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Аннотация
Введение. Колонизация разных биотопов человека дрожжеподобными грибами рода Candida встречает-
ся достаточно часто. При этом клиническая картина воспалительного процесса развивается не в каждом 
случае, что предполагает формирование уникального симбиоза между микроскопическим грибами и клет-
ками организма человека, поддержание которого во многом зависит от активности иммунной системы. 
Основная масса исследований противогрибковой активности иммунной системы человека сконцентри-
рована вокруг патологических состояний, и практически не уделяется внимания таковой у здоровых лиц. 
Показано, что факторы иммунитета человека могут, с одной стороны, способствовать формированию био-
плёнок C. albicans, а с другой стороны — принимают самое активное участие в их разрушении. 
Цель исследования — изучение кандидацидной, антибиоплёночной, фагоцитарной и радикалпродуциру-
ющей активности периферической крови здоровых доноров при использовании в качестве объекта клеток 
C. albicans. 
Материалы и методы. От 32 практически здоровых доноров получали пробы периферической крови, 
изучали микоцидную активность, поглотительную и радикалпродуцирующую способность лейкоцитов, а 
также эффект сыворотки крови на биомассу плёнки. Для опсонизации клеток C. albicans использовали 
иммуноглобулины класса G (IgG) согласно апробированной ранее методике. 
Результаты. Показана слабая микоцидная активность периферической крови здоровых доноров. Опсо-
низация C. albicans IgG существенно повышает эту функцию крови. В ранней фазе контакта с C. albicans 
дрожжеподобные клетки поглощают главным образом нейтрофильные лейкоциты, а мононуклеарные 
лейкоциты практически не участвуют в процессе фагоцитоза. Вероятно, их активность проявляется в бо-
лее поздний период. Опсонизация C. albicans стимулирует поглотительную активность лейкоцитов, что от-
ражается в увеличении среднего числа поглощённых объектов на один лейкоцит. Показано, что опсонины 
могут участвовать в усилении радикалпродуцирующей активности лейкоцитов. Так, инактивация белков 
системы комплемента нивелирует стимулирующий эффект опсонизации C. albicans.
Заключение. Таким образом, IgG и белки системы комплемента вносят существенный вклад в подавле-
ние патогенной активности C. albicans.
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Abstract
Introduction. Currently, the colonization of various human biotopes by yeast-like fungi of the genus Candida is 
considered a relatively frequent phenomenon. At the same time, the clinical manifestations of the inflammatory 
process do not develop in every case, which implies the formation of a unique symbiosis between microscopic 
fungi and cells of the human body, the maintenance of which largely depends on the activity of the immune sys-
tem. The main part of researches on the antifungal activity of the human immune system is concentrated around 
pathological conditions, and practically no attention is paid to such in healthy individuals. It has been shown that 
human immunity factors can, on the one hand, for example, contribute to the formation of C. albicans biofilms, 
and, on the other hand, take an active part in their destruction. 
The aim of the investigation was to evaluate the candidacid, antibiofilm, phagocytic and radical-producing activi-
ties of peripheral blood of healthy donors using C. albicans cells as an object. 
Materials and methods. Peripheral blood samples were obtained from 32 healthy donors, mycidal activity, ab-
sorption and radical-producing abilities of leukocytes, as well as the effect of blood serum on film biomass were 
assessed. For opsonization of C. albicans cells, immunoglobulins G were used according to the previously ap-
proved method. 
Results. A weak mycocidal activity of the peripheral blood of healthy donors was shown. Opsonization of C. 
albicans with immunoglobulin G significantly increases this blood function. In the early phase of contact with C. 
albicans, yeast-like cells mainly absorb by neutrophilic leukocytes, and mononuclear cells practically do not par-
ticipate in the process of phagocytosis, probably their activity manifests itself in a later period. Opsonization of C. 
albicans stimulates the absorption activity of leukocytes, which is reflected in an increase in the average number 
of absorbed objects per leukocyte. It has been shown that opsonins can participate in enhancing the radical-pro-
ducing activity of leukocytes. Thus, inactivation of proteins of the complement system levels the stimulating effect 
of C. albicans opsonization. 
Conclusion. Immunoglobulins G and proteins of the complement system make a significant contribution to the 
suppression of the pathogenic activity of C. albicans.
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Введение
У клинически здоровых лиц достаточно часто 

