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Проведены многолетние исследования (2012–
2018) культур микроскопических грибов (дер-
матомицетов), выделенных от клинически боль-
ных кошек. Отбор проб биоматериала осущест-
влен от домашних животных с признаками пора-
жения кожи и шерстного покрова в ветеринарных 
клиниках Республики Казахстан. Молекулярно-
генетические исследования, видовая идентифи-
кация и определение свойств выделенных куль-
тур проведены с помощью утвержденных ме-
тодических рекомендаций и определителей па-
тогенных и условно-патогенных грибов. Изуче-
ны культурально-морфологические (фенотипи-
ческие), кератинолитические, биохимические и 
молекулярно-генетические свойства основно-
го вида микроскопических грибов, вызывающего 
дерматомикозы, – Microsporum canis. В результате 
исследований получены следующие четыре штам-
ма гриба Microsporum canis: 13 Kz, 376 Kz, 384 Kz 
и 428 Kz. Изученные штаммы характеризовались 
разнообразием фенотипических свойств (форми-
рование разных по морфологии колоний на пита-
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Long-term studies (2012–2018) of cultures of 
microscopic fungi (dermatomycetes) isolated from 
clinically sick cats were carried out. Samples of 
biomaterial were taken from domestic animals with 
signs of skin and coat damage in veterinary clinics 
of the Republic of Kazakhstan. Molecular genetic 
studies, species identifi cation and determination of 
the properties of selected cultures were carried out 
in accordance with the approved methodological 
recommendations and with the use of determinants 
of pathogenic and potentially pathogenic fungi. 
Cultural-morphological (phenotypic), keratinolytic, 
biochemical and molecular genetic properties 
of the main species of microscopic fungi that 
cause dermatomycosis – Microsporum canis were 
studied. As a result of research, four strains of the 
fungus Microsporum canis, 13 Kz, 376 Kz, 384 Kz, 
and 428 Kz, were obtained. The studied strains 
were characterized by a variety of phenotypic 
properties (they formed colonies with different 
morphology on nutrient media and had a different 
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ВВЕДЕНИЕ

Microsporum canis – основной вид ми-
кроскопических грибов, вызывающих дер-
матомикозы, которые сопровождаются по-
ражениями кожи и ее производных, пере-
дающихся от животного к человеку. В свя-
зи с тем, что грибы данной группы поража-
ют кожу, их называют дерматофитами или 
дерматомицетами. Они широко распростра-
нены в природе, имеют большой набор фер-
ментов, легко приспосабливаются к разноо-
бразным источникам питания, могут разви-
ваться на различных субстратах раститель-
ного и животного происхождения. По ха-
рактеру метаболизма, химическому соста-
ву клеточных стенок и последовательности 
рибосомальной РНК данный вид микроско-
пических грибов относят к эумицетам, клас-
су – аскомицеты. Долгое время их считали 
типичными представителями несовершен-
ных грибов. Только к концу XX в. благодаря 
молекулярно-генетическим исследованиям 
у грибов установлено наличие совершенной 
стадии, выявлены половые формы – телео-
морфы – представители рода Arthroderma 
семейства Аrthrodermataceae [1].

тельных средах, разнообразная окраска воздуш-
ного и субстратного мицелия), сходством микро-
структур (септированный бамбукообразный мице-
лий с характерным ветвлением, двухслойные ве-
ретенообразные макроконидии), биохимических 
свойств (наличие высокой сахаролитической и 
уреазной активности) и кератинолитической ак-
тивностью. Фенотипические характеристики пол-
ностью соответствовали культуре микроскопи-
ческого гриба Microsporum canis. Молекулярно-
генетические исследования установили идентич-
ность последовательностей полученных штаммов 
гриба Microsporum canis 13 Kz, 376 Kz, 384 Kz и 
428 Kz с опубликованными в GenBank последова-
тельностями штаммов EU181444.1, EF581130.1 и 
EF581129.1. Молекулярно-генетические исследо-
вания позволили идентифицировать полученные 
культуры дерматомицетов как анаморфную ста-
дию Microsporum canis, а также как стадию теле-
оморфа (Arthroderma otae).

