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Резюме. Целью исследования являлось изучение динамики биопленкообразования Сandida sp. в течение су-

ток модифицированным макрометрическим методом. Предложенный макрометрический метод решает за-

дачи по ускорению и упрощению количественной оценки процесса биопленкообразования, увеличивает 

чувствительность, так как позволяет исключить ошибки, связанные с использованием полистиролового ма-

териала. Простота выполнения приведенной методики делает ее доступной для любой лаборатории. Для ис-

следования использованы эталонные штаммы из американской коллекции типовых культур (АТСС) и кли-

нические изоляты Сandida sp., выделенные из женского репродуктивного тракта при кандидозном дисбиозе. 

Биопленкообразование Сandida sp. изучали по модифицированной авторами методике O’Toole G.A. и соавт. 

Биологическую активность пленкообразования Сandida sp. смотрели в течение двух суток с 4-часовым ин-

тервалом, в зимнее время года, IV фаза луны. Использовали 48-часовую культуру грибов, что соответство-

вало максимальной адгезии их на поверхности стекла. Хронодизайн исследований подразумевал получе-

ние по оцениваемой функции 6-ти измерений в сутки с 3–5-кратным повторением условий эксперимента. 

Для графического представления амплитудно-фазовых характеристик изученных биоритмов использован 

косинор-анализ, служащий базовым методом для выявления циклических процессов в биологических си-

стемах и их моделирования. В ходе исследования доказано, что способность клеток микромицетов к адгезии 

достоверно выше в стационарной фазе роста, чем логарифмической (р < 0,05). Используемый хронобиологи-

ческий прием позволил выявить наличие пленкообразующей активности грибов в течение суток (р < 0,05) 

и обнаружить общие закономерности проявления свойств у представителей всех изучаемых видов. Экспе-

риментально установлено, что последовательность и согласованность биологических свойств клинических 

изолятов Сandida sp. во времени принципиально не зависят от вида гриба. В ходе исследования установлены 

ритмометрические маркеры патогенности штамма — это вклад ритма и амплитудно-фазовая характеристика. 

Доказано, что активность биопленкообразования увеличивается в направлении «эталонные штаммы → кли-

нические изоляты». Критерий Манна–Уитни у С. albicans составил 29, С. tropicalis — 26, C. krusei — 30 (р < 0,05). 

Использование хронобиологического метода, на наш взгляд, открывает новые перспективы при изучении 
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физиологии Сandida sp., так как дает возможность прогнозировать динамику состояния микроорганизма 

и учитывать особенности срочной и долговременной адаптации к разным факторам внешней среды. Выяв-

ление суточных ритмов биопленко образующей активности у различных штаммов Сandida sp. открывает воз-

можность управлять жизнеспособностью бактериально-грибковых ассоциаций и прогнозировать их устой-

чивость к различным антимикробным средствам.

Ключевые слова: биопленка, макрометрический метод, грибы рода Candida, кандидозный дисбиоз, ритмометрические 

параметры.

A 24-HOUR СANDIDA sp. BIOFILM FORMATION DYNAMICALLY ASSESED WITH MODIFIED 

MACROMETRIC METHOD

Nikolenko M.V., Baryshnikova N.V., Malishevskaya O.I., Enoktaeva O.V., Vaseva E.M.

Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to study the dynamics of 24-hour Candida spp. biofilm formation by using a modified 

macrometric method. The proposed macrometric method solves the problem of accelerating and simplifying the quan-

titative assessment of the biofilm formation process, increases sensitivity due to allowing to avoid mistakes related to ap-

plied polystyrene material. The ease of implementing such a technique makes it accessible to any laboratory. Reference 

strains from the American Type Culture Collection (ATCC) and clinical isolates of Candida spp. isolated from the female 

reproductive tract with candida dysbiosis were used for the study. Biofilm formation of Candida spp. studied according 

to the O’Toole G.A. et al. method modified by us. The biological activity of Сandida sp. biofilm formation was monitored 

for 48 hours with 4-hour intervals, in winter season, the IV phase of the moon. A 48-hour fungal culture corresponding 

to relevant maximum adhesion on glass surface was used. The study chrono-design implied obtaining 6 diurnal measure-

ments for the function evaluated with a 3–5-repetits of the experimental conditions. Amplitude-phase characteristics 

of the studied biorhythms were graphically represented using cosinor analysis serving as the basic method to identify and 

model cyclic processes in biological systems. The study proved that the ability of micromycete cells to adhere is signifi-

cantly higher in the stationary vs. logarithmic growth phase (p < 0.05). The chronobiological technique used here allowed 

