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Резюме. Введение. Несмотря на существенную значимость дрожжей в биотехнологии, биоинженерии и медици-
не, число детально изученных грибов не превышает нескольких десятков. Для оценки роли дрожжевых микро-
мицетов в типе их взаимодействия с человеком необходимо всестороннее изучение их факторов патогенности 
и физиологических особенностей. Галотолерантность, будучи физиологической особенностью микроорганиз-
мов, может рассматриваться как потенциальный фактор вирулентности, способствующий выживанию микро-
бов в организме хозяина, где они противостоят осмотическому стрессу внутри фагосом и в воспалительной среде 
пораженных тканей. Она также способствует устойчивости к противогрибковым препаратам. Цель работы — 
исследовать и количественно сравнить галотолерантность наиболее распространенных дрожжевых микроми-
цетов, ассоциированных с кишечником человека. Материалы и методы. Исследовали 78 штаммов шести видов 
дрожжей: Candida albicans, Pichia kudriavzevii, Geotrichum candidum, Trichosporon asahii, Trichosporon ovoides, Rhodotorula 
mucilaginosa. Их рост оценивали в бульоне Сабуро с концентрацией NaCl от 0,5 до 20% при двух температурах (25 
и 35°C). Оптическую плотность измеряли через 96 часов. Для анализа зависимости роста от концентрации соли 
при помощи языка программирования Python была создана математическая модель полиномиальной регрессии 
второй степени. Результаты. Выявлены значительные видоспецифические различия в галотолерантности. Все 
виды показали снижение скорости роста с увеличением концентрации соли и нелинейный характер ингиби-
рования при высоких концентрациях NaCl. Наименьшую устойчивость показали G. candidum и P. kudriavzevii. 
C. albicans и R. mucilaginosa продемонстрировали среднюю толерантность. Наибольшей галотолерантностью об-
ладали виды рода Trichosporon. Для большинства видов отмечался синергизм осмотического и температурно-
го стресса. Выводы. Показано, что галотолерантность широко варьирует среди кишечных дрожжей. Высокая 
устойчивость к осмотическому стрессу, выявленная у Trichosporon spp. и C. albicans, позволяет рассматривать ее 
как важный фактор вирулентности, способствующий персистенции в организме хозяина и, возможно, обеспе-
чивающий перекрестную устойчивость к антимикотикам.

Ключевые слова: галотолерантность, осмотический стресс, аскомицетные дрожжи, базидиомицетные дрожжи, 
полиномиальная регрессия, микобиота кишечника.
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Abstract. Despite the  substantial significance of  yeasts in  biotechnology and medicine, the  number of  well-described 
fungal species remains limited, with their ecological and pathogenic roles still being uncovered. Halotolerance, a  key 
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aspect of osmotolerance, is considered a potential virulence factor that promotes microbial survival in the environment 
and within the host, particularly by resisting phagocytic oxidative and ionic stress. This study aimed to investigate and 
quantitatively compare the halotolerance of the most common gut-associated yeasts. There were analyzed 78 clinical strains 
of six species: Candida albicans, Pichia kudriavzevii, Geotrichum candidum, Trichosporon asahii, Trichosporon ovoides, and 
Rhodotorula mucilaginosa. Strains were cultivated in Sabouraud broth with NaCl concentrations ranging from 0.5% to 20% 
at two temperatures, 25°C and 35°C. Growth was measured spectrophotometrically at 450 nm after 96 hours of incubation. 
A second-degree polynomial regression model, implemented using Python programming language, was applied to analyze 
the non-linear growth response to salinity and to identify precise inflection points, indicating critical tolerance thresholds 
where growth inhibition dynamics shifted. The  results revealed significant species-specific differences. G.  candidum 
and P. kudriavzevii were the least tolerant (inflection points ~6.2% and ~8.5% NaCl at 25°C, respectively). C. albicans 
and R.  mucilaginosa exhibited moderate tolerance, while Trichosporon spp. demonstrated exceptional halotolerance, 
maintaining growth potential at concentrations exceeding 15% NaCl. A notable synergistic effect of combined osmotic 
and temperature stress was observed for most species, with reduced tolerance at physiological temperature. These findings 
indicate that pronounced halotolerance may serve as an important virulence factor for opportunistic pathogens, likely 
enhancing their persistence in the host environment and potentially contributing to cross-resistance mechanisms against 
antifungal agents through shared adaptive responses to cellular stress.

