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Цель. Определение молекулярно-биологических характеристик штаммов Candida albicans, выде-
ленных при рецидивирующем вульвовагинальном кандидозе (РВВК), ассоциированных с формиро-
ванием резистентности к препаратам азолового ряда.
Материалы и методы. В исследование было включено 36 клинических изолятов C. albicans от 
больных РВВК, обратившихся в НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина за амбулаторной 
помощью с июля по ноябрь 2024 г. Видовую идентификацию Candida spp. проводили методами 
MALDI-TOF масс-спектрометрии и таргетного секвенирования. Чувствительность Candida spp. к 
противогрибковым лекарственным средствам (ПГЛС) определяли с помощью тест системы Fungus 
AST (Autobio Diagnostics Co, Китай) с интерпретацией пороговых значений МПК в соответствии с 
CLSI M27A, 2022. Нуклеотидную последовательность гена ERG11 изучали методом таргетного 
секвенирования на генетическом анализаторе ABI PRISM 3500. Уровень экспрессии генов бел-
ков-транспортеров лекарственных препаратов CDR1, CDR2, MDR1 и FLU1 анализировали в ходе 
ПЦР-РВ с использованием флуоресцентного красителя EVA Green методом относительных изме-
рений 2-∆∆Сt. Биопленкообразование штаммов C. albicans оценивали по общей клеточной массе 
(окрашивание водным раствором кристаллического фиолетового) и метаболической активности 
клеток (метод восстановления солей тетразолия). Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием непараметрических критериев оценки программы SPSS v.22.0.
Результаты. 11 (30,5%) штаммов были чувствительны к флуконазолу, 6 (14,0%) – отнесены к кате-
гории «чувствительный дозо-зависимый», 20 (55,5%) – резистентны к данному ПГЛС. Все штаммы 
были чувствительны к полиенам, эхинокандинам и 5-флуцитозину. В работе показана корреляция 
между нуклеотидным полиморфизмом гена ERG11 и чувствительностью штамма к флуконазолу. 
Резистентные штаммы C. albicans (МПК >8 мг/л) отличались наименьшей вариабельностью и нали-
чием в генотипе единственной миссенс-мутации T394C (Y132H), ассоциированной с устойчивостью 
к азолам. Предположена возможная роль A1343G (E448G), как супрессорной внутригенной мута-
ции, нивелирующей влияние T394C (Y132H) на конформационные изменения белка Erg11. В дан-
ном аспекте необходимы дальнейшие исследования. Для генов ERG11 и FLU1 показан повышен-
ный уровень экспрессии (р = 0,004 и р = 0,012 соответственно) у нечувствительных к флуконазолу 
штаммов C. albicans по сравнению с чувствительными. Статистически значимых различий в экс-
прессии генов белков-транспортеров лекарственных препаратов CDR1, CDR2 и MDR1 не установ-
лено. Все изученные штаммы C. albicans образовывали биопленки in vitro. Штаммы, резистентные к 
флуконазолу, обладали большей метаболической активностью и клеточной массой биопленки (p = 
0,011 и р = 0,012 соответственно).
Выводы. Резистентность возбудителей РВВК в Северо-Западном регионе России ассоциирована с 
повышенным биопленкообразованием, аминокислотной заменой Y132H и повышенным уровнем 
экспрессии генов ERG11 и FLU1.

Molecular biological characteristics of Candida albicans strains causing 
recurrent vulvovaginal candidiasis with different susceptibility to antifungal 
drugs in vitro

Venchakova V.V.1, Oganesyan E.G.1, Guseva A.O.1, Kovyrshin S.V.1, Rusetskaya E.V.1, Marochkovich O.A.1,  
Dolgo-Saburova Yu.V.1, Bogomolova T.S.1, Zhang F.-M.2, Meng Q.2, Vasilyeva N.V.1, Taraskina A.E.1

1 North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, Saint Petersburg, Russia
2 Harbin Medical University, Harbin, China
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Objective. To determine molecular biological characteristics of Candida albicans strains from patients 
with recurrent vulvovaginal candidiasis (RVVC) associated with the formation of resistance to azole drugs.
Materials and methods. The study included 36 clinical isolates of C. albicans from patients with RVVC who 
sought outpatient care at the P.N. Kashkin Research Institute of Medical Mycology from July to November 
2024. Species identification of Candida spp. was performed using MALDI-TOF mass-spectrometry and 
targeted sequencing. The susceptibility of Candida spp. to antifungal drugs (AFDs) was determined 
using the Fungus AST test system (Autobio Diagnostics Co, China) with the interpretation of MIC clinical 
breakpoint values in accordance with CLSI M27A, 2022. The nucleotide sequence of the ERG11 gene 
was studied using targeted sequencing on an ABI PRISM 3500 genetic analyzer. The expression level of 
genes encoding drug transporter proteins CDR1, CDR2, MDR1 and FLU1 was analyzed by real-time PCR 
using the fluorescent dye EVA Green using the relative 2-∆∆Сt measurement method. Biofilm formation 
of C. albicans strains was assessed by total cell mass (staining with an aqueous solution of crystal violet) 
and metabolic activity of cells (tetrazolium salt reduction method). Statistical processing of the results was 
carried out using nonparametric evaluation criteria of the SPSS v.22.0.
Results. 11 (30.5%) strains were susceptible to fluconazole, 6 (14.0%) classified as “susceptible dose-
sensitive”, 20 (55.5%) were resistant to this AFD. All strains were susceptible to polyenes, echinocandins 
and 5-flucytosine. The work shows a correlation between the nucleotide polymorphism of the ERG11 
gene and the sensitivity of the strain to fluconazole. Resistant strains of C. albicans (MIC > 8 mg/l) were 
characterized by the lowest variability and the presence in the genotype of a single missense mutation 
T394C (Y132H), associated with resistance to azoles. A possible role of A1343G (E448G) as a suppressor 
intragenic mutation that neutralizes the effect of T394C (Y132H) on conformational changes in the Erg11 
protein has been suggested. Further research is need in this aspect. The ERG11 and FLU1 genes showed 
increased expression levels (р = 0.004 and р = 0.012, respectively) in fluconazole-resistant C. albicans 
strains compared to susceptible strains. No significant differences were found in the expression of genes 
encoding drug transporter proteins CDR1, CDR2 and MDR1. All studied C. albicans strains formed 
biofilms in vitro. Fluconazole-resistant strains had higher metabolic activity and biofilm mass (p = 0.011 
and р = 0.012, respectively).
Conclusions. Resistance of RVVC pathogens in the North-West region of Russia is associated with 
increased biofilm formation, amino acid substitution Y132H and increased expression of the ERG11 and 
FLU1 genes.
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Введение

