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Цель. Оценка возможностей оригинальной тест-системы по идентификации услов-

но-патогенных грибов, выделенных от пациентов фтизиатрической клиники, и ее эффек-

тивности с точки зрения применения в диагностической медицинской лаборатории. 

Материалы и методы. 149 образцов ДНК штаммов микромицетов, полученных из 

микробиологической лаборатории ГБУЗ «МНПЦ борьбы с туберкулёзом ДЗМ». Было вы-

полнено определение вида микромицета и генов, ассоциированных с резистентностью к 

противогрибковым препаратам, по протоколам модуля идентификации и анализа рези-

стентности.  

Результаты. Установлено, что использование метода NGS в сочетании с культу-

ральными методиками, расширяет возможности лабораторной диагностики глубоких оп-

портунистических микозов в клинической практике и имеет значение при исследовании 

эпидемиологии внутрибольничного кандидоза. Следует дополнительно исследовать при-

чины недостаточно высокого уровня сходимости результатов видовой идентификации 

штаммов грибов методом NGS и общепринятыми культуральными методами (менее 50%). 

Большинство обнаруженных генов резистентности были сопряжены с устойчивостью к 

препаратам группы азолов. 

Заключение. Показано, что оригинальная отечественная тест-система по методу 

NGS может успешно применяться в научно-практических целях как дополнительная ин-

новационная методика при идентификации клинически значимых дрожжевых и мицели-

альных возбудителей оппортунистических глубоких микозов. Тест-система обладает воз-

можностью определения генов-мишеней и мутаций в них, ассоциированных с резистент-

ностью к противогрибковым препаратам. Имеется возможность оценивать наличие мута-

ций в перечисленных генах, которые могут быть ассоциированы с развитием устойчивости 

к противогрибковым препаратам. 

Ключевые слова: Секвенирование нового поколения, устойчивость к противогриб-

ковым препаратам, оппортунистические глубокие микозы. 
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Aim. Evaluation of the capabilities of the original test system for identification of oppor-

tunistic fungi isolated from tuberculosis patients and its effectiveness in terms of use in the di-

agnostic medical laboratory. 

Materials and methods. 149 DNA samples of micromycetes strains obtained from the 

microbiological laboratory of Moscow Scientific and Clinical Antituberculosis Center of the 

Moscow City Health Department. The micromycete species and the genes associated with re-

sistance to antifungal drugs were determined using the protocols of the resistance identification 

and analysis module.  

Results. It has been established that the use of the NGS method in combination with cul-

tural methods expands the possibilities of laboratory diagnostics of deep opportunistic mycoses 

in clinical practice and is important in studying the epidemiology of nosocomial candidiasis. It is 

necessary to further investigate the reasons for the insufficiently high level of convergence of 

the results of species identification of fungal strains using the NGS method and generally ac-

cepted cultural methods (less than 50%). Most of detected resistance genes were associated with 

resistance to azole drugs. 

Conclusion. It was shown that the original national NGS test system can be successfully 

used for scientific and practical purposes as an additional innovative technique for identifying 

clinically significant yeast and mycelial pathogens of opportunistic deep mycoses. The test sys-

tem has the ability to identify target genes and mutations in them associated with resistance to 

antifungal drugs. It is possible to assess the presence of mutations in the listed genes that may be 

associated with the development of resistance to antifungal drugs 

Key words: new generation sequencing, resistance to antifungal drugs, opportunistic 

deep mycoses. 

 

Введение 

По данным Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) патоген-

ные грибы (первично-патогенные виды и условно-патогенные виды, вызы-

вающие внутрибольничные оппортунистические микозы) представляют со-

бой серьезную угрозу для здоровья населения, поскольку они становятся все 

более распространенными и устойчивыми к терапии [1]. Современные про-

тивогрибковые препараты (антимикотики) существенно отличаются по спек-
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тру активности, механизмам действия и специфическим мишеням, наличию 

фунгистатического и фунгицидного эффектов и относятся к разным группам 

лекарственных средств: полиены, азолы (имидазолы, триазолы первого и 

второго поколения), эхинокандины, флюоропиримидины, аллиламины [2, 3].  

Возможность отличать представителей разных видов друг от друга с 

использованием традиционных методов осложнена высоким внутривидовым 

полиморфизмом или, напротив, высоким межвидовым морфологическим и 

биохимическим сходством.  

