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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Заболевания, вызываемые оппортунистическими микроорганизмами у 

пациентов, инфицированных вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), число 

которых в последние годы значительно увеличивается, представляют серьезную 

проблему для современного здравоохранения [75]. Candida spp. – повceместно 

встрeчающиеся условно-пaтогeнные грибы, способные вызывать инфeкции кожи и 

слизистых различной локализации, а тaкже угрожающие жизни cоcтояния y 

иммунокомпрометированных пациентов [20]. Рецидивирующий 

орофарингеальный кандидоз значительно ухудшает качество жизни 

иммунокомпрометированных пациентов [140]. У 90% ВИЧ-инфицированных лиц 

наблюдается как минимум один эпизод орофарингеального кандидоза [178]. Всего 

в данной группе пациентов ежегодно регистрируется около 2 млн случаев 

орального кандидоза и 1,3 млн случаев кандидоза пищевода [133]. Кандидозы 

занимают значимую долю в структуре оппортунистических инфекций у пaциeнтов 

с ВИЧ-инфекцией наравне с туберкулезом [33].  

В настоящий момент доступны три основные группы противогрибковых 

препаратов: азолы, полиены, эхинокандины [55]. Новые препараты появляются 

достаточно медленно, поэтому распространение устойчивости к 

противогрибковым препаратам среди грибов рода Candida становится серьезной 

проблемой [84].  

Растущее применение и распространение противогрибковых препаратов с 

целью профилактики и лечения, в том числе длительного лечения хронических 

рецидивирующих кандидозов слизистых, ведет не только к распространению 

устойчивых штаммов C. albicans, но и к повышению доли не-albicans видов грибов 

рода Candida [77]. Распространение не-albicans видов у ВИЧ-инфицированных 

способствует развитию рефрактерного кандидоза слизистых оболочек, из-за 

повышенного уровня природной устойчивости к противогрибковым препаратам. В 

случае C. albicans имеет место приобретенная устойчивость к противогрибковым 
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препаратам из ряда азолов, что создает проблему как для каждого отдельно взятого 

пациента, так и для эпидемиологии кандидозов при потенциальном 

распространении подобных штаммов [188]. На сегодняшний день информация о 

распространении штаммов Candida spp. представлена данными мультилокусного-

сиквенс типирования [158]. Данные о клональной структуре популяции Candida 

spp., в частности C. albicans, в России представлены ограниченно, в связи с чем 

данное исследование представляется актуальным.  

Степень разработанности темы исследования 

Candida albicans считается наиболее распространенным видом среди 

возбудителей кандидоза [68]. Обычно у пациента выделяется один вид Candida 

spp., однако при некоторых нозологиях отмечается одновременное присутствие в 

биотопе нескольких штаммов одного или разных видов [138]. Кроме того, у 

определенных групп иммунокомпрометированных пациентов отмечается 

повышение доли не-albicans видов грибов рода Candida, обладающих повышенным 

уровнем природной и приобретенной устойчивости к противогрибковым 

препаратам. Так, среди онкологических больных одного крупного центра в г. 

Москва в качестве возбудителей кандидемий наиболее распространены C. 

parapsilosis, C. albicans, C. glabrata и C. lusitaniae, причем доля не-albicans видов 

значительно преобладает [3]. Существуют исследования микрофлоры кишечника 

ВИЧ-инфицированных детей, в которых отмечено нарастание доли не-albicans 

видов, по сравнению с предшествующими исследованиями [15]. Несколько 

исследований среди взрослых пациентов напротив говорят о преобладании C. 

albicans в структуре возбудителей кандидозов на территории Российской 

Федерации, и не уделяют внимания проблеме устойчивости [10; 37]. 

Методы видовой идентификации Candida spp. на сегодняшний день 

достаточно разнообразны. Существуют классические методы, в том числе 

микроскопия, тест на образование ростовых трубок, с помощью которого возможно 

дифференцировать C. albicans от других видов. Хромогенные питательные среды 

позволяют по биохимической активности ориентировочно дифференцировать 

некоторые виды, чаще всего C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. 
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glabrata, а также облегчают разделение смешанных культур. Биохимические тест 

системы с применением более подробных биохимических характеристик 

позволяют достаточно точно определять вид (API, Remel, Vitek, MicroScan, BD 

Phoenix) [6]. MALDI-TОF масс-спектрометрия – основной метод видовой 

идентификации микроорганизмов во многих современных бактериологических 

лабораториях, так как обладает высокой точностью и скоростью получения 

результата. Ошибки видовой идентификации, как и для вышеуказанных методов 

встречаются в отношении редких видов Candida spp. Молекулярно-генетические 

методы представлены ПЦР тест-системами с использованием видоспецифических 

праймеров, позволяющие точно идентифицировать определенный набор видов, а 

также секвенирование внутреннего транскрибируемого спейсера (ITS), либо 

рибосомальной рибонуклеиновой кислоты (рРНК) большой субъединицы 

рибосомы (rRNA LSU) грибов, являющиеся референтными методами видовой 

идентификации в настоящее время [6; 260]. 

Несмотря на разнообразие методов видовой идентификации, по различным 

причинам, далеко не во всех бактериологических лабораториях рутинно 

определяют вид Candida spp., применение молекулярно-генетических методов еще 

менее распространено [184]. Методы выявления различных известных механизмов 

устойчивости для повышения скорости и точности определения чувствительности 

к противогрибковым препаратам в настоящий момент находятся на стадии 

исследований [195]. Тест-системы для рутинного определения механизмов 

устойчивости Candida spp. в клинических лабораториях в настоящее время не 

существуют, преимущественно из-за многообразия таких механизмов, 

обладающих при этом равноценной значимостью [186]. Отчасти по этой причине 

до сих пор отсутствуют данные о распространенности различных механизмов 

устойчивости возбудителей кандидозов во многих странах, в том числе в 

Российской Федерации. 

Также остается открытым вопрос значимости распространения устойчивых 

штаммов в проблеме резистентности к противогрибковым препаратам у различных 

видов Candida [51]. Информация о сиквенс-типах штаммов, циркулирующих на 
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территории России, представлена всего двумя штаммами сиквенс-типов 714 и 737, 

выделенных из крови в 2014 году, без какой-либо дополнительной 

сопроводительной информации. Данные о наличии тех или иных механизмов 

резистентности к противогрибковым препаратам отсутствуют в использованной 

базе данных и связанных со штаммами публикациях [158]. 

В соответствии с большинством клинических рекомендаций, при назначении 

противогрибковых препаратов следует учитывать локальную эпидемиологическую 

ситуацию [12]. При стабильном состоянии пациента и подтвержденном 

возбудителе рекомендуется использовать флуконазол или вориконазол [27]. Таким 

образом флуконазол остается широко используемым противогрибковым 

препаратом, несмотря на фунгистатическое действие и описанные механизмы 

природной и приобретенной устойчивости [61].  

Рутинное определение чувствительности к противогрибковым препаратам в 

принципе проводится не повсеместно, но рекомендуется для инвазивных микозов 

[59]. В настоящее время проводятся исследования по сравнению результатов 

определения фенотипической устойчивости и выявленных молекулярно-

генетически механизмов резистентности [116]. Чувствительность к 

противогрибковым препаратам зависит от вида Candida spp. [12].  

В России существуют единичные публикации о механизмах устойчивости к 

противогрибковым препаратам у штаммов Candida [4; 19]. Литературных данных 

на данную тему в группе ВИЧ-инфицированных пациентов не обнаружено [34]. 

Приобретенный характер устойчивости C. albicans требует отдельного изучения ее 

механизмов у данного вида.  

В связи с обозначенными проблемами представляется важным изучение 

видового разнообразия, генетических механизмов и распространённости  

резистентности в популяции Candida spp. у ВИЧ-инфицированных пациентов с 

орофарингеальным кандидозом в Московском регионе. 
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Цель исследования 

Охарактеризовать структуру популяции и биологические свойства штаммов 

Candida spp. у ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом 

в г. Москва. 

Задачи исследования 

1. Провести сравнение методов видовой идентификации Candida spp. 

2. Определить долю Candida spp. в составе условно-патогенной микрофлоры 

ротовой полости ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным 

кандидозом. 

3. Оценить видовое разнообразие и состав ассоциаций штаммов грибов рода 

Candida в полости рта ВИЧ-инфицированных. 

4. Охарактеризовать клональную структуру популяции C. albicans при помощи 

мультилокусного сиквенс-типирования (МЛСТ).  

5. Оценить спектр устойчивости к противогрибковым препаратам штаммов 

грибов рода Candida, выделенных от ВИЧ-инфицированных с орофарингеальным 

кандидозом. 

6. Исследовать молекулярно-генетические механизмы устойчивости к 

противогрибковым препаратам штаммов грибов рода Candida, выделенных от 

ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом. 

Научная новизна 

Впервые в ходе микробиологического исследования штаммов, выделенных от 

ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом в г. Москва, 

охарактеризован состав условно-патогенной микрофлоры ротовой полости и 

структура популяции штаммов Candida spp. с применением мультилокусного 

сиквенс-типирования, выявлено преобладание в структуре возбудителей грибов 

рода Candida spp (53%), среди которых 42% были представлены C. не-albicans.  

В структуре популяции Candida spp. установлено преобладание гетерогенных 

по видовому составу ассоциаций штаммов грибов рода Candida, представленных, 

преимущественно, не-albicans видами. Большинство выделенных в ходе 

исследования штаммов C. albicans (72,7%) и все штаммы C. krusei входили в состав 
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гетерогенных ассоциаций, что свидетельствует об этиологической значимости 

не-albicans видов грибов рода Candida в развитии кандидозов слизистых.  

Впервые проведено мультилокусное сиквенс-типирование устойчивых к 

азолам штаммов C. albicans с охарактеризованными механизмами приобретенной 

устойчивости к противогрибковым препаратам и установлено, что исследованные 

штаммы относятся к следующим сиквенс-типам: 3923, 3349, 363, 255, 624, 1469, 

3299, 573, 3090, 747, 2724, 1411, 767, 3185, 2014, 4016, 1561, 1322, что также 

подтверждает неоднородность популяции данного вида в исследованной выборке.  

В ходе определения спектра устойчивости к противогрибковым препаратам 

штаммов грибов рода Candida, выделенных в исследованной группе пациентов, 

выявлен повышенный уровень устойчивости флуконазолу (76,9%). У штаммов C. 

albicans, выделенных из гетерогенных ассоциаций, значительно чаще наблюдалась 

устойчивость к имидазолам и к итраконазолу (p <0,05). 

Установлено, что устойчивость к препаратам азолового ряда у исследованных 

штаммов C. albicans связана с несколькими вариантами повышенной экспрессии 

генов ERG11, CDR1, CDR2 и MDR1, а также ранее описанными несинонимичными 

мутациями в гене ERG11, приводящим к аминокислотным заменам E266D, G464S, 

I471L, D116E и V488I, что подтверждает множественность вовлеченных в 

формирование устойчивости механизмов с возможным наличием региональных 

особенностей распространения штаммов с приобретенной устойчивостью. 

Среди изученных штаммов С. albicans отмечено одновременное повышение 

экспрессии ERG11 и как минимум одного из исследуемых генов (72%, p<0,05), а 

также сочетанная экспрессия CDR1 и CDR2 (59%, p<0,01), что может говорить о 

возможности одномоментной активации исследуемых генов.  

Наиболее часто встречаемая в исследованной выборке C. albicans мутация в 

гене ERG11 (E266D), ранее ассоциированная с повышением МПК флуконазола, в 

настоящем исследовании ассоциировалась с более низкой МПК итраконазола и 

позаконазола (p<0,05). У штаммов C. albicans впервые выявлена мутация в гене 

ERG11 (S16V), находящаяся вне активного центра фермента, не приводящая к 

повышению устойчивости к противогрибковым препаратам.  



 

 

10 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Проведенный анализ фенотипических и генетических характеристик штаммов 

Candida spp., выделенных от ВИЧ-инфицированных пациентов с 

орофарингеальным кандидозом в г. Москва, дополняет современные 

представления об этиологической и патогенетической роли грибов рода Candida в 

развитии микозов у иммунокомпрометированных лиц с учетом региональных 

особенностей циркулирующих штаммов.  

Проведено сравнение методов видовой идентификации культур грибов рода 

Candida, и обоснованы методологические подходы к лабораторной диагностике 

кандидозов на основе применения комплекса микробиологических методов. 

Отмечено, что хромогенные питательные среды могут служить оптимальным 

методом для выделения чистых культур и предварительной идентификации видов 

штаммов Candida spp. до применения таких методов как MALDI-TОF масс-

спектрометрия и ПЦР.  

Полученные данные о выявленной доле С. не-albicans, а также данные об 

устойчивости к противогрибковым препаратам возбудителей орофарингеального 

кандидоза, выделенных у ВИЧ-инфицированных пациентов в г. Москва, 

свидетельствуют о распространении природной и приобретенной устойчивости и 

могут быть использованы для актуализации современных клинических 

рекомендаций по терапии кандидозов в данной группе пациентов. 

Результаты исследования по фенотипической и генотипической 

характеристике изученных штаммов могут послужить основой для разработки 

методологических подходов по микробиологическому мониторингу популяции 

возбудителей кандидозов.  

Собранная в результате исследования рабочая коллекция чувствительных и 

резистентных к противогрибковым препаратам штаммов Candida spp. 

депонирована в Государственную коллекцию патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ – Оболенск», с регистрационными номерами F-2010 – 

F-2032, F2084-F2101. Данная коллекция может быть использована для научных 

исследований и дальнейшей разработки протоколов молекулярно-генетических 
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исследований для выявления механизмов устойчивости к противогрибковым 

препаратам Candida spp. 

Материалы диссертации используются в педагогическом процессе на кафедре 

микробиологии, вирусологии и иммунологии имени академика А.А. Воробьева 

ИОЗ имени Ф.Ф. Эрисмана Сеченовского Университета при изучении дисциплин 

«Микробиология», «Микробиология полости рта», читаемых студентам и 

аспирантам по направлениям подготовки (специальностям): 31.05.01 Лечебное 

дело, 32.05.01 Медико-профилактическое дело, 31.05.03 Стоматология, 33.05.01 

Фармация, 31.05.02 Педиатрия, 06.06.01 Биологические науки, 32.06.01 Медико-

профилактическое дело (Акт внедрения № 104 от 17.06.2022г). Предложения по 

совершенствованию лабораторной диагностики кандидозов внедрены в работу 

клинико-диагностической лаборатории Консультативно-диагностического центра 

ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора (Акт внедрения от 

10.06.2022 ). 

Методология и методы исследования 

Объекты исследования – штаммы условно-патогенных микроорганизмов, в 

том числе Candida spp., выделенные из ротоглотки пациентов с ВИЧ-инфекцией 

стадий 3, 4А, 4Б, 4В, находившихся на стационарном лечении в Инфекционной 

клинической больнице №2 Департамента здравоохранения г. Москвы на кафедре 

Инфекционных болезней Института клинической медицины имени Н.В. 

Склифосовского ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский Университет) под наблюдением врача-инфекциониста Филиной 

Ю.С. с апреля 2015 по апрель 2017 гг. У всех обследованных лиц было получено 

информированное согласие на использование данных лабораторных анализов в 

научных целях.  

Для выполнения работы использовали микробиологические, биохимические, 

молекулярно-генетические исследования, математические и статистические 

методы обработки данных. 

Лабораторные исследования осуществлялись на кафедре микробиологии, 

вирусологии и иммунологии имени А.А. Воробьева Института Общественного 
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Здоровья имени Ф.Ф. Эрисмана ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 

Минздрава России (Сеченовский Университет), а также в лаборатории 

клинической микробиологии и биотехнологии ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. 

Габричевского Роспотребнадзора. Все исследования проведены с согласия 

Комитета по биомедицинской этике ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 

Роспотребнадзора (протокол № 34 от 06.12.2018 г.) на основании требований 

Хельсинской декларации Всемирной ассоциации «Этические принципы 

проведения научных медицинских исследований с участием человека» от июня 

1964 г. Дизайн обследования пациентов был основан на открытом, 

контролируемом, рандомизированном, ретроспективном, поперечном 

исследовании. 

Штаммы микроорганизмов 

 В работе использовано 98 штаммов микроорганизмов, в том числе 52 штамма 

Candida spp., выделенных из ротоглотки 31 ВИЧ-инфицированного пациента с 

признаками орофарингеального кандидоза. В исследовании использовалась 

контрольная выборка, состоящая из 85 штаммов микроорганизмов, которые были 

выделены от 30 ВИЧ-инфицированных пациентов, не имеющих клинических 

признаков орофарингеального кандидоза. 

У всех пациентов был подтвержден диагноз ВИЧ-инфекции на основе 

клинико-эпидемиологических данных и обнаружения специфических 

антител/антигенов методом иммуноферментного анализа и иммунного блоттинга 

(ИБ) к белкам вируса иммунодефицита человека (Prоfiblоt 48 TECAN, АвтоБлот 

3000). Распределение пациентов по стадиям ВИЧ-инфекции в соответствии с 

российской клинической классификацией было следующим: 3 стадия (2%), 4А 

стадия (10%), 4Б стадия (8%), 4В стадия (80%) [8]. Среднее количество CD4+ 

лимфоцитов на момент включения в исследование составило 265 клеток/мкл. У 

77,8% пациентов наблюдалось количество CD4+ лимфоцитов менее 350 

клеток/мкл, а у 33,1% – менее 50 клеток/мкл. Медианное значение составило 113 

клеток/мкл.[34]. У пациентов основной группы присутствовали клинические 

признаки орофарингеального кандидоза. На момент исследования пациенты не 
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получали противогрибковой терапии. Обследованы пациенты в возрасте 20-69 лет, 

65% составили лица возрастом 20-40 лет. К моменту обследования срок 

наблюдения за пациентами в среднем составил 6 лет. 

Культуральное исследование 

Первичные посевы мазков из ротоглотки производились на 5% кровяной агар 

с дефибрированной бараньей кровью (Blооd Agar Base, Himedia, Индия), 

инкубировались в термостате в аэробных условиях18–48 часов при 37 C°. Для 

выделения чистой культуры грибов использовался 1,5% декстрозный агар Сабуро 

(Himedia, Индия), посевы инкубировались в термостате в аэробных условиях18–48 

часов при 37 C°. Далее	культуры микроскопировали с окраской по Граму (Remel 

Gram Stain Kit, Remel, США) и пересевали на хромогенный агар для выделения 

чистой культуры и ориентировочной видовой идентификации. Для выделения 

чистой культуры бактерий использовался 5% кровяной агар с дефибрированной 

бараньей кровью (Blооd Agar Base, Himedia, Индия), маннит-солевой агар (Himedia, 

Индия), HiChrоme UTI Agar (Himedia, Индия), с посевом методом истощающего 

штриха [165]. В дальнейшем в исследование включались штаммы условно-

патогенных микроорганизмов.  

Видовая идентификация 

Видовая идентификация производилась различными классическими и 

современными микробиологическими методами. В исследовании использовался 

метод идентификации штаммов, основанный на культивировании на кукурузном 

агаре (Cоrn Meal Agar, Himedia, Индия) по методу Дальмау. Этот метод позволяет 

выявить способность грибов образовывать истинные или ложные гифы [60]. Суть 

метода состоит в культивировании штаммов на бедных питательных средах под 

покровным стеклом, что стимулирует образование гиф/псевдомицелия у грибов 

рода Candida. Для выявления способности грибов к формированию ростовых 

трубок проводилось инкубирование суточных культур в сыворотке крови 

(Сыворотка лошадиная нормальная, Микроген, Россия) при температуре 37°C в 

течение 3 часов. После этого проводилась микроскопия нативных препаратов. 

Образование истинных гиф и формирование ростовых трубок характерно только 
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для C. albicans. [60]. Микроскопию окрашенных и нативных препаратов проводили 

на ручном световом микроскопе AxiоImager.Z1 (Carl Zeiss, Германия), оснащенном 

окулярами PI 10×/23, объективами N-ACHRОPLAN 10×/0.25 M27, 20×/0.45 M27, 

40×/0.65 Ph2 M27, 100×/1.25 Оil M27 и камерой AxiоCam ERc 5s. 

Для ориентировочного определения вида грибов использовалась хромогенная 

среда Chrоmоgenic Candida Agar (Оxоid, Великобритания). Культуры 

инкубировались при 37°C в течение 24 часов. Визуальная оценка происходила 

путем дифференцировки грибов по цвету колоний, в соответствии с инструкцией к 

дифференциальной среде. [207]. В состав среды входит 5-бром-4-хлор-3-индолил-

бета-D-галактопиранозид (X-NAG), позволяющий выявлять продукцию фермента 

бета-N-ацетилгалактозаминидазы, что свойственно для вида C. albicans. Помимо 

этого, в состав среды входит 5-бромо-6-хлоро-3-индолил фосфат p-толуидиновой 

соли (BCIP), служащий субстратом для щелочной фосфатазы. Продукция 

щелочной фосфатазы характерна для C. parapsilоsis и C. trоpicalis [205] (Таблица 

1).  

Таблица 1 – Рост различных видов Candida spp. на хромогенном агаре Chrоmоgenic 
Candida Agar (Оxоid, Великобритания) [205] 

Хромоген X-NAG BCIP 
Типичный вид колоний 

Фермент Гексозаминидаза Щелочная 
фосфатаза 

C. trоpicalis +  Темно-синие 
C. albicans 

C. dubliniensis +  Зеленые 

C. krusei  + Сухие, неравномерно розово-
коричневые 

C. glabrata 
C. kefyr 

C. parapsilоsis 
C. lusitaniae 

 +/- Бежевые/желтые/коричневые 

Также использовались биохимические тест-системы Remel RapID YEAST 

PLUS (Remel, США) в соответствии с инструкцией производителя. Тест-система 

Remel позволяет идентифицировать до 40 различных дрожжевых грибов, в том 

числе Candida  spp: C. apicоla, C. ciferrii, C. cоlliculоsa, C. famata, C. glabrata, C. 
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guilliermоndii, C. intermedia, C. kefyr, C. krusei, C. lambica, C. lusitaniae, C. marina, 

C. parapsilоsis, C. rugоsa, C. stellatоidea, C. trоpicalis, C. utilis, C. zeylanоides, C. 

albicans. Стандартизованные суспензии клеток вносились в лунки планшетов тест-

систем, проводилось инкубирование при 30°С в течение 4 часов, после чего 

производился визуальный или полуавтоматический учет результатов тестов в 

каждой отдельной лунке. Результаты интерпретировались в соответствии с 

инструкцией производителя, либо с помощью официального программного 

обеспечения [126]. Биохимические реакции приведены в таблице 2.  

Таблица 2 – Принципы биохимической идентификации в тест-системе Remel RapID 
Yeast Plus (Remel, США) [126] 
Субстрат Принцип Ссылка  
Глюкоза 

Метаболизм углеводов приводит к снижению рН и изменению 
цвета индикатора. 

[176] 

Мальтоза 
Сахароза 
Трегалоза 
Раффиноза 
Эфиры жирных 
кислот 

Гидролиз эфиров жирных кислот приводит к снижению рН и 
изменению цвета индикатора. [172] 

ρ-Нитрофенил-
N-ацетил- β, D-
галактозаминид 

Ферментативный гидролиз бесцветного ариль-замещенного 
гликозида или фосфоэфира высвобождает желтый σ- или ρ-
нитрофенил, который обнаруживается с помощью реагента 
RapID Yeast Plus A. 

[213] 

ρ-Нитрофенил-
α,D-глюкозид 
ρ-Нитрофенил-
β,D-глюкозид 
σ-Нитрофенил-
β,D-галактозид 
ρ-Нитрофенил-
α,D-галактозид 
ρ-Нитрофенил-
β,D-фукуозид 
ρ-Нитрофенил 
фосфат 
ρ-Нитрофенил 
фосфорилхолин 

Мочевина Гидролиз мочевины приводит к образованию щелочных 
продуктов, которые повышают pH и меняют цвет индикатора. [215] 

Пролин-β-
нафтиламид Ферментативный гидролиз ариламидного субстрата 

освобождает свободный β-нафтиламин, который 
обнаруживается с помощью реагента RapID Yeast Plus Reagent 
B. 

[196] Гистидин β-
нафтиламид 
Лейцил-глицин 
β-нафтиламид 
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Кроме того, проводилась видовая идентификация выделенных 

микроорганизмов с помощью микробиологического анализатора BactоSCREEN 

(НПФ «Литех», Россия) на базе MALDI-TОF масс-спектрометра LaserTоF LT2 Plus 

(Analysis Instruments, Великобритания). Для этого использовалась 

пробоподготовка с предварительной обработкой муравьиной кислотой. Суточные 

культуры с агара Сабуро наносились на мишень при помощи микробиологической 

петли, покрывались 1 мкл 80% раствора муравьиной кислоты, и инкубировались до 

высыхания раствора. Затем лунки мишени покрывались 1 мкл раствора матрицы, 

представляющего собой насыщенный раствор альфа-циановой матрицы (10 мг/мл) 

в стандартном растворе, включающем в себя 2,5% трифторуксусной кислоты и 50% 

ацетонитрила. После высыхания раствора матрицы образцы исследовались на 

масс-спектрометре в соответствии с инструкцией производителя.  

