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1. Занятие №21
Тема «Микробиологическая диагностика кандидозов».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы:

Кандидоз – заболевание кожи, слизистых оболочек и внутренних органов, вызываемое дрожжеподобными грибами рода Candida. Как правило, кандидоз развивается как типичная аутоинфекция и является сопутствующим заболеванием или осложнением при любой патологии, приводящей к иммунодефициту. 
Дисбактериоз, как следствие нерациональной антибиотикотерапии, лечения кортикостероидами часто проявляется в форме кандидоза. Сахарный диабет и другие эндокринопатии, гиповитаминозы могут сопровождаться кандидозом. Первостепенные задачи, направленные на снижение заболеваемости, состоят в рациональном применении антибиотиков широкого спектра действия, укреплении иммунитета, санитарном надзоре над сырьём и продуктами питания. 

Необходимость микробиологической диагностики кандидоза обусловлена полиморфностью клинических проявлений и многообразием клинических форм. Она производится для дифференциации от клинически сходных заболеваний, подтверждения диагноза, определения вида возбудителя.
4. Цель занятия: 
- учебная цель:
знать: 
1. Классификацию и морфо-биологические особенности дрожжеподобных грибов рода Candida.
2. Особенности экологии, эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при заболеваниях СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida.
3. Материал и методы микробиологической диагностики заболеваний СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida.
4. Профилактику и терапию заболеваний СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida.

уметь: 

1. Готовить, микроскопировать нативные препараты из исследуемого материала со СОПР для изучения дрожжеподобных грибов рода Candida и интерпретировать полученные результаты.
2. Учитывать, оценивать и интерпретировать результаты посева на хромогенные среды исследуемого материала со СОПР при заболеваниях, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida.
3. Учитывать и оценивать результаты определения чувствительности дрожжеподобных грибов рода Candida к антимикотикам с помощью FUNGITEST.

владеть:

1. Навыками соблюдения противоэпидемического режима и техники безопасности в бактериологической лаборатории.
2. Навыками работы с микробиологическим оборудованием.
3. Навыками интерпретации результатов микологических исследований.
иметь представление о биологии дрожжеподобных грибов рода Candida и особенностях их взаимодействия с макроорганизмом;
иметь навыки обосновать тактику микробиологической диагностики кандидозов, профилактику и терапию вызываемых ими заболеваний.
5. План изучения темы:

5.1 Контроль исходного уровня знаний:

Собеседование по контрольным вопросам:

1. Виды дрожжеподобных грибов рода Candida, играющие роль в заболеваниях СОПР.
2. Морфо-биологические особенности C. albicans как основного возбудителя заболеваний СОПР.
3. Особенности экологии, эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при заболеваниях СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida. 
4. Заболевания СОПР, вызываемые дрожжеподобными грибами рода Candida.
5. Материал и методы микробиологической диагностики заболеваний СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida. 
6. Критерии интерпретации результатов при микроскопическом и микологическом исследованиях с целью диагностики заболеваний СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida. 
7. Профилактика и терапия заболеваний СОПР, вызываемых дрожжеподобными грибами рода Candida. 

Тесты:

1. ОСНОВНОЙ ВОЗБУДИТЕЛЬ КАНДИДОЗОВ
1) C. albicans
2) C. tropicalis
3) C. guillermondii
4) C. krusei
5) C. glabrata
2. ВОЗБУДИТЕЛИ КАНДИДОЗА ПОРАЖАЮТ
1) кожу

2) слизистые оболочки

3) ЖКТ

4) мочевыделительную систему

5) все вышеперечисленное

3. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ КАНДИДОЗАХ
1) больные люди

2) здоровые носители

3) больные животные

4) медицинский инструментарий

5) пищевые продукты

4. ОСНОВНОЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ КАНДИДОЗОВ
1) микроскопический

2) генодиагностика

3) аллергический

4) микологический

5) серологический

5. ОБНАРУЖЕНИЕ ПСЕВДОМИЦЕЛИЯ В МАЗКАХ ИЗ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ О
1) инвазивном процессе

2) реконвалесценции

3) здоровом носительстве

4) кандидемии

5) токсинемии

6. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ДЛЯ МИКОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ КАНДИДОЗОВ
1) испражнения

2) моча

3) смыв со слизистой оболочки

4) кровь

5) все вышеперечисленное

7. КОЛИЧЕСТВО СANDIDA ПРИ ИССЛЕДОВАНИИ МАТЕРИАЛА ИЗ НЕСТЕРИЛЬНОГО ЛОКУСА, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩЕЕ ОБ ИХ ЭТИОЛОГИЧЕСКОЙ РОЛИ
1) 10

2) 102
3) 103
4) 104-105
5) не менее 106

5.2. Основные понятия и положения темы.
В настоящее время насчитывается около 300 тысяч видов грибов. В патологии человека основную роль играет C. albicans. 

Для C. albicans  характерен диморфизм – наличие двух фаз: дрожжевой и мицелиальной (нитчатой). В дрожжевой фазе кандида – овальные или удлиненные клетки, средний размер которых 2-5 мкм (от 1,5 до 8-14 у разных видов). При инвазии тканей дрожжевые клетки частично трансформируются в мицелиальные формы (псевдомицелий). Размножение происходит почкованием у дрожжевых клеток с образованием бластоспор и образование хламидиоспор в мицелиальной фазе.

Факторы вирулентности: 

1) Адгезины – факторы адгезии максимально выражены у C. albicans;
2) Олигосахариды КС – ингибируют клеточные иммунные реакции;
3) Фосфолипазы и кислые протеазы – корреляция с адгезией к эпителию и летальностью для животных;
4) Кандидотоксин, гликопротеиновый токсин и низкомолекулярные токсины 6 типов (А, В, С, О, Е, Р), но роль не известна.
Экология.

