращен-
ной на плотной питательной среде Сабуро, фосфат-
ным буферным раствором с 0,05% твина-80. Определя-
ли количество конидий в 1 мл смыва, используя каме-
ру Горяева, и разводили до концентрации 105 КОЕ/мл. 
Тест-культуры вносили в ряд пробирок с разведения-
ми образцов таким образом, чтобы микробная нагруз-

ка составляла 104 микробных клеток в 1 мл.
Посевы выращивали в течение 2 суток для дрожже-

вых культур и 5 суток для мицелиальных грибов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве препаратов сравнения были выбраны 

средства из группы азолов – флуконазол и ворикона-
зол.

Флуконазол – распространенный синтетический 
противогрибковый препарат группы триазолов, кото-
рый, в основном, применяют для лечения различных 
форм кандидозов. Вориканозол – современный анти-
микотик с широким спектром действия для лечения 
инвазивного аспергиллеза, диссеминированного кан-
дидоза и других микозов.

Известно, что С. albicans является основным воз-
будителем кандидозов, поэтому, в первую очередь, из-
учали активность синтезируемых соединений в отно-
шении данной культуры.

Установлено, что исследуемые соединения облада-
ют фунгицидным действием. Минимальная подавляю-
щая концентрация производного тиадиазола Iа в отно-
шении C. albicans составляла 1,0 мкг/мл. Соединения 
Iб-Iд проявляли активность в диапазоне 7,8-15,6 мкг/
мл. Введение заместителей в молекулу Ia приводило к 
незначительному снижению антифунгальной актив-
ности, однако она была сопоставима с активностью 
флуконазола (табл. 2) 

В отношении C. tropicalis соединение Ia также про-
явило наибольший антифунгальный эффект (МПК – 
15,6 мкг/мл), сопоставимый с действием вориконазола.

Таблица 2.
Антифунгальная активность в отношении  

грибов рода Candida 
Производные 

1,3,4-тиадиазола
МПК, мкг/мл

C. albicans C. tropicalis
Iа 1,0 15,6
Iб 15,6 31,2
Iв 7,8 31,2
Iг 15,6 62,5
Iд 7,8 31,5

флуконазол 15,6 62,5
вориконазол 0,5 16,0

Было изучено антифунгальное действие произво-
дных 1,3,4-тиадиазола в отношении мицелиальных 
грибов. Флуконазол не оказывал на них ингибирующе-
го действия. Показано, что вориконазол обладал фун-
гистатической активностью в концентрациях от 125 до 
500 мкг/мл  (табл. 3), фунгицидное действие не было 
обнаружено в концентрациях менее 1000 мкг/мл.

В отличие от вориконазола, исследуемые соедине-
ния обладали фунгицидным действием. МПК соедине-
ния Ia составляла от 15,6 до 62,5 мкг/мл в зависимо-
сти от вида гриба. Среди остальных образцов следует 
отметить соединение Iд, также проявляющее высокий 
уровень противогрибковой активности в отношении 
мицелиальных грибов.
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Таблица 3.
Антифунгальная активность в отношении  

грибов рода Aspergillus
Производные 

1,3,4-тиадиазола
МПК, мкг/мл

A.niger A. nidulans A. terreus
Iа 15,6 62,5 31,2
Iб 62,5 62,5 125
Iв 31,2 125 125
Iг 62,5 62,5 125
Iд 15,6 31,2 62,5

флуконазол - - -
вориконазол 125* 500* 250*

Примечание: *-минимальная фунгистатическая 
концентрация

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами синтезированы новые про-

изводные 1,3,4- тиадиазола – хлорид 2-[(1Z)-1-(3-(3,5-
диарил)-5-(4-арил)-1,3,4-тиадиазол-2(3Н)-илиден)
метил]-3-(3,5-диарил)-5-(4-арил)-1,3,4-тиадиазол-3-
ия, обладающие высокой активностью в отношении 
дрожжей рода Candida, в основном, превышающей ак-
тивность флуконазола. 

Выявлено наиболее активное соединение Iа, по эф-
фективности сопоставимое с вориконазолом. 

В отношении мицелиальных грибов производные 
тиадиазола, в отличие от препарата сравнения – вори-
коназола, обладали фунгицидным действием. 

Полученные результаты позволяют потенцировать 
соединение Ia как перспективное лекарственное сред-
ство, обладающее антифунгальной активностью, на 
уровне существующих на рынке противогрибковых 
препаратов. 
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Стафилококки до сих пор остаются одними из основных воз-

будителей инфекций человека, в том числе и внутрибольничных. 
В последнее время отмечают рост числа инфекций, вызываемых 
коагулазонегативными стафилококками (КНС). В отличие от 
Staphylococcus aureus, КНС обладают особыми механизмами устой-
чивости и полирезистентности, которые не выявить рутинными 
методами. Так, в 96% случаев S. aureus обладают метициллиноре-
зистентностью, обусловленной mecA, в то время как КНС – только 
в 60%. Уровень полирезистентности метициллинчувствительных 
КНС в 2 раза превышает частоту полирезистентности у метицил-
линчувствительных S. aureus, что во многом определяется природ-
ной нечувствительностью к препаратам отдельных групп.
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Staphylococci are still the most of human infections causative agents, 

also nosocomial infections. Rise of infections to be associated with coagulase-
negative Staphylococci (CoNS) has been detected in recent years. In contrast 
to S. aureus CoNS has unique resistance mechanisms and capacity to 
poliresistance witch can’t be detected by routine methods. 96% of S. aureus 
has methicillin resistance associated with mecA, but only 60% of CoNS has 
this link. Polyresistance level in methicillin susceptible S. aureus is less than 
in methicillin susceptible CoNS in 2 times. It can be explained by species 
associated non-susceptibility in CoNS.
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Введение
Устойчивость стафилококков к полусинтетическим 

бета-лактамным антибиотикам класса пенициллинов 
(метициллинорезистентность) сопровождается не 
только перекрестной резистентностью стафилококков 
к другим пенициллинам и цефалоспоринам, но и раз-
витием устойчивости к антибактериальным препара-
там, действующим на другие мишени прокариотиче-
ской клетки. Согласно данным эпидемиологических 
исследований внутрибольничных инфекций (ВБИ), 
полирезистентные штаммы Staphylococcus aureus как 
этиологические агенты повышают летальность среди 
пациентов, в среднем, на 14% [1]. 

Распространенность метициллинорезистентных 
S. aureus (MRSA) в условиях Европейских стациона-
ров колеблется от 14 до 39% [Diekema D.J., et al. // Clin. 
Infect. Dis. – 2001. – Vol. 2, №32].  В последнее время 
особое внимание уделяют коагулазонегативным ста-
филококкам (КНС), обнаруживаемым при бактерио-
логическом обследовании носителей. 

Следует отметить, что через несколько лет после 
внедрения в клиническую практику бензилпеницил-
лина появились первые сообщения о выявлении рези-
стентных к нему штаммов S. aureus.  В последующие 
годы их количество значительно возросло, составив 
к 1966 г. 90% нозокомиальных и 70% внебольничных 
изолятов [Diekema D.J.,  et al. // Clin. Infect. Dis. – 2001. 
– Vol. 2, №32]. 

Коагулазонегативные стафилококки также харак-
теризуются высоким уровнем метициллинорезистент-
ности в популяции (до 30% штаммов от носителей), 
однако роль их в патологическом процессе не до конца 
изучена. Метициллинорезистентность характерна так-
же и для коагулазонегативных стафилококков, однако 
данную проблему начали разрабатывать относительно 
недавно ввиду недооцененного ранее значения КНС в 
развитии инфекций человека [2].

Установлено, что с 1980 по 1989 годы количество 
метициллинорезистентных КНС (MRS-CoNS) возрос-
ло с 9 до 27% [Diekema D.J.,  et al. // Clin. Infect. Dis. – 
2001. – Vol. 2, №32].

На сегодняшний день известно, что коагулазонега-
тивные стафилококки являются причиной инфекций 
кровотока вследствие использования внутрисосуди-
стых имплантов, у детей и лиц пожилого и старческого 
возраста, у иммунокомпрометированных пациентов 
[3]. Среди возбудителей катетероассоциированных 
инфекций кровотока КНС занимают лидирующее по-
ложение: до 55% изолятов, выделенных из крови, от-
носились к КНС [4]. По данным исследований, КНС с 
выявленной метициллинорезистентностью характе-
ризуются более неблагоприятным спектром устойчи-
вости к антибактериальным препаратам, чем S. aureus. 
В результате многоцентровых исследований было вы-
явлено, что метициллинорезистентные изоляты среди 
КНС в условиях стационара составляют до 76,9%, а 
также имеют более высокий уровень корезистентно-
сти к антибактериальным препаратам других групп, 
чем MRSA [5, 6].

Цель проводимого исследования – сравнительная 
оценка спектра устойчивости стафилококков в зави-
симости от выявленного механизма резистентности и 
видовой принадлежности.
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Материалы и методы
В ходе исследования были проведены видовая 

идентификация, оценка профиля устойчивости и вы-
явление механизма устойчивости 768 изолятов, выде-
ленных из клинического материала. Идентификацию 
выполняли с помощью агглютинационного теста на 
плазмокоагулазу (Slidex, BioMerieuq). Коагулазоотри-
цательные стафилококки определяли до вида в даль-
нейшем с помощью биохимических тест-систем для 
идентификации (StaphyTest16 и 24, ErbaLaChema) и 
MALDI-TOF масс-спектрометрии (AutoFleX, Bruker 
Daltonics GmbH) в качестве дополнительного метода 
идентификации, теста на чувствительность к новобио-
цину (диски НИЦФ). Все коагулазопозитивные стафи-
лококки относились к виду S. aureus. Оценку резуль-
татов биохимической идентификации осуществляли 
с помощью метода дискриминационного анализа дан-
ных MALDI-TOF масс-спектрометрии и книги кодов 
для тестов StaphyTest16 и 24, ErbaLaChema. С целью 
более точной идентификации редко встречающихся 
видов был проведен предварительный анализ обуча-
ющей группы, состоящей из 30 изолятов редко встре-
чающихся видов. Видовую принадлежность устанав-
ливали по наибольшей аппроксимации полученного 
ряда к типовому профилю вида по совокупности био-
химических признаков и особенностей масс-спектра.

Оценку устойчивости проводили с помощью дис-
ко-диффузионного метода (диски НИЦФ, Oxoid, BD) 
на среде Мюллер-Хинтон согласно рекомендациям 
EUCAST 2015: инкубацию выполняли в течение ночи 
при 35 ºC. Правила интерпретации результатов дис-
ко-диффузионного метода соответствуют EUCAST 
2015.  Механизм устойчивости к антибактериальным 
препаратам определяли с применением теста латекс-
агглютинации на наличие пенициллинсвязывающе-
го белка 2α (ПСБ 2α, продукт экспрессии гена mecA) 
(SlidexMRSA, BioMerieuq), теста на бета-лактамазную 
активность с нитроцефином (диски с нитроцефином, 
BioMerieuq) и теста «двойных дисков» (эритромицин 
(15 мкг)-клиндамицин (2 мкг)) для обнаружения типа 
устойчивости к макролидам и линкозамидам. Истинно 
метициллинорезистентными считали стафилококки, у 
которых выявляли продукцию ПСБ 2α. Метицилли-
норезистентные стафилококки, у которых не отмеча-
ли ПСБ 2α и бета-лактамазной активности, относили 
в группу метициллинорезистентных стафилококков, 
для которых механизм устойчивости не установить 
рутинными методами. Остальные стафилококки были 
отнесены в группу метициллинчувствительных изоля-
тов. Учет реакций латекс-агглютинации и теста на бе-
та-лактамазы осуществляли согласно инструкции про-
изводителей. Оценку метода «двойных дисков» прово-
дили следующим образом: наличие устойчивости к 
клиндамицину и эритромицину расценивали как то-
тальный тип устойчивости к макролидам, линкозами-
дам и стрептограмину Б (MLSB), устойчивость только 
к эритромицину – как ограниченная резистентность 
к макролидам и стрептограмину Б (MSB), а уплоще-
ние зоны задержки роста вокруг диска с клиндамици-
ном со стороны диска с эритромицином при наличии 
устойчивости к последнему – как индуцируемый тип 
устойчивости к макролидам, линкозамидам и стрепто-
грамину Б (MLSBi).