Keywords: halotolerance, osmotic stress, ascomycetous yeasts, basidiomycetous yeasts, polynomial regression, gut mycobiota.

Введение

Одной из  первых попыток оценки видо-
вого разнообразия грибов была предпринята 
в 1991 г. Д.Л. Хоксвортом [13]. На основе мето-
дики стабильных соотношении таксонов хоро-
шо изученных групп организмов, автором было 
выведено соотношение грибов и  сосудистых 
растений как 6 к 1, вследствие чего было пред-
положено существование 1,6 млн видов грибов. 
Появление нового молекулярно-биологичес
кого инструментария и  новых методик расче-
та видового разнообразия привело к  тому, что 
в  статье 2017  г. тот же автор предполагает на-
личие 2,2–3,8 млн видов грибов [14]. Тем не ме-
нее, по данным https://www.speciesfungorum.org, 
на момент написания нашей работы обнаруже-
но 20 3916 видов, из которых описано менее 10%.

Из  всего количества существующих грибов 
подавляющее большинство составляют микро-
мицеты, причем соотношение дрожжей и мице-
лиальных грибов смещено в сторону последних. 
Количество официально описанных дрожжей 
составляет 1500–2000 видов [8], хотя их истинное 
разнообразие может быть на порядок больше [3].

Дрожжи не  являются таксономической 
единицей, а  представляют собой морфо-эко-
логическую группу одноклеточных микроми-
цетов из  разных таксонов (в  основном отделов 
Ascomycota и Basidiomycota). Простота культиви-
рования и  значимость этих микроорганизмов 
в  биотехнологии, биоинженерии и  медицине 
обусловили то, что данная группа микромице-
тов изучена лучше, чем мицелиальные грибы. 
В  то же время из  всего количества описанных 
дрожжей к  хорошо изученным можно отнести 
не  более 30–50 видов, из  которых 20–30 видов 
относятся к  модельным организмам для про-
мышленности и  науки  [2, 19, 22] и  около 10–
15  видов (при этом на  5–6 из  них приходится 

абсолютное большинство случаев) имеют пер-
востепенное медицинское значение [18, 23, 26].

Несмотря на  то что микобиом человека су-
щественно меньше и  менее разнообразен, чем 
бактериом  [20], все больше работ показывают 
значимость микромицетов в  норме и  патоло-
гии человека [6, 30]. Широкое распространение 
масс-спектрометрической идентификации ми-
кроорганизмов в  диагностике инфекционных 
заболеваний привело к  расширению спектра 
выявляемых дрожжевых микромицетов, роль 
которых зачастую не совсем понятна клини-
цистам. Для оценки роли недостаточно изучен-
ных грибов необходима всесторонняя харак-
теристика их физиологических особенностей 
и возможных факторов патогенности. Помимо 
изучения «классических» факторов патогенно-
сти, таких как ферменты агрессии и  инвазии, 
адгезины, способность к продукции токсинов, 
большое значение в  инфекционном процес-
се могут иметь физиологические особенности 
микроорганизмов, способствующие возникно-
вению инфекционного заболевания.

Галотолерантность как частный случай осмо-
толерантности можно рассматривать как фактор, 
способствующий выживанию микроорганизмов 
во  внешней среде, и  как фактор персистенции 
микроорганизма в организме хозяина.

Если в окружающей среде галотолерантность 
способствует реализации стратегии патогенно-
сти «сиди и жди» (Sit-and-Wait) [9, 10, 12], то ее ос-
новная роль в организме хозяина связана со спо-
собностью микробов противостоять оксидатив-
ному стрессу. Это объясняется тем, что побоч-
ным продуктом генерации супероксид-аниона 
посредством НАДФН-оксидазного комплекса 
является резкое повышение осмотического дав-
ления внутри фагосомы, обусловленного накоп
лением катионов (K+, Na+). В результате патоген 
подвергается не только оксидативному, но и ос-
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мотическому (ионному) стрессу  [24]. Благодаря 
этому галотолерантные виды обладают большей 
устойчивостью к фагоцитозу.