Необоснованное использование противогрибковых препаратов (анти-

микотиков), приводит к селекции устойчивых штаммов. Инфекции, вызван-

ные такими штаммами грибов, отличаются длительным течением, увеличи-

вают продолжительность пребывания в стационаре и ухудшают прогноз для 

пациентов. Таким образом, назначение противогрибковых средств должно 

осуществляться своевременно с учетом вида возбудителя и его восприимчи-

вости к тем или иным средствам. 

Одним из актуальных направлений в изучении видового состава цир-

кулирующих среди пациентов болезнетворных грибов, способных вызывать 

развитие внутрибольничных микозов разной локализации, является внедре-

ние молекулярно-генетических методов идентификации. Молекулярные 

тест-системы, основанные на методе ПЦР, преимущественно ориентированы 

на определение наиболее часто встречаемых видов представителей грибов 

родов Candida и Aspergillus; их использование является дорогостоящим и 

технически сложным. Использование секвенирования нового поколения 

(NGS) существенно расширяет возможности лабораторных исследований 

при диагностике микозов, так как позволяет идентифицировать ДНК доми-

нантных и редко встречаемых в клинической практике грибов. На сегодняш-

ний день не существует молекулярно-генетических методик альтернативных 

методу NGS для выполнения задачи по выявлению состава микобиоты, цир-

кулирующей в госпитальной среде. С другой стороны, доступные для внед-

рения тест-системы на основе NGS различных производителей охватывают 

ограниченное количество видов грибов и характеризуются относительно вы-

сокой стоимостью.  

Важным аспектом при реализации возможностей данных методов яв-

ляется выбор ДНК-мишени, так как не все регионы, используемые для изу-

чения филогенетических связей, способны обеспечить идентификацию воз-
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будителя до вида, в некоторых случаях определить вид патогена возможно 

только при одновременном исследовании нескольких локусов.  

Таким образом, представляется необходимым создание и апробация 

оригинальной тест-системы для определения широкого спектра патогенных 

и условно-патогенных грибов методами NGS. 

Внедрение в практику лабораторий методик NGS обеспечит получение 

клиническими специалистами дополнительных данных по видовому составу 

грибов – возбудителей микозов и наличию у штаммов генов резистентности, 

что повысит эффективность диагностики и лекарственной терапии больных с 

данной патологией. В сложных случаях, при невозможности выявления пато-

гена имеющимися наборами для ПЦР-диагностики, применение NGS позво-

лит проводить широкий диагностический поиск, что может сократить время 

до начала этиотропной терапии. Точная диагностика обеспечит рациональ-

ный подход в использовании лекарственных препаратов. 

Нами предложена тест-система для определения основных возбудителей 

микозов и выявления в них генов, ассоциированных с резистентностью к ан-

тимикотикам. В основе определения лежит метод секвенирования на плат-

форме NGS производства Illumina, США. Также анализ может быть проведен 

на аналогичных приборах, анализирующих ДНК-библиотеки со стандартными 

адаптерными последовательностями Illumina: GeneMind, Salus BioMed и т.д. 

Разработанная тест-система включает в себя 2 модуля: модуль №1 для 

определения основных возбудителей внутрибольничных инфекций методом 

микробиологического профилирования (грибной микробиом) и модуль №2 

для выявления генов, ассоциированных с резистентностью к антимикотикам, 

включающий 10 генов – мишеней для целевого обогащения методом ПЦР. 

Список генов – мишеней, ассоциированных с устойчивостью к антимикоти-

кам, анализируемых модулем №1, с применением метода секвенирования но-

вого поколения NGS представлен в таблице 1). 

