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Цель. Определить способность к формированию биопленок у изолятов Candida spp., выделенных 
из гемокультуры от больных с опухолями и без опухолей системы крови.
Материалы и методы. Определение способности Candida spp. к формированию биопленок прово
дили в соответствии с методикой, предложенной Pierce C. и Tumbarello M. Изоляты Candida spp., 
имеющие значение оптической плотности от 0,1 и более, оценивали как образующие биопленки. 
Результаты: Всего было исследовано 109 изолятов Candida spp.: C. albicans (n=22), C. parapsilosis 
(n=22), C. tropicalis (n=22), C. krusei (n=21), C. glabrata (n=22). Из них 55 изолятов было выделено 
от больных с опухолями системы крови и 54 – от больных без опухолей системы крови. Формирова
ние биопленок было определено у 54% (n=59) Candida spp. Частота образования биопленок была 
выше среди Candida неalbicans (60%) в сравнении с C. albicans (32%, p=0,02). Изоляты C. tropicalis 
(82%) и C. krusei (81%) достоверно чаще формировали биоплёнки в сравнении с C. parapsilosis 
(50%), C. albicans (32%) и C. glabrata (27%) (p<0,05). Ведущими продуцентами биопленок в обеих 
группах были C. krusei и C. tropicalis. C. parapsilosis, выделенные от больных с опухолями систе
мы крови, достоверно чаще образовывали биопленки, чем в группе сравнения (73% против 27%, 
p=0,03). Минимальная продукция биопленок среди Candida spp, выделенных от больных с опухоля
ми системы крови, выявлена у C. albicans (18%), а в группе сравнения – у C. glabrata (18%).
Выводы: Формирование биопленок было неодинаковым у разных видов Candida и преобладало 
у C. tropicalis и C. krusei. Выявлены различия в частоте образования биопленок у разных видов 
Candida spp, выделенных от больных с опухолями и без опухолей системы крови.
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Objective: To evaluate the biofilm formation by isolates of Candida spp. obtained from blood culture in 
patients with or without hematological malignancies.
Materials and methods: Biofilm formation by Candida spp. was determined by the method of Pierce 
C. and Tumbarello M. Isolates with optical density (OD) >0.1 were considered as biofilmforming.
Results: A total of 109 isolates of Candida spp. (C. albicans [n=22], C. parapsilosis [n=22], C. tropicalis 
[n=22], C. krusei [n=21], C. glabrata [n=22]) obtained from patients with or without hematological 
malignancies (55 and 54 isolates, respectively) were studied. Biofilm formation was determined in 54% 
of Candida spp. isolates (n=59). Biofilm production was observed more often in nonalbicans species 
compared to C. albicans (60% versus 32%, p=0.02). The incidence of biofilm formation was significantly 
higher in isolates of C. tropicalis (82%) and C. krusei (81%) compared to isolates of C. parapsilosis (50%), 
C. albicans (32%), and C. glabrata (27%) (p<0.05). The leading biofilmforming species were C. tropicalis 
and C. krusei in the both patient cohorts. Biofilm production was more frequent in C. parapsilosis isolated 
from patients with hematological malignancies compared to patients without hematological malignancies 
(73% versus 27%, p=0.03). The lowest incidence of biofilm formation was found in C. albicans (18%) 
isolated from patients with hematological malignancies and C. glabrata (18%) isolated from patients 
without hematological malignancies.
Conclusions: Biofilm formation varied among the Candida spp., with the highest incidence in C. tropicalis 
(82%) and C. krusei (81%). There were differences in the biofilm formation incidence among Candida spp. 
isolated from patients with or without hematological malignancies.
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Введение

Кандидемия остается одним из тяжелых инфекци
онных осложнений у больных, находящихся на лечении 
в отделениях гематологии и реанимации [1]. Ведущи
ми возбудителями кандидемии являются C. albicans, 
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei и C. glabrata [2, 3]. 

Разные виды Candida spp. обладают неодинаковой спо
собностью к развитию инфекции, и одним из параме
тров, оказывающих влияние на это, является способ
ность к формированию биопленок [4].