to reveal the presence of diurnal fungal film-forming activity (p < 0.05) and reveal the general patterns of manifestated 

properties in representatives of all candida species examined. It has been experimentally established that the sequence and 

consistency of the biological properties of clinical Сandida sp. isolates over time were not fundamentally dependent on the 

type of fungus. During the study, rhythmometric markers of the strain-related pathogenicity was established reflecting 

contribution of rhythm and the amplitude-phase characteristic. It has been proven that the activity of biofilm forma-

tion increases along the “reference strains — clinical isolates” axis. For С. albicans the Mann–Whitney test data was 29, 

for C. tropicalis — 26, and for C. krusei — 30 (p < 0.05). We believe that chronobiological method opens up new perspec-

tives in the studying physiology of Candida spp. because it allows to dynamically predict state of microorganism and take 

into account features of urgent and long-term adaptation to various environmental factors. Identifying diurnal rhythms 

in biofilm-forming activity of various Сandida sp. strains opens up an opportunity to control viability of bacterial-fungal 

associations and predict related resistance to diverse antimicrobial agents.

Key words: biofilm, macrometric method, fungi of Candida genus, candida dysbiosis, rhythmometric parameters.

Введение

Формирование биопленочных сообществ 

является одной из основных стратегий выжи-

вания бактерий и грибов в той экологической 

нише, которую они занимают. В биопленках 

бактериально-грибковые микросимбиоценозы 

приобретают защиту от различных физических 

(УФ излучение, высушивание), химических 

(изменение рН, антибиотики, биоциды, по-

верхностно-активные вещества), биологичес-

ких антимикробных факторов (фагоциты, ан-

титела, бактериофаги, факторы естественной 

резистентности макроорганизма), что позволя-

ет рассматривать биопленку как одну из форм 

персистенции микроорганизмов [2]. Имеются 

сведения, что с образованием биопленок связа-

ны до 80% инфекционных заболеваний и мно-

жественная антибиотикорезистентность ми-

кроорганизмов [17, 18]. В ряде обзорных работ 

отражено значение биопленок для различных 

областей науки и практики, демонстрирующее 

возросший интерес к этой проблеме и инфор-

мация о большом количестве методов изуче-

ния, культивирования и индикации биопленок 

in vitro и in vivo [1, 7, 22, 23, 24].

Широко используются в последние десяти-

летия динамические методики исследования 

биопленкоообразования с использованием ла-

бораторных ферментеров, аппарата Робинсона 

в его различных модификациях, проточный ме-

тод [12, 19]. Основным преимуществом динами-

ческих методов формирования биопленок яв-

ляется максимальное приближение к условиям 
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живых систем [14]. Инновационные техничес-

кие решения — использование флюоресцент-

ной, конфокальной сканирующей лазерной 

и электронной микроскопии. Данные методы 

позволили выявить гетерогенную структуру 

бактериально-грибковых биопленок. Изучены 

гены, кодирующие белки адгезии Сandida sp. 

и описаны фазы формирования биопленки: 

прилипания, образование межклеточного мат-

рикса и формирования зрелой биопленки, со-

стоящей из единичных клеток и мицелия [21, 

22, 27]. В своих работах M. Al-Fattani и соавт. из-

учили химический состав матрицы биопленок 

Сandida albicans (С. albicans) и Сandida tropicalis 

(C. tropicalis) [19]. Основными структурными 

компонентами были белки, углеводы, гексоза-

мин и фосфор.

В последнее время изучение биопленок 

в бактериально-грибковых популяциях про-

водят методом флуоресцентной гибридизации 

in situ, который позволяет определить располо-

жение мРНК в клетках, образующих биоплен-

ки. С помощью этого метода выявлены клетки-

персистеры, ответственные за выживание по-

пуляции при воздействии факторов различной 

природы [11].

Изучение биопленок in vitro имеет целый ряд 

ограничений. D. Andes и соавт. изучали обра-

зование и структуру биопленок в центральной 

вене крыс с помощью флюоресцентной и элек-

тронной микроскопии [20]. Экспериментально 

доказано, что в пространстве, смежном с по-

верхностью катетера, клетки Сandida sp. плот-

но прилегали к внеклеточному матриксу. 

Слой, смежный с катетером, был менее плотен. 

Наиболее удаленная поверхность биопленки 

содержала единичные клетки Сandida sp., кото-

рые были вложены в волокнистый внеклеточ-

ный материал. Подобные особенности структу-

ры биопленки Сandida sp. характерны и для мо-

делей in vitro. Однако электронная микроскопия 

показала наличие клеток экспериментального 

животного в составе матрицы биопленки [28].

