
337

Казанский медицинский журнал, 2020 г., том 101, №3Kazan Medical Journal 2020, vol. 101, no. 3

DOI: 10.17816/KMJ2020-337

Изучение способности к формированию  
биоплёнок клиническими штаммами Candida albicans 

при взаимодействии с экстрактом Fusarium solani  
в целях прогнозирования тяжести  

атопического дерматита

Светлана Анатольевна Лисовская1,2, Рита Илнуровна Валиева1,2, 
Алсу Акрамовна Шарифуллина1,3, Елена Владимировна Файзуллина2, 
Ирина Мансуровна Хисматуллина2, Елена Владимировна Халдеева1, 

Гузель Шавхатовна Исаева1,2

1Казанский научно-исследовательский институт эпидемиологии  
и микробиологии Роспотребнадзора, г. Казань, Россия;

2Казанский государственный медицинский университет, г. Казань, Россия;
3Казанский (Приволжский) федеральный университет, 

г. Казань, Россия

Реферат
Цель. Оценить способность к формированию биоплёнок клиническими штаммами дрожжевых грибов 
Candida albicans, выделенных от больных хроническим рецидивирующим атопическим дерматитом в ста-
диях обострения и ремиссии, под влиянием экстракта микромицета Fusarium solani и в его отсутствие.
Методы. Объекты: штаммы C. albicans (n=70) и F. solani (n=1). Формирование биоплёнок грибов проводили 
по методу Ramage. Оптическую плотность биоплёнок регистрировали на ридере с использованием свето-
фильтра 620 нм. Для изучения влияния грибов-ассоциантов на биоплёнкообразующие свойства штаммов 
C. albicans в работе использовали экстракт из условно-патогенных грибов F. solani.
Результаты. Наибольшее биоплёнкообразование отмечено у штаммов, выделенных в стадии ремиссии за-
болевания. Штаммы, выделенные в острый период, уступали им в способности формировать биоплёнки 
(средние значения плёнкообразования составили 0,143 и 0,087 ед. соответственно). Совместное культиви-
рование штаммов C. albicans с экстрактом гриба F. solani выявило наличие стимулирующего действия на 
биоплёнкообразующие свойства штаммов C. albicans в концентрации 1:10.
Вывод. Возможен синергизм C. albicans и F. solani при полимикробных инфекциях кожи, показано увели-
чение одного из факторов патогенности C. albicans под влиянием продуктов жизнедеятельности F. solani; 
возможность оценки стимулирующего влияния грибов-ассоциантов на вирулентность одного из участни-
ков инфекционного процесса позволит прогнозировать развитие тяжести заболевания.
Ключевые слова: Candida albicans, Fusarium solani, биоплёнки, атопический дерматит, симбиоз, микроб-
ные ассоциации.
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Abstract
Aim. To assess the ability to form biofilms by clinical strains of the yeast Candida albicans isolated from patients 
with atopic dermatitis in exacerbation and remission stages under the effect of Fusarium solani micromycete and 
its absence.
Methods. The study included 70 strains of C. albicans and one strain of F. solani. Fungal biofilms formed accor-
ding to the method of Ramage. The optical density of the biofilms measured using a micro plate reader at 620 nm. 
The effect of associated fungi on the biofilm-forming properties of C. albicans strains was studied by an extract 
from opportunistic F. solani fungi.
Results. The greatest biofilm formation was observed in strains isolated at the remission stage. The strains isolated 
in the acute period were inferior to them in the ability to form biofilms (average values of film formation were 0.143 
and 0.087, respectively). Co-cultivation of C. albicans strains with F. solani fungus extract stimulated  biofilm for-
mation of C. albicans strains at a concentration of 1:10.
Conclusion. This study showed a possible synergism between C. albicans and F. solani in polymicrobial skin infec-
tions, because the products of the fungus F. solani increase one of the virulence factors of the fungus C. albicans; 
the possibility to assess of a stimulating effect of associated fungi on the virulence one of an agent of infectious di-
sease process will allow predicting the disease severity.
Keywords: Candida albicans, Fusarium solani, biofilms, atopic dermatitis, symbiosis, microbial associations.
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Актуальность. В последнее время, особен-
но в индустриально развитых государствах, 
атопический дерматит — лидирующая кож-
ная патология. Среди аллергических заболе-
ваний удельный вес атопического дерматита 
достигает более 60% [1]. Сопровождается дан-
ное заболевание длительным воспалительным 
процессом на коже, развитие которого связано 
с комплексным процессом. Морфологические 
изменения кожного покрова при этом способ-
ствуют колонизации на коже бактериальной 
и грибковой микробиоты, которая может при-
водить к развитию инфекционных осложнений. 
Так, микроскопические грибы, часто обнаружи-
ваемые у иммунокомпрометированных пациен-
тов, усугубляют тяжесть течения атопического 
дерматита за счёт индукции аллерген-специфи-
ческих иммуноглобулинов E, развития сенси-
билизации и т.д. [1, 2].

