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Генетические механизмы устойчивости Candidozyma auris 
к флуцитозину, индуцированной in vitro

Оганесян Э.Г.1, Гусарова К.В.1, Ковыршин С.В.1, Жук А.С.1,2, Тараскина А.Е.1, Любимова А.В.1, 
Васильева Н.В.1

1	 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И.И. Мечникова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия 

2	 Институт прикладных компьютерных наук, Университет ИТМО, Санкт-Петербург, Россия

Цель. Разработать модель формирования устойчивости Candidozyma auris к флуцитозину 
(5-фторцитозин, 5-ФЦ) in vitro и определить ассоциированный с ней мутационный профиль.
Материалы и методы. Проведено исследование по типу адаптивной лабораторной эволюции на 
7 клинических штаммах C. auris южноазиатской клады, выделенных из различных медицинских 
организаций России. Штаммы подвергали ступенчатой селекции возрастающими концентраци-
ями 5-ФЦ с молекулярной верификацией в контрольных точках. Минимальные подавляющие 
концентрации (МПК) определяли методом микроразведений. Кодирующие последовательно-
сти генов FUR1, FCY1 и FCY2 секвенировали по Сэнгеру и сравнивали с референсным штам-
мом B8441. Дополнительно оценивали «стоимость устойчивости» по площади под кривой роста 
(AUC) в стандартных и субингибирующих условиях.
Результаты. Во всех 7 штаммах устойчивость формировалась быстро и воспроизводимо: уже к 
пассажу P10 МПК 5-ФЦ повышалась до > 64 мг/л и сохранялась до P30. Замена в FCY1 (S70R) 
выявлена во всех родительских штаммах и не связана с адаптивными изменениями. У резистент-
ных вариантов обнаружены мутации в FUR1 (G68*, L168F, E182Q) и FCY2 (Y353*, G317*). 
В отдельных линиях МПК 5-ФЦ превышала 64 мг/л при отсутствии новых мутаций в указанных 
генах. Варианты P30 демонстрировали более низкие значения AUC по сравнению с родитель-
скими штаммами в отсутствие препарата и более высокие – при субингибирующей концентра-
ции 5-ФЦ.
Выводы. Экспериментальная селекция C. auris в присутствии 5-ФЦ приводила к быстрому и вос-
производимому формированию высокого уровня МПК > 64 мг/л. Резистентный фенотип воз-
никал независимо в нескольких линиях и был связан с различными изменениями генов метабо-
лического пути 5-ФЦ, что указывает на генетическую вариабельность механизмов адаптации. 
В отсутствие препарата приобретенная устойчивость сопровождалась снижением ростовой ак-
тивности, отражающим ее биологическую стоимость. Однако субингибирующая концентрация 
5-ФЦ изменяла соотношение приспособленности в пользу устойчивых вариантов. Таким обра-
зом, сохраняющееся воздействие низких концентраций препарата может поддерживать отбор 
резистентных субпопуляций C. auris, несмотря на снижение их исходного ростового потенциала.

Genetic mechanisms of in vitro-induced flucytosine resistance 
in Candidozyma auris

Oganesyan E.G.1, Gusarova K.V.1, Kovyrshin S.V.1, Zhuk A.S.1,2, Taraskina A.E.1, Lyubimova A.V.1, Vasilyeva N.V.1

1 North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, Saint-Petersburg, Russia
2 Institute of Applied Computer Sciences, ITMO University, Saint-Petersburg, Russia

Objective. To develop an in vitro model for the development of Candidozyma auris resistance to 
flucytosine (5-FC) and characterize its associated mutational profile.
Materials and methods. An adaptive laboratory evolution study was performed on seven clinical 
C. auris isolates of the South Asian clade obtained from independent epidemiological foci in Russian 
hospitals. Isolates underwent stepwise selection with increasing 5-FC concentrations, with molecular 
verification at defined checkpoints. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by broth 
microdilution (EUCAST). The coding sequences of FUR1, FCY1 and FCY2 were Sanger-sequenced and 
compared with the reference strain B8441. The fitness cost was additionally assessed as the area under 
the growth curve (AUC) under standard and subinhibitory conditions.
Results. In all seven isolates resistance emerged rapidly and reproducibly: by passage P10 the 5-FC 
MIC rose to > 64 mg/L and persisted through P30. The FCY1 S70R substitution was present in all 
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parental isolates and was not considered adaptive. Resistance was associated mainly with mutations 
in FUR1 (G68*, and also L168F, E182Q) and FCY2 (Y353*, G317*); in some lineages high MICs 
occurred without detectable changes in these genes. Evolved variants (P30) showed reduced growth 
activity (lower AUC) in the absence of the drug but outgrew parental isolates at the subinhibitory 5-FC 
concentration.
Conclusions. Experimental selection of C. auris in the presence of flucytosine resulted in the rapid 
and reproducible emergence of high-level resistance, with MICs exceeding 64 mg/L. The resistant 
phenotype arose independently in several lineages and was associated with distinct alterations in genes 
involved in 5-FC metabolism, indicating genetic heterogeneity in the underlying adaptive mechanisms. 
In the absence of the drug, acquired resistance was accompanied by reduced growth, consistent with a 
fitness cost. However, exposure to a subinhibitory concentration of 5-FC shifted relative fitness in favor 
of the resistant variants. Thus, sustained exposure to low concentrations of flucytosine may promote the 
selection of resistant C. auris subpopulations despite their reduced baseline growth capacity.