Результаты обрабатывали статистически с помо-

щью программы «R» с использованием теста на нор-
мальность распределения Шапиро-Уилкса, многомер-
ного дисперсионного анализа, критерия Фишера, хи-
квадрат, точного решения Фишера.

результаты
Данные, полученные в ходе исследования, были 

проверены на нормальность распределения с помо-
щью теста Шапиро-Уилкса (табл. 1).

Таблица 1 
Результаты теста на нормальность Шапиро-Уилкса

Продукция 
ПСБ 2α

Устойчивость к макролидам и 
линкозамидам

Стандартная ошибка 2,2∙10-16 9,067∙10-13

Выявили, что метициллинорезистентностью обла-
дали 47,06% S. aureus и 53,49% КНС (p=0,0002596) на 
основании тестирования чувствительности к цефокси-
тину (30 мкг). Согласно результатам, уровень метицил-
линорезистентности в группе коагулазонегативных 
стафилококков был выше, чем среди S. aureus. Однако 
при  оценке распространённости ПСБ 2α установлено, 
что среди S. aureus, устойчивых к цефокситину, доля 
ПСБ 2α-положительных штаммов составила 96,1%, 
а среди КНС, устойчивых к цефокситину, показатель 
составил 60,1% (p=0,0001). Так, среди S. epidermidis 
доля метициллинорезистентных ПСБ 2α положитель-
ных составила 11,5%, S. haemolyticus – 23,1%, S. aureus 
– 10,5%; у остальных стафилококков ПСБ 2α не был 
обнаружен, несмотря на наличие у них полирезистент-
ности. Наряду с этим, КНС были полирезистентными 
(устойчивость к 3 и более антимикробным препара-
там из разных групп) в 34,08±21,21% случаев, в отли-
чие от S. aureus, обладавшего полирезистентностью в 
27,07±21,69% случаев (p=0,09). Уровни полирезистент-
ности среди стафилококков разных видов с разными 
механизмами устойчивости достоверно различались 
(табл. 2). 

Таблица 2 
Уровень полирезистентности в зависимости от 

плазмокоагулазной активности
Механизм устойчи-

вости Группа Уровень полире-
зистентности (%)

Стандартная ошиб-
ка (F-критерий)

ПСБ 2α
S. aureus 44,37229

2∙10-16

КНС 50,15873

Метициллинчувстви-
тельные

S. aureus 11,49030

КНС 21,27315

Метициллинрези-
стентные без вы-
явленного ПСБ 2α

S. aureus 3,90625

КНС 44,17641

На основании полученных данных можно заклю-
чить, что уровень устойчивости к отдельным антими-
кробным препаратам как среди S. aureus, так и среди 
КНС был ассоциирован с выявленным механизмом 
устойчивости (табл. 3, 4).  Для S. aureus ведущим фак-
тором в развитии устойчивости и полирезистентности 
являлось наличие ПСБ 2α, в то время как для КНС это 
не было единственным основополагающим фактором 
роста устойчивости к антимикробным препаратам 
различных групп. 

Уровень распространенности перекрестной устой-
чивость к макролидам, линкозамидам и стрептогра-
мину Б для S. aureus составил 23,5%, а для КНС – 31% 
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(p=0,08608), частота выявления индуцированной 
устойчивости к клиндамицину для S. aureus – 8,82%, 
для КНС – 11,63% от всех случаев устойчивости к 
клиндамицину (p=0,001375).

Таблица 3
Различия в устойчивости к антимикробным препаратам 

различных групп у S. aureus в зависимости от механизма 
устойчивости

Группа препаратов Механизм устойчивости
Доля устойчи-
вых изолятов 

(%)
Стандартная 
ошибка (р)

Аминогликозиды
MRSA с ПСБ 2α 51,35

6,607∙10-12MRSA без ПСБ 2α 10
Метициллинчувствительные 8,8

Макролиды
MRSA с ПСБ 2α 45,9

2,434∙10-08MRSA без ПСБ 2α 30
Метициллинчувствительные 14,11

Линкозамиды
MRSA с ПСБ 2α 39,66

6,742∙10-15MRSA без ПСБ 2α 22,22
Метициллинчувствительные 3,35

Фторхинолоны
MRSA с ПСБ 2α 75,5

2,2∙10-16MRSA без ПСБ 2α 30,0
Метициллинчувствительные 13,38

Сульфаниламиды
MRSA с ПСБ 2α 28,57

7,639∙10-05MRSA без ПСБ 2α 0,0
Метициллинчувствительные 4,45

Фузидиевая 
кислота

MRSA с ПСБ 2α 2,56
0,007MRSA без ПСБ 2α 0

Метициллинчувствительные 0,39

Тетрациклины
MRSA с ПСБ 2α 17,48

0,0009MRSA без ПСБ 2α 4,0
Метициллинчувствительные 5,6

При оценке спектра устойчивости S. aureus отме-
чали значительное влияние наличия ПСБ 2α на рост 
устойчивости к препаратам вышеперечисленных 
групп. Метициллинорезистентность, не связанная с 
продукцией ПСБ 2α, не вносила существенного вкла-
да в рост устойчивости к антибактериальным пре-
паратам других групп, кроме группы линкозамидов, 
в которой MRSA без ПСБ 2α по отношению к мети-
циллинчувствительным обладали достоверно более 
высоким уровнем устойчивости (22,22% против 3,35%, 
p=0,0027). Статистически значимые различия уров-
ней устойчивости к антибактериальным препаратам 
между MRSA с ПСБ 2α и MRSA без ПСБ 2α наблюдали 
только в группе линкозамидов (p=0,002) и фузидиевой 
кислоты (p=0,021). Таким образом, устойчивость к ан-
тибактериальным препаратам различных групп среди 
S. aureus в значительной мере определялась наличием 
метициллинорезистентности, связанной с экспрессией 
mecA.

Таблица 4 
Различия в устойчивости к антимикробным препаратам 

различных групп  у коагулазонегативных стафилококков в 
зависимости от механизма устойчивости

Группа пре-
паратов Механизм устойчивости

Доля устойчи-
вых изолятов 

(%)
Стандартная 
ошибка (р)

Аминоглико-
зиды

MRS-CoNS с ПСБ 2α 23,81
0,003MRS-CoNS без ПСБ 2α 36,36

Метициллинчувствительные 13,95

Макролиды
MRS-CoNS с ПСБ 2α 77,78

0,007MRS-CoNS без ПСБ 2α 47,06
Метициллинчувствительные 50,98

Линкозамиды
MRS-CoNS с ПСБ 2α 0

0,12MRS-CoNS без ПСБ 2α 0
Метициллинчувствительные 25,5

Фторхинолоны
MRS-CoNS с ПСБ 2α 92,3

3,951∙10-9MRS-CoNS без ПСБ 2α 68,75
Метициллинчувствительные 32,91

Сульфанила-
миды

MRS-CoNS с ПСБ 2α 80,0
0,8872MRS-CoNS без ПСБ 2α 72,73

Метициллинчувствительные 66,02

Фузидиевая 
кислота

MRS-CoNS с ПСБ 2α 5,88
0,8478MRS-CoNS без ПСБ 2α 9,09

Метициллинчувствительные 4,09

Тетрациклины
MRS-CoNS с ПСБ 2α 30,0

0,0004MRS-CoNS без ПСБ 2α 72,73
Метициллинчувствительные 18,07

Оценивая спектр чувствительности КНС к анти-
бактериальным препаратам, статистически значимых 
различий в уровне устойчивости к сульфаниламидам, 
линкозамидам и фузидиевой кислоте между метицил-
линорезистентными и метициллиночувствительны-
ми не обнаружили (p>0,05). Уровень устойчивости к 
аминогликозидам, фторхинолонам и тетрациклинам 
между MRS-CoNS с ПСБ 2α и MRS-CoNS без ПСБ 
2α статистически не различался (p>0,05). Статисти-
чески значимые различия уровней устойчивости к 
антибактериальным препаратам между MRS-CoNS 
с ПСБ 2α и MRS-CoNS без ПСБ 2α были выявлены 
только в группе макролидов (p=0,031).

Таблица 5 
Сравнение уровней устойчивости КНС и S. aureus  

к отдельным антимикробным препаратам
Группа 

препара-
тов

Механизм 
устойчивости ∑ КНС Уст. из 

них
∑

S. aureus
Уст. их 

них
Стандартная 
ошибка (р)

Аминогли-
козиды

MRS без ПСБ 2α 11 4 10 1 >0,05
MRS c ПСБ 2α 21 5 37 19 0,09954

Метициллинчув-
ствительные 301 42 282 25 0,1509

Сульфани-
дамиды

MRS без ПСБ 2α 11 8 7 0 >0,05

MRS c ПСБ 2α 10 8 35 10 >0,05
Метициллинчув-

ствительные 156 103 134 6 2,2∙10-16

Макроли-
ды

MRS без ПСБ 2α 17 8 10 3 0,4577

MRS c ПСБ 2α 27 21 61 28 0,01212
Метициллинчув-

ствительные 410 209 375 53 < 2. ∙10-16

Фторхино-
лоны

MRS без ПСБ 2α 16 11 10 3 0,09189

MRS c ПСБ 2α 26 24 57 43 0,1244
Метициллинчув-

ствительные 401 132 366 49 1,165∙10-9

Фузи-
диевая 
кислота

MRS без ПСБ 2α 11 1 4 0 0,202

MRS c ПСБ 2α 17 1 39 1 >0,05
Метициллинчув-

ствительные 293 12 255 1 0,01757

Тетраци-
клины

MRS без ПСБ 2α 11 8 5 2 >0,05

MRS c ПСБ 2α 20 6 45 8 0,423
Метициллинчув-

ствительные 260 47 250 14 9,792∙10-7

При сравнительном анализе спектров устойчиво-
сти S. aureus и коагулазонегативных стафилококков 
(табл. 5) установили, что КНС, даже при отсутствии 
метициллинорезистентности, имели более высокие по-
казатели устойчивости к препаратам следующих групп 
(КНС против S. aureus): сульфаниламиды (66,02% 
против 4,45%), макролиды (50,98% против 14,11%), 
фторхинолоны (32,91% против 13,38%), фузидиевая 
кислота (4,09% против 0,39%), тетрациклины (18,07% 
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против 5,6%). Отметим, что среди метициллинорези-
стентных стафилококков не наблюдали статистически 
значимых различий в спектрах устойчивости между 
КНС и S. aureus.

При изучении зависимости спектра устойчивости 
к антибактериальным препаратам отмечали наличие 
взаимозависимости между видом и полирезистентно-
стью. Так, среди S. epidermidis количество групп анти-
микробных веществ, к которым имелась устойчивость, 
составило 38,13±18,8, среди S. aureus – 27,07±21,68, S. 
hominis – 21,03±20,2, S. haemolyticus – 51,25±13,8, S. 
lugdunensis – 41,67, S. warneri – 37,5±25.

Обсуждение
В ходе проведенного эксперимента было выявлено, 

что спектр устойчивости стафилококков в наиболь-
шей мере определяется метициллинорезистентно-
стью.  Установлено, что как для S. aureus, так и для коа-
гулазонегативных стафилококков наличие экспрессии 
гена mecA (синтез ПСБ 2α) коррелирует с развитием 
устойчивости к антибактериальным препаратам дру-
гих групп. S. aureus, чувствительный к метициллину, 
сохраняет это свойство к таким препаратам, как суль-
фаниламиды и тетрациклины. MRSA, в свою очередь, 

характеризовались снижением чувствительности к 
вышеперечисленным группам препаратов. КНС, в от-
личие от S. aureus, отличались более высокой частотой 
устойчивости к следующим группам антибактериаль-
ных препаратов: сульфаниламиды, макролиды, фтор-
хинолоны, фузидиевая кислота и тетрациклины. Выяв-
лено, что отдельные КНС обладают природной устой-
чивостью к таким препаратам, как сульфаниламиды, 
макролиды, фторхинолоны, фузидиевая кислота и те-
трациклины. Устойчивость к антибактериальным пре-
паратам и полирезистентность КНС в большей мере 
обусловлены механизмами, для определения которых 
на сегодняшний день не разработано стабильных ме-
тодов их выявления по фенотипу. Обнаружение ПСБ 
2α необходимо использовать не для подтверждения 
метициллинорезистентности, а для быстрого выяв-
ления потенциально полирезистентных S. aureus и S. 
epidermidis.