У многих пациентов с атопическим дерма-
титом, особенно при длительном течении за-
болевания, в микробиологических посевах 
встречаются грибы, относящиеся к различ-
ным группам. Результаты обследования па-
циентов, обратившихся в лабораторию мико-
логии Казанского научно-исследовательского 
института эпидемиологии и микробиологии 
(КНИИЭМ), показывают, что дрожжеподобные 
грибы бывают одними из наиболее часто обна-
руживаемых представителей микробиоцено-
за кожи. Частота обнаружения грибов Candida 
albicans в организме человека за период с 2017 
по 2019 гг. составила, по данным наших иссле-
дований, около 64%. В 45% случаев совместно 

с C. albicans выделяли и различные виды мице-
лиальных грибов. Так, наряду с дерматомице-
тами (Trichophyton spp.) высевались и плесневые 
грибы (Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria 
spp., Rhizopus spp., Penicillium spp. и т.д.). При-
чём наиболее часто такую картину наблюдали 
на фоне длительного поражения кожи [3].

В литературе появляется всё больше сооб-
щений о том, что огромную роль в патогене-
зе микотических осложнений играют факторы 
патогенности самих грибов. Более 65% всех 
инфекционных заболеваний обусловлено ми-
кроорганизмами, существующими в форме 
биоплёнок (высокоупорядоченных сообществ 
микроорганизмов внутри образованного ими 
полисахаридного матрикса) [4]. Известно, что 
грибы C. albicans — главные грибковые агенты, 
способные образовывать биоплёнки [5–7]. Это 
клинически значимая способность, посколь-
ку повышается устойчивость клеток микроор-
ганизмов к традиционным противогрибковым 
препаратам. Биоплёнки могут противостоять 
иммунным защитным механизмам хозяина.

Цель. В связи с этим целью нашей рабо-
ты было определение способности к форми-
рованию биоплёнок клиническими штаммами 
дрожжевых грибов C. albicans, выделенных от 
больных хроническим рецидивирующим ато-
пическим дерматитом в стадиях обострения 
и ремиссии, и влияния метаболитов микроми-
цетов Fusarium solani на процесс биоплёнко-
образования.

Материал и методы исследования. Объек-
тами исследования служили штаммы C. albi
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cans (n=70) и F. solani (n=1), выделенные 
с поверхности кожи пациентов с клинически-
ми признаками поверхностной микотической 
инфекции, находящихся на амбулаторном ле-
чении, с хроническим рецидивирующим те-
чением в стадиях обострения и ремиссии. 
В исследование были включены пациенты 
c хроническим рецидивирующим атопическим 
дерматитом, проходившие амбулаторное лече-
ние у дерматолога. Диагноз «атопический дер-
матит» был поставлен на основании критериев, 
указанных в Федеральных клинических реко-
мендациях по дерматовенерологии 2015 г. [8]. 
Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом ФБУН КНИИЭМ Роспотребнадзора 
(протокол №2 от 09.09.2019).

Материал для исследования брали с помо-
щью стерильного ватного тампона с последу-
ющим смывом дистиллированной водой по 
периметру наиболее свежих поражений. За-
тем тампон помещали в стерильную пробирку 
с 2 мл дистиллированной водой. Посев смы-
ва проводили на агаризованную среду Сабуро 
в две чашки Петри, причём в одну чашку добав-
ляли ципрофлоксацин в количестве 50 ЕД/мл 
среды. Производили расчёт численности клеток 
грибов в смыве с 1 тампона в 1 мл дистиллиро-
ванной воды. Культуры грибов выращивали на 
среде Сабуро при температуре 30 °С в течение 
2–5 сут (для дрожжевых и мицелиальных форм 
соответственно) [9].