Введение

Инвазивные грибковые инфекции и устойчивость 
к противогрибковым лекарственным средствам явля-
ются одними из наиболее недооцененных угроз для гло-
бального здравоохранения [1, 2]. Согласно обновлен-
ной оценке бремени инвазивных микозов, ежегодно 
описывают около 6,5 млн инвазивных грибковых ин-
фекций и 3,8 млн летальных исходов (из них 2,5 млн – 
атрибутивные). Инвазивный кандидоз (ИК) составляет 
1,56 млн случаев в год при 995 тыс. смертей соответ-
ственно [3]. Устойчивость дрожжевых грибов к проти-
вогрибковым лекарственным средствам (ПГЛС) и позд-
няя диагностика ИК – два важных фактора в развитии 
инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи 
(ИСМП). Так, появление и быстрое распространение 
Candidozyma auris в стационарных условиях представ-
ляет серьезную угрозу здравоохранению из-за сочета-
ния множественной устойчивости к противогрибковым 
лекарственным препаратам и дезинфектантам, способ-
ности к длительной персистенции на объектах окружа-
ющей среды и колонизации пациентов в медицинских 
учреждениях и трудностей идентификации традицион-
ными методами. Не случайно в 2022 г. Всемирная ор-
ганизация здравоохранения включила C. auris в список 
грибковых патогенов критического приоритета, подчер-
кивая необходимость исследований механизмов лекар-
ственной устойчивости и разработки стратегий инфек-
ционного контроля [2]. C. auris представлена шестью 
генетическими кладами (I-VI), различающимися предпо-
лагаемым географическим происхождением, профилями 
резистентности к противогрибковым лекарственным 
средствам, эпидемическим потенциалом [4]. В России 
мультицентровое наблюдение 2017–2023 гг. (112 кли-
нических штаммов из 18 стационаров) продемонстриро-
вало циркуляцию южноазиатской клады и выявило по-
вышенные минимальные подавляющие концентрации 
(МПК) к 5-ФЦ у 3,6% штаммов [5].

Терапевтические опции при ИК, обусловленном 
C. auris, ограничены профилем устойчивости к ПГЛС: эхи-
нокандины остаются предпочтительной начальной тера-
пией у взрослых и детей старше 2 мес. [6]. Устойчивость 

к азолам широко распространена (80–90%), особенно 
среди штаммов южноазиатской клады; к амфотерицину 
B – вариабельна по регионам (18–60%), к 5-ФЦ состав-
ляет 3–47%, а эхинокандинорезистентность встреча-
ется всё чаще (2–12%), что усложняет лечение [7–12]. 
Учитывая, что число ПГЛС ограничено всего лишь 4 ос-
новными классами ПГЛС, интерес к 5-фторцитозину 
(5-ФЦ) повышается именно как к компоненту комби-
нированной терапии. При этом в отношении C. auris до-
казательная база ограничена, а 5-ФЦ в монотерапии 
исторически признан рискованным для Candida spp. 
из-за быстрого формирования резистентности [13].

Механизм действия и резистентность к 5-ФЦ хо-
рошо изучены в отношении Candida spp. Препарат про-
никает в клетки через пермеазу цитозина Fcy2, дезами-
нируется Fcy1 до 5-фторурацила и далее вовлекается в 
пиримидиновый обмен посредством урацил-фосфорибо-
зилтрансферазы Fur1 [14]. Нарушения в любом из этих 
звеньев (потеря функции FCY2/FCY1/FUR1) приводят к 
устойчивости. Для C. auris показано, что устойчивость 
к 5-ФЦ может формироваться очень быстро (уже по-
сле 1-2 пассажей под лекарственным давлением) и клю-
чевым драйвером становятся нонсенс-мутации в FUR1 
[15]. Эти наблюдения объясняют, почему 5-ФЦ в отно-
шении C. auris разумнее рассматривать в составе раци-
ональных комбинаций и при строгом микробиологиче-
ском мониторинге. Клинические случаи при инфекциях 
центральной нервной системы (ЦНС), ассоциированных 
C. auris свидетельствуют об эффективности комбина-
ции липосомального амфотерицина B и 5-ФЦ с контро-
лем источника инфекции. В недавнем случае вентрику-
лита после удаления шунта на фоне комбинированной 
терапии липосомальным амфотерицином B и 5-ФЦ был 
получен клинико-микробиологический ответ с отрица-
тельным посевом спинномозговой жидкости [16]. В дру-
гом шунт-ассоциированном с С. auris эпизоде при со-
хранении положительного высева осуществлен переход 
на каспофунгин + 5-ФЦ с интравентрикулярным введе-
нием эхинокандина, на фоне данной терапии был полу-
чен клинический ответ, подтвержденный отрицательным 
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результатом посева [17]. Совокупность обзора публика-
ций подтверждает отсутствие стандартных алгоритмов 
для ЦНС-локализации C. auris и использования комби-
нированных режимов с 5-ФЦ при надлежащем контроле 
[18]. Ни в российских, ни в международных рекомен-
дациях не содержатся схемы лечений инфекций ЦНС, 
вызванных C. auris. На практике лечение основывается 
на общих принципах терапии ИК. При необходимости 
включения 5-ФЦ в схему терапии необходимо учиты-
вать риск быстрого возникновения устойчивых штаммов 
и контролировать чувствительность возбудителя.

