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Аннотация
Цель: определение in vitro мишеней для факторов антагонизма клебсиелл и энтерококков у грибов Candida 
albicans, выделенных из кишечного микробиома ВИЧ-инфицированных пациентов. 
Материалы и методы. В экспериментах использованы 38 штаммов грибов Candida albicans, 28 штам-
мов Klebsiella pneumoniae и 30 штаммов Enterococcus faecalis, изолированных из кишечного микробиома  
89 ВИЧ-инфицированных детей. Средний возраст пациентов составил 24 ± 2 мес, мальчиков было  
49 (55%), девочек — 40 (45%). Микроорганизмы выделяли из кишечного биотопа с использованием се-
лективных питательных сред HiChrome Candida Agar, HiChrome Klebsiella Selective Agar Base, Энтерококк- 
агар; проводили видовую идентификацию. В модельных экспериментах изучена антикаталазная актив-
ность экзометаболитов E. faecalis и влияние K. pneumoniae на морфологическую трансформацию грибов  
C. albicans. 
Результаты. Клебсиеллы на 58,7% снижают интенсивность образования ростовых трубок у C. albicans 
(p < 0,01). При совместном культивировании 12,3% дрожжевых клеток дают ростовые трубки, тогда как в 
монокультуре грибов обнаружили 29,8% трансформированных клеток. Установлено, что экзометаболиты 
65,7% штаммов E. faecalis снижают продукцию каталазы у C. albicans. Исходный уровень каталазы у ин-
тактных культур C. albicans в среднем составляет 1,02 мкмоль/мин оптической плотности, после обработ-
ки экзометаболитами E. faecalis снижается до 0,55 мкмоль/мин, т.е. на 46,1% (p < 0,05). 
Выводы. K. pneumoniae и E. faecalis проявляют антагонизм к C. albicans c разной степенью выраженно-
сти. Мишенями для факторов антагонизма факультативной микробиоты у C. albicans являются морфоло-
гическая трансформация и продукция каталазы. 

Ключевые слова: антагонизм, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, антиката-
лазная активность, морфологическая трансформация
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Abstract
The aim: In vitro identification of targets for antagonism factors in klebsiellas and enterococci for Candida albicans 
isolated from the intestinal microbiome of HIV infected patients. 
Materials and methods. The tests were performed using 38 Candida albicans strains, 28 Klebsiella pneumoniae 
strains, and 30 Enterococcus faecalis strains isolated from the intestinal microbiome of 89 HIV infected children. 
The mean age of the patients was 24 ± 2 months; the group consisted of 49 (55%) boys and 40 (45%) girls. 
Microorganisms were isolated from the intestinal biotope using such selective media as HiChrome Candida Agar, 
HiChrome Klebsiella Selective Agar Base, and Enterococcus Agar; the study included identification of species. 
Model experiments were performed to study anti-catalase activity of E. faecalis exometabolites and the impact of 
K. pneumoniae on morphological transformation of C. albicans fungi. 
Results. Klebsiellas decrease the intensity of germ tube formation in C. albicans by 58.7% (p < 0.01). When 
cocultured, 12.3% of the yeast cells produce germ tubes, while 29.8% of transformed cells was detected in the 
fungal monoculture. It has been found that exometabolites of 65.7% of E. faecalis strains decrease production of 
catalase in C. albicans. The initial catalase level in untreated cultures of C. albicans averages 1.02 µmol/min of 
optical density; after they are treated with E. faecalis exometabolites, the level decreases to 0.55 µmol/min, i.e. 
by 46.1% (p < 0.05). 
Conclusions. K. pneumoniae and E. faecalis demonstrate antagonism of different intensity toward C. albicans. 
Morphological transformation and catalase production are targets for antagonism factors of facultative microbiota 
in C. albicans. 
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продуцируют низкомолекулярные вещества, изме-
няющие ростовые свойства и персистенцию бакте-
рий за счёт влияния на их генетическую программу 
[6, 7], ингибирующие антиоксидантные системы 
конкурентов [8, 9], активирующие метаболические 
шунты, позволяющие конкурировать им за источ-
ники питания и железа [10]. 