Идентификацию грибов проводили обще-
принятыми микроскопическими и биохими-
ческими методами. В работе использовали 
селективные хромогенные среды CandiSelect 4 
(Bio-Rad) и коммерческие тест-системы, ос-
нованные на исследовании ауксанограммы 
Auxacolor 2 (Bio-Rad).

Формирование биоплёнок грибов проводили 
по методу Ramage и соавт. [10]. Культуру гри-
бов засевали в жидкую среду Сабуро и инку-
бировали в орбитальном шейкере (180 об./мин.) 
при 30 °С в течение 1 сут. Затем культуру оса-
ждали центрифугированием при 3000 об./мин 
в течение 3 мин, промывали 2 раза стериль-
ным фосфатным буфером и ресуспендировали 
в жидкой среде Сабуро с конечной плотностью 
1,0×106 клеток/мл. Суспензию клеток в количе-
стве 100 мкл вносили в 96-луночные плоско-
донные полистироловые микропанели и ин-
кубировали в течение 2 сут при 37 °С.  После 
образования биоплёнки планшеты промывали 
3 раза стерильным фосфатным буфером. Сте-
пень или количество формирования биоплё-
нок оценивали колориметрическим способом. 
В лунки со сформированными биоплёнками до-

бавляли 125 мкл водного раствора 1% кристал-
лического фиолетового и инкубировали 20 мин 
при 37 °С. После удаления избытка красителя 
и промывки лунок добавляли 95% этанол в ко-
личестве 125 мкл, оптическую плотность (D) 
регистрировали на ридере с вертикальным 
лучом света с использованием светофильтра 
620 нм [6].

Для изучения влияния грибов-ассоциантов 
на биоплёнкообразующие свойства штаммов 
C. albicans в работе использовали экстракт из 
условно-патогенных грибов F. solani, получен-
ный по методу, разработанному лабораторией 
микологией КНИИЭМ в соответствии стандар-
там ВФС 42-93-88. Культуру грибов выращива-
ли на жидкой среде Сабуро в течение 5–7 сут 
при температуре 30 °С. Затем мицелий отде-
ляли от культуральной жидкости и растира-
ли в ступке до однородной массы. После этого 
измельчённый мицелий смешивали с культу-
ральной жидкостью и фильтровали через 
асбестовые фильтры. Ингибирующее или сти-
мулирующее действие исследовали (оценивали) 
методом острого опыта [11]. Культуру клеток 
C. albicans засевали в жидкую питательную 
среду Сабуро (150 мкл), разлитую в 96-луноч-
ные плоскодонные полистироловые микропане-
ли, в которые также вносили 15, 30 или 60 мкл 
соответствующего экстракта. Посевы культи-
вировали в течение 48 ч при температуре 37 °С. 
Затем определяли уровень биоплёнкообразо-
вания, как описано выше. В качестве контроля 
исследовали культуру клеток C. albicans, вы-
росшую без добавления экстрактов.

Статистический анализ обработки резуль-
татов проводили с помощью программы Bio-
stat 4.03, вычисляли среднюю арифметическую 
величину (M) и ошибку средней арифметиче-
ской (m). Достоверность различий определя-
ли с помощью доверительного коэффициента 
Стьюдента (t), различия рассматривали как до-
стоверные при p <0,05.

Результаты и обсуждение. Анализ биоплён-
кообразования грибами C. albicans проводили 
на сформированных двух группах штаммов:

1) выделенные от больных в острый период, 
где количество грибов в микробиологическом 
посеве превышало 103 КОЕ/мл1;

2) выделенные от больных с хроническим 
рецидивирующим течением в стадии ремиссии, 
в отсутствие ярко выраженных клинических 
признаков грибкового поражения, количество 
грибов в микробиологическом посеве не превы-
шало 102 КОЕ/мл.

1 КОЕ — колониеобразующие единицы.
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В ходе исследования установлена способ-
ность всех штаммов грибов C. albicans форми-
ровать биоплёнку. Эффективность биоплён-
кообразования клинических штаммов грибов 
C. albicans оценивали по оптической плотно-
сти, диапазон значений которой варьировал от 
0,046 до 0,326 ед. Наибольшее биоплёнкообразо-
вание отмечено у штаммов, выделенных в хро-
ническую фазу заболевания, в то время как 
штаммы, выделенные в острый период, суще-
ственно (в 1,5 раза) уступали им в способно-
сти формировать биоплёнки. Средние значения 
плёнкообразования составили 0,143 и 0,087 ед. 
соответственно (табл. 1). При этом максималь-
ные значения биоплёнкообразования у штам-
мов, выделенных в хроническую фазу заболева-
ния, достигали значений оптической плотности 
0,326 ед., тогда как у штаммов в острый пери-
од — 0,112 ед.

