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Резюме
Представлены различные способы детальной оценки морфологии возбудителей криптококкоза. Описание таких характеристик 
как форма возбудителя, наличие капсулы, ее толщина и др., на светооптическом уровне становится возможным при использо
вании различных видов окрасок, в том числе реактивом Шиффа и альциановым синим по Моури. Оценку ядерного материала 
возможно проводить, используя окраску по Циль-Нильсену. Важная информация также может быть получена при исследова
нии полутонких срезов и при электронной микроскопии. Морфологические характеристики позволяют судить о вирулентности 
штамма, особенностях течения инфекции и эффективности проводимой терапии.
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Summary
There are a lot of methods how to study Cryptococcus morphology in detail. It is possible to describe different descriptions of 
Cryptococcus using PAS-staining and alcian blue staining. Nucleus can be visualized after Ziehl-Nielson staining. Important 
information may be obtained also by investigation of semi-thin slices and electron microscopy. Morphological methods are useful 
to evaluate the virulence of the infectious agent, features of infectious process and efficiency of the treatment.
Keywords: cryptococcus, morphology, staining

Введение
Прошло больше ста лет с того момента, как была до

вольно подробно описана патогистологическая картина 
криптококкоза [1,2]. За последние 20 лет интерес к этому 
заболеванию, которое является СПИД-маркерной инфек
цией, значительно возрос.

По данным Центра по контролю за заболеваниями 
(CDC, США), в мире ежегодно регистрируют 1 млн. слу
чаев криптококкоза у ВИЧ-инфицированных больных, 
из них 680 ООО погибают [3]. Сведения о частоте крипто
коккоза в Российской Федерации отсутствуют. В послед
ние годы отмечен рост числа зарегистрированных случа
ев этого заболевания в Санкт-Петербурге. В патологоа
натомическом отделении Городской инфекционной боль
ницы №30 им. С.П. Боткина в Санкт - Петербурге в пе
риод с 1988 по 2009 гг. было произведено 396 вскрытий 
умерших с основным диагнозом ВИЧ-инфекция в стадии 
СПИДа. За этот период криптококкоз имел несомненное
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значение в наступлении летального исхода в 22 случаях; 
а первый случай криптококкоза был зарегистрирован в 
1990 г. В 2010 году было зарегистрировано еще два слу
чая криптококкоза [4].

Криптококкоз -  это известный уже более столе
тия глубокий жизнеугрожающнй микоз [5,6,7], приводя
щий к тяжелому менингоэнцефалиту и диссеминирован
ным поражениям [8,9]. Возбудителями являются базиди- 
омицетовые капсулированные дрожжи рода Cryptococcus 
двух видов: Cryptococcus neoformans и C.gattii [10]. С. 
neoformans включает три серотипа: C.neoformans var. 
grubii (серотип A), C.neoformans var. neoformans (серотип 
D) и гибрид (серотип AD), которые обнаруживаются по
всеместно. С. gattii включает серотипы В, В/С и гибриды 
(BD, АВ), вызывает заболевание в регионах с тропиче
ским и субтропическим климатом [6,11]. Криптококк яв
ляется обычным сапрофитом слизистых оболочек неко
торых животных [1,6,8].

До сих пор не вполне ясным остается источник ин
фекции, т.к. при исследовании природных субстратов на 
наличие криптококка в Санкт- Петербурге, частота его 
выделения составила лишь 3,2%, причем возбудитель 
был обнаружен исключительно в помете голубей [12].

Заражение происходит преимущественно аэроген
ным путем, из легких С. neoformans попадает в кровенос
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ное русло, откуда происходит его гематогенная диссеми- 
нация. Наиболее часто отмечается поражение централь
ной нервной системы, куда возбудитель проникает через 
гематоэнцефалический барьер, используя механизм «тро
янского коня» [13], или посредствам трансцеллкхпярного 
механизма за счет адгезии к выпячиваниям мембран эн
дотелия микрососудов мозга [14]. Несмотря на проводи
мую антифунгальную терапию, смертность от ВИЧ- ас
социированного криптококкового менингита до сих пор 
остается высокой -  до 10-44% [6,15].

Прижизненная лабораторная диагностика крип
тококковой инфекции на сегодняшний день не пред
ставляет трудностей. «Золотым стандартом» являет
ся культуральный метод, однако он требует времени: С. 
neoformans растет на большинстве стандартных миколо
гических или бактериологических сред в течение 48-72 
часов. Наиболее быстрым остается обнаружение антиге
на методом латекс-агглютинации (показатели специфич
ности и чувствительности стандартных тестов превыша
ют 90%); также в диагностике используется молекуляр
ный метод определения ДНК возбудителя [6,16,17,18]. 
Наиболее простым, быстрым и дешевым методом являет
ся цитологическое исследование спинномозговой жидко
сти, аспиратов, секретов или другого материала [16,17].

