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Внешнее финансирование: исследова
ние проведено без внешнего финанси
рования.

Цель. Исследование эпизодов кандидемий, вызванных C. рarapsilosis, в одном из клинических отде
лений Национального медицинского исследовательского центра детской гематологии, онкологии и 
иммунологии имени Дмитрия Рогачева (НМИЦ ДГОИ). 
Материалы и методы. В данном ретроспективном исследовании было проведено генотипирование 
35 изолятов C. parapsilosis, выделенных из клинически значимого материала пациентов, а также из 
смывов, в том числе с рук среднего медицинского персонала, НМИЦ ДГОИ в период 2018–2020 гг. 
Идентификацию изолятов C. parapsilosis проводили микробиологическими методами. Клональную 
структуру изолятов C. parapsilosis исследовали методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с по
следующим фрагментным анализом микросателлитных повторов (STRмаркеров).
Результаты. Результаты исследования показали генетическое разнообразие популяции изолятов 
C. parapsilosis в 2018–2020 гг. в НМИЦ ДГОИ. Было выявлено 27 генотипов, один из которых стал 
причиной развития кандидемии у 6 пациентов. 
Выводы. Полученные данные позволили подтвердить внутрибольничную вспышку кандидемий, а 
также показали возможность использования фрагментного анализа STRмаркеров для эпидемиоло
гического расследования подобных вспышек в условиях стационара. 

Investigation of a candidemia outbreak caused  
by C. parapsilosis in a pediatric hematology/oncology center

Kozhushnaya O.S., Solopova G.G., Voropaev A.D., Markova Zh.V., Satsuk A.V., Balamozhnova A.O.,  
Novichkova G.A.
Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, Russia
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Objective. To investigate a candidemia outbreak caused by C. parapsilosis in a clinical unit of the Dmitry 
Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology (NMRC 
PHOI).
Materials and methods. A total of 35 isolates of C.  parapsilosis obtained from clinically significant 
specimens and swabs, including hands of nursing staff of the NMRS PHOI, over the 20182020 
were genotyped in this retrospective study. Identification of C. parapsilosis isolates was performed by 
microbiological methods. The clonal structure of C. parapsilosis isolates was investigated by polymerase 
chain reaction followed by fragment analysis of microsatellite repeats (short tandem repeats, STR markers).
Results. The results of the study showed genetic diversity of the population of C. parapsilosis isolates 
over the 2018–2020 in the NMRC PHOI. A total of 27 genotypes were identified, one of which caused 
candidemia in 6 patients.
Conclusions. The study results confirmed the nosocomial candidemia outbreak and showed the fragment 
analysis of STRmarkers may be used for epidemiological investigations of outbreaks in hospital settings.

Введение

Инвазивные кандидозы и кандидемии являются час
тыми и жизнеугрожающими осложнениями у пациен
тов, получающих химиотерапию и иммуносупрессивную 
терапию, и реципиентов гемопоэтических стволовых 
клеток.  На сегодняшний день в структуре возбудите
лей кандидозов у иммунокомпрометированных паци

ентов детского возраста отмечается увеличение  доли 
Candida nonalbicans, в первую очередь за счет Candida 
parapsilosis [1]. 

Впервые C. parapsilosis была выделена из стула паци
ента с диареей в ПуэртоРико в 1928 г. [2]. Вид считался 
непатогенным, однако в 1940 г. его идентифицировали 
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как возбудителя эндокардита у пациента со смертель
ным исходом, инфицирование которого, как считалось, 
произошло экзогенным путем через медицинские ин
струменты и растворы [3].

На сегодняшний день известно, что C. parapsilosis 
способна расти в инфузионных растворах, в паренте
ральном питании, образовывать биопленки на меди
цинских устройствах жизнеобеспечения, в сливах рако
вин, переноситься на руках медицинских работников и 
длительно сохраняться в больничной среде. Благодаря 
таким особенностям, C. parapsilosis передается гори
зонтально через загрязненные внешние источники и вы
зывает вспышки кандидемий, зачастую минуя стадию 
колонизации пациентов. Известно множество случаев 
внутрибольничных вспышек кандидемий, вызванных 
C. parapsilosis. В связи с этим интересна возможность 
идентификации отдельных штаммов в рамках эпидеми
ологических расследований. Один из наиболее точных 
и распространенных методов, используемых для иден
тификации штаммов C. рarapsilosis, – генотипирование 
мик росателлитов (STRмаркеров) [4–7]. Метод осно
ван на амплификации нескольких коротких тандемных 
повторов, расположенных в разных геномных локусах. 
Число повторов в каждом из локусов может отличаться 
у разных изолятов C. parapsilosis, благодаря чему воз
можно различать изоляты одного клонального кластера 
от неродственных изолятов. 