Следовательно, на современном этапе борьбы с ин-
фекциями, вызванными КНС, перспективными явля-
ются разработка и широкое внедрение методов обна-
ружения маркеров полирезистентности, ПСБ2α, mecA, 
mecС.
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Частота высеваемости коагулазонегативных стафилококков 

(КНС) у пациентов с инфекционно-воспалительными осложнени-
ями в офтальмологии составляет 65%, из них 73% – Staphylococcus 
epidermidis. При этом 60% и 30% из всех изолятов КНС обладают 
устойчивостью, соответственно, более чем к 3 и 5 антибиотикам, 
т.е. являются полирезистентными, в том числе к фторхинолонам 
третьего и четвертого поколений. В связи с этим особое значение 
приобретает использование антисептиков, обладающих антими-
кробным действием как в отношении чувствительных, так и панре-
зистентных к антибиотикам стафилококкам. Антисептик Прон-
тосан® при коротких экспозициях обладает высокой бактерицидной 
активностью в отношении клинического изолята S. epidermidis 
66, устойчивого к фторхинолонам. При исследованиях на модели 
культуры клеток фибробластов легкого эмбриона человека пока-
зано, что полигексанид не обладает цитотоксическим действием 
в концентрации 0,01% (100 мкг/мл), а также демонстрирует высо-
кий антиадгезивный эффект в отношении тестируемого штамма 
стафилококка в дозе ½ МПК (0,06 мкг/мл). В этой же концентрации 
антисептик способствует усилению действия глазных капель анти-
биотиков фторхинолонового ряда, снижая уровень резистентности 
клинического изолята S. epidermidis 66 от 2,7 до 20 раз по сравнению 
с исходным. На основании полученных данных считаем перспектив-
ным применение антисептиков из группы полигексанидов для профи-
лактики инфекционно-воспалительных осложнений в офтальмоло-
гии, особенно в случае устойчивости клинических изолятов КНС к 
фторхинолонам.
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Frequency of coagulase-negative staphylococci (CNS) inoculation in 

patients with infectious and inflammatory complications in ophthalmology 
is 65%, including 73% – Staphylococcus epidermidis. However, 60% and 
30% of all isolated CNS resistant respectively more than to 3 or 5 antibiotics, 
i.e. they are multidrug-resistant (MDR), including quinolones of the 3rd and 
the 4th generation. In this regard this important to use the antiseptics, which 
have antimicrobial activity against both sensitive and MDR staphylococci. 
Antiseptic Prontosan® during short exposures has high bactericidal activity 
against clinical isolate of S. epidermidis 66 resistant to fluoroquinolones. 
Studies on culture model of human embryo lung fibroblast cells showed that 
Polihexanide has no cytotoxic effect in a concentration of 0.01% (100 µg/
ml) and shows a high anti-adhesion effect against S. epidermidis 66 in ½ 
MIC (0.06 µg/ml). The same concentration of antiseptic enhances the action 
of fluoroquinolone antibiotics eye drops, lowering the level of resistance of 
clinical isolates of S. epidermidis 66 up to 20 times compared to the original. 
Based on these data is considered the perspective use of Polihexanide group 
antiseptics for the prevention of infectious and inflammatory complications 
in ophthalmology, especially in the case of CNS resistant to fluoroquinolones.

Key words: adhesion, antibiotic resistance, cell culture, coagulase-
negative staphylococci, fluoroquinolones, Polihexanide

Введение
По данным отечественных и зарубежных авторов, 

в составе бактериальной микробиоты конъюнктивы 
взрослых пациентов основная доля (до 90%) приходит-
ся на грамположительные бактерии, при этом те же ми-
кроорганизмы являются и основным этиологическим 
фактором послеоперационных осложнений в офталь-
мологии (конъюнктивитов, кератоконъюнктивитов, 
увеитов, эндофтальмитов). Коагулазонегативные ста-
филококки (КНС) составляют 18,6-70%, Staphylococcus 
aureus – 10-21%, Streptococcus spp. – 9-19%, грамотри-
цательные бактерии – 5-22%, грибы (Candida spp., 
Aspergillus spp., Fusarium spp.) – до 8% [1-5].

В современной научной литературе отмечено, что 
более половины клинических изолятов S. epidermidis 
проявляют резистентность к офлоксацину и левоф-
локсацину, 33% и 37% – к гатифлоксацину и моксиф-
локсацину соответственно. При этом 60% и 30% из 
всех изолятов КНС обладают устойчивостью, соответ-
ственно, более чем к 3 и 5 антибиотикам, т.е. являются 
полирезистентными, том числе к фторхинолонам II-IV 
поколения [2, 6, 7]. Резистентность микроорганизма, 
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являющегося этиологическим фактором, предполагает 
исключение препарата(ов) из арсенала возможных ле-
карственных средств.

Наряду с резистентностью к антибиотикам, 
большое значение имеют факторы патогенности S. 
epidermidis. КНС экспрессируют поверхностные адге-
зины. Вирулентный потенциал S. epidermidis реализу-
ется за счет наличия нескольких поверхностных и по-
верхностно-ассоциированных протеинов, а также спо-
собности микроорганизма образовывать биопленки. К 
их числу относят фибриноген-связывающие и колла-
ген-связывающие протеины, а также гомолог протеи-
на, ассоциированного с биопленками. Предполагают, 
что 50-70% КНС способны продуцировать гемолизи-
ны, гомологичные дельта-гемолизину S. aureus [8].

Наличие в хирургических отделениях резистентных 
штаммов бактерий вызывает трудности в лечении по-
слеоперационных гнойно-воспалительных осложне-
ний пациентов после офтальмологических операций. 
Особое значение приобретает использование совре-
менных антисептиков, которые обладают антимикроб-
ным действием как в отношении чувствительных, так и 
панрезистентных к антибиотикам стафилококкам. Так, 
по данным литературы, чтобы уменьшить риск воз-
никновения эндофтальмита, обычно перед операцией 
используют раствор ПВП-йода [9, 10].  В руководстве 
2013 г. Европейского общества катарактальных и реф-
ракционных хирургов (ESCRS) с целью профилактики 
эндофтальмита перед оперативным вмешательством 
рекомендуют использование ПВП-йода или хлоргекси-
дина биглюконата для снижения числа колоний микро-
организмов на глазной поверхности [11]. В настоящее 
время в МНТК «Микрохирургия глаза» предопераци-
онная подготовка пациента включает обработку опе-
рационного поля: кожи – 10% раствором ПВП-йода, 
слизистой оболочки глаза – 5% раствором ПВП-йода, 
экспозиция 2-3 минуты. 

Опубликован ряд работ, в которых установлено, 
что препараты йода противопоказаны пациентам с 
аллергическим анамнезом или тяжелым расстрой-
ством щитовидной железы, поэтому проводили поиск 
альтернативных антисептических средств [9]. В ран-
домизированном, контролируемом, проспективном 
двойном слепом исследовании изучали влияние анти-
септика из группы полигексанидов (или полигексак-
метиленбигуанидинов, ПГМГ) – препарата Лавасепт®. 
До операции 67 пациентам закапывали по 3 капли 
0,2% Лавасепта®, 1,25% ПВП-йода или раствора Ринге-
ра, при этом на слизистой конъюнктивы у них обнару-
живали по 5 колониеобразующих единиц (КОЕ). На-
блюдали достоверно (P=0,05) большее снижение числа 
КОЕ при использовании Лавасепта® по сравнению с 
ПВП-йод. При этом отмечали хорошую переноси-
мость обоих препаратов пациентами, а также эффект 
последействия полигексанида, что делает эту группу 
антисептиков перспективными в качестве альтернати-
вы йодсодержащим препаратам. Отметим, что в Гер-
мании с 2004 г. 0,04% полигексанид рекомендован для 
предхирургической антисептики глазной поверхности 
[12]. Есть ряд публикаций, в которых описано эффек-
тивное применение 0,02% полигексанида для лечения 
акантамёбных кератитов [13-16]. В наших исследова-
ниях  было показано, что полигексаниды обладают не 
только выраженным бактерицидным действием, но и 

эффектом последействия, проявляя антиадгезивный 
эффект в небактерицидных концентрациях в отноше-
нии S. aureus и S. agalactiae, продуцирующего адгезив-
ный белок SspB1 (sspB1+) [17, 18]. 

Селективное биоцидное действие полигексанидов 
на микроорганизмы обусловлено тем, что фосфоли-
пидные клеточные бислойные мембраны микроорга-
низмов, состоящие только из фосфатидилглицерина 
или из фосфатидилглицерина и фосфатидилхолина 
и обладающие отрицательным суммарным электри-
ческим зарядом, эффективно сорбируют биоцидный 
поликатион, который увеличивает проницаемость 
клеточных стенок, разрушает клеточную мембрану, 
коагулирует клеточное содержимое, ингибирует об-
менную функцию ферментов, нарушает воспроизво-
дящую способность нуклеиновых кислот и белков, а 
также угнетает дыхательную систему. Такое воздей-
ствие, наряду с разрушением стенок клетки, приводит 
к гибели микроорганизма. При этом нейтральные бис-
лои фосфатидилхолина клеток человека не вовлекают-
ся во взаимодействие с полигексанидом. Изучено, что 
полигексанид в 2 раза менее токсичен, по сравнению с 
ПВП-йод, в исследованиях на культуре клеток, а также 
не оказывает цитотоксического действия в сочетаниях 
с полиэтиленгликолем и бетаином [19]. 

Эти работы послужили основанием для проведе-
ния данного исследования по оценке перспективности 
использования антисептика из группы полигексани-
дов в офтальмологической практике в отношении кли-
нических изолятов S. epidermidis, устойчивых к фтор-
хинолонам, а именно препарата Пронтосан® (Швей-
цария), поскольку он разрешен для обработки ран и 
слизистых оболочек.

Материалы и методы
Пронтосан® – лекарственный препарат, раствор на 

основе 0,1% полиаминопропила бигуанида и ундеци-
ленового амидопропил-бетаина, производства фирмы 
«B. Braun Medical AG», Швейцария.

Глазные капли антибиотиков фторхинолонового 
ряда: ципрофлоксацина (Ципромед®), офлоксацина 
(Флоксал®), левофлоксацина (Сигницеф®).

Бактерицидную активность Пронтосана® иссле-
довали чашечно-суспензионным методом [20] при 
коротких экспозициях, оценивая значение коэффи-
циента редукции (Кред) в десятичных логарифмах 
(lg). Микробная нагрузка выделенного от пациента с 
гнойным кератоконъюнктивитом и эндофтальмитом 
клинического изолята S. epidermidis 66, устойчивого к 
фторхинолонам, составила 1,5·107 КОЕ/мл, экспозиции 
– 5-60 мин.

Для получения инокулюма готовили исходную су-
спензию суточной культуры стафилококка по стан-
дарту 0,5 McFarland. Далее суспензию разводили в 31 
раз в бульоне Мюллера-Хинтона, при этом получен-
ная взвесь содержала 5·106 КОЕ/мл. Конечная нагрузка 
тест-штамма составила 5·104 КОЕ в 200 мкл, экспози-
ция – 24 часа.