Ключевые слова: дерматомицеты, феноти-
пические свойства, штаммы, воздушный и суб-
стратный м ицелий, макроконидии

color of air and substrate mycelium), as well as 
similar microstructures (they had septate bamboo-
like mycelium with characteristic branching, 
bilayer spindle-shaped macroconidia), biochemical 
properties (the presence of high saccharolytic and 
urease activity) and keratinolytic activity. Phenotypic 
characteristics fully corresponded to the culture 
of the microscopic fungus Microsporum canis. 
Molecular genetic studies established the identity of 
the sequences of the obtained strains of the fungus 
Microsporum canis 13 Kz, 376 Kz, 384 Kz and 
428 Kz with the sequences of strains EU181444.1, 
EF581130.1 and EF581129.1 published in GenBank. 
Molecular genetic studies made it possible to identify 
the cultures of dermatomycetes that were obtained 
as an anamorphic stage of Microsporum canis, as 
well as a teleomorph known as Arthroderma otae.

Keywords: dermatomycetes, phenotypic 
properties, strains, air and substrate mycelium, 
macroconidia

В литературе практически отсутствует 
информация о молекулярно-генетических 
свойствах M. canis, выделенных от домаш-
них животных в  Республике Казахстан. 
Чаще всего изучали только культурально-
морфологические и биохимические свой-
ства выделенных культур грибов [2–5].

Выявление M. canis посредством посе-
ва проб биоматериала, отобранного из оча-
гов поражения животных, на агар Сабу-
ро – самый информативный, но достаточно 
длительный метод исследования [3, 5, 6]. В 
условиях ветеринарных клиник диагности-
ка заболевания, вызванного M. canis, боль-
шей частью ограничивается исследованием 
проб биоматериала от больных животных 
под лампой Вуда и их микроскопией, одна-
ко эти методы обладают достаточно низкой 
чувствительностью.

Изучение фенотипических и молекулярно-
генетических свойств новых изолятов гри-
ба M. canis необходимо для идентификации 
этиологического агента и его спецификации 
на уровне штамма. Исследователи ранее ис-
пользовали различные молекулярные мето-
ды для этих целей: анализ полиморфизма 
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длины рестрикционных фрагментов мито-
хондрий, секвенирование внутренней транс-
крибированной области (internal transcribed 
region – ITS) РНК, секвенирование генов, 
кодирующих белки, амплификацию поли-
морфной ДНК с произвольно праймирован-
ной ПЦР и ПЦР-фингерпринтинг [7–14]. 
Применение этих методов привело к значи-
тельному прогрессу в видовой идентифика-
ции и характеристике штаммов M. canis. В 
ходе исследований установлено, что рибосом-
ные области, состоящие из внутренних транс-
крибированных областей (ITS-1 и ITS-2) явля-
ются вариабельными у M. canis [15]. Тест-
системы на основе ПЦР, выявляющие реги-
оны ITS, – ценный инструмент для видовой 
идентификации дерматофитов. 

Цель исследований – изучение фенотипи-
ческих и молекулярно-генетических свойств 
изолятов Microsporum canis, выделенных от 
клинически больных кошек на территории 
Республики Казахстан.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в 2012–2018 гг. 
в ветеринарных клиниках, где отбирали про-
бы биоматериала от животных с признаками 
поражения кожи. Молекулярно-генетические 
исследования проводили в национальной на-
учной лаборатории биотехнологии коллек-
тивного пользования Национального центра 
биотехнологии (ННЛБ КП НЦБ) и лаборато-
рии биотехнологии – диагностическом цен-
тре Института экспериментальной ветерина-
рии Сибири и Дальнего Востока Сибирского 
федерального научного центра агробиотех-
нологий (ИЭВСиДВ СФНЦА РАН).