Работа модуля №1 основана на проведении микробиологического 

(микробиомного) профилирования грибной микробиоты по 18S-5.8S рРНК с 

применением метода NGS. Для анализа проводятся амплификации гиперва-

риабельного межгенного участка ITS2 гена 18S-5.8S рРНК для последующе-

го анализа ампликона методом секвенирования нового поколения, в том чис-

ле, оптимизированного под систему производства Illumina, США.  
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Таблица 1.  Гены-мишени целевого обогащения для анализа устойчивости к 

антимикотикам 

Ген Класс устойчивости 

CdMDR1 Азолы 

CDR1 Азолы 

CDR2 Азолы 

CYP51А Азолы 

ERG11 Азолы, полиены 

ERG3 Азолы, полиены 

FKS1 Эхинокандины 

MDR1 Азолы 

MDR3 Азолы 

MDR4 Азолы 

 

Основным элементом разрабатываемой тест-системы является модуль 

целевого обогащения ДНК-библиотек. Несмотря на отсутствие прямых кон-

курирующих решений по целевой пробоподготовке к NGS секвенированию, 

аналогичными можно назвать зарубежные рекомендации по пробоподготов-

ке, основанной на жидкостной гибридизации. Производителями являются 

Roche, (США) и Illumina (США). Данные решения обладают высокой ценой 

(порядка 25000-30000 руб. за образец), нередко в них используется сложный 

протокол подготовки проб со стадией жидкостной гибридизации, что требу-

ет большого количества ручного труда квалифицированного персонала и 

трудно автоматизируется. Эти недостатки удалось отчасти устранить в раз-

работанной тест-системе. 

Преимуществами нашей тест-системы на основе NGS являются: 

1. Целесообразность (экономическая) для поиска большого числа ми-

шеней в рамках одного исследования. Использование ПЦР диагностики в та-

ких случаях становится нецелесообразным, так как позволяет определить 

только единичные мишени в рамках исследования; 

2. Возможность рассмотреть все мутации в заданном списке генов в 

рамках одного исследования (исследование панели генов), давая полную 

картину имеющихся мутаций, что позволяет избежать дополнительного те-

стирования;  
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3. Полная совместимость со всеми платформами секвенирования 

Illumina со стандартными наборами реактивов. Совместимость с платформа-

ми секвенирования MGI при использовании «наборов конверсии»;  

4. Упрощенная процедура, позволяющая применить в практике диа-

гностических лабораторий при участии среднего медицинского персонала 

(лаборант);  

5. Полностью отечественные реактивы. 

Целью данной работы является оценка возможностей оригинальной 

тест-системы по идентификации штаммов условно-патогенных грибов, вы-

деленных от пациентов при диагностике микозов, и ее эффективности с точ-

ки зрения применения в диагностической лаборатории.  

Для этого необходимо было выполнить определение вида гриба в каждом 

из образцов серии с помощью коммерчески доступных ПЦР-тестов. Результаты 

были сопоставлены с результатами, полученными с помощью оригинальной 

тест-системы. При этом помимо показателей эффективности, рассматривались 

такие аспекты применения системы в практике диагностической лаборатории, 

как технологичность и требовательность к квалификации персонала. 

Материалы и методы 

Материалом для исследования послужили образцы ДНК 149 штаммов 

грибов, полученные из ГБУЗ «МНПЦ борьбы с туберкулезом ДЗМ»: 14 му-

зейных штаммов (14 дрожжевых культур из коллекции ГБУЗ «МНПЦ борь-

бы с туберкулезом ДЗМ» (13 клинических штаммов, выделенных от пациен-

тов фтизиатрических клиник г. Москвы (кровь, ликвор, БАЛ, трахеобронхи-

альный аспират, мокрота), 1 типовой коллекционный штамм Всероссийской 

коллекции микроорганизмов (ВКМ)) и 135 клинических штаммов (109 

дрожжевых культур и 26 мицелиальных культур, выделенных в лаборатории 

ГБУЗ «МНПЦ борьбы с туберкулезом ДЗМ» при диагностике бронхолегоч-

ных микозов у пациентов с 26.03.2024 по 16.07.2024 (БАЛ, трахеобронхиаль-

ный аспират, мокрота)). Всего было взято в исследование: 123 дрожжевых 

штамма (82,6%) из 4 родов (17 видов): р. Candida (112 штаммов (75,2%) 11 

видов: C. albicans (84), C. auris (1), C. dubliniensis (1), C. famata (1), C. 

glabrata (7), C. guilliermondii (1), C. kefyr (7), C. krusei (6), C. parapsilosis (1), 

