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Исследование биоплeнок и фенотипических признаков 
грибов рода Candida

РЕЗЮМЕ
Дрожжеподобные грибы рода Candida – возбудители инфекционной патологии слизистой оболочки желудочно-кишечного, дыхательного, урогениталь-
ного трактов и кожи млекопитающих, сепсиса и диссеминированной инфекции птиц. Для разработки и совершенствования диагностических и противо-
эпизоотических мероприятий актуальность представляют изыскание и апробация многоуровневых алгоритмов индикации биопленок при воздействии 
химиотерапевтических и дезинфицирующих препаратов для блокировки синтеза или разрушения межклеточного матрикса при развитии поверхнос-
тных, глубоких и системных кандидозов животных. Установлено, что формирование гетерогенной структуры биопленок представляет собой множество 
этапов, реализующих процессы межклеточной коммуникации за счет синтеза полимерного матрикса. При оптической микроскопии выявлялась трех-
мерная структура биопленок в виде плотной сети, состоящей из дрожжевых клеток, гифальных и псевдогифальных форм, окруженных межклеточным 
полимерным матриксом. При инфицировании восприимчивых видов этиологическая значимость факторов патогенности Candida spp. реализуется за 
счет адгезии, инвазии, секреции гидролаз, диморфизма. Формирование моновидовых или поливидовых биопленок микроорганизмов, в том числе 
и Candida spp., обусловливают развитие поверхностных, глубоких и системных кандидозов. Индикация в большом количестве дрожжевой и мицеллярной 
фаз у изолятов С. albicans и C. africana являлась дифференциальным признаком значительной степени колонизации слизистых оболочек гортани, глотки 
и миндалин при локальных и системных патологиях свиней. Результаты исследований гетерогенной структуры биопленок и фенотипических признаков 
дрожжеподобных грибов могут быть использованы при сравнительном изучении биологических свойств и выявлении общих закономерностей и диф-
ференциальных признаков микроорганизмов, оптимизации схемы микологической диагностики, а также при разработке антимикотических препаратов. 
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SUMMARY
Yeast-like fungi of the genus Candida are causative agents of the infectious pathology of the mucous membrane of the gastrointestinal, respiratory, urogenital 
tracts and skin of mammals, sepsis, and disseminated infection in birds. The search and testing of multilevel algorithms for biofilm identification when exposed 
to chemotherapeutic and disinfectant drugs for blocking the synthesis or destruction of the intercellular matrix in the development of superficial, deep and 
systemic candidiasis of animals are relevant for developing and improving diagnostic and antiepidemic measures. It was established that the formation of biofilm 
heterogeneous structure comprises multiple stages implementing the processes of intercellular communication due to the synthesis of a polymer matrix composites. 
Optical microscopy revealed a three-dimensional structure of biofilms in the form of a dense network consisting of yeast cells, hyphal and pseudohyphalic forms 



133ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ИЮНЬ №2 (33) 2020 | VETERINARY SCIENCE TODAY, JUNE №2 (33) 2020

низмов, в том числе и дрожжеподобных грибов [11–14]. 
Этиологическая значимость факторов вирулентности 
патогенных микроорганизмов при инфицировании 
восприимчивых видов реализуется за счет синтеза по-
лимерных веществ, транскрипционного контроля ад-
гезии, инвазии, секреции токсинов [15–20]. Гетеромор-
фный рост популяций способствует взаимодействию 
микроорганизмов различных таксономических групп, 
что обусловливают вирулентность и защиту биопленок 
микроорганизмов от иммунного ответа, а также от воз-
действия химиотерапевтических препаратов и дезин-
фицирующих средств  [21–24]. Транспорт матричной 
РНК Candida spp. инактивируется при удалении так на-
зываемого адаптера She3, гифы становятся специфиче-
ски дефектными, что сопровождается нетипичным ро-
стом и снижением способности повреждать монослой 
эпителиальных клеток за счет снижения продукции 
фосфолипазы В [25, 26]. 

Для разработки и совершенствования диагностиче-
ских и противоэпизоотических мероприятий актуаль-
ность представляют изыскание и  апробация много-
уровневых алгоритмов индикации биопленок при 
воздействии химиотерапевтических и дезинфицирую-
щих препаратов для блокировки синтеза или разру-
шения межклеточного матрикса при развитии повер-
хностных, глубоких и системных кандидозов животных. 

