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РЕЗЮМЕ
Формирование биопленок микроорганизмов, в том числе и Nakaseomyces glabratus, обусловливает развитие локальных и системных патологий человека 
и животных. Система координации экспрессии генов (quorum sensing) при репрезентации сигнальных молекул позволяет регулировать количество и со-
став популяций биопленок, что расширяет адаптивный потенциал микроорганизмов. При наличии клинических признаков гингивита и одонтолитиаза 
у собак избыточный рост грамположительных дрожжевой формы микроорганизмов является дифференциальным признаком снижения колонизаци-
онной резистентности слизистой оболочки пищеварительной системы. Исследование денситометрических и морфометрических показателей выявило 
общие закономерности развития биопленок, независимо от источника выделения изолятов Nakaseomyces glabratus. В зависимости от времени культи-
вирования микроорганизмов установили постепенное увеличение значений абсолютных величин оптической плотности. Реализация межклеточных 
коммуникаций достигалась коагрегацией гетероморфных структур, формирующих кластеры, между которыми выявлялись округлые образования, 
содержащие жидкость. Популяционная иммобилизация архитектоники зрелой трехмерной биопленки, в соответствии с условиями культивирования, со-
провождалась дифференциацией многочисленных клеток разных размеров и форм в зависимости от стадии клеточного цикла. Результаты исследований 
общих закономерностей развития гетерогенной популяции микромицетов представляют перспективность для расширения границ познания механизмов 
адаптации убиквитарных микроорганизмов к длительной персистенции in vivo и in vitro. Способы изучения морфометрических и денситометрических 
показателей биопленок без нарушения естественной архитектоники рекомендуются для оптимизации микологических исследований, являющихся 
длительными и ретроспективными, а также разработки эффективных схем лечения и профилактики микозов. 
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ABSTRACT
Formation of biofilms of microorganisms, including those of Nakaseomyces glabratus, is responsible for the development of local and systemic pathologies in humans 
and animals. The system of gene expression coordination (quorum sensing) in the representation of signaling molecules allows regulation of the amount and compo-
sition of biofilm populations thus expanding the adaptive capacity of microorganisms. In the presence of gingivitis and odontolithiasis clinical signs in dogs, excessive 
growth of gram-positive yeast microorganisms is a differential sign of the decreased resistance of the digestive system mucous membranes to colonization. Examination 
of the densitometric and morphometric parameters revealed general patterns of biofilm formation, regardless of the source of Nakaseomyces glabratus isolates. De-
pending on the time of cultivation of the microorganisms, a gradual increase in the optic density absolute values was established. Intercellular communications were 
achieved by coaggregation of the heteromorphic structures, which formed clusters with rounded liquid-containing formations detected among them. The population 
immobilization of the architectonics of the mature three-dimensional biofilm, as consistent with cultivation conditions, was accompanied by the differentiation of nu-
merous cells of different sizes and shapes depending on the stage of the cell cycle. Results of the examination of the general patterns of the heterogeneous micromycete 
population development are promising for expanding the boundaries of knowledge of the adaptation mechanisms of ubiquitous microorganisms to long-term in vivo 
and in vitro persistence. Methods for studying morphometric and densitometric indicators avoiding interfering into the natural biofilm architectonics are recommended 
to optimize the long-term and retrospective mycological studies, as well as to develop effective mycosis treatment and prevention regimens. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Штаммы. В опытах использовали изоляты N. glabra

tus, выделенные нами из смывов и соскобов слизистой 
оболочки ротовой полости собак при наличии клиниче-
ских признаков гингивита и одонтолитиаза. Для контро-
ля исследовали референтный штамм ATCC 66032 [19].

Питательные среды. Для культивирования микро-
организмов использовали мясо-пептонный бульон – 
МПБ (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия); сыворотку 
крови крупного рогатого скота (Микроген, Россия); 
рисовый агар (API-System R.A.T., Франция); среду Са-
буро с глюкозой, пенициллином и стрептомицином 
(100 ME/L); колумбийский агар; хромогенный агар (Bio-
Media, Россия).

