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Аннотация
Введение. Энтерококки, являющиеся представителями нормобиоты кишечника, играют важную роль в 
обеспечении колонизационной резистентности слизистых оболочек, продуцируя антимикробные соедине-
ния, и поэтому широко используются в качестве основы пробиотических препаратов. В последнее деся-
тилетие серьёзной клинической проблемой стали инфекции, вызванные грибами рода Candida. В связи с 
этим актуальной является оценка пробиотических характеристик штамма Enterococcus faecium 18 и из у-
чение его противогрибковой активности.
Цель работы — исследовать влияние штамма E. faecium 18 на рост и зрелую биоплёнку грибов рода 
Candida, а также охарактеризовать его агрегационную и коагрегационную способности.
Материалы и методы. Влияние на рост грибов определяли по динамике оптической плотности бульон-
ных культур, воздействие супернатанта энтерококка на сформированные биоплёнки исследовали в сте-
рильных полистироловых 96-луночных планшетах. Пробиотический потенциал E. faecium 18 оценивали 
по его способности к аутоагрегации и коагрегационному взаимодействию с 20 штаммами грибов рода 
Candida разных видов: C. albicans, C. krusei, C. kefir, C. glabrata. Для получения изображений использовали 
метод сканирующей электронной микроскопии. 
Результаты. Показано ингибирующее действие супернатанта E. faecium 18 на рост грибов рода Candida 
всех исследуемых видов, а также их зрелые биоплёнки. Уровень ингибирования роста сформированных 
биоплёнок у non-albicans видов составил 58,6–72,9%; у C. albicans — 51,4%. Показатели аутоагрегации 
E. faecium 18 составили 57,6% через 2 ч инкубации и 60,4% через 5 ч. Штамм E. faecium 18 демонстриро-
вал разные уровни коагрегации с исследованными видами грибов рода Candida, при этом индекс показа-
теля через 5 ч культивирования оказался выше у видов non-albicans, максимальным значением характе-
ризовался вид C. glabrata (85,6%). 
Заключение. Полученные экспериментальные данные позволяют рассматривать изученный штамм в ка-
честве основы пробиотика, оказывающего антикандидозное действие.
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Abstract 
Introduction. Enterococcus spp. which are representatives of the intestinal normal microbiota, play an important 
role in ensuring colonization resistance of mucous membranes, producing antimicrobial compounds, and 
therefore are widely used as the basis of probiotic drugs. In the last decade, infections caused by Candida fungi 
have become a serious clinical problem. In this regard, it is relevant to evaluate the probiotic characteristics of the 
E. faecium strain 18 and study its antifungal activity.
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The aim is to investigate the effect of the E. faecium strain 18 on the growth and mature biofilm of Candida spp., 
as well as to characterize its agregation and coagregation abilities.
Materials and methods. The effect on fungal growth was determined by the dynamics of the optical density of 
broth cultures; the effect of enterococcus supernatant on formed biofilms was studied in sterile polystyrene 96-well 
plates. The probiotic potential of E. faecium strain 18 was assessed by its ability to autoagregate and coagregate 
interaction with 20 strains of Candida of different species — C. albicans, C. krusei, C. kefir, C. glabrata. The 
scanning electron microscopy was used to obtain images. 
Results. The inhibitory effect of the supernatant of E. faecium strain 18 has been shown to affect the growth of 
Candida of all studied species, as well as their mature biofilms. The level of inhibition of the growth of formed 
biofilms in non-albicans species was 58.6–72.9% and  51.4% for C. albicans. The autoagregation rates of 
E. faecium strain 18 were 57.6% after 2 hours of incubation and 60.4% after 5 hours. E. faecium strain 18  
demonstrated different levels of coagregation with the studied species of Candida, with the index values 
observed after 5 hours of cultivation being higher in non-albicans species, and the maximum value recorded 
for C. glabrata (85.6%).
Conclusion. The experimental data obtained allow us to consider the studied strain as the basis for a probiotic 
that has an anti-candidiasis effect.
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Введение
В последнее десятилетие инфекции, вызван-

ные грибами рода Candida, стали серьёзной клини-
ческой проблемой [1]. Рост числа грибковых инфек-
ций требует разработки новых противогрибковых 
средств. Весьма перспективным является исполь-
зование пробиотических микроорганизмов и/или 
продуцируемых ими соединений для контроля рас-
пространения патогенных видов рода Candida [2]. 
Клинические наблюдения показывают, что пробио-
тические препараты могут уменьшить колониза-
цию Candida spp. на поверхности слизистых обо-
лочек человека, облегчить признаки и симптомы 
грибковой инфекции и усилить противогрибковый 
эффект традиционной терапии [3].