С научной и практической точек зрения остаются два 
ключевых вопроса. Во-первых, недостаточно данных о 
скорости и траекториях формирования устойчивости 
при длительном воздействии 5-ФЦ у исходно чувстви-
тельных штаммов C. auris. Во-вторых, недостаточно из-
учены биологические последствия формирования рези-
стентности, объединяемые понятием «плата за фитнес» 
(fitness cost). Они проявляются снижением приспосо-
бленности устойчивых вариантов в отсутствии селек-
тивного воздействия препарата, включая уменьшение 
скорости роста, ослабление адаптации к стрессовым ус-
ловиям и снижение способности к колонизации [19–21]. 
Понимание этой «платы» критично: если резистентность 
сопровождается минимальными потерями или легко 
компенсируется, резистентные клоны способны сохра-
няться и распространяться даже при низких (субинги-
бирующих) концентрациях 5-ФЦ, что повышает риск 
распространения устойчивых штаммов в медицинской 
организации. Это важно, как при выборе длительных 
и комбинированных режимов терапии, так и для эпиде-
миологов при оценке вероятности персистенции рези-
стентных вариантов C. auris.

Цель исследования – разработать модель формиро-
вания устойчивости C. auris к 5-ФЦ in vitro и определить 
ассоциированный с ней мутационный профиль.

Материалы и методы

Дизайн исследования
Формирование устойчивости in vitro моделировали 

в два этапа: (1) ступенчатая селекция 5-ФЦ при после-
довательном удвоении концентрации препарата и высе-
вах на плотную среду между пассажами; (2) длительные 
поддерживающие суточные пассажи при высоких кон-
центрациях. Молекулярно-генетическую верификацию и 
определение МПК проводили в контрольных точках, со-
ответствующих 10, 15, 20, 25 и 30-му пассажам (P10, 
P15, P20, P25, P30). Исследование нерандомизирован-
ное; ослепление не применялось.

Этические аспекты
Исследование проведено на базе НИИ медицин-

ской микологии им. П.Н. Кашкина. Одобрено ло-
кальным этическим комитетом ФГБОУ ВО «Северо-
Западный государственный медицинский университет 
им. И.И.  Мечникова» Минздрава России (протокол от 
7 октября 2020 г.).

Объекты исследования
В исследование включили 7 клинических штаммов 

C. auris, выделенных из различных медицинских ор-
ганизаций России. Идентификация штаммов осущест-
вляли с использованием MALDI-TOF MS и секвенирова-
ния ITS-региона рибосомальной ДНК. Все штаммы были 
представителями южноазиатской клады C. auris на осно-
вании ранее проведенного анализа коротких тандемных 
повторов (STR) [5]. 

Определение МПК
Минимальные подавляющие концентрации 5-ФЦ 

(мг/л) определяли методом последовательных разве-
дений согласно референтному протоколу EUCAST E.Def 
7.4. Использовали питательную среду RPMI-1640 с 
L-глутамином, без бикарбоната (Sigma-Aldrich, США) с 
добавлением 2% D-глюкозы, забуференную до pH 7,0 
3-(N-морфолино)пропансульфоновой кислотой (MOPS) 
в концентрации 0,165 М (Sigma-Aldrich, США) и суб-
станцию 5-ФЦ (Solarbio, Китай). Плотность инокулюма 
составляла 1 × 105 КОЕ/мл, которые инкубировали 
при 35°C 24 ч. в плоскодонных 96-луночных планше-
тах для микроразведений. Диапазон двукратных разве-
дений 5-ФЦ в микропланшете составил 0,03–64 мг/л. 
Для контроля качества (QC) использовали референт-
ный штамм Candida parapsilosis ATCC 22019. Учет ре-
зультатов проводили измерением оптической плотности 
на планшетном спектрофотометре Multiskan GO (Thermo 
Fisher Scientific Oy, Финляндия) при OD600. Величина 
МПК определялась по минимальному количеству тести-
руемого вещества, вызывающему ингибирование роста 
культуры на 50% и более, что выражалось в пропорцио-
нальном снижении оптической плотности по сравнению 
со значениями в контрольной лунке. Клинические кри-
терии интерпретации EUCAST для 5-ФЦ в отношении 
C. auris отсутствуют, поэтому категории чувствительно-
сти (S/I/R) не определяли.

Ступенчатая селекция устойчивости к 5-ФЦ
Формирование устойчивости моделировали методом 

ступенчатой (дозонарастающей) селекции. На первом 
этапе родительские штаммы вносили в жидкую среду 
RPMI-1640, содержащую 5-ФЦ в стартовой (субингиби-
рующей) концентрации 0,03 мг/л, и инкубировали в те-
чение 24 ч. при 37 °C. Через сутки культуру высевали 
на плотную питательную среду (агар Сабуро) для полу-
чения изолированных колоний и контроля чистоты, по-
сле чего выросшую биомассу повторно вносили в жид-
кую среду со следующей, вдвое большей концентрацией 
5-ФЦ. Концентрацию препарата последовательно удва-
ивали на каждом шаге (0,03 → 0,06 → 0,12 → 0,25 → 
0,5 → 1 → 2 → 4 → 8 → 16 мг/л и далее). После 
каждого суточного пассажа и высева определяли МПК 
5-ФЦ методом микроразведений, описанным выше, что 
позволяло отслеживать динамику формирования устой-
чивости на каждой ступени эскалации.

После достижения фенотипа с высокой МПК 
штаммы переводили на длительные поддерживающие 
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суточные пассажи при высоких концентрациях 5-ФЦ. 
Определение МПК и молекулярно-генетическую вери-
фикацию (секвенирование FUR1, FCY1 и FCY2) выпол-
няли в контрольных точках, соответствующих 10, 15, 
20, 25 и 30-му пассажам; производные варианты обо-
значали суффиксом, отражающим номер пассажа (на-
пример, C1/10 … C1/30).