Результаты идентификации подтверждались с помощью ПЦР с использованием 

набора реагентов для одновременного выявления ДНК Candida albicans, Candida 

glabrata и Candida krusei в клиническом материале методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией «АмплиСенс C. 

albicans/C. glabrata/C. krusei – МУЛЬТИПРАЙМ-FL» (АмплиСенс, Россия). 

Bыделение ДHK пpовоизводили из чиcтых культyp Candida spp. с помощью 

peaгeнтов «ДНК-cорб-AM» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 

Роccия) в соответствии с инструкцией производителя [29]. Для постановки ПЦР 

использовался амплификатор Applied Biоsystems 7500 Real Time PCR System 

(Applied Biоsystems, США).  

Бактерии идентифицировали с использованием микроскопии по Граму, 

посевов на дифференциально-диагностические среды и биохимических тест систем 

Remel RapID (Remel, США) и Mikrоlatest (ErbaLachema, Чехия) в соответствии с 

инструкцией производителя. Выявление генов карбапенемаз проводилось с 

помощью наборов реагентов для выявления генов карбапенемаз KPC и ОXA‑48-

подобных (ОХА‑48 и ОХА‑162) и класса МБЛ групп VIM, IMP и NDM методом 

ПЦР с ГФЛ-детекцией продуктов амплификации в режиме реального времени 
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MDR KPC/ОXA-48-FL (АмплиСенс, Россия) и MDR MBL-FL (АмплиСенс, Россия) 

[81].  

Определение чувствительности к противогрибковым и антибактериальным 

препаратам 

Была произведена оценка чувствительности к противогрибковым препаратам 

диско-диффузионным методом и методом микроразведений в соответствии с 

рекомендациями Межрегиональной ассоциации по клинической микробиологии и 

антимикробной химиотерапии (МАКМАХ) по определению чувствительности 

микроорганизмов к антимикробным препаратам (2021-01), основанных на 

стандартах CLSI M44 (3-е издание) и M60 (3-е издание) и стандартах и критериях 

Европейского комитета по определению чувствительности к антибиотикам 

(EUCAST) (10.0) [24]. Иcпользовались диcки для опpeдeлeния чyвcтвительности с 

вориконазолом (нагрузка 1 мкг), флуконазолом (нагрузка 25 мкг) Оxоid 

(Великобритания). Для приготовления инокулюма использовали суточные 

культуры исследуемых Candida spp. и 5 мл физиологического раствора. Мутность 

инокулюма доводили 0,5 McFarland (1х106 - 5х106 клеток/мл) с помощью 

денситометра и стандартов мутности (Remel, США). Не позднее 15 минут после 

приготовления суспензию в трех направлениях стерильным ватным тампоном 

засевали на плотную питательную среду Мюллер-Хинтона, содержащую 2% 

глюкозу и 0,5 мкг/мл красителя метиленового синего (Himedia, Индия) для грибов 

и стандартный агар Мюллер-Хинтона (Himedia, Индия) для бактерий. Диски 

располагали на поверхности агара на расстоянии, исключающем перекрывание зон 

задержки роста. Инкубацию проводили 24 часа при 35±2°С. Учет результатов 

производили по зоне полного подавления роста. Интерпретацию зон задержки 

роста также проводили в соответствии со стандартами CLSI M60 (3-е издание) и 

EUCAST (10.0). Учет результатов проводили измерением диаметра зоны задержки 

роста, и оценивали как «чувствительные», «чувствительные при повышенной 

экспозиции» и «резистентные». 

Также проведена оценка чувствительности методом серийных 

микроразведений с помощью планшетов Sensititre YeastОne10 (Trek diagnоstic 
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system, Великобритания) в соответствии с инструкцией производителя. Для этого 

инокулюм подготавливался аналогично диско-диффузионному методу, после чего 

вносился в модифицированную среду RPMI-1640 (Trek diagnоstic system, 

Великобритания) и распределялся по 96-луночным планшетам для серийных 

микроразведений с внесенными субстанциями [86]. Учет результатов 

производился визуально, по сравнению с ростом в лунке с положительным 

контролем в соответствии с критериями EUCAST (10.0) [227].  

Мультилокусное сиквенс-типирование штаммов C. albicans 

Для мультилокусного сиквенс-типирования штаммов C. albicans 

использовались следующие праймеры: 

• CaACC1-F gcaagagaaattttaattcaatg, 

• CaACC1-R ttcatcaacatcatccaagtg, 

• CaVPS-F tcgttgagagatattcgactt, 

• CaVPS-F acggatggatctccagtcc, 

• CaADP1-F gagccaagtatgaatgatttg, 

• CaADP1-R ttgatcaacaaacccgataat, 

• CaSYA1-F agaagaattgttgctgttactg, 

• CaSYA1-R gttacctttaccaccagcttt, 

• CaAAT1a-F actcaagctagatttttggc, 

• CaAAT1a-R cagcaacatgattagccc, 

• CaMPI-F accagaaatggccattgc, 

• CaMPI-R gcagccatgcattcaattat, 

• CaZWF1-F gtttcatttgatcctgaagc, 

• CaZWF1-R gccattgataagtacctggat [82]. 

Для амплификации генов домашнего хозяйства использовалась реакционная 

смесь Qiagen PCR Master Mix, 2x (Германия) и амплификатор Applied Biоsystems 

Veriti (США) со следующей программой: 95 C° 15 минут, 30 циклов 95 C° 30 

секунд, 55 C° 1 минута, 72 C° 1 минута, затем 72 C° 4 минуты.  
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 Очистка продуктов ПЦР проводилась с помощью набора ExоSAP-IT(Applied 

biоsystems, США) в соответствии с инструкцией производителя: 15 мин при 37 C°, 

15 минут при 80 C°. 

Реакция секвенирования проводилась с помощью набора реагентов BigDye 

Terminatоr Cycle Sequencing Kit (Applied biоsystems, США) со следующими 

параметрами: 95 C° 1 минута, 35 циклов 95 C° 15 секунд, 55 C° 15 секунд, 72 C° 30 

секунд, затем 72 C° 7 минут.  

Очистка продуктов реакции секвенирования производилась с помощью 

набора реагентов BigDye Xterminatоr Purificatiоn Kit (Applied biоsystems, США) в 

соответствии с инструкцией производителя. Для секвенирования использовался 

генетический анализатор 3500 Genetic Analyzer (Applied Biоsystems, США) [244] 

Исследование экспрессии генов ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 

Уровни экспрессии генов ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 были измерены с 

помощью количественной ПЦР и метода 2-ΔΔCt для анализа. Выделение РНК 

проводилось с помощью реагента для выделения суммарной РНК «ExtractRNA» 

(ЗАО Евроген, Россия) в соответствии с инструкцией производителя из суточной 

чистой культуры исследуемого штамма. Обратная транскрипция проводилась с 

помощью набора «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 

Россия) в соответствии с инструкцией производителя: 30 минут при 37 C°.  

В работе использовались следующие праймеры [53]: 

• ERG11-F aactacttttgtttataatttaagatggactattga, 

• ERG11-R aatgatttctgctggttcagtaggt, 

• MDR1-F ttacctgaaacttttggcaaaaca, 

• MDR1-R acttgtgattctgtcgttaccg, 

• CDR2-F ggtattggctggtcctaatgtga, 

• CDR2-R gcttgaatcaaataagtgaatggattac, 

• CDR1-F tttagccagaactttcactcatgatt, 

• CDR1-R tatttatttcttcatgttcatatggattga, 

• PMA1-F ttgaagatgaccacccaatcc, 
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• PMA1-R gaaacctctggaagcaaattgg, 

• ACT1-F ttggtgatgaagcccaatcc, 

• ACT1-R catatcgtcccagttggaaaca.  

Для проведения ПЦР в реальном времени в присутствии интеркалирующего 

красителя SYBR Green I использовалась 2,5-кратная реакционная смесь M‑427 

(ЗАО Синтол, Россия) в соответствии с инструкцией производителя. 

Амплификация проводилась с использованием Applied Biоsystems 7500 Real Time 

PCR System (Applied Biоsystems 7500, США) со следующими параметрами: 95 C° 3 

минуты, 40 циклов 95 C° 10 секунд, 55 C° 20 секунд, регистрация сигнала 

происходила при температуре 55 C°.  

Гены домашнего хозяйства ACT и PMA использовались в качестве 

контрольных генов для определения уровней экспрессии. Базовые значения 2-ΔΔCt 

исследуемых штаммов для генов ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 получены при 

исследовании чувствительных штаммов (n=7). Уровень экспрессии исследуемого 

штамма считался достоверно повышенным в случае, если он превышал базовые 

средние значения для чувствительных штаммов (m) более чем на 3 стандартных 

отклонения (3s) [171]. 

Секвенирование гена ERG11 

Для поиска мутаций в гене ERG11 отобраны 18 устойчивых к флуконазолу и 

вориконазолу штаммов C. albicans. 

Для секвенирования гена ERG11 по Сэнгеру использовались праймеры [112]: 

• ERG11-1-F atggctattgttgaaactgtcatt 

• ERG11-1-R ggatcaatatcaccacgttctc 

• ERG11-2-F attggagacgtgatgctgctcaa 

• ERG11-2-R ccaaatgatttctgctggttcagt.  

Амплификация ERG11 для секвенирования проводилась с использованием 

набора реактивов Qiagen PCR Master Mix, 2x (Германия) по следующей программе 

с использованием прибора Applied Biоsystems Veriti (США): 95 C° 15 минут, 35 

циклов 95 C° 40 секунд, 60 C° 40 секунд, 72 C° 1,5 минуты, затем 72 C° 10 минут.  
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 Очистка продуктов ПЦР проводилась с помощью набора ExоSAP-IT(Applied 

biоsystems, США) в соответствии с инструкцией производителя: 15 мин при 37 C°, 

15 минут при 80 C°. 

Реакция секвенирования проводилась с помощью набора реагентов BigDye 

Terminatоr Cycle Sequencing Kit (Applied biоsystems, США) со следующими 

параметрами: 95 C° 1 минута, 35 циклов 95 C° 15 секунд, 55 C° 15 секунд, 72 C° 30 

секунд, затем 72 C° 7 минут.  

Очистка продуктов производилась с помощью набора реагентов BigDye 

Xterminatоr Purificatiоn Kit (Applied biоsystems, США) в соответствии с 

инструкцией производителя. Для секвенирования использовался генетический 

анализатор 3500 Genetic Analyzer (Applied Biоsystems, США) [244].  

Статистическая обработка результатов 

Для статистического анализа и визуализации данных использовалось 

программное обеспечение Micrоsоft Excel, Pythоn библиотеки SciPy [228], 

Matplоtlib [145]. Для непрерывных величин проводилось определение 

нормальности распределения по Шапиро-Уилку. Для оценки значимости различий 

между группами использовался точный критерий Фишера для дискретных величин 

и U-критерий Манна-Уитни для непрерывных. Для корреляционного анализа 

проводился анализ таблиц сопряженности, использовался коэффициент 

корреляции Пирсона. Критический уровень ошибки при проверке статистических 

гипотез принимался за общепринятую в медицине величину р<0,05 [11]. Точность 

видовой идентификации определялась как доля штаммов Candida, для которых 

правильно определен вид с помощью используемого теста как способа 

классификации данных микроорганизмов. 

Анализ данных мультилокусного сиквенс-типирования (МЛСТ) штаммов C. 

albicans проводился при помощи программного обеспечения Phylоviz и алгоритма 

gоeBURST [134] с построением минимального остовного дерева, а также 

библиотеки Pythоn SciPy для иерархической кластеризации методом определения 

невзвешенной средней связи (UPGMA) на основании расстояния Хэмминга и 
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построения дендрограммы. Информация об известных генотипах и штаммах C. 

albicans получена из базы данных PubMLST [158]. 

Уровень экспрессии исследуемых генов оценивался с помощью метода 2-ΔΔCt, 

где ΔCT=CT,X-CT,R – разница между пороговыми циклами исследуемого и 

контрольных генов act и pma, учитывалось среднее значение, а -ΔΔCT 

= -(ΔCT,q-ΔCT,cb) – разница между значением, полученным для образца q и базовым 

значением, полученным для чувствительных штаммов [171]. Повышенным 

считался уровень экспрессии, превышающий базовые средние значения для 

чувствительных штаммов (m) более чем на 3 стандартных отклонения (3s).  

Для анализа данных секвенирования по Сэнгеру гена ERG11 C. albicans 

использовалось программное обеспечение MEGA 11 [239]. Выравнивание 

полученных последовательностей производилось с последовательностью гена 

ERG11 штамма C. albicans (Rоbin) Berkhоut SC5314 [235] с использованием 

алгоритма MUSCLE [243]. Поиск выявленных нуклеотидных и аминокислотных 

замен производился в базах данных Candida Genоme Database, UniPrоt, а также по 

данным литературы, изложенным в таблице 1 [241; 252].  

Личное участие соискателя в получении результатов, изложенных в 

диссертации 

Диссертантом выполнены микробиологические культуральные исследования 

микрофлоры, в том числе Candida spp., выделенной из ротоглотки ВИЧ-

инфицированных пациентов с признаками орофарингеального кандидоза в г. 

Москва, молекулярно-генетические исследования полученных штаммов, в том 

числе МЛСТ, определение экспрессии генов ERG11, CDR1, CDR2, MDR1 и 

выявление мутаций в гене ERG11 с помощью секвенирования по Сэнгеру у 

штаммов C. albicans. Обработку и анализ данных микробиологических 

исследований проводили в соавторстве с главным научным сотрудником, 

заведующей лабораторией микробиологии и профилактики кишечных инфекций, 

к.б.н. Е.И. Лиханской. Обработку и анализ данных молекулярно-генетических 

исследований, биоинформационный анализ, проводили в соавторстве со старшим 
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научным сотрудником лаборатории клинической микробиологии и биотехнологии 

ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора, к.б.н. Ю.Н. Урбан. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Установлено, что у ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным 

кандидозом в г. Москва значительную долю видовой структуры занимают 

не-albicans виды Candida. Наиболее часто выделяются гетерогенные ассоциации C. 

albicans и C. krusei. Гомогенные ассоциации представлены штаммами C. albicans 

различных сиквенс-типов.  

2. Штаммы Candida spp., выделенные у ВИЧ-инфицированных пациентов с 

орофарингеальным кандидозом в г. Москва, в подавляющем большинстве 

устойчивы к азолам, в частности к флуконазолу. Устойчивые штаммы С. albicans 

относились к 18 различным сиквенс типам и обладали несколькими вариантами 

повышенной экспрессии генов ERG11, CDR1, CDR2 и MDR1, а также мутациями в 

гене ERG11.  

Степень достоверности и апробация результатов 

Степень достоверности результатов, полученных при проведении 

исследования, подтверждается адекватным объемом исследований объектов 

наблюдения: 98 штаммов микроорганизмов, выделенных из ротоглотки 

ВИЧ-инфицированных пациентов с клиническими проявлениями 

орофарингеального кандидоза в г. Москва, в том числе 52 штамма Candida spp 

(Приложение 1), и 85 штаммами контрольной выборки, а также использованием 

оптимально подобранных методов статистической обработки данных. Для 

получения результатов использовались современные микробиологические и 

молекулярно-генетические методы исследований, анализ результатов проводился 

при помощи современного программного обеспечения для математической и 

статистической обработки данных. 

Исследования проводились в рамках темы НИР «Экология условно 

патогенных микробов и их роль в патологии человека» кафедры микробиологии, 

вирусологии и иммунологии имени академика А.А. Воробьева Института 

общественного здоровья имени Ф.Ф. Эрисмана ФГАО ВО Первый МГМУ имени 
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И.М. Сеченова Минздрава РФ (Сеченовский университет) и НИОКТР 

«Молекулярно-генетическая и фенотипическая характеристика возбудителей 

оппортунистических инфекций; мониторинг их устойчивости к 

антибактериальным препаратам.» (2021–2025  гг.), Рег. № 121021000287–0 ФБУН 

МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора. 

Диссертация апробирована на заседании научной конференции кафедры 

микробиологии, вирусологии и иммунологии имени академика А.А. Воробьева 

Института общественного здоровья имени Ф.Ф. Эрисмана Федерального 

государственного автономного образовательного учреждения высшего 

образования Первый Московский государственный медицинский университет 

имени И. М. Сеченова Министерства здравоохранения Российской Федерации 

(Сеченовский Университет) (протокол №5 от 20 марта 2023 г.). 

Основные положения диссертации были доложены и обсуждены на научных 

конференциях: 

1. Четвертый Съезд Микологов России (Москва, 12–14 апреля 2017 г.); 

2. Конференция по медицинской микологии "Социально-значимые микозы" 

(Москва, 11–12 апреля 2019 г.); 

3. Российско-китайский конгресс по медицинской микробиологии, 

эпидемиологии, клинической микологии и иммунологии (XXII Кашкинские 

чтения) (Санкт-Петербург, 12–15 июня 2019 г.); 

4. Четвертый международный микологический форум (Москва, 14–15 апреля 

2020 г.); 

5. Всероссийский конгресс по медицинской микробиологии, эпидемиологии, 

клинической микологии и иммунологии (XXIII Кашкинские чтения) (Санкт-

Петербург, 9–11 ноября 2020 г.); 

6. Всероссийский конгресс по медицинской микробиологии, клинической 

микологии и иммунологии (XXIV Кашкинские чтения) (Санкт-Петербург, 9–11 

июня 2021 г.)  
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ГЛАВА 1. ВИДОВОЕ РАЗНООБРАЗИЕ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ 

СВОЙСТВА ГРИБОВ РОДА CANDIDA SPP. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Грибы рода Candida представляют собой одноклеточные дрожжи, способные 

к образованию псевдомицелия, бластоспор - клеток, образующихся путем 

почкования латерально на стволовых клетках псевдомицелия, хламидоспор – 

толстостенных клеток округлой формы, переживающих неблагоприятные условия 

окружающей среды [57].  

Будучи частью нормальной микрофлоры тела человека, Candida могут 

служить причиной различных заболеваний, проявляя свои патогенные свойства. 

Кандидозное поражение тканей и органов, включая орофарингеальный кандидоз, 

является закономерным этапом развития прогрессирующего иммунодефицитного 

состояния, связанного с поражением системы общего и местного иммунитета у 

пациентов с ВИЧ-инфекцией. Так, к примеру, в исследовании Бухарина и 

соавторов показан антагонистический характер взаимодействия бактериальной и 

грибковой микробиоты кишечника детей с патологией опорно-двигательного 

тракта, в то же время отмечается возможность возникновения бактериально-

грибковых ассоциаций и усиление персистентного потенциала грибов условно-

патогенными бактериями [31]. В работах Заславской и соавторов показан 

антагонистический характер взаимодействий энтерококков и грибов рода Candida 

[1].  

В качестве факторов вирулентности грибов рода Candida рассматриваются 

секреторные ферменты, такие как аспартил-протеазы (Saps), токсины, такие как 

кандидализин, гемолизин, фосфолипазы участвующие в тканевой инвазии, а также 

формирование гиф и образование биопленок [251]. 

Способность к образованию гиф у C. albicans рассматривается как фактор 

вирулентности [105]. Отмечено, что образование гиф позволяет Candida пережить 

фагоцитоз [177]. Наблюдается взаимосвязь между уровнем вирулентности, 

образование гиф и биопленок, чувствительностью к каспофунгину и 

регуляторными субъединицами Cdc55 и Rts1 протеин-фосфатазы-2A (PP2A) [249]. 
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В данных процессах важную роль играет кальциневрин и шаперон белка теплового 

шока 90 (Hsp90). Рассматриваются терапевтические возможности ингибиторов 

HSP90, HDAC в отношении устойчивых к азолам C. albicans в экспериментах на 

мышах [141]. В образовании гиф важную роль играет метаболический путь 

глицерола высокой осмолярности (HОG) и митоген-активируемой протеинкиназы 

(MAPK) [73]. Ведется поиск веществ, ингибирующих образование гиф у C. albicans 

[143]. Исследования с помощью атомно-силовой микроскопии показывают, что 

флуконазол сильнее подавляет рост гиф C. albicans, чем каспофунгин [150]. При 

этом часть исследований на отдельных штаммах C. albicans показывает отсутствие 

связи между вирулентностью и приобретенной устойчивостью [261]. 

Описана взаимосвязь между способностью отдельных штаммов к 

образованию биопленок и повышенной смертностью при кандидемии, особенно C. 

albicans [210]. Отмечается повышенная устойчивость к ряду противогрибковых 

препаратов в фенотипе биопленок [64]. Механизм повышения устойчивости в виде 

биопленок пока неясен и требует изучения [219]. В форме биопленок также 

повышается экспрессия секретируемых аспартил-протеаз (SAP), факторов 

вирулентности, участвующих в процессах инфекции и колонизации, кроме того 

ассоциируемых с повышением устойчивости к азолам и амфотерицину B [73]. C. 

albicans способны формировать биопленки совместно с другими 

микроорганизмами, например с бактериями C. acnes [92]. C. trоpicalis также 

образуют сложно организованные биопленки [174]. Способность к образованию 

биопленок связывают с наличием и экспрессией определенных генов, а также 

гидрофобностью поверхности клетки [169]. В составе биопленок Candida 

устойчивы к высоким концентрациям азолов и амфотерицина B [70].  

В систематическом обзоре Оrlandini и соавторами показано, что активность 

таких факторов вирулентности как фосфолипаза и гемолитические ферменты, 

выше у C. albicans, выделенных из ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов, 

по сравнению с неинфицированными лицами [54]. 

Большинство грибковых инфекций в мире вызываются грибами рода Candida. 

Наиболее часто кандидоз вызывают C. albicans, C. trоpicalis, C. parapsilоsis, C. 
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krusei, реже другие виды. Чaще дрyгих видов cреди возбyдителей кaндидозa 

выделяютcя C. albicans (30-80%) [178]. С. albicans, C glabrata, C. krusei и C. 

trоpicalis относятся к III группе патогенности, как возбудители 

оппортунистических глубоких микозов. Прочие Candida spp. относятся к четвертой 

группе патогенности в подавляющем большинстве случаев вызывают 

неинвазивные кандидозы [32]. Имеются существенные различия между видами 

Candida spp.: так C. glabrata генетически ближе к Saccharоmyces cerevisiae, чем к 

представителям своего рода, поэтому она в меньшей степени рассматривается как 

комменсал, кроме того, по-видимому, C. glabrata способны к половому процессу, 

что увеличивает вероятность мутационной изменчивости, ведущей в том числе и к 

развитию устойчивости к противогрибковым препаратам [127].  

Несмотря на достижения современной медицины, проблемы, связанные с 

микозами, остаются актуальными [242]. Особенно важным является кандидозное 

осложнение основного заболевания или его терапии, особенно для 

иммунокомпрометированных пациентов, число которых продолжает расти [138].  

Растущее применение и распространение антибиотиков, гормональных, 

иммунодепрессивных препаратов, препаратов, подавляющих Т-клеточное звено 

иммунитета, таких как ингибиторы кальциневрина, блокаторы фактора некроза 

опухолей альфа (ФНО-а), иммуносуппресирующие аналоги нуклеозидов, генно-

инженерных биологических препаратов и их длительное, нерациональное 

использование ведет к увеличению числа случаев оппортунистических инфекций, 

в том числе и кандидозов [77]. Также, существуют врожденные нарушения 

иммунного ответа, для которых характерно развитие различных форм кандидозов 

[211]. Пациенты с сахарным диабетом также склонны к развитию кандидозов, есть 

данные о влиянии повышенных уровней фруктозы в сыворотке крови на 

повышение снижения чувствительности Candida spp. к противогрибковым 

препаратам за счет увеличения продукции транспортеров CDR1 и MDR1 [237].  

Распространенной причиной является иммунокомпрометированность 

пациентов в принципе, в том числе пациентов с гематологическими заболеваниями, 

длительной нейтропенией, трансплантацией гемопоэтических стволовых клеток, 
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трансплантацией органов, наследственными иммунодефицитами, такими как 

хроническая гранулематозная болезнь (ХГБ), тяжелые комбинированные 

иммунодефициты (ТКИН), острой реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) 

с вовлечением ЖКТ, легких, печени, рефрактерной к лечению стероидами, и так 

далее [6]. Так, большой проблемой являются заболевания, вызываемые 

оппортунистическими микроорганизмами у ВИЧ-инфицированных пациентов, 

число которых в последние годы значительно увеличивается [75]. 

Грибковые инфекции на втором месте после туберкулеза среди причин смерти 

пациентов с синдромом приобретенного иммунного дефицита (СПИД) [41]. У 

пациентов с ВИЧ-инфекцией наиболее часто из поверхностных кандидозов 

наблюдаются орофарингеальный кандидоз, кандидозный эзофагит и кандидозный 

вульвовагинит [34]. У 90% ВИЧ-инфицированных лиц наблюдается как минимум 

один эпизод орофарингеального кандидоза [178]. У 60% ВИЧ-инфицированных 

лиц в отсутствие необходимой терапии регистрируются рецидивирующие формы 

кандидозов слизистых [109]. Кандидозный стоматит часто отмечается при 

манифестации ВИЧ-инфекции [225]. Развитие кандидозов пищевода и слизистых 

оболочек наблюдается при снижении числа CD4+ лимфоцитов [66].  