Поверхностное культивирование для вы-
деления моноспоровых культур грибов и 
изучение их фенотипических свойств осу-
ществляли на чашках Петри и блоках по Ка-
дену с питательными средами: Сабуро, Ча-
пека, медовый, кукурузный и картофельный 
агар при температуре 28 °С

Микроморфологию M. canis изучали в 
световом микроскопе при увеличениях 40 

и 400. Для этой цели готовили нативные в 
50%-м растворе глицерина и окрашенные 
по Граму препараты через 24, 48, 72 ч и бо-
лее роста грибов. Видовую идентификацию 
выделенных культур и определение у них 
кератинолитической активности проводи-
ли с помощью определителя патогенных и 
условно-патогенных грибов1.

Для изучения биохимических свойств 
у выделенных культур грибов использова-
ли среды Гисса с глюкозой, лактозой, ман-
нозой, маннитом, сахарозой (сахаролитиче-
ская активность), среду Кристенсена с 40%-й 
мочевиной (уреазная активность). 

Получение ДНК грибов проводили по 
описанной методике [16]. Для выделения 
ДНК использовали цетилтриметиламмо-
ния бромид (ЦТАБ). К 0,1 г лиофилизиро-
ванного мицелия в ступке добавляли жид-
кий азот и измельчали клетки. Для выде-
ления геномной ДНК измельченный мице-
лий переносили в пробирку Эппендорфа и 
добавляли 700 мкл буфера для лизиса (2% 
ЦТАБ) с добавлением 0,2% (мас./об. – мас-
сы к объему) Β-меркаптоэтанола (Biomatic). 
Смесь инкубировали при 65 °С в течение 
40 мин. Добавляли равный объем хлоро-
форма к объему изоамилового спирта (24 : 
1 об./об. – объема к объему). После гомо-
генизации смеси и центрифугирования при 
13 000 об/мин в течение 10 мин при 4 °С су-
пернатант реcуcпендировали в стерильную 
пробирку Эппендорфа. ДНК осаждали дву-
мя объемами холодного 2-пропанола с до-
бавлением 10% (мас./об.) натрий ацетатно-
го буфера (3 М, рН 8) при минус 20 °С в те-
чение 2 ч, дважды промывали 500 мкл 70% 
этанола, просушивали и ресуспендирова-
ли в 100 мкл ТЕ-буфера (40 ММ Трис/HCl, 
рН 8,0, 2 мМ ЭДТА). Конечную ДНК обра-
батывали РНКазой при инкубации при 37 °С 
в течение 30–60 мин. ДНК элюировали в ко-
нечном объеме 200 мкл, разводили до кон-
центрации 50 нг/мкл в воде класса ПЦР. Об-
разцы ДНК хранили при минус 20 °С для 
дальнейшего использования. 

1 Саттон Д., Фотергилл А., Ринальди М. Определитель патогенных и условно патогенных грибов: пер. с англ. М.: 
Мир. 2001. 486 с.
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Проведена ПЦР-амплификация вну-
тренних транскрибируемых спейсер-
ных (ITS) областей рибосомальной ДНК 
(рДНК). Область ITS1-5,8S-ITS2 класте-
ра генов ядерной рДНК амплифицирова-
на с использованием пары праймеров: ITS1 
(5’-TCGGTAGGTGAACCTGCGG-3’); TS4 
(5’-CCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [17]. 

ПЦР проводили в общем реакционном 
объеме 25 мкл, содержащем 5 мкл 5X буфера 
(Promega), 1 мкл dNTP (20 мМ), 1,5 мкл MgCl2 
(25 мМ), 0,25 U (5 U/мкл) ДНК-полимеразы 
Taq. 2 мкл праймера (20 пмоль/ мкл) и 2 мкл 
геномной ДНК (50 нг/мкл). Программа ам-
плификации включала в себя начальную де-
натурацию при 95 °С в течение 3 мин, затем 
35 циклов денатурации при 98 °С (15 с), от-
жиг при 59 °С (60 с), удлинение при 72 °С 
(120 с) и окончательный период продления 
10 мин при 72 °С в термоциклере Biometra 
(Германия). После амплификации продук-
ты ПЦР подвергали электрофорезу в 1,5%-
х агарозных гелях, забуференных 0,5X TBE 
(4,5 мМ Tris, 4,5 мМ борной кислоты и 1 мМ 
EDTA, pH 8), окрашивали бромидом этидия 
и фотографировали. 