Взаимодействия бактериального и грибково-
го микробиомов в кишечном биотопе играют цен-
тральную роль в формировании и поддержании 
симбиоза и определяют возможность развития 
кандидамикоза [3]. Бифидобактерии, лактобацил-

Введение
Кишечный микробиом представляет собой ин-

тегральную систему взаимодействующих микроор-
ганизмов, которая способна к саморегуляции по-
средством формирования различных типов микроб-
ных взаимоотношений [1, 2]. Одним из факторов 
формирования микробиоценоза является антаго-
низм микробов [3]. Антагонизм симбионтов харак-
теризуется синтезом антимикробных веществ [3],  
литических ферментов (пептидазы, амилазы), раз-
рушающих структуры микроорганизмов или секре-
тируемые ими молекулы [4, 5]. Некоторые бактерии 
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лы формируют антагонистические взаимоотноше-
ния с грибами, направленные на предотвращение 
избыточной грибковой колонизации различных 
биотопов [4, 11]. Есть работы, демонстрирующие 
взаимное действие факторов вирулентности ус-
ловно-патогенных бактерий и грибов на макроор-
ганизм, вплоть до развития патологических про-
цессов [12]. Микромицеты и условно-патогенные 
бактерии, конкурируя за рецепторы на слизистой 
оболочке, вступают в антагонистические взаимоот-
ношения с индигенной микробиотой. Однако, когда 
условно-патогенные бактерии достигают высокой 
плотности популяции, отмечают их антагонизм по 
отношению к грибам рода Candida [13]. 

При этом факторы антагонизма и мишени воз-
действия условно-патогенных бактерий разных так-
сономических групп на грибы, условия реализации 
антагонистических взаимоотношений, факторы 
регуляции антагонизма условно-патогенных сим-
бионтов требуют дальнейшего изучения. Остается 
неясным вопрос о механизмах выживания грибов 
в условиях «двойного» антагонизма (индигенных 
и факультативных бактерий) кишечных симбион-
тов. Выяснение биокоммуникативных механизмов 
предотвращения развития эндогенной кандидозной 
инфекции особенно актуально для ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов.

Цель работы — определение in vitro мишеней 
для факторов антагонизма клебсиелл и энтерокок-
ков у грибов Candida albicans, выделенных из ки-
шечного микробиома ВИЧ-инфицированных паци-
ентов.

Материалы и методы
В исследование включены 89 детей с диагно-

зом ВИЧ-инфекция, поступивших в отделение ка-
пельных инфекций Кемеровской областной клини-
ческой инфекционной больницы в 2019–2021 гг., из 
них 10 (11%) были госпитализированы по поводу 
вторичных бактериальных заболеваний (пневмо-
нии, тонзиллиты) и 79 (89%) — по поводу острых 
респираторных вирусных инфекций. Средний воз-
раст пациентов составил 24 ± 2 мес, мальчиков 
было 49 (55%), девочек — 40 (45%). У большин-
ства (76,3%) детей была 2-я стадия ВИЧ-инфекции  
(2А — 4,5%; 2Б — 56,1%; 2В — 15,7%), у 14,6% — 
3-я стадия, у 8,9% — 4-я стадия. Стадии ВИЧ-ин-
фекции соответствуют классификации В.И. По-
кровского (2001) с дополнениями от 2006 г.1

На проведение исследования было получено 
согласие Этического комитета КемГМУ (протокол 

1 Приказ Министерства здравоохранения и социального раз-
вития РФ от 17.03.2006 № 166 «Инструкция по заполнению 
годовой формы федерального государственного статистиче-
ского наблюдения № 61 «Сведения о контингентах больных 
ВИЧ-инфекцией». 

№ 5 от 31.01.2019). Законные представители всех 
пациентов, включённых в исследование, подписы-
вали информированное добровольное согласие, да-
ющее возможность использовать результаты иссле-
дования в научных целях. 

В экспериментах использованы 38 штам-
мов грибов C. albicans, 28 штаммов Klebsiella 
pneumoniae и 30 штаммов Enterococcus faecalis, изо-
лированных из кишечного биотопа. Выделение ми-
кроорганизмов проводили с помощью селективных 
и дифференциально-диагностических питательных 
сред. Для выделения K. pneumoniae использова-
ли среду HiChrome Klebsiella Selective Agar Base 
(«HIMEDIA»), посевы культивировали при 37ºС  
24 ч. Пурпурные колонии пересевали на среду Кли-
глера (Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии (ГНЦ ПМБ)) для 
накопления чистой культуры и предварительного 
изучения биохимических свойств. Для выделения  
E. faecalis посевы проводили на среду Энтерококк-а-
гар (ГНЦ ПМБ), через 24 ч отбирали типичные коло-
нии, изучали морфологию и проводили накопление 
чистых культур. Грибы C. albicans выделяли на сре-
де «HiChrome Candida Agar» («HIMEDIA»), отби-
рали колонии, соответствующие C. albicans по цве-
ту на дифференциальной шкале инструкции-произ-
водителя. Для того чтобы устранить возможность 
получения ложноотрицательного результата в экс-
периментах по ингибированию морфогенеза гри-
бов, у всех штаммов определяли способность обра-
зовывать ростовые трубки в лошадиной сыворотке 
через 3 ч после культивирования при 37ºС [14].  
Окончательную видовую идентификацию всех 
микроорганизмов осуществляли на анализаторе 
«VITEK 2 Compact» («BioMerieux»). В экспери-
ментах использовали пары E. faecalis–C. albi cans, 
каждый симбионт в паре получен от одного и того 
же пациента, что позволило нивелировать феномен 
«чужого» [15]. Таким образом было сформирова-
но 26 пар симбионтов. Эксперименты проведены 
дважды в 3 повторностях.