Опубликован ряд исследований, в которых 
пробиотики рассматриваются не только как возмож-
ное средство лечения больных кандидозом [4], но  
и как препараты для борьбы с биоплёнками Candida 
spp. [5].

Энтерококки, являющиеся представителями 
нормобиоты кишечника, играют важную роль в 
обеспечении колонизационной резистентности сли-
зистых оболочек, характеризуются наличием спек-
тра антимикробных субстанций, в частности, про-
дуцируют энтероцины — антимикробные пептиды, 
обладающие активностью против патогенов [6], и 
поэтому широко используются в качестве основы 
пробиотических препаратов [7]. 

Поиск и отбор штаммов энтерококков, облада-
ющих антифунгальной активностью, ведутся среди 
представителей этого рода ещё и потому, что услов-
но-патогенные дрожжи Candida spp. часто выделя-
ются совместно с бактериями рода Enterococcus из 
различных биотопов и очагов инфекции в организ-
ме человека, что свидетельствует об их межклеточ-
ном взаимодействии [8, 9]. 

Ранее нами изучено влияние разных штаммов 
E. faecium, выделенных из кишечника человека, на 
способность грибов рода Candida снижать образо-
вание биоплёнок и отобран штамм E. faecium 18 с 
максимальной активностью [10], который может 
быть использован в качестве основы пробиотика, 
оказывающего антикандидозное действие.

Цель данной работы — исследовать влияние 
штамма E. faecium 18 на рост и зрелую биоплёнку 
грибов рода Candida, а также его агрегационную и 
коагрегационную способности, являющиеся важ-
ными свойствами перспективных пробиотических 
штаммов [11].

Материалы и методы
Для проведения исследований использова-

ли штамм E. faecium 18 из коллекции кафедры 
микробиологии и заразных болезней Оренбург-
ского государственного аграрного университета, 
который депонирован в Государственной коллек-
ции микроорганизмов нормальной микрофлоры  
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Московского научно-исследовательского института 
эпидемио логии и микробиологии им. Г.Н. Габри-
чевского под коллекционным номером 1252. Энте-
рококк выращивали в Schaedler-бульоне («Conda») 
в течение 24 ч при 37ºС. Бактериальные клетки 
удаляли центрифугированием при ускорении 9000g 
под охлаждением до 4ºC в течение 15 мин. Полу-
ченный супернатант фильтровали через 0,22-мкм 
фильтр («Millipore Nihon») и сразу использовали 
в экспериментах. Антикандидозную активность  
E. faecium 18 исследовали на 4 видах дрожжеподоб-
ных грибов рода Candida, полученных из кишечни-
ка условно здоровых людей (C. albicans, C. krusei, 
C. kefir, C. glabrata), всего 20 штаммов (коллекция 
лаборатории персистенции и симбиоза Института 
клеточного и внутриклеточного симбиоза). Культу-
ры грибов выращивали аэробно на среде Сабуро с 
декстрозой («Hi Media») при 35ºC в течение 24 ч. 

Для определения антикандидозной активно-
сти использовали метод микротитрования в пи-
тательной среде на стерильных полистироловых 
96-луночных планшетах («Sigma-Aldrich Chemie») 
согласно S. Wang и соавт. [12] с изменениями. В 
лунки стерильного микропланшета вносили 100 
мкл бульона Сабуро, содержащего 2 × 105 КОЕ/
лунку Candida и 100 мкл супернатанта энтерококка.  
Каждую пробу испытывали параллельно в 4 лунках. 
В качестве положительного контроля использовали 
суспензию клеток грибов на питательной среде без 
супернатанта, в качестве отрицательного контро-
ля — Schaedler-бульон. После аэробной инкубации 
при 37ºC в течение 24 ч рост грибов определяли 
по оптической плотности (ОП) при длине волны 
492 нм с использованием полуавтоматического 
планшетного спектрофотометра «Stat Fax 2100» 
(«Awareness Technology»).

При изучении влияния супернатанта энте-
рококка на грибную сформированную биоплёнку 
культуры Candida культивировали в течение 48 ч 
при 37ºC, после удаления взвеси и отмывания лу-
нок добавляли супернатант E. faecium 18 в объёме 
100 мкл. Планшеты помещали в термостат при 37ºС 
на 24 ч, затем замеряли ОП на полуавтоматическом 
планшетном спектрофотометре «Stat Fax 2100» 
(«Awareness Technology»). Контролем служили 
штаммы грибов рода Candida, не подвергавшиеся 
влиянию супернатанта энтерококка. Эксперимент 
проводили в 3 повторах с интервалом 24 ч.