В последние два десятилетия во всем мире суще-
ственно возросла роль микроскопических грибов, как 
возбудителей поверхностных, так и инвазивных мико-
зов [1, 2]. Особую проблему представляет вульвова-
гинальный кандидоз (ВВК), который является самым 
распространенным грибковым заболеванием среди 
женщин репродуктивного возраста – 75% всех жен-
щин, по крайней мере, один раз в жизни сталкивались 
с ВВК [3]. Причем, у 9% заболевание приобретает тя-
желую рецидивирующую форму с частотой обостре-
ний не менее четырех эпизодов в течение года и диа-
гностируется как рецидивирующий вульвовагинальный 
кандидоз (РВВК). По мировым данным ежегодно от 
РВВК страдает примерно 138 млн женщин (преимуще-
ственно от 25 до 35 лет), что составляет 3871 слу-
чаев на 100 000 населения [2, 4]. В странах с высоким 
уровнем дохода экономическое бремя потери произво-
дительности от РВВК может достигать 14,39 млрд дол-
ларов США в год [2].

При этом, невзирая на распространенность РВВК 
во всем мире и обширные эпидемиологические иссле-
дования, заболевание имеет ограниченные возможно-
сти терапии и неопределенный патогенез; а долгосроч-
ный прием флуконазола с целью профилактики остается 
доминирующей стратегией лечения. Но растущая рези-
стентность возбудителя к препаратам азолового ряда 
ставит под сомнение эффективность данной тактики ле-
чения РВВК [5–7]. По нашим данным за последнее де-
сятилетие процент резистентных к флуконазолу штам-
мов возбудителей РВВК возрос от 3 до 49% [8, 9]. 
Отягощает данный факт проблема ограниченного числа 
эффективных доступных противогрибковых лекарствен-
ных средств (ПГЛС).

Несмотря на то, что частота РВВК, ассоциированного 
с дрожжевыми грибами не-albicans* видов, неуклонно 
растет, Candida albicans по-прежнему остается наиболее 
распространенным этиологическим агентом, вызываю-
щим от 75 до 90% случаев заболевания [11–13].

* В связи с пересмотром номенклатуры грибов рода Candida [10] использование термина «Candida не-albicans» вид, как это 
делалось исторически, ошибочно.
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Резистентность к азолам C. albicans – многоуров-
невый комплексный процесс, включающий множество 
факторов. Были предложены различные гипотезы фор-
мирования резистентности: (1) уменьшение проница-
емости клеточной мембраны, которое может снижать 
количество препарата, поступающего в клетку; (2) уси-
ление способности деградации лекарственных средств; 
(3) миссенс-мутации гена ERG11, кодирующего фер-
мент ланостерол-14альфа-деметилазу – «мишень» дей-
ствия азолов, приводящие к конформационным изме-
нениям белка, снижающим его аффинитет к молекулам 
ПГЛС; (4) гиперэкспрессия генов мембранных транс-
портеров системы эффлюкса, способствующая актив-
ному выведению ПГЛС из грибковой клетки (снижение 
внутриклеточной концентрации азолов); (5) образова-
ние биопленки, обеспечивающей защитную эконишу 
для клеток гриба [14–17].

В настоящее время аминокислотные замены белка – 
ключевого фермента синтеза эргостерола (основного 
компонента клеточной мембраны грибов) – ланосте-
рол-14альфа-деметилазы (Erg11) и гиперэкспрессия ге-
нов белков-транспортеров лекарственных препаратов 
рассматривают как две основные причины (фактора) 
развития резистентности дрожжевых грибов к ПГЛС 
азолового ряда [18–21].

Известно, что ген ERG11 клинических изолятов 
C. albicans характеризуется высоким полиморфизмом: 
согласно современным данным описано более 140 уни-
кальных полиморфных вариантов, и этот список посто-
янно расширяется [22], однако не все нуклеотидные 
замены влияют как на первичную (линейную), так и на 
пространственную структуру белка. Кроме того, несмо-
тря на то, что большинство описанных аминокислотных 
замен независимо или в комбинации с другими механиз-
мами связаны со снижением чувствительности дрожже-
вых грибов к азолам, для ряда мутаций связь с феноти-
пической устойчивостью не доказана.

В формировании резистентности к ПГЛС дрожжевых 
грибов играют роль два основных типа трансмембран-
ных транспортеров, отвечающих за эффлюкс лекар-
ственных средств: АТФ-связывающие кассетные транс-
портеры (АВС-ATF-binding caseette) и транспортеры 
суперсемейства основных переносчиков (фасилитато-
ров) (MFS – Major-Facilitator superfamily). Быстрый отток 
ПГЛС, который обеспечивает гиперэкспрессия CDR1, 
CDR2 и MDR1, FLU1 транспортеров, относящихся к АВС 
и MFS типам соответственно, не позволяет достичь ле-
тальных внутриклеточных концентраций азолов, тем 
самым способствуя выживанию грибкового патогена 
[23–27]. Однако сведения о влиянии того или иного 
транспортера системы клеточного эффлюкса на базо-
вый уровень устойчивости к азолам у клинических изо-
лятов C. albicans неоднозначны и зачастую носят про-
тиворечивый характер [28–36]. Следует отметить, что 
механизмы формирования резистентности грибковых 
патогенов к ПГЛС (уровень мРНК генов белков – транс-
портеров, нуклеотидный полиморфизм гена ERG11) 
сильно варьируют в зависимости от популяционной при-

надлежности штаммов (отличаются не только среди раз-
личных географических регионов, но и среди различных 
медицинских учреждений внутри одного региона) и ло-
кализации грибковой инфекции.