C. tropicalis (2), C. zeylanoides (1)); р. Cryptococcus (3 штамма (2,0%) 1 вида: 

Cr. neoformans (3)); р. Rhodotorula (6 штаммов (4,0%) 3 видов: Rh. glutinis (1), 

Rh. minuta (1), Rh. mucilaginosa (4)); р. Trichosporon (2 штамма (1,3%) 2 ви-
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дов: Tr. asahii (1), Trichosporon sp. (1)) и 26 мицелиальных штаммов (17,4%) 

из 4 родов (7 видов): р. Aspergillus (23 штамма (15,4%) 4 видов: A. flavus (2), 

A. fumigatus (13), A. nidulans (1), A. niger (7)); р. Acremonium (1 штамм (0,7%) 

1 вида: Acr. kiliense (1)); р. Fusarium (1 штамм (0,7%) 1 вида: F. dimerum (1)); 

р. Paecilomyces (1 штамм (0,7%) 1 вида: Paec. variotii (1)). Идентификация, 

выделенных их посевов биоматериалов штаммов микромицетов, проводилась 

по общепринятым в рутинной практике фенотипическим характеристикам 

(диагностические для групп дрожжевых и мицелиальных грибов биохимиче-

ские, физиологические характеристики (хромогенные среды, ручные стан-

дартизованные тест-системы для идентификации дрожжевых грибов, темпе-

ратурные границы роста), морфологические признаки (макро- и микромор-

фологические признаки на стандартных питательных средах)) [4]. 

Для взятых в исследование 149 образцов ДНК штаммов грибов методом 

NGS проводили определение видовой принадлежности с детекцией генов, ассо-

циированных с резистентностью к антимикотикам. Была проведена проверка 

сходимости результатов видовой идентификации штаммов методом NGS и 

культуральным методом, используемом в рутинных исследованиях при диагно-

стике микозов в лаборатории ГБУЗ «МНПЦ борьбы с туберкулезом ДЗМ».  

Анализ образцов ДНК штаммов грибов был выполнен по следующим 

протоколам: 

Протокол модуля идентификации микроорганизмов включал сле-

дующие этапы: амплификацию гипервариабельного межгенного участка 

ITS2 гена 18S-5.8S рРНК геномов грибов; индексная реамплификация с по-

лучением обогащенных баркодированных библиотек ДНК; смешивание рав-

ных объемов библиотек для разных образцов; финальная очистка на магнит-

ных частицах. 

Протокол модуля анализа резистентности включал следующие эта-

пы: мультиплексную амплификацию целевых фрагментов геномов грибов; 

индексную реамплификацию с получением обогащенных баркодированных 

библиотек ДНК; смешивание равных объемов библиотек для разных образ-

цов; финальную очистку на магнитных частицах. 

Обработка результатов секвенирования производилась методами 

биоинформатики и включала в себя этапы первичной обработки прочтений, 

удаления последовательностей организма хозяина (человека), анализ прочте-

ний на таксономическую принадлежность, сборку последовательности гено-
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ма и поиск в ней генов, ассоциированных с резистентностью, а также поиск 

мутаций в этих генах. 

Первичная обработка прочтений (удаление из прочтений технических и 

неинформативных последовательностей, а также фильтрацию прочтений по 

качеству и длине) была выполнена с помощью программ Trimmomatic v0.39 

[5] и fastp v0.23.4 [6], cutadapt v4.4 [7]. Удаление последовательностей чело-

века (хоста) было выполнено с использованием программы Bowtie2 методом 

картирования на геном с последующим удалением найденных прочтений из 

набора данных для анализа [8]. Таксономическая классификация и оценка 

представленности организмов в прочтениях с помощью программ Kraken2 

v2.1.3 и Bracken 2.8 соответственно [9, 10] и Gambit v1.0 [11]. Сборка после-

довательностей геномов из коротких прочтений была выполнена с помощью 

программы Shovill v1.1.0 [12]. Поиск генов, ассоциированных с резистентно-

стью, осуществлялся путем выравнивания геномных последовательностей 

образцов на оригинальную базу данных референсных последовательностей, 

основанную на AFRbase [13], дополняемую последовательностями генов, ас-

социированных у грибов с резистентностью к противогрибковым средствам, 

вручную. Поиск мутаций в этих генах был осуществлен с помощью про-

граммы snippy v4.6.0 [14]. 