Продукты ПЦР очищали ферментатив-
ными методами с использованием ExoI и 
SAP, затем последовательности опреде-
ляли путем секвенирования циклов. Сек-
венирование проводили с применением 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applide Biosystems) согласно инструк-
ции производителя, с последующим разде-
лением фрагментов на автоматическом гене-
тическом анализаторе 3730 × l DNA Analyzer 
(Applide Biosystems) [18–22].

Для сравнительного анализа использова-
ли последовательности штаммов  M. canis 
(EU181444.1, EF581130.1, EF581129.1) и 
Arthroderma otae (AB193649.1, AB193632.1, 
AB193630.1), опубликованные в GenBank. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате микологического исследо-
вания проб биоматериала от кошек получе-
ны четыре штамма гриба М. canis: 13 Kz, 
376 Kz, 384 Kz и 428 Kz. Установлено, что 

они отличались разнообразием фенотипиче-
ских признаков (см. рис. 1). 

Штамм M. canis 13 Kz формировал на 
агаре Сабуро пушистые круглые, со стелю-
щимся, белым с желтовато-серым оттенком, 
слегка порошистым в центре воздушным 
мицелием с исчерченными радиально ко-
лониями. Обратная сторона колонии и суб-
стратный мицелий на агаре Сабуро окраше-
ны в оранжево-коричневый цвет. По краю 
колонии отмечали формирование пушисто-
го мицелия в виде тонких нитей как на по-
верхности, так и в глубине агара.

Зрелые колонии штамма M. canis 376 Kz 
выглядели мучнистыми и бугристыми в 
центре. Обратная сторона имела оранжево-
коричневый цвет, субстратный мицелий ин-
тенсивно желтый. Край колонии представ-
лен в виде клочков ваты, рост субстратного 
мицелия выражен слабо.

Штамм M. canis 384 Kz формировал ком-
коватые в центре и слабо радиально исчер-
ченные на периферии колонии. Воздушный 
мицелий окрашивался в бело-серый цвет, 
субстратный – в оранжево-коричневый.

Штамм M. canis 428 Kz рос в виде пу-
шистых белых, местами комковатых, не-
правильной формы с выраженной зональ-
ностью колоний. Обратная сторона имела 
оранжевый цвет. Растущий край колонии 
M. canis отмечен неровным, субстратный 
мицелий – хорошо выражен в глубине агара.

У всех штаммов гриба M. canis выявлено 
наличие сходных микроструктур – септиро-
ванного бамбукообразного мицелия с харак-
терным ветвлением (см. рис. 2). 

У штамма M. canis 376 Kz выявили сеп-
тированный прямой бесцветный мицелий, 
13 Kz и 384 Kz – септированный бамбукоо-
бразный, у штамма 428 Kz – cептированный 
бесцветный с выраженным ветвлением. 

В результате микроскопии у всех штаммов 
M. canis выявлены  однообразные, характер-
ные веретенообразные макроконидии с двух-
контурной клеточной стенкой (см. рис. 3).