Активное внедрение в практику инвазивных медицин



БОЛЕЗНИ И ВОЗБУДИТЕЛИ

Биоплёнки у изолятов Candida spp., выделенных от гематологических больных

Мальчикова А.О. и соавт.

КМАХ . 2018 . Том 20 . №2

127

ских устройств, таких как сосудистые катетеры, стенты, 
шунты, протезы, эндотрахеальные трубки, привело к 
увеличению выделения из гемокультуры Candida spp., 
образующих биопленки. Так, по результатам ретроспек
тивного исследования, проведенного в многопрофильном 
стационаре г. Рима и включавшего 294 пациента, выде
ление Candida spp. в составе биопленок при кандидемии 
увеличилось с 36% до 67% в период с 2000 г. по 2004 г. 
[5]. Определено, что разные виды Candida spp. имеют 
неодинаковую способность к формированию биопленок. 

Летальность при кандидемии, вызванной Candida 
spp. в составе биоплёнок, достоверно выше в сравне
нии с возбудителями инфекции, неспособными форми
ровать биопленки (51,2% против 31,7%, р=0,004) [6]. 
Более высокая частота летальных исходов при кандиде
мии, вызванной продуцентами биопленок, наблюдалась 
у тяжелой категории больных при лечении азолами и 
составила 76,9% [7].

Целью настоящего исследования было определение 
способности к формированию биопленок среди изоля
тов Candida spp., выделенных из гемокультуры от боль
ных с опухолями и без опухолей системы крови.

Материалы и методы

Материалом для исследования были изоляты 
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei и 
C. glabrata, выделенные из гемокультуры от больных с 
опухолями и без опухолей системы крови. Основная доля 
Candida spp. (80%), выделенных от больных без опухо
лей системы крови, была получена из гемокультуры па
циентов, находящихся в отделениях реанимации. Изоля
ты для исследования были взяты из коллекции Candida 
spp., собранной в ходе многоцентрового проспективного 
исследования. В исследование включали первый изолят 
Candida spp., выделенный из гемокультуры. Идентифика
ция всех изолятов была проведена методом времяпролет
ной массспектрометрии (MALDITOF MS) на анализаторе 
Microflex (Bruker Daltonics, Германия) в автоматическом ре
жиме с использованием программы MALDI Biotyper RTC, 
версия 3.0 (Bruker Daltonics, Германия). Для идентифика
ции полученных изолятов до вида изолированные колонии 
Candida spp. получали на агаризованных средах Сабуро 
с хлорамфениколом (SigmaAldrich, США). Исследуемую 
культуру в двух повторностях наносили на ячейки слайда 
(мишени), после чего немедленно добавляли 1 мкл специ
ального реагента – матрицы (αциано4гидроксикорич
ная кислота и раствор, содержащий 50% ацетонитрила и 
2,5% трифторуксусной кислоты). Исследование изолятов 
перед нанесением матрицы включало в себя дополнитель
ный этап экстракции белков муравьиной кислотой. После 
высушивания слайда с нанесенными образцами при ком
натной температуре его помещали в вакуумную камеру 
MALDITOF массспектрометра, после чего с каждого об
разца снимали до 100 белковых массспектров, при соот
несении которых с компьютерной базой данных выдавал
ся результат идентификации микроорганизма. В качестве 
критерия надежной видовой идентификации использова
ли рекомендуемые значения коэффициента совпадения 
(Score) от 2,0 и выше. До проведения исследования изо

ляты хранили при температуре 70°С в триптиказосоевом 
бульоне с добавлением 20% глицерина.