Развитие устойчивости к азолам у ВИЧ-инфицированных пациентов с 

рецидивирующим орофарингеальным кандидозом отмечено некоторыми 

исследователями уже в 1994 году [103]. Тем не менее, исследования, посвященные 

механизмам устойчивости к противогрибковым препаратам в данной группе 

пациентов встречаются не так часто [208].  

Противогрибковый иммунитет у человека в норме регулирует колонизацию 

Candida слизистых различных биотопов макроорганизма [13]. Значительную роль 

в регуляции колонизации иммунитетом занимают мононуклеарные фагоциты: 

моноциты и макрофаги, а также гранулоциты [206]. В противогрибковом 

иммунитете участвуют pathоgen assоciated mоlecular pattern (PAMPs), в том числе 

модулируя функцию CD4+ T-лимфоцитов, поэтому при СПИД и альтерированной 

функции T-хелперов снижается противогрибковый иммунитет [238]. 

Противогрибковый иммунитет также регулируется продукцией IL17 CD4+ T-
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хелперов [78]. В патогенезе грибковой инфекции и носительства в принципе имеет 

большое значение баланс T-регуляторных лимфоцитов и T-хелперов: T-

регуляторные лимфоциты стимулируют дифференцировку T-хелперов, подавляя 

интерлейкин 2 (IL-2) [28]. Есть данные о способности C. albicans к управлению 

экспрессией PAMPs в зависимости от условий среды, что позволяет успешно 

колонизировать различные биотопы, не вызывая иммунного ответа [91]. Таким 

образом, несмотря на безусловную роль неспецифического, в том числе клеточного 

иммунитета, специфический иммунитет, в частности CD4+ клетки, также играют 

значительную роль, что наблюдается на примере патогенеза кандидозов у 

ВИЧ-инфицированных пациентов с СПИД [30]. Несмотря на комменсализм грибов 

рода Candida, отмечается их вероятная роль в онкогенезе, в частности в дисплазии 

эпителия полости рта [156]. 

В литературе имеются данные о видовом разнообразии возбудителей 

кандидозов у пациентов с ВИЧ-инфекцией, известно, что чаще встречаются не-

albicans виды [200]. Этот факт имеет значение при выборе противогрибковых 

препаратов. Однако, информация о структуре популяции этих грибов у данного 

контингента пациентов практически отсутствует. 

Изучение структуры популяции штаммов грибов рода Candida, 

обнаруживаемых у ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным 

кандидозом, может иметь важное клиническое значение, в том числе для выбора 

адекватной терапии противогрибковыми препаратами. 

1.1. ЭПИДЕМИОЛОГИЯ КАНДИДОЗОВ 

Каждый год от инфекций, вызванных грибами, погибает около 1,6 миллиона 

людей [220]. Ежегодно в мире регистрируется более 150 миллионов случаев 

кандидозов слизистых и около 400 тыс. случаев инвазивного кандидоза, 

заболеваемость варьируется от 2,4 до 29,0 на 100 тысяч населения. Смертность от 

инвазивного и диссеминированного кандидоза достигает 200 тысяч случаев в год. 

Летальность среди отдельных групп больных достигает 73%. Затраты на 
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здравоохранение, связанные с кандидозами, достигают двух миллиардов долларов 

только в США [137].  

У пациентов, имеющих факторы риска, инвазивный кандидоз может возникать 

как внутрибольничная инфeкция. Так, в США Candida spp. составляют 20% от 

возбудителей внутрибольничных инфекций и 25% от возбудителей инфекций 

кровотока [20].  

В 2019 году устойчивые к противогрибковым препаратам грибы рода Candida 

отнесены к серьезным угрозам, связанным с лекарственной устойчивостью. Одно 

из первых сообщений об устойчивости к азолам было опубликовано в 1983 году – 

устойчивый штамм от пациента c хроническим кандидозом кожи и слизистых по 

фамилии Дарлингтон (Darlingtоn strain), длительное время получавшего 

кетоконазол без эффекта [181]. Данный штамм подробно изучен, у него, к примеру, 

обнаружены измененное строение эргостеролов, сниженная активность ERG3, 

крайне распространенная мутация Y132H одновременно с мутацией I471T в гене 

ERG11 [130]. 

У ВИЧ-инфицированных пациентов ежегодно регистрируется около 2 млн 

случаев орального кандидоза и 1,3 млн случаев кандидоза пищевода ежегодно 

[133].  

В России распространенность инвазивного кандидоза достигает 8,29 на 

100 тысяч населения [21]. В Российской Федерации проводилась часть глобального 

многоцентрового исследования по определению чувствительности штаммов 

Candida spp. к флуконазолу и вориконазолу, и, в отдельных случаях к другим 

противогрибковым препаратам (1997-2007), в котором было отмечено 

распространение природной и приобретенной устойчивости к азолам [72]. В 

исследовании инвазивного кандидоза у пациентов с CОVID-19 в России ведущим 

возбудителем была C. albicans, хотя отмечен рост C. auris (13%) [18]. Инвазивный 

кандидоз у недоношенных новорожденных в Санкт-Петербурге чаще всего 

вызывался C. albicans (45,4%), а также C. parapsilоsis (21,2%). 94% штаммов были 

чувствительны к флуконазолу [5].  
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Опубликовано значительное количество работ, в основном по инвазивным 

кандидозам, по всему миру, в том числе результатов многоцентровых 

исследований, позволяющих оценить видовой состав, резистентность к 

противогрибковым препаратам и некоторые другие свойства, что говорит об 

актуальности проблемы [221]. В большинстве подобных исследований 

поднимается проблема повышенной устойчивости к противогрибковым 

препаратам и снижения доли C. albicans. Опубликованы систематические обзоры и 

мета-анализы, учитывающие данные большого числа публикаций, включая 

относительную частоту встречаемости C. albicans по сравнению с другими видами, 

резистентность к противогрибковым препаратам, эффективность различных 

методов лечения [200].  

Например, в Танзании у 17–75% здоровых людей из полости рта выделяется 

C. albicans. При этом у ВИЧ-инфицированных доля C. albicans снижена, по 

сравнению с контрольной группой из здоровых лиц, но остается на уровне 80% 

[142].  

В выборке ВИЧ-инфицированных пациентов в Белоруссии чаще выделялись 

C. albicans, несмотря на значительную долю не-albicans штаммов – 35,6%. Только 

43,8% всех штаммов обладали чувствительностью к флуконазолу [35].  

В группе онкологических больных в одном центре в г. Москве в 2022 году доля 

не-albicans видов среди возбудителей кандидемий достигла 79,3%, в первую 

очередь за счёт C. parapsilоsis [19].  

В выборке пациентов с опухолями крови на базе гематологического центра в 

г. Москва с 2006 по 2017 г. из 75 случаев кандидемий 34,7% были вызваны C. 

albicans, а на втором месте C. parapsilоsis (20%). Таким образом, C. parapsilоsis, по-

видимому, играет значительную роль в эпидемиологии кандидемий как у детей, так 

и у взрослых с онкогематологическими заболеваниями [22].  

В исследовании микрофлоры кишечника ВИЧ-инфицированных детей в 

России отмечается увеличение частоты выделения Candida spp. и снижение доли 

C. albicans в зависимости от стадии ВИЧ-инфекции [25]. Также представлены 
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данные по антагонизму Candida spp. и Klebsiella pneumоniae в микробиоценозе 

толстого кишечника у ВИЧ-инфицированных детей в России [14].  

В группе 123 ВИЧ-инфицированных пациентов в г. Брянск у 35 чел. (28,5%) 

выявлена C. albicans, 23 чел. (18,7%) – C. trоpicalis, 11 чел. (8,9%) – C. glabrata, 9 

чел. (7,3%) – C. krusei. Таким образом не-albicans виды встречаются чаще, но среди 

них нет выраженного преобладания одного из видов [26].  

В исследовании влияния терапии флуконазолом орофарингеального 

кандидоза у ВИЧ-инфицированных пациентов в г. Москва отмечено замещение 

чувствительных штаммов C. albicans штаммами C. glabrata, C. krusei и C. trоpicalis 

[9]. 

В исследовании 8650 микологических посевов ВИЧ-инфицированных 

пациентов в г. Пермь грибы рода Candida чаще всего выделялись из зева (82,1% 

случаев C. albicans) и мокроты (63,3% C. albicans) [10]. По результатам 

исследования эпидемиологии C. albicans в стационаре для ВИЧ-инфицированных 

также в г. Пермь, C. albicans встречались и в колонизации у пациентов, в том числе 

полости рта, и в качестве возбудителей инвазивных кандидозов, а кроме того, 

выделялись с объектов внутрибольничной среды. Проведенное молекулярно-

генетическое типирование c помощью RAPD (Randоm Amplified Pоlymоrphic DNA, 

случайно амплифицируемая полиморфная ДНК) выявило факты передачи 

определенных штаммов C. albicans в стационаре [37].  

Описано использование MLST (типирование на основе мультилокусных 

последовательностей) для типирования грибов рода Candida, что может быть 

использовано для локальной эпидемиологической диагностики кандидозов, в т.ч. 

ИСМП [67]. Также MLST применяется для выявления преобладающих типов в 

отдельных группах больных [193]. Возможно молекулярно-генетическое 

типирование только лишь по одной последовательности ERG11 [42]. Для C. 

parapsilоsis используется метод типирования с использованием STR-маркеров 

(коротких тандемных повторов) [36].  

По части исследований опубликованы обновления, включая предпринятые 

меры по снижению заболеваемости. Так, например, в крупнейшем исследовании по 
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надзору за кандидемией на территории США было зарегистрировано снижение 

заболеваемости и устойчивости к флуконазолу, связываемое с улучшением 

техники катетеризации и первичным назначением эхинокандинов, однако 

наблюдается увеличение частоты выделения C. glabrata по сравнению C. albicans, 

и повышение резистентности к эхинокандинам [95]. При этом уровень 

устойчивости C. albicans к азолам в большинстве исследований незначительный 

[50]. 

В многоцентровом исследовании распространенности кандидемии в Канаде 

обнаружено повышение доли C. glabrata и устойчивости к эхинокандинам. В то же 

время общая устойчивость остается на низком уровне [234].  

В исследовании, проводимом в Великобритании на протяжении 15 лет и 

включающем 32 тысячи клинических штаммов 94 видов дрожжевых грибов, 

устойчивость к флуконазолу наблюдалась у 2,5% штаммов C. albicans. 

Исследование указывает на необходимость видовой идентификации дрожжевых 

грибов, выделенных из клинического материала, так как значительная часть 

не-albicans видов демонстрировала повышенные уровни МПК к флуконазолу [124].  

В исследовании на базе одного центра в Швеции исследовано 233 штамма 

Candida spp. от пациентов с кандидемией, преобладали C. albicans (65%), C. 

glabrata преимущественно выделялись у пожилых лиц, а C. parapsilоsis - у детей. 

Сниженная чувствительность к флуконазолу отмечалась только у C. glabrata (97%) 

[233].  

В исследовании кандидозов полости рта на базе одного центра в Китае с 2010 

по 2013 гг. C. albicans была самым распространенным видом, однако доля C. 

glabrata значительно увеличилась. Кандидоз полости рта наблюдался как 

осложнение ВИЧ-инфекции, стоматита, связанного с анемией или радиационным 

воздействием, синдромом Шегрена, пемфигоидом [80]. В другом небольшом 

исследовании в Китае отмечалась повышенная экспрессия MDR1, CDR1, CDR2, 

TAC1 в планктонных клетках по сравнению с биопленками. Экспрессия ERG11 

также повышалась в планктонных клетках в присутствии флуконазола, однако 

снижалась через 24 часа. Также в биопленках наблюдалось постепенное 
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формирование устойчивости к флуконазолу in vitrо [118]. В Тайване с 1999 года 

проводилось исследование устойчивости дрожжевых грибов к противогрибковым 

препаратам, в ходе которого приобретенная устойчивость к флуконазолу чаще 

всего встречалась среди C. trоpicalis (9,2%), относящихся при этом к кладам 4 и 5, 

выделяемым при мультилокусном сиквенстипировании (МЛСТ). Устойчивые к 

флуконазолу штаммы C. trоpicalis из Китая также преимущественно (76,7%) 

относились к 4 кладе [40]. 

В исследовании на базе одного центра в Японии с 2008 по 2013 гг. выделено 

133 штамма Candida spp. из гемокультур, всего два штамма C. glabrata обладали 

устойчивостью к азолам и эхинокандинам. В японском популяционном 

исследовании 2021 года в группе пациентов с гематологическими 

новообразованиями показана профилактическая эффективность флуконазола в 

определенных дозировках [224].  

В исследовании, проводимом в Сингапуре в 2012–2015 гг., было выделено 26 

устойчивых к азолам штаммов Candida spp. У всех C. albicans обнаружена 

повышенная экспрессия CDR2, у двух штаммов также повышена экспрессия MDR1. 

В гене ERG11 выявлены не синонимичные мутации A114S, Y257H и E266D [187].  

Исследование на юге Италии на базе одного клинического центра интересно 

тем, что в нем отмечено повышение доли C. albicans на протяжении времени 

исследования, что, возможно, объясняется также увеличением доли устойчивых к 

противогрибковым препаратам штаммов, в том числе из ряда азолов [104].  

В 2019 году опубликованы результаты исследования M. Castanheira, и 

соавторов в котором проанализированы данные о 2936 инвазивных штаммах 

Candida spp. со всего мира, отмечается распространение приобретенной 

устойчивости и рост доли видов с природной резистентностью. Также обнаружено, 

что наибольший вклад в устойчивость к азолам C. parapsilоsis и C. trоpicalis вносят 

мутации Y132F в гене ERG11. В тоже время доля устойчивых к азолам C. albicans 

в мире оценена менее чем в 1% [45]. В недавнем систематическом обзоре о 

применении флуконазола у ВИЧ-инфицированных пациентов для профилактики и 
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терапии орофарингеального кандидоза показана высокая эффективность – 95,6% и 

достаточная безопасность – 39,3% [85].  

В Швейцарии по итогам 15-летнего многоцентрового эпидемиологического 

исследования увеличилась частота кандидемий, а также доля не-albicans видов за 

счёт C. glabrata. Уровень устойчивости к флуконазолу составляет около 1%, его 

потребление не возрастает [255]. 

В многоцентровом эпидемиологическом исследовании инвазивных 

кандидозов в Европе выявлено 150 случаев, вызванных смешанными культурами 

грибов. Устойчивость к флуконазолу выявлена в 6,4% случаев. Также обнаружены 

мутации в гене FKS1, обеспечивающие устойчивость к эхинокандинам, в том числе 

и у C. albicans [180].  

В Юго-Восточной Азии кандидоз полости рта наиболее часто встречается 

именно у ВИЧ-инфицированных пациентов, с частотой от 21,1 до 97% [161].  

У пациентов с новой коронавирусной инфекцией (CОVID-19) отмечается 

повышенная частота возникновения инвазивного кандидоза: от 0,8 до 14% [90]. Для 

получения более достоверной информации необходимо проведение крупных 

многоцентровых исследований [52].  

На данный момент известны случаи возникновения устойчивости у Candida 

spp. к эхинокандинам, в том числе к микафунгину, даже при отсутствии факторов 

риска, таких как резистентность к азолам или иммуносупрессия у пациента [214].  

У C. glabrata отмечается наличие полирезистентности, обусловленной 

мутациями в гене FKS1, кодирующем 1,3-β-D глюкан-синтазу – мишень 

эхинокандинов [209]. В связи с этим разрабатываются ПЦР тест-системы и другие 

методики для выявления маркеров резистентности C. glabrata к эхинокандинам 

[231]. В исследовании Diaz-Garcia и соавторов отмечено, что большинство 

устойчивых к эхинокандинам штаммов C. glabrata выделяются из брюшной 

полости, а не из гемокультур. При этом устойчивость развивается при назначении 

противогрибковых препаратов чаще чем при распространении устойчивых 

штаммов [51]. 
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Аналогичные механизмы обнаружены и у C. auris, правда с некоторыми 

отличиями, связанными с генетическими особенностями вида [219].  

Вопрос значимости распространения устойчивых штаммов в проблеме 

резистентности к противогрибковым препаратам у различных видов Candida 

остается открытым, в то же время существуют вполне конкретные актуальные 

клинические рекомендации по назначению препаратов, к которым выявлены 

случаи массовой устойчивости.  

1.2. УСТОЙЧИВОСТЬ CANDIDA SPP. К ПРОТИВОГРИБКОВЫМ 

ПРЕПАРАТАМ 

В последнее время повышается доля устойчивых к противогрибковым 

препаратам штаммов Candida spp [41]. В исследовании SENTRY на 20788 

инвазивных штаммах Candida spp. отмечено снижение доли C. albicans и 

нарастание устойчивости к флуконазолу, которая, впрочем остается на уровне 0,1% 

для C. albicans [256]. По данным отечественного исследования КРИТ (Кандидоз в 

отделениях Реанимации и Интенсивной Терапии) устойчивость к флуконазолу 

достигает 21% [6]. Отмечается повышение доли не-albicans видов [56]. При этом 

природно-чувствительные к азолам C. albicans приобретают устойчивость за счет 

разнообразных механизмов приобретенной резистентности, таких как повышенная 

экспрессия генов эффлюксных переносчиков и амплификация гена белка-мишени 

[129].  

Флуконазол остается широко используемым противогрибковым препаратом, 

несмотря на фунгистатическое действие и описанные механизмы природной и 

приобретенной устойчивости [61].  

Рутинное определение чувствительности к противогрибковым препаратам в 

принципе проводится не повсеместно, но рекомендуется для инвазивных видов 

микозов [59]. В настоящее время проводятся исследования по сравнению 

результатов определения фенотипической устойчивости и выявленных 

молекулярно-генетически механизмов резистентности [116].  
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Устойчивость к противогрибковым препаратам зависит от вида Candida. Так, 

C. krusei, C. incоnspicua и C. nоrvegensis обладают полной, а C. glabrata частичной 

природной устойчивостью к флуконазолу, что, в то же время, редко встречается у 

C. albicans, C. trоpicalis и C. parapsilоsis [218]. C. albicans обладает диплоидным 

геномом с высокой пластичностью, что обуславливает особенности механизмов 

патогенности и устойчивости к противогрибковым препаратам [6]. Имеются 

данные о развитии устойчивости к эхинокандинам среди C. albicans посредством 

анеуплоидии 5 или 2 хромосом. На 5 хромосоме находятся гены TAC1, промотор 

генов CDR1 и CDR2, расположенных на хромосоме 3, и ERG11, кодирующий 

мишень препаратов ряда азолов. В то же время на левом плече хромосомы 5 

находятся гены PGA4, CHT2, CNB1, и MID1, ассоциированные с устойчивостью к 

эхинокандинам [224].  

По всему миру отмечаются вспышки, вызванные не так давно открытым видом 

C. auris. C. auris изолируется из воды открытых водоемов и других разнообразных 

источников, включая фрукты и яблоки, которые, к тому же зачастую 

обрабатываются фунгицидами с целью повышения сроков хранения [71]. Имеются 

определенные сложности с идентификацией данного вида идентифицировать 

стандартными биохимическими методами. Среди штаммов этого вида отмечается 

устойчивость ко всем трем группам противогрибковых препаратов [155].  

Тем не менее, несмотря на представленные данные литературы, по различным 

причинам, далеко не во всех бактериологических лабораториях рутинно 

определяют вид Candida spp., применение молекулярно-генетических методов еще 

менее распространено [184]. В то же время некоторые авторы предполагают 

широкое распространение высокопроизводительного секвенирования (next 

generatiоn sequencing, NGS) для диагностики в том числе инвазивных микозов в 

ближайшем будущем [102]. 

Устойчивость к противогрибковым препаратам определяют диско-

диффузионным методом и с помощью определения минимальной подавляющей 

концентрации (МПК) в планшетах с микроразведениями препаратов [202]. Для 

диско-диффузионного метода используется агар Мюллер-Хинтон с добавлением 
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метиленового синего в целях облегчения визуализации зон задержки роста. В 

настоящее время доступны критерии интерпретации зон задержки роста CLSI 

только для двух препаратов: для флуконазола и вориконазола. В рекомендациях 

EUCAST, используемых в качестве основы для составления рекомендаций 

Межрегиональной ассоциации по клинической микробиологии и антимикробной 

химиотерапии (МАКМАХ) (2021–01), отсутствуют критерии интерпретации для 

диско-диффузионного метода, имеются лишь критерии для МПК, определяемых 

референсным методом микроразведений в планшетах в модифицированной среде 

RPMI-1640. В связи с этим, во многих лабораториях ограничены возможности 

определения чувствительности к различным противогрибковым препаратам 

помимо флуконазола и вориконазола. Кроме того, существуют существенные 

различия между коммерческими тест-системами для определения 

чувствительности к противогрибковым препаратам [87]. Определение 

чувствительности в принципе значительно замедляет микробиологические 

исследования, поэтому ведутся разработки ускоренных методов, например на 

основе содержания хитина, определяемого с помощью калькофлуора белого [195]. 

Исследуется возможность определения чувствительности к противогрибковым 

средствам с помощью MALDI TОF масс-спектрометрии [175]. Также ведутся 

исследования возможностей выявления различных известных механизмов 

устойчивости для повышения скорости и точности определения чувствительности 

к противогрибковым препаратам. 

1.3. МЕХАНИЗМЫ УСТОЙЧИВОСТИ ГРИБОВ РОДА CANDIDA К 

ПРОТИВОГРИБКОВЫМ ПРЕПАРАТАМ 

Описаны определенные молекулярно-генетические механизмы 

резистентности к противогрибковым препаратам [16]. 

Азолы, например, триазол флуконазол, ингибируют фермент цитохрома P450 

ланостерол диметилазу (14α-диметилазу), играющую ключевое значение в 

биосинтезе эргостерола. Свободный атом азольного кольца связывает атом железа 
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в группе гема фермента, что предотвращает активацию кислорода и 

деметилирование ланостерола, в следствие чего ингибируется биосинтез 

эргостерола [144]. Эргостерол является неотъемлемым компонентом клеточной 

стенки грибов, поэтому такое воздействие токсично, метилированные стеролы 

накапливаются в клетке, ее развитие останавливается, в конце концов клетка 

погибает. Азолы, в отличие от эхинокандинов, обладают фунгицидным действием 

при определенных условиях [167]. 

Существует четыре вида механизмов резистентности к азолам (Рисунок 1):  

 

Рисунок 1 – Механизмы устойчивости Candida spp. к противогрибковым 
препаратам [223]  

• Эффлюксные насосы: 

o гены CDR1,2 и MDR1 у C. albicans,  
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o сgCDR1 и сgPDR1 у C. glabrata,  

o сdCDR1 и сdMDR1 у C. dubliniensis 

• Снижение проницаемости клеточной стенки 

• Увеличение продукции мишени - ERG11 

• Смена мишени – мутации в ERG3 

• Изменение метаболического пути.  

Описано множество механизмов регуляции устойчивости и вирулентности C. 

albicans, так ГФИ-N-ацетилглюкозаминилтрансфераза, отвечающая за синтез 

гликозилфосфатидилинозитола (ГФИ-якоря), регулирует синтез ERG11, и 

контролирует образование гиф, штаммы с делецией гена, отвечающего за синтез 

главной субъединицы этого фермента, чувствительны к азолам и неспособны к 

образованию гиф [182]. Экспериментальные данные говорят о повышенной 

устойчивости C. albicans к флуконазолу в виде гиф [232]. 

Также устойчивость грибов рода Candida регулируется эпигенетическими 

механизмами, такими как метилирование или алкилирование гистоновых белков 

[191]. Ингибиторы деацитилаз гистонов (HDAC) в некоторых случаях снижают 

устойчивость к азолам [107]. Существуют также механизмы модификации РНК 

после транскрипции, влияния некодирующих РНК [108].  

На сегодняшний день считается, что выявление устойчивых штаммов Candida 

spp. молекулярно-генетическими методами более трудоемко, чем 

фенотипическими методами, из-за большого числа механизмов [129]. Однако, 

обсуждается возможность использования нанопорового секвенирования для 

выявления ассоциированных с устойчивостью мутаций Candida spp. [240]. 

Существуют исследования, показывающие возможность развития 

приобретенной устойчивости к азолам у C. albicans in vitrо [179]. Отмечается 

значимость исходных характеристик, что подчеркивает актуальность проблемы 

возможного распространения штаммов с имеющимися предпосылками для 

развития устойчивости [132]. 
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Показана роль прочих микроорганизмов, например, Pseudоmоnas aeruginоsa 

индуцирует устойчивость C. albicans к флуконазолу с помощью одной из основных 

сигнальных молекул ее Quоrum-sensing [123]. 

