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Цель. Изучение особенностей влияния энтерококков, выделенных из разных биото-

пов тела человека при патологии и отличающихся по наличию генетических детерминант 

вирулентности, на персистентные свойства Candida albicans.  

Материалы и методы. В исследовании использовали 64 штамма C. albicans и 17 

штаммов энтерококков, выделенных из кишечника людей при обследовании на дисбиоз, и 

репродуктивного тракта женщин при гинекологической патологии. Идентификацию гри-

бов рода Candida осуществляли общепринятыми методами, бактерий рода Enterococcus – 

с помощью мультиплексной ПЦР. Антилизоцимную активность C. albicans определяли по 

О.В. Бухарину с соавт. (1999), образование биопленок – по G.A. O’Toole et al. (2000). Ге-

ны, кодирующие синтез факторов вирулентности бактерий рода Enterococcus (gelE, cylM, 

cylB, cylA, esp, hyl, asa), выявляли с помощью ПЦР. Взаимодействие C. albicans и бакте-

риями рода Enterococcus исследовали при совместном культивировании в бульоне. Стати-

стическую обработку результатов проводили с использованием t-критерия Стьюдента.  

Результаты. Генетические детерминанты вирулентности выявлены только у пред-

ставителей вида Enterococcus faecalis. Установлены особенности межмикробного взаимо-

действия вирулентных и авирулентных штаммов Enterococcus spp. с грибами C. albicans: 

выявлено преимущественное подавление персистентных характеристик Candida spp. под 

воздействием E. faecium и повышение – при сокультивировании с E. faecalis.  

Заключение. Полученные данные о подавлении факторов персистенции C. albicans  

авирулентными штаммами E. faecium открывают перспективу для их дальнейшего изуче-

ния в качестве основы антимикотического биопрепарата.  

 Ключевые слова: C. albicans, E. faecalis, E. faecium, факторы персистенции, ПЦР, 

гены вирулентности, межмикробные взаимодействия. 
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Objective. The objective was to study the effect of Enterococci, which were isolated from 

human microbiotas at different body sites in pathological conditions and were featured with ge-

netic virulence determinants, on the persistent properties of Candida albicans.  
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Materials and Methods. In carrying out the research, 64 strains of C. albicans and 17 

strains of Enterococcus genus were isolated from human gastrointestinal (GI) tract examined for 

dysbiosis and from reproductive tracts of women experiencing pathological conditions. Identifi-

cation of Candida albicans was carried out using standard methods; and bacteria of Enterococ-

cus genus were detected by multiplex-PCR analysis. Anti-lysozyme activity of C. albicans was 

assessed using the method by O.V. Bukharin et al (1999), and biofilm formation was assayed 

following the method by G.A. O’Toole et al. (2000). Genes encoding the synthesis of virulence 

factors of Enterococcus bacteria (gelE, cylM, cylB, cylA, esp, hyl, asa) were revealed using PCR 

detection. Bacterial-fungal interactions between C. albicans and Enterococcus spp. were studied 

during co-isolation in common broth. Statistically, the results were treated using t-Student's test.  

Results. Virulence determinants have been detected in Enterococcus faecalis only. Char-

acteristic features have been established for the intermicrobial interactions of virulent and 

avirulent isolates of Enterococcus spp. with C. albicans: it has been established that the persis-

tent characteristics of Candida spp. exhibit prevalent inhibition under the effect of E. faecium 

and show an increase when co-isolated with E. faecalis.  

Conclusion. The data obtained on the inhibition of C. albicans persistence factors by 

avirulent strains of E. faecium open up a prospect of further studying the strain as a basis for 

antimycotic bio-based agents.  

Key words: C. albicans, E. faecalis, E. faecium, persistence factors, PCR, virulence 

genes, intermicrobial interactions. 

 

Введение 

Энтерококки, входящие в состав нормальной микрофлоры тела человека, 

играют важную роль в обеспечении колонизационной резистентности слизи-

стых оболочек. В то же время они являются представителями условно-

патогенных бактерий, способных вызывать аутоинфекцию [1]. В последние 

годы изучение бактерий рода Enterococcus как биологических объектов и 

оценка их роли в физиологии и патологии человека чаще всего рассматрива-

ются сквозь призму участия энтерококков в возникновении инфекционных 

заболеваний, количество которых постоянно увеличивается [2, 3]. Охаракте-

ризован вирулентный потенциал энтерококков, выделенных из клинического 

материала и кишечника, на фено- и генотипическом уровне [4, 5].  