Стандартный метод шахматной доски [Eliopoulos 
G.M., Moellering R.C. Antimicrobial combinations» in 
«Antibiotics in Laboratory Medicine. – 1996.] мы моди-
фицировали для изучения бактерицидной активности 
полигексанида в микроразведениях [21] и для оценки 
усиления действия антибиотиков фторхинолонового 
ряда в присутствии небактерицидных концентраций 
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антисептика по показателям МПК антибиотиков и 
индекса фракционной ингибирующей концентрации 
(∑ФИК) [22]. Трактовка ∑ФИК: синергизм – индекс до 
0,5; индифферентность – индекс от 0,51 до 4; антаго-
низм – индекс более 4. Значение индекса ФИК от 0,51 
до 0,6 может быть показателем наличия «потенциаль-
ного синергизма».

Изучение токсичности полигексанида проводили 
на модели культуры клеток фибробластов легкого эм-
бриона человека (Биолот, Россия), оценивая их морфо-
логическое состояние по 5-бальной шкале FDA (США) 
для определения цитотоксического действия (ЦТД) 
химических агентов: 0 баллов – отсутствие цитоток-
сического действия, 1 балл – слабое токсическое дей-
ствие (20-25% лизированных клеток), 2 балла – мягкое 
токсическое действие (50% гибели клеток), 3 балла 
– умеренное токсическое действие (70-75% клеточно-
го монослоя содержат округлые и/или лизированные 
клетки), 4 балла – тяжелое токсическое действие (100% 
деструкция клеточного монослоя). Согласно данной 
шкале тестируемые препараты отвечают требовани-
ям безопасности, если ни одна из опытных клеточных 
культур не имеет степень ЦТД более 1 [23]. Кроме того, 
на культуре клеток оценивали антиадгезивную актив-
ность небактерицидных концентраций антисептика 
в отношении клинического изолята S. epidermidis 66, 
определяя степень инфицированности монослоя по 
морфологическому состоянию клеток фибробластов и 
интенсивность процесса адгезии тест-штамма по сле-
дующим показателям: 1) среднее число бактериальных 
клеток на одной эукариотической клетке (M±m); 2) 
процент пораженных клеток монослоя (ПК%); 3) об-
семененность 100 клеток монослоя – индекс адгезии 
(ИА) – вычисляли по формуле ИА = M х ПК%. Уровень 
адгезии микроба в опыте устанавливали по показателю 
индекса адгезии относительно контроля, принимаемо-
го за 100% [Грабовская К.Б и др. Способ определения 
антиинфекционной активности биологически актив-
ного соединения /Авт. св-во №1359300 от 15.08.1987 г.]. 

Формирование конфлюэнтного монослоя фибро-
бластов осуществляли на накладках Tissue Culture 
Coverslips 13 mm (Германия) в ростовой питательной 
среде Игла в течение 24 часов при 37 ºС по стандартной 
методике [Грабовская К.Б., Тотолян А.А. // Микробио-
логия. – 1977. – №2]. Микробная нагрузка S. epidermidis 
66 составила 107 КОЕ/мл. Время инкубации – 2 часа.

Результаты и их обсуждение
Результаты оценки чашечно-суспензионным мето-

дом бактерицидного действия Пронтосана® интерпре-
тировали по значению коэффициента редукции (Кред) 
– коэффициенту снижения КОЕ на чашке, а также по 
значению снижения уровня микробной популяции в 
процентах относительно контроля (табл. 1).

Таблица 1. 
Оценка бактерицидного действия раствора «ПРОНТОСАН®»

Препарат Экспозиция, 
мин

Коэффициент снижения КОЕ клинического 
изолята S. epidermidis 66 на чашке (Кред) и 

снижение уровня микробной контаминации в 
%  (n=3; контроль – 9,3 lg КОЕ на чашке)

Кред %

Раствор 
«Пронтосан®»

5 4,53 99,99
15 4,65 99,99
30 4,74 99,999
60 4,86 99,999

Антисептик Пронтосан® обладает выраженной 
бактерицидной активностью и в короткие экспозиции 
снижает уровень микробной популяции S. epidermidis 
66 более чем на 99% при высокой начальной микроб-
ной нагрузке (107 КОЕ/мл), при этом данный эффект не 
снижается в течение времени эксперимента.

Для оценки усиления действия фторхинолонов в 
отношении резистентного клинического изолята S. 
epidermidis 66 в присутствии Пронтосана® модифици-
ровали метод «шахматной доски», или перекрестного 
титрования. МПК антисептика в отношении тест-
штамма составила 0,125±0 мкг/мл, МПК левофлокса-
цина – 16,25±2 мкг/мл, МПК офлоксацина – 31,2±4,7 
мкг/мл, МПК ципрофлоксацина – 31,2±4,7 мкг/мл. От-
метим, что для использования в клинике для обработ-
ки ран и слизистых оболочек Пронтосан ® разрешен с 
концентрацией полигексанида 0,1% (1000 мкг/мл). 

Данные рисунка 1 являются показателем достовер-
ного снижения уровня резистентности клинического 
изолята S. epidermidis 66 в присутствии суббактери-
цидной дозы Пронтосана® 0,06 мкг/мл. 

Рис. 1. Изменение уровня МПК глазных капель 
антибиотиков фторхинолонового ряда в присутствии ½ 

МПК Пронтосана®

По средним значениям результатов 3-х опытов в 
каждом случае наблюдали усиление действия левоф-
локсацина в 20 раз, ципрофлоксацина – в 6,4 раза, 
офлоксацина – в 2,7 раза. В случае сочетанного при-
менения Пронтосана® с ципрофлоксацином и офлок-
сацином отмечали индифферентное действие двух 
антимикробных агентов, когда ∑ФИК составил 0,64 и 
0,85 соответственно. В опыте, где изучали сочетанное 
действие антисептика и левофлоксацина, ∑ФИК был 
равен 0,53, что может быть показателем наличия «по-
тенциального синергизма».

Наличие бактерицидного эффекта полигексанида 
при коротких экспозициях очень важно при исполь-
зовании его в офтальмологической практике. Способ-
ность препарата в небактерицидной концентрации 
усиливать действие глазных капель антибиотиков 
фторхинолонового ряда свидетельствует о наличии 
эффекта последействия антисептика. При этом есть 
данные, что и фторхинолоны не только убивают бак-
терии, но и ингибируют их рост в течение 2-6 часов 
после воздействия. Этот весьма полезный эффект на-
зывают постантибиотическим [10]. Сочетанное при-
менение этих препаратов перспективно, учитывая схе-
му применения антисептика и антибиотика в предо-
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перационном и раннем послеоперационном периоде в 
офтальмологии.

Поскольку задачей исследования была оценка 
перспективности использования Пронтосана® в оф-
тальмологии, поэтому опыты по оценке токсичности 
и антиадгезивного эффекта антисептика проводили 
на культуре клеток фибробластов легкого эмбриона 
человека в присутствии 10% телячьей сыворотки, что 
помогло приблизить условия опыта к условиям макро-
организма. 

На рисунке 2 представлена фотография нормаль-
ного монослоя фибробластов легкого эмбриона чело-
века. Морфология клеток не нарушена. 

Рис. 2. Монослой фибробластов легкого эмбриона 
человека. Окраска по Романовскому-Гимзе, х400, 24 часа.

В дальнейшем в модельную среду вносили различ-
ные разведения антисептика Пронтосан® в присут-
ствии 10% телячьей сыворотки и оценивали состояние 
монослоя фибробластов по 5-бальной шкале FDA (Рис. 
3, 4). 

Рис. 3. Состояние монослоя фибробластов легкого 
эмбриона человека после воздействия Пронтосана® в 

дозе 100 мкг/мл (0,01% полигексанида) в присутствии 10% 
телячьей сыворотки. Окраска по Романовскому-Гимзе, 

х400, 2 часа.

Рис. 4. Состояние монослоя фибробластов легкого 
эмбриона человека после воздействия ½ МПК 

Пронтосана® в дозе 0,06 мкг/мл в присутствии 10% 
телячьей сыворотки. Окраска по Романовскому-Гимзе, 

х400, 2 часа.

На рисунках 3 и 4 показано, что при воздействии 

разведения Пронтосана® в концентрации 100 мкг/мл 
(0,01% полигексанида) и ½ МПК 0,06 мкг/мл не наблю-
дали какого-либо воздействия на морфологию фибро-
бластов: монослой не нарушен, клетки сохранили свою 
целостность. Степень цитотоксического действия – 0 
баллов.

В таблице 2 представлены результаты оценки пока-
зателей адгезии клинического изолята S. epidermidis 66 
к клеткам монослоя фибробластов в присутствии 10% 
телячьей сыворотки и ½ МПК Пронтосана®. 

Таблица 2. 
Адгезивная активность S. epidermidis 66 в присутствии ½ МПК 

Пронтосана® 0,06 мкг/мл и 10% телячьей сыворотки

Тест-объект

Показатели интенсивности процессе адгезии 
S. epidermidis 66 (экспозиция 2 часа, n=5)

ИА % ПК МН
% 

адгезии 
от кон-
троля

% подавле-
ния адгезии 

тест-
штамма

Контроль: фибробла-
сты + S. epidermidis 

66
22,6±0,96 84,8±0,96 1916,48 100 -

Опыт: 
фибробласты + S. 

epidermidis 66 + 10% 
сыворотка

21,0±0,77 80,0±0,77 1680,0 87,7 12,3

фибробласты + S. 
epidermidis 66 + ½ 
МПК Пронтосана®

13,0±0,77 55,6±0,58 722,8 37,7 62,3

фибробласты + S. 
epidermidis 66 + ½ 

МПК Пронтосана® + 
10% сыворотка

3,0±0,4 31,2±0,58 93,6 4,9 95,1

Как видно из таблицы, 10% телячья сыворотка об-
ладает собственной антиадгезивной активностью и 
снижает адгезию тест-штамма на 12%. Наличие в среде 
½ МПК Пронтосана® (0,06 мкг/мл полигексанида) при-
водило к снижению уровня адгезии стафилококка на 
62,3%, тогда как сочетанное использование антисепти-
ка и 10% телячьей сыворотки способствовало предот-
вращению адгезии S. epidermidis 66 на 95,1%. Получен-
ные данные являются показателем наличия выражен-
ного эффекта последействия антисептика, который в 
небактерицидных концентрациях почти полностью 
предотвращает адгезию тест-штамма стафилококка к 
фибробластам.

На рисунках 5-8 показана адгезия клинического 
изолята S. epidermidis 66 к клеткам монослоя фибро-
бластов и в присутствии тестируемых агентов – 10% 
телячьей сыворотки и ½ МПК антисептика Пронтоса-
на®. На рисунке 5 показана адгезия стафилококка: зна-
чительное число микроорганизмов в межклеточном 
пространстве, на поверхности и внутри фибробластов, 
монослой частично разрушен, степень ЦТД – 2 балла. 

Рис. 5. Адгезия S. epidermidis 66 к фибробластам. Окраска по 
Романовскому-Гимзе, х400, 2 часа.
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На рисунке 6 отмечена собственная антиадгезив-
ная активность 10% телячьей сыворотки: количество 
адгезированных микробов снижено, монослой нару-
шен не значительно, степень ЦТД – 1 балл. 

Рис. 6. Адгезия S. epidermidis 66 к фибробластам в 
присутствии 10% телячьей сыворотки. Окраска по 

Романовскому-Гимзе, х400, 2 часа.

На рисунке 7 показано достоверное снижение сте-
пени адгезии стафилококка к фибробластам в присут-
ствии суббактерицидной концентрации Пронтосана®, 
микробы расположены на поверхности эукариоти-
ческих клеток и в межклеточном пространстве. При 
этом наблюдали сохранение морфологии клеток моно-
слоя, его целостность, степень ЦТД – 0 баллов. 

Рис. 7. Адгезия S.epidermidis 66 к фибробластам в 
присутствии 0,06 мкг/мл Пронтосана®. Окраска по 

Романовскому-Гимзе, х1000, иммерсия, 2 часа. Снижение 
адгезии на 62%.