Способность штамма E. faecium 18 к аутоагре-
гации оценивали в соответствии с методом K.M.O. 
dos Santos и соавт. [13] с небольшими изменения-
ми. Культуру энтерококка, полученную в Schaedler- 
бульоне после 24-часовой инкубации при 37ºC, со-
бирали центрифугированием при 9000g в течение 
10 мин при 4ºC. Клетки дважды промывали в фи-
зиологическом растворе, обогащённом фосфатом 
(PBS; pH 7,2 перед стерилизацией), и суспендиро-

вали в PBS при начальной ОП, измеренной при дли-
не волны 630 нм. Затем бактериальную суспензию 
(2 мл) перемешивали в течение 10 мин с помощью 
«SPINIX Vortex» («Parsons») и инкубировали при 
37ºC в течение 5 ч без перемешивания. Для замера 
ОП образца в начале инкубации и через 2 и 5 ч куль-
тивирования использовали 1 мл верхнего слоя для 
измерения при 630 нм. Определяли аутоагрегацию 
(АА) по формуле: 

AA = [(OП начальная −  
                   время ОП/ОП начальное] × 100%. (1)

Коагрегационный анализ взвесей энтерокок-
ков с дрожжеподобными грибами проводили по 
модифицированному методу K.M.O. dos Santos и 
соавт. [13]. 

Культуры энтерококков выращивали в 3 мл 
Schaedler-бульона, а грибов рода Candida — в 3 мл 
бульона Сабуро при 37ºС в течение 24 ч, после чего 
культуры центрифугировали 10 мин в центрифуге 
«Microspin 12» («Biosan») с охлаждением (4ºC) при 
ускорении 9000g и промывали в PBS (pH 7,2 перед 
стерилизацией), данные манипуляции повторяли 
дважды, затем суспендировали взвеси в PBS.

На следующем этапе равные объёмы (по 
750 мкл) взвеси культуры E. faecium 18 и взвеси 
тест-штаммов грибов рода Candida spp. попарно 
смешивали встряхиванием в течение 10 с и заме-
ряли ОП каждой взвеси при длине волны 630 нм 
(начальное значение OП — 0 ч). Пробирки инкуби-
ровали при 37ºС без перемешивания в течение 5 ч, 
замеряя OП через 2 и 5 ч инкубации в 1 мл верхнего 
слоя проб при длине волны 630 нм (время OП). 

Коагрегацию (А) рассчитывали по формуле:
A = [(начальная OП −  

                   время ОП/начальная ОП] × 100%. (2)
Подготовку образцов для сканирующей элек-

тронной микроскопии (СЭМ) проводили следу-
ющим образом: взвеси культуры энтерококка и 
взвеси культуры энтерококка с тест-штаммами гри-
бов в физиологическом растворе в концентрации 
109 КОЕ/мл трижды отмывали 0,1 М фосфатно- 
буферным раствором Соренсена («ЛидерМед 
Групп») и добавляли 400 мкл 2,5% глутарового 
альдегида к последнему осадку. Образцы инкуби-
ровали в течение 24 ч при 4ºС и вновь отмывали  
0,1 М фосфатно-буферным раствором, обезвожива-
ли водно-этанольными растворами с возрастающи-
ми концентрациями (20, 40, 60, 80 и 90% и 2 цикла 
100%) и наносили на покровные стекла. Время ин-
кубации в каждом растворе составляло15 мин при 
комнатной температуре. Покровные стекла с образ-
цами высушивали в критической точке «Quorum 
K850 Critical Point Dryer» («Quorum Technologies 
Ltd.»), прикрепляли двусторонним скотчем к столи-
ку СЭМ и напыляли золотом с помощью установки 
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ионно-плазменного напыления «Quorum Q150R S 
plus» («Quorum Technologies Ltd.»). СЭМ проводили 
на сканирующем электронном микроскопе «Tescan 
Mira 3» («Tescan Brno») Центра коллективного 
пользования образовательного Центра выявления и 
поддержки одарённых детей «Гагарин» (Оренбург). 

Полученные данные статистически обработа-
ны с помощью критерия Стьюдента в программе 
«Statistica 6.0» («StatSoft, Inc.»). Результаты пред-
ставлены в виде средних значений и ошибок сред-
них (М ± m), полученных не менее чем в 3 независи-
мых экспериментах. Значимыми считали различия 
при p < 0,05.

