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В последнее десятилетие многие ученые отмечают значительное увеличение у домашних 

и сельскохозяйственных животных различных патологий, вызванных сапрофитными видами 
грибов. Клинически они проявляются в виде локальных поражений кожи и шерсти либо си-
стемных поражений внутренних органов. Грибы рода Alternaria чаще всего ассоциируют с па-
тологиями растений, однако в научной литературе описаны случаи заболеваний, вызванных 
представителями данного рода, и у животных. Целями работы являлись выделение на специ-
альных питательных средах гриба A. alternata, изучение его культурально-морфологических и 
биологических свойств. Для этого были отобраны пробы биологического материала от лошади 
с клиническими признаками поражения кожи. Молекулярно-генетические исследования, ви-
довая идентификация и определение биологических свойств выделенной культуры проведены 
с помощью утвержденных методических рекомендаций и определителей патогенных и услов-
но-патогенных грибов. Изучены культурально-морфологические (фенотипические), кератино-
литические, биохимические и молекулярно-генетические свойства оппортунистического вида 
микроскопического гриба A.  alternata. Выделенный изолят, получивший номер 15.23.7.1Н, 
формировал зеленовато-коричневого цвета воздушный и разных оттенков черного цвета суб-
стратный мицелий. Его микроструктуры были представлены кофейно-коричневым мицелием и 
конидиями. Биохимические свойства характеризовались способностью усваивать маннит и мо-
чевину, слабо усваивать глюкозу, невозможностью расщеплять сахарозу, мальтозу, лактозу, ка-
зеин, желатин и пептон. Исследуемый образец обладал выраженной β‑гемолитической и кера-
тинолитической активностью. Молекулярно-генетические исследования установили идентич-
ность нуклеотидных последовательностей изолята 15.23.7.1Н A. alternata с опубликованными 
в GenBank последовательностями штаммов. Нуклеотидные последовательности выделенного 
изолята депонированы в базу данных GenBank под номером PV793443.1.

Ключевые слова: оппортунистические грибы, Alternaria alternata, биологические свой-
ства, дерматомицеты, фенотипические свойства, воздушный и субстратный мицелий, конидии
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In the last decade, many researchers have noted a significant increase in various pathologies in 

domestic and farm animals caused by saprophytic fungal species. Clinically, they manifest themselves 
as local lesions of the skin and coat, or are accompanied by systemic lesions of the internal organs of 
animals.  Fungi of the genus Alternaria are most often associated with plant pathologies, although ca-
ses of animal diseases caused by the representatives of this genus have been described in the scientific 
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literature. The purpose of the work was to isolate the fungus A. alternata on special nutrient media, to 
study its cultural, morphological and biological properties. For this purpose, samples of biological ma-
terial were taken from a horse with clinical signs of skin damage. Molecular genetic studies, species 
identification and determination of the biological properties of the isolated culture were carried out 
using approved methodological recommendations and determinants of pathogenic and conditionally 
pathogenic fungi. The cultural, morphological (phenotypic), keratinolytic, biochemical, and mole- 
cular genetic properties of an opportunistic species of the microscopic fungus A. alternata have been 
studied. The isolate was assigned the number 15.23.7.1H; it formed a greenish-brown airy and various 
shades of black substrate mycelium. Its microstructures were represented by coffee-brown mycelium 
and conidia. Biochemical properties were characterized by the ability to absorb mannitol and urea, 
poor absorption of glucose, and the inability to break down sucrose, maltose, lactose, casein, gelatin, 
and peptone. It had pronounced β-hemolytic and keratinolytic activity. Molecular genetic studies have 
established the identity of the nucleotide sequences of isolate 15.23.7.1H of A. alternata with the 
strain sequences published in GenBank. Its nucleotide sequences are deposited in the GenBank data-
base under the number PV793443.1.

Keywords: opportunistic fungi, Alternaria alternata, biological properties, dermatomycetes, phe-
notypic properties, aerial and substrate mycelium, conidia
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы среди животных наблю-
дается рост числа заболеваний, вызываемых 
сапрофитными видами грибов [1], что может 
быть обусловлено изменениями окружаю-
щей среды [2]. Различные виды грибов родов 
Alternaria, Rhizopus, Trichoderma, Fusarium, 
Aspergillus и Penicillium могут присутство-

вать на кожном покрове животных без кли-
нических проявлений1, а также вызывать дер-
матомикозы [3–6].