Цель работы – изучить морфометрические и ден-
ситометрические показатели биопленок и фенотипи-
ческие признаки референтных штаммов и  изолятов 
дрожжеподобных грибов Candida spp.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Штаммы. Исследование биопленок и фенотипиче-

ских признаков проводили с  использованием рефе-
рентных штаммов (АТСС): Candida albicans АТСС 14053, 
C.  parapsilosis АТСС  22019, C.  tropicalis АТСС  750, 
C. glabrata ATCC 66032 [27]. В опытах также использова-
ли выделенные нами изоляты: C. albicans и C. africana – 
из лимфатических узлов свиней при локальных или 
системных патологиях; C. albicans и C. tropicalis – из ва-
гинальной слизи собак при наличии клинических при-
знаков кандидоза, а также C. humilis – из комбикорма 
для крупного рогатого скота [7, 25]. 

ВВЕДЕНИЕ
Из многочисленных представителей рода Candida 

патогенными для человека признаны 20  видов, из 
них прежде всего: С.  albicans, C.  tropicalis, C.  krusei, 
C. kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii, C. parapsilosis [1, 2]. 
Этиологическая структура кандидоза сельскохозяй-
ственных животных представлена видами С. albicans 
и C. tropicalis, изолированными при патологии предже-
лудков (48,07%) и сычуга (75,0%) телят, желудка поро-
сят (88,26%), а также ротовой полости, пищевода и зоба 
молодняка птицы [3–5]. Клинические признаки болез-
ни наблюдаются в  раннем постнатальном периоде 
(до 2-месячного возраста), в частности творожистопо-
добные или пленчатые наложения выявляли в много-
слойном плоском эпителии органов пищеваритель-
ной системы (ротовая полость, пищевод, рубец, сетка, 
книжка) телят и ягнят [3]. При мастите коров из проб 
молока чаще идентифицировали виды C. krusei (n = 14) 
и C. parapsilosis (n = 6), реже – C. lipolytica, С. lusitaniae, 
C. neoformans [6]. Висцеральный кандидамикоз поро-
сят, занимающий 4-е место в нозологическом профиле 
инфекционной патологии, по частоте встречаемос-
ти достигает 13,36% [4]. Из тканей и органов свиней 
с  клиническими признаками кандидоза изолирова-
ны и идентифицированы 13  (68,42%) культур микро-
организмов C. albicans и 6 (31,57%) C. africana [7]. При 
кандидозе серебристо-черных лисиц, собак и кошек 
регистрируют как незначительные поражения кожи 
и производных кожного покрова, так и интенсивные 
поражения в форме язв, гиперкератоза и локальных 
алопеций [8]. Наиболее восприимчивы к данному забо-
леванию цыплята и индюшата, не дос тигшие месячного 
возраста. Подострый или хронический кандидамикоз 
протекает у птиц в виде эпизоотических вспышек. Как 
правило, характеризуется образованием интенсивных 
наложений желто-серого цвета, плотно прикреплен-
ных к слизистой оболочке пищевода, зоба, при удале-
нии которых обнажаются язвенные очаги [9, 10].

При хронических инфекционных патологиях сель-
скохозяйственных животных установлены прямые 
корреляционные связи между морфологическими 
и  денситометрическими показателями биопленок 
и  реализацией факторов вирулентности микроорга-
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surrounded by an intercellular polymer matrix. Candida spp. pathogenicity factors contribute to infection of susceptible species due to adhesion, invasion, secretion 
of hydrolases, dimorphism. Formation of mono-species or poly-species biofilms of microorganisms, including Candida spp., causes the development of superficial, 
deep and systemic candidiasis. Detection of a large amount of yeast and micellar phases in C. albicans and C. africana isolates was a differential sign of a significant 
degree of colonization of the mucous membranes of the larynx, pharynx, and tonsils in case of local and systemic pathologies in pigs. The results of studies of the 
biofilm heterogeneous structure and phenotypic signs of yeast-like fungi can be used in a comparative study of biological characteristics and the identification of 
common patterns and differential signs of microorganisms, optimization of mycological diagnostics, and also in the development of antimycotic drugs.

