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Аннотация
Введение. Современная медицина сталкивается с резистентностью Candida spp. к антимикотикам, обус-
ловленной изменением экспрессии и структуры гена ERG11 — молекулярной мишени триазолов. Эти 
механизмы часто действуют одновременно, однако взаимодействие между ними остаётся недостаточно 
изученным.
Цель работы — изучение роли гиперэкспрессии гена ERG11 и его мутаций в формировании резистентно-
сти грибов C. albicans к триазолам.
Материалы и методы. Исследование выполнено на 11 штаммах грибов C. albicans из коллекции   
МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского. Штаммы были охарактеризованы по уровню экспрессии гена ERG11 и 
наличию в нем мутаций, а также чувствительности к триазолам: позаконазолу, вориконазолу, итраконазо-
лу и флуконазолу. 
Результаты. Штаммы C. albicans подразделили на 4 группы: 1-я группа — только с повышенной экспрес-
сией гена ERG11; 2-я — только с мутациями в данном гене; 3-я — одновременно оба вида генетических 
изменений; 4-я — без данных генетических изменений. Установлено, что минимальная подавляющая кон-
центрация (МПК) триазолов в 1-й группе была в 15,76 раза выше, чем во 2-й, в 4,97 раза выше, чем в 3-й, 
и в 2,51 раза ниже, чем в 4-й (везде p < 0,05). Во 2-й группе МПК триазолов была в 3,17 раза ниже, чем  
в 3-й, и в 40 раз ниже (p < 0,001), чем в 4-й. МПК триазолов в 3-й группе по сравнению с 4-й группой была 
в 12,5 раза ниже (p < 0,001). Популяционное варьирование МПК триазолов в большей степени зависит от 
изолированного действия мутаций гена ERG11 (45,94%), что в 5,27 раза превосходит эффект изолирован-
ной гиперэкспрессии гена.
Заключение. Устойчивость C. albicans к триазолам обеспечивается кооперативным действием гиперэкс-
прессии и мутаций гена ERG11: наибольшую резистентность обеспечивает гиперэкспрессия, популяцион-
ное разнообразие — мутации.
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Abstract
Introduction. Modern medicine is faced with the resistance of Candida spp. to antimycotics, due to changes 
in the expression and structure of the ERG11 gene, the molecular target of triazoles. These mechanisms often 
operate simultaneously, but the interaction between them remains poorly understood. 
The aim of this study is to investigate the interaction between ERG11 gene overexpression and mutation in the 
development of triazole resistance in C. albicans.
Materials and methods. Eleven C. albicans strains from the G.N. Gabrichevsky Moscow Research Institute of 
Epidemiology culture collection were analyzed. Each strain was characterized by its ERG11 gene expression 
level, the presence of ERG11 mutations, and its susceptibility to the triazoles posaconazole, voriconazole, 
itraconazole and fluconazole.
Results. The C. albicans strains (n – number of tested strains) were categorized into four groups: Group 1 (n = 2, 
ERG11 overexpression only), Group 2 (n = 3, ERG11 mutations only), Group 3 (n = 4, both ERG11 overexpression 
and mutation) and Group 4 (n = 2, neither ERG11 overexpression nor mutation). The minimum inhibitory concentration 
(MIC) of Triazoles in Group 1 was 15.76-fold higher than in Group 2, 4.97-fold higher than in Group 3, and 2.51-fold 
lower than in Group 4 (p < 0.05 for all comparisons). The MIC of triazoles in Group 2 was 3.17-fold lower than in 
Group 3 and 40.00-fold lower than in Group 4 (p < 0.001). The MIC of triazoles in Group 3 was 12.5-fold lower than 
in Group 4 (p < 0.001). Population-level variation in triazoles MIC was more strongly influenced by the isolated effect 
of ERG11 mutations (45.94%) than by the isolated effect of ERG11 overexpression (5.27-fold less).
Conclusion. Triazole resistance in C. albicans is influenced by the combined actions of ERG11 overexpression 
and mutation. ERG11 overexpression appears to contribute more to the absolute level of resistance, while ERG11 
mutations have a greater impact on the diversity of resistance levels within the C. albicans population.
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Введение
Современная медицина давно столкнулась с 

проблемой резистентности микробов к химиотера-
певтическим препаратам. К настоящему моменту 
этот вопрос достаточно хорошо изучен и известно 
множество различных механизмов, обеспечиваю-
щих микробам уход от токсического действия ан-
тибиотиков. Наиболее примечательными являются 
генетически детерминированные механизмы рези-
стентности, связанные со значительным увеличе-

нием продукции молекулярных мишеней антибио-
тиков или изменением структуры этих молекул-ми-
шеней. Обсуждаемые механизмы резистентности 
могут реализовываться в микробной клетке парал-
лельно и даже независимо друг от друга. Вместе с 
тем результаты их кооперативного действия недо-
статочно ясны [1–3].