Определение способности Candida spp. к формиро
ванию биопленок проводили в соответствии с методикой, 
предложенной Pierce C. и Tumbarello M. и соавт. [6, 8]. 
Способность изолятов Candida к формированию биопле
нок определяли количественно, используя соль тетразо
лия – 2,3би(2метокси4нитро5сульфофенил]2Hтет
разолиум5карбоксианилид (XTT, SigmaAldrich, США). 
Для этого изолированные колонии Candida spp. полу
чали на агаризованных средах, содержащих глюкозу и 
дрожжевой пептон (YPD, SigmaAldrich, США). Суточную 
культуру переносили в жидкую среду YPD (20 мл среды в 
колбе Эрленмейера объёмом 150 мл) и инкубировали на 
шейкере (BioSan, Латвия) при 160 об/мин и температуре 
30°С в течение 1216 ч. Далее дрожжевые клетки цен
трифугировали при 3000 g в течение 5 мин, трёхкратно 
отмывали холодным стерильным 0,1 М фосфатным буфе
ром и суспендировали в жидкой среде Сабуро, содержа
щей 8% глюкозы, до количества 3×107 КОЕ/мл (подсчет 
осуществляли в камере Горяева). Суспензию в количе
стве 100 мкл переносили в стерильные 96луночные пло
скодонные планшеты в двух повторностях. В лунки 12го 
ряда суспензию не вносили и использовали как контроль 
фона. После 24 ч инкубации при температуре 37°С план
ктонные клетки удаляли и трёхкратно отмывали лунки 
планшетов стерильным 0,15 М фосфатным буфером.

Раствор ХТТ готовили в 0,01 М фосфатном буфере с 
последующим фильтрованием через фильтр с диаметром 
пор 0,22 мкм. Непосредственно перед исследованием 
к раствору ХТТ добавляли 1 мкМ раствора менадио
на, приготовленного в ацетоне. В лунки с исследуемы
ми изолятами Candida spp. вносили 100 мкл раствора 
«ХТТменадион» и инкубировали при температуре 37°С 
в течение 5 ч в темноте. Учет результатов выполняли 
спектрофотометрически с помощью микропланшетного 
ридера IMark (BioRad, США) при длине волны 490 нм. 
Изоляты Candida spp., имеющие оптическую плотность 
(ОП) ≥0,1, расценивали как формирующие биоплён
ки; <0,1 – не способные к формированию биопленок. 
В качестве положительного контроля использовали 
C. parapsilosis ATCC 22019 в каждом эксперименте [9], 
в качестве отрицательного контроля – C. albicans 2215. 

Для анализа результатов исследования была создана 
база данных. Статистически значимыми считали различия 
при вероятности безошибочного прогноза 95% (p<0,05).

Результаты

Способность к формированию биопленок была 
исследована у 109 изолятов Candida spp., включая 
C. albi cans (n=22), C. parapsilosis (n=22), C. tropicalis 
(n=22), C. glabrata (n=22) и C. krusei (n=21). Изоляты 
были получены из гемокультуры от больных с опухолями 
(n=55) и без опухолей системы крови (n=54) (Таблица 1).

При изучении способности к формированию биопле
нок было выявлено неоднородное распределение ОП 
у изолятов Candida spp. (Рисунок 1). Значения ОП ва
рьировали от 0,001 до 1,403 (медиана – 0,131), у 6% 
изолятов они были ≥1,0, а у одного изолята (C. albicans) 
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соответствовали нулевому значению. Наиболее выра
женный диапазон колебаний ОП от 0,019 до 1,403 с 
медианой 0,771 был определен у C. krusei, из которых 
24% изолятов имели значения ОП ≥1,0. Медиана зна
чений ОП у других видов Candida spp. была ниже и 
составила 0,216 у C. tropicalis, 0,108 – C. parapsilosis, 
0,063 – C. albicans, 0,059 – C. glabrata. Значения ОП 
других видов Candida spp. были от 0,001 до 0,577 и ва
рьировали в меньшей степени, за исключением одного 
изолята C. glabrata, имевшего значение ОП 1,077. 