Выделение ДНК
Для выделения геномной ДНК из клинических штам-

мов C. auris применяли модифицированный CTAB-метод 
с последующей экстракцией смесью хлороформа и изоа-
милового спирта [22]. Клетки грибов ресуспендировали 
в 500 мкл CTAB-буфера и подвергали механическому 
разрушению с помощью гомогенизатора Precellys24 
(Bertin Technologies, Франция) в течение 20 сек. при 
5000 об/мин. Полученный осадок последовательно 
промывали 70% этанолом, подсушивали при комнатной 
температуре и растворяли в 50 мкл деионизированной 
воды. ДНК хранили при +4 °C.

Анализ нуклеотидных вариантов генов FUR1, FCY1 
и FCY2

Для определения нуклеотидной последовательности 
генов FUR1, FCY1 и FCY2, ассоциированных с чувстви-
тельностью к 5-ФЦ, были амплифицированы их полные 
кодирующие последовательности у клинических штам-
мов C. auris. Праймеры разрабатывали с использова-
нием сервиса Primer-BLAST (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/). Праймеры, использованные в иссле-
довании, были изготовлены компанией ООО «Алкор-
Био» (Санкт-Петербург, Россия).

Амплификацию генов FUR1, FCY1 и FCY2 методом 
ПЦР проводили в реакционной смеси общим объемом 
50 мкл. В ее состав входили 5 мкл смеси dNTP (2,5 мМ), 
5 мкл 10 × буфера (750 мМ Tris-HCl, pH 8,8; 200 мМ 
(NH4)2SO4; 0,1% Tween-20), по 2 мкл прямого и обрат-
ного праймеров (5 пмоль/мкл), 5 мкл MgCl2 (25 мМ), 
2,5 мкл геномной ДНК, 0,2 мкл Taq ДНК-полимеразы 
(5000 ЕД/мл; New England BioLabs, США) и 28,3 мкл 
деионизированной воды.

Параметры амплификации были следующими: после 
5-минутной денатурации ДНК при 95°C выполняли 30 
циклов, состоящих из денатурации при 95°C (30 сек.), 
отжига праймеров (45  сек.) и элонгации при 72°C 
(60 сек.). Температура отжига зависела от амплифици-
руемого гена и составляла 57,0°C для FUR1, 57,6°C для 
FCY1 и 56,4°C для FCY2. После завершения циклирова-
ния образцы выдерживали при 72°C в течение 10 мин. 
Качество ампликонов и их соответствие ожидаемой 
длине проверяли электрофорезом в 6% полиакриламид-
ном геле.

Полученные продукты ПЦР очищали с помощью на-
бора GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США), после чего использовали в качестве ДНК-матрицы 
для циклического секвенирования. Реакцию прово-
дили с использованием набора BrilliantDye™ Terminator 
Cycle Sequencing Kit v3.1 (NimaGen, Нидерланды) и 

праймеров, представленных в Таблице 1. После реак-
ции продукты очищали от неинкорпорированных флуо-
ресцентно-меченых дидезоксинуклеотидов и солей с ис-
пользованием набора iX-Pure Dye Terminator Cleanup Kit 
(Applied Biosystems, США). Продукты реакции цикли-
ческого секвенирования разделяли методом капилляр-
ного электрофореза на генетическом анализаторе 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Япония).

Сборка и выравнивание нуклеотидных последова-
тельностей генов FUR1, FCY1 и FCY2

Секвенированные ампликоны генов FUR1, FCY1 
и FCY2 клинических штаммов C. auris были собраны 
и выровнены в программе SeaView с использова-
нием референсных кодирующих последовательностей 
(CDS) штамма C. auris B8441 v.3 (GenBank, BioProject 
PRJNA328792). Качество сборки и выравниваний про-
веряли вручную, при необходимости корректируя оши-
бочно интерпретированные нуклеотиды. Сравнение с 
референсными CDS проводили для выявления однону-
клеотидных замен (SNV), а также потенциальных амино-
кислотных изменений.

Оценка фитнес-эффекта в стандартных и стрессовых 
условиях

Для оценки фитнес-эффекта (влияние мутаций на ро-
стовую активность штаммов C. auris) культивирование 
проводили в среде RPMI-1640 как в стандартных усло-
виях, так и при добавлении 5-ФЦ в концентрации 0,03 
мг/л. RPMI-1640 была выбрана как среда, широко ис-
пользуемая для характеристики фенотипических свойств 
грибов. Концентрация 5-ФЦ соответствовала субинги-
бирующему уровню, который не полностью подавляет 
рост, но создает селективное давление, позволяющее 
выявить различия в приспособленности штаммов с раз-
личным генетическим фоном. Штаммы C. auris предва-
рительно культивировали на агаре Сабуро при 37°C в 
течение 24 ч. Полученные колонии переносили в жид-
кий RPMI-1640 и инкубировали в тех же условиях до 
достижения экспоненциальной фазы роста. Клеточные 
культуры трижды отмывали фосфатно-солевым буфером 
(PBS, pH 7,4) при центрифугировании (3000 g) и ресу-
спендировали в среде RPMI-1640. Суспензию доводили 
до оптической плотности OD600 = 0,1 и инокулировали 
в лунки 96-луночных планшетов, содержащих RPMI без 
добавок или с 5-ФЦ (0,03 мг/л). Ростовые кривые реги-
стрировали при 37°C с постоянным перемешиванием, 
измеряя OD600 каждые 30 мин. в течение 20 ч.