Хотя представители рода Alternaria бо-
лее известны как возбудители альтернари-
оза растений [7, 8], они опасны также для 
теплокровных животных и человека, являясь 
аллергенами, передающимися по воздуху 
[9, 10]. Описаны случаи выделения данных 

1Moriello K.A., de Boer D.J. Fungal flora of the coat of pet cats  // American Journal of Veterinary Research. 1991. Vol. 52. 
P. 602–606.
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грибов от кошек, собак и лошадей. У кошек 
инфекция в основном проявлялась в виде 
медленнорастущих безболезненных узел-
ков в области носа, реже – на других частях 
тела [9, 11, 12]. У собак заболевание сопрово-
ждалось гнойно-язвенными поражениями со 
струпьями и эритемой на различных участ-
ках тела [13–15]. У  лошадей заболевание 
чаще протекало в виде узелкового дерматита, 
феогифомикоза или дерматомикоза [16–19]. 
Описаны случаи альтернариоза у белохво-
стого оленя2, 3.

У животных представители рода Alternaria 
могут вызывать поражения как в моновари-
анте, так и в ассоциации с другими видами 
оппортунистических грибов (см. сноску  2) 
[16, 19].

Установлено, что патогенные виды грибов 
выделяют ферменты, способствующие по-
вреждению целостности кожи и снижению 
ее защитных свойств, а также их проникно-
вению в различные слои эпидермиса. Грибы 
рода Alternaria кроме сахаро- и протеолити-
ческих ферментов продуцируют токсины, об-
ладающие цитотоксическим и тератогенным 
действием, блокируют синтез сфинголипи-
дов путем ингибирования фермента, огра-
ничивающего скорость синтеза церамидсин-
тазы [20], что также способствует повреж-
дению целостности кожи. К факторам виру-
лентности грибов относят их способность 
прикрепляться к тканям хозяина и вырабаты-
вать ферменты, вызывающие повреждение 
тканей. Патогенные грибы продуцируют ка-
талазу и маннитол, которые защищают их от 
активных форм кислорода. Кроме того, они 
могут продуцировать меланин, защищаю-
щий их от действия ультрафиолетового излу-
чения, повышенной температуры и активных 
форм кислорода [21].

Описано несколько видов грибов рода 
Alternaria, которые могут вызывать за-

болевания у животных: A.  infectoria [17], 
A.  infectoriae (см. сноску  2) [15], A.  tenuis 
[16], A. alternata (см. сноску 3) [17, 19]. Уста-
новлено, что больные альтернариозом особи 
могут являться источником инфекции для 
других животных и человека, способствовать 
распространению спор гриба в окружающую 
среду [10].

В связи с этим актуальными задачами 
являются получение изолятов грибов рода 
Alternaria  spp. от больных животных и изу-
чение их биологических свойств для обеспе-
чения контроля за распространением данных 
условно-патогенных микроорганизмов.

Цель работы  – изучение биологических 
свойств изолята A.  alternata, выделенного в 
центральном регионе Республики Казахстан 
от лошади с клиническими признаками пора-
жения кожи.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Микологические исследования проводи-
ли в лаборатории микробиологии НАО «Ка-
захский агротехнический университет 
им. С. Сейфуллина», генотипирование – в ла-
боратории биоразнообразия и генетических 
ресурсов ТОО  «Национальный центр био-
технологии» Министерства здравоохранения 
Республики Казахстан.

Исследование микроморфологии изолята 
проводили на микроскопе Zeiss Axio Scope.
A1 (Carl Zeiss, Германия) при × 40 и × 100. 
Наличие кератинолитической активности 
определяли в тесте на перфорацию волоса, 
чувствительность к противогрибковым пре-
паратам  – по методике CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute)4, 5.

Для изучения биохимических свойств по-
лученного изолята использовали среды Гис-
са с глюкозой, лактозой, маннозой, маннитом 
и сахарозой (сахаролитическая активность), 
а  также среду Кристенсена с 40%-й моче-

2Salkin I.F., Stone W.B. Subcutaneous mycotic infection of a white-tailed deer // Journal of Wildlife Diseases. 1974. Vol. 10 (1). 
P. 34–38.

3Salkin I.F., Gordon M.A., Stone  W.B. Dual infection of a white-tailed deer by Dermatophilus congolensis and Alternaria 
alternate // Journal of the American Veterinary Medical Association. 1975. Vol. 167 (7). P. 571–573.