Оценивали влияние K. pneumoniae на морфоло-
гическую трансформацию грибов C. albicans [14].  
Предварительно культуры K. pneumoniae выращи-
вали на среде Мюллера–Хинтона (ГНЦ ПМБ) в те-
чение 18 ч при 37ºС, грибы C. albicans — на агаре 
Сабуро ГРМ (ГНЦ ПМБ) в течение 24 ч, что соот-
ветствовало окончанию стадии экспоненциального 
роста [16]. Готовили взвесь C. albicans в стерильном 
0,9% растворе NaCl мутностью 0,5 ед. Мак-Фар-
ланда, что соответствовало 1–5 × 106 КОЕ/мл) [17].  
Взвесь клебсиелл готовили с такой же мутностью, 
поэтому дополнительно взвесь разводили в 100 
раз. Конечная концентрация клебсиелл состави-
ла 1 × 106 КОЕ/мл. В пробирку с 0,5 мл лошади-
ной сыворотки (НПО «Микроген») помещали по  
100 мкл взвеси K. pneumoniae и C. albicans. Инкуби-
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ровали микроорганизмы при 37ºС. Через 3 ч делали 
мазки «раздавленная капля» и просматривали под 
микроскопом «Carl Zeiss Primostar» 100 клеток гри-
бов C. albicans, учитывали процент клеток, обра-
зующих ростовые трубки. В качестве контроля ис-
пользовали интактные культуры грибов C. albicans, 
у которых также определяли способность образо-
вывать ростовые трубки в белковой среде. 

Исследовали влияние экзометаболитов E. fae
ca lis на каталазу грибов C. albicans по методике [9] 
с модификациями. Модификация заключалась в ис-
пользовании вместо нестойкого йодида калия ста-
бильного молибдата аммония. Из двухсуточной бу-
льонной культуры E. faecalis получали супернатант, 
двукратно центрифугируя культуру при 3000 об/мин  
в течение 15 мин. Надосадочную жидкость отделя-
ли от бактериальных клеток с помощью мембран-
ных фильтров. Из культур C. albicans готовили 
взвесь в стерильном 0,9% физиологическом рас-
творе плотностью 0,5 ед. по Мак-Фарланду. Опыт-
ные пробы готовили путём смешивания 0,1 мл  
взвеси грибов C. albicans, 2,6 мл бульона Сабуро и 
0,3 мл супернатанта из бульонных культур E. fae
calis. В качестве сравнения использовали показа-
тели каталазной активности бульонных культур 
грибов, не экспонированных с экзометаболитами 
энтерококков (0,1 мл взвеси грибов и 2,9 бульона). 
Для определения активности каталазы в опыт-
ные образцы и в образцы сравнения объёмом по 
0,2 мл добавляли по 1 мл 0,0125 М раствора H2О2, 
через 10 мин реакцию останавливали добавлени-
ем 1 мл 4% раствора молибдата аммония. Остав-
шаяся неинактивированной H2О2 образовывала 
с молибдатом аммония окрашенные комплексы, 
оптическую плотность (ОП) которых оценивали 
спектрофотометрически на приборе «СФ 2000» 
(ОКБ «Спектр») при λ = 550 нм против питатель-
ной среды. Расчёт активности каталазы проводили 
по формуле, согласно используемой методике [9]. 
Полученные результаты сравнивали с каталазной 
активностью культур C. albicans, не обработанных 
супернатантами энтерококков.

Для статистического анализа использовали 
программный комплекс анализа данных «IBM SPSS 
Statistics / PS IMAGO 5» («IBM/Predictive Solutions 
Sp z.o.o.»). Проверку гипотезы о нормальности рас-
пределения переменных в рассматриваемых сово-
купностях оценивали с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка. Для сравнительного анализа применяли 
непараметрические методы оценки статистической 
значимости (критерий χ2 и критерий Манна–Уитни) 
[18]. Экспериментальные данные представлены в 
виде среднего значения и среднеквадратичного от-
клонения, медианы с интерквартильным размахом 
(Me [25-й; 75-й квартили]). Критический уровень 
ошибки при проверке статистических гипотез при-
нимали равным или менее 0,05 [18]. 