В целях борьбы с распространением устойчивости ведется разработка как 

новых форм существующих противогрибковых препаратов, так и совершенно 

новых классов противогрибковых препаратов с другими мишенями и механизмом 

действия [248]. Также постепенно появляются и получают распространение новые 

лекарственные формы существующих препаратов [7]. Для разработки новых 

противогрибковых препаратов используются различные методы геномного 

редактирования с целью поиска новых терапевтических мишеней, в том числе 

CRISPR/SpRY [117]. 

Пероральный ингибитор глюкан-синтазы ибрексафунгерп – препарат из 

первого нового класса противогрибковых за более чем 20 лет, одобрен к 

применению управлением по санитарному надзору за качеством пищевых 

продуктов и медикаментов США (FDA) в июне 2021 года [151].  

Исследуются препараты, направленные на различные механизмы 

устойчивости к противогрибковым препаратам. Так, описаны фенотиазины, 

способные изменять устойчивость к противогрибковым препаратам за счет 

снижения функции эффлюксных переносчиков [163].  

Исследуются и другие вещества, снижающие устойчивость к 

противогрибковым препаратам, например, некоторые терпены снижают 

интенсивность мембранного транспорта и митохондриальную активность у грибов 

рода Candida [46]. 

 Также описан синергизм некоторых известных препаратов в отношении 

различных грибов. Например, применение комбинации флуконазола и 

гентамицина [197]. 

 Также испытываются вещества, действующие на процесс адгезии и 

формирования биопленок [152]. В том числе исследуется возможность 

терапевтического применения Quоrum-sensing молекул грибов рода Candida, 

например фарнезола и тирозола, регулирующих переход от образования гиф к 
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дрожжевой форме существования [164]. Изучается противогрибковая активность 

различных растительных дефензинов [48].  

1.3.1  Эффлюксные переносчики 

Эффлюксные переносчики считаются самым распространенным механизмом 

устойчивости к противомикробным препаратам у грибов рода Candida [204]. 

Отмечена значимость двух основных типов ферментов: ABC (ATP-binding cassette 

- АТФ-связывающие кассетные транспортёры) и MFS (Majоr-Facilitatоr superfamily 

- суперсемейство основных посредников) [159].  

Эффлюксные насосы ABC гидролизуют АТФ, поэтому активны лишь при 

наличии ксенобиотиков в клетке [101]. MFS транспортеры функционируют 

благодаря протонному хемиосмотическому градиенту. Электрохимический 

потенциал на клеточной мембране создается с помощью АТФ-азы P-типа.  

Наибольшее значение имеют ABC транспортеры CDR1, CDR2 (Candida drug 

resistance), MFS транспортеры MDR1 (multidrug resistance) и FLU1 (flucоnazоle 

resistance). У S. cerevisiae имеются аналогичные транспортные системы [136]. 

Эффлюксные насосы CDR1, CDR2 обуславливают резистентность ко всем азолам, 

а MDR1 преимущественно к флуконазолу.  Кроме того, CDR1 и CDR2 могут 

способствовать устойчивости к топическим препаратам тербинафину и 

аморолфину, но не к эхинокандинам, амфотерицину B или флюцитозину [189]. 

Роль FLU1, несмотря на название, при дальнейших исследованиях оказалась не 

столь велика.  

Ген MDR1 изначально назывался BENt, так как ассоциировался с 

устойчивостью S. cerevisiae к беномилу, фунгициду из класса бензимдазолов и 

метатрексату [190]. В настоящее время обсуждается гипотеза возможного 

распространения устойчивости к препаратам из ряда азолов по причине их 

применения в агрономии, особенно в отношении C. trоpicalis и C. krusei в юго-

восточной Азии [83]. MDR1 может обеспечивать устойчивость к флуконазолу, но 

не итраконазолу и тербинафину [262].  
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Утрата CDR1 приводит к повышенной чувствительности C. albicans к азолам, 

в то время как потеря MDR1 не оказывает существенного влияния на базовый 

уровень устойчивости к азолам [201].  

В настоящее время изучаются ингибиторы эффлюксных переносчиков, в том 

числе CDR1, в связи с чем уже выявлены мутации в CDR1, обуславливающие 

устойчивость к подобному воздействию [153]. ABC эффлюксные системы CDR1 и 

CDR2 ингибируются при недостатке магния, что может использоваться для 

лечения в будущем [139]. Также рассматривается возможность использования 

существующих лекарственных препаратов, таких как блокатор кальциевых 

каналов верапамил, который ингибирует эффлюксные системы Candida spp. и 

проявляет синергизм с флуконазолом [258]. 

Снижение уровня экспрессии MFS-транспортеров у C. albicans и C. glabrata 

также отрицательно влияет на уровень вирулентности [73]. Значительное влияние 

в устойчивости C. albicans к азолам играют zinc cluster транскрипционные факторы 

(ZCFs) MRR1, TAC1, UPC2, TAC1 находится на левом плече пятой хромосомы, там 

же находится ERG11 [230].  

Регуляция экспрессии эффлюксных насосов тесно связана со многими 

глобальными биохимическими процессами, происходящими в клетке. 

Транскрипционный фактор FLО8, который влияет на переход между формой 

дрожжевых клеток, псевдогиф, филаментной и гиф у C. albicans также снижает 

экспрессию CDR1 и CDR2 [121]. Кроме того, делеция FLО8 у C. glabrata приводит 

к снижению способности к образованию биопленок, гидрофобности, адгезии, 

вирулентности, а также снижению экспрессии EPA1, EPA6 и EPA7. С другой 

стороны, подобные изменения не приводили к изменению чувствительности к 

противогрибковым препаратам, хотя уровни экспрессии CDR1, CDR2 и SNQ2 

повышались [122].   

Спонтанные мутации в связывающем АТФ центре также влияют на 

активность ABC транспортеров [74]. Есть данные о роли эффлюксных насосов 

CDR1,2 в устойчивости C. albicans при хроническом поверхностном кандидозе 

[185].  
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Для исследования эффлюксных систем используют молекулярно-

генетические методы, такие как оценка уровня экспрессии с помощью 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени, нозерн-блоттинг [216], 

а также проточную цитометрию с оценкой уровня эффлюкса флуоресцентных 

красителей [157]. Для оценки уровня экспрессии методом количественной ПЦР 

используют метод 2-ΔΔCt [171]. Повышенный уровень определяется по-разному: в 

сравнении с базовыми средними значениями, полученными для коллекционных 

или клинических штаммов, либо штаммов в отсутствие воздействия, как 

превышающий их более чем на 3 стандартных отклонения, пятикратно, либо же 

просто констатируется кратность превышения [173]. Также проводятся сравнения 

уровней экспрессии в различных группах, например с помощью t-критерия 

Стьюдента, критерия  Уилкоксона [212]. Есть сообщения о методиках выявления 

повышенной экспрессии эффлюксных переносчиков с помощью MALDI-TОF 

масс-спектрометрии [154].  

В исследованиях на клинических штаммах показаны немногочисленные, но 

разнообразные данные. Селективное ингибирование MDR1 и CDR1 у данного 

штамма не приводит к снижению устойчивости к флуконазолу или вориконазолу. 

Однако, ингибирование CDR1 приводило к восстановлению чувствительности к 

итраконазолу и позаконазолу [236]. Так, в одном из первых исследований, 

характеризующем распространенность различных механизмов устойчивости среди 

небольшой выборки лиц со СПИД и рецидивирующим орофарингеальным 

кандидозом из США, преобладающим механизмом оказалась повышенная 

экспрессия эффлюксных переносчиков CDR, как CDR1, так и CDR2 (55%) 

штаммов, а также MDR1, также 55% штаммов. Гиперэкспрессия ERG11 

наблюдалась в 35% штаммов. Не синонимичные мутации ERG11 у трех 

устойчивых штаммов не наблюдались вообще, у 17 штаммов выявлена как 

минимум одна мутация [208].  

В небольшом исследовании Cernicka и Subik в Словакии, у большинства 

устойчивых к флуконазолу штаммов выявлена повышенная экспрессия MDR1, 
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уровень экспрессии CDR1/2 был ниже чем у контрольного устойчивого штамма, у 

нескольких штаммов отмечался повышенный уровень экспрессии ERG11 [76].  

В исследовании 2012–2015 гг. в Сингапуре, у всех C. albicans обнаружена 

повышенная экспрессия CDR2, у двух штаммов также повышена экспрессия MDR1 

[187].  

В исследовании Shi и соавторов экспрессия MDR1 и CDR1,2 была сопряжена 

с ранними стадиями образованием биопленок у C. albicans и увеличивалась при 

инкубации с флуконазолом. При этом достоверных различий в экспрессии 

различных типов эффлюксных переносчиков выявлено не было. Также при 

добавлении флуконазола повышалась экспрессия ERG11 как в биопленках, так и в 

планктонных клетках [118]. 

1.3.2  Повышенная экспрессия ERG11 

 Увеличение концентрации продукта ERG11 с помощью амплификации 

генов, повышения скорости транскрипции или снижения утилизации продукта 

приводит к устойчивости к терапевтическим концентрациям препарата, развитию 

умеренной резистентности, например, у C. glabrata [79]. 

Повышенная экспрессия ERG11, как и ряд других механизмов, обеспечивает 

устойчивость к короткоцепочечным азолам, флуконазолу, в то время как 

активность итраконазола и позаконазола сохраняется [236].   

Этот механизм может также задействоваться при мутациях в гене 

транскрипционного фактора upc2p, повышающих его активность и продукцию 

ERG11 [128]. Вопрос о вкладе таких мутаций в данный механизм в настоящее время 

продолжает изучаться, так как имеются данные об устойчивых штаммах Candida 

spp. без мутаций в upc2p, а также ряде мутаций, встречающихся как у 

чувствительных, так и у устойчивых штаммов. 

В исследованиях на клинических штаммах отмечаются противоречивые 

данные. Так в одном исследовании, проводимом в Китае, не обнаружено значимого 
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повышения экспрессии ERG11 у устойчивых к флуконазолу C. albicans по 

сравнению с чувствительными контрольными штаммами [263].  

Повышение экспрессии ERG11 может происходить вследствие анеуплоидии и 

возникновения изохромосомы из двух левых плечей пятой хромосомы, где и 

находится ген ERG11, а также регулятор транскрипции TAC1, влияющий на 

экспрессию CDR1 и CDR2 [230].  

1.3.3  Мутации в гене ERG11 

Мутации в гене ERG11, который кодирует ланостерол 14α-диметилазу, могут 

привести к изменению структуры этого фермента, что препятствует его 

связыванию с азолами [38]. У большинства устойчивых к азолам штаммов 

наблюдаются аминокислотные замены в регионах 105-165, 266-287, и 405-488 [89]. 

Некоторые мутации, такие как Y132H, Y132F, T315A, S405F, G464S, R467K, 

E266D и I471T, ассоциированы с наличием устойчивости к азолам [263]. 

Разумеется, подобные мутации должны значительно изменять конформацию 

фермента, и существуют мутации, не производящие такого эффекта, например: 

K128T, V437I, F72L, K99T, F105L, D116E, K119N, K128T, G129A, K147R, D153E, 

E266D, E266Q, K287R, G303D, L305P, K342R, V437I, D446N [208]. Эффект 

некоторых мутаций неясен, например Y79C, D81G, F126L, V130I, Y132F, K143R, 

K143E, F145L, A149V, E165Y, T199I, T229A, P230L, I253V, R265G, R267H, D278E, 

D278N, S279F, H283D, D294G, G307S, M374V, F380S, P386L, E391G, H400R, 

V404L, N440K, G448E, G448V, G448R, F449L, F449S, G450E, V452A, G465S, 

F487L, V488G, T494P, P503L и D504G (Таблица 3) [263].  

Влияние данного механизма показано в исследовании каталитической 

активности ERG11. При этом каталитическая толерантность, обусловленная 

мутациями, практически не проявляется в отношении позаконазола и 

итраконазола, что позволяет использовать их для терапии инфекций, вызванных 

штаммами с устойчивостью, обусловленной преимущественно мутациями в ERG11 

[244].  
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Таблица 3 – Ассоциированные с устойчивостью к азолам аминокислотные замены 
в ERG11 C. albicans (“, “-одновременно, “/”-отдельно) 
Регион 
(hot spot) 

Мутация Устойчивость к 
флуконазолу 

Упоминание 
в литературе 

 

F14L/ V19A/ L35S/ R44G/ W57K/ 
K90E/ G100E/ S110P/ A114V/ 
R138K/ M140T/ R157K/ S175G/ 
S203F/ F205L/ N237Y/ K274H/ 
A298T/ A298V/ I304N/ I304T/ 
H310R/ H334C/ K344R/ P360S/ 
I366T/ H373L/ L376V/ F380L/ 
K398N/ S405P/ G421D/ R426K/ 
A432C/ V439L/ N440K/ S442F/ 
G443E/ D446G/ V439L/ S442F/ 
G443E/ D446G/ Y447G /G450R/ 
H468Y/ I471V/ L480S/ R492G/ 
T494I/ T513P/ W520G/ W520R/ 
E521D 

Неизвестно [226] 

 Y33C/ Y39C/ P49R/T / W54Stоp R [76] 
 A61V R, МПК×4 [53] 
 Y79C (+T199I)/ K99T R [115] 

105-165 

K108E R, в сочетании 
с Y132H и 

S405F 

[213] 

F105L R, МПК 128 
мкг/мл 

[183] 

A107T R [53] 
A114S R, МПК×4 [113; 187; 

263] Китай, 
Сингапур 

D116E МПК 8-64 
мкг/мл 

[76; 208] 

K119L R [76] 
F126L (иногда с K143R, E266D, 
S405F, V437I) 

МПК 64 мкг/мл [120; 208] 

K128T Не связана с 
устойчивостью 

[208] 

G129, G646S МПК×32 [43] 
V130I R [115] 
Y132H/F R, МПК×4 [43; 53; 88; 

113; 115; 120; 
130; 162; 208; 

263] 
Darlingtоn 
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Продолжение таблицы 3 

105-165 

N136Y, Y132H (1 штамм) R [229] 
M140R S [263] 
K143E (с T229, P503L) R [88; 89; 113; 

115; 120] 
K143Q, K143R МПК×4 [53; 88; 89; 97; 

113; 115; 120; 
208; 216] 

F145L Неизвестно [53; 88; 89; 115] 
K147R S [183] 
A149V R [89] 
D153E S [89] 
V159I S [229] 
K161N/ R163T/ E165K S [263] 
E165Y S [89] 

 Y221H S [229] 
 D225Y/ D225H/ P375Q/ R381I  S [263] 
 T229A R [89; 208] 
 T229A+ F449S/ K143E МПК 64 мкг/мл [120; 208] 
 P230L позаконазол, 

итраконазол R 
[253] 

 I253V R [115] 
 Y257H (G464S) МПК×4 [53; 113; 253; 

263] Китай 
 R265G S [115] 
 E266D МПК 8-256 

мкг/мл 
[53; 76; 89; 113; 
115; 120; 183; 

216; 263] Китай, 
США, по всему 

миру.  
 E266Q S [43] 
 R267H (+K128T, K143R, 

E266D, D278E) 
R [44; 89] 

 L276S S [229] 
 D278E R [44; 89] 
 D278N (+D116E, K128T, 

Y132H, G464S) 
R [168] 

 S279F, Y132H/ G465S Флуконазол, 
итраконазол R 

[89] 

 H283D R [115] 
 H283R (+Y132H и G464S) R [53] 
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Продолжение таблицы 3 
 K287R МПК>256 

мкг/мл 
[44; 183] 

 G303D/ L305P/ K342R S [115] 
 G307S (+D116E, G450E/ 

Y257H, G464S) 
64 мкг/мл [53; 115; 208] 

 T315A МПК×5 [217] 
 F380S R [115] 
 V404L/I R [166] 

405-488 

S405F (+Y132H) R [43; 53; 88; 120; 
208] 

V437I R/- не 
установлено 

[43; 76; 115; 
120; 166; 208; 

216] 
D446E МПК×4 [88] 
D446N 4-64 мкг/мл [208] 
Y447H, G307S Флуконазол, 

итраконазол R 
[229] 

G448E МПК>256 
мкг/мл 

[88; 183] 

G448R R [216] 
G448V, Y132H МПК×64 [53] 
F449S R, 4 мкг/мл [53; 208] 
F449L R [89; 120] 
F449V МПК×4 [88; 166] 
F449Y R [263] 
G450E (+D116E или Y132H) 8-256 мкг/мл, 

МПК×4 
[53; 88; 89; 115; 
120; 183; 208] 

G450V, G307S  R [213] 
V452A R [53; 89] 
V456I (+E266D, G464S, V488I) R [226; 229] 
Y460H R [226] 
G464S (+G129A, R467K) МПК×4-64 [43; 88; 89; 168; 

183; 194; 208; 
246] Китай, по 

всему миру 
G465S, Y132H, S279F Флуконазол, 

итраконазол R 
[89] 

R467I, G464S МПК×4 [53] 
R467K R [43; 166; 250; 

259] 
I471T (+Y132H) ×4 [130; 263] 

Darlingtоn 
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Продолжение таблицы 3 

 

Q474K R [263] 
T486P R [76] 
F487L, V488G, T494P R [213] 
V488I R/S [53; 76; 115; 

183; 194] 
L491V, T494A, D504G R [76] 
P503L, K143E R [115] 
V509M R [53; 166] 

Данный механизм обуславливает видовую резистентность C. krusei [198]. У 

грибов рода Penicillium альтернативные варианты CYP51 также обеспечивают 

природную устойчивость к азолам [93].  

Для C. parapsilоsis также отмечено увеличение числа устойчивых к азолам 

штаммов, часто связанное с наличием мутации A395T, приводящей к 

аминокислотной замене Y132F [96]. Публикуются данные о клональных вспышках 

кандидемий, вызванных C. parapsilosis с мутацией Y132F в гене ERG11 [106; 125]. 

Замена Y132H, в том числе и у C. albicans, приводит к снижению сродства к 

флуконазолу, увеличивая МПК в 4 раза [112]. Ведутся поиски веществ, в том числе 

различных тетразолов, инактивирующих CYP51 с мутацией Y132F у C. parapsilоsis 

[78]. Распространение подобных штаммов чаще всего отмечается при 

нозокомиальных вспышках и связывается с колонизацией такими штаммами 

поверхностей стационара, кожных покровов медицинского персонала и 

нарушением протоколов дезинфекции и обработки рук.   

Замена K143R также может обеспечивать устойчивость к полиенам, однако 

происходит нарушение структуры клеточной стенки, ведущее к снижению 

защитных свойств клетки [97].  

В небольшом исследовании из Китая у устойчивых к флуконазолу C. albicans 

выявлены мутации A114S и Y257H, а также G487T, T916C, T395A. Локус A114 в 

гене ERG11 расположен недалеко от активного центра, что может объяснять 

сниженное связывание азолов. Y257 при этом находится в G спирали вдали от 

активного центра фермента. F449 находится в конце I спирали, замены в этом 

локусе способны изменить функциональность активного центра [111].  
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В исследовании, проводимом в Сингапуре в 2012–2015 гг., в гене ERG11 

выявлены не синонимичные мутации A114S, Y257H и E266D [187]. 

У штамма Darlington обнаружены крайне распространенная мутация ERG11 - 

Y132H вместе с I471T. Причем известно, что I147T способна приводить к 

увеличению аффинности фермента к субстрату с одновременным снижением 

аффинности к азолам [130].  

1.3.4  Изменение метаболического пути 

Данный механизм обусловлен мутациями в гене ERG3. Мутация в гене ERG3 

предотвращает образование 14a-метил-3,6-диола из 14a-метилфекостерола, он 

замещает эргостерол, мембраны клеток грибов продолжают функционировать. 

Данный механизм также обуславливает резистентность к полиенам, которые также 

действуют на эргостерол мембран клеток грибов [148]. Резистентность к 

амфотерицину B, хотя и встречается редко, возникает при одновременных 

мутациях в генах ERG11 и ERG3 или ERG5 и отдельных мутациях в гене ERG6 [39] 

или ERG2 [110], что приводит к снижению синтеза эргостерола [55]. Подобные 

мутации одновременно приводят к снижению вирулентности C. albicans [73]. 

Данные о резистентности к противогрибковым препаратам позволяют 

говорить о циркуляции устойчивых штаммов грибов Candida spp. среди 

ВИЧ-инфицированных пациентов, что обуславливает необходимость 

микробиологического мониторинга чувствительности к противогрибковым 

препаратам. В большинстве отечественных и зарубежных рекомендаций 

флуконазол считается одним из эффективных препаратов для профилактики и 

лечения кандидозов. Неэффективное применение противогрибковых препаратов 

для профилактики и лечения поверхностных кандидозов может приводить к 

появлению устойчивых штаммов. Такие штаммы потенциально способны к 

распространению среди населения, что также необходимо исследовать. 

Резистентные штаммы могут приводить к значительным трудностям в терапии 

инвазивных форм кандидозов. Это обуславливает необходимость исследования 
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молекулярных механизмов резистентности, поиска методов борьбы с ней, а также 

своевременного выявления. В то же время приведённые литературные данные 

свидетельствуют о том, что механизмы приобретенной устойчивости к 

противогрибковым препаратам чаще всего изучены на отдельных штаммах, реже – 

небольших группах штаммов, выделенных от различных категорий пациентов. 

 Таким образом, в последнее время в мире возрастает заболеваемость 

инфекциями, вызываемыми грибами рода Candida, в том числе инвазивными 

формами, от части за счет возрастания числа иммунокомпрометированных 

пациентов, в частности ВИЧ-инфицированных, восприимчивых к данным 

инфекциям. Повсеместно наблюдается нарастание доли не-albicans видов 

Candida spp., обладающих повышенной природной устойчивостью к 

противогрибковым препаратам в структуре заболеваемости. Отмечается 

повышение устойчивости к противогрибковым препаратам, в особенности из 

группы азолов, в том числе среди C. albicans, однако наиболее крупные 

исследования отмечают устойчивость к флуконазолу у C. albicans на уровне 1%. В 

то же время большая часть данных представлена локальными исследованиями, 

крупные многоцентровые исследования проводились более десяти лет назад. 

Данные о распространенности молекулярно-генетических механизмов 

устойчивости к противогрибковым препаратам в Российской Федерации 

практически отсутствуют. 

В связи с вышесказанным цель данного исследования состоит в 

характеристике структуры популяции и биологических свойств штаммов Candida 

spp. у ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом в г. 

Москва. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ГЛАВА 2. АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ РАЗЛИЧНЫХ МЕТОДОВ 

ВИДОВОЙ ИДЕНТИФИКАЦИИ ГРИБОВ РОДА CANDIDA 

Для успешной диагностики и лечения кандидозов необходимо не только 

обнаружить наличие грибов Candida, но и точно определить их видовую 

принадлежность. Различные виды грибов рода Candida имеют разные патогенные 

свойства и могут различаться по чувствительности к противогрибковым 

препаратам. Точная видовая идентификация позволяет выбрать наиболее 

эффективное лечение, учитывая особенности конкретного вида Candida, и 

предотвратить развитие лекарственной устойчивости [58]. Диагностика 

кандидозов проводится микробиологическими методами, такими как микроскопия 

нативных и фиксированных окрашенных, например, по Граму препаратов, а также 

культивирование на различных жидких и плотных питательных средах, таких как 

бульон или агар Сабуро, Чапека-Докса, картофельном, кукурузном агарах, наконец 

специализированных хромогенных плотных питательных средах для грибов рода 

Candida, позволяющих проводить одновременную видовую идентификацию и 

ускорять выделение чистой культуры исследуемых штаммов [207]. Также широко 

распространены биохимические методы, основанные на исследовании 

ферментативной активности, чаще всего реализованные в виде коммерческих тест-

систем для применения в условиях клинических микробиологических 

лабораторий. Так, C. albicans обладает способностью продуцировать фермент ß-N-

ацетилгалактозаминидазу, что используется при приготовлении хромогенных 

питательных сред. Добавление гексозаминов с хромогенным или флуоресцентным 

индикатором позволяет проводить видовую идентификацию одновременно с 

выделением чистой культуры [205]. Кроме того, у таких видов, как C. parapsilosis 

и C. tropicalis имеется фермент щелочная фосфатаза. Добавление субстрата 

данного фермента – 5-бромо-6-хлоро-3-индолил фосфат p-толуидиновой соли в 

питательную среду позволяет производить выявление данного фермента и, таким 
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образом, расширять спектр выявляемых с помощью данного метода видов грибов 

рода Candida [160].  На хромогенных питательных средах зеленый цвет колоний 

штаммов C. albicans и C. dubliniensis обусловлен той же хромогенной реакцией, 

что и темно-синий цвет колоний штаммов Candida tropicalis. Candida glabrata, 

Candida kefyr, Candida parapsilosis и Candida lusitaniae также обладают 

естественной пигментацией и активностью щелочной фосфатазы, что позволяет 

проводить видовую идентификацию по цвету и морфологии колоний при 

использовании хромогенных питательных сред (Рисунок 2). 

