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Цель. Изучить in  vitro факторы патогенности (адгезивная активность и биопленкообразование) 
штаммов F. solani, выделенных c кожных покровов пациентов.
Материалы и методы. Отобраны грибы F. solani (n = 86), выделенные с кожных покровов пациен­
тов с диагнозом L30.3 «Инфекционный дерматит», находившихся на амбулаторном лечении. Для 
контроля качества исследования использовали референс­ штамм F.  solani F­819. Взятие матери­
ала проводили с помощью стерильного ватного тампона с очагов поражения размером 5 × 5 см. 
Первичный посев проводили на среду Сабуро (HiMedia, Индия). Определение адгезивных свойств 
выделенных штаммов проводили на ранее разработанной модели из нитроцеллюлозной пленки. 
Формирование биоплёнок грибов проводили по методу Pierce C. и соавт. в 96­луночных плоскодон­
ных полистироловых планшетах. Эффективность биоплёнкообразования штаммов F. solani оцени­
вали по оптической плотности общей биомассы (окрашивание экстрактом кристаллического фиоле­
тового) и экзополисахаридного матрикса (окрашивание экстрактом конго красного).
Результаты. Все изучаемые штаммы F. solani были распределены на две группы: штаммы, выделен­
ные от пациентов с острым течением заболевания (I группа, n = 54), и штаммы, выделенные от па­
циентов с хроническим рецидивирующим течением в стадии ремиссии (II группа, n = 32). Уровень 
адгезии микроконидий штаммов, выделенных от пациентов с хроническим рецидивирующим тече­
нием, оказался значимо выше по сравнению со штаммами, выделенными от пациентов с острым те­
чением заболевания (р = 0,013), и референс­штаммом (р = 0,007). Выраженной способностью к 
формированию биопленок (OD620 > 0,6) обладали 26 (81,2%) штаммов, выделенных от пациентов 
с хроническим рецидивирующим течением заболевания, и 19 (35,2%) штаммов, выделенных от па­
циентов с острым течением. У F. solani, выделенных от пациентов с хроническим рецидивирующим 
течением заболевания, общая биомасса биопленки оказалась существенно выше, чем у штаммов, 
выделенных от пациентов с острым течением, и достигала зрелости уже на 4­й день инкубации. 
Наблюдался рост количества экзополисахаридного матрикса у F. solani, выделенных от пациентов с 
хроническим рецидивирующим течением заболевания, на 5­й день инкубации, что приводило к уве­
личению общей биомассы биопленок.
Выводы. Проведенное исследование показало, что штаммы F.  solani обладают способностью к 
формированию биопленок. Выявлены статистически значимые различия адгезивных свойств и био­
пленкообразования клинических штаммов F. solani, выделенных от пациентов с различной длитель­
ностью заболевания.
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Objective. To study pathogenic factors (adhesion and biofilm formation) in F. solani isolated from skin of 
patients
Materials and methods. A total of 86 strains of F. solani isolated from the skin of patients with a diagnosis 
of L30.3 “Infectious dermatitis” were selected. The reference strain F. solani F­819 was used for quality 
control. Samples were collected using a sterile cotton swab from an area of 5 × 5 cm. The primary 
incubation was at Saburo media (HiMedia, India). Determination of the adhesion of the strains was carried 
out in the previously developed model from a nitrocellulose plate. Biofilms were formed using the method 
by Pierce C. et al. in 96­well flat bottom polystyrene plates. The efficiency of F. solani biofilms was assessed 
by the optical density of the total biomass (staining with Cristal Violet extract) and exopolysaccharide 
matrix (staining with Congo Red extract).
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Results. The studied F. solani strains were divided into two groups: isolates from patients with acute course 
of the disease (group I, n = 54), and isolates from patients with chronic relapsing disease (group II, n = 
32). The adhesion of microconidia of isolates from patients with a chronic form is higher compared to 
isolates from patients with an acute form (p = 0.013) and the reference strain (p = 0.007). 26 (81.2%) 
isolates from patients with chronic form of the disease and 19 (35.2%) isolates from patients with acute 
form had an increased ability to form biofilms. The total biofilm mass was higher in F. solani isolates from 
the patients with chronic disease than that in isolates from the patients with acute course of the disease, 
and already matured on the 4th day of incubation. An increase in number of exopolysaccharide matrix was 
observed in F. solani isolated from patients with chronic disease on the 5th day of incubation, which led 
to increase in total biofilm mass.
Conclusions. This study showed that F. solani can form biofilms. Significant differences in adhesion and 
biofilm formation between clinical strains of F.  solani isolated from patients with various forms of the 
disease were found.