Галотолерантность или устойчивость к  ос-
мотическому стрессу тесно связана с  устойчи-
востью к антимикробным препаратам у грибов 
и  бактерий. Данная связь не  является прямой 
и  опосредована несколькими ключевыми ме-
ханизмами, а  именно: использование одних 
эффлюксных систем для вывода избытка ионов 
и  антимикробных препаратов  [4], увеличение 
прочности клеточной стенки, что приводит 
к  физическому затруднению проникновения 
антимикотиков. Более того, адаптация к  од-
ному виду стресса зачастую наделяет клетку 
устойчивостью к  другим типам стресса, по-
скольку сигнальные пути ответа на  стресс ко-
ординируют экспрессию сотен генов, обеспе-
чивающих защиту клетки [25] в том числе и от 
противогрибковых препаратов.

В  данной работе мы исследовали галотоле-
рантность (как частный случай осмотической 
толерантности) наиболее часто встречающихся 
дрожжевых микромицетов кишечника челове-
ка: Candida albicans, Pichia kudriavzevii, Geotrichum 
candidum, Trichosporon asahii, Trichosporon ovoides, 
Rhodotorula mucilaginosa.

Материалы и методы

В  данном исследовании были проанализи-
рованы базидиомицетные дрожжи: Trichosporon 
asahii (3 штамма), Trichosporon ovoides (3 штамма) 
Rhodotorula mucilaginosa (26 штаммов); и аскоми-
цетные дрожжи: Geotrichum candidum (24 штам-
ма), Candida albicans (12 штаммов), Pichia kudriav­
zevii (10 штаммов). Исследуемые штаммы были 
получены при анализе кала пациентов амбула-
торного отделения многопрофильного меди-
цинского центра.

Для  выделения дрожжевых микромицетов 
патологический материал засевали на  сре-
ду Сабуро (Оболенск, Россия) с  2% глюкозы 
и  0,4  г/л хлорамфениколом и  инкубировали 
в течение 72 ч при температуре 35°С с последую
щей инкубацией при 25°С в течение недели.

Идентификацию дрожжей проводили на ос-
новании их культуральных, морфологических 
и  биохимических свойств. Подтверждение ви-
довой принадлежности выделенных микро-
организмов проводили при помощи масс-
спектрометрии на  приборе «Microflex» («Bruker 
Daltonik GmbH & Co. KG», Германия) с помощью 
программного обеспечения «MALDI Biotyper».

Для оценки галотолерантности микромице-
ты после 24 ч (C. albicans, P. kudriavzevii) или 48 ч 
(R. mucilaginosa, Trichosporon spp., G. candidum) ин-
кубации в бульоне Сабуро при помощи физио-
логического раствора на  денситометре «Densi-

La-Meter II» (Erba Group, EU) доводили до опти-
ческой плотности, равной 1,0 МакФарланда для 
R.  mucilaginosa, C.  albicans, P.  kudriavzevii, 1,5  — 
для G. candidum и 2,5 — для T. asahii и T. ovoides. 
Полученная плотность соответствовала 
107 КОЕ/мл, что было установлено при помощи 
камеры Горяева.

Для  приготовления сред с  различной кон-
центрацией хлорида натрия в  бульон Сабуро 
(концентрация NaCl в бульоне — 0.5%) вносили 
расчетное количество 30% раствора NaCl для 
получения сред с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10% соли. 
Для  минимизации разбавления питательных 
сред для получения 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20% концентрации расчетное количество 30% 
раствора NaCl вносили в предварительно приго-
товленный бульон Сабуро с 10% или 15% NaCl. 
В качестве положительного контроля использо-
вался рост на стандартном бульоне Сабуро, в ка-
честве отрицательного контроля — незасеянные 
лунки с бульоном Сабуро.

Для  оценки способности дрожжей к  росту 
при различных концентрациях хлорида натрия 
в лунки полистирольных 96-луночных плоско-
донных планшетов с  190  мкл бульона Сабуро 
(с  различной концентрацией NaCl) вносили 
10 мкл каждого штамма исследуемых микроор-
ганизмов. Засеянные планшеты инкубировали 
при двух температурных режимах (25°С, 35°С) 
в аэробных условиях. Каждый штамм дрожжей 
исследовался в трех повторностях. Оптическую 
плотность измеряли при помощи 8-каналь-
ного микропланшетного фотометра «Реал  Р» 
(Вектор-Бест-Балтика, Россия) при длине вол-
ны 450 нм сразу после посева микроорганизмов, 
через 24, 48, 72 и 96 ч инкубации.