Результаты
В экспериментах установлено, что K. pneu mo

niae ингибирует способность грибов образовывать 
ростовые трубки. При совместном культивиро-
вании с клебсиеллами в среднем 12,3 [6,33; 15]% 
дрожжевых клеток давали ростовые трубки, тогда 
как в монокультуре грибов обнаруживали 29,8 [25; 
36,7]% клеток с бластоспорами. Таким образом, 
ингибирование морфологической трансформации  
C. albicans в ассоциациях с K. pneumoniae состави-
ло 58,72% (p < 0,01). 

Супернатанты энтерококков по-разному воз-
действовали на грибы C. albicans (таблица). В 65,4%  
случаев энтерококки ингибировали каталазу микро-
мицетов, в 19,2% случаев каталазная активность у 
грибов после обработки супернатантами E. faecalis 
не изменялась, и только в 15,4% случаев продукция 
каталазы увеличивалась. Исходный уровень катала-
зы у интактных культур C. albicans в среднем со-
ставил 1,02 [0,87; 1,13] мкмоль/мин ОП, после об-
работки экзометаболитами E. faecalis снизился до 
0,55 [0,36; 0,73] мкмоль/мин ОП (p < 0,05). 

В среднем каталазная активность C. albicans 
ингибировалась на 46,1% (p < 0,05). 

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что антагонизм клебсиелл и энтерококков по 
отношению к C. albicans имеет разные таргетные 
точки, разную степень выраженности и является 
результатом конкурентной борьбы в многокомпо-
нентном микробном сообществе. 

Обсуждение 
В условиях роста числа ВИЧ-инфицированных 

кандидозы являются широко распространённым 
сопутствующим заболеванием, поэтому актуален 
поиск новых подходов в предупреждении развития 
процесса и своевременной диагностике оппорту-
нистического микоза до появления симптомов [19]. 
Перспективно использование биоценотических 
связей и факторов, позволяющих регулировать био-
логические свойства C. albicans в микробиоценозах 
и нивелировать реализацию их патогенного потен-
циала [20, 21]. Независимо от биотопа постоянная 
микробиота регулирует вирулентность C. albicans. 
Под влиянием молочной кислоты и бактериоци-
нов, продуцируемых Lactobacillus spp., угнетается 
активность генов пролиферации и тормозится рост 
и образование гифов у C. albicans, снижается экс-
прессия гифальных белков адгезии (Als3 и Hwp1) 
[11, 12]. Антибиоплёночный эффект в отношении 
грибов оказывают масляная, пентадекановая кис-
лоты как продукты метаболизма жирных кислот 
анаэробных бактерий [22]. В основе антагонизма со 
стороны E. faecalis лежит также секреция бактерио-
цина (ENTV), ингибирующего образование гифов, 
влияющего на формирование биопленок C. albicans. 
Микроорганизмы рода Bacteroides, Prevotella, 
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Bifido bacterium снижают антикомплементарную ак-
тивность грибов [23]. 

При взаимодействии грибов с условно-патоген-
ной микробиотой чаще описывают взаимное усиле-
ние антагонизма к индигенными бактериям [23].  
В бактериально-грибковых ассоциациях грибы ча-
ще выступают «помощниками» факультативных 
микроорганизмов. Метаболиты грибов Candida уси-
ливают антилизоцимную активность Staphylococcus 
aureus, Klebsiella spp., E. coli lac–/hly+, оказывают 
прямое ингибирующее воздействие на антилизо-
цимный фактор бифидобактерий [24]. Компонент 
клеточной стенки C. albicans b-1,3-глюкан повы-
шает устойчивость S. aureus к антибиотикам [25]. 
Однако появляются данные, демонстрирующие, что 

условно-патогенные бактерии при высокой плотно-
сти популяции так же, как индигенные микроорга-
низмы, проявляют антагонизм к грибам [22, 26]. 

Исследованы некоторые молекулярные меха-
низмы межмикробных взаимодействий C. albicans 
с K. pneumoniae и E. faecalis, изолированных от 
ВИЧ-инфицированных пациентов. В целом взятые 
в опыт виды бактерий проявляют антагонизм по от-
ношению к C. albicans, что согласуется с данными 
зарубежных исследователей [13]. 