Тестсистемы. Для идентификации микроорганиз-
мов применяли набор HiCandidaTM Identification Kit (Hi-
Media Laboratories Pvt. Ltd., Индия).

Индикация и идентификация микроорганизмов. Для 
микроскопических исследований из смывов и соскобов 
готовили препараты-отпечатки и окрашивали по Граму. 

Контроль качества сред – тестирование стерильно-
сти при (36 ± 1) °С в течение 48 ч. 

Для индикации гифальных проростковых трубок 
суточные культуры микроорганизмов культивирова-
ли в МПБ с добавлением 1,0 мл сыворотки крови при 
(35 ± 2) °С в течение 5 ч и выполняли микроскопическое 
исследование препаратов, окрашенных метиленовым 
синим. 

Оценку теста наличия хламидоспор проводили на 
нативных препаратах из культур микроорганизмов, вы-
росших на рисовом агаре при (25 ± 2) °С в течение 24 ч. 

При добавлении в  агар Сабуро циклогексимида 
(0,5 г/л среды) учитывали рост микроорганизмов при 
(25 ± 2) °С в течение 72 ч. 

Индикацию и  идентификацию микроорганизмов 
проводили, учитывая характерные признаки роста 
микроорганизмов с применением общепринятых ме-
тодов [20, 21]. 

Для учета биохимических свойств суточные культу-
ры микроорганизмов (оптическая плотность OD = 0,5; 
длина волны 620  нм) вносили в  лунки панели тест-
системы HiCandidaTM Identification Kit и культивировали 
при (22,5 ± 2) °С в течение 48 ч. Идентификацию микро-
организмов проводили в соответствии с идентификаци-
онными таблицами и кодами указанной тест-системы.

Исследование динамики развития биопленки. Для 
учета динамики развития биопленок микроорганизмы 
культивировали в статических условиях при (35 ± 2) °С 
в течение 18, 24, 48 ч. 

Для оценки денситометрических показателей по ис-
течении указанного времени культивирования жид-
кость удаляли, осадок трижды промывали 200,0 мкл 
фосфатно-буферного раствора (рН  7,2). Фиксацию 
проводили 150,0 мкл 96°-го этилового спирта в течение 

ВВЕДЕНИЕ
Из числа приоритетных для исследований пато-

генов, обусловливающих развитие нозокомиальных 
инфекций с высокими эпидемиологическими пока-
зателями уровня смертности, признаны микроскопи-
ческие грибы Nakaseomyces glabratus (ранее Candida 
glabrata) [1]. При развитии септицемии, эндокардита, 
пиелонефрита, бронхопневмонии, катетер-, протез- 
ассоциированных патологий достоверно часто изоля-
ты N. glabratus характеризуются множественной лекар-
ственной резистентностью [2, 3, 4]. 

Тенденция статистически достоверного воз-
растания этиологической значимости N.  glabratus 
установлена при развитии оппортунистической эн-
догенной инфекции животных на фоне антибиотико-
терапии [5, 6, 7, 8, 9, 10]. 

При развитии синдрома избыточного роста микро-
мицетов патогенный потенциал реализуется за счет 
увеличения биомассы биопленок, представляющих 
собой гетерогенную ассоциацию микроорганизмов, 
объединенных межклеточным матриксом [11, 12, 13]. 

Система координации экспрессии генов – quorum 
sensing (чувство кворума)  – при репрезентации сиг-
нальных молекул позволяет регулировать количество 
и состав популяций биопленок, что расширяет адаптив-
ный потенциал микроорганизмов [12, 14, 15]. 

Транскрипционный контроль адгезии, инвазии, син-
теза полимерных веществ позволяет многоклеточной 
популяции реализовать вирулентные свойства при 
взаимодействии с иммунокомпетентными клетками, 
обеспечивает защиту от фагоцитоза и воздействия 
химиотерапевтических и дезинфицирующих препара-
тов [16, 17, 18]. 