Оценка роста микроорганизмов при различ-
ных концентрациях хлорида натрия проводи-
лась по  разнице оптической плотности после 
96 ч инкубации и сразу после посева исследуе-
мых микромицетов ΔOD (96 ч–0 ч).

Для  исключения влияния на  оптическую 
плотность микробной суспензии таких факто-
ров, как погибшие клетки, продукты аутолиза, 
мы выборочно проводили оценку жизнеспособ-
ности культуры в  лунках с  высокими концен-
трациями NaCl при помощи их высева на плот-
ную среду Сабуро, а также при помощи окраски 
трипановым синим [27], в которой 15 мкл 0,4% 
красителя смешивали с 15 мкл культуры иссле-
дуемых дрожжей и после 2 мин экспозиции про-
водили микроскопию в гемоцитометре (камера 
Горяева). Жизнеспособные клетки не  окраши-
вались, нежизнеспособные окрашивались в си-
ний цвет.

Для оценки основных характеристик выборок 
исследуемых микроорганизмов (стандартное от-
клонение, коэффициент вариации, дисперсия вы-
борочная) был использован Microsoft Excel.
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Для  анализа нелинейной зависимости кон-
центрации хлорида натрия и роста исследуемых 
дрожжей был применен метод полиномиальной 
регрессии. Анализ был выполнен с  помощью 
языка программирования Python (версия 3.13.0) 
с  использованием библиотек pandas, NumPy, 
scikit-learn, Scy-Py. Для визуализации результа-
тов были использованы библиотеки Matplotlib 
и  Seaborn. Качество модели было оценено при 
помощи коэффициента детерминации (R2) 
и среднеквадратической ошибки (MSE).

Результаты

Полученные результаты показали существен-
ные различия в способностях к росту при различ-
ных концентрациях хлорида натрия у различных 
дрожжей, ассоциированных с  кишечником че-
ловека. Выявлено сильное влияние температуры 
культивирования на рост микромицетов при вы-
соких концентрациях NaCl (рис.).

На основе экспериментальных данных оцен-
ки оптической плотности роста культур микро-
мицетов при различных концентрациях хло-
рида натрия при двух температурных режимах 
культивирования с использованием языка про-
граммирования Python была построена модель 
полиномиальной регрессии. Математически 
зависимость оптической плотности (OD) 
от  концентрации NaCl описывается уравнени-
ем полиномиальной регрессии второй степени:

OD = β0 + β1[NaCl] + β2[NaCl]2 + ε,

где: β0 — свободный член (пересечение с осью Y); 
β1  — линейный коэффициент; β2  — квадратич-
ный коэффициент; ε — ошибка модели.

Данные математической модели представле-
ны в таблице.

Полученные в модели отрицательные значе-
ния линейного коэффициента β1 у всех исследо-
ванных микроорганизмов указывают на общую 
тенденцию снижения скорости роста с  увели-
чением солености, тогда как положительный 
квадратичный коэффициент β2 отражает не-
линейный характер, связанный с  замедлением 
ингибирования при высоких концентрациях 
хлорида натрия. Фенотипически это прояв-
ляется в  способности культур поддерживать 
«остаточный рост» даже при высоких концен-
трациях соли, что свидетельствует о  переходе 
от стадии осмотического шока к стадии адапта-
ции. Адекватность построенных моделей под-
тверждается высокими значениями коэффици-
ента детерминации R2.

Наименьшую устойчивость к  высоким 
концентрациям хлорида натрия показал 
G.  candidum. Точки перегиба в  математической 
модели для данного микроорганизма, указы-
вающие на  концентрацию, при которой ско- Та
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Инфекция и иммунитетВ.В. Прокопьев

рость ингибирования роста значительно воз-
растает, соответствуют концентрациям NaCl 
~6,2% и ~5,8% при 25°С и 35°С соответственно. 
Полученная модель демонстрирует нелиней-
ный характер зависимостей, соответствующий 
двухфазному механизму воздействия соли, 
при котором первоначальное осмотическое 
шоковое состояние (крутой спад) сменяется 
адаптационными процессами (пологий спад). 
При этом отмечается более выраженная устой-
чивость к  солевому (осмотическому) стрессу 
при 25°С.