Введение

Одним из основных механизмов жизненного цикла 
многих известных условно­патогенных микроорганиз­
мов, формы их существования в окружающей среде 
и резистентности к ее агрессивным условиям явля­
ется способность к образованию биопленок [1–3]. 
Биопленкообразование  считается важным фактором 
вирулентности, позволяющим микромицетам длитель­
ное время выживать на поверхностях тканей макроор­
ганизма [4, 5]. Как известно, образование биопленок 
представляет собой сложный процесс, первым этапом 
которого является адгезия. Адгезивность является од­
ним из основных факторов, определяющих поведение 
микроорганизмов в биоценозах [5]. Когда микроорга­
низмы переходят от планктонной формы к формиро­
ванию биопленки, процессы их биосинтеза меняются. 
Клетки начинают синтезировать полимеры, защищаю­
щие их и связывающие между собой и с подлежащей 
поверхностью [6]. Такая форма существования предо­
ставляет микромицетам большое преимущество при 
контакте с макроорганизмом. В большинстве исследо­
ваний изучение биопленкообразования у грибов про­
водилось на дрожжевых грибах [7, 8], в то время как 
активность и структура образования биопленки мицели­
альных грибов, в том числе Fusarium spp., до сих пор 
остается мало изученной [9]. 

Большинство представителей мицелиальных грибов 
рода Fusarium известны своими фитопатогенными свой­
ствами [10, 11]. До недавнего времени все штаммы 
Fusarium spp., выделенные в микробиологических по­
севах от пациентов, расценивались как транзиторные 
контаминанты и не относились к потенциальным воз­
будителям инфекций. Однако во всем мире наблюда­
ется тенденция к увеличению случаев обнаружения дан­
ных микромицетов у пациентов с различной нозологией 
и появление регистрируемых клинических случаев по­
верхностных и системных инфекций, вызванных дан­
ными грибами, что требует пересмотра отношения к ним 
[12–15]. Потенциальная патогенность грибов связана 
с наличием и проявлением факторов патогенности, ос­
нованных на физиологических особенностях клетки и ха­
рактере ее взаимодействия с макроорганизмом, которые 

способствуют закреплению гриба в организме и разви­
тию заболевания [5, 16]. Наиболее распространенными 
представителями рода Fusarium, которые встречаются 
у человека, являются видовые комплексы (SC): F. solani 
(FSSC), F. oxysporum (FOSC), F. verticillioides (FVSC) [17, 
18]. В единичных опытах на лабораторных животных вы­
явлено, что F. solani обладает большей вирулентной ак­
тивностью и плохо поддается терапии, в отличии от рас­
пространенных видов F. oxysporum и F. verticillioides [19]. 
К тому же, по данным зарубежных ученых, из 259 опу­
бликованных случав фузариоза различной локализации 
181 случай (70%) приходился на кожу и ее придатки [18].

Цель исследования – изучить in vitro факторы пато­
генности (адгезивная активность и биопленкообразова­
ние) штаммов F. solani, выделенных c кожных покровов 
пациентов.

Материалы и методы

Для исследования были отобраны штаммы F.  solani 
(n = 86), выделенные с кожных покровов пациентов с 
диагнозом L30.3 «Инфекционный дерматит», находив­
шихся на амбулаторном лечении и обратившихся в ла­
бораторию микологии ФБУН «Казанский НИИ эпидеми­
ологии и микробиологии» Роспотребнадзора в период 
с 2016 по 2020 г. Для контроля качества исследова­
ния использовали референс­штамм F. solani F­819, полу­
чен ный из Всероссийской коллекции микроорганизмов 
(ВКМ).