Независимо от описанных выше молекулярно-гене-
тических механизмов устойчивости к ПГЛС, биоплен-
кообразование для клинических изолятов дрожжевых 
грибов является дополнительным способом формиро-
вания резистентности и толерантности к лекарственной 
терапии, что делает лечение грибковых инфекций, ас-
социированных с образованием биопленок, особенно 
сложным [37, 38]. Особую актуальность образование 
биопленок приобретает в случае рецедивирующей ин-
фекции, такой как РВВК, способствуя адаптации клеток 
грибов к действию ПГЛС, персистированию и повторной 
манифестации заболевания.

Несмотря на актуальность проблемы неэффектив-
ности терапии РВВК и лекарственной резистентности 
возбудителя, в настоящее время стоит отметить огра-
ниченность информации о молекулярно-генетических и 
биологических факторах ее формирования на терри-
тории России, что затрудняет внедрение эффективных 
диагностических, терапевтических и профилактических 
стратегий. Таким образом, изучение локальной эпидеми-
ологии РВВК, определение ключевых характеристик кли-
нических изолятов C. albicans, ассоциированных с РВВК, 
является актуальной задачей, решение которой будет 
способствовать совершенствованию профилактики, ди-
агностики и терапии микотических инфекций, снижению 
глобального бремени микозов.

Цель исследования – определение молекулярно-био-
логических характеристик штаммов C. albicans, выде-
ленных при РВВК, ассоциированных с формированием 
резистентности к препаратам азолового ряда.

Материалы и методы

Дизайн исследования
В настоящее исследование было включено 36 кли-

нических изолятов C. albicans от пациенток, средний 
возраст 33 ± 6 лет (от 18 до 44 лет), с установленным 
 диагнозом РВВК (медиана длительности заболевания – 
24,0 (18,0÷41,0) месяца; частота рецидивов в год – 
10,0 (8,0÷12,0)), обратившихся в НИИ медицинской ми-
кологии им. П.Н. Кашкина за амбулаторной помощью с 
июля по ноябрь 2024 г. РВВК диагностировался на ос-
новании следующих критериев: наличие у пациенток 
≥ 4 эпизодов заболевания в течение года, отсутствие 
ответа на первоначальную противогрибковую терапию, 
наличие дрожжевых грибов при микроскопическом и 
культуральном исследовании. Критериями исключения 
служили: беременность; тяжелая эндокринная патоло-
гия, в том числе в сочетании с выраженными наруше-
ниями менструальной функции (синдром поликистозных 
яичников, другие нейроэндокринные синдромы); нали-
чие инфекций, передающихся половым путем, на мо-
мент исследования. Пациенткам была объяснена суть 
исследования, и от каждой было получено письмен-
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ное согласие на участие. Исследование было одобрено 
локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО «Северо-
Западный государственный медицинский университет 
имени И.И. Мечникова» Минздрава России, протокол 
№ 06 от 19.06.2024 г.

Выделение и идентификация штаммов C. albicans
Материал для микологического обследования 

брали с 16 по 23 день цикла стерильным ватным там-
поном, смоченным в физиологическом растворе, с за-
днебокового свода влагалища. Все образцы подвер-
гали прямому микроскопическому исследованию для 
идентификации грибковых элементов и культуральному 
исследованию на агаре Сабуро с хлорамфениколом 
(НИЦФ, Россия) при температуре 37°С в течение 48 ч. 
Видовую идентификацию дрожжевых грибов проводили 
с использованием автоматизированной системы MALDI-
TOF MS (BactoSCREEN, НПФ «ЛИТЕХ») с дальнейшим 
подтверждением методом таргетного секвенирования 
по региону ITS рДНК (номера доступа последователь-
ностей (accession numbers) ITS в базе данных GenBank 
NCBI: PQ738280-PQ738315). Выделенные штаммы 
C. albicans хранили в бульоне Сабуро (НИЦФ, Россия) 
при -86°C для дальнейшего анализа. Для всех экспе-
риментов, запланированных в исследовании, использо-
вали суточные культуры грибов C. albicans, субкультиви-
рованные на агаре Сабуро.

Определение чувствительности штаммов C. albicans 
к противогрибковым лекарственным средствам

Чувствительность к ПГЛС клинических изолятов 
C. al bi cans определяли с помощью коммерческой ко-
лориметрической тест-системы Fungus AST (Autobio 
Diagnostics Co, Китай). Отнесение штаммов к той или 
иной категории чувствительности (чувствительный, чув-
ствительный дозозависимый или резистентный) осущест-
вляли согласно клинически значимым пороговым значе-
ниям минимальной подавляющей концентрации (МПК) в 
соответствии с документом CLSI M27A, 2022 [39].

Выделение ДНК
Геномную ДНК клинических изолятов C. albicans 

выделяли с использованием модифицированного про-
токола CTAB/хлороформ-изоамиловый спирт в соот-

ветствии с методом, описанным для выделения ДНК 
растений [40, 41], предварительно проведя гомогени-
зацию клеток гриба в 500 мкл экстракционного СТАВ-
буфера 20 сек. при интенсивности 5000 об/мин на 
приборе Precellys24 (Bertin Technologies, Франция). 
Осадок промывали в 300 мкл этанола 70%, обезвожи-
вали на воздухе, регидратировали в 50 мкл ddH2O и 
хранили при +4°С.

Анализ нуклеотидных вариантов гена ERG11 штам-
мов C. albicans

Для определения нуклеотидной последовательности 
гена ERG11, кодирующего ланостерол-14альфа-деме-
тилазу, в анализ была включена полная последователь-
ность гена C. albicans (1587 п.о.), амплифицированная 
с использованием праймеров, разработанных в ходе ра-
боты с помощью инструмента Primer-Blast (www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi), Таблица 1.