Рисунок 8 также является показателем достовер-
ного на 95% подавления адгезии S. epidermidis 66 к 
фибробластам в присутствии суббактерицидной кон-
центрации Пронтосана® и 10% телячьей сыворотки; 
оставшиеся микробные клетки расположены в меж-
клеточном пространстве, монослой сохранен, степень 

ЦТД – 0 баллов. 

Рис. 8. Адгезия S.epidermidis 66 к фибробластам в 
присутствии 0,06 мкг/мл Пронтосана® и 10% телячьей 

сыворотки. Окраска по Романовскому-Гимзе, х1000, 
иммерсия, 2 часа. Снижение адгезии на 95%.

Заключение
Препарат Пронтосан® при коротких экспозициях 

обладает высокой бактерицидной активностью в отно-
шении клинического изолята S. epidermidis 66, устой-
чивого к фторхинолонам. МПК антисептика составила 
0,125 мкг/мл, что значительно меньше его клинически 
разрешенной дозы (1000 мкг/мл). При исследовани-
ях на модели культуры клеток фибробластов легкого 
эмбриона человека выявили, что полигексанид не об-
ладает цитотоксическим действием в концентрации 
0,01% (100 мкг/мл), а также демонстрирует высокий 
антиадгезивный эффект в отношении тестируемого 
штамма стафилококка в дозе ½ МПК (0,06 мкг/мл). В 
этой же концентрации антисептик способствует уси-
лению действия глазных капель антибиотиков фтор-
хинолонового ряда, снижая уровень резистентности 
клинического изолята S. epidermidis 66 от 2,7 до 20 раз 
по сравнению с исходным. Отметим, что, несмотря на 
индифферентное действие сочетания антибиотиков и 
антисептика по показателям индекса ФИК, наблюда-
ли уменьшение значений МПК антибиотиков в при-
сутствии суббактерицидной дозы полигексанида, что 
может быть показателем аддитивного действия двух 
антимикробных агентов.

На основании полученных данных можно считать 
перспективным применение антисептиков из группы 
полигексанидов для профилактики инфекционно-вос-
палительных осложнений в офтальмологии, особенно 
в случае устойчивости клинических изолятов КНС к 
фторхинолонам.
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Выявлено, что метаболиты энтерококков снижают адгезию 

Candida разных видов на буккальных клетках, но не приводят к 
десорбции уже адгезированных на эпителиоцитах клеток Candida 
spp. Наибольшей активностью обладают продукты метаболизма 
энтерококков с молекулярной массой 3-10 кДа, которые вызывают 
конформационные изменения адгезивных молекул Candida. Предва-
рительная инкубация Candida albicans с метаболитами Enterococcus 
faecium L3 подавляет способность микромицетов  прикрепляться к 
IL-6/IL-8- стимулированным эпителиоцитам. 

Ключевые слова: адгезия, Candida, метаболиты энтерококков, 
цитокины, эпителиоциты
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It is revealed that the enterococcal metabolites reduce the adhesion of 

different Candida species on the buccal cells, but do not cause desorption of 
already adhered Candida spp. on epithelial cells. The most active metabolites 
of enterococci have a molecular weight 3-10 kDa and induce conformational 
changes of Candida adhesion molecules. Pre-incubation of Candida albicans 
with Enterococcus faecium L3 metabolites suppress fungal adhesion on IL-6/ 
IL-8- stimulated epithelial cells.
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Введение
Адгезия является обязательным этапом колониза-

ции слизистых оболочек Candida spp. [1-3]. При этом 
адгезию рассматривают не только как механическое 
прикрепление микроорганизма к субстрату, но и как 
процесс, в котором оба компонента системы «эпители-
альная клетка – микроорганизм» активно взаимодей-
ствуют между собой [4, 5]. Известно, что представите-
ли нормальной микробиоты могут оказывать различ-
ное влияние на взаимодействие Candida с эпителиоци-
тами слизистых оболочек человека [6]. 

Цель работы – исследование способности метабо-
литов энтерококков изменять адгезивные свойства 
микромицетов в экспериментальной тест-системе 
«Candida albicans – буккальные эпителиоциты» in vitro.

Материалы и методы
Чистые культуры штаммов C. albicans 601, C. gla-

brata 44-1, C. krusei 583, C. tropicalis 127 и C. kefir 17 
выращивали (дрожжевая фаза) на декстрозном агаре 
Сабуро (HiMedia, India) (24 ч, 37 °С). Посевы смывали 
забуференным физиологическим раствором (ЗФР, рН 
7,2-7,4), трижды отмывали десятикратным объемом 
ЗФР (1000g, 15 мин), клеточные агрегаты удаляли цен-
трифугированием (40g, 2 мин), затем ресуспендирова-
ли в концентрации 107 кл/мл в ЗФР. 

Буккальные эпителиоциты получали от здоровых 
доноров 18-35 лет, утром, натощак, путем соскоба с 
внутренней поверхности щеки. Эпителиальные клет-
ки трижды отмывали от слюны ЗФР (40g, 5 мин), гото-
вили взвесь с концентрацией 106 кл/мл. Концентрацию 
эпителиоцитов определяли путем измерения опти-
ческой плотности суспензии на денситометре DEN-1 
(ООО «Biosan», Латвия). В каждой серии эксперимен-
тов использовали эпителиоциты, полученные не менее 
чем от 3-х доноров. 

Enterococcus faecium (штаммы L3, 651, 682, 2482) 
и Enterococcus faecalis (штаммы 173-5, 174-3, 179-2, 
4276, 4304, 4306, 4314) культивировали в бульоне TSB 
(Soybean-Casein Digest broth, Becton, Dickenson and 
Company, USA, France). Супернатанты отделяли от ми-
кробных клеток центрифугированием (2000g, 15 мин), 
затем фильтровали через бактериальные фильтры с 
диаметром пор 20 мкм (Sterile syringe filter, Corning, 
Germany). 

Для оценки уровня искусственной колонизации 
Candida, полученные в дрожжевой фазе (107 кл/мл)**, 
инкубировали в равных объемах (по 0,5 мл) с взвесью 
эпителиоцитов (106 кл/мл) в ЗФР (30 мин, 37 °С), встря-
хивая каждые 5 мин. Эпителиоциты трехкратно отмы-
вали ЗФР (40g, 5 мин) от неприкрепившихся  микро-
мицетов, из осадка клеток (0,2 мл) готовили мазки [7]. 
Полученные препараты фиксировали 96% этанолом 
(10 мин), окрашивали 0,25% водным раствором азура 
А (Sigma, USA). Индекс искусственной колонизации 
определяли как среднее количество адгезированных 
Candida в перерасчете на один эпителиоцит (канд/эп) 
после световой микроскопии 100 эпителиальных кле-
ток.

Для фракционирования растворимых продуктов 

**	 Выбранная концентрация Candida дает максимальные 
показатели искусственной колонизации  и минимальное 
количество свободных микромицетов в поле зрения  при 
подготовке  микроскопических препаратов
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метаболизма энтерококков полученный фильтрат цен-
трифугировали в пробирках со встроенным микро-
фильтром (Amicon® Ultra-15) с диаметром пор для 
молекул 3кДа, 10кДа или 30 кДа (6000g, 40 мин). По-
лученные после центрифугирования фракции бакте-
риальных метаболитов с атомной массой менее 3кДа, 
10кДа или 30 кДа соответственно использовали в даль-
нейших экспериментах. 

Молекулярно-генетические исследования штаммов 
энтерококков для выявления генов entA, entB, entXa, 
entXb, lac, entP, cylA, cylB, cylM, кодирующих цитоли-
зины и бактериоцины [8], проводили методом ПЦР с 
ДНК праймерами, сконструированными для данной 
работы, по методике, описанной ранее [9]. При кон-
струировании праймеров применяли программу Prim-
er 3.0 National Institutes of Health. Хромосомную ДНК 
энтерококков выделяли с помощью наборов «ДНК-
ЭКСПРЕСС» Литех, Россия.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе работы исследовали влияние про-

дуктов метаболизма различных штаммов E. faecalis и 
E. faecium на способность C. albicans штамм 601*** при-
крепляться к эпителиальным клеткам in vitro. Грибы 
обрабатывали продуктами метаболизма энтерококков 
в течение 30 мин при 37 °С, инкубировали с буккаль-
ными эпителиоцитами (30 мин, 37 °С), затем отмыва-
ли эпителий от неприкрепившихся микроорганизмов. 
Подсчитывали уровень искусственной колонизации C. 
albicans на эпителиоцитах. В контроле вместо метабо-
литов энтерококков использовали стерильный бульон 
TSB.

В большинстве случаев было выявлено снижение 
адгезивной способности C. albicans после обработки 
метаболитами энтерококков (табл.1).  

Таблица 1
Антикандидозная активность и способность продуцировать 

бактериоцины и цитолизины у различных штаммов  
E. faecium и E. faecalis

Штаммы  
энтерококков

Кратность снижения 
адгезии C. albicans на 

эпителиоцитах под 
действием метаболитов 
энтерококков (количе-

ство раз), М ± m

Наличие генов, коди-
рующих цитолизины и 

бактериоцины

E. faecium L3 1,77±0,29* lcbE, EntA, EntB, EntXa, EntXb
E. faecium 2482 1,20±0,17 cylA, cylB, cylM
E. faecium 682 1,19±0,15 cylA, cylB, cylM, lcbE
E. faecium 651 1,17±0,17 cylA, cylB, cylM
E. faecalis 4306 1,60±0,36* cylA, cylB, cylM, entXa, entXb
E. faecalis 179-2 1,47±0,11* отсутствуют
E. faecalis 4314 1,26±0,14* cylA, cylB, cylM, entXa, entXb
E. faecalis 174-3 1,20±0,13 отсутствуют
E. faecalis 173-5 1,16±0,16 отсутствуют
E. faecalis 4304 0,95±0,11 lcbE
E. faecalis 4276 0,90±0,14 отсутствуют

* – достоверность отличий относительно контроля 
(р< 0,05)

Антиадгезивный эффект энтерококков в отноше-
нии C. albicans носил выраженный штаммоспецифи-
ческий характер. При этом достоверное снижение 
адгезии C. albicans на эпителиоцитах наблюдали после 
обработки фунгальных клеток метаболитами E. fae-
cium L3, E. faecalis 4306, E. faecalis 179-2, E. faecalis 4314 
(р<0,05); тенденцию к снижению адгезивных свойств 

***	 Данный штамм  отличался средними, но наиболее посто-
янными  показателями адгезии.

у грибов прослеживали также при обработке микро-
мицетов метаболитами  других штаммов энтерококков 
(табл. 1). 

Исследовали антиадгезивный эффект продуктов 
метаболизма энтерококков на Candida  разных видов 
с использованием штамма E. faecium L3, метаболиты 
которого обладали наибольшим воздействием на гри-
бы (табл.1). Установлено, что антиадгезивный эффект 
продуктов метаболизма энтерококков проявлял себя 
не только в системах с C. albicans, но также и с други-
ми видами Candida  (табл. 2). При этом, выраженный 
эффект отмечали в экспериментах с C. glabrata 44-1, 
C. krusei 583 и C. tropicalis 127, адгезивность которых 
снижалась под действием метаболитов энтерококков 
в 1,77±0,29, 1,63±0,22 и 1,25±0,09 раз соответственно 
(р<0,05). В экспериментах с C. kefyr 17 достоверных 
отличий от контроля не обнаружили, что было связа-
но, по-видимому, с низкой адгезивной способностью 
штамма.