В этой связи, предлагаемые методы выявле-

ния биопленкообразования сложны, требуют 

специализированного оборудования, вивария, 

что создает в реальной клинической практике 

сложности в выявлении биопленок и создается 

ложное представление о низкой частоте данно-

го биологического образования.

Вторая группа методов основана на создании 

статических условий культивирования микро-

организмов, которые удобны, высоко произво-

дительны и наглядны. Однако научный инте-

рес отечественных исследователей к нему в по-

следнее время значительно снизился, а прак-

тическое значение так и не получило должной 

оценки. Авторами предложен вариант моди-

фикации популярной методологии биопленко-

образования на пластиковой посуде в течение 

суток. Биоритмы обеспечивают необходимую 

последовательность физиологических, метабо-

лических и биохимических процессов и опти-

мальное соотношение ее параметров в каждый 

момент времени [13]. С этой точки зрения хро-

нобиологический подход выступает одновре-

менно и как методологический принцип, и как 

методический прием [4, 15].

Цель исследования — изучить динамику 

биопленкообразования Сandida sp. в течение 

суток модифицированным макрометрическим 

методом.

Материалы и методы

Объектом исследования служили 17 изоля-

тов С. albicans, C. tropicalis и C. krusei, выделен-

ные из женского репродуктивного тракта при 

кандидозном дисбиозе. Контроль — депониро-

ванные эталонные штаммы Сandida sp., полу-

ченные из американской коллекции типовых 

культур (АТСС) С. albicans 24433, C. tropicalis 

750, C. krusei 6258. Данные виды грибов выбра-

ны в качестве модели, так как в подавляющем 

большинстве случаев (85–90%) возбудителем 

кандидоза является C. аlbicans, наиболее пато-

генный и значимый в клинической практике 

вид. Среди остальных видов Сandida sp. кли-

ническое значение имеют преимущественно 

C. tropicalis — 3–5%, C. krusei — 1–3%. В последнее 

время увеличивается количество заболеваний, 

вызванных именно грибами С. non-albicans [9].

Выделение и идентификацию грибов про-

водили по комплексу признаков: внешний 

вид колоний, хламидоспорообразование, тест 

на образование ростовых трубок, чувствитель-

ность к антифунгальным препаратам диско-

диффузионным методом, ассимиляционная 

способность [6].

В работе представлена модификация спо-

соба оценки биопленкообразования, предло-

женного O’Toole G.A. и соавт. [27]. На первом 

этапе исследования были получены 24-часовые 

культуры, выращенные на питательной сре-

де Сабуро с теллуритом (НПО «Питательные 

среды», Россия) при температуре 37°С, что со-

ответствовало началу стационарной фазы раз-

вития грибов. Биопленки получали в стеклян-

ных стандартных по ГОСТу пробирках (14 мл), 

промытых хромовой смесью. Исходную кон-

центрацию микроорганизмов 0,5 МсFarland 

готовили с помощью прибора для определения 

мутности микробной суспензии — Densi-La-

Meter (Lachema, Чехия). Рабочую концентра-

цию 1,5 × 103 КОЕ/мл получали титрованием 

культуры в физиологическом растворе, затем 

добавляли в пробирки с бульоном Сабуро (НПО 

«Питательные среды», Россия) и инкубировали 
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в термостате при температуре 37°С. Для удале-

ния планктонной фазы популяции производи-

ли забор содержимого из пробирок пипеткой, 

не задевая стенок сосуда и дважды аккуратно 

промывали дистиллированной водой. Для ко-

личественной оценки способности дрожже-

вых грибов к пленкообразованию добавляли 

2 мл генцианового фиолетового в пробирку. 

Спустя 45 мин сливали краситель, стенки про-

бирки многократно промывали дистиллиро-

ванной водой. Для десорбции красителя в ор-

ганический растворитель в каждую пробирку 

на 15 мин добавляли 2 мл 96% этилового спирта.

Кинетику образования биопленки изучали 

по изменению коэффициента пропускания све-

та и оптической плотности на спектрофотомет-

ре КФК-3-01 при длине волны 540 нм, измере-

ния проводили через 24, 36, 48, 72 и 96 ч. В каче-

стве контроля применяли 96% этиловый спирт. 

Экстрагированный этанолом из биопленки 

генциановый фиолетовый помещали в однора-

зовые пластиковые кюветы «макро» размером 

10 × 10 × 45 мм, объемом 4 мл (длина оптическо-

го пути 10 мм). Температура измеряемых жид-

костей соответствовала комнатной температу-

ре. Для получения статистических достоверных 

данных эксперимент повторяли 5 раз.