выявляется носительство Candida spp.: в орофарин-
геальной зоне — у 20–30% добровольцев, в тонком 
кишечнике — у 50–54%, в толстом кишечнике —  
у 55–70%, в фекалиях — у 65–70% [1]. Такая ситуа-
ция отчасти может быть обусловлена способностью 
грибов подавлять антагонистическую активность 
облигатной микробиоты слизистых оболочек че-
ловека. Показано, что C. albicans участвует в фор-
мировании сложноорганизованных микробных 
сообществ, в составе которых изменяются свой-
ства этого микроорганизма. Известно, что частота 
встречаемости C. albicans в пристеночном муци-
не слепой кишки в 2 раза больше в присутствии 
Staphylococcus aureus, чем без него [1]. 

Среди факторов патогенности C. albicans сле-
дует выделить способность формировать биоплён-
ки [2]. Установлено, что применение антимикоти-
ческих препаратов не приводит к полной гибели 
биоплёночных клеток C. albicans. Показано, что в 
случае использования нистатина в биоплёнке вы-
живает около 30% клеток C. albicans [3].

Известно, что при разных клинических ситу-
ациях C. albicans оказывает супрессивное влияние 

на иммунокомпетентные клетки. Это может быть 
обусловлено способностью некоторых представи-
телей рода Candida активировать протеолиз компо-
нентов иммунитета [4]. Метаболиты Candida spp. 
замедляют созревание фаголизосом и продукцию 
оксида азота макрофагами [5]. Активация TLR2, 
опосредованная Candida spp., индуцирует сигналы, 
поддерживающие толегогенный профиль дендрит-
ных клеток [6]. Однако при определённых условиях 
наблюдается состояние комменсализма, когда им-
мунные факторы сдерживают развитие инфекции. 
Так, J.C. Oliver и соавт. [7] установлено, что ведущая 
роль в сдерживании популяции Candida spp. отво-
дится фагоцитирующим клеткам. В исследованиях  
S.G. Nanjappa и соавт. [8] показано, что CD8+-Т-
клетки памяти реализуют резистентность к Candida 
spp. даже при отсутствии влияния со стороны CD4+-
Т-клеток. 

Моноциты являются ключевыми клетками 
врождённого иммунитета, формирующими ответ на 
инфицирование C. albicans [9]. Однако в исследова-
ниях J. Chandra и соавт. [10] приводятся сведения, 
что в присутствии фракции моноцитов у грибов 
увеличивается биоплёнкообразующая активность, 
что не описано для нейтрофильных гранулоцитов, 
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которые обладают более выраженным токсическим 
потенциалом в первую очередь за счёт более выра-
женной продукции активных форм кислорода [11]. 
С другой стороны, антителозависимая активация 
белков системы комплемента может оказать эффект 
по элиминации биоплёнок, сформированных гриба-
ми Candida spp. [12]. В то же время уровень спец-
ифических иммуноглобулинов класса М к маннану 
в крови инфицированных C. albicans пациентов не 
отличается от такового у здоровых лиц, а уровень 
специфических иммуноглобулинов класса G (IgG) 
к маннану существенно выше, чем у лиц группы 
сравнения [13]. Более того, при инфицировании  
C. albicans концентрация специфических IgG в мо-
че и бронхоальвеолярной жидкости существенно 
повышается [13]. В доступной литературе отсут-
ствуют комплексные сведения о противогрибковой 
активности факторов периферической крови здоро-
вых лиц.

Цель исследования — изучение кандидацид-
ной, антибиоплёночной, фагоцитарной и радикал-
продуцирующей активности периферической кро-
ви здоровых доноров при использовании в качестве 
объекта клеток C. albicans.