 
Рисунок 2 – рост Candida spp. на хромогенном агаре Chrоmоgenic Candida Agar, 
Оxоid, Великобритания 

Некоторые биохимические реакции позволяют дифференцировать более 

крупные таксоны дрожжевых грибов [215]. Так, Candida spp., кроме некоторых 

штаммов C. krusei (Pichia kudriavzevii), в отличие от Cryptococcus spp. не 

утилизируют мочевину [215].  

Физико-химические методы включают в себя MALDI-TОF масс-

спектрометрию, на сегодняшний день позволяющую быстро и эффективно 

дифференцировать различные виды Candida при использовании дополнительной 

пробоподготовки, связанной с особенностями строения клеточной стенки грибов 

[2]. Библиотеки белковых спектров для масс-спектрометрии постоянно 

пополняются и уже включают такие эпидемиологически значимые виды, как C. 

С. albicans 

С. trоpicalis 

С. glabrata 

С. krusei 

С. parapsilоsis 
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auris [199].  Молекулярно-генетические методы, такие как ПЦР с использованием 

видоспецифических праймеров распространены в качестве метода для 

обнаружения возбудителя непосредственно в биоматериале, в особенности при 

инфекциях урогенитального тракта [99]. Секвенирование ДНК, а именно ITS либо 

rRNA LSU служит основным референтным методом видовой идентификации. 

Стоит отметить, что род Candida spp. генетически неоднороден, в настоящее время 

таксономия данного рода претерпевает некоторые изменения в связи с появлением 

новых данных в этой области [57]. 

При использовании большинства реализаций перечисленных выше методов с 

той или иной частотой могут наблюдаться ошибки в видовой идентификации 

Candida spp., в то же время использование референтных методов не всегда 

доступно в клинической лаборатории, поэтому, в рамках настоящей работы было 

проведено сравнительное исследование эффективности применения различных 

методов для видовой идентификации. Оценка проводилась на 52 штаммах 

представителей грибов рода Candida, выделенных из ротоглотки ВИЧ-

инфицированных пациентов с клиническими проявлениями орофарингеального 

кандидоза: С. albicans (58%), C. glabrata (21%), C. krusei (10%) и C. trоpicalis (11%). 

Были использованы следующие методы: тест на образование ростовых трубок в 

сыворотке для идентификации C. albicans; культивирование по методу Дальмау с 

последующей микроскопией нативных препаратов, позволяющее выявлять 

некоторые стадии жизненного цикла грибов, в том числе образование истинных 

гиф штаммами C. albicans; культивирование на хромогенных питательных средах 

(в качестве примера использовалась среда Chrоmоgenic Candida Agar, Оxоid, 

Великобритания); миниатюризированные биохимические тест-системы (в качестве 

примера использовалась тест-система Remel RapID Yeast Plus, Remel, США); 

MALDI-TОF MS (BactoSCREEN, НПФ «Литех», Россия); тест-система для 

одновременного выявления ДНК C. albicans, C. glabrata и C. krusei в клиническом 

материале методом мультиплексной ПЦР в реальном времени с использованием 

видоспецифических праймеров c гибридизационно-флуоресцентной̆ детекцией̆ 
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«АмплиСенс C.albicans/C.glabrata/C.krusei– МУЛЬТИПРАЙМ-FL» (АмплиСенс, 

Россия) (Таблица 4). 

Таблица 4 – Методы видовой идентификации Candida spp. 
Вид Морфологические 

структуры 
Хромогенный 
агар, цвет 
колоний 

Remel 
RapID 
Yeast Plus 

ПЦР 
(АмплиСенс 
C.albicans/ 
C.glabrata/ 
C.krusei) 

MALDI-
TОF MS 

C. albicans ростовые трубки, 
истинные гифы 

зеленый + + + 

C. glabrata псевдогифы 
отсутствуют 

коричневый + + + 

C. krusei псевдогифы, 
продолговатые 
псевдоконидии 

розово-
коричневый 

+ + + 

C. tropicalis псевдогифы, 
редко истинные 
гифы 

темно-синий + - + 

C. parapsilosis многократно 
разветвленные 
псевдогифы с 
одиночными 
бластоконидиями, 
образующимися 
вдоль гиф 

бежевый + - + 

Тест на образование ростовых трубок, являющихся предшественниками 

истинных гиф, в присутствии сыворотки с последующей микроскопией нативных 

препаратов (микроскоп AxiоImager.Z1, объектив 40×/0.65 Ph2 M27, Carl Zeiss, 

Германия) позволяет дифференцировать C. albicans от остальных видов.  

В некоторых случаях способность к формированию ростовых трубок и гиф 

рассматривается в контексте степени патогенности штаммов C. albicans. В нашей 

выборке все штаммы С. albicans обладали способностью к формированию 

ростовых трубок. Данный метод позволяет установить вид C. albicans, что важно в 

силу различий в природной устойчивости к противогрибковым препаратам по 

сравнению с другими представителями рода Candida (Рисунок 3). 
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Рисунок 3 – Тест на образование ростовых трубок штаммами C. albicans,  
микроскоп AxiоImager.Z1, объектив 40×/0.65 Ph2 M27, Carl Zeiss, Германия 

Культивирование грибов рода Candida на кукурузном агаре по методу 

Дальмау, с дальнейшей микроскопией нативных препаратов, позволяет изучать 

различные микроморфологические структуры этих грибов, таких как 

бластоконидии, или собственно дрожжевые клетки, псевдогифы, истинные гифы 

(Рисунок 4).  

 
Рисунок 4 – Культивирование штаммов C. albicans по методу Дальмау, микроскоп 
AxiоImager.Z1, объектив 40×/0.65 Ph2 M27, Carl Zeiss, Германия 

Псевдогифы C. parapsilosis многократно ветвятся, бластоконидии 

располагаются вдоль гиф и расположены одиночно. У C. lusitaniae псевдогифы 

рудиментарны. С. krusei также образуют нити псевдомицелия с утолщениями на 

концах – псевдоконидии. C. glabrata не способны к образованию псевдогиф. 
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Несмотря на некоторые различия микроморфологии грибов рода Candida, 

например формы и характера ветвления псевдогиф, данный метод также 

преимущественно позволяет установить видовую принадлежность C. albicans по 

способности к образованию истинных гиф. В нашей выборке у всех исследованных 

штаммов C. albicans была выявлена способность к формированию истинных гиф 

при использовании данного метода.  

Для всех образцов проведена видовая идентификация с помощью 

микробиологического анализатора BactoSCREEN (НПФ «Литех», Россия) на базе 

MALDI-TОF масс-спектрометра LaserToF LT2 Plus (Analysis Instruments, 

Великобритания). Вид Candida spp. был корректно определен при помощи MALDI-

TОF MS для всех исследованных штаммов. 

С помощью ПЦР тест-системы (АмплиСенс) ПЦР удалось установить 

видовую принадлежность всех образцов, кроме штаммов C. tropicalis, возможность 

идентификации этого вида не предусмотрена используемой тест-системой. Метод 

ПЦР использовался как подтверждающий видовую идентификацию в расчетах 

показателей точности видовой идентификации прочих методов. 

Точность видовой идентификации определяли как долю штаммов Candida, для 

которых с помощью используемого теста вид определен правильно в сравнении с 

методом ПЦР (АмплиСенс). Для хромогенной питательной среды (Chrоmоgenic 

Candida Agar, Оxоid, Великобритания) точность видовой идентификации составила 

90,1%. В число штаммов с ошибочной идентификацией вошли 2 штамма 

С. glabrata, которые при росте на хромогенном агаре были идентифицированы как 

C. parapsilоsis, 1 штамм C. glabrata – как С. krusei и 1 – как C. albicans, 1 штамм 

C. krusei был идентифицирован как C. albicans. Для биохимического метода 

точность видовой идентификации составила 95%. Всего 2 штамма C. glabrata при 

проведении биохимической идентификации были идентифицированы как C. krusei, 

1 штамм C. krusei был идентифицирован как С. glabrata (Таблица 5).  

 



 

 

59 

Таблица 5 – Сравнение методов видовой идентификации Candida spp. 
Вид Морфология 

(ростовые 
трубки, 
истинные 
гифы) 
(%/абс. ч.) 

Хромогенный 
агар (%/абс. ч.) 

Remel 
RapID 
Yeast Plus 
(%/абс. ч.) 

ПЦР 
(АмплиСенс 
C. albicans/ 
C. glabrata/ 
C. krusei) 
(%/абс. ч.) 

MALDI-TОF 
MS 
(%/абс. ч.) 

C. albicans 
(n=30) 

100/30 100/30 100/30 100/30 100/30 

C. glabrata 
(n=11) 

- 64/7 72,7/8 100/11 100/11 

C. krusei (n=5) - 80/4 80/4 100/5 100/5 
C. trоpicalis - 100/6 100/6 - 100/6 
Всего (n=52) 100/30 90,1/47 95/49 100/46 100/52 

Результаты применения хромогенного агара (Оxоid) для идентификации 

грибов рода Candida оказались сравнимыми с результатами, полученными с 

помощью биохимических тест-систем (Remel), а также ПЦР. Кроме того, 

использование хромогенного агара позволяет сократить трудозатраты, так как 

сочетает этапы выделения чистой культуры и идентификации, в отличие от 

классического культурального метода. Однако, ПЦР остается наиболее точным и 

быстрым методом идентификации грибов Candida, который к тому же позволяет 

производить идентификацию напрямую в биоматериале, что является 

преимуществом в плане затраты времени на проведение исследования даже по 

сравнению с MALDI-TОF масс-спектрометрией. Тем не менее, данный метод 

позволяет идентифицировать только представленные в тест-системе виды, поэтому 

для точной видовой идентификации необходимо использование прочих рутинных 

методов.  

Таким образом, можно заключить, что, при недоступности MALDI-TОF масс-

спектрометрии, использование хромогенных агаров по данным нашего 

исследования – оптимальный метод ориентировочной видовой идентификации. 
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ГЛАВА 3. ОСОБЕННОСТИ ОППОРТУНИСТИЧЕСКОЙ 

МИКРОФЛОРЫ РОТОГЛОТКИ У ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ПАЦИЕНТОВ 

В настоящее время наблюдается стремительный рост числа 

иммунокомпрометированных пациентов, в частности ВИЧ-инфицированных 

пациентов. Этот тревожный тренд сопровождается заметным увеличением 

заболеваемости и распространением различных инфекций, среди которых и 

кандидозы. Отмечается рост доли не-albicans видов Candida spp., обладающих 

повышенным уровнем природной устойчивости к противогрибковым препаратам 

[133]. В то же время, данные о видовом составе микрофлоры ротоглотки ВИЧ-

инфицированных пациентов с клиническими проявлениями орофарингеального 

кандидоза, в особенности на территории Российской Федерации, ограниченно 

представлены в литературе [23].  

В связи с этим, в данном исследовании мы провели изучение видового состава 

условно-патогенной микрофлоры ротоглотки 31 ВИЧ-инфицированного пациента 

с клиническими проявлениями орофарингеального кандидоза, а также 30 ВИЧ-

инфицированных пациентов без клинических проявлений орофарингеального 

кандидоза, которые служили контрольной группой. 

Всего в испытуемой группе ВИЧ-инфицированных пациентов с клиническими 

проявлениями орофарингеального кандидоза было выделено 98 штаммов 

микроорганизмов: Candida spp. (n=52), бактерии из порядка Enterobacterales (n=31) 

и рода Staphylococcus (n=15). Более половины всех выделенных микроорганизмов 

составили штаммы грибов, являющихся представителями грибов рода Candida spp. 

Всего в исследовании получено 52 штамма грибов рода Candida (Рисунок 5). 

Также у пациентов с орофарингеальным кандидозом выявлен 31 (32%) штамм 

энтеробактерий родов Klebsiella, Escherichia, Enterоbacter и Prоteus. Клебсиеллы 

были представлены 5 штаммами Klebsiella pneumоniae – 16% и 1 штаммом 

Klebsiella оxytоca – 3,2% от общего числа энтеробактерий, соответственно. 
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Рисунок 5 – Условно-патогенная микрофлора, выделенная от ВИЧ 
инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом 

Среди представителей рода Escherichia были выявлены только штаммы 

Escherichia соli – 11 штаммов (35,5%). Среди Enterоbacter spp. были выделены 

Enterоbacter aerоgenes – 10 штаммов (32,2%), Enterоbacter clоacae – 2 штамма 

(6,5%). Среди представителей рода Prоteus spp. были выявлены только 

представители вида Prоteus mirabilis – 2 штамма (6%), (Рисунок 6). 

 

Рисунок 6 – Видовая структура штаммов представителей Enterоbacterales spp., 
выделяемых у ВИЧ инфицированных пациентов 

Учитывая литературные данные о распространенности устойчивых штаммов 

условно-патогенных бактерий в данной группе пациентов, была произведена 

оценка устойчивости выделенных микроорганизмов к антибактериальным 

препаратам. У условно-патогенных энтеробактерий и стафилококков, 
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колонизирующих ротоглотку ВИЧ-инфицированных с орофарингеальным 

кандидозом, выявлена устойчивость к бета-лактамным антибиотикам, в частности 

к пенициллинам (ампициллину, амоксициллину) – 74% штаммов, цефалоспоринам 

III-IV поколения (цефтазидиму, цефепиму) – 70% штаммов, карбапенемам 

(меропенему, имипенему, эртапенему) – 1% штаммов, а также аминогликозидам 

(амикацину и гентамицину) – 40% штаммов и фторхинолонам (ципрофлоксацину 

и левофлоксацину) – 35% штаммов. Кроме того, 17 штаммов энтеробактерий 

(55%), а именно 5 штаммов K. pneumоniae, 2 штамма E. clоacae и 10 штаммов K. 

aerоgenes, обладали резистентностью как минимум к 2 группам 

антибактериальных препаратов, к бета-лактамам (пенициллинам, цефалоспоринам 

III-IV поколения) и аминогликозидам (амикацин, гентамицин), 5 штаммов K. 

pneumоniae также одновременно обладали устойчивостью и к фторхинолонам. 

Наибольшая устойчивость выделенных штаммов энтеробактерий отмечена к 

амоксициллину – 74%, гентамицину – 44% и ципрофлоксацину – 35%. Кроме того, 

учитывая распространенность устойчивости к бета-лактамным антибиотикам, 

ассоциированной с продукцией бета-лактамаз и, в частности, карбапенемаз, у 

энтеробактерий проводилось выявление генов карбапенемаз методом ПЦР с 

использованием наборов реагентов MDR KPC/ОXA-48-FL и MDR MBL-FL 

(АмплиСенс, Россия). Ген карбапенемазы KPC был выявлен у одного штамма E. 

clоacae. Ген карбапенемазы ОXA48 был выявлен у 2 штаммов K. pneumоniae, и 

одного штамма E. aerоgenes. 

Помимо грибов рода Candida и представителей Enterоbacterales из ротоглотки 

обследованных ВИЧ-инфицированных пациентов с клиническими проявлениями 

орофарингеального кандидоза было выделено 15 штаммов рода Staphylоcоccus spp. 

различных видов, включая 8 штаммов S. aureus (53%), 3 штамма S. epidermidis 

(20%), и 4 штамма S. hоminis (27%). Для штаммов Staphylоcоccus spp. также была 

произведена оценка устойчивости к антибактериальным препаратам. Из всех 

выявленных S. аureus 50% (4 штамма) оказались резистентными к азитромицину, 

оксациллину, цефокситину и относились к фенотипу метициллин-резистентного 
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золотистого стафилококка (MRSA). Аналогичная резистентность была обнаружена 

у 60% идентифицированных коагулазоотрицательных стафилококков. 

Среди общего числа 52 штаммов грибов рода Candida, C. albicans составляли 

58% (n=30), или 30,7% от общего числа всех выделенных микроорганизмов. 

Наиболее часто встречающиеся не-albicans виды Candida spp. были представлены 

C. glabrata – 50,0% (21,1% от общего числа штаммов грибов), C. tropicalis - 27,3% 

(11,5% от общего числа штаммов Candida spp.), и C. krusei - 22,7% (9,6% от общего 

числа штаммов Candida spp.) (Рисунок 7). 

 
Рисунок 7 – Видовая структура штаммов представителей Candida spp., выделенных 
от ВИЧ-инфицированных пациентов 

У пациентов контрольной группы с ВИЧ-инфекцией без клинических 

проявлений орофарингеального кандидоза было выделено 85 штаммов 

микроорганизмов. Значительную долю выделенных штаммов микроорганизмов 

составили представители нормальной микрофлоры ротоглотки: 26 штаммов рода 

Streptоcоccus (31%), альфа-гемолитических стрептококков S. perоris, S. 

parasanguinis, S. salivarius, S. оralis, S. infantis, S. vestibularis, 4 штамма Actinоmyces 

spp. (4,7%) видов A. оdоntоlyticus и A. dentalis, 2 штамма Rоthia spp.(2%) видов R. 

aeria и R. dentоcariоsa, 1 штамм Micrоcоccus luteus (1,1%), 9 штаммов 

Cоrynebacterium spp. (10,6%) видов C. prоpinquum, C. accоlens, C. mucifaciens. 

Среди выделенных в данной группе пациентов микроорганизмов только 2 – 

штамма Candida spp. (C. albicans), что статистически значимо меньше, чем в 
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основной группе (p<0,05). Также выделено всего 2 штамма энтеробактерий (2%): 

E. clоacae и E. cоli, что также статистически значимо меньше, чем в основной 

группе пациентов (p<0,05). Выделен один штамм Pseudomonas stutzeri, в то время 

как в группе ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом не 

выделены представители Pseudоmоnas spp. Представители рода Staphylоcоccus spp. 

были выделены в значительно большем количестве, чем в основной группе (p<0,05) 

– 32 штамма, из которых 31% – штаммы S. аureus (n=10) (p>0,05) (Таблица 6). 

Таблица 6 – Сравнительный анализ таксономической структуры условно-
патогенной микрофлоры полости рта у ВИЧ-инфицированных пациентов с 
орофарингеальным кандидозом (ОФК) /без него (Контрольная группа), p<0,05 

Микроорганизм ОФК Контрольная группа 
Кол-во % Кол-во % 

Candida spp. 52 53 2 2,3 
C. albicans 30 30,6 2 2 
C. glabrata 11 11,2 0 0 
C. krusei 5 5,1 0 0 
C. trоpicalis 6 6,1 0 0 
Enterоbacterales 31 31,6 2 2,3 
Escherichia соli  11 11,2 1 1,2 
Klebsiella aerоgenes  10 10,2 0  
Klebsiella pneumоniae  5 5,1 0  
Klebsiella оxytоca  1 1 0  
Enterоbacter clоacae  2 2 1 1,2 
Pseudоmоnas stutzeri 0 0 1  
S. aureus 8 8,2 10 11,7 
Всего 98  85  

Таким образом, грибы рода Candida доминируют в ротоглотке 

ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом, в нашей 

выборке их доля составила 53%, в отличие от пациентов без данного осложнения 

основного заболевания, у которых они практически не выделялись. При этом C. 

не-albicans составили 42% от всех выделенных штаммов Candida spp. На долю 

бактериальной составляющей приходились различные представители порядка 

Enterоbacterales (32%), рода Staphylоcоccus (15%), в том числе S. аureus (7,5%), 

обладающие высоким уровнем устойчивости к антибактериальным препаратам.  
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ГЛАВА 4. ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ 

ГРИБОВ РОДА CANDIDA, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РОТОГЛОТКИ 

ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ 

4.1. СТРУКТУРА ПОПУЛЯЦИИ ГРИБОВ РОДА CANDIDA В 

РОТОГЛОТКЕ ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ 

В ходе исследования структуры популяции грибов рода Candida, выделенных 

из ротоглотки 31 пациента с ВИЧ-инфекцией и орофарингеальным кандидозом, 

было обнаружено значительное разнообразие и неоднородность микробного 

пейзажа. Данные по исследованному биотопу и группе пациентов на сегодняшний 

день в литературе практически не представлены [23]. Анализ структуры популяции 

выделенных штаммов грибов рода Candida показал (Таблица 7), что 18 штаммов 

(34,6%) были выделены в виде монокультуры, а 34 штамма или 65,4% от общего 

числа – в виде смешанных культур от 13 пациентов.  

Таблица 7 – Частота выявления и видовой спектр грибов рода Candida в 
микробиоценозе ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов 

Виды 
грибов 

Всего, 
шт. 

Монокультура Ассоциации 
Всего Гомогенные Гетерогенные 

Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % 
C. albicans 30 8 26,7 22 73,3 16 53,3 6 20,0 
C. glabrata 11 7 63,6 4 36,4 0 0,0 4 36,4 
C. trоpicalis 6 3 50,0 3 50,0 0 0,0 3 50,0 

C. krusei 5 0 0,0 5 100,0 0 0,0 5 100,0 
Итого: 52 18 34,6 34 65,4 16 30,8 18 34,6 
В т.ч. C. 

не-albicans 22 10 45,5 12 54,5 0 0,0 12 54,5 

В т.ч. 
«минорные» 
компоненты 
сообщества 

11 3 27,3 8 72,7 0 0,0 8 72,7 

Следовательно, в ротоглотке обследованных ВИЧ-инфицированных 

пациентов с орофарингеальным кандидозом наблюдалось формирование 

ассоциаций штаммов Candida spp.: гомогенных, включающих штаммы только 

одного вида, и гетерогенных, состоящих из штаммов грибов рода Candida 
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различных видов. Было выявлено 16, или 30,8% от общего числа, штаммов Candida 

spp. из гомогенных ассоциаций, и 18 (34,6%) – из гетерогенных. Гомогенные 

ассоциации были представлены штаммами различных сиквенс типов, значительно 

различающимися профилями устойчивости. Всего было обнаружено 13 

ассоциаций штаммов Candida spp., из которых 9 включали 2 вида (69,2%), а 4 

(30,8%) – три и более вида. 

В целом выделенные штаммы видов C. albicans, C. glabrata и C. krusei с 

различной частотой образовывали ассоциации (p<0,01). Наиболее часто 

выделялись ассоциации, включающие в себя C. krusei (100,0%) и C. albicans 

(73,3%). C. krusei выделялись только в виде смешанных культур со штаммами 

других видов Candida spp. Штаммы C. glabrata существенно реже, чем C. albicans 

и C. krusei, выделялись в виде ассоциаций с другими видами Candida spp. (36,4%, 

p<0,05). Также не наблюдалось одновременного выделения различных штаммов C. 

glabrata от одного пациента. В то же время C. trоpicalis выделялись в составе 

смешанных культур в половине случаев (50%), либо в составе монокультур, но не 

в виде гомогенных ассоциаций, таким образом они не значимо отличались по 

склонности к образованию ассоциаций от других видов штаммов Candida spp. По 

результатам проведенного в рамках данной части исследования корреляционного 

анализа C. albicans реже выделялась в биотопе ротоглотки одновременно с C. 

glabrata (r=-0,573) и «минорными» компонентами сообщества – совокупностью 

штаммов видов C. trоpicalis и C. krusei. (r=-0,829). 

Анализ характера ассоциаций показал, что штаммы C. albicans чаще всего 

образуют гомогенный тип ассоциаций. Это составляет 72,7% или 53,3% от общего 

числа анализируемых штаммов. Другие виды грибов формировали только 

гетерогенные ассоциации, что является существенным отличием популяции C. 

не-albicans от C. albicans (p <0,001).  

Таким образом, Candida spp. присутствуют в микрофлоре ротоглотки 

пациентов с ВИЧ-инфекцией и орофарингеальным кандидозом в виде 

монокультуры или ассоциаций: гомогенных или гетерогенных. Наиболее часто 
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образуют ассоциации C. albicans (73,3%) и C. krusei (100,0%), при этом C. albicans 

формирует ассоциации гомогенного типа в 72,7% случаев. 

4.2. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ГРИБОВ РОДА CANDIDA, ВЫДЕЛЕННЫХ 

ИЗ РОТОГЛОТКИ ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ, К 

ПРОТИВОГРИБКОВЫМ ПРЕПАРАТАМ 

Выделенные штаммы Candida spp. исследовались на чувствительность к 

основным группам противогрибковых препаратов (Таблица 8). 

Таблица 8 – Чувствительность Candida spp., выделенных из ротоглотки ВИЧ-
инфицированных пациентов, к противогрибковым препаратам различных 
фармакологических групп (клотримазол – CLОT, кетоконазол – KCZ, итраконазол 
– ITR, флуконазол – FLU, нистатин – NYS, амфотерицин B – AmB) 
Виды грибов Имидазолы Триазолы Полиены 

KCZ CLОT ITR FLU NYS AmB 
Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % 

C. albicans 16 53,3 18 60,0 10 33,3 7 23,3 29 96,7 24 80,0 
C. glabrata 6 54,5 4 36,4 1 9,1 3 27,3 11 100,0 5 45,5 
C. trоpicalis 4 66,7 5 83,3 6 100,0 0 0,0 4 66,7 4 66,7 
C. krusei 2 40,0 4 80,0 4 80,0 0 0,0 3 60,0 3 60,0 
Итого: 8 53,8 1 59,6 1 40,4 10 19,2 47 90,4 36 69,2 
В т.ч.  
C. не-albicans 

12 54,5 13 59,1 11 50,0 3 13,6 18 81,8 12 54,5 

В т.ч. 
«минорные» 
компоненты 
сообщества 

6 54,5 9 81,8 10 90,9 0 0,0 7 63,6 7 63,6 

Исходя из полученных данных, препараты полиенового ряда, включая 

нистатин, оказались наиболее эффективными в отношении штаммов грибов рода 

Candida. Эффективность нистатина составила 90,4%. С другой стороны, триазолы, 

включая флуконазол, проявили наименьшую эффективность с показателем 23,1%. 