Статистическую обработку материалов 

и графическое изображение результатов осу-

ществляли с использованием программ: Primer 

of Biostatics Version 4.03 by Stanton A. Glantz 1998, 

Microsoft Office Excel 2010. Определяли М — 

среднее арифметическое, δ — среднеквадратич-

ное отклонение, m — средняя ошибка средне-

го арифметического, данные представляли 

по форме М±m или М±δ. В случае соответствия 

сравниваемых выборок нормальному закону 

распределения (по χ2) использовали t-критерий 

Стьюдента.

На втором этапе изучали биологическую ак-

тивность пленкообразования Сandida sp. в тече-

ние двух суток с 4-часовым интервалом, в зим-

нее время года, IV фаза Луны. Использовали 

48-часовую культуру грибов, что соответство-

вало максимальной адгезии их на поверхности 

стекла. Хронодизайн исследований подразуме-

вал получение по оцениваемой функции 6-ти 

измерений в сутки с 3–5-ти кратным повторе-

нием условий эксперимента. Проведено 11 экс-

периментов, получено 486 измерений.

Данные были обработаны по методу наи-

меньших квадратов (косинор-анализ) при за-

данной значимости достоверности, p < 0,05 [26]. 

Для каждого штамма впоследствии определены 

основные параметры ритмов с периодами Т = 12 

и Т = 24 часа: мезор (M) — среднее значение гар-

монической кривой наилучшей аппроксима-

ции функции (косинусоиды), амплитуда рит-

ма (A) — расстояние от экстремума до мезора 

и акрофаза (φ) — момент времени ожидаемого 

экстремума функции.

Непараметрическим методом статистичес кой 

обработки — критерием Манна–Уитни (Т) — 

сравнивали различия между несвязанными вы-

борками (опыт — контроль, музейные и госпи-

тальные культуры). Анализируемые различия 

считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Все изоляты Сandida sp. обладали харак-

терной скоростью роста. Адгезивные свойства 

грибов рода Candida зависели от фазы их разви-

тия. Стеклянная поверхность пробирки в пита-

тельной среде покрывалась первичной пленкой 

через 12 ч культивирования. При визуальном 

осмотре биопленки, уже через 24 ч культиви-

рования, покрывали всю поверхность стекла, 

контаминированного с питательной средой.

Экспериментально выявлено, что наиболее 

оптимальным временем для исследования био-

пленкообразования является временная точка 

48 часов. В этот период коэффициент пропуска-

ния света являлся самым высоким, так как кле-

точные стенки грибов внутри биопленки макси-

мально сорбировали генциановый фиолетовый. 

Следовательно, способность клеток микроми-

цетов к адгезии достоверно выше в стационар-

ной фазе роста, чем логарифмической. Период 

культивирования 72–96 ч характеризовался 

снижением биопленкообразования грибов, так 

как их клетки теряли подвижность и начинали 

интенсивно выделять внеклеточные полимеры, 

образуя полимерный матрикс [13]. Подобные ре-

зультаты были получены С.А. Лисовской (2008) 

при наблюдении 1–4-суточных культур с ис-

пользование методики выращивания биопленок 

на нитроцеллюлозной поверхности [10].

Рисунок 1. Вклад ритмов биопленкообразования 

музейных штаммов Сandida sp.

Figure 1. Contribution of biofilm formation rhythms 
of archival Candida sp. strains
Примечание. *р < 0,05
Note. *p < 0.05
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Используемый нами хронобиологический 

прием позволил выявить наличие пленкообра-

зующей активности грибов в течение суток (р < 

0,05) и обнаружить общие закономерности про-

явления свойств у представителей всех изучае-

мых видов.

Суточная динамика биопленкобразования 

С. albicans характеризовалась ультрадианным 

(около 12-часовым) вкладом ритма в утреннее  

(04:00) и вечернее (16:00) время. У C. non-albicans 

выявлены достоверные циркадианные (около-

суточные) ритмы активности адгезии к поверх-

ности стекла. Максимальные значения пока-

зателя регистрировались у C. tropicalis в вечер-

нее время — 17:00–17:23, а у C. krusei в ночные 

часы — 20:00–23:20. Вклад ритмов формирова-

ния биопленок музейными культурами пред-

ставлен на рис. 1.

Наличие циркадианных ритмов в спектраль-

ном составе микроорганизмов одновременно 

с ультрадианными гармониками указывало 

на усиление адаптивных возможностей микро-

организмов. Среднесуточные показатели био-

пленкообразования не превышали 1,4±0,05, что 

позволило судить о низкой активности всех из-

учаемых культур. Аналогичные результаты по-

лучены при изучении суточной динамики адге-

зивных свойств музейных штаммов Сandida sp., 

адсорбированных на формализированных эри-

троцитах человека 0 (I) группы Rh(+) [16].