Рост P.  kudriavzevii также характеризуется 
двухфазной кинетикой. Умеренные положи-
тельные значения квадратичного коэффици-
ента и  относительно ранние точки перегиба 
(~8,5% и  ~7,9% при 25°С  и  35°С) свидетель-
ствуют об  ограниченных адаптационных воз-
можностях данного микроорганизма. Более 
высокое значение β2 при 35°С согласуется с по-
вышенной экспрессией генов стресс-ответа 
в  термотолерантном штамме, что фенотипи-
чески проявляется температурозависимой 
галотолерантностью.

При  оценке математической модели для 
C.  albicans более высокие абсолютные значе-
ния линейных коэффициентов (–0,147 при 
35°С  против –0,134 при 25°С) свидетельству-
ют о  повышенной чувствительности к  соли 
при температуре тела. Точки перегиба ~10,2% 
и  ~9,6% могут свидетельствовать о  достаточно 
широком диапазоне концентрации соли, где 
дрожжи активируют механизмы осмоадапта-
ции, препятствующие солевому стрессу.

При оценке галотолерантности Rh.  mucilagi­
nosa обращают на себя внимание существенные 
различия в  оптической плотности при разных 
температурных режимах, что характерно для 
роста психротолерантных дрожжей. Более кру-
той спад при 35°С  (β1  = –0,147 против –0,101 
при 25°C) свидетельствует о синергизме темпе-
ратурного и  осмотического стресса. Значения 
квадратичного коэффициента β2 были анало-
гичны таковому у C. albicans, однако более позд-
ние точки перегиба указывают на лучшую спо-
собность поддерживать рост при повышенных 
концентрациях соли, что позволяет отнести 
данный микроорганизм к  группе со  средней 
галотолерантностью.

Исследованные нами виды рода Trichosporon 
(T.  asahii и  T.  ovoides) проявили наибольшую 
галотолерантность среди изученных видов. 
Низкие значения β2 и крайне поздние точки пе-
региба (>  15%) свидетельствуют об  эффектив-
ных механизмах осмоадаптации и  способно-
сти к росту при очень высоких концентрациях 
NaCl. Данная группа микроорганизмов также 
продемонстрировала синергизм температурно-
го и осмотического стресса.

Обсуждение

Проведенное исследование выявило суще-
ственные различия в  реакции наиболее часто 
встречающихся штаммов дрожжей кишечни-
ка [1] на различные концентрации хлорида нат
рия. Полученные данные расширяют знания 
о  физиологических особенностях изученных 
штаммов относительно их галотолерантности, 
что в  свою очередь позволит предположить их 
экологическую значимость, а  также уточнить 
влияние устойчивости к солевому (осмотичес
кому) стрессу на  патогенный потенциал изу
ченных дрожжей.

Для  описания зависимости роста дрожжей 
от  концентрации хлорида натрия нами созна-
тельно был выбран метод полиноминальной ре-
грессии второй степени [5, 7], так как классичес
кие методы статистики (t-критерий Стьюдента, 
критерий знаковых рангов Уилкоксона и  др.) 
позволяют эффективно выявлять статисти-
чески значимые различия между отдельными 
концентрациями, но  не описывать поведение 
культур в непрерывном диапазоне стрессового 
воздействия. Полиномиальная регрессия ли-
шена этого недостатка. Основным преимуще-
ством данной модели является то, что на основе 
экспериментальных данных модель позволяет 
объективно и математически точно определить 
точку перегиба кривой роста — концентрацию, 
при которой скорость ингибирования роста 
максимальна, или где ингибирование переста-
ет усиливаться линейно и  начинает компен-
сироваться. Эта точка является интегральным 
показателем толерантности, которую трудно 
вывести классическими методами статистики. 
Более того, полученные значения β0, β1, β2 и точ-
ка перегиба служат четкими числовыми пока-
зателями для прямого сравнения устойчивости 
различных штаммов и при различных условиях 
культивирования.