Выделение и идентификация культуры грибов
Взятие материала проводили с помощью стерильного 

ватного тампона с очагов поражения размером 5 × 5 см. 
Первичный посев проводили на среду Сабуро (HiMedia, 
Индия) в две чашки Петри, с добавлением в одну из ча­
шек 50 ЕД/мл ципрофлоксацина для подавления со­
путствующей бактериальной микрофлоры. Выделенные 
штаммы идентифицировали по основным микроско­
пическим и биохимическим критериям, учитывая мор­
фологические особенности видов, а также выявление 
таксономической принадлежности с помощью молеку­

https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000528#R3
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лярно­генетической идентификации с использованием 
рибосомальных генов (18S рРНК) с применением прай­
меров 5,8SR (5’­TCGATGAAGAACGCAGCG­3’) и ITS4R 
(5’­ CCTCCGCTTATTGATATGC­3’) [20]. Для контроля 
качества исследования использовали референс­штамм 
F. solani F­819, полученный из Всероссийской коллекции 
микроорганизмов (ВКМ).

Определение адгезивной активности
Для приготовления инокулюма из микроконидий ис­

пользовали чистые 5­суточные культуры мицелиаль­
ных грибов, выросших на плотной питательной среде 
Сабуро при 30°C. Готовую конидиальную суспензию со­
бирали в стерильную пробирку с изотоническим рас­
твором. Плотность инокулюма доводили по стандарту 
мутности до 0,5 по МакФарланду (измерение денсито­
метром согласно данным изготовителя стандартов мут­
ности bioMerieux). Инокулюм использовали в течение 
15 мин. после приготовления. Чистота грибковых штам­
мов контролировалась перед каждым экспериментом. 
Определение адгезивных свойств выделенных штаммов 
проводили на ранее разработанной модели из нитро­
целлюлозной пленки [21]. Пленку площадью 7 см2 инку­
бировали при температуре 30°С с 3 мл суспензии спор 
гриба в 0,1М фосфатном буфере в течение 1 суток. 
Определение уровня адгезии проводили по разнице на­
чальной и конечной оптической плотности суспензии кле­
ток при длине волны 540 нм, а также прямым подсчетом 
клеток в суспензии с помощью микроскопа Микмед­6.

Формирование биопленок
Формирование биоплёнок грибов проводили по ме­

тоду Pierce C. и соавт. [22] в 96­луночных плоскодонных 
полистироловых планшетах (SPL Life Sciences, Корея). 
Готовую конидиальную суспензию собирали в стериль­
ные пробирки с 5­дневных культур на агаровых чаш­
ках со средой Сабуро путем заливки поверхности ча­
шек 5 мл фосфатного буфера с добавлением 0,025% 
Твин­20 и последующим мягким покачиванием. Затем 
культуры ресуспендировали в RPMI с конечной плот­
ностью 1,0 × 106 клеток/мл, что соответствует 0,5 по 
МакФарланду. Затем в каждую лунку микропланшета 
добавляли по 150 мкл суспензии и инкубировали при 
30°С. 

Определение оптической плотности биопленок
Эффективность биоплёнкообразования штаммов 

F. solani оценивали по оптической плотности общей био­
массы, окрашенной экстрактом кристаллического фио­
летового (CV). Культуры грибов инкубировали 20 мин. 
с добавлением 125 мкл 1% экстракта CV. Оптическую 
плотность элюатов СV/этанол определяли при длине 
волны 540 нм.

Для количественной оценки экзополисахаридного 
матрикса оценивали динамику изменения количества 
свободного красителя в лунках микропланшета при свя­
зывании матрикса с экстрактом конго красного (CR). 
Для этого смешивали 1000 мкл LB и 50 мкл экстракта 
CR до конечной концентрации 40 мкг/мл. Далее инку­

бировали 90 мин. при 37°С, после чего центрифугиро­
вали 20 мин. при 13000 об/мин. Надосадочную жид­
кость вносили в лунки планшета с культурами грибов.