Фитнес-эффект C. auris оценивали на основании пло-
щади под кривой роста (AUC), рассчитанной по вре-
менным рядам оптической плотности (OD) на интервале 
0–20 ч. Перед расчетами значения OD корректировали, 
вычитая средний сигнал контрольных лунок со средой без 
инокулюма (medium-only controls), соответствующих той 
же серии эксперимента и условию. Для каждого биоло-
гического повтора предварительно усредняли три техни-
ческих повтора. AUC рассчитывали численным методом 
трапеций. Результаты представлены как среднее ± SD по 
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трем независимым биологическим повторам (n = 3), каж-
дый из которых включал три технических повтора.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных выполнили в 

среде Python 3. За независимую статистическую единицу 
принимали клинический штамм С. auris (n = 7). В каждом 
биологическом повторе предварительно усредняли три 
технических повтора; затем для каждого штамма, ва-
рианта (исходный или P30) и условия культивирования 
рассчитывали среднее значение AUC по трем незави-
симым биологическим повторам. AUC определяли мето-
дом трапеций и выражали в OD·ч.

Дизайн анализа был парным 2 × 2: вариант штамма 
(исходный/P30) × условие культивирования (0 или 
0,03 мг/л 5-ФЦ). Взаимодействие факторов оценивали 
по разности разностей на уровне штаммов (эквивалентно 
взаимодействию в двухфакторном дисперсионном ана-
лизе с повторными измерениями при двух уровнях каж-
дого фактора); приводили значения F, двустороннее p и 
частичную η2. Запланированные парные сравнения ис-
ходных и P30-вариантов С. auris в каждом условии вы-
полняли точным двусторонним критерием знаковых ран-
гов Вилкоксона с поправкой Холма для двух сравнений; 
дополнительно приводили среднюю парную разность с 
95% доверительным интервалом и геометрическое отно-
шение AUC с 95% доверительным интервалом. Уровень 
статистической значимости принимали равным 0,05.

Все статистические расчеты выполняли в Microsoft 
Excel; визуализацию данных – в Python 3 с использова-
нием библиотек NumPy и Matplotlib, а импорт данных и 
сверку средних значений и стандартных отклонений – 
с использованием библиотеки openpyxl.

Результаты

Последовательные пассажи штаммов C. auris в при-
сутствии 5-ФЦ привели к быстрому и воспроизводимому 

формированию устойчивости во всех семи штаммах (C1, 
C2, C8, C107, C222, C315 и C457). До начала пас-
сирования МПК 5-ФЦ для всех штаммов составляла 
0,06  мг/л. Уже к 10-му пассажу регистрировали вы-
раженное повышение МПК 5-ФЦ (до >64 мг/л), кото-
рое сохранялось на последующих этапах наблюдения 
(10–30 пассажи), указывая на устойчивую фиксацию 
адаптивного фенотипа (Таблица 2). Примечательно, что 
фенотип с высокой МПК формировался еще на этапе 
ступенчатой эскалации: при переходе к ступени 16 мг/л 
контрольное определение уже выявляло МПК 5-ФЦ 
> 64 мг/л, то есть устойчивость достигала предельно 
измеряемого уровня до выхода на максимальные кон-
центрации отбора.

Анализ ключевых генов пути утилизации 5-ФЦ выя-
вил как конвергентные, так и специфичные траектории 
генетических изменений. Важно отметить, что замену в 
FCY1 (A208C; S70R) обнаруживали во всех штаммах, 
однако не рассматривали ее как результат адаптации в 
ходе пассажа, поскольку она присутствовала уже в ис-
ходных (родительских) штаммах всех семи линий до на-
чала эксперимента. С учетом этого дальнейшую интер-
претацию связывали преимущественно с изменениями в 
FUR1 и FCY2, для которых наблюдались события, по-
тенциально способные напрямую нарушать активацию/
транспорт 5-ФЦ и тем самым объяснять резкое повы-
шение МПК.

На уровне отдельных линий выявлялись различные 
генетические решения одной и той же селективной за-
дачи. В ряде линий фиксировали изменения в FUR1, 
включая нонсенс-мутации, приводящие к появлению 
стоп-кодона, тогда как в других линиях доминировали 
мутации в FCY2, также включающие нонсенс-мутации 
(Таблица 2). Такая мозаика траекторий при сохранении 
единого фенотипического результата согласуется с су-
ществованием нескольких альтернативных генетиче-
ских путей достижения устойчивости к 5-ФЦ в рамках 
одного и того же фона популяции. Вместе эти данные 
указывают на то, что отбор в присутствии 5-ФЦ при-
водил не к постепенному изменению чувствительности, 
а к сравнительно быстрому возникновению и закрепле-
нию мутаций с крупным эффектом, после чего достигну-
тый уровень устойчивости поддерживался на протяже-
нии последующих пассажей. В отдельных линиях МПК 
5-ФЦ превышала 64 мг/л при отсутствии аминокислот-
ных замен в FUR1, FCY1 и FCY2 (Таблица 2), что предпо-
лагает участие других механизмов устойчивости, не ис-
следованных в настоящей работе.

С целью оценки взаимосвязи между приобретенной 
лекарственной устойчивостью и ростовыми характери-
стиками штаммов C. auris был выполнен сравнитель-
ный анализ фитнес-эффекта. Сопоставлялись исходные 
(parent) изоляты и их производные после 30 пассажей 
(P30) в двух режимах культивирования: в стандартных 
условиях и при субингибирующей концентрации 5-ФЦ 
(0,03 мг/л).