У клинических изолятов грибов, выделен-

ных из женского репродуктивного тракта при 

кандидозном дисбиозе, динамика биоплен-

кообразования характеризовалась достовер-

ными ультрадианными гармониками (рис. 2). 

Максимальные значения фиксировались в ран-

ние утренние часы — 03:09–04:18 и в вечернее 

время с 18:45 до 20:20.

Ультрадианные ритмы характеризуют, на-

против, вариабельность периодов, что имеет 

важное биологическое значение, определяю-

щее устойчивость к внешним воздействиям 

и способность к адаптивному ответу на перио-

дические раздражители [8]. Мезор пленко-

образующей активности у всех изучаемых кли-

нических изолятов составил 2,6±0,01 (р < 0,05). 

Амплитуда колебаний показателя выросла 

в 4,6 раз по сравнению с музейными штамма-

ми. Представленные результаты модифициро-

ванным макрометрическим методом согласу-

ются с данными, полученными авторами при 

изучении адгезии микроорганизмов экспресс-

методом и развернутым методом В.И. Брилиса 

и соавт., 1986 г. [16]. Предложенной методикой 

доказано, что последовательность и согласо-

ванность формирования пленок клинически-

ми изолятами Сandida sp. во времени принци-

пиально не зависят от вида гриба и, возможно, 

данный механизм адаптации закономерен и яв-

ляется характерным признаком биологической 

активности дрожжевых патогенов.

Подход к инфекции с позиции хронобио-

логии расширяет представления о физиологии 

грибов. В ходе исследования установлены рит-

мометрические маркеры патогенности штам-

ма — это вклад ритма и амплитудно-фазовая 

характеристика изучаемого свойства, которое 

не является стационарным — и дают возмож-

ность отличать патологические нарушения 

от приспособительных изменений [3, 4, 25].

Анализ хронопоказателей активности плен-

кообразования клинических изолятов и эта-

лонных штаммов Сandida sp. показал, что 

у грибов, выделенных из организма человека, 

изменялся вклад ритма, мезор и амплитуда ко-

лебаний функции повышались в направлении 

«эталонные штаммы → клинические изоляты». 

Критерий Манна–Уитни у С. albicans составил 

29, C. tropicalis — 26, C. krusei — 30 (р < 0,05).

Выявленная закономерность согласуется 

с данными биопленкообразования, получен-

ными на силиконовых моделях. Доказано ме-

тодами конфокальной сканирующей лазерной 

и электронной микроскопии, что биоплен-

ки С. albicans состояли из слоев бластоспор 

с плотно лежащей матрицей из полисахаридов. 

Биопленки С. non-albicans имели меньший объ-

ем, чем пленки С. albicans, и содержали толь-

ко бластоспоры, собранные в одну группу. 

Полученные результаты свидетельствовали, 

что С. albicans формирует количественно боль-

шую и структурно более сложную биопленку, 

чем грибы Candida non-albicans [28]. У С. albicans 

межклеточный матрикс состоял на 57% из глю-

козы, а в биопленке C. tropicalis преобладал гек-

созамин. Пленочные биологические образова-

ния у С. albicans легче отделялись от пластмас-

совых поверхностей с помощью обработки фер-

ментом бета-1,3-глюканаза, чем C. tropicalis [5].

Рисунок 2. Вклад ритмов биопленкообразования 

клинических изолятов Сandida sp.

Figure 2. Contribution of biofilm formation rhythms 
for Сandida sp. clinical isolates
Примечание. *р < 0,05.
Note. *p < 0.05.
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Заключение

Существование биопленок при хронических 

инфекциях требует совершенно новых подхо-

дов к их диагностике. Предложенный макроме-

трический метод решает задачи по ускорению 

и упрощению количественной оценки процес-

са биопленкообразования, увеличивает чув-

ствительность, так как позволяет исключить 

ошибки, связанные с использованием поли-

стеролового материала. Простота выполнения 

приведенной методики делает ее доступной для 

любой лаборатории.

Использование хронобиологического мето-

да, на наш взгляд, открывает новые перспек-

тивы при изучении физиологии Сandida sp., 

так как дает возможность прогнозировать ди-

намику состояния микроорганизма и учиты-

вать особенности срочной и долговременной 

адаптации к разным факторам внешней сре-

ды. Выявление суточных ритмов биопленко-

образующей активности у различных штам-

мов Сandida sp., открывает возможность 

управлять жизнеспособностью бактериально-

грибковых ассоциаций и прогнозировать их 

устойчивость к различным антимикробным 

средствам.
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