Анализ биохимических свойств позволил 
выявить у всех тестируемых штаммов гри-
ба M. canis выраженную сахаролитическую 
и уреазную активность.
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а б в

13 Kz

376 Kz

384 Kz

428 Kz

Рис. 1. Колонии штаммов Microsporum canis 13 Kz, 376 KZ, 384 Kz и 428 Kz, агар Сабуро, 28 °С, 
25 сут (а – лицевая сторона, б – обратная сторона, в – край колонии)
Fig. 1. Colonies of strains of Microsporum canis 13 Kz, 376 KZ, 384 Kz and 428 Kz, Saburo agar, 
28 °C, 25 days (a – front side, b – back side, c – the edge of the colony)



53Сибирский вестник сельскохозяйственной наyки • 2020 • 50 • 1Животноводство и ветеринария

Фенотипические и молекулярно-генетические свойства 
Microsporum canis

Кухар Е.В., Киян В.С., Глотова Т.И., Глотов А.Г. 

Все выделенные штаммы М. canis проя-
вили выраженную кератинолитическую ак-
тивность при проведении теста на перфора-
цию волоса, что является доказательством 
их этиологической роли в выявленной пато-
логии кожи и ее производных у домашних 
животных.

При идентификации культур зоофильных 
штаммов Microsporum spp., выделенных 
от домашних кошек стандартным диагно-
стическим методом, проведенным посред-
ством посева проб биоматериала на глюкоз-

ный агар Сабуро, установлено следующее. 
Фенотипически все штаммы 13 Kz, 376 KZ, 
384 Kz и 428 Kz являлись видом М. canis, 
обладали характерными культуральными 
и морфологическими признаками. Также 
штаммы практически не отличались по на-
личию сахаролитической активности. Все 
четыре штамма активно сбраживали глюко-
зу, сахарозу, мальтозу, лактозу и маннит, ко-
торые входили в состав среды Гисса. Штамм 
13 Kz отличался от других штаммов  более 
слабо выраженной уреазной активностью. 

Установлено, что классическая морфоло-
гическая диагностика достаточно достовер-
но позволяет идентифицировать штаммы 
М. canis. На высокий процент диагности-
ческой достоверности указывает и наличие 
клинически выраженных признаков заболе-
вания у больных животных. 

В результате молекулярно-генетических 
исследований культуры дерматомицетов 
идентифицировали как анаморфную ста-
дию М. canis и в то же время – как ста-
дию телеоморфа (Arthroderma otae). Под-
тверждено, что выделенные от кошек ми-
кроскопические грибы принадлежали 
роду Microsporum, виду canis. Нуклеотид-
ные последовательности штамма M. сanis 
376 Kz депонированы в GenBank под номе-
ром SUB6566355 Seq_376-Kz MN661346. 
Анализ нуклеотидной последовательности 
штаммов M. canis посредством анализа ITS 
региона подтвердил результаты изучения их 
культурально-морфологических и биохими-
ческих свойств.

                  13 Kz                                    376 Kz                                384 Kz                                       428 Kz
Рис. 2 Строение мицелия у штаммов Microsporum canis на агаровых блоках с агаром Сабуро, 
28 °С, × 400, 6 сут
Fig. 2. The structure of mycelium in strains of Microsporum canis on agar blocks with Saburo agar, 
28 °С, × 400, 6 days

Рис. 3. Морфология макроконидий 
Microsporum canis на агаровых блоках с агаром 
Сабуро, 28 °С, × 400, 14 сут
Fig. 3. Morphology of macroconidia 
Microsporum canis on agar blocks with Saburo 
agar, 28 ° С, × 400, 14 days
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Штаммы дерматомицетов, выделенные 
от клинически больных кошек на террито-
рии Республики Казахстан, в результате ис-
следований определены как представите-
ли зоофильных дерматофитов Microsporum 
canis. Штаммы M. canis характеризуют-
ся разнообразием фенотипических призна-
ков, наличием типичных морфологических 
структур, сахаролитической, уреазной и ке-
ратинолитической активностью. Анализ 
нуклеотидных последовательностей вну-
тренних транскрибированных областей по-
зволил подтвердить результаты изучения 
культурально-морфологических свойств 
выделенных культур гриба и идентифици-
ровать штаммы как анаморфы Microsporum 
canis и как телеоморфы Arthroderma otae.
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