При отсутствии препарата ростовые кривые пасси-
рованных штаммов (P30) на всем интервале наблюде-

Таблица 1. Последовательности праймеров для анализа генов 
FUR1, FCY1 и FCY2

Название Последовательность Длина

FCY1_For ATCGATTTTGCGCTCCATAT 20

FCY1_Rev AAGGCCAAGTGCTCGATGA 19

Fur1_For GCACTTCACCGATCTTCATC 20

Fur_Rev CTGAAAACCCCGATTGCGTT 20

FCY2_For1 GCATTCTGCAAGTACGCGAG 20

FCY2_For2 TCCATATTTGGGTGCCGCTT 20

FCY2_For3 CGTGGGAGGCCTTGTTTACT 20

FCY2_For4 TCTGCTGTGGTGTTGCTGGT 20

FCY2_Rev1 ACTATAGTAGGCACTATCTAC 21

FCY2_Rev2 TACCACACCTGGTTCATGCC 20

FCY2_Rev3 CACAAGAACTGGCCAAAGCC 20

FCY2_Rev4 CCAAAATCAAGCACCCAGCC 20
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Таблица 2. МПК 5-ФЦ и мутации в FUR1, FCY1 и FCY2 у производных штаммов C. auris на разных этапах пассирования

Штамм/ 
пассаж

МПК 5-ФЦ, 
мг/л

FUR1  
(нуклеотид)

FUR1  
(аминокислота)

FCY1  
(нуклеотид)

FCY1  
(аминокислота)

FCY2  
(нуклеотид)

FCY2  
(аминокислота)

С1/10 >  64 G202T G68* A208C S70R – –

С2/10 > 64 G504T L168F A208C S70R – –

С8/10 > 64 – – A208C S70R – –

С107/10 > 64 – – A208C S70R C1059G Y353*

С222/10 > 64 – – A208C S70R G949T G317*

С315/10 > 64 – – A208C S70R – –

С457/10 > 64 – – A208C S70R – –

С1/15 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С2/15 > 64 G504T L168F A208C S70R – –

С8/15 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С107/15 > 64 – – A208C S70R – –

С222/15 > 64 – – A208C S70R G949T G317*

С315/15 > 64 – – A208C S70R – –

С457/15 > 64 – – A208C S70R – –

С1/20 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С2/20 > 64 G504T L168F A208C S70R – –

С8/20 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С107/20 > 64 – – A208C S70R C1059G Y353*

С222/20 > 64 G544C E182Q A208C S70R G949T G317*

С315/20 > 64 – – A208C S70R – –

С457/20 > 64 – – A208C S70R – –

С1/25 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С2/25 > 64 G504T L168F A208C S70R – –

С8/25 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С107/25 > 64 – – A208C S70R C1059G Y353*

С222/25 > 64 – – A208C S70R G949T G317*

С315/25 > 64 – – A208C S70R – –

С457/25 > 64 – – A208C S70R – –

С1/30 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С2/30 > 64 G504T L168F A208C S70R – –

С8/30 > 64 G202T G68* A208C S70R – –

С107/30 > 64 – – A208C S70R C1059G Y353*

С222/30 > 64 – – A208C S70R G949T G317*

С315/30 > 64 – – A208C S70R – –

С457/30 > 64 – – A208C S70R – –

ния (0–20 ч.) находились ниже кривых соответствующих 
родительских линий (Рисунок 1А). Это выражалось в за-
медленном нарастании оптической плотности культуры 
и снижении конечных значений OD, что свидетельствует 
об ослаблении ростовой активности как следствии фор-
мирования устойчивости.

При культивировании в присутствии субингибирую-
щей концентрации 5-ФЦ (0,03 мг/л) наблюдалась об-
ратная картина. У исходных штаммов эта концентрация 
заметно, хотя и не полностью, замедляла рост, тогда как 
производные варианты (P30) сохраняли более высокую 
ростовую активность и к завершающим срокам экспе-
римента достигали больших значений OD (Рисунок 1Б). 

Для большинства исследованных линий кривые роста 
P30 после 10–12 ч. инкубации пересекали кривые ис-
ходных штаммов или превышали их.

Поскольку визуальное сопоставление кривых не дает 
возможности количественно оценить суммарную росто-
вую активность за весь период наблюдения, для каж-
дого условия культивирования была дополнительно рас-
считана площадь под кривой роста (AUC) в интервале 
0–20 ч. Полученные значения подтвердили результаты, 
установленные при анализе кривых роста: в отсутствие 
5-ФЦ показатели AUC пассированных штаммов ока-
зались ниже, чем у исходных, по всем исследованным 
линиям (Рисунок 2А), что указывает на снижение инте-
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гральной ростовой активности при формировании устой-
чивости. При воздействии 0,03 мг/л 5-ФЦ, напротив, 
значения AUC вариантов P30 превышали таковые у ис-
ходных штаммов (Рисунок 2Б), что свидетельствует о бо-
лее высокой суммарной ростовой активности резистент-
ных вариантов в условиях лекарственного давления.

Количественно в отсутствие 5-ФЦ среднее значение 
AUC у вариантов P30 было ниже, чем у исходных штам-
мов (4,32 против 4,79 OD·ч; средняя парная разность 
−0,47 OD·ч, 95% ДИ от −0,75 до −0,18; геометриче-
ское отношение AUC 0,90, 95% ДИ 0,85–0,96, что со-
ответствует снижению примерно на 9,8%; точный крите-
рий Вилкоксона, p = 0,016; p = 0,031 после поправки 
Холма). При воздействии 0,03 мг/л 5-ФЦ соотношение 
менялось на противоположное: AUC вариантов P30 пре-
вышала таковую у исходных штаммов (4,37 против 2,62 
OD·ч; средняя парная разность +1,75 OD·ч, 95% ДИ 
1,54–1,96; геометрическое отношение AUC 1,68, 95% 
ДИ 1,54–1,83, прирост примерно на 67,7%; точный кри-
терий Вилкоксона, p = 0,016; p = 0,031 после поправки 
Холма). Анализ разности разностей подтвердил стати-
стически значимое взаимодействие факторов «усло-
вие культивирования × пассирование» (F(1,6) = 146,05; 

p < 0,001; частичная η2 = 0,96), что отражает разнона-
правленное влияние приобретенной устойчивости на ро-
стовую активность в зависимости от наличия препарата.