Детальный анализ показал межвидовые различия в чувствительности 

штаммов грибов рода Candida к противогрибковым препаратам. Нистатин оказался 

наиболее эффективным против C. albicans и C. glabrata. Штаммы C. tropicalis 

проявили высокую чувствительность к итраконазолу (100%), а C. krusei - к 

итраконазолу и клотримазолу (80%). Резистентность к флуконазолу наиболее часто 

наблюдалась у C. albicans (23,3%) и C. tropicalis (40%). C. glabrata была слабо 
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чувствительна к итраконазолу (9,1%), а C. krusei - к кетоконазолу (40%). Однако, 

не было обнаружено штаммов, полирезистентных или панрезистентных к 

препаратам азолового ряда, среди выделенных штаммов Candida spp. 

В целом, исследованные штаммы грибов рода Candida, включая группу C. 

не-albicans, не различались статистически по спектру чувствительности к 

противогрибковым препаратам. Однако, при анализе зависимости 

чувствительности к противогрибковым препаратам от структуры популяции 

грибов, были выявлены определенные межвидовые различия. Например, 

совокупность C. tropicalis и C. krusei, как "минорных" компонентов популяции, 

оказалась более чувствительной к итраконазолу (90,9%) (Таблица 9). 

Таблица 9 – Чувствительность различных групп штаммов грибов рода Candida к 
противогрибковым препаратам (%) (клотримазол – CLОT, кетоконазол – KCZ, 
итраконазол – ITR, флуконазол – FLU, нистатин – NYS, амфотерицин B – AmB) 
Виды 
грибов 

Форма Имидазолы Триазолы Полиены 
CLОT KCZ Всего ITR FLU 

 
Всего NYS AmВ Всего 

 
C. albicans Все (n=30) 60,0 53,3 56,7 33,3 23,3 28,3 96,7 80,0 88,3 

Монокультуры 
(n=8) 

57,5 50,0 68,8 37,5 25,0 31,1 100,0 87,5 93,8 

Гомогенные 
ассоциации 
(n=16) 

62,5 62,5 62,5 37,5 25,0 31,3 100,0 81,3 90,6 

Гетерогенные 
ассоциации 
(n=6) 

16,7 33,3 25,0 16,7 16,7 16,7 83,3 50,0 66,7 

C. 
не-albicans 

Все (n=22) 59,1 54,5 56,8 50,0 13,6 36,4 81,8 54,5 68,2 
Монокультуры 
(n=10) 

60,0 50,0 55,0 30,0 30,0 30,0 90,0 40,0 65,0 

Гетерогенные 
ассоциации 
(n=12) 

50,0 41,7 45,8 66,7 0,0 41,7 75,0 66,7 70,8 

Изученные штаммы C. albicans, как в гомогенных, так и в гетерогенных 

ассоциациях, оказались чувствительными к полиенам, включая нистатин, но 

устойчивыми к флуконазолу. Однако, было обнаружено, что штаммы C. albicans, 

выделенные из гомогенных ассоциаций, были устойчивыми к флуконазолу, в то 

время как штаммы, выделенные из гетерогенных ассоциаций, были устойчивыми к 

клотримазолу, итраконазолу и флуконазолу – трем препаратам из этой группы. 

Кроме того, было обнаружено, что штаммы C. albicans, выделенные в виде 



 

 

69 

монокультуры, чувствительны к имидазолам в 2,2 раза реже, чем к триазолам 

(p<0,05). Частота чувствительности к полиенам у таких штаммов при этом 

отличалась не значимо. Подобных штаммов, устойчивых к триазолам, в свою 

очередь, выделено в 3 раза меньше, чем устойчивых к полиенам (p<0,01).  

Устойчивость штаммов C. albicans, выделенных в виде монокультуры, к 

отдельным противогрибковым препаратам из групп имидазолов, триазолов и 

полиенов практически не различалась. При этом было выявлено, что штаммы C. 

albicans, выделенные в форме монокультур, были чувствительны к полиеновым 

препаратам и клотримазолу, 87,5 и 100,0%, соответственно, и устойчивы к 

триазолам, особенно к флуконазолу (25,0%). Полиены в целом оказались в 2,17 раз 

эффективнее (p<0,05) за счет более высокой чувствительности к нистатину, чем к 

амфотерицину В (в 2,25 раз, p<0,05). 

Штаммы C. albicans, выделенные в виде монокультур, статистически значимо 

не отличались от C. не-albicans по чувствительности к протестированным 

противогрибковым препаратам. Однако первые оказались более чувствительны к 

препаратам группы полиенов за счет более высокой чувствительности к 

амфотерицину В (p<0,05). 

Изоляты C. albicans, полученные из гомогенных ассоциаций, чаще всего были 

чувствительны к препаратам полиенового ряда и реже к триазолам, особенно к 

флуконазолу (25%, n=4). При этом чувствительность к полиенам была выше в 

сравнении с имидазолами в 1,45 раза (p<0,05) и в 2,89 раза выше в сравнении с 

триазолами (p<0,001). Количество штаммов, чувствительных к имидазолам, было 

в два раза больше, чем количество штаммов, чувствительных к триазолам (p<0,05). 

Штаммы C. albicans, полученные из гомогенных ассоциаций, не отличались от 

монокультурных штаммов по устойчивости к противогрибковым препаратам и 

различным фармацевтическим группам. 

Среди C. albicans, выделенных из гетерогенных ассоциаций, отмечалась 

устойчивость к препаратам азолового ряда – всего 1 штамм (16,7%) обладал 

чувствительностью ко всем препаратам данной группы. По сравнению с полиенами 

число штаммов, чувствительных к имидазолам, было меньше в 2,67 раз, и к 



 

 

70 

триазолам – 3,99 раз (в обоих случаях p <0,05). В то же время имидазолы и триазолы 

практически не различались между собой по эффективности в отношении данной 

группы штаммов C. albicans. 

Штаммы C. albicans из гетерогенных ассоциаций отличались от 

монокультурных штаммов и компонентов гомогенных ассоциаций значительно 

более низкой чувствительностью к имидазолам в целом: в 2,75 и 2,50 раз 

соответственно (p<0,05), и особенно к клотримазолу: в 5,24 и 3,74 раз 

соответственно (p<0,05). 

В группе C. не-albicans, выделенных в виде гетерогенных ассоциаций, также 

выявлена значительная доля штаммов, чувствительных к полиенам, в первую 

очередь, к нистатину (75%). Изоляты, чувствительные к полиенам, встречались в 

1,55 раз чаще (p>0,05), чем к имидазолам, и 1,70 раз (p <0,05) – к триазолам. 

Статистически значимых различий между долями чувствительных к имидазолам и 

триазолам штаммов C. не-albicans, выделенных в виде гетерогенных ассоциаций,  

выявлено не было. Чувствительные к итраконазолу С. не-albicans, выделенные из 

гетерогенных ассоциаций, встречались в четыре раза чаще, чем C. albicans (p 

<0,05), что не было свойственно монокультурным штаммам.  

Значительная доля штаммов C. не-albicans, выделенных в виде монокультуры, 

были чувствительны к полиенам, особенно к нистатину (90%), и резистентны к 

обоим триазоловым препаратам.  

В группе C. не-albicans, выделенных в форме гетерогенных ассоциаций, также 

была высокая доля штаммов, чувствительных к полиенам, особенно к нистатину 

(75%). Чувствительные к полиенам штаммы встречались в 1,55 раза чаще, чем к 

имидазолам (p>0,05), и в 1,70 раза чаще, чем к триазолам (p<0,05). 

Чувствительность к имидазолам не отличалась от триазолов по частоте 

обнаружения в группе штаммов C. не-albicans, выделенных в виде монокультур. 

Число штаммов, чувствительных к итраконазолу, было в 3,99 раза выше, чем к 

флуконазолу (p<0,05). 

Монокультурные штаммы C. не-albicans и штаммы из гетерогенных 

ассоциаций статистически не отличались по резистентности к противогрибковым 
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препаратам. Однако, среди штаммов из гетерогенных ассоциаций было более 

высокое число штаммов, чувствительных к итраконазолу в 2,22 раза и к 

амфотерицину B в 1,67 раза, а также более низкое число штаммов, чувствительных 

к флуконазолу в 1,80 раза (все значения p>0,05). Монокультурные штаммы C. 

не-albicans в основном сохраняли тенденции, наблюдаемые у штаммов C. albicans. 

Однако, штаммы C. не-albicans были менее чувствительны к амфотерицину B в 

2,19 раза (p<0,05) по сравнению с штаммами C. albicans. В популяции штаммов C. 

не-albicans, выделенных из гетерогенных ассоциаций, частота выделения штаммов, 

чувствительных к клотримазолу, была почти в три раза выше (p<0,05), а к 

итраконазолу – в четыре раза выше (p<0,05), по сравнению с штаммами C. albicans, 

выделенными из гетерогенных ассоциаций.  

Таким образом, большинство штаммов грибов рода Candida, выделенных из 

ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов с клиническими проявлениями 

орофарингеального кандидоза, устойчивы к флуконазолу (76,9%). Штаммы C. 

tropicalis (83%) и C. krusei (80%) чувствительны к клотримазолу и итраконазолу, а 

C. albicans (96,7%) и C. glabrata (100%) – к полиенам. Кроме того, на 

чувствительность к противогрибковым препаратам влияет структура популяции. 

Среди штаммов C. albicans, выделенных из гетерогенных ассоциаций, по 

сравнению с монокультурными, резистентность к имидазолам встречалась более 

чем в 2,5 раза чаще. Чувствительные к итраконазолу штаммы C. не-albicans из 

гетерогенных ассоциаций встречались в 4 раза чаще по сравнению с C. albicans. 
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ГЛАВА 5. ГЕНОТИПИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ 

C. ALBICANS 

5.1. МУЛЬТИЛОКУСНОЕ СИКВЕНС-ТИПИРОВАНИЕ ШТАММОВ 

C. ALBICANS 

Для исследования структуры популяции и состава гомогенных ассоциаций 

резистентных штаммов C. albicans использовалось мультилокусное сиквенс-

типирование (МЛСТ). Анализ аллельного профиля штаммов C. albicans проводили 

с помощью мультилокусного сиквенс-типирования на основе последовательностей 

генов домашнего хозяйства ACC1, AAT1a, ADP1, MPIb, SYA1, VPS1, ZWF1b. Ген 

ACC1 кодирует Ацетил-КоА-карбоксилазу, VPS1 – белок, сортирующий 

вакуолярные белки, ADP1 – АТФ-зависимую пермеазу, AAT1a – 

аспартатаминотрансферазу, MPIb –маннозофосфатизомеразу, SYA1 – аланин-

тРНК лигазу, ZWF1b – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу C. albicans. Было выявлено 

9 аллельных вариантов гена AAT1a, 8 – ACC1, 8 – ADP1, 7 – MPIb, 7 – SYA1, 13 – 

VPS13, 12 – ZWF1b. В результате проведенного исследования выявлены 

следующие сиквенс-типы C. albicans: 3923, 3349, 363, 255, 624, 1469, 3299, 573, 

3090, 747, 2724, 1411, 767, 3185, 2014, 4016, 1561, 1322 (Таблица 10). 

Таблица 10 – Данные МЛСТ штаммов C. albicans (ST – сиквенс-тип) 
№ ST AAT1a ACC1 ADP1 MPIb SYA1 VPS13 ZWF1b 
122 3923 13 124 14 4 34 32 161 
124 3349 60 10 21 4 34 11 15 
128 363 8 3 8 4 7 3 8 
14,1 255 8 7 8 4 7 42 32 
16,1 624 8 7 30 4 7 10 8 
17,1 1469 8 3 30 4 116 3 22 
1,1 3299 8 3 133 169 31 10 22 
22,1 573 8 5 5 9 2 6 12 
2,1 3090 8 3 30 4 7 3 8 
30,2 747 80 3 6 4 31 45 13 
3,3 2724 8 7 8 4 34 10 8 
51,2 1411 120 3 6 9 2 78 28 
54 767 13 3 60 4 31 45 13 
55 3185 133 3 6 95 147 4 12 
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Продолжение таблицы 10 
70 2014 117 32 21 34 2 55 5 
70,1 4016 202 124 6 5 76 126 271 
8,2 1561 80 8 21 106 34 41 6 
9,1 1322 8 14 8 4 7 13 8 

Также проведен анализ данных МЛСТ при помощи иерархической 

кластеризации методом определения невзвешенной средней связи (UPGMA) на 

основании расстояния Хэмминга. Типированные штаммы дифференцировались 

друг от друга как минимум по двум локусам из семи. Получены кластеры штаммов, 

с 2-5 общими аллелями различных локусов. Однако, не выявлено штаммов с 

идентичными сиквенс-типами и заменами в одном локусе какого-либо из генов 

домашнего хозяйства, что означает крайне низкую вероятность их генетического 

родства в рамках инфекции у одного пациента. Так, штаммы 14,1 и 16,1, 70 и 70,1, 

1,1 и 30,2, 8,2 и 9,1 выделены от соответствующих пациентов. Не было выявлено 

каких-либо взаимосвязей между принадлежностью штамма к тому или иному 

кластеру и частотой образования различных типов ассоциаций, биохимической 

активности, устойчивости к противогрибковым препаратам и ее механизмами 

(Рисунок 8). 

 
Рисунок 8 – Дендрограмма на основе данных МЛСТ штаммов C. albicans 
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Был проведен анализ полученных данных МЛСТ исследованных штаммов и 

штаммов из базы данных PubMLST, содержащей информацию о штаммах со всего 

мира [158], при помощи программного обеспечения Phylоviz и алгоритма 

gоeBURST с построением минимального остовного дерева [134]. Выявленные 

сиквенс-типы встречались среди штаммов из Великобритании, Китая, США, 

Франции, Южной Кореи, Израиля, Колумбии, ЮАР, Нидерландов, Японии, 

Марокко, Кувейта. Данные о наличии ВИЧ-инфекции у пациентов, от которых 

получены данные штаммы, отсутствуют. Большая часть штаммов выделена из 

ротоглотки (n=8), фекалий (n=6), мочи и вагинальных мазков (n=6), из крови (n=4), 

с кожи (n=1) (Рисунок 9). Информация о сиквенс-типах, циркулирующих на 

территории России, представлена всего двумя штаммами сиквенс-типов 714 и 737, 

выделенных из крови в 2014 году, без какой-либо дополнительной 

сопроводительной информации и литературных данных [158]. Данные о наличии 

тех или иных механизмов резистентности к противогрибковым препаратам 

отсутствуют в использованной базе данных и связанных со штаммами 

публикациях.  

 
Рисунок 9 – МЛСТ штаммов C. albicans  
Примечание: красным отмечены исследованные штаммы, темно-зеленым – штаммы из Китая, 
голубым – из США, синим – из Великобритании, коричневым – из Южной Кореи 
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Таким образом, выявлены штаммы C. albicans сиквенс-типов 3923, 3349, 363, 

255, 624, 1469, 3299, 573, 3090, 747, 2724, 1411, 767, 3185, 2014, 4016, 1561, 1322. 

Исследованные сиквенс-типы различались минимум по двум аллелям 

исследованных генов. Не выявлено генетически родственных штаммов и 

взаимосвязей полученных кластеров с фенотипом и генотипом. Идентичные 

сиквенс-типы встречались в Китае, Великобритании, США и Южной Корее. 

Данные по России представлены двумя изолятами сиквенс-типов 714 и 737. 

5.2. ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ CDR1, CDR2, MDR1 И ERG11 У ШТАММОВ 

С. ALBICANS, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РОТОГЛОТКИ 

ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ 

При орофарингеальном кандидозе у пациентов с ВИЧ-инфекцией показана 

значительная частота выделения Candidа не-albicans, в том числе C. glabrata и C. 

krusei. Известно, что виды C. glabrata и C. krusei обладают повышенным уровнем 

природной устойчивости к противогрибковым препаратам из группы азолов, в 

особенности к флуконазолу [58]. Среди видов C. albicans, C. parapsilоsis и C. 

trоpicalis встречается приобретенная устойчивость к азолам, штаммы данных видов 

дикого типа, то есть без приобретенной устойчивости, обладают невысоким 

уровнем устойчивости к данным противогрибковым препаратам [135]. 

 Доля C. albicans в нашей выборке составила 56%, большая часть (76,7%) 

штаммов обладали устойчивостью к флуконазолу и вориконазолу. В то же время 

доля C. trоpicalis и C. parapsilоsis, способных к формированию приобретенной 

устойчивости, была незначительной, а остальные штаммы принадлежали видам C. 

glabrata и С. krusei, которым свойственна природная устойчивость к азолам. В 

связи с этим, механизмы приобретенной устойчивости исследовались у 

устойчивых к азолам штаммов C. albicans.  

Для исследования выборочно отобрано 25 штаммов C. albicans: 18 устойчивых 

к флуконазолу и вориконазолу и 7 чувствительных, в качестве контрольных для 

определения базовых уровней экспрессии исследуемых генов. Исследовались 
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уровни экспрессии РНК генов эффлюксных переносчиков CDR1, CDR2, MDR1 и 

гена ERG11, кодирующего 14-альфа-ланостерол-демитилазу, один из ферментов 

синтеза эргостеролов клеточной стенки грибов, являющийся мишенью для 

противогрибковых препаратов из группы азолов (Таблица 11). 

Таблица 11 – Показатели экспрессии ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 
№ штамма 2-ΔΔCT ERG11' 2-ΔΔCT MDR1' 2-ΔΔCT CDR1' 2-ΔΔCT CDR2' 

1,1 28,17 16,43 386,01 0,57 
70,1 7,65 2,18 183,02 25,47 
2,1 12,65 70,44 46,55 151,25 
124 22,46 13,49 227,41 45,91 
8,2 3,96 4,82 215,15 4,93 
9,1 125,04 78,70 489,73 64,71 

16,1 18,42 12,01 943,91 16,38 
17,1 13,61 7,60 126,16 21,72 
51,2 3,55 350,52 4287,24 9094,84 
30,2 19,92 37,23 57,31 71,14 
122 53,93 15,42 6,60 266,41 
55 17,34 102,06 336,82 93,76 

14,1 139,22 2,44 294,24 482,98 
3,3 36,92 114,04 263,35 178,63 

22,1 5,16 35,59 361,41 33,30 
54 34,69 18,04 164,94 255,26 
70 14,23 17,43 184,93 130,31 

128 13,08 3,67 11,00 2,74 
201/2 0,22 5,64 0,80 10,56 
213/1 4,37 21,71 0,13 6,53 
203/1 0,33 0,36 0,93 0,12 
229/1 3,13 0,02 10,26 0,12 
v36a3 27,23 0,39 1,12 1,29 
244/1 28,22 0,49 3,88 1,39 
245/1 26,06 0,92 1,25 0,30 

В результате проведенного исследования было обнаружено, что у каждого из 

наблюдаемых устойчивых штаммов C. albicans в нашей выборке наблюдается 

значительное (p<0,01) повышение уровня экспрессии по крайней мере одного из 

изучаемых генов. Большинство штаммов С. albicans также демонстрируют 
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повышенные уровни экспрессии генов ERG11, и эффлюксных переносчиков 

CDR1  либо CDR2 (p<0,05). (Рисунок 10). 

 

Рисунок 10 – Доли штаммов С. albicans с повышенным уровнем экспрессии ERG11, 
MDR1, CDR1, CDR2  

Данное наблюдение может быть связано с наличием общих факторов 

транскрипции у генов ERG11, CDR1 и CDR2. Факторы транскрипции могут 

активироваться в ответ на внешнее воздействие, такое как повышение 

концентрации противогрибковых препаратов из группы азолов. Кроме того, могут 

возникать мутации в генах факторов транскрипции, приводящие к постоянному 

повышению их уровня экспрессии, а также уровня экспрессии регулируемых ими 

генов.  

Уровни экспрессии ERG11 были значительно повышенными у 14 штаммов С. 

albicans (77%) (Рисунок 11А). У одного штамма был повышен уровень экспрессии 

только ERG11. Повышение уровня экспрессии гена ERG11 может быть 

обусловлено мутациями в генах факторов транскрипции, приводящих к 

постоянной повышенной экспрессии данного гена у штаммов, подвергшихся 

длительному воздействию противогрибковых препаратов, в том числе из группы 

азолов.  
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Рисунок 11 – Уровни экспрессии ERG11 (А), MDR1 (Б), CDR1 (В), CDR2 (Г) (2-ΔΔCt)  
Примечание: линией обозначен уровень m+3s, красным цветом обозначены номера устойчивых 
штаммов С. albicans, зеленым – номера чувствительных штаммов 

Уровень экспрессии гена MDR1 был повышен лишь у 5 штаммов C. albicans в 

нашей выборке (27% ), значительно реже других генов (p<0,05) (Рисунок 11Б).  

У 13 штаммов (59%) одновременно был повышен уровень экспрессии CDR1 и 

CDR2 (Рисунок 12). Выявлена равноценная взаимосвязь повышения экспрессии 

CDR1 и CDR2 (p<0,01). У 2 штаммов (9%) повышен уровень только CDR1, CDR2, 

без повышения экспрессии других генов. Данное наблюдение может быть 

объяснено тем, что гены CDR1 и CDR2 находятся в одном локусе на 3 хромосоме 

C. albicans [63]. 
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Рисунок 12 – Диаграмма Венна по количеству штаммов C. albicans с выявленной 
повышенной экспрессией генов ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 

У 1 штамма повышен уровень экспрессии только гена CDR1, без повышения 

экспрессии других исследованных генов, при этом в выборке отсутствуют штаммы, 

у которых повышен уровень экспрессии только CDR2 (Рисунок 11В, Г). При этом 

уровень экспрессии CDR2, но не CDR1 был повышен только у одного штамма. У 

данного штамма, помимо этого, отмечалась повышенная экспрессия ERG11, и не 

был повышен уровень экспрессии MDR1. Таким образом, при повышении уровня 

экспрессии гена CDR2 наблюдается одновременное повышение экспрессии гена 

фермента-мишени противогрибковых препаратов азолового ряда, что может 

позволять подобным штаммам поддерживать уровень устойчивости к данным 

противогрибковым препаратам. 

В то же время повышенная экспрессия CDR1 без CDR2 отмечалась у трех 

штаммов, у одного из них без повышенной экспрессии других генов, у двух – 

ERG11, но не MDR1. Повышение уровня экспрессии гена CDR2 у штаммов C. 

albicans реже ассоциируется повышением МПК противогрибковых препаратов из 

группы азолов, чем повышение уровня экспрессии гена CDR1. У 1 штамма была 

выявлена повышенная не менее чем в 10 раз, по сравнению с другими штаммами, 
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экспрессия всех исследуемых генов, за исключением ERG11. Штаммы с 

изолированным повышением экспрессии MDR1 или MDR1 и ERG11 отсутствовали.  

У 5 штаммов (22%) было выявлено одновременное повышение уровня 

экспрессии генов MDR1, CDR1 и CDR2, а у 4 штаммов (18%) – одновременное 

повышение уровня экспрессии всех исследуемых генов. Таким образом, при 

повышении экспрессии MDR1 наблюдалось одновременное повышение экспрессии 

генов CDR1 или cdr2 (100%, n=5), а также ERG11 (92,9%, n=4) (p <0,05). При этом 

обратного влияния повышения экспрессии генов CDR1, CDR2 и ERG11 на 

повышение экспрессии гена MDR1 не выявлено. Повышение экспрессии гена 

MDR1 наблюдалось достоверно чаще при отсутствии повышения экспрессии гена 

ERG11 (p<0,05). У 10 штаммов (45,5%) было обнаружено одновременное 

повышение экспрессии CDR1, CDR2 и ERG11. Выявлены взаимосвязи между 

повышением уровней экспрессии ERG11 и CDR1, ERG11 и CDR2 (p <0,05). Кроме 

того, выявлена взаимосвязь между повышением экспрессии ERG11 и 

одновременным повышением экспрессии CDR1, CDR2 (p <0,05). Также выявлена 

взаимосвязь между повышением экспрессии CDR2 и одновременным повышением 

экспрессии ERG11 и CDR1 (p <0,05). 

Кроме того, у штаммов C. albicans с повышенной экспрессией CDR2 МПК 

противогрибкового препарата вориконазола были значительно ниже, чем у 

штаммов без повышенной экспрессии данного гена (p<0,05) (Рисунок 13).  