Исследованный нами аскомицетный микро-
мицет G. candidum имеет большее биотехнологи-
ческое значение [16], но известен и как возбуди-
тель спорадических заболеваний человека  [15, 
17]. Частота инфекций, вызванных P. kudriavzevii, 
также невысока и стабильна в течение 10 лет, но 
тем не  менее данный микроорганизм включен 
в  список приоритетных грибковых патогенов 
(fungal priority pathogen list (FPPL)) [21]. В нашем 
исследовании G.  candidum и  P.  kudriavzevii пока-
зали самые ранние точки перегиба (~5,8–8,5%), 
что позволило отнести их к  микроорганизмам, 
чьи механизмы адаптации перегружаются при 
относительно низких концентрациях соли, что 
приводит к  быстрому и  полному подавлению 
роста. Таким образом, осмотолерантность, веро-
ятно, не играет значимой роли в патогенезе забо-
леваний, вызванных данными дрожжами.
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R. mucilaginosa относится к редким оппорту-
нистическим патогенам, чаще встречающимся 
у иммунокомпрометированных пациентов [28]. 
В нашем исследовании данный микроорганизм 
показал существенные отличия в  оптической 
плотности при разных температурных режи-
мах, что характерно для психротолерантных 
дрожжей. Цифры линейного коэффициента β1 
свидетельствуют о  синергетическом эффек-
те температурного и  осмотического стрессов. 
Поздние точки перегиба указывают на  хоро-
шую способность поддерживать рост при по-
вышенных концентрациях солей, что позво-
ляет отнести данный микроорганизм к группе 
со средней галотолерантностью.

Основными возбудителем микозов человека 
являются грибы рода Candida. В  нашем иссле-
довании данные математической модели пока-
зали повышенную чувствительность к соли при  
35°С, что говорит о том, что микроорганизм бо-
лее адаптирован к температуре тела и его ресур-
сы больше направлены на термотолерантность, 
а не на осмоадаптацию. Точки перегиба на ~10% 
концентрации NaCl могут указывать на широ-
кий диапазон концентрации солей, в  котором 
дрожжи активизируют механизмы осмоадап-
тации, противодействующие солевому стрес-
су. Полученные данные дополняют широкий 
спектр факторов патогенности и физиологичес
ких особенностей данных дрожжей, способ-
ствующих персистенции и возможности вызы-
вать патологию человека.

Дрожжи рода Trichosporon являются класси-
ческими возбудителями поверхностных ми-
козов и  занимают I–II  место среди базидио
мицетовых дрожжей, способных вызывать ин-
вазивные инфекции  [11]. Исследованные виды 
рода Trichosporon (T.  asahii и  T.  ovoides) прояви-

ли наибольшую толерантность среди изучен-
ных штаммов. Крайне поздние точки перегиба 
(>  15%) свидетельствуют об  эффективных ме-
ханизмах осмоадаптации и  способности к  ро-
сту при очень высоких концентрациях хлорида 
натрия, что делает их «экстремофилами» сре-
ди дрожжей кишечника. Данная группа также 
продемонстрировала синергизм температурно-
го и осмотического стресса. Можно предполо-
жить, что высокая устойчивость к  осмотичес
кому стрессу может играть существенную роль 
в патогенезе заболеваний, вызванных данными 
грибами.

Данные проведенного исследования позво-
ляют предположить роль галотолерантности 
в качестве фактора вирулентности, способству-
ющего выживанию галотолерантных штаммов 
внутри фагосом или в воспалительной среде по-
раженных тканей. Также можно предположить, 
что механизмы осмоадаптации, связанные 
с накоплением осмолитов, таких как глицерол 
в HOG (high osmolarity glycerol) пути [29], могут 
перекрестно защищать дрожжи от действия не-
которых антимикотиков.

Таким образом, применение метода полино-
миальной регрессии позволило количественно 
оценить галотолерантность клинически значи-
мых дрожжей, выявив их видоспецифические 
особенности в условиях осмотического стресса. 
Полученные данные позволяют предположить, 
что высокая галотолерантность может высту-
пать важным фактором вирулентности оппор-
тунистических патогенов, способствуя их вы-
живанию внутри организма хозяина и, возмож-
но, обеспечивая перекрестную устойчивость 
к  антимикотическим препаратам. Это расши-
ряет понимание экологии и патогенного потен-
циала дрожжей — симбионтов человека.
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