Key words: microscopic fungi, Candida spp., biofilms, optical density, microscopy, phenotypic characters.
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Питательные среды. Микроорганизмы культивиро-
вали в течение 24 ч при 37, 42, 45 °С, применяя жидкие 
и  плотные питательные среды: сердечно-мозговой 
буль он (HiMedia, Индия), Сабуро (bioMerieux, Фран-
ция), HiCrome Candida Agar (HiMedia, Индия). Наличие 
хламидоспор учитывали при посеве 24-часовой куль-
туры микроорганизмов с питательной среды Сабуро на 
 рисовый агар (API-System R.A.T., Франция) и культиви-
ровали 24 ч при 25 °С. 

Для оценки образования проростковых трубок ми-
кроорганизмы культивировали в 1,0 мл мясо-пептон-
ного бульона (МПБ) с добавлением сыворотки крови 
крупного рогатого скота (АО «НПО «Микроген», Россия) 
при 37 °С в течение 5 ч. 

Фенотипические признаки. Изучение морфологиче-
ских, культуральных и биохимических свойств микро-
организмов проводили общепринятыми методами 
с использованием дифференциально-диагностических 
сред и тест-систем [1, 2]. 

Для учета ферментативных признаков суточные 
культуры микроорганизмов Candida spp. (оптическая 
плотность OD = 0,5 при длине волны 620 нм) вноси-
ли в  лунки тест-системы HiCandida Identification Kit 
(HiMedia, Индия) и культивировали 48 ч при 22,5 °С. 

Морфометрические показатели биопленок. Мик ро  - 
организмы культивировали 48 ч при 37 °С на покров-
ных стеклах, размещенных в чашках Петри, с 20 мл 
МПБ и  5  мл взвеси 18-часовых культур микроор-
ганизмов в  концентрации 105  КОЕ/мл. Препараты 
фиксировали смесью спирта и эфира (1:1) в течение 

10 мин, окрашивали 0,5%-м раствором метиленового 
синего [12, 21]. 

Исследование проводили при репрезентатив-
ной выборке достоверной частоты встречаемос-
ти  – ≥  90,0% поля зрения оптического микроскопа 
« БИОМЕД МС-1 Стерео» (БИОМЕД, Россия).

Денситометрические показатели. При культивиро-
вании в 96-луночном планшете (Медполимер, Россия) 
учитывали степень связывания кристаллического 
фио летового (HiMedia, Индия), используя фотоме-
трический анализатор Immunochem-2100 (HTI, USA). 
В лунки планшетов вносили исследуемые образцы (оп-
тическая плотность OD580, длина волны 580 нм) и куль-
тивировали при 37 °С в течение 48 ч. Затем жидкость 
удаляли, лунки планшетов трижды промывали 200 мкл 
фосфатно- буферного раствора (рН 7,3). Фиксацию про-
водили 150 мкл 96%-го этанола в течение 15 мин. Затем 
лунки планшетов подсушивали 20 мин при 37 °С и вно-
сили 0,5%-й раствор кристаллического фиолетового, 
опять помещали в термостат при 37 °С. Через 5 мин со-
держимое лунок удаляли, трижды промывали 200 мкл 
фосфатно-буферного раствора (рН 7,2) и подсушивали. 
Краситель элюировали 200 мкл 96%-го этанола в тече-
ние 30 мин [16, 28, 29].

Полученные при проведении эксперимента данные 
обрабатывали методом статистического анализа с ис-
пользованием критерия Стьюдента, результаты счита-
ли достоверными при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Candida spp. – грамположительные овальные поч-

кующиеся микроорганизмы. Дрожжевая фаза изучен-
ных видов была представлена относительно крупными 
округлой или овальной формы почкующимися клетка-
ми 2,0–6,0 мкм в диаметре, мицеллярная фаза – группа-
ми круглых мелких клеток (бластоспор) и гиф.

Микроорганизмы C. albicans и C. humilis имели круг-
лые, субсферические, эллиптические формы клеток 
размером 2,0–3,0 × 3,0–5,0 мкм. 

Клетки C.  parapsilosis и  C.  tropicalis размером 1,7–
2,0  ×  3,0–4,0  мкм имели эллиптическую вытянутую 
форму, выявлялся также мицелий с группами круглых 
мелких клеток – бластоспор (рис. 1). 

Индикация в  большом количестве дрожжевой 
и мицеллярной фаз у изолятов С. albicans и C. africana, 
выделенных из лимфатических узлов свиней, явля-
лась дифференциальным признаком значительной 
степени колонизации слизистых оболочек гортани, 
глотки и миндалин при локальных и системных па-
тологиях. 