Таблица 2
Влияние продуктов метаболизма E. faecium L3 на адгезию 

Candida spp. к буккальным эпителиоцитам, М ± m

Виды Candida
Показатель адгезии (Candida/эпит.) Кратность снижения 

адгезии Candida на эпи-
телиоцитах (количество 

раз)

Контроль: 
интактные 

Candida

Candida после 
обработки метабо-

литами
C. albicans 601 5,79±0,87 3,37±0,39* 1,72±0,16*

C. glabrata 44-1 5,79±0,86 3,45±0,39* 1,77±0,29*
C. krusei 583 2,33±0,43 1,67±0,37* 1,63±0,22*

C. tropicalis 127 3,07±0,42 2,57±0,27* 1,25±0,09* 
C. kefyr 17 0,76±0,05 0,82±0,13 0,94±0,06
* –достоверность отличий относительно контроля 

(р<0,05)
Исследовали влияние продуктов метаболизма энте-

рококков на адгезивность буккальных эпителиоцитов. 
Для этого клетки буккального эпителия инкубировали 
с метаболитами E. faecium L3, затем проводили экспе-
римент по оценке уровня искусственной колонизации 
Candida на эпителиоцитах. В контроле использовали 
эпителиальные клетки, не обработанные метаболита-
ми энтерококков. Установлено, что продукты метабо-
лизма энтерококков слабо влияли на буккальные эпи-
телиоциты, повышая адгезивный потенциал клеток в 
1,07 раз (р<0,05). Такая незначительная реакция могла 
быть связана с отсутствием специфических мишеней 
на эпителиоцитах для литических ферментов E. faecium 
или со способностью буккальных клеток к быстрой ре-
генерации своего адгезивного аппарата.

Энтерококки относятся к молочнокислым бакте-
риям [8, 10], поэтому мы предположили, что негатив-
ное влияние метаболитов энтерококков на адгезив-
ные свойства микромицетов могло быть обусловлено 
воздействием молочной кислоты. Для проверки этого 
предположения был определен рН супернатанта бу-
льонной культуры E. faecium L3, выращенной на трип-
тическом соевом бульоне (ТСБ), который составлял 
6,6 (Hanna HI 2210). В контроле в стерильный бульон 
ТСБ добавляли молочную кислоту, доводя рН до того 
же значения, что и в опытном образце с метаболита-
ми энтерококков. Негативным контролем служил сте-
рильный бульон ТСБ с рН=7,0.

Выявили, что закисление среды молочной кисло-
той до рН 6,6 приводило к достоверному повышению 
адгезии Candida на буккальных эпителиоцитах в 1,15 
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раз (р<0,05). В то же время, супернатант бульонной 
культуры, содержащий метаболиты энтерококков, с 
аналогичным рН (6,6) снижал адгезивность грибов к 
эпителиоцитам в 1,26 раза (р<0,05). Таким образом, 
культуральные среды, имеющие одинаковый рН, но 
содержащие разные органические компоненты, раз-
нонаправлено влияли на адгезивность Candida; это 
означало, что рН среды не определяет направление в 
изменении их адгезивности. Снижение адгезии C. al-
bicans на эпителиоцитах также нельзя было объяснить 
гибелью микромицетов под действием продуктов ме-
таболизма энтерококков, поскольку ранее в нашей ла-
боратории было установлено отсутствие достоверных 
различий в адгезивной активности живых и инактиви-
рованных клеток этих микромицетов [6].  

Мы предположили, что снижение адгезивности 
C. albicans, обработанных метаболитами энтерокок-
ков, могло быть следствием экранирования молекул 
адгезии либо структурных изменений рецепторного 
аппарата грибов. В последующих экспериментах мы 
проверили данные гипотезы. С целью удаления не-
ковалентно связанных частиц клетки Candida обра-
батывали метаболитами E. faecium L3, затем трижды 
отмывали десятикратным объемом ЗФР, смешивали в 
равных объемах (0,5 мл) с 0,1% водным раствором до-
децилсульфата натрия (ДДС) при постоянном переме-
шивании (20 ºС, 10 мин, 6´100 мин-1) на термомиксере 
(«Eppendorf», США), отмывали и ресуспендировали в 
ЗФР. Контролем служили интактные клетки, обрабо-
танные ДДС. Обнаружили, что удаление нековалентно 
связанных молекул с поверхности грибов не приводи-
ло к восстановлению исходной адгезивной активности 
C. albicans. Таким образом, снижение адгезивных спо-
собностей клеток грибов после их экспозиции с про-
дуктами метаболизма энтерококков было результатом 
конформационных изменений адгезивных молекул 
Candida. Это было показателем того, что адгезины гри-
бов не экранировались, а необратимо модифицирова-
лись под действием метаболитов энтерококков, обла-
дающих, возможно, ферментативной активностью. 

Для выявления наиболее активной фракции, об-
ладающей выраженным воздействием в отношении 
адгезивного аппарата Candida, продукты метаболизма 
энтерококков разделяли с помощью центрифужных 
пробирок со встроенными микрофильтрами (Amicon® 
Ultra-15). Клетки C. albicans обрабатывали отдельны-
ми фракциями, содержащими продукты метаболизма 
с молекулярной массой менее 30, 10 и 3 кДа, затем ис-
следовали уровень искусственной колонизации  гри-
бов на эпителиоцитах.

Установили, что метаболиты E. faecium L3 из раз-
ных фракций по-разному влияли на адгезивность C. 
albicans (Рис.1). 

Рис. 1. Влияние различных фракций продуктов 
метаболизма энтерококков на адгезивность C. albicans 

штамм 601 в тест-системе с эпителиоцитами.

Так, метаболиты энтерококка, содержащие белки 
и пептиды с молекулярной массой менее 30 кДа и 10 
кДа, снижали способность Candida адгезироваться на 
буккальных эпителиоцитах в 1,41 и в 1,36 раза соответ-
ственно (p<0,05), при этом значимых различий в анти-
адгезивном эффекте между этими фракциями не на-
блюдали (p>0,05). Метаболиты с молекулярной массой 
менее 3 кДа, наоборот, повышали адгезивность грибов 
в 1,25 раза. Исходя из полученных данных, установле-
но, что большинство метаболитов энтерококков, об-
ладающих повреждающим (либо модифицирующим) 
эффектом в отношении адгезинов Candida, имели мо-
лекулярную массу от 3 до 10 кДа. Известно, что именно 
в этом диапазоне молекулярных весов определяются 
антимикробные пептиды – энтероцины. Например, 
штамм E. faecium L3, обладающий наиболее выражен-
ный эффектом по подавлению адгезивной способно-
сти Candida (табл.1.), характеризуется наличием пяти 
генов бактериоцинов в геноме, причем экспрессия 
двух из пяти обнаруженных генов доказана [11, 12].  

При исследовании штаммов с использованием 
специфических ДНК праймеров к генам некоторых 
из бактериоцинов (табл.1.) выявили, что, наряду с E. 
faecium L3, еще два штамма энтерококков, чьи продук-
ты метаболизма существенно снижали адгезивность 
Candida (E. faecalis 4306 и E. faecalis 4314), имели гены 
антимикробных пептидов и цитолизинов. При этом 
обратили внимание на тот факт, что у всех вышеу-
казанных штаммов энтерококков обнаружили гены 
бактериоцинов EntXa и EntXb. Можно предположить, 
что продукты экспрессии данных генов могли обусло-
вить феномен подавления адгезии Candida в системах 
с эпителиоцитами. В то же время, мы отметили, что у 
штамма E. faecalis 179-2, также обладающего выражен-
ной антикандидозной активностью в экспериментах, 
не выявили генов бактериоцинов и цитолизинов (табл. 
1.). Это дает возможность предположить, что энте-
рококки могут продуцировать достаточно широкий 
спектр молекул из различных функциональных групп, 
способных вызывать структурные изменения в адге-
зивном аппарате Candida. 

На следующем этапе изучали влияние продуктов 
метаболизма энтерококков на способность ранее адге-
зированных Candida открепляться от эпителиоцитов 
(десорбцию). Для этого, мукозальные клетки инкуби-
ровали с грибами (30 мин, 37 °С), после чего обраба-
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тывали метаболитами энтерококков, затем определяли 
индекс искусственной колонизации эпителиоцитов. 
Установлено, что обработка метаболитами энтеро-
кокка не оказывает влияния на десорбцию Candida с 
буккального эпителия (p>0,05). Следовательно, про-
дукты метаболизма энтерококков оказывают влияние 
на рецепторы адгезии грибов до момента их контакта с 
клетками эпителия.

Известно, что кандидоз является оппортунистиче-
ской инфекцией, и ее развитию могут способствовать 
воспалительные реакции [13]. При патологическом 
процессе повышается уровень различных цитокинов, 
например, таких как IL-6, IL-8 и пр., которые относятся 
к медиаторам, запускающим и поддерживающим вос-
палительную реакцию [14, 15]. Выявлено, что обработ-
ка эпителиоцитов IL-6, IL-8 повышала адгезивность 
буккальных клеток в отношении C. albicans [7], что 
косвенно указывает на то, что воспалительные про-
цессы могут способствовать контаминации эпителия 
грибами. С другой стороны, как нами было показано 
ранее, метаболиты энтерококков – представителей 
нормальной микробиоты – снижали адгезию Candida 
на эпителиоцитах. Для оценки совместного действия 
этих факторов на систему «Candida -эпителиоциты» 
был проведен ряд экспериментов с цитокинами и мета-
болитами энтерококка. Эпителиоциты обрабатывали 
IL-6, («Sigma», USA; 10– 12 г/мл), IL-8 («Sigma», USA;10– 

12 г/мл), трижды отмывали и инкубировали с Candida, 
обработанными метаболитами энтерококка (30 мин, 
37°С). В контроле использовали буккальные эпите-
лиоциты, обработанные IL-6 или IL-8 с интактными 
Candida. Негативным контролем служили интактные 
эпителиоциты, взаимодействующие с необработанны-
ми грибами. Выявлено, что уровень адгезированных 
Candida на эпителиоцитах, прединкубированных с 
IL-6 или IL-8, существенно повышался – в 1,51±0,26 и 
1,42±0,25 раза соответственно (p<0,05). В то же время, 
адгезия грибов, предварительно обработанных мета-
болитами энтерококков, на буккальных эпителиоци-
тах, контактировавших ранее с цитокинами (IL-6 или 
IL-8), была значительно ниже по сравнению с адгезией 
в системе «интактные C. albicans - эпителиоциты, об-

работанные интерлейкинами» (Рис. 2) и снижалась до 
уровня показателей негативного контроля. Таким об-
разом «негативный эффект» цитокинов на эпителий, 
связанный с усиленной контаминацией буккальных 
клеток микромицетами, может быть нивелирован 
предварительной обработкой Candida продуктами ме-
таболизма энтерококков. 

Рис. 2. Влияние цитокинов IL-6, IL-8 и метаболитов E. faecium 
L3 на экспериментальную  тест-систему «C. albicans - 

эпителиоциты».

Выводы
1. Метаболиты энтерококков снижают адгезив-

ность Candida spp. в экспериментальной тест-системе 
с буккальными эпителиоцитами in vitro.

2. Метаболиты энтерококков, преимущественно с 
молекулярной массой 3-10 кДа, вызывают изменения в 
рецепторном аппарате Candida и не повреждают адге-
зивные структуры эпителиоцитов человека.

3. Воздействие цитокинов IL-6 и IL-8 на буккальные 
клетки повышает уровень искусственной колонизация 
в системе «эпителиоциты – C. albicans». В то же время, 
прединкубация C. albicans с метаболитами E. faecium L3 
подавляет способность микромицетов прикрепляться 
к IL-6/IL-8- стимулированным эпителиоцитам. 
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Введение
Одна из основных причин возрастания частоты 

нозокомиальных инфекций (НИ) – широкое 
распространение госпитальных штаммов условно-
патогенных микроорганизмов, которые формируются 
в условиях стационара. Распространение госпитальных 
штаммов, прежде всего, стафилококков, псевдомонад, 
энтеробактерий и в последнее время – грибов рода 
Candida, обусловлено рядом особенностей последних, 
отражающихся на эпидемиологии внутрибольничных 
инфекций. Это обсеменение госпитальной среды 
носителями, контаминация медицинских приборов с 
образованием биопленки, длительная персистенция 
в окружающей среде, разнообразные механизмы 
устойчивости к антимикробным препаратам и, 
что особенно важно, скопление в стационарах 
иммунокомпрометированных больных за счет 
основного заболевания [1]. Все это помогает этим 
микроорганизмам быстро адаптироваться, выживать 
и получать селективные преимущества в больничной 
среде с накоплением в популяции вирулентных особей.