Формирование биопленок было определено у 54% 
(n=59) исследованных Candida spp. Различия в частоте 
образования биопленок были выявлены между C. albicans 
и Candida не-albicans, а также внутри видов (Таблица 2). 
Изоляты Candida неalbicans достоверно чаще образо
вывали биопленки в сравнении с C. albicans (60% против 
32%, p=0,02). Образование биопленок преобладало сре
ди C. tropicalis (82%, n=18) и C. krusei (81%, n=17) и опре
делялось достоверно чаще в сравнении с C. parapsilosis 
(50%, n=11), C. albicans (32%, n=7) и C. glabrata (27%, 
n=6), p<0,05 (Рисунок 2). Продукция биопленок была ми
нимальной у C. glabrata (27%) и C. albicans (32%).

Далее был проведен анализ образования биопле
нок среди Candida spp., выделенных из гемокультуры 
от больных с опухолями и без опухолей системы крови 
(Таблица 2). Формирование биоплёнок было выявлено 
у 60% Candida spp., выделенных от больных с опухо
лями системы крови, и у 48% Candida spp., получен
ных от больных без опухолей системы крови (p=0,2). 
C. albicans образовывали биопленки реже при выделе

нии их от больных с опухолями системы крови и состави
ли всего 18% против 46% в группе сравнения (p=0,17), 
в то время как среди Candida не-albicans этот показа
тель был сходным (71% и 72%). Формирование биопле
нок было сопоставимо высоким в анализируемых груп
пах для C. tropicalis (82% в обеих группах) и C. krusei 
(91% и 70%), Рисунок 3. Статистически значимые раз
личия в частоте образования биопленок были получены 
для C. parapsilosis. Изоляты C. parapsilosis, выделенные 
от больных с опухолями системы крови, достовер
но чаще были продуцентами биопленок в сравнении с 
C. parapsilosis, полученными от больных без опухолей 
системы крови (73% против 27%, p=0,03).

При анализе частоты формирования биопленок 
внутри анализируемых групп было выявлено, что сре
ди Candida spp., выделенных от больных с опухолями 
системы крови, образование биопленок преобладало у 
изолятов Candida не-albicans в сравнении с C. albicans 
(71% против 18%, p=0,002) и наблюдалось достоверно 
чаще среди изолятов C. krusei (91%) и C. tropicalis (82%) 
в сравнении с C. glabrata (36%) и C. albicans (18%, 
р<0,05), а также у C. parapsilosis (73%) в сравнении с 
C. albicans (18%, р<0,05) (Таблица 2, Рисунок 3). Мини
мальная частота образования биопленок была зафикси
рована у C. albicans (18%). 

При изучении Candida spp., выделенных от больных 
без опухолей системы крови, не было выявлено разли
чий в частоте формирования биопленок у Candida не-
albicans и C. albicans (72% и 46%, р=0,8) (Таблица 2). 
Так же, как и в группе сравнения, образование биопле
нок преобладало среди изолятов C. tropicalis (82%) и 
C. krusei (70%) и наблюдалось достоверно чаще в срав
нении с C. glabrata (18%, р<0,05), а у C. tropicalis (82%) 
в сравнении с C. parapsilosis (27%, р<0,05). Самая низ
кая частота формирования биопленок была определена 
у C. glabrata (18%) и, в отличие от группы сравнения, у 
C. parapsilosis (27%). 

Обсуждение

Способность к формированию биопленок является 
одним из важнейших факторов вирулентности возбуди
телей кандидемии [9, 11]. В нашем исследовании ча
стота образования биопленок у исследуемых изолятов 
Candida spp., выделенных из гемокультуры от больных 
с опухолями и без опухолей системы крови, составила 
54% (n=59). По данным литературы, продукция био
плёнок среди Candida spp. является вариабельной. В 
исследовании, проведенном в Швеции [12], биопленки 
образовывали 58,8% Candida spp. из 393 изолятов, вы
деленных из гемокультуры; в исследовании, проведенном 
в Турции – 20,2% (20 из 99) [13]. При анализе Candida 
spp., выделенных из гемокультуры (n=36) и мазков из 
зева (n=22), этот показатель составил 82,75% [14].