Вместе с тем, присутствуя в микробиоценозе, бактерии рода Enterococ-

cus взаимодействуют с другими условно-патогенными микроорганизмами, в 

том числе с грибами рода Candida, что может оказать существенное влияние 

как на колонизацию слизистой, так и на течение инфекционного процесса [6]. 

Не случайно пристальное внимание исследователей в последнее время на-

правлено на изучение взаимодействия симбионтов в микросимбиоценозе при 

инфекции [7].  

В связи с этим целью работы явилось изучение особенностей влияния 

энтерококков, выделенных из разных биотопов тела человека при патологии 
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и отличающихся по наличию генетических детерминант вирулентности, на 

персистентные свойства C. albicans.  

Материалы и методы 

Материалом для исследования явились культуры Candida albicans 

(n=64), изолированные из фекалий пациентов с дисбиозом кишечника I-III 

степени и из репродуктивного тракта женщин, страдающих кольпитом и 

сальпингоофоритом. Выделение и идентификацию грибов рода Candida про-

водили по общепринятым методикам [8]. У выделенных штаммов грибов оп-

ределяли антилизоцимную активность (АЛА) по методике О.В. Бухарина [9], 

образование биопленок (ОБ) по методике G. O'Toole et al. [10]. 

Параллельно, путем посева исследуемого материала на желчно-

эскулиновый агар с азидом натрия («Hi Media», Индия) из кишечника и ре-

продуктивного тракта были выделены энтерококки (10 и 7 штаммов, соответ-

ственно), которые  идентифицировали до вида с помощью мультиплексной 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) по наличию видовых генов [11]. Гены, 

кодирующие факторы вирулентности энтерококков: цитолизины - cylA, cylB, 

cylM, желатиназу – gelE, гиалуронидазу – hyl, поверхностные белки, участ-

вующие в адгезии и инвазии – esp, asa, определяли с помощью ПЦР.  

Для постановки  ПЦР бактериальные лизаты получали с помощью реа-

гента «ДНК-экспресс» («Литех», Россия). Детерминанты  вирулентности эн-

терококков  обнаруживали  с помощью известных праймеров, представлен-

ных в таблице [12-14]. Синтез праймеров осуществлен компанией «Синтол» 

(Москва).  

Амплификацию проводили с 1 мкл лизата в термоциклере «Терцик» 

(ДНК технология, Россия) по следующему протоколу: 1 цикл – 92ºC 3 мин; 5 

циклов - 92ºC по 5 с, 59ºC по 5 с, 72ºC по 5 с; 25 циклов – 1 мин при 92ºC, 1 

мин при 59ºC, 1 мин при 72ºC; последний цикл включал 20 с при 92ºC, 1 мин 

- 59ºC и элонгацию в течение 10 мин при 72ºC. Для обнаружения генов, ко-

дирующих синтез hyl, asa и esp, проводили мультиплексную ПЦР с 1 мкл ли-

зата в термоциклере «Терцик» по следующему протоколу: 1 цикл – 95ºC 15 

мин; 30 циклов денатурации при 94ºC по 1 мин, отжиг при 56ºC по 1 мин и 

элонгация при 72 ºC по 1 мин; последний цикл включал элонгацию в течение 

10 мин при 72ºC.   
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Таблица.  Праймеры, использованные для обнаружения детерминант 

вирулентности энтерококков [12-14] 

Ген Праймеры Последовательность 5’-3’ 

Размер 

продукта 

реакции, 

п.н. 