Особое беспокойство у врачей разных специально-
стей вызывает возрастание частоты гнойно-воспали-
тельных процессов смешанной Candida-бактериальной 
природы. Это обусловлено выраженной тяжестью кли-
нических проявлений, трудностями диагностики и хи-
миотерапии таких больных [2]. 

Цель настоящего исследования – изучение дина-
мики изменений структуры популяции возбудителей 
гнойно-воспалительных процессов смешанной этио-
логии по признакам вирулентности и лекарственной 
устойчивости в условиях иммуносупрессии организма 
и под влиянием иммуномодуляторов.

Материалы и методы
Эксперименты выполняли на мышах линии СВА, 

прошедших карантинный режим вивария Курского 
ГМУ и не имевших внешних признаков каких-либо за-
болеваний. Контрольные и опытные группы состояли 
из животных одной массы и одного пола, полученные 
из вивария одновременно. Требования Международ-
ного Комитета, изложенные в конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
ментальных целей (г. Страсбург, Франция, 18 марта 
1986 г.), в работе были полностью соблюдены.

Для создания иммуносупрессии в организме жи-
вотных нами была выбрана модель термического 
ожога III-В степени площадью 30% поверхности тела, 
который вызывали с помощью прибора для нанесе-
ния дозированного ожога [Минухин В.В., Шамрай 
В.Г. Устройство для нанесения дозированного ожога 
мелким животным // Деп. во ВНИИМИ. – 1985. – № 
Д-9976]. Через сутки после ожога рану инфицировали 
смесью суточных бульонных культур (по 0,1 мл 2 млрд. 
взвеси), выделенных от больных с гнойно-воспали-
тельными процессами (Candida аlbicans + Pseudomonas 
aeruginosa). Популяции микробов из инфицированной 
ожоговой раны получали путем отпечатков с ее по-
верхности стерильными бархатными штампами на по-
верхность плотных питательных сред (ЦПХ-агар – для 
синегнойных бактерий и среда Сабуро – для грибов). 
Структуру популяции по признакам лекарственной 
устойчивости исследовали путем пересева 100 изо-
лированных колоний со сред первичного посева на 
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чашки с МПА, содержащем 25 мкг/мл антибиотиков: 
карбенициллин, стрептомицин, полимиксин и кана-
мицин (для синегнойных бактерий); амфотерицин В, 
леворин и нистатин (для C. аlbicans); по признакам 
патогенности  – на 5% кровяной агар (гемолитическая 
активность) и на чашки Петри со свернутой лошади-
ной сывороткой (протеолитическая активность для 
псевдомонад).

Структуру популяций изучали у животных, не по-
лучавших иммуномодуляторы (на 14 сутки после ин-
фицирования раны), а также по истечении 7 и 14 суток 
с момента инфицирования и применения иммуномо-
дуляторов.

Показателями для оценки состояния уровня им-
мунной защиты были: фагоцитарная активность ней-
трофилов периферической крови (% активных фа-
гоцитов), фагоцитарное число (среднее количество 
фагоцитируемых микроорганизмов в расчете на один 
фагоцит), которые определяли по общепринятым ме-
тодикам. По наличию лизосомальных катионных бел-
ков (КБ) в цитоплазме лейкоцитов периферической 
крови в мазках, окрашенных бромфеноловым синим, 
выявляли активность бактерицидных систем лейкоци-
тов [Шубич М.Г. // Цитология. – 1974. – Т. 16, №10]. 

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью пакета прикладных программ «Microsoft 
Office XP» с применением критерия Стьюдента и Вил-
коксона-Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
После изучения клональной структуры (100 коло-

ний каждого штамма) популяций возбудителей гной-
но-воспалительных процессов смешанной этиологии 
(C. аlbicans и P. аeruginosa) установлено, что в соста-
ве популяций всех изученных штаммов (12 штаммов 
грибов и 12 – псевдомонад), которые при определении 
антибиотикочувствительности методом стандарт-
ных дисков были отнесены к устойчивым, резистент-
ные особи (клоны) составляли от 72,0% до 85,0% у P. 
аeruginosa и от 58,0% до 72,0% – у C. аlbicans (исходные 
культуры, табл. 1).

Таблица 1
Структура популяции возбудителей и влияние иммунотерапии 

на механизм ее формирования

Изучаемые 
признаки

% особей в популяции (из 100 колоний)

Р

Исходная 
моно-

культура

От нелеченных 
животных (ожог 

+ инфициро-
вание)

От леченых животных 
(галавит + лидокаин)

Показатели в разные сроки исследования

14 сутки после 
инфицирования

7 сутки 
после 

лечения

14 сутки 
после 

лечения
Устойчивость к: Популяция P. аeruginosa

карбенциллину 72,0 100,0 58,0 47,0 <0,01
стрептомицину 75,0 100,0 50,0 30,0 <0,01
полимиксину 15,0 95,0 42,0 34,0 <0,01
канамицину 85,0 100,0 55,0 40,0 <0,01
Гемолиз 85,0 100,0 50,0 38,0 <0,01
Протеолиз 72,0 100,0 45,0 25,0 <0,01

Устойчивость к: Популяция C. аlbicans 
Амфотерицину В 58,0 95,0 45,0 30,0 <0,01
Леворину 65,0 100,0 50,0 34,0 <0,01
Нистатину 72,0 100,0 55,0 42,0 <0,01
Гемолиз 55,0 85,0 30,0 25,0 <0,01

Примечание: достоверность различий с данными контрольной 
группы (нелеченные животные с ожогом и инфекцией).

При анализе данных, полученных нами, в динамике 
инфекционного процесса от иммуносупрессированных 
животных выявили достоверное изменение структуры 
популяции микроорганизмов в сторону возрастания 
числа клонов, резистентных к антибиотикам 
(табл. 1). Причем, отметим, что нарастание числа 
антибиотикорезистентных клонов в популяциях 
культур происходило при отсутствии селективного 
влияния антибиотиков, так как лечения животных 
антибиотиками не проводили.

Кроме того, в динамике инфекционного процесса 
наблюдали также достоверное увеличение в популя-
циях возбудителей числа клонов, обладающих призна-
ками вирулентности: гемолиз – от 85,0% в популяциях 
грибов до 100,0% – в популяциях псевдомонад; проте-
олитически активных клонов в популяциях псевдомо-
над достоверно возросло с 72,0% у исходных культур 
до 100,0% на 14 сутки исследования после инфициро-
вания (табл. 1). Таким образом, можно констатировать, 
что к концу эксперимента изначально гетерогенные 
популяции микроорганизмов становятся однородны-
ми по содержанию высоковирулентных и устойчивых 
к антибиотикам клонов (Р < 0,01).

Учитывая то, что иммуносупрессирующий орга-
низм животных способствует селекции наиболее ви-
рулентных, с множественной лекарственной устой-
чивостью особей из состава популяции штаммов воз-
будителей, т.е. имеет место формирование штаммов 
с признаками «госпитальных» через иммунокомпро-
метированный организм, возникает необходимость 
разработки способов повышения антиинфекционной 
резистентности организма, в конечном итоге – пред-
упреждения формирования госпитальных штаммов.

Принимая во внимание патогенез ожоговой болез-
ни, для восстановления иммунологической реактивно-
сти организма животным вводили галавит (внутримы-
шечно в дозе 200 мкг/мышь сразу после воспроизведе-
ния ожоговой травмы 1 раз в сутки в течение 3 дней) 
с лидокаином (внутрибрюшинно в те же сроки в дозе 
8 мкг/кг массы тела). При этом предполагали возмож-
ность их синергидного действия и, соответственно, по-
вышения терапевтического эффекта за счет неодина-
кового механизма их действия. Нами установлено, что 
сочетанное применение данных препаратов обладало 
выраженным иммуномодулирующим эффектом на все 
изучаемые показатели, достоверно (Р<0,01) усиливая и 
превышая их уровни даже интактных животных. Так, 
активность фагоцитоза и фагоцитарное число у лече-
ных животных на 14 сутки исследования составили 
62,1+1,2 и 2,9+0,02 соответственно (табл. 2).

Отметим, что показатель КБ у леченых животных 
уже на 7 сутки исследования составил 0,1+0,03, а на 14 
сутки – достоверно превысил средний гистохимиче-
ский показатель КБ интактных животных – 0,26+0,03 
(табл. 2). Это важно, поскольку известно, что наличие 
катионных белков в цитоплазме лейкоцитов перифе-
рической крови является весомым показателем при 
гнойно-воспалительных процессах любой этиологии.
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Таблица 2
Влияние иммунотерапии на показатели антиинфекционной 

защиты организма

Изучаемые 
показатели

Группы животных

Интактные Ожог + инфициро-
вание

Лечение галавит с 
лидокаином

Показатели в разные сроки исследования (сутки) М+m 
(n=25)

7 – 14 7 14 7 14
Активность 

фагоцитоза (%) 60,5+0,12 30,2+2,8 27,6+1,7X 50,2+1,8 62,1+1,2XX

Фагоцитарное 
число 2,1+0,05 0,7+0,02 0,6+0,03X 1,2+0,05 2,9+0,02XX

КБ-тест 
(средний ги-

стохимический 
показатель)

0,1+0,02 КБ не обнаружены 0,1+0,03 0,26+0,03 X

Примечание: х = Р<0,01 – достоверность различий с данными 
интактных животных; хх = Р<0,01 – достоверность различий с дан-
ными контрольной группы (ожог + инфицирование).

Особого внимания заслуживают впервые полу-
ченные нами данные о существенных изменениях в 
составе популяций возбудителей гнойно-септических 
процессов на фоне иммунокоррекции. Применение 
галавита с лидокаином на 14 сутки исследования спо-
собствует достоверной (Р<0,01) элиминации из соста-
ва популяций клонов с выраженным вирулентным по-
тенциалом (от 25,0% до 38,0% – у псевдомонад и 25,0% 
– у грибов) и антибиотикорезистентностью (от 30,0% 
до 47,0% – в популяциях псевдомонад и от 30,0% до 
42,0% – в популяциях грибов) (табл. 1).

Следовательно, есть основания предположить, что 

результатом этих изменений будет снижение клиниче-
ских проявлений инфекционного процесса и повыше-
ние эффективности антибактериальной терапии.

Выводы
1. Популяции возбудителей нозокомиальных ин-

фекций гетерогенны по признакам вирулентности и 
устойчивости к антибиотикам.

2. На фоне выраженной иммуносупрессии в дина-
мике инфекционного процесса в организме создаются 
условия, когда из исходных гетерогенных популяций 
возбудителей гнойно-воспалительных процессов фор-
мируются штаммы с признаками «госпитальных».

3. Применение галавита с лидокаином обеспечи-
вает выраженный протективный эффект за счет вы-
сокоэффективной коррекции антиинфекционной ре-
зистентности организма животных, что способству-
ет достоверной элиминации из состава популяций 
микроорганизмов клонов, обладающих клинически 
значимыми признаками (выраженный вирулентный 
потенциал и антибиотикорезистентность), и, в конеч-
ном итоге, предупреждению формирования штаммов 
с признаками «госпитальных» нозокомиальных ин-
фекций.
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© Елинов Н.П., Рябинин И.А., 2016
1. В секцию Circumdati включены аспергиллы, 

пигментированные в жёлтый цвет – до цвета охры 
(красно-коричневой окраски конидий), но не чёрного 
цвета склероции, которые, по крайней мере, образуют 
один из следующих экстролитов: охратоксины, пени-
цилловые кислоты, ксантомегнины или меллеины. 
Исключением из этого выступает А. robustus, образу-
ющий чёрные склероции, фототрофные конидиофоры 
и ни одного экстролита, перечисленных выше. Осно-
ванное на полифазном подходе использование мор-
фологических характеристик экстролитов и частич-
ных β-тубулиновых последовательностей 20 видов 
могут быть различимы и, за исключением А. robustus, 
являются филогенетически и фенотипически сильно 
родственными. Семь новых видов описаны здесь (см. 
ниже раздел 2). 12 видов секции Circumdati продуци-
руют меллеин, 17 – образуют пеницилловую кислоту 
и 17 – продуцируют ксантомегнины, 8 видов с выра-
женным постоянством образуют большие количества 
охратоксина A: Aspegillus cretensis, A. flocculosus, A. pseu-
doelegans, A. roseoglobulosu, A. westerdijkiae, A. sulphu-
rous и Neopertromyces muricatus. Два вида продуцируют 
бóльшее или мéньшее количество охратоксина А, но 
менее густой: A. ochraceus и A. sclerotiorum. Образова-
ние охратоксина у этих видов было подтверждено при 
использовании HPLC с диоидным устройством детек-
ции (определения) и сравнения аутентичности (соот-
ветствие подлиннику) стандартам. Согласно данным в 
научной литературе, четыре следующих вида продуци-
руют охратоксин А не постоянно и в следовых количе-
ствах: A. melleus, A. ostiamus, A. petrakii и A. persii.