Инициация, развитие и исход поверхностных, глу-
боких и системных микозов при избыточном росте 
и увеличении патогенного потенциала убиквитарных 
микроорганизмов обеспечиваются гиперагрегацией, 
наличием диссоциативных вариантов, дисперсией 
гетерогенных биопленок. Изыскание способов ин-
дикации биопленок, в том числе и при воздействии 
химиотерапевтических и дезинфицирующих средств, 
в перспективе позволит разработать фунгицидные 
препараты для блокировки синтеза или разрушения 
межклеточного матрикса биопленок. 

Для усовершенствования схемы микологических 
исследований и разработки превентивных противо-
эпизоотических мероприятий приоритетным направ-
лением научных изысканий представляется расши-
рение границ познания механизмов многоэтапного 
процесса формирования биопленок. 

Цель работы – изучить морфометрические и денси-
тометрические показатели изолятов N. glabratus, выде-
ленных и идентифицированных при развитии гингиви-
та и одонтолитиаза у собак.
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Микроскопические грибы N. glabratus сбраживали 
мальтозу, трегалозу; не сбраживали уреазу, мелибиозу, 
лактозу, сахарозу, галактозу и ксилозу. Микроорганиз-
мы не обладали уреазной активностью. 

При микроскопическом исследовании препаратов 
из культур микроорганизмов, выросших в МПБ с до-
бавлением 1,0 мл сыворотки крови при (35 ± 2) °С в те-
чение 5 ч, не выявляли образования гифальных про-
ростковых трубок, соответственно, тест отрицательный. 

В культурах микроорганизмов, выросших на рисо-
вом агаре при (25 ± 2) °С в течение 24 ч, хламидоспор 
не обнаружено, следовательно, тест отрицательный. 

При инкубировании посева при (25 ± 2) °С в тече-
ние 72 ч на агаре Сабуро, содержащем циклогексимид 
(0,5 г/л), рост микроорганизмов не наблюдали, соответ-
ственно, тест отрицательный. 

В процессе учета толерантности микроорганизмов 
к температуре: (35 ± 2), (42 ± 2), (45 ± 2) °С, проведен-
ного в течение 24 ч, выявили характерное помутнение 
жидкой среды Сабуро, наличие слабого осадка, на по-
верхности среды наличие серого цвета тонкой пленки, 
следовательно, тест положительный. 

Референтный штамм и изоляты, независимо от 
источника выделения, имели характерные призна-
ки дрожжеподобных грибов вида N. glabratus (табл.). 

Динамика развития биопленок. При исследова-
нии денситометрических и морфометрических пока-
зателей были выявлены общие закономерности раз-
вития биопленок изолятов N. glabratus, независимо от 
источника выделения. 

В зависимости от времени культивирования ми-
кроорганизмов установили постепенное увеличение 
значений абсолютных величин оптической плотности 

15 мин. Затем образцы подсушивали при (35 ± 2) °С в те-
чение 20 мин, вносили 0,5%-й раствор кристаллическо-
го фиолетового и помещали в термостат при (35 ± 2) °С 
на 5 мин. Содержимое лунок удаляли, трижды промы-
вали 200,0 мкл фосфатно-буферного раствора (рН 7,2) 
и подсушивали. Краситель элюировали 200,0 мкл 96°-го 
этилового спирта в течение 30 мин [13]. 

Оптическую плотность исследуемых образцов 
определяли по  степени связывания кристалличе-
ского фиолетового (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Ин-
дия) с применением фотометрического анализатора 
Immuno Chem-2100 (High Technology  Inc., США) при 
длине волны 580 нм (OD580). 

Для морфометрических исследований в чашки Петри 
помещали стекла и вносили 100,0 мл взвеси 18-часовых 
культур микроорганизмов в концентрации 105 КОЕ / мл. 
По истечении заданного времени культивирования 
микроорганизмов препараты фиксировали трехкрат-
но, последовательно погружая в 96°-й спирт в течение 
10 мин и высушивая на воздухе в течение 10 мин. Затем 
препараты окрашивали раствором генцианвиолета из 
набора окраски по Граму (БиоВитрум, Россия). 

При репрезентативной выборке достоверной часто-
ты встречаемости (≥ 90,0% поля зрения оптического 
микроскопа Carl ZEISS Axio Lab.A1, Германия) проводи-
ли микрофотосъемку цифровой камерой ADF PRO 08 
(Китай) с разрешением матрицы 8 мегапикселей (4К).