4Reference method for broth dilution antimicrobial susceptibility testing of filamentous fungi. Wayne: Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2008.

5Wayne P. Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeast Approved Guideline CLSI document M44-A2. 
Second Ed. Wayne: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009.
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виной (уреазная активность). Для определе-
ния гемолитической активности применялся  
мясо-пептонный агар.

При выделении геномной ДНК исполь-
зовали 5-суточную культуру микромицета. 
Для этого фрагмент колонии отделяли от 
субстрата, переносили в ступку, добавля-
ли 300  мкл СТАВ (2% СТАВ, 1,4  М NaCl, 
20  mM EDTA, 500  mM Tris-HCl, доводили 
объем смеси до 50 мл дистиллированной во-
дой) и инкубировали с добавлением проте-
иназы  К в течение 14–16  часов при 65  °С. 
ДНК выделяли стандартным фенольно-хло-
роформным методом [22].

Генотипирование проводили на амплифи-
каторе Bio-Rad T100 (Bio-Rad, США), ПЦР – 
в общем реакционном объеме 25 мкл, содер-
жащем 5  мкл буфера 5× (Promega, США), 
1 мкл dNTP (20 мМ), 1,5 мкл MgCl2 (25 мМ), 
0,25 U (5 U/мкл) Taq ДНК-полимеразы, 2 мкл 
праймера (20  пмоль/мкл) и 2  мкл геномной 
ДНК (50 нг/мкл). Программа амплификации 
включала: начальную денатурацию при 95 °С 
в течение 3 мин, 35 циклов денатурации при 
95 °С (15 с), отжиг при 59 °С (30 с), удлине-
ние при 72 °С (45 с) и окончательный период 
продления при 72 °С (10 мин) в термоцикле-
ре SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher 
Scientific, США). После амплификации про-
дукты ПЦР подвергали электрофорезу в 
1,5%-м агарозном геле, забуференном 0,5× 
TBE (4,5  мМ Tris, 4,5  мМ борной кислоты, 
1 мМ EDTA, pH = 8), окрашивали бромидом 
этидия с использованием праймеров ITS1 
(5’‑TCGGTAGGTGAACCTGCGG-3’) и ITS4 
(5’-CCTCCGCTTATTGATATGC-3’)6.

Продукты ПЦР очищали ферментативны-
ми методами с использованием набора для 
энзиматической очистки. Затем определяли 
нуклеотидные последовательности путем 
секвенирования циклов, которое проводили с 
применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applide Biosystems Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно инструкции 
производителя, с последующим разделением 
фрагментов на автоматическом генетическом 

секвенаторе IonTorent (Applide Biosystems 
Thermo Fisher Scientific, США).

Депонирование нуклеотидных последова-
тельностей проводили по алгоритму GenBank 
(NCBI). Для сравнительного анализа исполь-
зовали последовательности других штаммов 
A. alternata, опубликованные в GenBank.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клиническая картина поражения кожи у 
лошади была представлена плотными бе-
лыми очагами размером 1–2  см в диаметре 
с мучнистой шероховатой поверхностью 
(см. рис. 1).

В результате микологического исследо-
вания проб биоматериала, отобранных из 
участков поражения, изолировали грибы 
двух родов – Chrysosporium spp. [19] и Alter-
naria spp.

6White T.J., Bruns Т., Lee S., Taylor J. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. 
PCR Protocols // A Guide to Methods and Applications. 1990. Vol. 38. P. 315–322.

Рис. 1. Лошадь с множественными очагами 
поражения в области кожи головы
Fig. 1. A horse with multiple lesions on the scalp
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Первичный рост грибов Alternaria  spp. на 
агаре Сабуро был в виде колоний двух типов: 
пушистых серовато-коричневых с окрашива-
нием субстратного мицелия в черный цвет и 
беловато-светло-бежевых с субстратным мице-
лием желтовато-оранжевого цвета (см. рис. 2).

Для получения чистой культуры гриба рода 
Alternaria отбирали и пересевали характер-
ные по культурально-морфологическим при-
знакам и имеющие темную окраску колонии. 
При анализе обращали внимание на скорость 
роста, размер, цвет, форму, поверхность ли-
цевой и обратной сторон колоний, пигмен-
тацию субстратного мицелия и характерных 
конидий.