Данный вопрос мы исследовали на приме-
ре грибов рода Candida, которых проблема рези-
стентности к противомикробным антибиотическим 
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препаратам также не обошла стороной. Одним из 
таких механизмов у данных микробов является по-
вышенная экспрессия генов, кодирующих синтез 
мишени лекарственного препарата. В этом плане 
немаловажную роль играет ген ERG11, определя-
ющий структуру ланостерол-14α-деметилазы. Она 
участвует в синтезе эргостерола, важного компо-
нента клеточной стенки гриба. Гиперэкспрессия 
гена ERG11 обеспечивает синтез большого коли-
чества эргостерола, что в итоге делает грибы рода 
Candida малочувствительными к терапевтическим 
дозам препаратов азолового ряда [4]. 

Между тем в последнее время в гене ERG11 был 
обнаружен ряд несинонимичных мутаций, способ-
ных модифицировать эффекты данного гена в сто-
рону как снижения, так и повышения чувствитель-
ности грибов рода Candida к азолам [5–9]. Напри-
мер, согласно полученным нами данным, мутации  
в гене ERG11 снижали эффекты его гиперэкспрес-
сии и уменьшали минимальную подавляющую кон-
центрацию (МПК) триазоловых препаратов в му-
тантных штаммах C. albicans до 100 раз [10]. При 
этом полной отмены исходной резистентности не 
наблюдалось. Примечательно, что гиперэкспрессия 
гена ERG11 и его мутации проявляются в различ-
ных штаммах Candida spp. относительно независи-
мо [5, 7–9, 11–15]. 

Очевидно, что оба отмеченных вида генети-
ческой изменчивости участвуют в формировании 
популяционного разнообразия грибов рода Candida 
по степени чувствительности к азолам. Однако 
остаются неясными характер и результат взаимо-
действия этих механизмов. Представляется, что ис-
следование данного вопроса может составить чёт-
кое представление о стратегии выживания Candida 
spp. в условиях массированного медикаментозного 
воздействия и перспективных векторах управления 
эпидемией микробной резистентности.

Цель настоящего исследования — изучение 
взаимодействия гиперэкспрессии гена ERG11 и его 
отдельных мутаций в формировании резистентно-
сти грибов C. albicans к триазоловым противогриб-
ковым препаратам (ТПП).

Материалы и методы
Исследование выполнено на 11 штаммах грибов 

C. albicans из коллекции Московского научно-иссле-
довательского института эпидемиологии и микро-
биологии им. Г.Н. Габричевского, изначально устой-
чивых к действию флуконазола и  вориконазола. 

Коллекционные штаммы грибов C. albicans 
прошли видовую идентификацию по биохимиче-
ской активности и мультиплексной полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ),  
а также по уровню экспрессии и наличию мутаций 
гена ERG11. Подробное описание технологии ха-
рактеристики дано в работе [10].

Согласно имеющейся характеристике, 7 иссле-
дованных штаммов были носителями 5 вариантов 
несинонимичных мутаций в гене ERG11 (E266D, 
G464S, I471L, D116E и V488I). В 6 штаммах была 
выявлена повышенная экспрессия гена ERG11.

Все исследованные штаммы C. albicans были раз-
делены на 4 группы в соответствии с обнаружен ными 
генетическими изменениями: 1-я группа (2 штам - 
ма) — только с повышенной экспрессией гена ERG11; 
2-я (3 штамма) — с мутациями только в дан ном ге-
не; 3-я (4 штамма) — с одновременной экс прессией 
обоих видов генетических изменений; 4-я (2 штам-
ма) — без указанных генетических изменений.