Таким образом, приобретение устойчивости C. auris 
к 5-ФЦ, ассоциированное с мутациями в генах FUR1 и 
FCY2, сопровождалось устойчивым изменением росто-
вых характеристик исследуемых вариантов. В отсут-
ствие препарата их рост был менее интенсивным по 
сравнению с исходными изолятами, тогда как при воз-
действии субингибирующих концентраций 5-ФЦ отме-
чалось повышение ростовой активности резистентных 
штаммов. Данная закономерность была подтверждена 
как анализом ростовых кривых, так и результатами ин-
тегральной оценки площади под кривой (AUC).

Обсуждение

5-ФЦ относится к немногим противогрибковым пре-
паратам, потенциально активным в отношении C. auris. 
Вместе с тем быстрое формирование устойчивости де-
лает его применение в режиме монотерапии рискован-
ным. Эта особенность хорошо известна для дрожжевых 
грибов и является одной из основных причин использо-

Рисунок 1.	Динамика роста исходных (parent) и пассированных (–30) вариантов штаммов C. auris (n = 7) в отсутствие 5-ФЦ и 
при субингибирующей концентрации 5-ФЦ (0,03 мг/л)
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вания 5-ФЦ преимущественно в составе комбинирован-
ной терапии [13]. В исследовании экспериментальной 
эволюции C. auris резистентные варианты появлялись 
уже после одного-двух пассажей в присутствии препа-
рата; наиболее частыми генетическими событиями были 
инактивирующие мутации в FUR1 [15]. В нашей работе 
МПК 5-ФЦ превышала 64 мг/л к десятому пассажу 
во всех семи независимых линиях. Воспроизводимость 
этого результата подтверждает низкий генетический ба-
рьер формирования устойчивости к 5-ФЦ, а различия 
между выявленными мутациями указывают на возмож-
ность реализации резистентного фенотипа посредством 
нескольких генетических механизмов.

Резкое повышение МПК у пассированных вариантов 
сопровождалось появлением нонсенс-мутаций в FUR1 и 
FCY2. Эти гены неоднократно фигурируют в работах по 
5-ФЦ как «короткий путь» к устойчивости, и наши дан-
ные согласуются с этим: выявленные замены ассоции-
рованы с высоким уровнем устойчивости и, вероятно, 
отражают инактивацию отдельных звеньев пути конвер-
сии 5-ФЦ, что может объяснять фенотип с высокой МПК 
уже на ранних пассажах. Вместе с тем причинно-след-
ственная связь между конкретной заменой и фенотипом 
в настоящей работе функционально не подтверждена – 
аллельная замена или редактирование генома не про-
водились, – поэтому выявленные варианты следует рас-
сматривать как ассоциированные с устойчивостью, а не 
как экспериментально доказанные.

Отдельного внимания заслуживают фитнес-издерж
ки, сопутствующие устойчивости. В среде без 5-ФЦ все 
пассированные штаммы (P30) росли менее интенсивно, 
чем соответствующие родительские штаммы, и имели 
более низкие значения AUC. Такой фенотип указывает 
на биологическую стоимость приобретенной устойчиво-
сти: преимущество, возникающее в присутствии препа-
рата, сопровождается снижением ростового потенциала 
после устранения селективного фактора. Такая зависи-
мость описана и для клинических штаммов C. auris, у ко-
торых устойчивость к антимикотикам сочеталась с из-
менениями скорости роста и переносимости стрессовых 
воздействий [23]. В проведенном нами эксперименте 
фитнес-издержки устойчивости к 5-ФЦ проявлялись в 
снижении суммарной ростовой активности вариантов, 
полученных после серийного пассирования. 

Не во всех экспериментальных линиях повышение 
МПК удалось связать с мутациями в исследованных ге-
нах. У части вариантов высокий уровень устойчивости 
сформировался без аминокислотных замен в FUR1, FCY1 
и FCY2. Сходное расхождение между генотипом и фено-
типом отмечено в исследовании экспериментальной эво-
люции C. auris: одна из адаптированных линий приоб-
рела повышенную толерантность к 5-ФЦ при отсутствии 
мутаций в генах его транспорта и внутриклеточного 
превращения [15]. В таких случаях изменения могут за-
трагивать другие компоненты генома, включая гены 
стрессового ответа и пиримидинового обмена; нельзя 

Рисунок 2.	Интегральная оценка роста (AUC, 0–20 ч.) исходных (parent) и пассированных (–30) вариантов штаммов C. auris (n = 7) 
в отсутствие 5-ФЦ и при субингибирующей концентрации 5-ФЦ (0,03 мг/л). Точки – биологические повторы (n = 3)
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исключить также изменение экспрессии генов, струк-
турные перестройки или анеуплоидию. Установление 
механизмов устойчивости в этих линиях потребует пол-
ногеномного секвенирования, анализа структурных ва-
риантов и исследования транскриптома.

