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Введение

Рост тяжелых кандидозных инфекций в послед-
ние годы отмечается во всем мире, причем не только 
у иммунокомпрометированных больных. Увеличе-
ние подобных инфекций сопровождается высокой 
летальностью и значительным повышением стои-
мости пребывания пациента в стационаре. В арсе-
нале врачей имеется целый ряд антифунгальных 
препаратов системного действия (АФ) для терапии 
и профилактики микозов. Широкое применение 
флуконазола и других триазолов привело к росту 
резистентности среди Candida spp. и других грибов 
не только к флуконазолу, но и к вориконазолу, по-
законазолу. В настоящее время в результате между-
народных программ по изучению резистентности 
грибов регистрируется появление резистентности и 
среди эхинокандинов. Полиеновые антимикотики, 
в частности, амфотерицин В (АмВ), часто остают-
ся единственным препаратом для лечения микозов 
различной этиологии, в том числе и кандидозов, осо-

бенно у иммунокомпрометированных пациентов. 
Применение АмВ ограничено его высокой токсич-
ностью. Липидный комплекс АмВ сопоставим со 
стандартной формой АмВ по эффективности, но ме-
нее токсичен, лучше переносится больными.

Глобальная программа эпидемиологического 
надзора, опирающаяся на молекулярную иденти-
фикацию и определение механизмов резистент-
ности, привела к накоплению достаточного коли-
чества данных, которые дают более ясное пред-
ставление об изменении структуры возбудителей 
микозов, о частоте регистрации штаммов со сни-
женной чувствительностью, о появлении редких 
видов кандид [1, 2]. Также стало ясно, что без учета 
видо-специфических особенностей кандид невоз-
можно выработать корректные критерии оцен-
ки минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) определенного АФ, чтобы расценить кон-
кретный штамм кандид как чувствительный или 
резистентный [3, 4]. 
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Резюме
Нами было протестировано 253 штамма (13 ви-

дов) Candida spp. Определение МИК амфотерицина В 
выполняли 2 методами: эпсилометрическим методом 
(Е-тест, Etest®, BioMerieux, France) и на приборе Vitek2 
(BioMerieux, France). В целом, резистентность выявлена 
у 5 штаммов (2,1%) (С. parapsilosis – 4, C. tropicalis – 1). 
Среди штаммов C. albicans, C. glabrata и C.krusei рези-
стентных к амфотерицину В штаммов не обнаружено. 
Совпадение результатов оценки минимальной ингиби-
рующей концентрации амфотерицина В по категори-
ям чувствительность/резистентность при тести-
ровании штаммов 2 методами имело место, в целом, 
в 98% случаев (248 из 253): 100% для видов C. albicans, 
C. glabrata и C. krusei, 92,2% для C. parapsilosis и 95% для 
C. tropicalis. Результаты нашего исследования демон-
стрируют низкую степень резистентности кандид к 
амфотерицину В, что расширяет возможности лечения 
инфекций, вызванных Candida spp.

Ключевые слова: антифунгальная чувствитель-
ность, Candida spp., амфотерицин В, резистентность, 
минимальная ингибирующая концентрация, Е-тест, 
Vitek2, пограничные концентрации.

Abstract
We have tested 253 strains (13 species) Candida spp. 

Determination of the minimum inhibitory concentration of 
amphotericin B was performed by 2 methods: epsilometric 
method (Etest®, BioMerieux, France) and on the instrument 
the Vitek2 (BioMerieux, France). In general, resistance was 
detected in 5 strains (2.1%) (C. parapsilosis – 4, C. tropica-
lis – 1). There were no resistance to amphotericin B among 
strains of C. albicans, C. glabrata and C.krusei. Coincidence 
evaluation results of the minimum inhibitory concentration 
of amphotericin B for categories sensitivity/resistance when 
tested strains 2 methods generally occurred in 98% of cases 
(248 of 253): 100% for the species C. albicans, C. glabrata 
and C.krusei, 92.2% for C. parapsilosis and 95% for C. tropi-
calis. The results of our study demonstrate a low degree of re-
sistance of Candida spp. to amphotericin B, which allows the 
use of the drug in a variety of clinical situatious, connected 
with Candida spp..