ПЦР-амплификацию гена ERG11 осуществляли в ко-
нечном объеме реакционной смеси 50 мкл (5 мкл смеси 
dNTP (2,5 мМ), 5 мкл 10-кратного реакционного бу-
фера (750 мМ Tris-HCl (pH 8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 
0,1% Tween 20), 2 мкл каждого праймера (5 пМ), 5 мкл 
25 мМ MgCl2, 2,5 мкл геномной ДНК, 0,2 мкл ДНК-
полимеразы Taq (5000 ЕД/мл) (New England BioLabs, 
США) и 28,3 мкл ddH2O) с использованием следующей 
программы: 5 мин. денатурации при 95°C, затем 35 ци-
клов: 30 сек. при 95°C, 45 сек. при 57°C и 60 сек. при 
72°C, а также финальная стадия элонгации при 72°C 
в течение 10 мин. Качество ПЦР-продуктов и соответ-
ствие молекулярному весу анализировали с помощью 
электрофореза в 6% полиакриламидном геле.

Продукты ПЦР, очищенные с помощью набора 
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США), служили в качестве матрицы для циклического 
секвенирования, которое проводили с использованием 
набора BrilliantDye™ Terminator Cycle Sequencing kit 
v3.1 (NimaGen, Нидерланды), и праймеров (Таблица 1) 
с последующим удалением невключенных терминато-
ров и ионов солей из продуктов реакции с примене-
нием набора iX-Pure Dye Terminator Cleanup Kit (Applied 
Biosystems, США), с последующей оценкой сиквенс-про-
дуктов на генетическом анализаторе ABI PRISM 3500 
(Applied Biosystems, Hitachi, Япония). Затем контиги 

Таблица 1. Структура праймеров, используемых для определения нуклеотидной последовательности гена ERG11

Название Последовательность (5`-3`) Назначение Размер фрагмента

CaERG11_I_F AGACAAAGAAAGGGAATTCAATCGT амплификация/секвенирование ERG11 1713 п.о.

CaERG11_III_R TGAATCGAAAGAAAGTTGCCGT

CaERG11_II_F TCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTT секвенирование ERG11

CaERG11_II_R GCAGAAGTATGTTGACCACCC

CaERG11_III_F GTGGTGATATTGATCCAAATCGTG

CaERG11_I_R ACATTGGCAACCCCATGAGT
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обеих цепей гена ERG11 были собраны в консенсус-
ную последовательность, выровненную на референсную 
последовательность C. albicans strain lowa: 20628.078 
(GenBank: KM881482.1), с помощью программы 
Seaview v.4.7 [42].

Выделение РНК и синтез кДНК
Выделение тотальной РНК из клеток суточных куль-

тур C. albicans проводили с использованием набора 
SKYPrep RNA Pure Plant Plus (СкайДжин, Россия) с после-
дующей обработкой образцов ДНКазой 1 для удаления 
возможных примесей ДНК, согласно инструкции произ-
водителя. Чистоту выделенных образцов РНК проверяли 
спектрофотометрически – отношением оптических плот-
ностей 260 нм и 280 нм. Полученные образцы РНК хра-
нили при -80°С.

Для получения комплементарной ДНК проводили ре-
акцию обратной транскрипции мРНК при помощи на-
бора HiScript III 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Nanjing 
Vazyme Biotech Co, Китай) согласно инструкции произ-
водителя. Все манипуляции с выделенной мРНК и реак-
тивами для реакции обратной транскрипции проводи-
лись на льду. Полученные образцы кДНК хранили при 
+4°С в течение двух недель.

Определение относительного уровня мРНК генов 
ERG11, CDR1, CDR2, MDR1, FLU1 и PMA1

Относительный уровень экспрессии генов, потенци-
ально ассоциированных с формированием резистент-
ности к азолам, C. albicans оценивался в ходе ПЦР-РВ 
в системе CFX96 Touch (Bio-Rad, США) с использова-
нием интеркалирующего флуоресцентного красителя 
EVA Green. Реакцию амплификации проводили в 20 
мкл реакционной смеси, содержащей 5 нг кДНК в ка-
честве матрицы, 25 мМ MgCl2 (Thermo Scientific, США), 
2,5 мМ каждого dNTP (Thermo Scientific, США), по 25 
пМ прямого (For) и обратного (Rev) праймеров (Синтол, 
Россия), 1 ед акт Taq ДНК-полимеразы (New England 
BioLabs, США) и ПЦР-буфера с красителем EVA Green 
(Синтол, Россия). Условия амплификации – начальная 
денатурация: 3 мин. при 95°С, далее 36 циклов: плав-
ление при 95°С – 30 сек., отжиг при 60°С – 30 сек., 
синтез – 72°С (30 сек.). Уровень мРНК каждого из ана-
лизируемых генов был нормализован относительно 
уровня экспрессии рибосомального гена 18S, взятого 
в качестве эндогенного контроля. Структура прайме-
ров для анализа экспрессии генов взята из литератур-
ных источников [29, 34].

Оценку относительного уровня мРНК генов прово-
дили с использованием метода относительных измере-
ний 2-∆∆Сt. Показатели среднего значения относитель-
ного уровня мРНК генов представлены в виде медианы 
(Me), нижнего и верхнего квартилей (Lq ÷ Hq).

Оценка биопленкообразования штаммов C. albicans
Развитие биопленки оценивали по методике Ra-

mage G. и соавт. [43]. Суточную культуру грибов C. al
bicans, полученную на агаре Сабуро, рекультивиро-