Популяционная иммобилизация архитектоники зре-
лой трехмерной биопленки, в соответствии с условия-
ми культивирования, сопровождалась коагрегацией 
дрожжевых и  мицеллярных форм, объединенных 
экзо целлюлярным матриксом, наличием длинных раз-
ветвленных гифальных форм, формирующих плотные 
структуры из псевдомицелия. В  центральной части 
микроколонии имели более выраженный матрикс, по-
этому дрожжевые формы и мицелий не выявлялись. 
В периферической части биопленок, как правило, экзо-
целлюлярный матрикс постепенно истончался, выяв-
лялись отдельные дрожжевые клетки и мицеллярные 
формы (рис. 2).

При оценке денситометрических показателей 
культуры микроорганизмов установили, что че-

C. albicans 

C. tropicalis

C. parapsilosis

C. humilis

Рис. 1. Морфология дрожжеподобных грибов.
Рост при 25 °С 24 ч на среде Сабуро. Окрашивание метиленовым 
синим, ок. 10, об. 100, иммерсия.

Fig. 1. Morphology of yeast-like fungi. 
Growth at 25 °С for 24 h in Saburo medium. Methylene blue staining, oc. 10, 
ob. 100, immersion.
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рез 48  ч культивирования C.  albicans (АТСС  14053) 
и  C.  africana, выделенных из лимфатических узлов 
поросят, значения абсолютных величин оптической 
плотности (ODs) были в диапазоне от 0,423 ± 0,11 до 
0,510 ± 0,19, а интенсивность формирования биопле-
нок ID ≥ 0,3–0,4. 

Микроорганизмы C. albicans и C. tropicalis (АТСС 750), 
выделенные из вагинальной слизи собаки, а  также 
C. glabrata (ATCC 66032), C. parapsilosis (АТСС 22019) по-
казали значения ODS в  диапазоне от 0,331  ±  0,10 до 
0,350 ± 0,08, интенсивность формирования биопленок 
ID ≥ 0,2–0,3.

Микроорганизмы C. humilis, выделенные из комби-
корма для крупного рогатого скота, продемонстри-
ровали ODS в диапазоне от 0,208 ± 0,06 до 0,288 ± 0,11, 
интенсивность формирования биопленок ID  ≥  0,1–
0,2 (табл. 1). 

Референтные штаммы и изоляты дрожжеподобных 
грибов Candida spp., независимо от источника выделе-
ния, имели характерный для вида рост, являющийся 
вполне информативным по наличию осадка, пленки 
и степени мутности среды. При учете толерантности 
микроорганизмов к температуре дифференциальным 
признаком видов C. africana и C. parapsilosis являлось от-
сутствие роста на среде Сабуро при 45 °С (табл. 2). 

В составе среды HiCrome Candida Agar содержится 
хлорамфеникол, подавляющий рост сопутствующих 
микроорганизмов. Наличие хромогенных субстратов 
позволяет дифференцировать колонии микроорга-
низмов Candida  spp., которые отличались по разме-

рам, форме, цвету и консистенции. Вместе с тем виды 
C. albicans и C. africana на указанной среде формирова-
ли сходные зеленого цвета колонии. 

Рис. 2. Морфология дрожжеподобных грибов C. tropicalis.
Рост при 37 °С 48 ч на среде Сабуро. Окрашивание 
метиленовым синим, ок. 10, об. 100, иммерсия.

Fig. 2. Morphology of yeast-like fungi C. tropicalis. 
Growth at 37 °С for 48 h in Saburo medium. Methylene blue 
staining, oc. 10, ob. 100, immersion. 

Таблица 1
Денситометрические показатели формирования биопленок Candida spp.

Table 1
Densitometric parameters of Candida spp. biofilm formation 

Виды микроорганизмов
Оптическая плотность (n = 3)