Key words: antifungal susceptibility, Candida spp., am-
photericin B, resistance, minimum inhibitory concentration, 
E test, Vitek 2, breakpoints.
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Микроорганизмы подразделяют на чувстви-
тельные, умеренно резистентные и резистентные, 
для чего используют так называемые клинические 
пограничные значения (clinical breakpoint) ми-
нимальной ингибирующей концентрации (МИК) 
антибиотика. Пограничные концентрации не яв-
ляются неизменными величинами. Они могут 
пересматриваться в зависимости от изменения 
чувствительности популяции микроорганизмов 
[4, 5]. В настоящее время стандарты CLSI (Clinical 
and Laboratory Standards Institute, Институт кли-
нических и лабораторных стандартов) и EUCAST 
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing, Европейский комитет по тестированию 
антимикробной чувствительности) признаны во 
всем мире и используются как международные 
для оценки результатов определения чувствитель-
ности микроорганизмов при многоцентровых ми-
кробиологических и клинических исследованиях. 
Микробиологическая интерпретация основана на 
анализе распределения значений концентраций 
антибиотика, подавляющих жизнеспособность 
микроорганизмов. В настоящее время разработа-
ны рекомендации по тестированию антифунгаль-
ной чувствительности кандид в сочетании с ши-
рокой идентификацией вида Candida, особенно 
в случаях, трудно поддающихся терапии [6, 7, 8].  
В рекомендации включены как стандартные ме-
тоды (методы CLSI: основанный на разведениях в 
бульоне M27-A3 и агаровый метод – M44-A2; ме-
тод EUCAST EDef 7.1), так и коммерческие тесты 
(E-тест, Sensititre YeastOne, Vitek 2).

В настоящее время стандарты оценки значений 
МИК АмВ в отношении кандид разработаны толь-
ко EUCAST, но не CLSI, и только для 5 видов кан-
дид (табл. 1). 

Цель исследования – выявление резистентно-
сти различных видов кандид к АмВ у онкологиче-
ских больных.

Задачи исследования – определение значений 
МИК АмВ для Candida spp., выделенных из раз-
личных биоматериалов онкологических больных; 
определение доли резистентных штаммов к АмВ; 
сравнение значений МИК АмВ для Candida spp., 
полученных разными методами.

Материалы и методы 

Всего было протестировано 253 штамма (13 
видов) Candida spp. (C. albicans 118 штаммов,  
С. parapsilosis 51 штамм, C. glabrata 36 штаммов, 
C. tropicalis 20 штаммов, C. krusei 9 штаммов,  
C. lusitaniae 6 штаммов, C. guilliermondii и  
C. kefyr – по 3 штамма каждый вид, C. dubliniensis 
и C. norvegensis – по 2 штамма каждый вид,  
C. nivariensis, C. robusta и C. utilis – по 1 штамму 
каждого вида). Все штаммы выделены из различ-
ных биоматериалов, поступивших от онкологиче-
ских больных, находящихся в ФГБУ «РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России в 2012–2014 г. 

Для идентификации чистой культуры дрожже-
вых грибов применяли масс-спектрометрический 
анализ белковой фракции микробной клетки на 
приборе MALDI-TOF Microflex LT (Biotyper, Bruker 
Daltonics, Germany) с постоянно обновляющейся 
общей базой данных, включающей более 5000 бак-
терий и грибов. Определение МИК АмВ выполняли 
2 методами: эпсилометрическим методом (Е-тест, 
Etest®, BioMerieux, France) на чашках Петри ø 140 мм 
с готовой агаровой средой RPMI (кат. № AEB122182, 
BioMerieux, France) и на автоматизированном прибо-
ре Vitek2 (BioMerieux, France) с использованием экс-
пертной системы «Global European-based+EUCAST-
based». В качестве критериев оценки МИК АмВ для 

 Таблица 1

Клинические пограничные значения (clinical breakpoints) МИК для амфотерицина В и Candida spp. [9]

Антифунгальный 
препарат

Пограничные значения МИК1 (мкг/мл)

C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis Пограничные значения МИК,  
не связанные с определенными видами2 