Для привидения в соответствие названий грибов, выявляемых по про-

токолам модуля идентификации методом NGS (приводимое в базах генети-

ческих данных наименование гриба должно соответствовать установленным 

правилами номенклатуры [15] (это следующее узаконенное название: 1) при 

наличии у вида нескольких типов спороношения (бесполое, половое) – за-

конное название половой телеоморфной стадии или 2) для строго бесполых 

анаморфных (митоспоровых) видов – законное название анаморфы)) и выяв-

ляемых по протоколам культуральных исследований клинических штаммов 

(традиционное для медицинской микологии название возбудителя микоза – 

легитимное название анаморфы) были использованы доступные в Интернете 

базы данных по номенклатуре и таксономии грибов Index Fungorum [16], 

MycoBank [17] и базы данных коллекций микроорганизмов Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute (Центр биоразнообразия грибов (CBS)) [18], Всероссий-

ской коллекции микроорганизмов (ВКМ) [19]. Таким образом, как совпаде-

ния (синонимы одного видового названия) учитывались следующие резуль-

таты идентификации: 1) Kluyveromyces marxianus (метод NGS) – Candida 
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kefyr (культуральные исследования); 2) Pichia kudriavzevii (метод NGS) – 

Candida krusei (культуральные исследования); 3) Cystobasidium minutum (ме-

тод NGS) – Rhodotorula minuta (культуральные исследования); 4) Rhodotorula 

alborubescens (метод NGS) – Rhodotorula mucilaginosa (культуральные иссле-

дования). Было учтено также наличие легитимных синонимов из родов Cryp-

tococcus и Candida у видовых названий грибов, выявляемых методом NGS: 

Naganishia albida (синоним Cr. albidus); Wickerhamiella parazyma (синоним C. 

pararugosa). 

Результаты и обсуждение 

Особенности подготовки проб: используемые подходы не требуют вы-

равнивания концентрации ДНК разных образцов, множества индивидуаль-

ных очисток на магнитных частицах. Выравнивание концентрации обога-

щенных ДНК-библиотек перед смешиванием также не требуется, так как 

применение специальных условий индексной амплификации позволяет ча-

стично выполнить эту процедуру автоматически. При этом различия в фи-

нальном покрытии между образцами до 2 - 2,5 раз является нормальными и 

компенсируются избыточностью необходимого количества данных на обра-

зец. Это обстоятельство должно способствовать сокращению затрат времени 

и средств на выполнение анализа. 

С учетом синонимов, результаты идентификации до уровня вида (ме-

тод NGS – культуральные исследования) совпадали в 73 из 149 случаев 

(49,0%); до уровня рода – в 147 из 149 случаев (98,7%).  

В группе дрожжевых грибов (123 штамма) видовая идентификация 

приводила к идентичным результатам у 59 штаммов (48,0%); до рода – у 122 

штаммов (99,2%). Всего было протестировано 112 штаммов 11 видов возбу-

дителей кандидоза, 3 штамма 1 вида возбудителя криптококкоза, 8 штаммов 

5 видов возбудителей редких дрожжевых инфекций. 

У штаммов возбудителей кандидоза результаты видовой идентифика-

ции методом NGS подтвердили культуральный метод в 54 из 112 случаев 

(48,2%): C. albicans (38,1%), C. auris (100%), C. dubliniensis (0%), C. famata 

(0%), C. glabrata (100%), C. guilliermondii (0%), C. kefyr (100%), C. krusei 

(83,3%), C. parapsilosis (100%), C. tropicalis (50,0%), C. zeylanoides (0%). От-

метим высокий уровень сходимости у штаммов распространенных возбуди-

телей C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. parapsilosis. Низкое число совпадений 

для C. albicans (главный возбудитель кандидоза и всех оппортунистических 
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микозов в целом; общеупотребимая методика идентификации – по специфи-

ческому окрашиванию колоний на стандартных хромогенных средах (фер-

ментативная активность: определение белка N-ацетил-β-D-галактозамидазы)) 

объясняется неспособностью дифференцировать на хромагаре близкород-

ственные виды, входящие в комплекс C. albicans: C. albicans, C. africana (ра-

нее подвид или «атипичный» вид политипических дрожжей C. albicans; по 

фенотипическим признакам C. africana и C. albicans идентичны), C. 

dubliniensis (по фенотипическим признакам C. dubliniensis и C. albicans труд-

норазличимы) [4, 20]. Из 84 протестированных штаммов C. albicans (прямая 

окончательная идентификация по окраске колоний на хромогенных средах) 