hyl 
hyl1 ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 

276 
hyl2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 

asa 
asa1 GCACGCTATTACGAACTATGA 

375 
asa2 TAAGAAAGAACATCACCACGA 

esp 
esp1 AGATTTCATCTTTGATTCTTA-G 

510 
esp2 AATTGATTCTTTAGCATCTGG 

gelE 
te9 ACCCCGTATCATTGGTTT 

419 
te10 ACGCATTGCTTTTCCATC 

cylM 
te13 CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 

742 
te14 TGAGTTGGTCTGATTACATTT 

cylB 
te15 ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 

843 
te16 AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 

cylA 
te17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517 

 te18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 

Продукты амплификации генов анализировали путем электрофорети-

ческого разделения в горизонтальном 1% или 2% агарозном геле, содержа-

щем бромистый этидий. Результаты визуализировали в ультрафиолетовом 

свете. В качестве маркеров использовали GeneRuler 1 kbp DNA Ladder и 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Литва). Положительное заключе-

ние о наличии гена делали при обнаружении в дорожке специфической све-

тящейся полосы определенной массы, которую устанавливали по линейке 

молекулярных масс (рис. 1).  

Взаимодействие грибов и бактерий исследовали при совместном культиви-

ровании в бульоне Шедлера («Hi Media», Индия) [15]. Для этого по 0,05 мл 

взвеси суточных агаровых культур C. albicans и  Enterococcus sp. (мутность 2 по 

шкале Мак Фарланда) вносили в 5,0 мл жидкой культуральной среды, инкуби-

ровали при 37
0
С

 
в течение 24 часов, затем высевали грибы в объеме 0,01 мл на 

среду Сабуро, вновь инкубировали при 37
0
С 24 ч и определяли у выросших C. 

albicans АЛА и ОБ. Контролем служили чистые культуры C. albicans.   

Статистическую обработку данных осуществляли с использованием па-

раметрических методов. Достоверность различий оценивали по t-критерию 

Стъюдента  [16]. 
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Рис.1. Результат мультиплексной ПЦР по выявлению генов hyl, esp и asa у 

вагинальных изолятов E. faecalis. 
            Примечание: дорожка 1  маркер молекулярного веса (GeneRuler 100 bp DNA Lad-

der (Fermentas, Литва)); дорожка 2 – отрицательный контроль; штаммы 1, 2, 3, 4 – 

специфический продукт реакции (510 bp), соответствующий гену esp; штаммы 1, 2, 

3 – специфический продукт реакции (375 bp), соответствующий гену asa. 

 

Результаты и обсуждение 

Выделенные энтерококки были идентифицированы с помощью муль-

типлексной ПЦР по наличию видовых генов, кодирующих синтез суперок-

сиддисмутазы: 12 штаммов (70,5%) были отнесены к виду Enterococcus 

faecalis, 5 (29,5%) – к виду Enterococcus faecium. Все штаммы E. faecium и 5 

штаммов E. faecalis были выделены из кишечника, 7 штаммов E. faecalis – из 

репродуктивного тракта.  

Детерминанты вирулентности с помощью ПЦР были обнаружены толь-

ко у изолятов вида E. faecalis (рис. 2).  

Комплекс генов, кодирующих синтез цитолизина (cylA, cylB, cylM), 

обнаружен у всех штаммов E. faecalis, выделенных из кишечника, причем 

60% штаммов содержали ген cylM, обеспечивающий посттрансляционную 

модификацию, а гены cylA (отвечающий за активацию цитолизина) и cylB 

(необходимый для транспорта цитолизина), выявлены у 80% штаммов. Ни у 

одного из изученных энтерококков, изолированных из репродуктивного трак-

та женщин, не обнаружен ген сylA, а комплекс остальных генов сyl-оперона 

встречался у 86% штаммов. У всех штаммов, выделенных из обоих биотопов, 

отсутствовал ген, ответственный за продукцию гиалуронидазы (hyl).  
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   Рис. 2. Распространенность генетических детерминант вирулентности  

               изученных штаммов Enterococcus faecalis. 

 

Ген, кодирующий белки клеточной стенки, ответственные за уклонение 

от иммунных механизмов макроорганизма (esp), содержали 80% штаммов, 

выделенных из кишечника, и 86% культур, изолированных из репродуктив-

ного тракта. Установлено, что ген asa, отвечающий за синтез поверхностного 

белка-адгезина, и ген gelE, обусловливающий протеолитическую активность, 

содержали 60% штаммов E. faecalis, выделенных из кишечника, и 57% и 86% 

изолятов, выделенных из репродуктивного тракта, соответственно.  