кандид

Ч≤ Р> Ч≤ Р> Ч≤ Р> Ч≤ Р> Ч≤ Р> Ч≤ Р>

Амфотерицин В 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 МД МД

1 – минимальная ингибирующая концентрация; 2 – пограничные значения определены главным образом на основании 
данных фармакокинетики/фармакодинамики и не связаны с видо-специфичностью кандид (использовать только в отношении 
микроорганизмов, для которых не установлены пограничные значения); Ч – чувствительные штаммы кандид; Р – резистентные 
штаммы кандид; МД – мало данных, нет достаточных доказательств. Виды, о которых идет речь, являются хорошей мишенью для 
терапии данным препаратом. Сообщения о МИК препарата для данного вида кандид сопровождаются комментариями без оценки 
категории (чувствительность/резистентность). В рекомендациях EUCAST таблица содержит клинические пограничные 
значения МИК для АмВ, определенные в течение 2007–2015 гг. Для того чтобы упростить таблицу EUCAST, промежуточная 
категория не указана. 
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Candida spp. с учетом их видо-специфических осо-
бенностей использованы рекомендации, утверж-
денные EUCAST в последние годы [9]. В соответ-
ствии с данными рекомендациями штаммы кандид 
с МИК амВ ≤ 1 мкг/мл считали чувствительными, а 
при МИК амВ >1 мкг/мл – резистентными. Иден-
тификация проводилась в соответствии с инструк-
цией производителей приборов и тест-систем. Учет 
результатов проводили через 24 и 48 ч. 

Результаты и обсуждение 

Как видно из таблицы 2, в 5 случаях значения 
МИК, полученные методом Е-тестов, были более  
1 мкг/мл, т.е. в целом резистентность Candida 
spp. к АмВ оказалась менее 2% (1,97%). Для  
C. parapsilosis резистентность составила 7,8% (4/51), 
для C. tropicalis – 5% (1/20). В 18 случаях значения 
МИК, полученные методом Е-тестов, составили  
1 мкг/мл. Среди остальных видов кандид рези-
стентных к АмВ штаммов не выявлено.

В таблице 3 представлены данные по значениям 
МИК, полученные на приборе Vitek 2. 

При тестировании кандид на приборе Vitek 2 не 
выявлено резистентных к АмВ штаммов.

МИК ≤0,25 мкг/мл методом Е-тестов в целом 
отмечается в 50,9% (129/253) случаев против 56,9% 
(144/253) при тестировании на приборе Vitek 2 
(достоверных различий нет). МИК ≤0,50, но более 
0,25 мкг/мл методом Е-тестов отмечается в 36,8% 
(93/253) случаев против 41,5% (105/253) при тести-

ровании на приборе Vitek 2 (достоверных разли-
чий нет). МИК =1 мкг/мл методом Е-тестов отме-
чается в 7,1% (18/253) случаев против 1,6% (4/253) 
при тестировании на приборе Vitek 2 (p<0,01). 
МИК >1 мкг/мл методом Е-тестов отмечается ме-
нее чем в 2% (1,97%, 5/253) случаев против 0% при 
тестировании на приборе Vitek 2 (p<0,05). В то же 
время в отношении 2 наиболее часто выделяемых 
видов кандид, C. albicans и C. parapsilosis достовер-
но чаще регистрировались значения МИК≤0,50, 
но более 0,25 мкг/мл методом Е-тестов, нежели на 
приборе Vitek 2 (p<0,05), а для C. glabrata, напро-
тив, достоверно чаще регистрировались значения 
МИК≤0,50, но более 0,25 мкг/мл на приборе Vitek 2 
по сравнению с методом Е-тестов (p<0,0001).

Для C. albicans в 3 случаях значения МИК, полу-
ченные методом Е-тестов, составили 1 мкг/мл, а на 
приборе Vitek 2 для тех же самых штаммов значе-
ния МИК составили ≤0,25 мкг/мл. Также в 3 случа-
ях значения МИК, полученные на приборе Vitek 2, 
составили 1 мкг/мл, а для тех же самых штаммов 
значения МИК, полученные методом Е-тестов, 
составили ≤0,25 мкг/мл. Всего, таким образом, 
МИК=1 мкг/мл были отмечены у 6 штаммов 
(Е-тест либо Vitek 2), поэтому тестирование данных 
штаммов было сделано повторно, но результаты не 
изменились. В 100% случаев значения МИК, полу-
ченные обоими методами, составили ≤1 мкг/мл. 
Таким образом, резистентных к АмВ штаммов  
C. albicans не выявлено.