Материалы и методы
Исследования проведены с использованием 

проб периферической крови 32 практически здо-
ровых доноров, которые дали добровольное согла-
сие на использование образцов крови. Для оценки 
микоцидной активности крови пробы делили на  
3 порции. В первую порцию вносили тест-штамм 
C. albicans ATCC 10231 и сразу же осуществляли 
посев на среду Сабуро. Во вторую порцию ино-
кулировали опсонизированные, а в третью — не-
опсонизированные грибы. Опсонизацию осущест-
вляли согласно ранее апробированной методике 
[14] с использованием коммерческого препарата 
«Октогам», содержащего IgG с широким спектром 
специфических иммуноглобулинов против разных 
микроорганизмов. Рабочая концентрация препа-
рата по IgG составила 20 мг/мл [15]. В отдельной 
серии исследований для опсонизации применяли 
свежеполученную и прогретую при 56оС пулиро-
ванную сыворотку, что позволяет оценить вклад 
компонентов системы комплемента. Опсонизацию 
микроорганизмов осуществляли в течение 1 ч при 
37оС. Пробы с опсонизированными и неопсонизи-
рованными C. albicans инкубировали 3 ч при 37оС. 
Посев образцов для подсчёта выросших колоний 
выполняли на среду Сабуро. В качестве допол-
нительного контроля использовали пробы, куда 
вместо крови вносили питательную среду и не-
опсонизированные или опсонизированные клетки  
C. albicans.

Биоплёнки C. albicans выращивали в плоско-
донных полистироловых планшетах в течение 24 ч 

при 37оС в бульоне Сабуро. После этого удаляли 
питательный бульон и промывали планшеты забу-
ференным физиологическим раствором. На плёнки 
наносили цельную кровь или свежеполученную сы-
воротку на 1 ч, инкубацию осуществляли в термоста-
те при 37оС. В контрольные пробы вносили равный 
объём питательного бульона. Толщину массы био-
плёнок оценивали по методу O’Toole [16] после их 
окраски генцианвиолетом с последующей экстрак-
цией красителя спиртом и учётом оптической плот-
ности на планшетном фотометре «PowerWave X».

При изучении поглотительной активности лей-
коцитов все пробы периферической крови делили 
на две порции. В 1-ю порцию вносили опсонизи-
рованные клетки C. albicans, во 2-ю — неопсонизи-
рованные микроорганизмы. Сущность метода ана-
логична таковому, как описано в работе [17], за ис-
ключением того, что в качестве объекта фагоцитоза 
выбраны клетки C. albicans. Оценку числа фагоци-
тирующих нейтрофилов и моноцитов проводили 
на микропрепаратах, окрашенных по методу Рома-
новского–Гимзе. В каждом препарате учитывали не 
менее 200 фагоцитирующих клеток. Рассчитывали 
долю фагоцитирующих клеток каждого типа, фа-
гоцитарное число (среднее число C. albicans, при-
ходящееся на 1 фагоцитирующую клетку), а также 
абсолютные показатели фагоцитарной активности 
клеток.

Для определения радикалпродуцирующей ак-
тивности лейкоцитов при постановке реакции лю-
минолзависимой хемилюминесценции в стимули-
рованном варианте в лунках планшета («Corning 
Inc. Costar») смешивали лейкоциты (25 × 106/мл) 
и взвесь тест-штамма C. albicans. В контрольные 
пробы вместо тест-штамма вносили равный объём 
раствора Хенкса. Измерение проводили на люмино-
метре («Thermo Labsystems»). Для статистическо-
го анализа использовали интегральный показатель 
хемилюминесценции за весь период измерения 
(integral, RLU) [18].

Статистический анализ осуществляли с по-
мощью программного пакета «Statistica 6.0». Дан-
ные представлены в виде средней арифметической 
величины (М) и стандартной ошибки средней ариф-
метической (m). Для проверки нормальности рас-
пределения применяли критерий Шапиро–Уилка.  
В случае распределения, приближенного к нормаль-
ному, использовали критерий Стьюдента, в осталь-
ных — критерий Манна–Уитни. Критический уро-
вень значимости (p) при проверке статистических 
гипотез принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение
Опсонизация C. albicans комплексным препа-

ратом IgG статистически значимо не меняла число 
жизнеспособных клеток. Выявлена тенденция сни-
жения числа жизнеспособных неопсонизированных 
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C. albicans после контакта с кровью c 237 ± 141 КОЕ 
в начальный момент контакта, до 65 ± 28 КОЕ че-
рез 180 минут (p > 0,05). Опсонизация C. albicans 
IgG увеличивала микоцидную активность крови 
(число живых клеток снижалось до 22 ± 12 КОЕ;  
p < 0,05). 

C. albicans формировали достаточно выражен-
ную биоплёнку — 0,411 ± 0,064 усл. ед. Обработка 
такой плёнки цельной кровью существенно умень-
шала её толщину (0,270 ± 0,028 усл. ед.; p < 0,05). 
При использовании свежеполученной сыворотки 
крови биоплёнка C. albicans разрушалась практиче-
ски полностью (0,117 ± 0,006 усл. ед.; p < 0,05).