вали в дрожжевом пептонно-декстрозном бульоне (YPD) 
(2% пептона, 1% дрожжевого экстракта и 2%  глюкозы) 
в течение 20 ч. на шейкере (BioSan) при 180 об/мин 
при 37°С. Затем клетки отмывали 10 мМ фосфатным 
буфером c добавлением 2,7 мМ KCl и 137 мМ NaCl, 
pH = 7,4 (Sigma) и ресуспендировали в среде RPMI 1640 
с L-глутамином без бикарбоната (Gibco, США), забуфе-
ренной до pH 7 3-(N-морфолинопропансульфоновой 
кислотой (MOPS, 0,165 М). 100 мкл данной суспензии, 
содержащей 106 клеток/мл, высевали в 96-луночные 
плоскодонные планшеты (Eppendorf, Германия) и инку-
бировали в течение 13 и 23 ч. при 37°С, что соответ-
ствовало окончаниям фаз адгезии и созревания био-
пленки. Каждый штамм исследовался в трех повторах. 
Сформированные биопленки C. albicans оценивали по 
двум показателям: общая клеточная масса – с помощью 
метода окрашивания водным раствором кристалличе-
ского фиолетового (CV), и метаболическая активность 
клеток в составе биопленки – с помощью метода вос-
становления солей тетразолия (XTT) [44, 45]. Результаты 
анализировали с помощью планшетного спектрофотоме-
тра Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Oy, Финляндия) 
при длине волны 590 нм и 492 нм соответственно.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием пакета программы SPSS версия 
22.0 (IBM, США). Для проверки статистических гипо-
тез о виде распределения данных использовали W-тест 
Шапиро-Уилка. Так как изучаемые переменные имели су-
щественное отклонение от нормального распределения, 
сравнение показателей проводили при помощи непа-
раметрических критериев: для оценки различий между 
независимыми выборками использовали критерий 
Манна-Уитни – U; для оценки корреляционных зависимо-
стей – критерий корреляции Спирмена. Статистически 
значимыми различиями сравниваемых параметров счи-
тали значения р < 0,05.

Результаты

Чувствительность к ПГЛС штаммов C. albicans, выде-
ленных от пациенток с РВВК

Результаты определения чувствительности к ПГЛС 
(10 препаратов) для 36 клинических изолятов C. albi
cans, ассоциированных с РВВК, представлены в Таб-
лице 2. Среди изученных штаммов 11 (30,5%) были 
чувствительны к флуконазолу, 6 (14,0%) – отне-
сены к категории «чувствительный дозозависимый», и 
20 (55,5%) – резистентны к данному ПГЛС, при МПК50 

для всех включенных в исследование штаммов 8 мг/л. 
Уровень резистентности штаммов C. albicans, возбу-
дителей РВВК, к вориконазолу был практически сопо-
ставим с данными для флуконазола и составил 52,8%, 
исключение составил один штамм, обладающий моно-
резистентностью к флуконазолу, остальные 19 штам-
мов C. albicans были полирезистентны к препаратам 
азолового ряда. Для  позаконазола в настоящее время 
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существуют только эпидемиологические точки отсече-
ния, поэтому оценить резистентность к данному ПГЛС 
затруднительно. При этом все включенные в работу 
штаммы были чувствительны (или не имели высоких  
МПК для препаратов с неутвержденными критериями 
интерпретации) к полиенам, эхинокандинам и 5-флуци-
тозину.

Нуклеотидный полиморфизм гена ERG11 штаммов 
C. albicans с различной чувствительностью к флукона-
золу

В ходе нашего исследования получено 36 полных 
последовательностей гена ERG11 (1587 п.о.) клини-
ческих изолятов C. albicans, вызывающих РВВК, с раз-
личной чувствительностью in vitro к препаратам азо-
лового ряда. Данные представлены в Таблице 3 и на 

Рисунке 1. Изученные нуклеотидные последовательно-
сти ERG11 депонированы в базу данных GenBank NCBI, 
номера доступа (GenBank accession numbers) приведены 
в Таблице 3. Всего было обнаружено 29 различных од-
нонуклеотидных вариантов (ОНВ), из них 18 ОНВ (62%) 
представляли собой синонимичные замены, не приводя-
щие к изменению структуры белка, а 11 ОНВ (38%) – 
миссенс-мутации, влияющие на аминокислотную после-
довательность.

Прослеживалась четкая корреляция между нуклео-
тидным полиморфизмом гена ERG11 и чувствительно-
стью штамма к флуконазолу: наибольшей гетероген-
ностью отличались чувствительные к азолам штаммы, 
наименьшей – резистентные. На Рисунке 1 видна четкая 
кластеризация штаммов на три группы: резистентные, 
чувствительные дозозависимые и чувствительные с МПК 

Рисунок 1. Филогенетическое дерево, созданное путем анализа максимального правдоподобия (программа Seaview v.4.7) нуклеотидных 
последовательностей гена ERG11 клинических изолятов C. albicans, вызывающих РВВК

  R – резистентный к флуконазолу штамм 
SDD – чувствительный дозозависимый штамм 
S – чувствительный штамм
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2 мг/л, и чувствительные с МПК < 1 мг/л. Последняя 
группа представляла на филогенетическом дереве три 
отдельные ветки с последующем делением, характе-
ризовалась множественными молчащими мутациями 
и наличием от одной до четырех следующих миссенс- 
мутаций: D116E, K128T, E266D, V404I, Y447C, E448G, 
V488I, I483V. Уникальную группу представляли штаммы 
категории «чувствительный дозозависимый» in vitro к 
флуконазолу, кластеризующиеся с чувствительными 
штаммами с МПК 2 мг/л (верхняя граница интерпрета-
ции чувствительности). Данные изоляты имели генотип 
ERG11, представленный тремя миссенс-мутациями: две 
из которых были одинаковы для всех штаммов T394C 
(Y132H) и A1343G (E448G), а третья имела межштам-
мовые вариации – C368T (T123I) или G1349A (G450E). 
Исключение составил штамм 2426, отличающийся наи-
большим нуклеотидным полиморфизмом. Интересно от-
метить, что все штаммы этой группы имели мутацию 
T394C (Y132H), для которой определенно доказана ас-
социация с развитием резистентности к ПГЛС азолового 
ряда [46], и миссенс-мутацию A1343G (E448G), входя-
щую в генотип всех чувствительных и чувствительных 
дозозависимых штаммов, изученных в данной работе. 
На основании полученных данных можно предположить, 
что миссенс-мутация A1343G (E448G) имеет протектив-
ный эффект, предотвращая развитие резистентности 
in vitro у грибов C. albicans, и является супрессорной 
внутригенной мутацией, нивелирующей влияние мутации 
T394C (Y132H) на конформационные изменения белка 
Erg11, снижающие его аффинитет к молекулам ПГЛС. 
При этом воздействие in vivo препаратами азолового 
ряда на данную категорию штаммов (при терапии РВВК) 
необходимо изучить дополнительно. Группа резистент-

ных к азолам штаммов C. albicans (МПК > 8 мг/л) от-
личалась наименьшей вариабельностью нуклеотидной 
последовательности и наличием в генотипе единствен-
ной миссенс-мутации T394C (Y132H), ассоциированной 
с развитием устойчивости к азолам.