Полученные данные обрабатывали методом ста-
тистического анализа с использованием критерия 
Стьюдента, результаты считали достоверными при 
р ≤ 0,05 [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ 
Индикация и идентификация микроорганизмов. 

При наличии клинических признаков гингивита и одон-
толитиаза у  собак наблюдали интенсивные желто- 
серого цвета наложения, плотно прикрепленные 
к слизистой оболочке. Как правило, при удалении этих 
наложений выявляли ярко-красные язвочки. 

При оптической микроскопии мазков-отпечатков 
из соскобов слизистой оболочки ротовой полости 
выявляли большое количество грамположитель-
ных дрожжевой формы микроорганизмов размером 
1,1–2,1 × 3,1–4,0 мкм. 

При (35 ± 2) °С через 48 ч на агаре Сабуро микроорга-
низмы формировали блестящие колонии белого цвета. 

Наличие хромогенных субстратов в индикаторной 
среде позволило дифференцировать колонии N. gla
bratus розового цвета, имеющие слегка фиолетовый 
оттенок (рис. 1). 
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Рис. 1. Особенности роста N. glabratus 
на хромогенном агаре при (35 ± 2) °С в течение 48 ч

Fig. 1. Features of N. glabratus growth on chromogenic agar 
at (35 ± 2) °С for 48 hours

Таблица 
Дифференциальные признаки N. glabratus
Table 
Differential features of N. glabratus

Культуры микроорганизмов

Дифференциальные признаки

Гифальные  
трубки

Хламидо- 
споры

Цикло- 
гексимид

Толерантность к температуре

(35 ± 2) °С (42 ± 2) °С (45 ± 2) °С

N. glabratus, ATCC 66032 – – – + + +

N. glabratus, смыв с дорсальной поверхности языка – – – + + +

N. glabratus, смыв с десны – – – + + +

«+» – наличие роста микроорганизмов (growth of microorganisms); «–» – отсутствие роста микроорганизмов (no growth of microorganisms).
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стадия считается обратимой, то есть прикрепившиеся 
клетки могут открепляться от субстрата и вновь пере-
ходить в планктонную форму. 

По мере адгезии клеточные стенки микроорганиз-
мов продуцировали экзоцеллюлярные молекулы, обе-
спечивающие фиксацию клеток к поверхности стекла. 
Прочно фиксированные к субстрату клетки способ-
ствовали адгезии последующих клеток. 

Популяционная иммобилизация архитектоники 
зрелой трехмерной биопленки, в соответствии с ус-
ловиями культивирования, опосредована феноменом 
quоrum sensing. Это особая форма межклеточной ком-
муникации микроорганизмов за счет синтеза много-
численных экзоцеллюлярных молекул, концентрация 
которых пропорциональна плотности клеток. 

При увеличении времени культивирования интен-
сивная пролиферация сопровождалась дифференциа-
цией дрожжевых форм и формированием межклеточ-
ного матрикса (рис. 3). 

исследуемых образцов: через 18  ч  – от  0,218  ±  0,05 
до 0,221 ± 0,08; интенсивность формирования биопле-
нок – ≥ 0,1; через 24 ч – от 0,289 ± 0,04 до 0,297 ± 0,09; 
интенсивность формирования биопленок – ≥ 0,2; через 
48 ч – от 0,331 ± 0,10 до 0,350 ± 0,08; интенсивность фор-
мирования биопленок – ≥ 0,3.

При репрезентативной выборке по морфометриче-
ским параметрам достоверной частоты встречаемо-
сти (≥ 90,0% в поле зрения оптического микроскопа) 
обнаруживали объединенные межклеточным матрик-
сом дрожжевидные клетки типичных для вида N. gla
bratus формы и размеров (рис. 2).

При развитии биопленок, в зависимости от времени 
культивирования, выявляли такие этапы, как адгезия, 
фиксация, коагрегация, микроколонии, дисперсия. 