Основным экзогенным источником, способствую
щим увеличению частоты кандидемий, вызванных 
C. parapsilosis, являются руки медицинского персонала. 
Заражение пациентов происходит при нарушении требо
ваний инфекционного контроля, в первую очередь – тех
ники гигиенической обработки рук и принципов асептики 
при работе с центральными венозными катетерами 
(ЦВК). Наиболее вероятно, что именно по этим причинам 
возникла вспышка кандидемий у иммунокомпрометиро
ванных пациентов НМИЦ ДГОИ в 2018–2020 гг. 

Цель работы – исследование вспышки кандидемий, 
вызванных C. рarapsilosis, в одном из клинических отде
лений НМИЦ ДГОИ в 2018–2020 гг. 

Материалы и методы

В работе были исследованы 35 штаммов C.  parap
silosis, полученных из клинически значимого материала. 
Первичный посев клинического материала осуществляли 
на твердые питательные среды: кровяной агар, шоко
ладный агар, UTIагар и агар Сабуро (BD, Oxoid) с после
дующим инкубированием в термостате при температуре 
37°C в течение 48 ч. Идентификацию изолированных ко

лоний микроорганизмов осуществляли методом матрич
ноассоциированной лазерной десорбции/ионизации – 
времяпролетной массспектрометрии (MALDITOF MS) на 
анализаторе Microflex (Bruker Daltonics, Германия) в соот
ветствии с протоколами производителя, в автоматичес
ком режиме с использованием программного обеспе
чения Bruker Biotyper Real Time Classification, версия 3.1 
(Bruker Daltonics, Германия). Результат учитывали по зна
чению коэффициента видовой идентификации: если ко
эффициент совпадения (Score) имел значение от 2,0 и 
выше, то результат считали достоверным. После иден
тификации и до проведения молекулярногенетических 
исследований изоляты C.  parapsilosis хранили при тем
пературе 70°С в пробирках VIABANK в растворе кри
оконсерванта (MWE medical wire) в биобанке отделения 
инфекционного контроля НМИЦ ДГОИ. Выделение ДНК 
проводили с помощью набора Магносорб (ЦНИИ эпи
демиологии, Россия) в соответствии с инструкцией про
изводителя. Концентрацию ДНК измеряли на приборе 
Quibit4 (Invitrogen, США). Перед использованием об
разцы ДНК хранили при температуре 20°C.

Для типирования клинических изолятов C.  parap
silosis использовали описанную в ранних публикациях па
нель из шести STRмаркеров [5]. Три тринуклеотидных 
и три гексануклеотидных маркера амплифицировали в 
двух мультиплексных ПЦР. Один из каждой пары прай
меров для амплификации STRмаркеров был помечен на 
5’ конце 6карбоксифлуоресцеином (6FAM), 6карбокси
тетраметилродамином (TAMRA) или гексахлорфлуорес
цеином (HEX) (Евроген, Россия) (Таблица 1).

Две мультиплексные ПЦР проводили в конечном 
объеме 25 мкл. В каждой из них содержалось при
близительно по 5–10 нг геномной ДНК, по 0,5 мкМ 
праймеров для амплификации, 0,2 мМ дезокси
нуклеозидтрифосфатов (dNTP), 2,5 мМ MgCl2 и 1 ед. 
HS Taq ДНКполимеразы (Евроген, Россия) в 1 × HS 
Taq ДНК реакционном буфере (Евроген, Россия). 
Термоциклирование проводили в амплификаторе 
С1000 Touch 96 (BioRad, США) при следующих усло
виях: денатурация в течение 10 мин. при 95°C, затем 
35 циклов: 30 с. денатурация при 95°C, 30 с. отжиг 
при 60°C, элонгация 1 мин. при 72°C и 72°C в тече
ние 5 мин. Затем продукты амплификации разбавляли 
в 10 раз дистиллированной водой и 0,8 мкл добав
ляли к 8 мкл формамида и 0,2 мкл маркера внутрен
него размера GeneScan 600 Lize (Applied Biosystems, 
США). После денатурации образцов при 95°C в те
чение 1 мин. и быстрого охлаждения до 4°C получен
ные продукты ПЦР анализировали на автоматическом 
секвенаторе ABI 3500XL Genetic Analyzer (Applied 