Относительный уровень экспрессии ERG11 и ге-
нов белков-транспортеров лекарственных препаратов 
CDR1, CDR2, MDR1 и FLU1

При проведении дальнейшей статистической обра-
ботки результатов клинические изоляты C. albicans, 
включенные в исследование, были поделены на две 
группы: чувствительные и нечувствительные к флуко-
назолу, во вторую группу вошли помимо резистентных 
штаммов, чувствительные дозозависимые. Визуализация 
полученных результатов представлена на Рисунке 2. 
Относительный уровень мРНК генов ERG11 и FLU1 
был значимо выше для нечувствительных к флукона-
золу штаммов и составил 1,52 (0,36÷7,41) vs 0,07 
(0,003÷1,13), р = 0,004 и 0,84 (0,29÷3,02) vs 0,04 
(0,006÷1,35), р = 0,012 соответственно. Кроме того, 
установлены корреляции между показателями экспрес-
сии данных генов (ERG11 и FLU1) (r = 0,877, p < 0,001). 
Статистически значимых различий в экспрессии ге-
нов белков-транспортеров лекарственных препаратов 
CDR1, CDR2 и MDR1 между изучаемыми группами не 
установлено.

Характеристика биопленкообразования штаммов 
C. albi cans, ассоциированных с РВВК

В целом, процесс развития биопленки C. albicans 
можно разделить на четыре основные фазы: адгезия, 
пролиферация, созревание и рассеивание [38]. В пред-

Таблица 2. Чувствительность к противогрибковым лекарственным средствам штаммов C. albicans, вызывающих РВВК, на основе 
критериев CLSI M27A, 2022

Вид ПГЛС
Резистент-
ность, %

Диапазон 
МПК (мг/л)

МПК
50

 
(мг/л)

МПК
90

 
(мг/л)

МПК (мг/л)

32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 0,015

C
a
nd

id
a
 a

lb
ic

a
ns

 (
n 

=
 3

6
)

Азолы

FLU 55,5 0,06–32 8 16 1 4 15 5 3 2 4 1 1

VOR 52,8 0,015–2 1 1 3 16 3 3 3 4 4

POS - 0,06–0,25 0,125 0,25 10 9 17

ITRA - 0,125–1 0,5 0,5 1 18 6 11

Полиены

AmB - 0,5–1 0,5 1 12 24

NYS - 2–4 4 4 30 6

Эхинокандины

AND 0 0,007–0,125 0,015 0,03 1 14 4 17

MCF 0 0,015–0,125 0,03 0,06 1 10 22 3

CAS 0 0,03–0,125 0,03 0,06 2 16 18

Фторированные пиримидины

5-flu - 0,015–1 0,25 0,5 2 16 7 4 5 1 1

«-» - нет утвержденных критериев интерпретации.
FLU – флуконазол; VOR – вориконазол; POS – позаконазол; ITRA – итраконазол; AmB – амфотерицин В; NYS – нистатин; 
AND – анидулафунгин; MCF – микафунгин; CAS – каспофунгин; 5-flu – 5-флуцитозин.
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Таблица 3. Нуклеотидный (аминокислотный) полиморфизм гена ERG11 возбудителей РВВК, выделенных на территории России

Штамм
№

GenBank 
accession 
numbers

МПК FLU 
(мг/л)

Генотип ERG11

241 PQ720363 0,06 T315C, T348A (D116E*), A357G, C411T, C658T, C1110T, A1343G (E448G), A1440G, T1470C

244 PQ720366 0,13 C216T, T315C, T348A (D116E), A357G, C411T, C658T, A798C (E266D), T996C, A1020G, A1026G, 
C1110T, T1203C, C1296T, T1302C, A1343G (E448G), A1440G, G1462A (V488I), T1470C

242 PQ720364 0,25 C216T, T315C, C411T, T549C, C658T, A798C (E266D), T996C, A1026G, C1110T, T1203C, C1296T, 
T1302C, A1343G (E448G), G1462A (V488I)

246 PQ720367 0,25 C216T, T315C, C411T, T549C, C658T, A798C (E266D), T996C, A1026G, A1083G, C1110T, T1203C, 
A1343G (E448G), T1368A, A1440G, T1470C

2422 PQ720383 0,25 T315C, T348A (D116E), A357G, C411T, C658T, T996C, A1083G, C1110T, T1203C, A1343G 
(E448G), T1368A, A1440G, T1470C

2423 PQ720384 0,25 A1343G (E448G)

2418 PQ720379 0,50 T996C, A1083G, C1110T, T1203C, G1210A (V404I), T1284C, A1343G (E448G), A1440G, A1447G 
(I483V), T1470C

2427 PQ720388 0,50 C216T, T315C, C411T, T549C, C658T, A798C (E266D), T996C, A1026G, C1110T, T1203C, C1296T, 
T1302C, A1343G (E448G), G1462A (V488I)

2426 PQ720387 2,00 T315C, T348A (D116E), A357G, A383C (K128T), T394C (Y132H), C411T, C658T, A1020G, C1110T, 
A1340G (Y447C), A1343G (E448G), A1440G, T1470C