Клетки криптококков имеет одинаковый вид в куль
туре и в срезах тканей: шаровидной формы, от 5 до 7 мкм 
в диаметре, с отчетливой оболочкой, с одной слегка удли
ненной почкой и желатинообразной капсулой. Редко мо
гут наблюдаться клетки необычных размеров, от 2 до 15 
мкм, колоколообразные, серповидные, двоякоизогнутые 
и эллипсовидные формы криптококков, не имеющих кап
сулы; их считают дегенерирующими и отмирающими. 
Описан случай, когда в тканях наблюдались криптококки 
гигантских размеров (до 40-50 мкм) при их нормальных 
размерах в культуре. Толщина капсулы варьирует от не
скольких микрометров до размеров, равных или превы
шающих размер клеток, 50-60 мкм [1,8,17,19,20].

В специализированных лабораториях для проведе
ния цитологического исследования мазки заливают 1-2 
каплями туши, на фоне которой обнаруживаются инкап
сулированные дрожжевые клетки. Капсула не пропуска
ет частички туши и формирует характерные ободки [19]. 
Чувствительность метода при исследовании ЦСЖ дости
гает 86% [5].

При рутинной окраске гематоксилином и эозином 
возбудитель криптококкоза выявляется недостаточно чет
ко: диагностика часто затруднена из-за слабой сорбции 
красителей, а округлые безъядерные клетки могут напо
минать пузырьки воздуха или гемолизированные эритро
циты [1,8,21].

Из-за экономической выгоды и быстроты, морфо
логическое исследование ликвора и парафиновых срезов 
внутренних органов и головного мозга с применением 
окраски гематоксилином и эозином в патологоанатоми
ческих отделениях Санкт-Петербурга и других городов в 
подавляющем большинстве случаев является единствен
ным способом диагностики криптококкоза. Это метод с 
низкой чувствительностью [16,17] не позволяет оценить

морфологию возбудителей, не окрашивают капсулу, фа
гоцитированные и отмирающие формы. При использова
нии этой окраски возможно лишь приблизительно оце
нить количество микромицетов (рис. 1А - рисунки к ста
тье см. на цветной вкладке журнала). Доказано, что боль
шое количество криптококков в цереброспинальной жид
кости является фактором риска неблагоприятного исхода 
заболевания [5,6].

Для выявления возбудителей рекомендуется при
менять также PAS-метод. Реактив Шиффа окрашива
ет клетки грибов в розовый цвет [1,16,17], что дает воз
можность оценить морфологию клетки криптококков; 
оценка толщины капсулы при этом затруднена (рис. 1 Б). 
Капсула, состоящая из гетерополисахаридов, становит
ся отчетливо вид^ной (приобретает синевато-зеленый 
цвет) при окраске альциановым синим по Моури (рис.1 
В) [1,6,16,17,22]. Следует подчеркнуть, что только таким 
способом выявляется капсула фагоцитированных крип
тококков.

В литературе практически нет данных о значении 
для оценки морфологии криптококков окраски по мето
ду Циль-Нильсена. При использовании указанного мето
да нами были выявлены ядра некоторых возбудителей как 
на экспериментальном материале (рис.1Г ), так и при ис
следовании ряда текущих секционных наблюдений. Та
ким образом, становится возможным оценка структур
ных изменений не только капсулы и клеток криптококков, 
но и их ядерного материала.

Полезная информация может быть получена и при 
исследовании полутонких срезов, приготовленных по 
стандартной методике с целью выбрать место для даль
нейшего приготовления ультраггонких срезов. Одна
ко, при использовании этого метода значительно чаще 
и четче определяются так называемые ростковые труб
ки (рис.1Д), наличие которых свидетельствует об актив
ной репликации гриба. При световой микроскопии такие 
структуры описываются лишь в единичных исследовани
ях [23,24].

Применение электронной микроскопии позволяет 
более детально изучить ультраструктуры микромицетов: 
установлено, что штаммы С. neoformans отличаются по 
строению и толщине капсулы и клеточной стенки, степе
ни конденсации ядерного материала; а в зависимости от 
вирулентности штамма значительно отличаются число, 
форма и топография митохондрий [25]. (рис.1Е)

Таким образом, комплексное исследование как на 
светооптическом уровне с применением различных ви
дов окрасок, так и электронная микроскопия, позволяют 
в полной мере оценить не только количество возбудите
лей, которое является прогностическим фактором, но и 
важнейшие морфологические характеристики крипто
кокков, изменяющиеся в течение инфекции, при различ
ных видах проводимой терапии и отражающие свойства 
самих возбудителей.

В процессе развития инфекции возбудитель может 
увеличиваться в размерах, его капсула -  утолщаться, ме
нять электронную плотность и даже разрушаться [26]. 
При разрушении криптококков мукополисахаридная кап



сула не выявляется [8]. Толщина капсулы не коррелиру
ет с вирулентностью [25], однако, более вирулентные 
микромицеты чаще капсулированные, округлой формы. 
Клетки менее вирулентных штаммов криптококков преи
мущественно бескапсульные, деформированные [4].