На следующем этапе работы изучено влияние бактерий рода Enterococcus 

на способность C. albicans инактивировать лизоцим. Установлено, что штаммы 

E. faecium снижали антилизоцимную активность у фекальных изолятов C. 

albicans с 0,7±0,02 мкг/мл*ОП до 0,5±0,01 мкг/мл*ОП, (p<0,01), а штаммы E. 

faecalis стимулировали способность к инактивации лизоцима как у фекальных 

(с 0,7±0,02 мкг/мл*ОП до 0,8±0,02 мкг/мл*ОП), так и у вагинальных изолятов 

C. albicans (с 0,5±0,02 мкг/мл*ОП до 0,6±0,03 мкг/мл*ОП) (p<0,01). 

При изучении влияния бактерий рода Enterococcus на способность                 

C. albicans образовывать биоплёнки установлено, что E. faecalis стимулиро-

вали способность к ОБ как у фекальных (с 1,5±0,07 до 1,7±0,05), так и у ваги-

нальных изолятов C. albicans (с 1,2±0,04 до 1,5±0,08), тогда как E. faecium – 

снижали способность к ОБ с 1,5±0,07 до 1,1±0,01 (p<0,01).  

Кишечник Репродуктивный тракт 

% 
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Таким образом, при изучении межмикробных взаимодействий энтеро-

кокков и C. albicans, выделенных из кишечника и репродуктивного тракта 

при дисбиозе и инфекционно-воспалительных заболеваниях, установлено 

преимущественное подавление факторов персистенции C. albicans под дей-

ствием E. faecium и повышение персистентного потенциала C. albicans под 

действием E. faecalis.   

Заключение 

Определение генов, контролирующих синтез известных факторов ви-

рулентности, у клинических изолятов E. faecаlis и E. faecium имеет важное 

значение для дифференциации симбиотических и патогенных штаммов энте-

рококков [17]. В отличие от E. faecаlis, среди выделенных нами культур E. 

faecium не обнаружено ни одного штамма, обладающего генами патогенно-

сти. Полученные результаты подтверждают существующее мнение о том, что 

бактерии вида E. faecalis характеризуются большей вирулентностью [18, 19].  

Генетические детерминанты вирулентности у E. faecаlis, выделенных 

как из кишечника, так и репродуктивного тракта,  выявляли с различной час-

тотой. В частности, для  E. faecаlis, выделенных из репродуктивного тракта, 

характерна широкая распространенность генов, кодирующих протеолитиче-

ские ферменты и белки, способствующие уклонению от иммунной системы, 

и генов cylB, cylM в комплексе (выявлены у 86% штаммов). В то же время 

штаммы, содержащие ген, отвечающий за синтез поверхностного белка-

адгезина, с большей частотой выделялись из кишечника, поскольку адгезины 

им жизненно необходимы для нормальной колонизации желудочно-

кишечного тракта [20]. Кроме того штаммы, выделенные из кишечника, ха-

рактеризовались наличием генов cyl-оперона, в отличие от культур, выде-

ленных из репродуктивного тракта.   

Проведённые исследования по межмикробным взаимодействиям энте-

рококков, отличающихся по наличию генетических детерминант вирулент-

ности, с C. albicans показали, что E. faecium способны подавлять биопленко-

образование и антилизоцимную активность грибов C. albicans, тогда как E. 

faecаlis, выделенные из обоих изученных биотопов, напротив – повышать их 

персистентные свойства.  

Полученные данные подтверждают выявленный ранее феномен оппо-

зитного (усиление/подавление) влияния микроорганизмов на биологические 

свойства пары микросимбионтов в условиях микросимбиоценоза [21] и могут 
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быть важны для понимания  патогенетических особенностей формирования 

эндогенных инфекций и дисбиозов различных биотопов организма человека.  

Представленные материалы открывают перспективу для дальнейшего 

изучения штаммов E. faecium, не обладающих детерминантами вирулентно-

сти и эффективно подавляющих персистентный потенциал культур C. 

albicans, выделенных при патологии [22, 23], в качестве основы антимикоти-

ческого биопрепарата.  
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