ОDS* Δ (ОDS – ОDC)** Интенсивность (ID)***

Референтные штаммы

C. albicans, АТСС 14053 0,423 ± 0,11 0,325 ± 0,20 ≥ 0,3–0,4

C. tropicalis, АТСС 750 0,342 ± 0,13 0,244 ± 0,22 ≥ 0,2–0,3

C. parapsilosis, АТСС 22019 0,350 ± 0,08 0,252 ± 0,17 ≥ 0,2–0,3

C. glabrata, ATCC 66032 0,288 ± 0,11 0,130 ± 0,20 ≥ 0,1–0,2

Изоляты

C. albicans 
(лимфатический узел поросят) 0,482 ± 0,09 0,384 ± 0,18 ≥ 0,3–0,4

C. africana 
(лимфатический узел поросят) 0,510 ± 0,19 0,412 ± 0,28 ≥ 0,3–0,4

C. albicans
(вагинальная слизь собаки) 0,398 ± 0,16 0,300 ± 0,25 ≥ 0,2–0,3

C. tropicalis
(вагинальная слизь собаки) 0,331 ± 0,10 0,213 ± 0,19 ≥ 0,2–0,3

C. humilis (комбикорм) 0,208 ± 0,06 0,110 ± 0,15 ≥ 0,1–0,2

* ОDS – оптическая плотность образца (optical density of the sample);
** ОDC– оптическая плотность контроля (optical density of the control sample);
*** ID – интенсивность: разность оптической плотности исследуемого образца (ОDS) и контроля (ОDC)  
(intensity: the difference between the optical density of the test sample (ОDS) and control sample (ОDC).
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Диагностический тест наличия проростковых тру-
бок, являющихся предшественниками истинных гиф, 
позволяет дифференцировать грибы через 5 ч при 37 °С 
культивирования микроорганизмов в МПБ с добавле-
нием сыворотки крови крупного рогатого скота. Изу-
ченные виды микроорганизмов были способны  расти 
в  присутствии циклогексимида, уреазной активнос-
тью не обладали. Микроорганизмы C. africana, в отли-
чие от других видов, сбраживали сахарозу и рафинозу 
и не сбраживали мальтозу, виды C. humilis и C. glabrata 
не сбраживали галактозу и ксилозу, C. parapsilosis не 
сбраживали трегалозу (табл. 3).

В целом формирование гетерогенной структуры 
биопленок референтных штаммов и изолятов дрож-
жеподобных грибов Candida spp. представляет собой 
множество этапов, реализующих процессы межкле-
точной коммуникации за счет синтеза полимерного 
матрикса. Результаты исследований гетерогенной 
структуры биопленок, фенотипических признаков 
и  факторов вирулентности микроорганизмов рас-
ширяют границы познания общей и  частной мико-
логии, а  прикладные аспекты  – выявление общих 
закономерностей и дифференциальных признаков 
сапрофитов, потенциально патогенных и  патоген-
ных микроорганизмов – имеют перспективы приме-
нения для оптимизации схемы диагностики инфек-
ционной патологии и разработки антимикотических 
 препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При изучении морфометрических показателей био-

пленок референтных штаммов и  изолятов дрожже-
подобных грибов Candida spp. выявляли трехмерную 
структуру биопленок в виде плотной сети, состоящей из 
дрожжевых клеток, гифальных и псевдогифальных форм, 
окруженных межклеточным полимерным матриксом. 
Индикация в большом количестве дрожжевой и мицел-
лярной фаз у изолятов С. albicans и C. africana являлась 
дифференциальным признаком значительной степени 
колонизации слизистых оболочек гортани, глотки и мин-
далин при локальных и системных патологиях свиней.
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Таблица 2
Фенотипические признаки Candida spp. 

Table 2
Phenotypic characteristics of Candida spp.

Виды микроорганизмов

Дифференциальные признаки через 48 ч культивирования

Среда Сабуро 
HiCrome Candida Agar

37 °С 42 °С 45 °С

Референтные штаммы
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«–» – отсутствие характерного для вида роста (species characteristic growth is not observed).
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Таблица 3
Дифференциально-диагностические признаки Candida spp.

Table 3
Differential diagnostic characteristics of Candida spp.
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Референтные штаммы

C. albicans, АТСС 14053 – – – + + + – – + – – +

C. tropicalis, АТСС 750 – – – + + + + – + – – +

C. parapsilosis, АТСС 22019 – – – + + – – – + – – –

C. glabrata, ATCC 66032 – – – + – – – – – – – +

Изоляты

C. albicans
(лимфатический узел поросят) - – – + + + – – + – – +

C. albicans 
(вагинальная слизь собаки) – – – + + + – – + – – +

C. africana 
(лимфатический узел поросят) – – – – + + – – + – + +

C. tropicalis 
(вагинальная слизь собаки) – – – + + + + – + – – +

C. humilis (комбикорм) – – – + – + – – + – – +

«+» – положительный тест (positive test result);
«–» – отрицательный тест (negative test result).  
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