Низкие значения биоплёнкообразования 
штаммов, выделенных в острый период, веро-
ятно, обусловлены воздействием внешних ус-
ловий, которое оказывает возможное влияние 
на индукцию ряда других факторов патоген-
ности: комплекс внеклеточных протеолитиче-

Таблица 1. Биоплёнкообразование клинических штаммов C. albicans, выделенных у пациентов с атопическим 
 дерматитом с хроническим рецидивирующим течением в стадиях обострения и ремиссии

Локализация 
штамма

Штаммы C. albicans, выделенные  
в стадии обострения

Штаммы C. albicans, выделенные  
в стадии ремиссии

n Количество сформированной 
биоплёнки (М±m) n Количество сформированной 

биоплёнки (М±m)

Поверхность 
гладкой кожи 35 0,087±0,01 (0,046–0,112) 35 0,143±0,031 (0,1–0,326)

Примечание. Даны значения D620 (за вычетом фона) поглощения красителя в лунках микропанели. Различия значений 
между группами штаммов C. albicans, выделенных в стадии обострения и ремиссии, достоверны, p <0,05 (p=0,039).

ских ферментов, обладающих способностью 
разрушать белки кожных покровов и обеспечи-
вающих пенетрацию в ткани макроорганизма, 
гифообразование и т.д. [12]. Однако следует от-
метить, что и в группе штаммов, выделенных 
в хроническую фазу заболевания, у 5 штаммов 
отмечены низкие значения биоплёнкообразо-
вания, что может свидетельствовать о возмож-
ных начавшихся морфологических изменениях 
клеток от дрожжеподобных форм к гифам, что 
обеспечивает инвазию (распространение) воз-
будителя в ткани и, как следствие, обострение 
инфекционного процесса.

Совместное культивирование штаммов 
C. albicans с экстрактом гриба F. solani вы-
явило наличие стимулирующего действия 
на биоплёнкообразующие свойства штам-
мов C. albicans. Эффект достигался только 
при культивировании штаммов с минималь-
ным объёмом экстракта 15 мкл, плотность био-
плёнки увеличивалась в 1,5 раза по сравнению 
с биоплёнкой, сформированной в отсутствие 
экстракта (рис. 1). Добавление 60 мкл экстрак-
та оказывало выраженное ингибирующее дей-
ствие на рост штаммов C. albicans. Однако 
внесение 30 мкл экстракта при культивирова-
нии грибов приводило к активации формиро-
вания у клеток C. albicans трубок прорастания 
(гифообразование). Таким образом, стиму-
лирующее действие экстракта гриба F. solani 
на биоплёнкообразующие свойства штаммов 
C. albicans наблюдали при совместном культи-
вировании в соотношении 1:10.

В клинической практике следует помнить 
о том, что низкий уровень обсеменённости 
организма грибами при хронических формах 
заболевания может свидетельствовать о разви-
тии биоплёночной структуры — одной из ос-
новных стратегий выживания микроорганизма 
в организме человека. Изучение особенностей 
формирования микробных ассоциаций, а так-
же взаимного влияния микроорганизмов в ас-
социациях позволит прогнозировать развитие 
инфекционного процесса.
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Рис. 1. Оптическая плотность биоплёнок, сформирован-
ных грибами Candida albicans при совместном культи-
вировании с экстрактом гриба Fusarium solani в различ-
ных объёмах
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ВЫВОДЫ

1. Существует корреляция между биоплён-
кообразованием штаммов и течением кожного 
микотического заболевания.

2. Высокая степень плёнкообразования ха-
рактерна для штаммов, выделенных от боль-
ных с хроническим рецидивирующим течением 
в стадии ремиссии заболевания.

3. Возможен синергизм C. albicans и F. solani 
при грибковых инфекциях кожи. Показана воз-
можность увеличения одного из факторов па-
тогенности гриба C. albicans под влиянием 
продуктов жизнедеятельности гриба F. solani.
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