Таблица 2

Значения MИК (мкг/мл) для амфотерицина В и Candida spp. (Е-тест)

Вид (количество штаммов) МИК амфотерицина В (мкг/мл)

0,047 0,064 0,094 0,19 0,125 0,23 0,25 0,38 0,50 0,75 1,0 1,5 2,0 3,0

C. albicans (118) 2 4 4 10 28 0 41 13 11 2 3 0 0 0

C. parapsilosis (51) 0 0 1 2 5 0 12 3 18 2 4 3 0 1

C. glabrata (36) 0 0 0 1 0 0 4 7 19 2 3 0 0 0

C. tropicalis (20) 0 0 0 0 1 0 2 3 8 1 4 0 1 0

C. krusei (9) 0 0 0 0 0 0 1 0 5 0 3 0 0 0

C. lusitaniae (6) 0 0 0 0 0 0 3 0 2 1 0 0 0 0

C. guilliermondii (3) 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

C. kefyr (3) 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0

C. dubliniensis(2) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

C. norvegensis (2) 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0

C. nivariensis (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

C. robusta (1) 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C. utilis (1) 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Всего (253) 3 4 6 14 35 1 66 28 65 8 18 3 1 1
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Таблица 3

Значения MИК (мкг/мл) для амфотерицина В  
и Candida spp. (Vitek 2)

Вид (количество штаммов) МИК амфотерицина В (мкг/мл)

≤0,25 ≤0,50 =1

C. albicans (118) 74 41 3

C. parapsilosis (51) 10 41 0

C. glabrata (36) 22 14 0

C. tropicalis (20) 19 1 0

C. krusei (9) 4 4 1

C. lusitaniae (6) 6 0 0

C. guilliermondii (3) 3 0 0

C. kefyr (3) 1 2 0

C. dubliniensis(2) 2 0 0

C. norvegensis (2) 1 1 0

C. nivariensis (1) 0 1 0

C. robusta (1) 1 0 0

C. utilis (1) 1 0 0

Всего (253) 144 105 4

Из 51 штамма C. parapsilosis в 25 случаях зна-
чения МИК, полученные методом Е-тестов, пре-
вышали значения МИК, полученные на приборе 
Vitek 2. В 4 случаях значения МИК, полученные 
методом Е-тестов, составили 1 мкг/мл, а на при-
боре Vitek 2 для тех же самых штаммов значе-
ния МИК составили ≤0,25 мкг/мл (3 штамма) 
и ≤0,5 мкг/мл (1 штамм). В 3 случаях значения 
МИК, полученные методом Е-тестов, состави-
ли 1,5 мкг/мл и в одном – 3 мкг/мл, а на при-
боре Vitek 2 для тех же самых штаммов значения 
МИК составили ≤0,25 мкг/мл. Следуя рекомен-
дациям EUCAST [9] и учитывая значения МИК, 
полученные методом Е-тестов, резистентность к 
АмВ для C. parapsilosis составила 7,8% (4/51). В то 
же время, учитывая значения МИК, получен-
ные на приборе Vitek 2, резистентных штаммов 
C. parapsilosis не отмечено.

Из 36 штаммов C. glabrata в 12 случаях (33,3%)  
значения МИК, полученные методом Е-тестов, 
превышали значения МИК, полученные на при-
боре Vitek 2. В 3 случаях значения МИК, получен-
ные методом Е-тестов, составили 1 мкг/мл, а на 
приборе Vitek 2 для тех же самых штаммов значе-
ния МИК составили ≤0,25 мкг/мл. В 100% случаев 
значения МИК, полученные обоими методами, со-
ставили ≤1 мкг/мл. Таким образом, резистентных 
штаммов C. glabrata не выявлено.

Из 9 штаммов C. krusei в 3 случаях значения 
МИК, полученные методом Е-тестов, превышали 
значения МИК, полученные на приборе Vitek 2. 
В 2 случаях значения МИК, полученные методом 
Е-тестов, составили 1 мкг/мл, а на приборе Vitek 2 

для тех же самых штаммов значения МИК состави-
ли ≤0,25 мкг/мл. В 100% случаев значения МИК, по-
лученные обоими методами, составили ≤1 мкг/мл. 
Таким образом, резистентных штаммов C. krusei 
не выявлено.

Из 20 штаммов C. tropicalis в 16 случаях значе-
ния МИК, полученные методом Е-тестов, превы-
шали значения МИК, полученные на приборе Vitek 
2. В 4 случаях значения МИК, полученные методом 
Е-тестов, составили 1 мкг/мл, а на приборе Vitek 2 
для тех же самых штаммов значения МИК соста-
вили ≤0,25 мкг/мл. В одном случае значение МИК, 
полученное методом Е-тестов, составило 2 мкг/мл, а 
на приборе Vitek 2 – ≤0,25 мкг/мл. Следуя рекомен-
дациям EUCAST и учитывая значения МИК, полу-
ченные методом Е-тестов, резистентность к АмВ 
для C. tropicalis составила 5,0% (1/20). В то же вре-
мя, учитывая значения МИК, полученные на при-
боре Vitek 2, резистентных штаммов C. parapsilosis 
не отмечено.