Самыми важными видами рассматривают потен-
циальные продуценты охратоксина А в кофе, рисе, на-
питках и других пищевых продуктах, и таковыми на-
зывают A. ochraceus, A. westerdijkiae и A. steynii.

2. K таксономическим новостям ещё в в 2004 г. 
отнесенным новым видам аспергиллов, впервые опи-
санных Фрисвадом и Сэмсоном: Aspergillus cretensis 
Frisvad & Samson sp. nov., A. flocculosus F.&S. sp. nov., 
*	 1Center for Microbiol Biotechnology BioCentrum-DTU, 

Building221, Technical University of Denmark, DK-2800 Kgs 
Lyngby, Denmark; 2 33Тоr Road, Farnham, SurreyGW 7 BY, 
United Kingdom; 3 Centra-albureau voor Schimmelcultures. 
P.O. Box 85167.3508AD Utrecht. The Netherland 

**	 Квинт-эссенция («наиболее существенное») в корреспон-
денции Р.А. Сэмсона

A. neobridgeri F.& S. sp. nov., A. roseoglobulosus F. & S. 
sp. nov., A. steinii F. & S. sp. nov., А. westerdijkiae F. & S. 
sp.nov., в качестве ключевых слов избраны: Aspergillums 
ochraceus, BenA., Circumdati, extrolites, ochratoxin, peni-
cillic acid, xanthomegnin, mullein.

3. Проблема классификации микромицетов.
С учётом применения  итогов таксономических 

исследований, имеющих место в накоплении соответ-
ствующих предложений, касающихся, прежде всего, 
соответствующих классификационных (таксономи-
ческих) схем, перед которыми оказываются или ока-
зались специалисты в разных областях биологически 
наук, включая супрамикробиологию и, соответствен-
но, ряд субмикробиологических дисциплин, включая 
и молекулярную биотехнологию (по-лат. Supra – при-
ставка = над, выше; Sub –приставка = под в предло-
жениях с винительным и творительным падежами). В 
настоящее время к микроорганизмам относят имен-
но способных расти и размножаться на полноценных 
питательных средах по компонентному составу пита-
тельных сред (по источникам углерода, азота, микро-
элементов, витаминов, кислорода) при условии, что 
это не анаэробы и, в особых случаях, микроаэрофилы.

Нельзя называть вирусы, вироиды и прионы 
микроорганизмами, так как все они – микробы, а не 
микроорганизмы, и, следовательно, нельзя использо-
вать слово «микрофлора», как поступают многие лица, 
не задумываясь над смысловым значением подобных 
словосочетаний. Ещё раз следует напомнить тот факт, 
что микрофлора – это мир возможных микроскопиче-
ских растений, который, как правило, отсутствует в/
на организмах представителей царства Аniтаlia (оду-
шевлённых, от лат. Anima = дyша, жизнь). И если кто-
то считает, например, зелёные водоросли микроорга-
низмами, то это ошибочное заключение. Они должны 
быть включены в самостоятельное Царство Растений, 
а термин «микрофлора» должен быть отнесен к запре-
щённым к упоминанию в составе «микроорганизмов» 
или «микробов». Когда сегодня названный термин 
«микрофлора» слышен весьма часто из уст информа-
торов по радио, телевидению, даже преподавателей 
ВУЗов – это есть свидетельство неграмотности толко-
вателей в таксономической области знаний (даже по 
биологическим наукам или соответствующим отрас-
лям знаний). 

Применительно к некоторым микромицетам 
сравнительно активно проводят научно-практические 
разработки в течение последних 20 лет. Мы имеем в 
виду ДНК-сиквенирование локусов, названных из-
вестными в мире исследователями. В качестве при-
мера назовем Frisvas J.C. и Larsen Th.O. из Дании, опу-
бликовавших весьма содержательную работу на тему: 
«Хеморазнообразие в роде Aspergillus». Дж. Варга и 
В.А. Сэмсон в 2007 г. опубликовали иерархическое 
древо максимальной парсимонии*** (анализ ядерного 
материала Aspergillus spp.) по определённым локусам 
(местам)-РНК. При этом были сформированы разные 
секции и подроды в роде Aspergillums, показанные на 
рисунках 1 и 2. 
***	 Парсимония = в буквальном смысле слова – это «эконо-

мия» или «прижимистость», или направление в филоге-
нетической систематике = этот термин обозначает «пра-
вило». Другими словами: парсимония включает методы 
филогенетического анализа: процедуру выравнивания, 
филогенетические деревья и методы их построения.
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Эти схемы представлены в монографических 
трудах выше названных авторов. При этом трёх-
угольные изображения больших и меньших объёмов 
соответствуют количеству изученного материала. Ло-
кусами каждой секции в одном случае служили: LSU, 
β-тубулин, eLF-2HSP 70, ТСР-1, митохондриальный 

белок теплового шока 70 кDа; белок, несущий ДНК-
зависимый АТФ-азный домен семейства SNF; cDC 42, 
АТФ-аза типа Р; в другом случае – кальмодулин, РНК-
полимераза, часть 28S pDNK. На втором рисунке по-
казана изменённость изученного древа.

Рис. 1. Иерархическое древо максимальной парсимонии, построенное на основе ДНК-сиквенирования 10 локусов 
представителей различных секций рода Aspergillus spp. (LSU, β-тубулин, elF-2, HSP70C, ТСР-1, митохондриальный белок 

теплового шока 70kDa; белок, несущий ДНК-зависимый АТФазный домен семейства SNF; CDC42, АТФаза типа Р). Показана 
упрощенная схема оригинального древа, помещенного в монографии Varga J. и Samson R.A., 2007.
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Рис. 2. Иерархическое древо максимальной парсимонии, построенное на основе ДНК-сиквенирования 3 локусов 
представителей различных секций рода Aspergillus spp. (кальмодулин, РНК-Р-полимераза, часть 28S рДНК). Показана 

измененная схема оригинального древа, помещенного в монографии Varga J. и Samson R.A., 2007.

Учитывая название нашей статьи с акцентом на 
одну секцию Circumdati, названной теперь подродом 
того же наименования, пришлось дополнить этот 
подрод и другими секциями: Niger, Flavi, Cremei и Cir-
cumdati. Названный подрод содержит большинство 
биотехнологически важных аспергиллов таких, как A. 
niger, A. oryzae, A. tamarii и A. terreus. Разные виды As-
pergillus species в различных секциях и подродах про-

дуцируют множество вторичных метаболитов (экс-
тролитов) и, очевидно, перечень их будет возрастать 
при продолжении изучения метаболитов различных 
видов аспергиллов, включенных в разные секции и 
подроды. Мы решили привести химические структу-
ры вторичных метаболитов в подроде Circumdati с экс-
тролитами продуцентов, включенных в секции Nigri, 
Flavi, Circumdati, Terrei и Flavipedes (Рис. 3). 
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Рис. 3. Селекция уникальных экстролитов (вторичных метаболитов), образованных видами в подроде Circumdati, 
в  секциях Nigri, Flavi, и Circumdati, Flavipedes и Terrei (по данным Frisvas J.C. и Larsen Th.O. «Хеморазнообразие в роде 

Aspergillus».
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Афиногенов Г.Е.  
к 75-летию со 
дня рождения: 
«Микробиолог и врач –  
50 лет для науки 
и практики»

«Ни один врач не имеет права 
считать себя на высоте своего призвания, 

если он не знает микробиологии…»
профессор Д.О. Отт

Геннадий Евгеньевич Афиногенов родился 15 июня 
1941 года в Ленинграде. После окончания педиатри-
ческого факультета Кишиневского государственного 
медицинского института с 1964 по 1966 гг. работал 
врачом сельской больницы в Молдавии. С 1966 по 1969 
гг. обучался в аспирантуре Ленинградского научно-ис-
следовательского института травматологии и ортопе-
дии им. Р.Р. Вредена по специальности «микробиоло-
гия», а после ее окончания был принят на должность 
младшего научного сотрудника. В 1970 г. Г.Е. Афино-
генов защитил кандидатскую диссертацию на тему: 
«Влияние различных поверхностно-активных веществ 
на микрофлору ран», а в 1980 г. – докторскую диссерта-
цию «Теоретические и клинические аспекты изучения 
антимикробного действия поверхностно-активных 
антисептиков в травматологии». В 1989 г. ему было 

присвоено ученое звание профессора. С 1985 по 2012 
гг. Геннадий Евгеньевич был руководителем отделения 
профилактики и лечения раневой инфекции РНИИТО 
им. Р.Р. Вредена, где произошло его становление как 
высокообразованного профессионала – микробиоло-
га высокого профиля. В настоящее время он активно 
работает на кафедре челюстно-лицевой хирургии и 
хирургической стоматологии Санкт-Петербургского 
государственного университета.

Г.Е. Афиногенов – специалист высокой квалифи-
кации, обладающий глубокими познаниями в области 
микробиологии, эпидемиологии и химиотерапии, вла-
деющий современными методами исследований как 
в эксперименте, так и в клинике, ученый с широким 
кругом научных интересов. Прежде всего, следует под-
черкнуть важность его разработок по научно-практи-
ческому применению ПАВ как антисептиков расши-
ренного диапазона противомикробной активности. 

Г.Е. Афиногенов – активный изобретатель, им по-
лучено свыше 75 изобретений и патентов, а также ав-
тор более 515 печатных научных работ. 

За большой вклад в медицину и клиническую ми-
кробиологию Международный биографический центр 
(Кембридж, Англия) включил в 1998 г. Геннадия Евге-
ньевича Афиногенова в список выдающихся людей ХХ 
века. 

Г.Е. Афиногенов готовит кадры научных сотрудни-
ков: под его руководством защищены 19 кандидатских 
и 2 докторские диссертации.

Российской академией естествознания ему при-
своено звание «Основатель научной школы» (2008). В 
1984 и в 2001 гг. Г.Е. Афиногенов награжден значком 
«Отличник здравоохранения», а в 1996 году – Почет-
ной грамотой Министра здравоохранения РФ.  В 2007 
г. ему присвоено звание «Заслуженный врач РФ».

Г.Е. Афиногенов – академик Санкт-Петербургской 
инженерной академии (секция «Биотехника и био-
технология»), член Общества больничной гигиены 
Германии, член Общества гигиены и микробиологии 
Германии, член Европейской Ассоциации по Лечению 
Ран, председатель секции «Антисептики» Межрегио-
нальной ассоциации по клинической микробиологии 
и антимикробной химиотерапии, член Правлений Ас-
социации врачей-лаборантов, Общества «Внутриболь-
ничные инфекции», Санкт-Петербургского отделения 
Всероссийского общества эпидемиологов, микробио-
логов и паразитологов. 

Коллективы редакции нашего журнала и сотрудни-
ков учреждений, в которых активно протекала его пло-
дотворная деятельность на благо здоровья населения 
нашей страны, сердечно поздравляют Геннадия Евге-
ньевича с Юбилеем, желают ему быть и впредь отмен-
но здоровым, по-прежнему деятельным и результатив-
ным в борьбе с инфекциями на микробиологическом 
поприще!
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