При оценке поглотительной активности лейко-
цитов установлено её существенное усиление при 
опсонизации объектов фагоцитоза с помощью IgG 
(рисунок). При этом количество активно погло-
щаю щих лейкоцитов было в 15 раз больше, чем в 
пробах с неопсонизированными C. albicans. Изме-
нения поглотительной активности лейкоцитов за-
трагивают преимущественно таковую среди ней-
трофилов. Опсонизация C. albicans IgG существен-
но не меняет число фагоцитирующих моноцитов. 

При оценке радикалпродуцирующей активно-
сти лейкоцитов установлено, что клетки C. albicans 
стимулируют «респираторный взрыв» лейкоцитов 
(1374,4 ± 327,0 RLU; в нестимулированных про-
бах — 213,6 ± 19,3 RLU; p < 0,05). В случае опсо-
низации C. albicans свежеполученной сыворот-
кой крови этот эффект существенно усиливался 
(2758,1 ± 646,9 RLU; p < 0,05 по сравнению с пока-
зателями проб с неопсонизированными клетками). 
Предварительное прогревание сыворотки при 56оС 
нивелировало стимулирующий эффект до уровня, 
аналогичного таковому в пробах с неопсонизиро-
ванными C. albicans (1716,7 ± 444,8 RLU; p > 0,05 
по сравнению с показателями проб с неопсонизиро-
ванными грибами).

Известно, что развитие кандидозной инфекции 
во многом определяется состоянием баланса меж-

ду факторами патогенности C. albicans и реактив-
ностью макроорганизма. Как показано в настоящем 
исследовании, гуморальные факторы иммунитета 
играют существенную роль в подавлении жизне-
деятельности C. albicans. Например, IgG, повышая 
специфичность распознавания дрожжеподобных 
грибов фагоцитирующими лейкоцитами, увеличи-
вают их поглотительную активность. Компоненты 
системы комплемента оказывают деструктивное 
действие на биоплёнки C. albicans и участвуют в 
инициации генерации гидроксильных радикалов 
лейкоцитами. Кроме того, сыворотка крови содер-
жит ряд пептидов, оказывающих негативное влия-
ние на стенку дрожжевых клеток, трансляцию белка 
и т.д. [19]. В целом повсеместное распространение 
Candida spp., широкая представленность сходных 
внутриродовых антигенов придают иммунному 
ответу ряд отличительных черт, среди которых от-
дельно следует выделить накопление естественных 
антител. Такая ситуация обеспечивает при очеред-
ном контакте с грибами более быстрые их распоз-
навание и элиминацию [20]. С другой стороны, 
согласно данным литературы, активность системы 
комплемента и количество иммуноглобулинов зави-
сят от многих факторов, среди которых не послед-
нее место занимают адекватный белковый рацион 
[21], заболевания печени и некоторые другие [22].

Выявленное в настоящем исследовании изме-
нение поглотительной активности преимуществен-
но нейтрофильных лейкоцитов может быть обус-
ловлено тем, что мононуклеарные клетки зависят 
от опсонизации в меньшей степени [23]. Монону-
клеарные лейкоциты активно фагоцитируют ней-
трофилы, вступившие в апоптоз [24], что позволяет 
предположить отсроченное развитие изменений их 
фагоцитарной активности.

Заключение
Таким образом, вероятно, что преимуществен-

ную роль в сдерживании C. albicans, снижении их 

Относительное число фагоцитирующих C. albicans лейкоцитов (а) и фагоцитарное число лейкоцитов (б).
Светлые столбики — неопсонизированные C. albicans, тёмные — опсонизированные C. albicans.

Relative number of leukocytes phagocytosing C. albicans (a) and number of phagocytic leukocytes (b).
White bars — non-opsonized C. albicans; dark bars — opsonized  C. albicans.
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колонизационной активности играют гуморальные 
факторы иммунной системы хозяина, способные 
диффундировать через слизистые оболочки. Кро-
ме этого, фагоцитарная активность нейтрофильных 
гранулоцитов, усиленная иммуноглобулинами, вно-
сит не менее существенный вклад в подавление па-
тогенной активности C. albicans.
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