Установлено, что K. pneumoniae обладают 
эффективным биопотенциалом по регуляции чис-
ленности C. albicans. Мишенью для K. pneumoniae 
является морфологическая трансформация C. albi
cans. Морфогенез грибов в гифальную форму рас-

Влияние экзометаболитов E. faecalis на каталазную активность C. albicans (M ± SD)
The influence of E. faecalis exometabolites on the catalase activity of C. albicans (M ± SD)

№ пары  
симбионтов

Pair of 
symbionts

Исходный уровень каталазы,  
мкмоль/мин ОП, контроль

Initial catalase level,  
µmol/min OD, control

Уровень каталазы после обработки  
экзометаболитами, мкмоль/мин ОП, опыт
Catalase level after exometabolite treatment, 

µmol/min OD, experience

Изменение каталазной 
активности, %

Change in catalase  
activity, %

Уменьшение активности каталазы / Decrease in catalase activity

1 1,09 ± 0,03 0,57 ± 0,02 47,7

2 1,26 ± 0,04 0,53 ± 0,02 57,9

3 0,56 ± 0,05 0,25 ± 0,03 55,4

4 1,42 ± 0,03 0,75 ± 0,02 47,2

5 1,28 ± 0,05 0,65 ± 0,03 49,2

6 0,93 ± 0,05 0,37 ± 0,04 60,2

7 1,07 ± 0,04 0,47 ± 0,02 56,1

8 1,05 ± 0,04 0,65 ± 0,08 38,1

9 0,87 ± 0,05 0,35 ± 0,02 59,8

10 1,41 ± 0,02 0,74 ± 0,03 47,5

11 1,14 ± 0,05 1,09 ± 0,01 4,40

12 1,11 ± 0,05 0,75 ± 0,03 32,4

13 0,90 ± 0,07 0,72 ± 0,02 20,0

14 0,86 ± 0,04 0,43 ± 0,02 50,0

15 0,77 ± 0,03 0,33 ± 0,02 57,1

16 0,87 ± 0,03 0,23 ± 0,02 73,6

17 1,06 ± 0,03 0,26 ± 0,05 75,5

Повышение активности каталазы / Increased catalase activity

18 0,57 ± 0,31 1,17 ± 0,07 105,3

19 0,78 ± 0,08 1,16 ± 0,04 48,7

20 0,74 ± 0,07 1,09 ± 0,03 47,3

21 0,13 ± 0,02 0,57 ± 0,09  338,5

Активность каталазы не изменялась / Catalase activity did not change

22 0,78 ± 0,01 0,78 ± 0,03 0,00

23 1,17 ± 0,05 1,18 ± 0,03 0,00

24 0,98 ± 0,03 0,97 ± 0,03 0,00

25 0,56 ± 0,11 0,45 ± 0,01 0,00

26 0,42 ± 0,02 0,43 ± 0,02 0,00
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сматривают как фактор патогенности микромице-
тов, т.к. у них увеличиваются спектр адгезинов для 
слизистых, скорость распространения в тканях, 
количество фосфолипаз, которые концентрируются 
на концах гифальных элементов [27]. 

Антагонизм по отношению к грибам регистри-
ровали не только со стороны K. pneumoniae, но и 
со стороны E. faecalis. E. faecalis ингибировали ка-
талазу, которая является мощным антиоксидантным 
ферментом у микроорганизмов с аэробным типом 
дыхания [28, 29]. Изменение активности или инги-
бирование ферментов антиоксидантных систем у 
микроорганизмов ведёт к накоплению токсических 
форм кислорода, что отражается на проницаемости 
мембраны, скорости поступления питательных ве-
ществ и в целом на скорости пролиферации микро-
организмов [30, 31]. 

Заключение 
Полученные результаты дополняют данные о 

роли факультативных бактерий в функционирова-
нии кишечного микробиома и демонстрируют их 
регулирующее влияние на C. albicans. В основе 
антагонизма факультативных бактерий по отноше-
нию к C. albicans лежит ингибирование морфологи-
ческой трансформации и продукции каталазы, что 
перспективно для разработки методов предупреж-
дения развития кандидоза, основанных на усилении 
антагонизма не только постоянной, но и факульта-
тивной микробиоты. Результаты экспериментов и 
подходы к изучению бактериально-грибковых взаи-
моотношений имеют значительную научно-практи-
ческую перспективу, т.к. позволяют осуществлять 
моделирование in vitro процесса управления биоло-
гическими свойствами грибов рода Candida с помо-
щью факторов антагонизма кишечной бактериаль-
ной микробиоты. 
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