Таблица 1. Последовательности праймеров для амплификации маркеров C. parapsilosis

Маркер Меченый праймер 5’–3’ Немеченый праймер 5’–3’

3А (TCT) FAMCCTGGCTTGCAATTTCATTT GCCTCATCGGTGGTGGAATTA

3В (ТТG) HEXTTGGAGTAACAAGCGCAGAA GTCGCTTGGACAACTGGTGTA

3С (AAC) TAMRACAATAGCAGCAATGGAGCAG GTGCTTTTGGTTTGTCCTTGG

6А (TGCTTT) FAMCCAGGTTGGACTATCACTG GGTTTCATTTTGTTGTGAAAA

6В (AGTGTT) HEXCCCTTTCAAAAGAAACAGACA GTTCTATAGATAAAACACACCCCATACA

6С (TGTTGG) TAMRATGGCGTTAGTATTGGCGTTA GATTGTATCACGCGGGAACTC
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Biosystems, США). Анализ полученных результатов 
проводили с помощью программного обеспечения 
GeneMapper Software 5 (Applied Biosystems, США). По 
комбинации длин аллелей для шести локусов опреде
ляли произвольный генотип – изоляты c одинаковыми 
аллелями по всем шести локусам относили к одному ге
нотипу (кластер). Генетическое разнообразие изолятов 
визуализировали с помощью иерархической кластери
зации (метода невзвешенной средней связи, UPGMA) 
с использованием программы XLSTAT 5 и минималь
ного остовного дерева с использованием алгоритма 
goeBURST и программы PHYLOViZ 2.0 [8].

Результаты

Анализ структуры клинических изолятов грибов рода 
Candida, выделенных в НМИЦ ДГОИ в период с 2013 по 
2018 г. от пациентов с кандидемией, показал преоблада
ние доли nonalbicans видов, в частности C. parapsilosis, – 
52% штаммов [9]. По российским и международным дан
ным по распространенности, C. parapsilosis находится на 
лидирующих позициях после C. albicans, особенно у им
мунокомпрометированных детей [10, 11]. 

Мы провели ретроспективное исследование изо
лятов C. parapsilosis, причастных к вспышке, изолятов 
C. parapsilosis, вызывавших спорадические случаи кан
дидемий, а также выделенных из смывов с окружающей 
среды и рук медицинского персонала. Источники изоля
тов C. parapsilosis, взятые в исследование с указанием 
отделений и времени выделения их из клинического ма
териала, представлены на Рисунке 1. В исследование 
были включены 35 изолятов C. parapsilosis, выделенных 
из клинически значимого материала: кровь (n = 10), ЦВК 
(n = 3), лаважная жидкость (n = 6), биоптат желудка 
(n = 2), моча (n = 1), отделяемое из среднего уха (n = 1), 
раневое отделяемое (n = 1), а также из смывов (n = 8) 
и с рук среднего медицинского персонала (n = 3). STR
типирование 35 изолятов C. parapsilosis выявило 27 ге
нотипов: 25 генотипов наблюдались 1 раз, а 2 генотипа 
были идентифицированы у 8 и 2 изолятов C. parapsiolosis 
(генотипы 4 и 7 соответственно) (Рисунок 2).

Наибольшее число штаммов (n = 12) было выделено 
в клиническом отделении, в котором отмечалось разви
тие вспышки кандидемий, из них 8 штаммов принадле
жали к одному и тому же клональному кластеру – ге
нотип 4. Из 8 указанных штаммов 2 были выделены из 
гемокультуры и мочи одного пациента, 5 – из гемокуль
тур других пациентов, 1 – из слива раковины в проце
дурном кабинете отделения. Таким образом, генотип 
4 C. parapsilosis стал причиной кандидемии у 6 паци
ентов отделения, что позволяет говорить о наличии 
внутрибольничной вспышки кандидемий. Оставшиеся 
4 штамма (генотипы 7 и 1), полученные из этого отделе
ния, были выделены из смывов с рук двух медицинских 
сестер (n = 2, генотип 7), а также из крови пациента 
(n = 1) и не связаны со вспышкой, хотя и были получены 
в ходе проводимого эпидемиологического расследова
ния. Генетическое разнообразие всех выделенных штам
мов с распределением по различным отделениям пока
зано на Рисунке 3. 