Фотометрическое определение оптической плот­
ности в динамике проводили на микропланшетном ри­
дере Tecaninfinite 200 Pro (Швейцария) при длине волны 
620 нм для экстракта CV и 490 нм для экстракта CR. 
Средние значения по результатам четырехкратных из­
мерений вносили в базу данных эксперимента.

Статистическая обработка данных
Материалы исследования были подвергнуты стати­

стической обработке с использованием методов параме­
трического и непараметрического анализа. Накопление 
и корректировку полученных результатов осущест­
вляли в электронных таблицах Microsoft Office Excel 
2016. Статистический анализ проводили с использова­
нием программы STATISTICA 13.3 (StatSoft Inc., США). 
Количественные данные, имеющие показатели, близкие 
к нормальному распределению, представлены в виде 
среднего арифметического (M) и стандартного откло­
нения (SD), для оценки статистической значимости ис­
пользовался t­критерий Стьюдента; при распределении, 
отличном от нормального, применялись непараметриче­
ские методы – критерий Манна – Уитни. Различия счита­
лись статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты

Характеристика изученных штаммов
В зависимости от длительности течения заболевания 

все штаммы F. solani были распределены на 2 группы:
– I группа – штаммы, выделенные от пациентов c 

острым течением заболевания (< 1 года) (n = 54)
– II группа – штаммы, выделенные от пациентов с 

хроническим рецидивирующим течением (> 1 года) в 
стадии ремиссии (n = 32)

Рисунок 1. Сравнительная характеристика длительности 
заболевания и интенсивности обсемененности F. solani

  I группа – штаммы, выделенные от пациентов c острым 
течением заболевания (< 1 года);  
II группа – штаммы, выделенные от пациентов 
с хроническим рецидивирующим течением (> 1 года) 
в стадии ремиссии.
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При сравнении длительности течения заболевания 
от интенсивности обсемененности F.  solani кожных по­
кровов пациентов были установлены статистически зна­
чимые различия (p = 0,004). Интенсивность обсеме­
ненности F. solani у пациентов с хроническим течением 
заболевания была существенно выше, чем у пациентов 
с острым течением (М = 4,4 и 2,8 lg КОЕ/мл соответ­
ственно) (Рисунок 1).

Оценка адгезивной активности
Наибольший уровень адгезии за 6 ч. инкубации от­

мечался у штамма, выделенного с кожного покрова па­
циента с хроническим рецидивирующим течением за­
болевания, и составил 155,1 ± 5,96. При попарном 
сравнении групп было установлено, что уровень адге­
зии микроконидий штаммов, выделенных от пациентов с 
хроническим рецидивирующим течением, значимо выше 
по сравнению со штаммами, выделенными от пациен­
тов с острым течением заболевания (р = 0,013), и ре­
ференс­штаммом (р = 0,007). Между микромицетами, 
выделенными от пациентов с острым течением заболе­
вания, и референс­штаммом статистически значимые 
различия не выявлены (р = 0,153) (Таблица 1).

На основании анализа полученных данных выявлено, 
что микроконидии штаммов, выделенных у пациентов 
с хроническим рецидивирующим течением, отличались 
длиной главной гифы и скоростью образования перего­
родок. Клетки микроконидий штаммов, выделенных от 
пациентов с острым течением, выглядели малоактив­
ными. Первое появление ростовых трубок у штаммов, 
выделенных от пациентов с хроническим рецидивирую­
щим течением, отмечено в первые 12 ч., а полное про­
растание спор завершилось на вторые сутки опыта 
(Рисунок 2А), тогда как у штаммов, выделенных от паци­
ентов с острым течением, первые ростковые трубки по­
явились только через 24 ч. (Рисунок 2В).