52 штамма (61,9%) были отнесены по молекулярным признакам к близкород-

ственным видам: к C. africana (33 штамма (39,3%)), C. dubliniensis (16 штам-

мов (19,0%)), а также C. tropicalis (3 штамма (3,6%) – по специфической 

окраске на хромагаре колонии C. tropicalis не всегда четко отличима от коло-

ний C. albicans). Полученные с помощью метода NGS данные показали, что 

распространенность в госпитальной среде Московского региона клинически 

значимых видов C. africana (инфекции, вызванные C. africana наиболее рас-

пространены в Африке, но были зарегистрированы в разных странах других 

регионов [20]) и C. dubliniensis, вероятно, выше предполагаемого уровня. 

Очевидно, что применение тест-системы NGS в практических медицинских 

лабораториях может иметь определяющее значение для изучения эпидемио-

логии кандидоза, вызываемого политипическими дрожжами C. albicans. Не-

способность различать клинически значимые виды из комплекса C. albicans 

при использовании стандартных хромогенных сред предопределили общую 

невысокую сходимость результатов видовой идентификации в целом (общая 

доля штаммов, относимых по методу NGS не к C. albicans, а к C. africana или 

C. dubliniensis составляла 32,9% от общего числа исследованных штаммов). 

У штаммов возбудителей криптококкоза результаты видовой иденти-

фикации методом NGS подтвердили культуральный метод в 1 из 3 случаев 

(33,3%): Cr. neoformans (33,3%). В 2 случаях выделенные из посевов штаммы 

Cr. neoformans были отнесены к другому возбудителю криптококкоза Cr. al-

bidus (Naganishia albida – современный синоним).  

У штаммов возбудителей редких дрожжевых инфекций результаты ви-

довой идентификации методом NGS подтвердили культуральный метод в 4 

из 8 случаев (50,0%): Rh. glutinis (0%), Rh. minuta (100%), Rh. mucilaginosa 
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(50,0%); Tr. asahii (100%), Trichosporon sp. (0%). По молекулярным призна-

кам 3 из 6 штаммов рода Rhodotorula были отнесены к другим видам того же 

рода (штамм Rh. glutinis отнесен к Rh. alborubescens (Rh. mucilaginosa), 2 

штамма Rh. mucilaginosa – к Rh. taiwanensis), а штамм базидиомицетовых 

дрожжей Trichosporon sp. идентифицирован как аскомицет Candida 

parapsilosis (в данном случае наиболее вероятна случайная ошибка при пере-

севах культуры).  

В группе мицелиальных грибов (26 штаммов) результаты видовой 

идентификации совпадали у 14 штаммов (53,8%); до рода – у 25 штаммов 

(96,2%). Всего было протестировано 23 штамма 4 видов возбудителей аспер-

гиллеза, 3 штамма 3 видов возбудителей гиалогифомикоза.  

У штаммов возбудителей аспергиллеза результаты видовой идентифи-

кации методом NGS подтвердили культуральный метод в 13 из 23 случаев 

(56,5%): A. flavus (0%), A. fumigatus (100%), A. nidulans (0%), A. niger (0%). 

Результаты видовой идентификации совпали для всех 13 штаммов главного 

возбудителя аспергиллеза A. fumigatus; штаммы A. flavus, A. nidulans и A. 

niger по молекулярным данным были отнесены к другим видам того же рода 

Aspergillus. Наличие характерных фенотипических признаков у исследован-

ных клинических штаммов A. flavus, A. nidulans, A. niger [21, 22] не оставля-

ют сомнений в правильности их видовой идентификации классическими ме-

тодами. Расхождения с молекулярными данными требует специального ис-

следования для уточнения причин (методические трудности при экстракции 

ДНК и др.).  

У штаммов возбудителей гиалогифомикоза результаты видовой иден-

тификации методом NGS подтвердили культуральный метод в 1 из 3 случаев 

(33,3%): Acr. kiliense (0%), F. dimerum (0%), Paec. variotii (100%). По молеку-

лярным признакам штамм F. dimerum был отнесен F. begoniae, штамм Acr. 

kiliense – к Scedosporium apiospermum (отметим некоторое сходство феноти-

пических морфологических признаков у данных анаморфных видов, относя-

щихся к разным родам мицелиальных грибов-оппортунистов). 