Так, быстрое формирование устойчивости C. auris к 
5-ФЦ сопровождалось снижением ростовой активности 
в отсутствие препарата. Однако этот недостаток про-
являлся только при отсутствии селективного давления. 
При добавлении 0,03 мг/л 5-ФЦ пассированные вари-
анты росли активнее родительских штаммов и получали 
селективное преимущество. Следовательно, биологиче-
ская стоимость устойчивости не препятствовала отбору 
резистентных вариантов при воздействии субингибиру-
ющей концентрации 5-ФЦ. В экспериментальной эволю-
ции это означает, что даже слабая экспозиция может 
поддерживать резистентный генотип в популяции и пре-
пятствовать его вытеснению быстрорастущими чувстви-
тельными клетками. Такой результат соответствует идее 
минимальной селективной концентрации, при которой 
концентрации ниже МПК всё еще способны создавать 
отбор и смещать частоты. В практическом плане это де-
лает важными сценарии неполной экспозиции – вариа-
бельность фармакокинетики, неравномерное распреде-
ление препарата в тканях, где препарат не подавляет 
рост полностью, но формирует устойчивое селективное 
преимущество резистентных штаммов. В контексте те-
рапии это подчеркивает двойственность 5-ФЦ: с одной 
стороны, препарат обладает потенциалом как компо-
нент комбинаций, с другой – даже умеренная экспози-
ция может выступать фактором отбора, что усиливает 
значимость контроля экспозиции и микробиологиче-
ского мониторинга.

Полученные результаты дополняют складывающуюся 
картину быстрой эволюции устойчивости к 5-ФЦ у C. 
auris и в ряде отношений выходят за ее рамки. Ранее 
описанная другими авторами способность вида быстро 
приобретать резистентность подтверждается нами на 
клинических штаммах южноазиатской клады, циркули-
рующей в медицинских организациях России. Поэтапное 
повышение концентрации 5-ФЦ с определением МПК 
на каждом этапе позволило проследить формирование 
устойчивости и ее сохранение при последующем пасси-
ровании. После культивирования в присутствии 16 мг/л 
5-ФЦ значение МПК превышало 64 мг/л и оставалось 
на этом уровне до тридцатого пассажа. Сходный фено-
тип формировался при разных генетических изменениях. 
Наряду с ранее описанными мутациями в FUR1, нами 
выявлены нонсенс-мутации в FCY2 (Y353*, G317*). 
В ряде линий повышение МПК не сопровождалось из-
менениями ни в одном из трех исследованных генов, что 
предполагает участие механизмов, не связанных непо-
средственно с каноническим путем внутриклеточного 
превращения 5-ФЦ.

Отдельного внимания заслуживает то, что сопо-
ставление устойчивости с ее «стоимостью» показывает: 
эта цена не абсолютна, а зависит от условий – прои-
грывая исходным вариантам в отсутствие препарата, 

устойчивые клоны получают преимущество уже при су-
бингибирующей концентрации 5-ФЦ. Такая контекстная 
зависимость согласуется с концепцией минимальной се-
лективной концентрации и напрямую значима для ин-
фекционного контроля, поскольку даже неполная экспо-
зиция способна поддерживать и отбирать резистентные 
варианты.

Несмотря на то, что 5-ФЦ в настоящее время не за-
регистрирован для клинического применения в России 
это обстоятельство не только не снижает значимость 
работы, а в ряде случаев ее повышает. Штаммы, не 
подвергавшиеся клинической экспозиции 5-ФЦ чрез-
вычайно важны для изучения формирования устойчиво-
сти de novo. C. auris относится к патогенам глобального 
приоритета с выраженной способностью к межгосудар-
ственному распространению, поэтому сведения об эво-
люционном потенциале циркулирующих региональных 
штаммов имеют надрегиональное значение и встраива-
ются в глобальный мониторинг устойчивости грибковых 
патогенов к ПГЛС. Кроме того, результаты носят про-
гностическое значение: они позволяют заранее оценить 
риски и мутационный спектр устойчивости в случае при-
менения препарата в комбинированных режимах, до-
ступа к нему по индивидуальным показаниям или его 
возможной регистрации в будущем.

Ограничения исследования

Исследование имеет ряд ограничений. Во-первых, 
генетический анализ был таргетным и охватывал только 
кодирующие последовательности FUR1, FCY1 и FCY2. 
Регуляторные области, структурные варианты и анеу-
плоидии не оценивались, что не позволяет объяснить 
фенотип высокой устойчивости в линиях без выявленных 
замен. Во-вторых, работа выполнена in vitro на штам-
мах одной (южноазиатской) клады, поэтому экстраполя-
ция на другие клады и на клинические условия требует 
осторожности. 

Заключение

Серийные пассажи чувствительных клинических 
штаммов C. auris в присутствии 5-ФЦ приводят к бы-
строму и воспроизводимому формированию резистент-
ного фенотипа (МПК >64 мг/л уже к десятому пассажу), 
реализуемого через несколько альтернативных гене-
тических траекторий – прежде всего инактивирующие 
нонсенс-мутации в FUR1 и FCY2, – тогда как в части ли-
ний высокая устойчивость не объясняется изменениями 
в таргетно исследованных генах. Сформировавшаяся 
устойчивость сопряжена с «платой за фитнес»: в отсут-
ствие препарата устойчивые варианты растут медлен-
нее исходных, однако при субингибирующей концен-
трации 5-ФЦ это соотношение меняется в их пользу. 
Дальнейшего изучения требуют механизмы устойчиво-
сти, не связанные с FUR1/FCY1/FCY2 (регуляторные и 
структурные варианты, анеуплоидия), для чего необхо-
димы полногеномное секвенирование и транскриптом-
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ный анализ. Полученные данные подчеркивают клини-
ческую и эпидемиологическую значимость контроля 
экспозиции 5-ФЦ и микробиологического мониторинга: 
даже неполная (субингибирующая) экспозиция способна 
поддерживать и отбирать резистентные варианты, что 
важно учитывать при планировании комбинированных 
и длительных режимов терапии 5- ФЦ ИК, обусловлен-
ного С. auris.
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