243 PQ720365 2,00 C368T (T123I), T394C (Y132H), A1343G (E448G)

2419 PQ720380 2,00 C368T (T123I), T394C (Y132H), A1343G (E448G)

2424 PQ720385 4,00 C368T (T123I), T394C (Y132H), A1343G (E448G)

2462 PQ720393 4,00 C368T (T123I), T394C (Y132H), A1343G (E448G)

2466 PQ720397 4,00 C368T (T123I), T394C (Y132H), A1343G (E448G)

2417 PQ720378 4,00 T394C (Y132H), A1343G (E448G), G1349A (G450E)

2430 PQ720391 4,00 T394C (Y132H), A1343G (E448G), G1349A (G450E)

249 PQ720370 8,00 T394C (Y132H)

2410 PQ720371 8,00 T394C (Y132H)

2412 PQ720373 8,00 T394C (Y132H)

2413 PQ720374 8,00 T394C (Y132H)

2414 PQ720375 8,00 T394C (Y132H)

2415 PQ720376 8,00 T394C (Y132H)

2416 PQ720377 8,00 T394C (Y132H)

2420 PQ720381 8,00 T394C (Y132H)

2421 PQ720382 8,00 T394C (Y132H)

2425 PQ720386 8,00 T394C (Y132H)

2429 PQ720390 8,00 T394C (Y132H)

2461 PQ720392 8,00 T394C (Y132H)

2463 PQ720394 8,00 T394C (Y132H)

2464 PQ720395 8,00 T394C (Y132H)

2465 PQ720396 16,00 T394C (Y132H)

2467 PQ720398 16,00 T394C (Y132H)

247 PQ720368 16,00 T394C (Y132H)

2411 PQ720372 16,00 T394C (Y132H)

2428 PQ720389 16,00 T394C (Y132H)

248 PQ720369 32,00 T394C (Y132H)

МПК – минимальная подавляющая концентрация; FLU – флуконазол.
* Жирным шрифтом в скобках обозначены соответствующие аминокислотные замены.
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Рисунок 2. Относительный уровень мРНК гена ERG11 клинических изолятов C. albicans, вызывающих РВВК, с различным уровнем 
чувствительности к флуконазолу

  S – чувствительные к флуконазолу штаммы; SDD + R – нечувствительные к флуконазолу штаммы (чувствительные дозо-
зависимые и резистентные)

ставляемой работе параметры биопленкообразования 
были проанализированы на стадии адгезии и созрева-
ния (Рисунок 3 и 4 соответственно).

Все изученные штаммы C. albicans образовывали 
биопленки in vitro. В конце фазы адгезии клеток к суб-
страту наибольшая метаболическая активность выяв-
лена среди изолятов, резистентных к препаратам азо-
лового ряда. Установлены статистически значимые 
различия (p = 0,011) метаболической активности нечув-
ствительных и чувствительных штаммов. Для общей кле-
точной массы биопленки, выраженной в единицах опти-

ческой плотности экстрагированного кристаллического 
фиолетового, также получены статистически значимые 
различия (p = 0,003) между группой нечувствительных 
(наибольшая масса) и чувствительных к азолам изоля-
тов C. albicans.

При оценке параметров биопленкообразования в 
фазу созревания статистически значимых различий в 
метаболической активности между резистентными и 
чувствительными к препаратам азолового ряда штам-
мами C. albicans не выявлено, но наибольший показа-
тель получен в группе изолятов, резистентных к  азолам. 
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Рисунок 3. Параметры биопленкообразования клинических 
изолятов C. albicans в фазу адгезии  
А – метаболическая активность биопленки  
Б – общая клеточная масса биопленки

Рисунок 4. Параметры биопленкообразования клинических 
изолятов C. albicans в фазу созревания  
А – метаболическая активность биопленки  
Б – общая клеточная масса биопленки

По  показателю общей клеточной массы все группы стати-
стически значимо различались между собой (p = 0,024), 
наибольший ее уровень также отмечен у группы нечув-
ствительных к азолам штаммов.

Обсуждение

Вовлечение в инфекционные процессы резистентных 
к противомикробной терапии микроорганизмов огра-
ничивает терапевтические возможности, крайне нега-
тивно сказывает на здоровье пациента и представляет 
собой глобальную проблему для современного здраво-
охранения [47, 48]. Более 50% изученных в данной ра-
боте клинических изолятов C. albicans – возбудителей 
РВВК – были резистентны к препаратам азолового ряда 
(флуконазолу, вориконазолу), которые являются препа-
ратами выбора при терапии ВВК, а при рецидивирующих 
формах используются еще и профилактически до 6 ме-
сяцев. При этом, флуконазол зачастую назначают эмпи-
рически, без выделения возбудителя, видовой иденти-
фикации и определения чувствительности к ПГЛС, что 
приводит к нерациональному применению ПГЛС, перси-
стированию резистентных форм инфекции, утяжелению 
течения заболевания, нарастанию глобального бремени 
антимикробной резистентности [49]. Доказано в ходе 
долгосрочного исследования, что приобретенная рези-

стентность к флуконазолу C. albicans, ассоциированных 
с РВВК, остается стабильной, даже несмотря на длитель-
ную отмену азолов [50]. Более того, зачастую штаммы 
возбудителей РВВК резистентные к флуконазолу раз-
вивают перекрестную полирезистентность к препара-
там азолового ряда (вориконазолу, итраконазолу), что 
преимущественно связывают с мутационными изменени-
ями гена ERG11 [51–53], значительно снижая терапев-
тические возможности для таких пациентов. В качестве 
альтернативных стратегий лечения РВВК, вызванных по-
лирезистентными к азолам возбудителями, хорошо заре-
комендовала себя местная терапия Амфотерицином В, 
5-флуцитозином (в составе комбинированной терапии) 
[54–56]. Также есть отдельные данные об успешном 
применении эхинокандинов, в частности анидулафун-
гина [57]. По результатам нашей работы эти препараты 
в настоящее время могут рассматриваться в качестве 
терапии резерва при РВВК.

В основе адаптации к воздействию антимикробных 
лекарственных средств лежат процессы микроэволю-
ции, приводящие к дивергенции популяции внутри вида, 
позволяющей приобретать микроорганизму резистент-
ность к применяемой антимикробной терапии. Изучение 
молекулярно-генетических механизмов и биологических 
аспектов формирования резистентности к ПГЛС оппор-
тунистических грибов, возбудителей РВВК, будет спо-
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собствовать определению биомаркеров прогноза назна-
чаемой терапии и совершенствованию терапевтических 
схем лечения заболевания, а также может стать осно-
вой разработки новых фармацевтических препаратов.