Чувствительность изучаемых штаммов гри-
бов C. albicans к четырем представителям ТПП 
(позаконазол, вориконазол, итраконазол, флукона-
зол) исследовали в соответствии с рекомендация-
ми Межрегиональной ассоциации по клинической 
микробиологии и антимикробной химиотерапии 
(МАКМАХ) по определению чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам, 
основанных на стандартах CLSI M44 и M60 для 
грибов и стандартах и критериях Европейского ко-
митета по определению чувствительности к анти-
биотикам (EUCAST) для метода микроразведений 
и бактериальных культур1. 

МПК препарата (в мг/мл) определяли методом 
серийных микроразведений с помощью планшетов 
«Sensititre YeastOne10» («Trek diagnostic system»). Для 
этого инокулят подготавливали аналогично диско- 
диффузионному методу, после чего вносили в моди-
фи цированную среду RPMI-1640 и распределяли по 
96-луночным планшетам для серийных микроразве-
дений с предварительно внесёнными субстанциями 
ТПП [11]. Учёт результатов производили визуально, 
по сравнению с ростом в лунке с положительным кон-
тролем в соответствии с критериями EUCAST [12]. 

Для обеспечения сопоставимости результа-
тов исследования данные по отдельным штаммам 
C. albicans к каждому ТПП были взвешены по 
среднему значению МПК для данного препарата. 
В дальнейшем анализировали полученные относи-
тельные значения. 

Для статистического анализа использова-
ли программное обеспечение «Microsoft Excel», 
«SciPy», «Matplotlib». Оценку значимости различий 
между проводили с помощью U-критерия Манна–
Уитни. Вклад факторов в популяционную изменчи-
вость признака оценивали в одно- и двуфакторном 
анализе с повторами (ANOVA). Критический уро-
вень ошибки при проверке статистических гипотез 
принимали за р < 0,05.

1 Рекомендации МАКМАХ «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам (2021)». 

  URL: https://www.antibiotic.ru/minzdrav/category/clinical-
recommendations
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Результаты 
МПК ТПП при различных генетических изме-

нениях в C. albicans представлены в табл. 1. Ока-
залось, что различия между отдельными препара-
тами для каждого варианта генетических измене-
ний отсутствуют и имеют единую направленность. 
Данный факт позволил нам объединить результаты 
исследования МПК в единую группу триазолов. 
Итоговые характеристики групп представлены  
в табл. 2.

Сравнительный анализ полученных результа-
тов показал, что МПК триазолов в 1-й группе была в 
15,76 раза выше (p < 0,05), чем во 2-й, в 4,97 раза вы-
ше (p < 0,05), чем в 3-й, и в 2,51 раза ниже (p < 0,05),  
чем в 4-й. Во 2-й группе МПК триазолов была в 3,17 
раза ниже, чем в 3-й, и в 40 раз ниже (p < 0,001), чем 
в 4-й. МПК триазолов в 3-й группе была в 12,5 раза 
ниже (p < 0,001) по сравнению с 4-й.

Оценку влияния различных генетических из-
менений на степень варьирования МПК триазолов 

в исследованной популяции C. albicans проводили 
с использованием дисперсионного анализа. Одно-
факторная модель показала, что совокупный эффект 
повышенной экспрессии и мутаций гена ERG11 со-
ставляет 58,58% (p < 0,001). 

Для расчёта соотносительного влияния дан-
ных генетических изменений применили двухфак-
торный дисперсионный анализ (рисунок). На до-
лю изолированного действия мутаций гена ERG11 
пришлась почти половина (45,94%) всех эффектов 
генетических факторов, что более чем в 5,27 раза 
превышает вклад изолированного действия повы-
шенной экспрессии этого гена и в 3,65 раза — соче-
танного действия мутаций и гиперэкспрессии. При 
этом на долю совокупного эффекта всех генетиче-
ских изменений приходится 67,26%, что сопостави-
мо с результатами расчёта однофакторной модели.

Обсуждение
Мы подтвердили, что резистентность штам-

мов C. albicans, изначально устойчивых к действию 
флуконазола и вориконазола, к препаратам триазо-
лового ряда обеспечивается как гиперэкспрессией 
гена ERG11, так и его мутациями. При этом был 
установлен принцип взаимодействия рассмотрен-
ных генетических механизмов в формировании ре-
зистентности: оба фактора могут действовать как 
независимо, так и в кооперации. Гиперэкспрессия 
гена ERG11 обладает более выраженным действи-
ем, чем его мутации, что совпадает с данными дру-
гих авторов [4–9, 16, 17].