Наше исследование продемонстрировало разли
чия в способности к формированию биопленок среди 
C. albicans и Candida неalbicans. Так, достоверно чаще 
биопленки образовывали изоляты Candida неalbicans 
(60%) в сравнении с C. albicans (32%, p=0,02). Эти раз
личия сохранились при анализе Candida spp., выделен

Таблица 1. Распределение Candida spp., включенных 
в исследование

Изоляты Candida spp., выделенные из гемокультуры  
от больных

Всего, n С опухолями
системы  
крови, n

Без опухолей
системы  
крови, n

C. albicans 22 11 11

C. parapsilosis 22 11 11

C. tropicalis 22 11 11

C. glabrata 22 11 11

C. krusei 21 11 10

Всего 109 55 54

Рисунок 1. Распределение значений ОП изолятов Candida spp., 
выделенных из гемокультуры от больных с опухолями 
и без опухолей системы крови
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ных от больных с опухолями системы крови (71% против 
18%, p=0,002), при этом не было получено различий у 
больных без опухолей системы крови (72% против 46%, 
р=0,8). Другие исследователи также отмечали более вы
сокую частоту формирования биопленок среди Candida 
неalbicans, которая составляла от 54% до 77%, в то 
время как этот показатель среди C. albicans варьировал 
от 26,7% до 30,6% (p<0,05) [6, 15, 16].

Нами были выявлены различия в частоте образова
ния биопленок у разных видов Candida spp. Образо
вание биопленок преобладало у изолятов C. tropicalis 
(82%) и C. krusei (81%) в сравнении с C. parapsilosis 
(50%), C. albicans (32%) и C. glabrata (27%, p<0,05) и 

было минимальным у изолятов C. glabrata (27%). Дру
гими исследователями были получены сходные резуль
таты. Так, в исследование, проведенное в Швеции [12], 
были включены помимо изолятов C. albicans (n=243), 
C. glabrata (n=81), C. parapsilosis (n=33), C. tropicalis 
(n=8) и C. krusei (n=5) и более редкие виды Candida spp. 
(14 изолятов C. dubliniensis, 8 изолятов C. lusitaniae, и 1 
изолят C. pelliculosa), выделенные из гемокультуры. Лиде
рами в продукции биопленок, помимо C. tropicalis (100%) 
и C. krusei (100%), были C. lusitaniae (100%). Формиро
вание биопленок было определено у 95% C. glabrata, 
у 66,7% C. parapsilosis и только у 11% C. albicans. По 
данным другого исследования [17], включавшего 108 
изолятов Candida spp., выделенных из мочи (n=34), ды
хательных путей (n=27), крови (n=22), мазков из половых 
органов (n=16) и других локусов, образование биопленок 
преобладало также среди C. krusei (80,7%) и C. tropicalis 
(72,7%). Биопленки реже выявляли у C. glabrata (62,5%), 
C. albicans (55,1%) и C. parapsilosis (50%). У таких редких 
видов, как C. dubliniensis и C. kefyr, этот показатель со
ставил 66,7% и 57,1% соответственно. 

Наряду с изучением частоты формирования био
плёнок у Candida spp., имеются публикации, в которых 
оцениваются разные категории способности к образо
ванию биопленок. В исследовании Rajendran R. и соавт. 
из Швейцарии [18], включавшем 280 изолятов Candida 
spp., выделенных из гемокультуры, все исследуемые изо
ляты по способности формирования биопленок были раз
делены на 3 категории в зависимости от значений ОП: 
высокая (>0,3), средняя (0,150,3) и низкая (<0,15). Изо
ляты С. tropicalis были отнесены к категории высокой и 
средней способности формирования биопленок (по 50% в 
каждой категории), в то время как все изоляты C. glabrata 
имели низкую способность к формированию биопленок. 
C. albicans в равных долях попали в 3 исследуемые ка
тегории (33%, 34% и 33% соответственно), а среди 
C. parapsilosis 55% изолятов обладали высокой способно
стью к формированию биопленок и 45% – низкой.