Известно, что индивидуальный нуклеотидный поли-
морфизм ERG11 может влиять на селективную чувстви-
тельность к азолам и варьировать между географиче-
скими популяциями и от локализации инфекционного 
процесса [17–20]. Впервые в работе описана нуклео-
тидная структура ERG11 возбудителей РВВК в России, 
показана ее зависимость от чувствительности штамма 
C. albicans к азолам. Все нечувствительные к флукона-
золу штаммы и чувствительные по критериям CLSI M27A 
с МПК 2 мг/л являлись носителями мисенс-мутации 
T394C (Y132H), локализованной в участке цепи, фор-
мирующем активный центр фермента, приводящей к че-
тырехкратному возрастанию МПК флуконазола. Также в 
работе впервые высказано предположение о значении 
генетического варианта A1343G (E448G), как супрес-
сорной внутригенной мутации, ослабляющей влияние му-
тации T394C (Y132H). Данное предположение требует 
дополнительных исследований. Подобный эффект су-
прессорных мутаций описан для дрожжевых грибов, как 
в случае подавления приобретенной азолорезистентно-
сти независимым от Erg11 образом [58], так и в случае 
супрессора чувствительности клеток гриба к флукона-
золу (обратный эффект) для вида с природной умеренной 
чувствительностью к азолам [59]. Внутригенных мутаций, 
обладающих супрессивным потенциалом для дрожжевых 
грибов, патогенов человека, описано не было.

Несмотря на то, что представленные результаты 
позволяют рассматривать ОНВ T394C (Y132H) гена 
ERG11 как генетический маркер резистентности грибов 
C. albicans, возбудителей РВВК, к триазолам для России, 
в изученной выборке штаммов приобретенная рези-
стентность к азолам была также связана с повышенным 
уровнем экспрессии ERG11 и FLU1. Однако для данных 
генов в литературе имеются противоречивые сведения 
о вкладе их транскрипционного профиля в формирова-
ние резистентности к ПГЛС. Тогда как гены белков «эф-
флюксных насосов» CDR1, CDR2 и MDR1 более широко 
обсуждаемые в литературе в контексте гиперэкспрес-
сии при резистентности к азолам C. albicans [28, 29, 34, 
60, 61], по результатам нашей работы не были ассоции-
рованы с повышением МПК возбудителей РВВК.

Образование биопленки усложняет лечение, в том 
числе за счет резистентных штаммов в ее составе, и 
способствует высоким показателям заболеваемости и 
смертности, а также представляет собой один из основ-
ных факторов толерантности при терапевтическом воз-
действии, способствующий развитию рецидивирующих 
форм кандидоза [62], что соотносится с результатами 
представляемой работы. При изменении микробиоты 
влагалища при РВВК увеличивается метаболическая 
активность дрожжевых клеток и их биомасса в со-
ставе биопленки, которые проявляются при обостре-
нии РВВК, когда происходит активное размножение 
дрожжевых клеток как в виде планктонной формы, 

так и в виде сессильных клеток в составе биопленки. 
Вследствие этого концентрации назначенных препара-
тов азолового ряда оказываются недостаточными для 
полной эрадикации дрожжевых грибов, что позволяет 
им в течение нескольких периодов обострения и назна-
чения терапии по стандартным схемам приобрести му-
тации в генах ERG. Данные мутации оказывают опо-
средованное влияние на внутриклеточные процессы, 
связанные с синтезом компонентов клеточной стенки у 
дрожжей, что отражается на их метаболической актив-
ности и общей клеточной массе биопленки, а следова-
тельно, провоцирует новые эпизоды обострения РВВК, 
о чем свидетельствуют статистически значимые разли-
чия между чувствительными и резистентными к азолам 
штаммами C. albicans.

Текущее исследование имеет ряд ограничений. Во-
первых, исследование ограничено одним географиче-
ским регионом – г. Санкт-Петербургом, а для оценки 
популяционной структуры в других регионах необхо-
дим системный мониторинг чувствительности и молеку-
лярно-генетических факторов, ассоциированных с раз-
витием резистентности возбудителей РВВК. Во-вторых, 
изученные штаммы C. albicans имели ограниченные ме-
таданные о проводимой ранее фармакотерапии (при-
менении противогрибковых препаратов и продолжи-
тельности терапии). В-третьих, работа была ограничена 
относительно небольшой выборкой клинических изоля-
тов C. albicans – возбудителей РВВК. Сложность набора 
пациентов данной группы объясняется часто встречаю-
щими коморбидными формами вульвовагинита с преоб-
ладанием бактериальной биоты над грибковой, подоб-
ные пациенты были исключены из исследования. Кроме 
того, несмотря на то, что большинство мисенс-мутаций, 
определенных нами в ходе анализа нуклеотидного поли-
морфизма гена ERG11, ранее уже были описаны в ли-
тературе, функциональное значение некоторых из них 
не было подтверждено экспериментально. Планируется 
проведение дополнительных исследований в данном на-
правлении.

Заключение

Ключевым фактором появления резистентности к 
ПГЛС у грибов рода Candida является длительное, зача-
стую неконтролируемое или неэффективное применение 
лекарственных средств в клинической практике, субте-
рапевтические уровни ПГЛС в местах локализации ин-
фекции, секвестрация в матриксе биопленок. В насто-
ящее время уже не подвергается сомнению тот факт, 
что формирование резистентности C. albicans к приме-
няемой антимикробной терапии происходит, как за счет 
структурных изменений в геноме микроорганизма, так 
и за счет эпигенетических механизмов, усиления транс-
крипции определенных генов, что, в свою очередь, при-
водит к повышенной экспрессии белков.

В настоящем исследовании было изучено несколько 
молекулярно-биологических механизмов, включая мута-
ции гена ERG11, экспрессию генов белков транспорте-
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ров лекарственных препаратов CDR1, CDR2, MDR1 и 
FLU1 и параметры биопленкообразования.

Высокий уровень распространенности резистентно-
сти к азолам возбудителей РВВК указывает на необхо-
димость определения чувствительности и генетических 
маркеров резистентности к ПГЛС до начала противо-
грибковой терапии или поиска альтернативных схем 
противогрибковой терапии этого варианта кандидоз-
ного вульвовагинита. По результатам нашей работы 
ключевыми генетическими детерминантами резистент-
ности является мисенс-мутация T394C (Y132H) и повы-
шенный уровень экспрессии генов ERG11 и FLU1, что 
будет основой разработки быстрых тестов на основе 
ПЦР для их определения.
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