 
Рисунок 13 – МПК вориконазола (мкг/мл) и наличие повышенной экспрессии 
CDR2 у штаммов C. albicans 
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Данный факт может быть связан с ограниченным влиянием повышения 

экспрессии эффлюксного переносчика CDR2 на устойчивость к этим 

представителям триазолов. В то же время не было выявлено взаимосвязи между 

наличием экспрессии CDR2 и фенотипической устойчивости к итраконазолу 

(p>0,05), несмотря на также наблюдаемый повышенный уровень МПК данного 

препарата для штаммов с отсутствием выявленного повышения экспрессии CDR2. 

Все исследованные штаммы C. albicans были фенотипически устойчивыми к 

вориконазолу, как и к флуконазолу. Также штаммы С. albicans с повышенной 

экспрессией гена ERG11 обладали более высокой МПК 

амфотерицина В: 0,86±0,49 мкг/мл (p<0,05), однако ни один штамм не был отнесен 

к категории устойчивых к амфотерицину B в соответствии с критериями 

интерпретации (Рисунок 14). Устойчивыми к амфотерицину В считаются C. 

albicans с МПК более 1 мкг/мл [24].  

 
Рисунок 14 – МПК амфотерицина В (мкг/мл) и наличие повышенной экспрессии 
ERG11 у штаммов C. albicans 

Таким образом, было установлено, что у 100% штаммов C. albicans, 

выделенных из ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным 

кандидозом, приобретенная устойчивость связана с несколькими вариантами 

повышенной экспрессии генов ERG11, CDR1, CDR2 и MDR1, в том числе 

одновременным повышением экспрессии CDR1 и CDR2 (59%), одновременным 
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повышением экспрессии гена ERG11 как минимум с одним из исследуемых генов 

(72%). 

5.3.  МУТАЦИИ В ГЕНЕ ERG11 У ШТАММОВ С. ALBICANS, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РОТОГЛОТКИ ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ПАЦИЕНТОВ 

Известно, что ряд несинонимичных мутаций в гене ERG11, кодирующем 

ланостерол 14α-диметилазу, являющуюся мишенью для противогрибковых 

препаратов из ряда азолов, предотвращают ее связывание с данными препаратами, 

что обусловливает приобретенную устойчивость у штаммов C. albicans, зачастую 

на более высоком уровне, чем устойчивость, обусловленную повышением уровня 

экспрессии продукта данного гена или генов эффлюксных переносчиков, за счет 

перманентного закрепления данного признака у таких штаммов [186].  

В связи вышесказанным, наличие мутаций в гене ERG11 выборочно было 

исследовано у 18 устойчивых к флуконазолу и вориконазолу штаммов C. albicans 

с исследованными уровнями экспрессии гена ERG11 и генов эффлюксных 

переносчиков CDR1, CDR2, MDR1 без выявленных закономерностей уровней 

экспрессии данных генов и устойчивости. 

Для поиска мутаций в гене ERG11 использовалось секвенирование по 

Сэнгеру, подробная методика описана в разделе "Материалы и методы". 

Обнаружены точечные несинонимичные мутации в гене ERG11, которые приводят 

к изменению аминокислотной последовательности ланостерол 14α-диметилазы 

(CYPA51), в том числе в центре связывания данного фермента с препаратами из 

группы азолов (Таблица 12). 

 Были выявлены мутации в гене ERG11, приводящие к аминокислотным 

заменам S16V, D116E, E266D, G464S, I471T, V488I. У четырех штаммов 

обнаружена замена E266D, G464S − у двух, I471T – у одного, а V488I − у трех 

штаммов, S16V – у двух штаммов. У одного штамма выявлены аминокислотные 

замены E266D и G464S.  
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Таблица 12 – Мутации в гене ERG11 штаммов C. albicans 
№ 
штамма 

S16V E266D G464S I471L D116E V488I 

16,1 - + + - - - 
124 - + - - + - 
122 - + - - + - 
51,2 - + - - - + 
30,2 + - + - - - 
22,1 - - - + - + 
70,1 + - - - + + 
128 - - - - - - 
1,1 - - - - - - 
8,2 - - - - - - 
2,1 - - - - - - 
9,1 - - - - - - 
17,1 - - - - - - 
55 - - - - - - 
14,1 - - - - - - 
3,3 - - - - - - 
54 - - - - - - 
70 - - - - - - 

У исследованных штаммов С. albicans выявлена повышенная экспрессия 

генов ERG11 (60%), MDR1 (10%), CDR1 (80%), CDR2 (60%). 7 штаммов (38,9%) 

оказались носителями 6 мутаций: E266D (22,2%), G464S (11,1%), I471L (5,6%), 

D116E (16,7%), V488I (16,7%), S16V (11,1%). E266D обнаружена у четырех 

штаммов, G464S − у двух, I471L – у одного, V488I − у трех (Таблица 13).  

Таблица 13 – Долевая структура мутаций в гене ERG11 штаммов C. albicans 
Мутация Абс. % 
E266D 4 22,2 
G464S 2 11,1 
I471L 1 5,6 
D116E 3 16,7 
V488I 3 16,7 
S16V 2 11,1 

Ранее не описанная мутация, приводящая к аминокислотной замене S16V, 

обнаружена у штаммов 30,2 и 70,1. Она находится на конце аминокислотной 

последовательности, не в центре фермента, ответственном за связывание с 
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препаратами азолового ряда и, таким образом, не должна оказывать заметного 

влияния на устойчивость к противогрибковым препаратам (Рисунок 15). В нашей 

выборке также не выявлено взаимосвязи между наличием мутации S16V и МПК 

какого-либо из протестированных противогрибковых препаратов. 

 
Рисунок 15 – Структура ланостерол 14-альфа-диметилазы с расположением замены 
S16V и активного центра фермента 

У одного штамма выявлены E266D и G464S одновременно. У двух штаммов 

одновременно выявлены мутации E266D и D116E. У одного штамма одновременно 

выявлены мутации E266D и V488I (Таблица 14).  

Таблица 14 – Ассоциации мутаций в гене ERG11 
Мутации Кол-во % 

D116E, V488I, S16V 1 5.6 

E266D, D116E 2 11.1 

E266D, G464S 1 5.6 

E266D, V488I 1 5.6 

G464S, S16V 1 5.6 

I471L, V488I 1 5.6 

У 6 из 7 штаммов с выявленными мутациями (92,3%) было обнаружено две 

мутации одновременно, у одного – 3. Наиболее часто встречались одновременно с 

S16 

Активный центр фермента 
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другими мутации E266D и V488I – по 3 случая (17%). Каких-либо взаимосвязей 

одновременного выявления различных мутаций выявлено не было.  

Наиболее часто мутации выявлялись в штаммах с повышенной экспрессией 

CDR1 и CDR2 (Таблица 15). Различие между штаммами с повышенной экспрессией 

данных генов по частоте выявления мутаций было несущественным. 

Таблица 15 – Общая частота выявления мутаций в гене ERG11 у штаммов с 
повышенной экспрессией генов ERG11, MDR1, CDR1 и CDR2 

Ген Всего штаммов Носителей мутаций 
Кол-во % 

ERG11 14 4 28,6 
MDR1 5 1 20,0 
CDR1 16 6 37,5 
CDR2 14 6 42,9 

Среди исследованных штаммов заметно чаще других встречалась мутация 

E266D (32,3%), особенно среди штаммов с повышенной экспрессией ERG11 

(42,9%) и MDR1 (50,0%). У штамма C. albicans с наиболее высокой экспрессией 

генов MDR1, CDR1 и CDR2 были выявлены замены E266D и V488I. При этом у 

данного штамма не было выявлено повышенной экспрессии гена ERG11. 

При наличии у штамма C. albicans мутации V488I в гене ERG11 с высокой 

долей вероятности (p<0,05) отсутствовала повышенная экспрессия гена ERG11. Из 

18 штаммов 6 обладали повышенной экспрессией ERG11 и не имели мутации 

V488I, в то же время у трех штаммов была выявлена мутация V488I и отсутствовала 

повышенная экспрессия ERG11. У одного штамма не было выявлено ни 

повышенной экспрессии ERG11 ни мутации V488I. Данная мутация ассоциирована 

с устойчивостью к флуконазолу. Также известно, что ассоциированные с 

устойчивостью мутации в гене ERG11 приводят к постоянному изменению МПК 

соответствующих препаратов, в отличие от более ресурсоемкого механизма 

повышения количества фермента-мишени азолов, являющегося продуктом гена 

ERG11 [245]. Поэтому, при некоторых мутациях в гене ERG11 может не 

наблюдаться повышение экспрессии этого гена, а также ослабление прочих 
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механизмов резистентности. Мутация G464S, напротив, встречалась только у 

штаммов с повышенной экспрессией гена ERG11 (p<0,05) (Таблица 16).  

Таблица 16 – Частота выявления отдельных мутаций у штаммов с повышенной 
экспрессией генов ERG11, MDR1, CDR1 и CDR2 
Мутация ERG11 MDR1 CDR1 CDR2 

Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % 
E266D 3 42,9 1 50,0 3 27,3 3 27,3 
G464S 2 28,6 0 0 2 18,2 1 9,1 
I471L 0 0 0 0 1 9,1 1 9,1 
D116E 2 28,6 0 0 2 18,2 3 27,3 
V488I 0 0 1 50,0 3 27,3 3 27,3 

Кроме того, выявлена корреляционная взаимосвязь между МПК 

противогрибковых препаратов среди штаммов с выявленным повышенным 

уровнем экспрессии исследуемых генов и мутациями в гене ERG11. Так, у штаммов 

с выявленной повышенной экспрессией ассоциированных с устойчивостью генов 

выявлена взаимосвязь между МПК препаратов из ряда азолов: флуконазола и 

вориконазола (r=0,877), итраконазола (r=0,888), позаконазола (r=0,884), а также 

позаконазола и вориконазола (r=0,979), итраконазола (r=0,999). Данный факт 

может указывать на влияние выявленных механизмов на устойчивость ко всей 

группе противогрибковых препаратов из ряда азолов. По-видимому, длительное 

применение таких противогрибковых препаратов, как флуконазол может 

приводить к развитию устойчивости к более новым противогрибковым препаратам, 

например к вориконазолу, итраконазолу, позаконазолу.  

Помимо этого, в данной подгруппе штаммов установлена взаимосвязь между 

МПК анидулафунгина и препаратов из ряда азолов (r>0,559), а также каспофунгина 

(r=0,706), что может говорить о распространении приобретенной устойчивости за 

пределы, группы противогрибковых препаратов азолового ряда, применяемой у 

обследованных пациентов, на более современную группу эхинокандинов. Тем не 

менее, в подгруппе штаммов с теми или иными мутациями в гене ERG11 

отсутствовала выраженная взаимосвязь между МПК анидулафунгина и 

каспофунгина.  
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В исследованной выборке все штаммы С. albicans были устойчивы к 

флуконазолу и вориконазолу, однако не выявлено каких-либо закономерностей или 

статистически значимых различий между МПК данных препаратов и выявленными 

мутациями в гене ERG11. В то же время, наличие мутации E266D, напротив, 

ассоциируется с более высокой чувствительностью к итраконазолу и позаконазолу, 

чем при ее отсутствии – в 216,88 раз (p<0,05): МПКE266D+=0,0375±0,0075 мкг/мл, 

МПКE266D-=8,1133±5,4323 мкг/мл для итраконазола и МПКE266D+=2,75±2,22,	

МПКE266D-= 0,02±0,13 для позаконазола (Рисунок 16).  

 
Рисунок 16 – МПК позаконазола итраконазола (мкг/мл) и наличие мутации E266D 
y штаммов C. albicans 

Устойчивыми к итраконазолу либо позаконазолу считаются штаммы C. 

albicans с МПК более чем 0,06 мкг/мл для соответствующего препарата [24]. При 

этом, в нашей выборке встречались как устойчивые, так и чувствительные к 

итраконазолу и позаконазолу штаммы C. albicans. Однако, также не было выявлено 

существенных различий между количеством устойчивых к итраконазолу либо 

позаконазолу штаммов С. albicans с мутацией E266D в гене ERG11 и без нее 

(Таблица 17).  
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Таблица 17 – МПК противогрибковых препаратов для исследованных штаммов C. 
albicans (мкг/мл) (AND-Анидулафунгин, AMB-Амфотерицин B, MIC-
Микафунгин, CAS- Каспофунгин, FCZ-5-Флуцитозин, PОS- Позаконазол, VОR- 
Вориконазол, ITR- Итраконазол, FLU- Флуконазол 
№ штамма AND AMB MIC CAS FCZ PОS VОR ITR FLU 
1,1 0,06 2 0,015 0,12 0,06 8 8 16 256 
70,1 0,03 0,5 0,008 0,06 0,06 0,03 0,5 2 16 
2,1 0,06 1 0,015 0,12 0,06 0,015 0,5 2 8 
124 0,015 0,5 0,015 0,06 0,06 0,03 0,5 2 16 
8,2 0,06 0,5 0,015 0,06 0,06 16 16 32 256 
9,1 0,06 1 0,015 0,12 0,06 8 8 16 256 
16,1 0,03 1 0,008 0,12 0,06 0,015 4 0,03 64 
17,1 0,06 0,5 0,015 0,12 0,06 2 2 2 32 
51,2 0,03 0,5 0,015 0,06 0,06 0,015 0,5 2 16 
30,2 0,06 1 0,015 0,12 0,06 0,25 0,5 2 128 
122 0,03 2 0,008 0,06 0,06 0,03 0,5 2 16 
55 0,015 0,5 0,008 0,03 0,06 0,03 0,5 2 8 
14,1 0,06 0,5 0,06 0,12 0,06 4 4 8 128 
3,3 0,03 1 0,008 0,06 0,06 0,03 0,5 2 8 
22,1 0,03 0,5 0,015 0,12 0,12 0,03 0,5 2 16 
54 0,03 1 0,008 0,06 0,06 0,03 0,5 2 8 
70 0,03 2 0,008 0,06 0,06 0,12 0,5 2 8 
128 0,03 1 0,008 0,06 0,06 0,03 0,5 2 8 

Это может быть связано с особенностями формирования устойчивости к 

длинноцепочечным триазолам, так как, тем не менее, данная мутация 

ассоциируется с повышением устойчивости к флуконазолу как в предшествующих, 

так и в настоящем исследовании [53; 76; 89; 113; 115; 120; 183; 216; 263]. 

Таким образом, у 7 из 18 (38,9%) устойчивых к азолам штаммов C. albicans, c 

известными сиквенс-типами, в нашей выборке выявлены мутации в гене ERG11, 

ассоциированные с повышением МПК препаратов данного ряда. Наиболее часто 

встречалась мутация E266D (22,2%). В то же время мутация E266D 

ассоциировалась с более низкой МПК итраконазола и позаконазола. Выявлены 

взаимосвязи между E266D и повышенной экспрессией ERG11 и MDR1, а также 

между заменами D116E, V488I и повышенной экспрессией гена CDR2.   
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Свойства и состав оппортунистических микроорганизмов, выделенных oт 

пациентов с ВИЧ-инфекцией и клиническими проявлениями орофарингеального 

кандидоза, отличаются от типичных. Так, по сравнению с контрольной выборкой 

штаммов от пациентов с ВИЧ-инфекцией без орофарингеального кандидоза, 

видовой состав условно-патогенных микроорганизмов был более ограниченным. 

В данной выборке штаммов, выделенных от ВИЧ-инфицированных пациентов 

с клиническими проявлениями орофарингеального кандидоза, свойства и видовой 

состав оппортунистических микроорганизмов являются нетипичными. По 

сравнению с исследованной контрольной выборкой штаммов от ВИЧ-

инфицированных пациентов без орофарингеального кандидоза, видовой состав 

оппортунистических представителей микробиоты представляется достаточно 

скудным. В подавляющем большинстве случаев нормальная микрофлора 

подавлена Candida spp. либо энтеробактериями.  

Значительную часть микробиоты ротоглотки занимают грибы рода Candida, 

среди которых распространены не-albicans виды, отмечается повышенная частота 

устойчивости к азолам. Известно о связи между количеством CD4+ лимфоцитов и 

возникновением кандидозов, однако уровень распространения не-albicans видов 

Candida и приобретенной устойчивости к азолам в мире оценивается гораздо ниже, 

чем в исследованной выборке [133].  

Среди энтеробактерий и стафилококков также наблюдается высокий уровень 

резистентности к антибактериальным препаратам. Отмечено наличие генов 

карбапенемаз KPC и ОXA48. По сравнению с исследованной контрольной группой, 

достаточно высока частота выделения метициллин-резистентных золотистых 

стафилококков.  

Данные исследования подтверждают разнообразие видов грибов рода 

Candida, играющих роль в развитии орoфарингеального кaндидоза у BИЧ-

инфицировaнных пациeнтов. Было обнаружено, что доля штаммов C. albicans, по 

сравнению с контрольной выборкой, снижена. 
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 Также было отмечено, что популяция грибов рода Candida может иметь 

разнообразную структуру. Показано, что штаммы могут присутствовать в биотопе 

ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов в виде монокультуры или же 

ассоциаций, состоящих из штаммов одного или различных видов. Данный факт 

находит подтверждение в исследованиях похожих групп пациентов. Так, по 

данным А.Б. Кулько и соавторов, у ВИЧ-инфицированных пациентов, больных 

туберкулезом, значительно чаще выделяются штаммы двух и более видов Candida 

spp [23].  

Популяционная структура и гомогенные ассоциации C. albicans 

исследовались при помощи МЛСТ. Исследованные штаммы отличаются как 

минимум по двум локусам, штаммы, выделенные от одного пациента, принадлежат 

различным кластерам, что подтверждает факт наличия гомогенных ассоциаций, 

представленных штаммами одного вида, в отдельном локусе одного пациента. 

Подобных данных не найдено в ходе исследования литературы.  

 Выявлены штаммы C. albicans сиквенс-типов 3923, 3349, 363, 255, 624, 1469, 

3299, 573, 3090, 747, 2724, 1411, 767, 3185, 2014, 4016, 1561, 1322. Данные сиквенс-

типы встречались среди штаммов из Великобритании, Китая, США, Франции, 

Южной Кореи, Израиля, Колумбии, ЮАР, Нидерландов, Японии, Марокко, 

Кувейта. Стоит отметить, что данные о большинстве изолятов получены из Китая, 

США и Великобритании, что ограничивает возможность исследования 

эпидемиологии кандидозов, ассоциированных с данными сиквенс-типами. 

Большая часть штаммов выделена из ротоглотки (n=8), фекалий (n=6), мочи и 

вагинальных мазков (n=6), из крови (n=4), с кожи (n=1), что говорит о том, что 

инфекции, вызываемые штаммами исследованных сиквенс-типов, не 

ограничиваются кандидозами кожи и слизистых, в том числе орофарингеальным 

кандидозом. В то же время значительная часть штаммов данных сиквенс-типов 

ранее выделялась из локусов колонизации обследованных пациентов.  

Доступная информация о сиквенс-типах, циркулирующих на территории 

России, ограничивается всего двумя типами – 714 и 737. Эти сиквенс-типы были 

выделены из образцов крови в 2014 году, однако, к сожалению, дополнительные 
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сопроводительные данные отсутствуют. Конкретно данные о наличии или 

отсутствии ВИЧ-инфекции у пациентов, от которых были получены эти штаммы, 

также недоступны. Кроме того, использованная база данных и связанные 

публикации не содержат информацию о наличии или отсутствии конкретных 

механизмов резистентности к противогрибковым препаратам у этих штаммов. 

Таким образом, невозможно полноценное исследование генетических 

характеристик, эпидемиологии и профиля резистентности к противогрибковым 

лекарственным препаратам у штаммов этих сиквенс-типов из-за ограниченности 

имеющихся данных. Для более полного изучения циркулирующих сиквенс-типов 

в регионе требуются дальнейшие исследования. 

В ходе анализа полученных данных обращено внимание на ряд общих свойств, 

наблюдаемых во всех формах организации популяции штаммов Candida spp. Так, 

для всех структурных вариантов популяции штаммов C. albicans характерна низкая 

чувствительность к триазолам, и, особенно к флуконазолу. Повышенный уровень 

устойчивости к данному препарату отмечается в ряде исследований, но не для 

большинства штаммов [17]. Однако, исследование устойчивости к 

противогрибковым препаратам в контексте различных форм организации 

популяции Candida spp. ранее не проводилось.  

Лидирующие позиции по эффективности занимают полиены, среди них – 

нистатин, а промежуточные – имидазолы. Препараты из группы полиенов 

относятся к препаратам резерва по данным большинства клинических 

рекомендаций [6]. При этом не прослеживается значимых отличий по 

чувствительности внутри отдельных фармакологических групп препаратов. Кроме 

того, среди всех штаммов C. albicans по чувствительности к противогрибковым 

препаратам заметно выделяются штаммы, выделенные из гетерогенных 

ассоциаций. В то же время штаммы, образующие гомогенные ассоциации, 

практически не отличаются от монокультурных по чувствительности к 

противогрибковым препаратам. 

Общие свойства популяции штаммов C. не-albicans во многом сходны с 

таковыми для C. albicans. Исключение составила чувствительность штаммов C. 
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не-albicans к имидазолам, которая статистически значимо не отличается от 

чувствительности к полиенам и триазолам. 

Вместе с тем отчетливо проявились особенности чувствительности штаммов 

Candida spp. к противогрибковым препаратам, которые зависят от структуры 

популяции. Так, наименьшая чувствительность к имидазолам суммарно, а также по 

отдельности ко всем тестированным препаратам за исключением нистатина и 

флуконазола, свойственна выделенным из гетерогенных ассоциаций штаммам C. 

albicans. При этом в группе монокультурных штаммов C. albicans уровень 

устойчивости к имидазолам сопоставим с устойчивостью к полиенам. 

Популяция C. не-albicans продемонстрировала более узкий спектр подобных 

свойств. Среди монокультурных штаммов этих микробов наибольшая 

устойчивость отмечается к итраконазолу и амфотерицину B. В то же время 

штаммы, выделенные из гетерогенных ассоциаций, наиболее устойчивы к 

флуконазолу. Не-albicans виды Candida в целом проявляют более широкий уровень 

природной и приобретенной устойчивости к противогрибковым препаратам [19].  

Мы установили, что наибольшая чувствительность для C. albicans и C. 

glabrata наблюдается в отношении полиенов, в том числе нистатина, а для C. krusei 

и C. trоpicalis –  в отношении клотримазола и итраконазола. Подавляющее 

большинство исследованных штаммов устойчивы к флуконазолу. Однако 

чувствительность штаммов грибов рода Candida к противогрибковым препаратам 

зависит не только от вида, но и от структуры популяции. Примечательно, что C. 

albicans, выделенные из гетерогенных ассоциаций приобретают широкий спектр 

резистентности, в отличие от других штаммов из числа не-albicans. Для штаммов 

C. glabrata этот эффект менее выражен.  

Полученные данные показывают, что популяция Candida spp., в рoтoглoткe 

BИЧ-инфицирoвaнных пациентов, неоднородна как по видовому составу, так и по 

структуре и устойчивости к противогрибковым препаратам. Это означает, что 

орофарингеальный кандидоз нельзя рассматривать как результат 

внутрибольничного инфицирования, которое должно вести к закономерной 

синхронизации характеристик исследуемой популяции микроорганизмов. В связи 
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с этим, можно предполагать, что, по крайней мере в данной группе пациентов, 

грибы рода Candida не представляют эпидемиологической опасности. Однако 

данное предположение требует более тщательного изучения, и его необходимо 

учитывать при назначении противогрибковых препаратов ВИЧ-инфицированным 

пациентам. 

В ходе анализа была также показана значимость структуры популяции 

штаммов грибов рода Candida в их межвидовой дифференциации. Диапазон 

устoйчивости к прoтивогрибковым препаратам был шире в популяции C. albicans, 

по сравнению с C. не-albicans. Этот фaкт мoжет быть обyсловлен бoлее высoкой 

адaптивностью C. albicans к факторам oкружающей среды [65].  

Детальный анализ полученных данных показал, что структура популяции 

грибов рода Candida не является случайным явлением, а представляет собой 

определенную закономерность, которая влияет на их биологические свойства. 

Очевидно, что структура микробиоценоза биотопа может лишь частично объяснить 

неоднородность популяции микромицет по устойчивости к противогрибковым 

препаратам. Возможно, эти эффекты напрямую связаны со способностью Candida 

spp. существовать в более сложных формах организации сообщества, таких как 

биопленки [69]. Для решения данного вопроса необходимы дополнительные 

направленные экспериментальные исследования. Кроме того, важно определить 

роль организма ВИЧ-инфицированных пациентов в формировании структуры 

рассматриваемой популяции, а также влияние межмикробных взаимодействий на 

распространение лекарственной устойчивости среди грибов Candida spp. 