В нашей работе не было получено статистически 
значимых различий в частоте образования биоплёнок 
среди всех Candida spp., выделенных от больных с 
опухолями и без опухолей системы крови (60% против 
48%, p=0,2). Ведущими продуцентами биопленок в обе
их группах были C. krusei и C. tropicalis. Различия были 
выявлены у C. parapsilosis, которые достоверно чаще 
образовывали биопленки у больных с опухолями систе
мы крови в сравнении с C. parapsilosis, выделенными от 
больных без опухолей системы крови (73% против 27%, 
p=0,03). В исследовании Girmenia C. и соавт. [19] так
же была показана высокая частота формирования био
пленок среди 29 изолятов C. parapsilosis, выделенных 
из гемокультуры от больных с опухолями системы крови, 
которая составила 93%. В то же время, по данным ли
тературы, изоляты C. parapsilosis, полученные от боль
ных без опухолей системы крови, образуют биопленки 
с частотой от 22,7% до 100% [20, 21]. Можно предпо
ложить, что кроме видовой принадлежности, на способ
ность образования биопленок Candida spp. оказывают 
влияние дополнительные факторы.

При анализе внутри групп была выявлена минималь
ная частота формирования биопленок у разных видов 

Таблица 2. Частота образования биопленок среди C. albicans 
и не-albicans видов Candida, выделенных 
из гемокультуры от больных с опухолями  
и без опухолей системы крови

Изоляты Candida spp., образующие биопленку  
(ОП >0,1) и выделенные от больных
Всего, 
n (%)

С опухолями
системы 
крови, 
n (%)

Без опухолей
системы 
крови, 
n (%)

C. albicans (n=22) 7 (32)* 2 (18)* 5 (46)
Candida не-albicans 
(n=87)

52 (60)* 31 (71)* 21 (72)

Всего (n=109) 59 (54) 33 (60) 26 (48)
 
* p<0,05.

Рисунок 2. Частота образования биопленок у разных видов 
Candida spp.

Рисунок 3. Частота образования биопленок среди изолятов 
Candida spp. (ОП >0,1), выделенных из гемокультуры 
от больных с опухолями и без опухолей системы крови
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Candida spp. Так, наиболее низкий процент образования 
биопленок среди Candida spp., выделенных от больных 
с опухолями системы крови, был определен у C. albicans 
(18%), а в группе сравнения (больные без опухолей систе
мы крови) – у C. glabrata (18%). В литературе представ
лено ограниченное число исследований по изучению спо
собности к формированию биопленок у изолятов Candida 
spp., выделенных у разных категорий больных. Результа
ты исследования, проведенного в Венгрии [15], в которое 
было включено 93 изолята Candida spp. из гемокультуры 
от больных многопрофильного стационара, в том числе 
от больных с опухолями системы крови, показали высо
кую частоту образования биопленок среди C. parapsilosis 
(75%) и C. tropicalis (67%). Минимальная частота форми
рования биопленок наблюдалась у C. albicans (30,6%), 
C. glabrata (29%) и C. krusei (25%). В исследовании, 
проведенном в Италии [21], в которое было включено 
297 изолятов Candida spp., выделенных из гемокультуры 
(n=276) и других стерильных локусов (n=42) от больных, 
находящихся в отделении реанимации, частота образо
вания биопленок среди исследуемых изолятов составила 
30% и была минимальной у C. albicans (34%), C. glabrata 
(26%) и C. parapsilosis (23%). 

Заключение

Частота формирования биопленок среди изолятов 
Candida spp., выделенных из гемокультуры от больных 
с опухолями и без опухолей системы крови, состави
ла 54% и различалась у C. albicans, C. parapsilosis, 
C. tropicalis, C. krusei и C. glabrata. Образование био
пленок преобладало у C. tropicalis (82%) и C. krusei 
(81%). Выявлены различия в частоте образования био
пленок у разных видов Candida spp., выделенных от 
больных с опухолями и без опухолей системы крови. 
Минимальная частота формирования биопленок сре
ди Candida spp., выделенных от больных с опухолями 
системы крови, была выявлена у C. albicans (18%), в 
группе сравнения (больные без опухолей системы кро
ви) – у C. glabrata (18%).
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