При сочетанном действии должна происходить 
суммация эффектов гиперэкспрессии и мутаций ге-
на ERG11. Мутации способны нивелировать эффек-
ты повышенной экспрессией гена ERG11. Конечный 
результат их сочетанного действия в нашем случае 
проявляется заметным снижением влияния послед-
ней. Мы не берёмся экстраполировать отмеченное 
на все возможные варианты генетически детерми-
нированной резистентности изучаемого микроба 
и поэтому склонны расценивать данный факт как 
особенность нашей коллекции штаммов C. albicans.

К такой же особенности стоит отнести высо-
кую резистентность к ТПП штаммов C. albicans, не 
экспрессирующих изменения в гене ERG11. Помимо 
них, например, может возникать гиперэкспрессия в 
генах CDR1, CDR2, MDR1 и др. [4, 5], сравнитель-
ную эффективность которых ещё предстоит оценить.

Таблица 1. МПК ТПП при различных вариантах генетических изменений в гене ERG11 C. albicans (X ± m)

Группа штаммов
Strain group n Позаконазол Вориконазол Итраконазол Флуконазол

1 2 1,361 ± 1,351 1,184 ± 1,045 1,363 ± 1,353 1,579 ± 1,483

2 3 0,008 ± 0,002 0,139 ± 0,000 0,008 ± 0,002 0,191 ± 0,000

3 4 0,028 ± 0,019 0,383 ± 0,244 0,026 ± 0,020 0,669 ± 0,317

4 2 4,068 ± 1,357 3,343 ± 1,115 4,075 ± 1,359 2,296 ± 0,765

Таблица 2. МПК ТПП в исследуемых группах

Группа штаммов
Strain group n X ± m Me [Q1; Q3]

1 8 1,371 ± 0,501 1,184 [0,010; 2,470]

2 12 0,087 ± 0,024 0,075 [0,007; 0,139]

3 16 0,276 ± 0,113 0,112 [0,006; 0,152]
4 8 3,445 ± 0,522 2,889 [1,879; 3,759]

Двухфакторная модель влияния генетических изменений 
в гене ERG11 на варьирование МПК триазолов в популя-

ции C. albicans, %.

8,71

12,59

45,94

32,74

Только гиперэкспрессия гена ERG11
Совместно гиперэкспрессия и мутации гена ERG11 
Только мутации гена ERG11
Случайные факторы
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

При проведении дисперсионного анализа мы 
приняли в расчёт, что популяционное разнообра-
зие грибов C. albicans по чувствительности к ТПП 
определяется одновременно обоими векторами из-
менений в гене ERG11. Между тем долевое участие 
данных векторов оказалось неравнозначным. Уста-
новлена доминирующая роль мутаций гена ERG11 
в этом процессе.

Оценивая биологическое и медицинское зна-
чение гиперэкспрессии и мутаций гена ERG11  
в грибах C. albicans, мы обратили внимание на то, 
что гиперэкспрессия гена ERG11 и связанная с ней 
гиперпродукция молекулы ланостерол-14α-деме-
тилазы намного эффективнее защищает C. albicans 
от пагубного воздействия ТПП, чем синтез гене-
тически изменённых вариантов молекулы. Однако 
точечные несинонимичные мутации в этом гене 
явно способствуют повышению биологического 
разнообразия данного дрожжеподобного гриба, не 
усугубляя в значительной мере его медицинскую 
опасность в краткосрочной перспективе. Поэтому с 
практической точки зрения с целью прогнозирова-
ния риска возникновения резистентности штаммов 
C. albicans к ТПП представляется целесообразным 
выявление именно гиперэкспрессии гена ERG11.

Заключение
1. Резистентность C. albicans к ТПП обеспечи-

вается кооперативным действием гиперэкспрессии 
гена ERG11 и его мутаций.

2. Эффект гиперэкспрессии гена ERG11 суще-
ственно превосходит таковой его несинонимичных 
мутаций.

3. Мутации гена ERG11 по сравнению с его ги-
перэкспрессией являются доминантами при форми-
ровании популяционного разнообразия C. albicans 
по резистентности к ТПП.

4. Для прогнозирования возникновения рези-
стентности C. albicans к ТПП целесообразно тести-
ровать штаммы на гиперэкспрессию гена ERG11.
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