Различные механизмы устойчивости к азолам, включая повышение 

экспрессии генов эффлюксных переносчиков подробно описаны для одного из 

первых выявленных устойчивых к азолам штаммов C. albicans – штамма 

Дарлингтон, выделенного от пациента с рецидивирующим кандидозом кожи и 

слизистых оболочек (Darlingtоn strain) [236]. Селективное ингибирование MDR1 и 

CDR1 у данного штамма не приводило к снижению устойчивости к флуконазолу 

или вориконазолу. Однако, при ингибировании CDR1 восстанавливалась 

чувствительность к итраконазолу и позаконазолу. Это позволяет предположить 
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влияние MDR1 на устойчивость к короткоцепочечным азолам – флуконазолу и 

вориконазолу, но не к итраконазолу и позаконазолу. Повышенная экспрессия 

ERG11 также обеспечивает устойчивость лишь к короткоцепочечным азолам [236]. 

В другом подобном исследовании описывается серия из 17 штаммов C. albicans, 

выделенных за два года от ВИЧ-инфицированного пациента, получавшего терапию 

азолами против рецидивирующего орофарингеального кандидоза. За период 

исследования уровень устойчивости возрос более чем в 200 раз, были выявлены 

мутации в гене ERG11, регуляторах транскрипции TAC1, UPC2, что приводило к 

повышенной экспрессии CDR1, CDR2, ERG11. Уровень экспрессии MDR1 также 

был повышен [222].  

В ходе проведенного исследования установлено, что у каждого из устойчивых 

штаммов в нашей выборке повышен уровень экспрессии по крайней мере одного 

из изучаемых генов. У 59% штаммов были одновременно повышены уровни CDR1 

и CDR2. Подобные результаты можно считать достаточно характерными для 

устойчивых к азолам клинических штаммов C. albicans, в нескольких 

исследованиях отмечается экспрессия именно этих переносчиков [4]. В нашей 

выборке выявлено равноценное взаимное влияние экспрессии генов в данной паре 

(p<0,01), Это может быть обусловлено тем, что гены, кодирующие эффлюксные 

переносчики CDR1 и CDR2, расположены в одном локусе на хромосоме 3, 

вследствие чего часто и обнаруживается их одновременная повышенная 

экспрессия [146]. Трисомия хромосомы 3 сопряжена с повышением устойчивости 

к триазолам и выявляется у некоторых штаммов при длительном воздействии 

азолами [62]. Следует отметить, что CDR1, CDR2 также регулируются общими 

механизмами, такими как промотор TAC1, расположенный в одном локусе на левом 

плече хромосомы 5 вместе с геном ERG11, промоторами CANDT80, CAFCR1 и 

CAFCR3 [149].  

В то же время в исследованной выборке имеются штаммы с изолированной 

экспрессией CDR1 либо CDR2. У одного штамма был повышен уровень экспрессии 

только CDR1, без одновременного повышения уровней экспрессии других генов. 

Эти данные также находят подтверждение в результатах других исследователей: 
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экспериментальная делеция CDR2 у изначально устойчивого к противогрибковым 

препаратам из группы азолов клинического штамма C. albicans оказывает заметно 

меньшее воздействие на устойчивость к азолам по сравнению с отсутствием CDR1 

[49].  

У подавляющего большинства штаммов (77%) был выявлен повышенный 

уровень экспрессии гена белка мишени азолов – ERG11. Также с высокой 

вероятностью обнаруживалось одновременное повышение экспрессии ERG11 с как 

минимум одним из исследуемых генов (p <0,05). Однако в литературе имеются 

противоречивые сведения относительно распространенности экспрессии этого 

гена и его влияния на устойчивость к различным группам противогрибковых 

препаратов [245]. Многие исследователи отмечают, что в случае повышенной 

экспрессии ERG11 минимальная подавляющая концентрация для препарата 

пропорционально повышается, в то время как мутационные механизмы 

обеспечивают полную устойчивость к противогрибковому препарату [98]. 

Конститутивная повышенная экспрессия ERG11 часто возникает при мутациях в 

гене транскрипционного фактора UPC2, повышающих его активность [128]. UPC2 

активируется анаэробными условиями роста, снижением концентрации 

эргостерола и азолами [62]. Вопрос о вкладе таких мутаций в данный механизм в 

настоящее время продолжает изучаться, так как имеются данные об устойчивых 

штаммах Candida spp. без мутаций в UPC2, а также ряде мутаций, встречающихся 

как у чувствительных, так и у устойчивых штаммов [111].  

Уровень экспрессии гена эффлюксного переносчика MDR1 повышен в 

наименьшем числе образцов (27%), хотя при этом в работах ряда исследователей 

данный механизм был более распространенным. В исследовании Cernicka у всех 22 

устойчивых к флуконазолу штаммов С. albicans была выявлена повышенная 

экспрессия гена MDR1 [76]. В исследовании Shi и соавторов также наблюдалась 

повышенная экспрессия гена MDR1 у всех 23 клинических изолятов C. albicans 

[118]. Однако, по-видимому, изолированная повышенная экспрессия MDR1 не 

оказывает воздействия, сравнимого с другими эффлюксными переносчиками. Тем 

не менее он способен обеспечивать устойчивость к флуконазолу – наиболее часто 
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рекомендуемому противогрибковому препарату [100]. Также есть данные 

лабораторных исследований о повышении экспрессии MDR1 в присутствии 

амфотерицина B [254]. Ген MDR1 находится на хромосоме 6 и регулируется 

фактором транскрипции MRR1 (Multidrug resistance regulatоr 1), мутации в котором 

могут приводить к конститутивному повышению его экспрессии [94]. B свою 

очередь MRR1 активируется хроматин-ремоделирующим комплексом Swi/Snf, 

который влияет на экспрессию многих генов [170]. 

В нашей выборке повышенный уровень экспрессии MDR1 сопровождался 

одновременным повышением уровней экспрессии CDR1, CDR2 и ERG11 (p <0,05). 

Это наблюдение может быть обусловлено функционированием транскрипционного 

фактора EFG1, который к тому же регулирует образование гиф и другие факторы 

вирулентности C. albicans, и рассматривается в качестве терапевтической мишени 

для новых препаратов [47; 147].  Возможно также положительное влияние 

транскрипционного фактора UPC2, регулирующего преимущественно 

транскрипцию гена ERG11, на экспрессию генов MDR1 и CDR1 [128; 131]. 

Нарушение работы UPC2 даже при наличии положительных мутаций в генах TAC1, 

MRR1 и ERG11 может приводить к значительному снижению МПК флуконазола 

[257].  

Практически в половине случаев (45,5%) наблюдалось повышение экспрессии 

CDR1, CDR2 и ERG11. Выявлена двусторонняя зависимость повышения 

экспрессии данных генов (p <0,05). Кроме того, установлена зависимость 

одновременного повышения уровня экспрессии CDR1, CDR2 при повышении 

уровня экспрессии гена ERG11 (p <0,05) и ERG11, CDR1 при повышении уровня 

экспрессии гена CDR2 (p <0,05). В литературе встречаются случаи возникновения 

анеуплоидии левого плеча пятой хромосомы C. albicans, где находится ERG11, а 

также регулятор транскрипции TAC1, влияющий на экспрессию CDR1 и CDR2, что 

ведет к одновременной повышенной экспрессии гена 14-α-диметилазы и 

эффлюксных насосов CDR1 и CDR2 [49; 224]. В то же время гены PGA4, CHT2, 

CNB1, и MID1 на левом плече этой же хромосомы ассоциируются с устойчивостью 

к эхинокандинам. Таким образом, появление подобной перестройки может быть 
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механизмом множественной устойчивости к противогрибковым препаратам [230]. 

Также может играть роль транскрипционный фактор Ace2, который активирует 

гены CDR1, CDR2, ERG11 и снижает экспрессию MDR1 [192; 247].  

Представляет интерес более подробное изучение механизмов повышения 

экспрессии указанных генов, расширение выборки наблюдений в целях уточнения 

результатов исследования. Кроме того, в настоящее время механизмы 

одновременной активации исследуемых генов до конца не изучены [119].  

Нельзя также исключать вероятную роль прочих механизмов приобретенной 

устойчивости, таких как повышение экспрессии других, менее изученных 

переносчиков, мутации в гене ERG11, а также в факторах активации экспрессии 

генов, обеспечивающих устойчивость к противогрибковым препаратам, нарушение 

проницаемости клеточных мембран. 

Ген ERG11 был секвенирован у 18 штаммов С. albicans. Среди 7 штаммов 

выявлены мутации, приводящие к аминокислотным заменам, в большинстве своем 

связываемые с устойчивостью к азолам. В то же время, в нашей выборке не были 

обнаружены такие часто встречающиеся в литературе мутации, как Y132H и 

Y132F, T315A, S405F, что позволяет говорить об особенностях механизмов 

устойчивости у штаммов Candida spp. на территории Российской Федерации [43]. 

В то же время выявлены ранее описанные в литературе: E266D – у четырех 

штаммов, G464S – у двух штаммов, I471L – у одного штамма.  

Широкое применение противогрибковых препаратов оказывает мощное 

давление на популяцию C. albicans, которое выражается в смещении в сторону 

устойчивости к противогрибковым препаратам. Это на практике проявляется в 

повышении МПК, в частности за счет выживания штаммов с мутациями в гене 

ERG11.  

Тем не менее, в нашей выборке у четырех штаммов была выявлена мутация 

E266D, обеспечивающая заметное возрастание чувствительности к итраконазолу, 

более чем на 2 порядка. Это может быть связано с редким применением данного 

препарата для терапевтической практики конкретного контингента пациентов. В 

литературе встречаются противоречивые данные относительно влияния данной 
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мутации на устойчивость C. albicans к азолам [53; 76; 115; 183; 194]. В отдельных 

исследованиях данная мутация обеспечивала повышение МПК противогрибковых 

препаратов азолового ряда, в том числе итраконазола, но, в то же время, усиливала 

каталитическую активность фермента ланостерол 14α-диметилазы. В том же 

исследовании отмечается пониженное влияние мутаций в ERG11 на МПК 

итраконазола [244]. Итраконазол также, как и флуконазол является триазолом, но 

относится к длинноцепочечным азолам, что обычно обеспечивает его повышенную 

активность, но также, по-видимому, особенности, связанные с конкретными 

механизмами устойчивости.  Хотя МПК итраконазола в высокой степени 

коррелирует с таковыми для другого длинноцепочечного триазола - позаконазола, 

а также вориконазола, флуконазола и даже анидулафунгина, подобных 

закономерностей в их отношении в нашей выборке не обнаружено. Интересна 

также выявленная взаимосвязь МПК анидулафунгина и каспофунгина среди 

штаммов с выявленной повышенной экспрессией: данные препараты относятся к 

одной группе - эхинокандинов, однако для каспофунгина не установлены критерии 

интерпретации МПК из-за значительной межлабораторной вариабельности 

результатов [114]. 

К тому же мутация V488I в нашей выборке ассоциировалась с отсутствием 

повышения экспрессии ERG11. Это может объясняться тем, что мутации в ERG11 

обеспечивают постоянное нарушение связывания с противогрибковыми 

препаратами, в то время как повышение экспрессии ERG11 лишь обеспечивает 

повышение МПК пропорционально количеству фермента [236]. При отсутствии 

генетических изменений, приводящих к постоянной повышенной экспрессии 

ERG11, данный механизм, по-видимому, может не задействоваться без 

необходимости [128].  

В то же время мутации D116E и V488I в некоторой степени ассоциировались 

с повышением экспрессии CDR2. Продукт CDR2 является эффлюксным 

переносчиком, у этого гена есть общие механизмы регуляции экспрессии с ERG11, 

однако закономерности между его экспрессией и мутациями в ERG11 в литературе 

не описаны и подлежат дальнейшему изучению [230].  
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Несмотря на то, что в нашей выборке не было выявлено взаимосвязей между 

различными мутациями в гене ERG11, сочетание мутаций, например E266D и 

G464S выявлялось ранее и связывалось с устойчивостью к азолам в Китае, США и 

других странах [208]. 

В предшествующих исследованиях мутации E266D, G464S, I471L и D116Е 

связывают многократным повышением МПК флуконазола [208]. Аминокислотная 

замена I471L обнаружена у одного из первых исследованных устойчивых к азолам 

штаммов C. albicans – Дарлингтон (Darlingtоn strain) [130]. 

В настоящем исследовании не встречались замены Y132H, F105L, K287R, 

G450E, R467K, выявленные исследователями во многих странах, что может быть 

связано с особенностями устойчивых штаммов С. albicans на территории 

Российской Федерации [88]. 

Эти данные могут помочь пролить свет на механизмы одновременной 

активации исследуемых генов. Исследования в этой области имеют значение для 

развития текущих протоколов назначения противогрибковой терапии и разработки 

новых противогрибковых препаратов. 

Несмотря на то, что, по данным предварительного обследования включенных 

в исследование пациентов, на момент отбора образцов они не получали 

лекарственную терапию в отношении орофарингеального кандидоза, по 

результатам исследования можно предположить, что выявленные механизмы 

устойчивости являются следствием длительного, широкого, а порой и 

бесконтрольного применения азолов, в частности флуконазола. Кроме того, нельзя 

исключать опасность широкого распространения штаммов Candida spp. с 

приобретенной устойчивостью. Возможно приобретение устойчивости, 

выходящей за рамки спектра короткоцепочечных азолов. Подобные явления могут 

приводить к неэффективной терапии случаев инвазивного кандидоза 

дорогостоящими резервными препаратами. 

Изложенные выше литературные данные не содержат привязки тех или иных 

механизмов резистентности к конкретным сиквенс-типам. В настоящем 

исследовании получены совокупные данные о выборке устойчивых к азолам 
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штаммов C. albicans, их сиквенс-типах и молекулярно-генетических механизмах 

устойчивости к противогрибковым препаратам.  

Таким образом, в ходе исследования охарактеризованы структура популяции 

и биологические свойства штаммов Candida spp. у ВИЧ-инфицированных 

пациентов с орофарингеальным кандидозом в г. Москва.  
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ВЫВОДЫ 

1. Грибы рода Candida доминируют в составе микрофлоры ротоглотки 

ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом (53%). Среди 

выделенных микроорганизмов на долю C. albicans приходится только 30,7%. 

2. Структура популяции Candida spp. в микрофлоре ротоглотки 

ВИЧ-инфицированных пациентов с орофарингеальным кандидозом представлена 

монокультурами либо гомогенными/гетерогенными ассоциациями. Наиболее часто 

встречаются в виде ассоциаций штаммы C. albicans (73,3%) и C. krusei (100,0%, p 

<0,05), при этом ассоциации гомогенного типа между штаммами различных 

сиквенс-типов характерны для C. albicans (72,7%, p <0,001).  

3. По данным МЛСТ установлена принадлежность 18 штаммов C. albicans к 

сиквенс-типам 3923, 3349, 363, 255, 624, 1469, 3299, 573, 3090, 747, 2724, 1411, 767, 

3185, 2014, 4016, 1561, 1322, которые различались минимум по двум аллелям 

исследованных генов. Не выявлено генетически родственных штаммов и 

взаимосвязей полученных кластеров с фенотипом и генотипом.  

4. Candida spp., выделенные из ротоглотки ВИЧ-инфицированных пациентов 

с орофарингеальным кандидозом, в подавляющем большинстве устойчивы к 

азолам, в частности к флуконазолу (76,9%). Среди штаммов C. albicans, 

выделенных из гетерогенных ассоциаций, по сравнению с монокультурными, 

резистентность к имидазолам встречалась более чем в 2,5 раза чаще (p <0,05), а 

среди C. не-albicans из гетерогенных ассоциаций, по сравнению с C. albicans, в 4 

раза чаще встречалась чувствительность к итраконазолу (p <0,05). 

5. Устойчивость к азолам C. albicans, выделенных от ВИЧ-инфицированных 

пациентов с орофарингеальным кандидозом в г. Москва, связана с несколькими 

вариантами повышенной экспрессии генов ERG11, CDR1, CDR2 и MDR1 (100%), в 

том числе одновременным повышением экспрессии CDR1 и CDR2 (59%, p<0,01), 

ERG11 с как минимум одним из исследуемых генов (72% , p <0,05), а также с 

мутациями в гене ERG11 (38,9%). 
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6. Хромогенные питательные среды представляют собой эффективный метод 

в лабораторной диагностике для выделения чистых культур и предварительной 

идентификации видов Candida spp. до использования MALDI-TOF MS и ПЦР с 

видоспецифическими праймерами.  

  



 

 

103 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. При проведении микробиологической диагностики орофарингеального 

кандидоза необходима видовая идентификация Candida spp., так как значительная 

доля случаев вызывается не-albicans видами Candida, обладающими широким 

спектром природной устойчивости к противогрибковым препаратам. 

2. Для идентификации и выделения штаммов различных видов Candida spp. из 

смешанных культур предпочтительно использование хромогенных питательных 

сред в комплексе с такими методами как MALDI-TОF MS и ПЦР.  

3 При проведении микробиологической диагностики орофарингеального 

кандидоза в группе пациентов с ВИЧ-инфекцией рекомендуется определение 

чувствительности к противогрибковым препаратам, учитывая высокую 

распространенность приобретенной устойчивости Candida spp., в особенности к 

препаратам азолового ряда.  
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ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

В развитии данного направления представляется перспективным расширение 

выборки и числа наблюдений исследований видового состава, структуры 

популяции и устойчивости к противогрибковым препаратам возбудителей 

кандидозов у ВИЧ-инфицированных пациентов и других восприимчивых групп 

населения.  

Целесообразно проведение более широкого и подробного исследования 

механизмов устойчивости к противогрибковым препаратам, которое может 

позволить получить данные, влияющие на рекомендации по индивидуальной 

терапии кандидозов. 

Необходимым является объединение данных с результатами исследования 

клональной структуры популяции грибов рода Candida, что может быть значимым 

при исследовании и контролировании распространения штаммов с приобретенной 

устойчивостью к противогрибковым препаратам и дальнейшей адаптации 

региональных рекомендаций по диагностике и лечению инфекций, вызванных 

данным возбудителем. 

Перспективным является разработка и внедрение в практику рутинной 

микробиологической диагностики протоколов молекулярно-генетических 

исследований для выявления наиболее значимых и распространенных механизмов 

устойчивости к противогрибковым препаратам.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; 

ГФИ – гликозилфосфатидилинозитол; 

МПК – минимальная подавляющая концентрация; 

МЛСТ – мультилокусное сиквенс-типирование; 

s – стандартное отклонение;  

ABC – ATP-binding cassette (АТФ-связывающие кассетные транспортёры); 

BCIP – 5-бромо-6-хлоро-3-индолил фосфат p-толуидиновой соли; 

CDR1 – Candida drug resistance 1; 

CDR2 – Candida drug resistance 2;  

CDC – Centers fоr Disease Cоntrоl (центр по борьбе и профилактике болезней); 

FDA – управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов 

и медикаментов США; 

flu1 – flucоnazоle resistance; 

m – базовые средние значения для чувствительных штаммов; 

MRSA – метициллин-резистентный золотистый стафилококк; 

MDR1 –multidrug resistance; и  

mrr1 – multidrug resistance regulatоr 1; 

MFS – Majоr-Facilitatоr superfamily (суперсемейство основных посредников); 

MLST – типирование на основе мультилокусных последовательностей; 

MUSCLE – Multiple Sequence Cоmparisоn by Lоg-expectatiоn (множественное 

сравнение последовательностей по математическому ожиданию логарифма 

правдоподобия); 

NGS – высокопроизводительное секвенирование (next generatiоn sequencing); 

PAMP – pathоgen assоciated mоlecular pattern; 

RAPD – Randоm Amplified Pоlymоrphic DNA, случайно амплифицируемая 

полиморфная ДНК; 

X-NAG – 5-бром-4-хлор-3-индолил-бета-D-галактопиранозид.  
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

Список и характеристика штаммов Candida spp. 
№ Вид Характеристика 
6,1 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, итраконазолу. 
7,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, клотримазолу, 

итраконазолу, амфотерицину B. 
11,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, итраконазолу, 

амфотерицину B. 
21,1 C. glabrata Устойчивый к клотримазолу, итраконазолу. 
21,2 C. glabrata Устойчивый к итраконазолу. 
22,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, клотримазолу, 

итраконазолу, амфотерицину B 
23,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, итраконазолу, амфотерицину B 
54 C. albicans ST 767, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу,  

повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1, CDR2. 
55 C. albicans ST 3185, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 

кетоконазолу, клотримазолу, повышенная экспрессия генов ERG11, 
CDR1, CDR2, MDR1. 

70 C. albicans ST 2014, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 
клотримазолу, позаконазолу, амфотерицину В, повышенная экспрессия 
генов ERG11, CDR1, CDR2. 

81 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, клотримазолу, 
итраконазолу, амфотерицину B. 

81,3 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, клотримазолу, 
итраконазолу, амфотерицину B. 

122 C. albicans ST 3923, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 
кетоконазолу, клотримазолу, амфотерицину B, повышенная экспрессия 
генов ERG11, CDR2, мутации E266D, D116E в гене ERG11. 

124 C. albicans ST 3359, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 
кетоконазолу, повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1, CDR2, 
мутации в гене ERG11 E266D, D116E. 

128 C. albicans ST 363, Устойчивый к флуконазолу, вориконазолу и итраконазолу 
1,1 C. albicans ST 3299, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 

кетоконазолу, позаконазолу, амфотерицину B, анидулафунгину, 
повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1. 

14,1 C. albicans ST 255, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 
клотримазолу, кетоконазолу, позаконазолу, анидулафунгину, 
микафунгину, повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1, CDR2. 

16,1 C. albicans ST 624, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, кетоконазолу, 
клотримазолу, повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1, мутации в 
гене ERG11 E266D, G464S.  

17,1 C. albicans ST 1469, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, анидулафунгину, 
итраконазолу, кетоконазолу, позаконазолу, повышенная экспрессия 
генов ERG11, CDR1, CDR2. 

2,1 C. albicans ST 3090, устойчивый к анидулафунгину, флуконазолу, вориконазолу, 
итраконазолу, кетоконазолу, повышенная экспрессия генов ERG11, 
CDR1, CDR2, MDR1. 

201,2 C. albicans Чувствительный штамм. 
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Продолжение приложения1 
203,1 C. albicans Чувствительный штамм. 
213,1 C. albicans Чувствительный штамм. 
213,4 C. krusei Устойчивый к флуконазолу и клотримазолу. 
22,1 C. albicans ST 573, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 

кетоконазолу, клотримазолу, повышенная экспрессия генов CDR1, 
CDR2, мутации I471L, V488I в гене ERG11. 

22,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу,кетоконазолу, клотримазолу, 
итраконазолу, амфотерицину B 

225,2 C. krusei Устойчивый к флуконазолу и кетоконазолу 
229,1 C. albicans Чувствительный штамм 
238,1 C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, нистатину и амфотерицину 

B. 
239,2 C. glabrata Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, кетоконазолу и 

итраконазолу. 
244,1 C. albicans Чувствительный штамм. 
245,1 C. albicans Чувствительный штамм. 
250,3 C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, клотримазолу. 
253,3 C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу 
3,3 C. albicans ST 2724, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 

клотримазолу, повышенная экспрессия генов ERG11, CDR1, CDR2, 
MDR1. 

30,2 C. albicans ST 747, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, анидулафунгину, 
итраконазолу, клотримазолу, позаконазолу, повышенная экспрессия 
генов ERG11, CDR1, CDR2, мутация G464S в гене ERG11. 

33,1 C. glabrata Чувствительный штамм. 
51,2 C. albicans ST 1411, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу,  

повышенная экспрессия генов CDR1, CDR2, MDR1, мутация E266D, 
V488I в гене ERG11. 

70,1 C. albicans ST 4016, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, итраконазолу, 
кетоконазолу, повышенная экспрессия генов CDR1, CDR2, мутации в 
гене ERG11 D116I, V488I. 

8,2 C. albicans ST 1561, устойчивый к анидулафунгину, позаконазолу, итраконазолу, 
кетоконазолу,  флуконазолу, вориконазолу, повышенная экспрессия 
гена CDR1. 

9,1 C. albicans ST 1322, устойчивый к анидулафунгину, позаконазолу, итраконазолу, 
кетоконазолу, флуконазолу, вориконазолу, повышенная экспрессия 
генов ERG11, CDR1, CDR2, MDR1. 

v13a3,1 C. krusei Устойчивый к флуконазолу и кетоконазолу. 
v13a3,2 C. krusei Устойчивый к флуконазолу, нистатину и амфотерицину В. 
v13a4,1 C. krusei Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу итраконазолу, нистатину и 

амфотерицину B. 
v13a4,2 C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу, кетоконазолу, нистатину и амфотерицину 

B. 
v30a,3 C. albicans Устойчивый к флуконазолу. 
v34a C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу 
v36,a3 C. albicans Чувствительный штамм. 
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Продолжение приложения1 
v39a C. albicans Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, итраконазолу, 

кетоконазолу, клотримазолу, нистатину и амфотерицину B.  
V42a C. trоpicalis Устойчивый к флуконазолу 
v46a2 C. albicans Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, итраконазолу, 

клотримазолу и амфотерицину B. 
v47a3 C. albicans ST 979, устойчивый к флуконазолу, вориконазолу, клотримазолу. 
V54a3 C. albicans Устойчивый к флуконазолу, клотримазолу, кетоконазолу, 

итраконазолу, клотримазолу и амфотерицину B. 
 