В случае идентификации C. рarapsilosis из разных ло

Рисунок 1. Изоляты C. parapsilosis, взятые в исследование 
с указанием отделения и времени выделения 
из клинического материала 

  На рисунке цифрами обозначены отделения НМИЦ 
ДГОИ. 

  Клинические отделения: 1. (n = 12), 2. (n = 5),  
3. (n = 3), 4. (n = 2), 6. (n = 1), 7. (n = 2), 8. (n = 2), 
9. (n = 1), 10. (n = 1), 11. (n = 1), 12. (n = 1), 13. (n = 1). 

  Техническое подразделение: 5. (n = 3).

кусов у одного и того же пациента также проводилось 
исследование штаммов. Так, в 4 эпизодах была под
тверждена их идентичность, а в 2 – у пациентов были 
выявлены разные штаммы: в первом случае генотип 25 
был выделен из лаважной жидкости, а генотип 26 – из 
гемокультуры, во втором случае генотипы 12 и 13 – из 
лаважной жидкости и ЦВК соответственно. 

Стоит отметить, что метод генотипирования STR
маркеров не позволил обнаружить источник распро
странения и способ передачи C.  рarapsilosis. Можно 
предположить, что инфекция C.  рarapsilosis гено
типа 4 появилась в отделении у одного из пациен
тов в апреле 2018 г. и приобрела масштаб вспышки 
в августе 2018 г. – январе 2019 г., последний изолят 
C. рarapsilosis генотипа 4 был обнаружен в мае 2019 г. 

Обсуждение

По данным научной литературы, большинство вспы
шек инфекций C. parapsilosis возникают в результате 
экзогенной передачи инфекции через руки медицин
ских работников. Являясь комменсалом кожных по
кровов человека, C. parapsilosis представляет серьез
ную угрозу для иммунокомпрометированных пациентов, 
особенно в случае, когда колонизированные медицин
ские работники нарушают требования гигиенической 
обработки рук. Хотя процентное соотношение выявле
ния C. рarapsilosis в разных исследованиях варьирует, 
во многих работах C. parapsilosis упоминается как наи
более часто идентифицируемый на руках медицин
ских работников микроорганизм [12, 13]. Методы мо
лекулярного типирования позволяют установить связь 
между горизонтальной передачей C. parapsilosis от рук 
медицинского персонала к пациентам в случаях, когда 
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Рисунок 2. Дендрограмма, иллюстрирующая генетическое родство 35 изолятов C. parapsilosis 

  Шкала отражает различие между генотипами (Расстояние Хэмминга). Цифрами 
показаны длины STRмаркеров, генотипы обозначены произвольно, указаны 
отделения НМИЦ ДГОИ (описаны ранее, Рисунок 1) и дата взятия клинического 
материала.

Рисунок 3. Распределение по отделениям и генетическое 
разнообразие выявленных генотипов C. parapsilosis 

  Диаметр круга пропорционален количеству изолятов 
C. parapsilosis (отделения НМИЦ ДГОИ описаны 
ранее, Рисунок 1).

наблюдается генетическое сходство между изолятами, 
выделенными от пациентов и медицинских работников 
[14–19]. В 2010 г. в НМИЦ ДГОИ у 10 пациентов была 
описана вспышка кандидемий, вызванных Candida non
albicans. При проведении исследований был установлен 
источник инфицирования – контаминированный 4% рас
твор KCl для внутривенного введения, который исполь
зовали в терапии пациентов [20]. В ходе настоящего 
расследования были выявлены наиболее ожидаемые 
факторы – нарушение правил асептики при приготов
лении внутривенных инфузий и работе с ЦВК, а также 
несоблюдение принципов обработки рук медицинским 
персоналом. 

Заключение

В результате ретроспективного исследования 35 изо
лятов C. parapsilosis, которые были выделены из клини
ческого материала пациентов, а также из смывов, в том 
числе с рук среднего медицинского персонала, было по
казано генетическое разнообразие популяции изоля
тов C. parapsilosis НМИЦ ДГОИ. Было выявлено 27 ге
нотипов, среди которых 25 генотипов наблюдались 
1 раз, а 2 генотипа были идентифицированы у 2 и 8 
изолятов C. parapsilosis. Данные изоляты C. parapsilosis 
были выделены из клинического материала пациен
тов отделения, 1 из генотипов стал причиной кандиде
мии у 6 пациентов данного отделения, что позволило 
нам говорить о внутрибольничной вспышке кандидемий. 
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