Результаты 
Установлено ингибирующее действие суперна-

танта E. faecium 18 на рост грибов рода Candida всех 

исследуемых видов. В положительном контроле 
уровень ОП суточной бульонной культуры грибов 
у C. albicans составлял 0,73 ± 0,02; у C. glabrata — 
0,41 ± 0,01; у C. kefir — 0,32 ± 0,01; у C. krusei —  
0,69 ± 0,02, а при добавлении супернатанта сни-
жался до 0,37 ± 0,01; 0,25 ± 0,01; 0,15 ± 0,01;  
0,35 ± 0,02 КОЕ/мл соответственно (рис. 1, а). 

Наиболее высокий уровень ингибиции отме-
чен для C. kefir — в 2,1 раза. Несколько ниже бы-
ла степень ингибирования C. albicans и C. krusei, 
у которых уровень роста снижался в 2 раза, а у 
C. glabrata — в 1,6 раза.

В следующей серии экспериментов изучали 
влияние супернатанта E. faecium 18 на сформиро-
ванные грибами рода Candida биоплёнки. В контро-
ле среднее значение коэффициента биоплёнкообра-
зования (КБО) у C. albicans составляло 3,50 ± 0,01 
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Рис. 1. Влияние супернатанта E. faecium 18 на рост (а) и сформированные биоплёнки (б) грибов рода Candida. 
*p < 0,05; **p < 0,001. 

Fig. 1. The effect of the supernatant of  E. faecium strain 18 on the growth (a) and formed biofilms (b) of fungi of the genus 
Candida.  

*p < 0.05; **p < 0.001.



76 77JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(1) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-569

ORIGINAL RESEARCHES

усл. ед., C. glabrata — 3,70 ± 0,02 усл. ед., C. kefir — 
2,90 ± 0,02 усл. ед., C. krusei — 2,80 ± 0,02 усл. ед.

Установлена способность супернатанта энте-
рококка разрушать зрелые биоплёнки изученных 
видов грибов (рис. 1, б). Так, он достоверно ингиби-
ровал рост сформированных биоплёнок C. albicans 
на 51,4% (КБО 1,70 ± 0,01 усл. ед.; p < 0,05), 
C. glabrata — на 72,9% (КБО 1,00 ± 0,01 усл. ед.;  
p < 0,05), C. kefir — на 58,6% (КБО 1,20 ± 0,01 усл. ед.; 
p < 0,05), C. krusei — на 62,5% (1,05 ± 0,01 усл. ед.; 
p < 0,05). 

Таким образом, проведённые исследования 
свидетельствуют о том, что супернатант E. faecium 18  

способен не только ингибировать рост штаммов 
разных видов грибов рода Candida, но и разрушать 
сформированные ими биоплёнки.

Далее нами изучены агрегационная и коагрега-
ционная способности культуры E. faecium 18, явля-
ющиеся важными свойствами перспективных про-
биотических штаммов. Показано, что значения ауто - 
агрегации E. faecium 18 увеличивались в зависимо-
сти от продолжительности инкубационного периода: 
от 57,6% (2 ч) до 60,4% (5 ч). Результаты аутоагре-
гации энтерококка проиллюстрированы на рис. 2.

Вместе с тем штамм E. faecium 18 проявлял 
различные уровни коагрегации у 4 исследованных 
видов грибов (таблица). Индекс коагрегации уве-
личивался с ростом инкубационного периода. По-
сле 5-часовой инкубации самый высокий уровень 
коагрегации наблюдался с изолятами C. glabrata 
(85,6%), далее следовали C. krusei (55,9%), C. kefir 
(45,9%), C. albicans (37,2%). Результаты коагрега-
ции E. faecium со штаммами C. albicans представ-
лены на рис. 3.

Обсуждение
Проведённые исследования показали, что су-

пернатант E. faecium 18 обладает выраженной анти-

Рис. 2. Аутоагрегация E. faecium 18.
Fig. 2. Аutoagregation of E. faecium strain 18.

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Коагрегация E. faecium 18 с C. albicans.

Fig. 3. Coaggregation of E. faecium strain 18 with C. albicans.

Коагрегация E. faecium 18 с Candida spp.
E. faecium strain18 coagregation with Candida spp. 

 Candida spp.
Индекс коагрегации с E. faecium 18, %

Coagregation index with E. faecium 18, %

2 ч | 2 h 5 ч | 5 h

C. albicans 29,7 ± 0,04 37,2 ± 0,03

C. glabrata 56,2 ± 0,07 85,6 ± 0,05

C. kefir 22,7 ± 0,03 45,9 ± 0,03

C. krusei 26,8 ± 0,04 55,9 ± 0,04
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микробной активностью в отношении грибов рода 
Candida и способностью разрушать сформирован-
ную биоплёнку исследованных видов грибов.