Остальные, редко встречающиеся штаммы кан-
дид также были протестированы обоими методами, 
которые не выявили МИК более 1 мкг/мл. Посколь-
ку относительно данных видов кандид нет реко-
мендаций CLSI или EUCAST по оценке полученных 
значений МИК АмВ, можно только предположить, 
что терапия АмВ при микозах, обусловленных по-
добными видами кандид, будет эффективной.

Таким образом, в целом, резистентность вы-
явлена только методом Е-тестов у 5 штаммов 
(С. parapsilosis – 4, C. tropicalis – 1), а тестирова-
ние на приборе Vitek 2 резистентных штаммов не 
выявило. Среди штаммов C. albicans, C. glabrata и 
C. krusei резистентных к АмВ штаммов не обнару-
жено при использовании обоих методов. 

Определение МИК с помощью анализатора 
Vitek 2 имеет ряд преимуществ: полностью автома-
тизированный процесс с минимальным и простым 
процессом пробоподготовки и автоматическим счи-
тыванием конечных результатов, который исклю-
чает субъективную оценку, очень удобен в практи-
ческой работе. Кроме того, система имеет интегри-
рованную программу для проверки и интерпрета-
ции результатов. По данным Cuenca-Estrella M. [10], 
результаты, получаемые на Vitek 2, сопоставимы с 
референсными методами и результатами, получае-
мыми при использовании Е-теста. Существенным 
недостатком тестирования на Vitek 2 является огра-
ниченное количество антифунгальных препаратов 
на рабочей панели, причем учет результатов по АмВ 
возможен только при использовании программы 
«Global European-based+EUCAST-based». Кроме 
того, тестирование на приборе Vitek 2 ограничено 
только определенными видами кандид (для кото-
рых определены критерии оценки получаемых зна-
чений МИК). Виды кандид, для которых не опреде-
лены клинические пограничные значения, можно 
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протестировать на приборе, но результаты не будут 
учтены прибором. Карта Vitek 2 представляет со-
бой минимизированный аналог метода двукратных 
разведений в микрообъемах. В то же время Е-тесты 
позволяют получить значение МИК любого вида 
Candida с последующей ретроспективной интер-
претацией накопленных данных по конкретному 
виду кандид. Корреляция между результатами те-
стирования МИК АмВ для кандид методом Е-тестов 
и референс-методом CLSI составляет, по данным 
разных авторов, от 75 до 89% [11]. В проведенном 
нами исследовании отмечаются расхождения меж-
ду значениями МИК, полученными разными мето-
дами (Е-тест и Vitek 2). Возможно, резистентность 
кандид к АмВ легче обнаружить методом E-тестов, 
нежели методами микроразведений (Vitek 2) [12, 
13]. В то же время в нашем исследовании совпаде-
ние результатов оценки МИК АмВ по категориям 
чувствительность/резистентность при тестиро-
вании штаммов 2 методами имело место в целом в 
97,6% случаев (247/253): 100% для видов C. albicans, 
C. glabrata и C. krusei, 92,2% для C. parapsilosis, 95% 
для C. tropicalis, а для единственного штамма C. 
nivariensis – полное несовпадение (МИК=1 мкг/
мл для Е-теста и ≤0,50 на приборе Vitek 2).

В нашем исследовании резистентность кандид 
к АмВ при использовании Е-тестов составила ме-
нее 2% (1,97%), что значительно ниже показателей 
резистентности кандид к азолам (флуконазол – 
46,7%, вориконазол – 25,8%, позаконазол – 46%), 
каспофунгину (9,5%) [14]. В то же время по ре-
зультатам тестирования всех штаммов на приборе 
Vitek 2 резистентность к АмВ выявлена не была. 
Результаты нашего исследования соответствуют 
данным зарубежных авторов, где частота рези-
стентности кандид к АмВ составляет от 0% [15, 16] 
до 2,7–3% [17–19].

Выводы

1. Резистентность кандид к АмВ при использо-
вании Е-тестов составила менее 2% (1,97%)

2. Резистентность кандид к АмВ при тестирова-
нии на приборе Vitek 2 составила 0%

3. Совпадение результатов оценки МИК АмВ по 
категориям чувствительность/резистентность при 
тестировании штаммов 2 методами имело место, в 
целом, в 97,6% случаев.

4. Тестирование чувствительности/резистент-
ности кандид к антимикотикам на приборе Vitek 2 
более удобно в рутинной практике в сравнении с 
Е-тестом.
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