Оценка биопленкообразующей активности
Диапазон значений оптической плотности биопле­

нок, окрашенных экстрактом CV, у F.  solani  варьиро­
вал от 0,272 до 1,280 ед. В ходе исследования отме­
чено, что выраженной способностью к формированию 
биопленок (OD620 > 0,6) обладали 26 (81,2%) штаммов, 
выделенных от пациентов с хроническим рецидивирую­

щим течением заболевания, и 19 (35,2%) штаммов, вы­
деленных от пациентов с острым течением, среди ко­
торых 7 штаммов имели высокий уровень обсеменения 
(> 4 lg КОЕ/мл). На 5­й день культивирования среднее 
значение оптической плотности биопленок штаммов, 
выделенных от пациентов с хроническим рецидивиру­
ющим течением, составило 1,193 ± 0,098, что стати­
стически значимо выше, чем у штаммов, выделенных от 
пациентов с острым течением (OD620 = 0,58 ± 0,084) 
(р = 0,001). Референс­штамм F. solani F­819 не образо­
вал структурно сформированную биопленку.

В начальные сроки исследования микромицеты штам­
мов, выделенных от пациентов с хроническим рецидиви­
рующим течением заболевания, интенсивно образовы­
вали биомассу и достигли зрелости на 4­й день инкубации. 
Максимальные значения были обнаружены на 5­е сутки 
культивирования (OD620 = 1,193 ± 0,098) (Рисунок 3А), 
после чего на 7­е сутки значения оптической плотно­
сти экстракта CV снизились (OD620 = 1,114 ± 0,106) и 
стабилизировались к 9­м суткам. У штаммов, выделен­
ных от пациентов с острой формой заболевания, про­
цесс образования биомассы биопленки протекал рав­
номерно, максимальные значения оптической плотности 

Рисунок 2. Микроконидии штаммов, выделенных от пациентов 
с хроническим рецидивирующим течением [А], 
и штаммов, выделенных от пациентов с острым 
течением [В], через 24 ч. культивирования 
на 12­луночном полистироловом планшете

  Стрелками указаны ростовые трубки. 
Инвертированный микроскоп. Увеличение ×630.

Таблица 1. Адгезивная активность грибов F. solani, выделенных 
от пациентов с разным течением заболевания

Группа штаммов N Адгезивная  
активность, M ± SD p

Выделенные от пациен­
тов с острым течением 
заболевания (I группа)

54 101,7 ± 4,79 0,002*
Р1–2 = 0,013*
Р1–3 = 0,153
Р2–3 = 0,007*

Выделенные от пациен­
тов с хроническим  
рецидивирующим  
течением заболевания  
(II группа)

32 145,1 ± 5,96

Референс­штамм 1 97,1 ± 2,31
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экстракта CV были обнаружены на 7­й день инкубации 
(OD620 = 0,691 ± 0,102), после чего биопленки стаби­
лизировались.

Значения поглощения экстракта CR на 5­й день 
культивирования у штаммов, выделенных от пациен­
тов с хроническим рецидивирующим течением заболе­
вания, оказались статистически значимо выше, чем у 
штаммов, выделенных от пациентов с острым течением 
(р = 0,002) (Рисунок 3В). В динамике максимальные зна­
чения поглощения (расщепления) красителя по сравне­
нию с контролем были обнаружены у штаммов, выде­
ленных от пациентов с хроническим рецидивирующим 
течением заболевания, на 5­й день культивирования 

(OD490 = ­0,301 ± 0,056), после чего произошла стаби­
лизация биопленки и наблюдались незначительные из­
менения оптической плотности экстракта. Для штаммов, 
выделенных от пациентов с острым течением заболева­
ния, было характерно равномерное производство био­
массы в течение всего периода исследования (от 1 до 
9 дней).