На ранних этапах развития за счет сорбции план-
ктонных форм происходило первичное прикрепление – 
адгезия микроорганизмов к исследуемому субстрату 
(в наших исследованиях – к поверхности стекла). Эта 
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Рис. 2. Стадии формирования биопленки N. glabratus при (35 ± 2) °С на МПБ (дрожжевидные клетки  
типичной для вида формы и размеров, объединенные межклеточным матриксом):  
a – через 18 ч; b – через 24 ч. Окрашивание метиленовым синим, окуляр 10×, объектив 100×, иммерсия

Fig. 2. Stages of N. glabratus biofilm formation at (35 ± 2) °С in beefextract broth  
(yeastlike cells of speciestypical shape and size aggregated by the extracellular matrix): a – in 18 hours; b – in 24 hours. 
Methylene blue staining, ocular lens 10×, objective lens 100×, immersion

Рис. 3. Стадии формирования биопленки N. glabratus при (35 ± 2) °С на МПБ через 48 ч: интенсивная пролиферация 
клеток сопровождается формированием сетевидных структур и уплотнением межклеточного матрикса. 
Окрашивание генцианвиолетом: a – окуляр 10×, объектив 5×; b – окуляр 10×, объектив 10×

Fig. 3. Stages of N. glabratus biofilm formation at (35 ± 2) °С in beefextract broth in 48 hours: intense cell proliferation 
is accompanied by the formation of netlike structures and extracellular matrix thickening. Gentian violet staining:  
a – ocular lens 10×, objective lens 5×; b – ocular lens 10×, objective lens 10×

a

a

b

b
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Число прикрепившихся делящихся клеток достовер-
но увеличивалось и, соответственно, наблюдался рост 
микроколоний, имеющих сходство с колониями, фор-
мирующимися на плотных питательных средах. При 
увеличении численности микроорганизмов за счет 
возрастания синтеза экзоцеллюлярных молекул фор-
мировались межклеточные связи, происходила иммо-
билизация популяции, именуемой зрелой биопленкой. 

При достижении определенных размеров микро-
колоний периодически имела место дисперсия от-
дельных клеток, способных через некоторое время 
прикрепиться к поверхности и образовать новую 
микроколонию. 

Общая закономерность упорядоченности и компакт-
ности многоклеточной гетероморфной популяции био-
пленок обусловлена стадиями клеточного цикла и сте-
пенью развития межклеточного матрикса. Клеточный 
состав зрелой биопленки был представлен овоидной 
или эллипсоидной формы клетками, имеющими типич-
ные для вида размеры (1,1–1,9) ×  ( 3,1–3,4) мкм (рис. 4). 

Популяционная иммобилизация архитектоники 
зрелой трехмерной биопленки N. glabratus, в соответ-
ствии с условиями культивирования, сопровождалась 
коагрегацией многочисленных гетероморфных клеток 
разных размеров и форм в зависимости от стадии кле-
точного цикла [12, 15, 18]. 

Результаты исследований общих закономерностей 
развития гетерогенной популяции микроорганизмов 
представляют перспективность для расширения границ 
познания механизмов адаптации убиквитарных микро-
организмов к длительной персистенции in vivo и in vitro. 

Способы изучения морфометрических и денситоме-
трических показателей биопленок без нарушения есте-
ственной архитектоники рекомендуется применять 
для оптимизации схемы микологических исследований, 
являющихся длительными и ретроспективными, а так-
же при разработке эффективных способов лечения 
и профилактики микозов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При микроскопии мазков-отпечатков из соскобов 

слизистой оболочки ротовой полости собак с клиниче-
скими признаками гингивита и одонтолитиаза выяви-
ли избыточный рост грамположительных дрожжевой 
формы микроорганизмов. В зависимости от времени 
культивирования микроорганизмов установили по-
степенное увеличение значений абсолютных величин 
оптической плотности. Реализация межклеточных 
коммуникаций достигалась коагрегацией гетероморф-
ных структур, формирующих кластеры, между которы-
ми выявлялись округлые образования, содержащие 
жидкость. Упорядоченность и компактность многокле-
точной гетероморфной популяции зрелой биопленки 
обусловлена стадиями клеточного цикла и степенью 
развития межклеточного матрикса. 
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