В рамках предложенного метода было выполнено определение следу-

ющих специфичных генов резистентности: CdMDR1, CDR1, CDR2 (системы 

активного транспорта, резистентность к азолам), CYP51A, ERG11, (фермен-

ты в пути синтеза эргостерола, резистентность к азолам и полиенам), FKS1 

(фермент синтеза полисахаридов клеточной стенки, резистентность к эхино-
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кандинам), MDR1, MDR3, MDR4, MDR1_5 (системы активного транспорта, 

резистентность к азолам) [23]. 

В данной работе рассматривались два основных показателя: наличие в 

геноме возбудителя генов, ассоциированных с резистентностью, и наличие в 

этих генах мутаций. Наиболее часто встречались гены систем активного 

транспорта лекарственного вещества из грибной клетки, ответственные за ре-

зистентность к азолам (рис. 1). Это отражает обстоятельство, что антибиоти-

ки группы азолов наиболее широко и часто применяются в лечебной практи-

ке [24].  

 

 

Рис. 1. Встречаемость генов, ассоциированных с резистентностью к 

противогрибковым средствам. 

 

Следует отметить, что, в отличие от бактерий, факт обнаружения в со-

ставе генома патогенного гриба гена, ассоциированного с резистентностью, не 

будет означать наличие такой резистентности, как и ее отсутствие. У грибов 

типичными механизмами резистентности являются: наличие системы актив-

ного транспорта лекарственного вещества из грибной клетки, мутации фер-

мента-мишени, наличие альтернативного (шунтового) пути метаболизма 

(например, синтеза эргостерола). В первом случае, в пользу резистентности 

будет говорить специфичность места связывания транспортируемого вещества 

к лекарственным веществам определенного класса. Во втором случае, в пользу 
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резистентности будет говорить наличие такой мутации, которая, не меняя спо-

собности связывать субстрат и взаимодействовать с белками-партнерами, тем 

не менее приводит к снижению способности мишени связывать лекарственное 

вещество. В третьем случае, потребуется наличие генов всех ферментов аль-

тернативного метаболического пути. Кроме того, во всех трех случаях, ключе-

вую роль будет играть экспрессия перечисленных генов [25].  

Исходя из изложенного, одним из направлений совершенствования 

данного метода должны стать методы анализа данных секвенирования. 

Заключение 

В ходе выполнения работы были проверены модули идентификации 

оппортунистических видов грибов и анализа генов, ассоциированных с рези-

стентностью к антимикотикам.  

Проведенная видовая идентификация 149 штаммов микромицетов ме-

тодом NGS приводила к идентичным с рутинными культуральными исследо-

ваниями результатам в 49,0%; идентификация до рода – в 98,7%. В группе 

дрожжевых грибов (123 штамма) результаты видовой идентификации мето-

дом NGS и культуральным методом совпадали в 48,0% случаев, в группе ми-

целиальных грибов (26 штаммов) – в 53,8% случаев. Общий недостаточно 

высокий уровень сходимости результатов видовой идентификации оппорту-

нистических микромицетов (менее 50%) связан с неспособностью дифферен-

цировать виды из комплекса C. albicans по стандартному протоколу рутин-

ной диагностики (использование хромогенных сред). Применение тест-

системы NGS в диагностических медицинских лабораториях клиник разного 

профиля может иметь определяющее значение для изучения эпидемиологии 

кандидоза, вызываемого политипическими дрожжами комплекса C. albicans. 

Следует отработать видовую идентификацию тест-системой NGS ряда воз-

будителей аспергиллеза (A. flavus, A. nidulans, A. niger). 

Было показано, что тест-система обладает возможностью определения 

генов-мишеней и мутаций в них, ассоциированных с резистентностью к про-

тивогрибковым препаратам. Имеется возможность оценивать наличие мута-

ций в перечисленных генах, которые должны приводить к развитию рези-

стентности.  

(Работа была поддержана грантом АНО «Московский центр инновационных технологий 

здравоохранения» «Набор реагентов для анализа микробиома человека для выявления  

количественного и функционального состава грибов с детекцией генов,  

ответственных за антимикотические свойства, методом NGS») 
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