Полученные данные представляют интерес для 
клинической практики, т. к. известна способность 
грибов функционировать в составе многоклеточ-
ных сообществ (биоплёнок) [14, 15], которые пре-
пятствуют проникновению лекарственных средств, 
что повышает устойчивость микроорганизмов к 
антимикотикам [16, 17], а также являются одной из 
основных стратегий выживания этих микроорга-
низмов в организме человека [18].

Поэтому в настоящее время важной задачей 
является поиск средств борьбы с биоплёнками гри-
бов рода Candida; в частности, пробиотических ми-
кроорганизмов, способных разрушать биоплёнки 
грибов и/или ингибировать их рост [19]. 

Проведённые нами исследования иллюстри-
руют in vitro эффект бесклеточного супернатанта 
энтерококка, который обладает чётко выраженным 
ингибирующим действием на сформированную 
биоплёнку грибов рода Сandida. Полученные ре-
зультаты не противоречат исследованиям ряда авто-
ров, изучавших антибиоплёночную активность мо-
лочнокислых бактерий на изолятах Candida spp. [20].  
Несмотря на то что основным механизмом ингиби-
рования образования биоплёнки Candida spp. яв-
ляется конкуренция за адгезию, M. Kıvanç и соавт. 
пришли к выводу о том, что вещества, содержащие-
ся в бесклеточных фильтратах молочнокислых бак-
терий, также важны [21]. Так, в ряде работ показан 
ингибирующий эффект молочнокислых микроор-
ганизмов в отношении биоплёнкообразующей спо-
собности патогенов, что, по мнению авторов, явля-
ется результатом выработки органических кислот, 
включая молочную [22, 23].

Принимая во внимание тот факт, что, по ре-
зультатам полногеномного секвенирования, вклю-
чённый в исследование штамм энтерококка не 
способен к продукции бактериоцинов [24], можно 
предположить, что разрушение зрелых биоплёнок 
Сandida spp. не связано с продукцией энтероцинов. 
Последнее предположение находит подтверждение 
в работе X. Pang и соавт. (2022), которые доказали, 
что бактериоцины могут эффективно ингибировать 
образование биоплёнок дозозависимым образом, 
но им трудно разрушить предварительно сформи-
рованные биоплёнки [25]. 

Эффективность пробиотика во многом зави-
сит от адгезивной способности пробиотического 
штамма и отсутствия конкурентных отношений с 
индигенной микрофлорой. Аутоагрегация является 
первым этапом в процессе адгезии, позволяя бакте-
риям формировать барьер против колонизации па-
тогенов [26]. Взаимосвязь между образованием био-
плёнки и агрегацией у непатогенных штаммов энте-
рококков впервые показана K. Veljovic и соавт. [27].

Высокая аутоагрегация и способность при-
липать к эпителиальным клеткам и поверхностям 
слизистых оболочек является важным свойством 
многих штаммов бактерий, используемых в ка-
честве пробиотиков [28, 29]. В нашем исследова-
нии штамм энтерококка показал высокий уровень 
ауто агрегации уже через 2 ч, что свидетельствует о 
его конкурентных, исключающих патоген, свойст-
вах. Сильная агрегация пробиотического штамма 
способствует достижению им достаточной массы 
для формирования биоплёнок и усилению его спо-
собности к коагрегации с потенциальным патоге-
ном. В результате коагрегативных взаимодействий 
пробиотические штаммы микроорганизмов ока-
зывают антагонистическое действие против пато-
генов [30].

Проведёнными нами исследованиями показа-
на способность штамма энтерококка к коагрегации 
с разными видами грибов рода Candida, при этом 
индекс показателя через 5 ч культивирования ока-
зался выше с non-albicans-видами, а максимальное 
значение достигнуто с C. glabrata. 

Заключение
Полученные экспериментальные данные сви-

детельствуют о том, что противокандидозный эф-
фект E. faecium 18 включает различные механизмы, 
что в совокупности отражает сложность взаимо-
действия между грибами рода Candida и E. faecium, 
расширяя представления о механизмах межмикроб-
ного взаимодействия и открывая перспективы даль-
нейшего изучения энтерококка в качестве основы 
пробиотика, оказывающего антикандидозное дей-
ствие. Чтобы использовать этот штамм в пробиоти-
ческих препаратах, необходимо провести его даль-
нейшие испытания на животных моделях и оценить 
лечебный потенциал.
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