В колониях чистой культуры гриба воз-
душный мицелий имел зеленовато-коричне-
вую окраску, субстратный мицелий характе-
ризовался различными оттенками черного 
цвета. В центре и по краю колонии отмечался 
рост молодого беловато-светло-коричневого 
мицелия (см. рис. 3).

При микроскопии полученного изолята 
выявлено наличие мицелия кофейно-корич-
невого цвета и конидий, характерных для 
A. alternata (см. рис. 4).

В дальнейшем было проведено исследо-
вание полученного изолята методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в электро-

 
а                                                                                 б

Рис. 2. Первичные культуры, выделенные из пробы биоматериала:
а – лицевая сторона; б – обратная сторона колоний
Fig. 2. Primary cultures isolated from a sample of biomaterial:
a – front side; б – reverse side of colonies

форезном варианте (см. рис.  5). ДНК гриба 
выявляли на уровне 600 п.н.

В процессе секвенирования получены, 
затем проанализированы с помощью про-
граммного обеспечения BLAST с использо-
ванием базы данных NCBI нуклеотидные по-
следовательности A.  alternata. Изоляту при-
своен номер 15.23.7.1Н, а его нуклеотидные 
последовательности депонированы в базу 
данных GenBank под номером PV793443.1.

Для подтверждения значения гриба 
A.  alternata 15.23.7.1Н в этиологии пораже-
ний кожи у лошади изучили его биологиче-
ские свойства. Установлено, что он хорошо 
усваивает маннит, плохо усваивает глюкозу, 
отлично усваивает мочевину, не расщепляет 
сахарозу, мальтозу, лактозу, казеин, желатин 
и пептон, лизирует гемоглобин. Также выяв-
лена выраженная β‑гемолитическая актив-
ность (см. рис. 6).

При культивировании изолята на декстроз-
ном агаре Сабуро и агаре Сабуро, обогащен-
ном кератином, обнаружена слабая выражен-
ность кератинофильных свойств изолята. 
Тест на перфорацию волос был положитель-
ным и показал наличие обильного мицелия  
и спор с образованием в некоторых местах 
горизонтальных разрывов поверхностных 
слоев кутикулы (см. рис. 7).
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Рис. 4. Микроморфология изолята A. alternata. Увел. 40:
а – конидии; б – мицелий
Fig. 4. Micromorphology of the A. alternata isolate. Magnified by 40:
а – conidia; б – mycelium

Рис. 5. Результаты ПЦР. Полоса, указанная стрелкой – A. alternata, L – молекулярный маркер,  
С – протеиназа К, остальные полосы – другие положительные образцы
Fig. 5. PCR results. The band indicated by the arrow is A. alternata, L is a molecular marker,  
C is proteinase K, the remaining bands are other positive samples

а                                                                            б

Рис. 3. Колонии чистой культуры гриба A. alternata (15-е сутки):
а – лицевая сторона; б – обратная сторона колоний
Fig. 3. Colonies of pure culture of the fungus A. alternata (day 15):
a – front side; б – reverse side of colonies

L C
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Под воздействием гриба произошло ви-
димое расплавление и истончение воло-
са (см. рис.  7,  б), образование «колышков» 
(см. рис. 7, в–д). Кроме того, наблюдали обиль-
ное неравномерное накопление мицелия и обра-
зование характерных конидий (см. рис. 7, е, ж), 
а также формирование мицелиальных пузырей 
разных размеров и формы под кутикулой и на 
поверхности волоса (см. рис. 7, з).

Анализ чувствительности A.  alternata к 
противогрибковым препаратам выявил его 
устойчивость к амфотерицину и флуконазо-
лу, выраженную чувствительность к кетоко-
назолу, слабую чувствительность к клотри-
мазолу и нистатину.

Анализ литературных данных свидетель-
ствует о том, что грибы рода Alternaria мо-
гут являться возбудителями системного, под-
кожного или поверхностного микоза кожи 
и риносинусита у разных видов животных. 
Чаще всего описывают клинические призна-
ки феогифомикоза7, 8 [18] и дерматита [14, 15] 

                  а                                        б                                           в                                         г

                    д                                      е                                          ж                                       з

Рис. 7. Кератинолитические и кератинофильные свойства штамма A. alternata:
а – контроль; б–ж – увел. 40; з – увел. 100
Fig. 7. Keratinolytic and keratinophilic properties of A. alternata strain:
а – control; б–ж – magnified by 40; з – magnified by 100

Рис. 6. Рост A. alternata на мясо-пептонном  
агаре с проявлением β‑гемолиза
Fig. 6. Growth of A. alternata on blood meat- 
peptone agar with manifestation of β-hemolysis

7Roosje P.J., de Hoog G.S., Koeman J.P., Willemse T. Phaeohyphomycosis in a cat caused by Alternaria infectoria E.G. Sim-
mons // Mycoses. 1993. Vol. 36 (11-12). P. 451–454.