До сих пор мало изученным и противоречивым 
остается вопрос, чем обусловлены «in vivo» те или иные 
размеры клетки и толщина капсулы криптококков. Суще
ствовало мнение, что размеры C.neoformans не зависят от 
локализации возбудителя в различных органах, а также 
от разновидности иммунодефицитного состояния [27]. 
Позднее было показано, что существуют различия в диа
метре клеток криптококков и в толщине их капсулы в лег
ких и головном мозге; в том числе и при различных ви
дах проводимой терапии. Выявлено, что толщина капсу
лы криптококков в легких умерших, не получавших при 
жизни никакой терапии, оказалась достоверно больше, 
чем в головном мозге [28], что совпадает с описанными 
в литературе данными о толщине капсулы C.neoformans в 
различных органах у мышей [29]. Механизм этого явле
ния до конца не ясен, однако уже более 60 лет известно, 
что на толщину капсулы влияют условия среды: так, раз
личную толщину капсулы криптококка в ткани головного 
мозга и легких связывают с различными уровнями кон
центрации железа в этих органах [30]. В нервной систе
ме также выше уровень «сброса» полисахарида в ткань. 
Воспалительный ответ в легких более выражен, чем в 
мозге, что может замедлять рост дрожжей в легких, и со
ответственно, так как доказана связь между ростом кап
сулы и замедленной репликацией, объяснить большую 
толщину капсулы криптококков в ткани легкого [31]. Не
которые авторы связывают этот феномен с возможностью 
так называемого «переключения фенотипа», при котором 
спонтанно, с частотой выше, чем происходят соматиче
ские мутации, появляются колонии другой морфологии, 
что значительно оказывает влияние как на размер клетки 
гриба, так и на толщину капсулы [32,33]. Есть данные и о 
том, что при низких концентрациях кислорода изменяет
ся морфология грибов [34], однако характер этих измене

ний в отношении криптококков в доступной нам литера
туре обнаружить не удалось.

В опытах на культуре клеток анти м и коти ч е с кая 
терапия (амфотерицином В и флуконазолом) уменьша
ла размер клетки и капсулы C.neoformans [35]. В экспе
риментах на зараженных криптококкозом мышах при те
рапии амфотерицином В отмечено значительное сниже
ние толщины капсулы и диаметра клетки в легких [36]. 
Морфометрическое исследование, проведенное у умер
ших, получавших при жизни антимикотические препа
раты, показало, что толщина капсулы и диаметр клеток 
криптококков в легких бьгли достоверно больше, чем те 
же показатели у не получавших при жизни никакой тера
пии. Противоположные данные, полученные при морфо- 
метрии в срезах тканей мозговых оболочек, могут быть 
связаны с более низкой концентрацией препарата в цен
тральной нервной системе [28].

В отношении противовирусной терапии, в литера
туре есть данные лишь о том, что индинавир подавляет 
капсулообразование in vitro [37]. Более высокая толщина 
капсулы у пациентов, получавших ВААРТ, чем у пациен
тов, не получавших терапии или получавших только ан- 
тимикотики, вероятно, связана либо с неэффективностью 
проводимой терапии, либо с тем, что капсула является не 
только фактором вирулентности, но и защиты криптокок
ка от макроорганизма [28].

Выводы
Таким образом, оценка не только количества воз

будителей, но и детальная оценка их морфологии мо
жет быть осуществлена при гистологическом исследова
нии тканевых образцов при окраске реактивом Шиффа, 
суждение о толщине капсулы -  при окраске альциано- 
вым синим по методу Моури, характеристика ядерного 
материала -  при окраске по Циль-Нильсену. Наконец, ис
следование полутонких срезов и электронная микроско
пия позволяют судить о вирулентности штамма, особен
ностях течения инфекции и эффективности проводимой 
терапии.и
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Рис.1. Рис. 1. П атоморфология криптококков.
А. Замещение ворсины тонкого кишечника криптококками у  ВИЧ-инфицированного пациента со СПИДам и генера
лизованным криптококкозом. Окраска гематоксилином и эозинам. х125.Б. Массивное ареактивное скопление крип
тококков в лимфатическом узле (аутопсийное наблюдение). Окраска реактивом Шиффа. х1000В. Многочисленные 

полиморфные криптококки, большей частью с утолщенной капсулой в мозговой оболочке больного с ВИЧ-инфекцией 
в стадии СПИДа, длительно получавшего антиретровирусную и противогрибковую терапию. Окраска ачьциано- 
вым синим. хЮОО.Г. Окрашенные ядра криптококков (экспериментальное наблюдение). Окраска по методу Циль- 

Нильсена. х1000Д. Криптококк с ростковой трубкой (аутопсийное наблюдение). Полутонкий срез. Окраска толуои- 
диновым синим. Х1000Е. Криптококк с капсулой, состоящей из двух слоев и деформированной цитоплазмой полулун

ной формы. Электроннограмма (аутопсийное наблюдение) X  40 ООО