Обсуждение

Важным этапом закрепления микроорганизмов на 
определенных субстратах и в организме человека яв­
ляется адгезия [23]. Адгезию микроорганизмов можно 
рассматривать как начальный этап колонизации различ­
ных биотопов организма, который предшествует форми­
рованию биопленок [23, 24]. Для изучения адгезивной 
активности штаммов Fusarium следует использовать ми­
кроконидии, несмотря на то что по морфологии они ме­
нее дифференцированы, чем макроконидии, но играют 
ведущую роль в распространении культуры и заселе­
нии субстрата [16]. Выявлено, что у штаммов, выде­
ленных от пациентов с хроническим рецидивирующим 
течением заболевания, адгезивная активность была су­
щественно выше, микроконидии отличались размерами 
и скоростью образования ростовых трубок. Высокая ад­
гезивная активность штаммов, выделенных от пациен­
тов с хроническим рецидивирующим течением заболе­
вания, свидетельствует о способности данных грибов к 
быстрой колонизации ткани макроорганизма, что может 
быть одной из причин высокой степени обсемененности 
у пациентов данной группы.

Известно, что рост отдельных планктонных кле­
ток микромицет in vitro на богатой питательными веще­
ствами среде существенно отличается от способа су­
ществования в организме человека [2]. Планктонные 
формы микроорганизмов встречаются, как правило, 
транзиторно и в небольшом количестве, тогда как в со­
вокупности микробы способны преимущественно об­
разовывать биопленки [3, 5]. В проведенном нами ис­
следовании в качестве суммарного показателя объема 
биопленки оценивали биомассу биопленки, определен­
ную колориметрическим способом. Так, у F. solani, вы­
деленных от пациентов с хроническим рецидивирующим 
течением заболевания, общая биомасса биопленки ока­
залась существенно выше, чем у штаммов, выделенных 
от пациентов с острым течением, и достигала зрелости 
уже на 4­й день инкубации. В ходе длительной инкуба­
ции формирование биопленки сопровождалось образо­
ванием экзополисахаридного матрикса. Считается, что 
экзополисахариды составляют значительную часть ма­
трикса, способную увеличивать слои биопленки за счет 
прикрепления к себе клеток, ранее находившихся в 
планктонном состоянии [6, 8]. Так, в ходе исследова­
ния наблюдался рост количества экзополисахаридного 
матрикса у штаммов F. solani, выделенных от пациентов 
с хроническим рецидивирующим течением заболевания, 
на 5­й день инкубации, что приводило к увеличению 
общей биомассы биопленок. Значительное увеличение 
биомассы, плотности и скорости формирования биопле­

Рисунок 3. Динамика образования биопленок штаммов F. solani, 
выделенных от пациентов с острым (I группа) 
и хроническим рецидивирующим (II группа) течением 
заболевания 

  А – для оценки биомассы биопленок культуры грибов 
инкубировали с добавлением водного раствора 1% 
кристаллического фиолетового (CV). Оптическую 
плотность элюатов СV/этанол определяли при длине 
волны 540 нм.

  В – для оценки количества экзополисахаридного 
матрикса культуры грибов инкубировали с раствором 
конго красного (CR). Оптическую плотность 
определяли при длине волны 490 нм.  
ODконтроль = 0,8 ± 0,032. Эксперимент проводился 
в трех повторениях.
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нок имеет большое значение, поскольку быстрое со­
зревание биоплёнок в сочетании с высокой плотностью 
клеток, погруженных в матрицу, может способствовать 
выживанию микромицет и длительному сохранению ин­
фекции [7, 24]. Стоит отметить, что 81,2% штаммов, де­
монстрирующих активную способность к формированию 
биопленок, были выделены от пациентов с длительным 
течением инфекции. Таким образом, можно предполо­
жить, что биопленки являются одним из патогенетиче­
ских факторов формирования хронических инфекцион­
ных процессов.

Заключение

Проведенное исследование показало, что штаммы 
F. solani обладают способностью к формированию био­
пленок. Выявлены статистически значимые различия ад­
гезивных свойств и биопленкообразования клинических 
штаммов F.  solani, выделенных от пациентов с различ­
ной длительностью заболевания. Полученные данные 
подтверждают, что вирулентная активность штаммов 
грибов может отягощать течение инфекционного про­
цесса за счет их способности к колонизации макроор­
ганизма. 

Внешнее  финансирование:  исследование  поддер-
жано  Российским  научным  фондом  (грант  №  20-64-
47014).
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