8Dhein C.R., Leathers C.W., Padhye A.A., Ajello L. Phaeohyphomycosis caused by Alternaria alternata in a cat // Journal of the 
American Veterinary Medical Association. 1998. Vol. 193 (9). P. 1101–1103.
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у домашних животных (кошек, собак) и ло-
шадей. Заболевания обычно регистрируют у 
пациентов с иммуносупрессией, в некоторых 
случаях в форме системного микоза и диссе-
минированной инфекции [6, 10, 15, 16].

Скорее всего, возможность грибов Alter-
naria  spp. вызывать различную патологию 
является следствием их выраженной биоло-
гической активности, в том числе высокой 
ферментативной активности, что и обуслов-
ливает наличие у них патогенных свойств. 
Причиной поражения кожи Alternaria  spp. 
могут быть продуцируемые грибами мико-
токсины, которые через сложный путь ин-
гибирования ферментов могут нарушать це-
лостность эпителия.

Анализ активности сахаролитических 
ферментов A.  alternata указывает на отсут-
ствие дисахаридаз, расщепляющих сахарозу, 
мальтозу, лактозу на моносахариды, так как 
на средах Гисса не наблюдали изменений, 
свидетельствующих об их расщеплении. От-
мечено слабое разложение глюкозы, связан-
ное с активностью фосфофруктокиназы в 
жизненно необходимых для грибной клетки 
реакциях гликолиза. Выявленное активное 
усвоение маннита, обусловленное активно-
стью фермента маннитолазы, может свиде-
тельствовать о патогенности A. alternata. Так, 
при проведении исследования R.  Touaitia  
et al. [23] установлено, что распад маннита до 
кислоты, вызванный Staphylococcus aureus, 
связан с патогенностью данных бактерий.

Зафиксирован высокий уровень активно-
сти уреазы, что позволяет штамму расще-
плять мочевину. Способность сапрофитных 
и условно-патогенных возбудителей мико-
зов кожи расщеплять и усваивать мочевину 
свидетельствует об их приспособленности к 
обитанию и размножению на коже, а также о 
потенциальной возможности вызывать ее по-
ражение.

Анализ протеолитической активности 
A. alternata свидетельствует о его гемолити-
ческой активности и способности усваивать 
кератин, вызывая поражение кожи (см. сно-
ски 7, 8).

Как отмечалось ранее, нами выявлено на-
личие кератинофильных и кератинолитиче-
ских свойств у A.  alternata. В  тесте на пер-

форацию волос установлена его способность 
лизировать кератин, что свидетельствует об 
активности кератиназы, ее способности рас-
щеплять и усваивать кератин волоса. Наши 
данные совпадают с данными других авторов 
(см. сноску 8) [23].

Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о наличии выраженной биологиче-
ской активности у исследованного изоля-
та A.  alternata 15.23.7.1Н. По мнению ряда 
ученых, роль оппортунистических грибов в 
развития тяжелых заболеваний у человека и 
животных часто недооценивают [24–26]. Они 
считают, что усиление любой ферментатив-
ной активности способствует приспособле-
нию гриба к выживанию в условиях хозяина 
и проявлению его патогенных свойств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты нашего иссле-
дования свидетельствуют о том, что изолят 
A. alternata 15.23.7.1Н, полученный от лоша-
ди с клиническими признаками поражения 
кожи, обладает выраженной биологической 
активностью, в том числе патогенными свой-
ствами, и является этиологической причиной 
заболевания.

Он устойчив к амфотерицину и флукона-
золу, обладает слабой чувствительностью к 
нистатину и клотримазолу, выраженной чув-
ствительностью к кетоконазолу.

Таким образом, при проведении диагно-
стики поражений кожи у животных необхо-
димо учитывать возможную этиологическую 
роль гриба A. alternata в развитии данной па-
тологии.
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