C. albicans – типичный комменсал нормальной микрофлоры ротовой полости, ЖКТ, влагалища и иногда кожи. Но находки этого вида во внешней среде крайне малочисленны (хотя данные противоречивы). С. tropicalis – в почве и воздухе.

Эпидемиология.

Кандидоз – это антропонозный микоз с контактным механизмом передачи. Характеризуется поражением кожи, слизистых оболочек и внутренних органов. 

Резервуар и источник инфекции – человек.
Инфицирование может происходить эндогенным и экзогенным путем 
Так как C. albicans относится к условно-патогенным микроорганизмам и выявляется в составе нормальной микрофлоры слизистых оболочек и кожи, в оценке результатов микологического исследования диагностическое значение имеет их количество. Диагностически значимым является также выделение C. albicans при повторном исследовании. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:
1. Провести микологическое исследование обследуемого с подозрением на кандидоз ротовой полости:

1.1. Приготовить нативный препарат «раздавленная капля» из исследуемого материала с использованием раствора Люголя в двойной концентрации, провести микроскопическое исследование и интерпретацию полученных результатов с учетом количества характерных клеток.

1.2. Изучить посев исследуемого материала на среду Candi-select:

· подсчитать количество характерных колоний;

· приготовить фиксированный препарат из изолированной колонии, окрасить по Граму, промикроскопировать.

1.3. Учесть и оценить результаты определения чувствительности исследуемой культуры к противогрибковым препаратам с помощью микропанели FUNGITEST. 

На основании полученных результатов сделать вывод о видовой принадлежности исследуемой культуры, ее чувствительности к противогрибковым препаратам и диагностической значимости полученных результатов. Заполнить бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.

2. Ознакомиться с тест-системой AUXACOLOR для биохимической идентификации дрожжеподобных грибов.

3. Описать биопрепараты: кандидозный антиген для РСК, кандидозный аллерген.

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1. Проведите микологическое исследование обследуемого с подозрением на кандидоз ротовой полости:

1 этап. Приготовьте нативный препарат «раздавленная капля» из исследуемого материала с использованием раствора Люголя в двойной концентрации, проведите микроскопическое исследование с учетом количества характерных клеток (среднее из 25 полей зрения).

Для взятия материала стерильным тампоном (лучше стандартным – 2 мг ваты) тщательно протирают сначала слизистую оболочку всей ротовой полости, затем языка, ближе к корню, и, в заключение, зева. При наличии налетов на СОПР, их снимают и используют для исследования. Тампон помещают в пробирку с 10 мл физ. раствора и тщательно отмывают. Полученный материал исследуют микроскопически и засевают в объеме 0,1 мл на среду Candi-select.

Для приготовления препарата «раздавленная капля» на предметное стекло нанесите 1 каплю исследуемого материала и 1 каплю двойного раствора Люголя, накройте покровным стеклом и промикроскопируйте с объективом (100.

Доказательством этиологической роли грибов рода Candida при поражениях СОПР является выявление в исследуемом материале многочисленных клеток округлой и овальной формы и псевдомицелия; последний отличается от истинного мицелия отсутствием общей оболочки и перегородок и состоит из длинных клеток, соприкасающихся друг с другом узким основанием. Псевдомицелий является патогенетической формой грибов рода Candida. Обнаружение единичных, округлых или овальных клеток при микроскопическом исследовании материала из открытых очагов поражения не имеет диагностического значения.

2 этап. Изучите результаты посева исследуемого материала на среде Candi-select: подсчитайте количество характерных колоний, приготовьте фиксированный препарат из изолированной колонии, окрасьте по Граму, промикроскопируйте.

Для уменьшения времени исследования в микробиологической практике используют хромогенные среды, которые позволяют сочетать получение культуры с ее идентификацией. При этом время на собственно идентификацию вообще не тратится. При микробиологической диагностике кандидозов такой средой является Candi-select (Bio-Rad, Sanofi Diagnosticts Pasteur). Это селективная среда, содержащая питательную основу для роста грибов, хромогенный субстрат для определения N-ацетил (-D-галактозамидазы C. albicans и два антибиотика, хлорамфеникол и гентамицин, которые подавляют рост бактериальной микрофлоры. Идентификация C. albicans, основного клинически значимого вида среди дрожжеподобных грибов, основана на выявлении ее специфического фермента N-ацетил (-D-галактозамидазы, который гидролизуя хромогенный субстрат, приводит к окрашиванию колоний в голубой цвет. В мазке C. albicans имеет вид округлых или овальных, одиночных и почкующихся клеток, окрашенных по Граму в фиолетовый цвет. Учет результатов осуществляется через 24-48 ч.

В том случае, если вырастают колонии белого цвета, то проводят идентификацию с помощью тест-системы AUXACOLOR (Bio-Rad, Sanofi Diagnosticts Pasteur).

Так как C. albicans относится к условно-патогенным микроорганизмам и выявляется в составе нормальной микрофлоры СОПР, в оценке результатов микологического исследования диагностическое значение имеет их количество, в частности, со слизистых оболочек не менее 1000 в 1 мл смыва с тампона. Диагностически значимым является также выделение C. albicans при повторном исследовании. 

3 этап. Учтите и оцените результаты определения чувствительности исследуемой культуры к противогрибковым препаратам с помощью микропанели FUNGITEST. 

В числе новых методов определения чувствительности грибов рода Candida к противогрибковым препаратам является использование тест-системы FUNGITEST (Bio-Rad, Sanofi Diagnosticts Pasteur).

FUNGITEST используется для определения чувствительности грибов к 6 противогрибковым препаратам в 2-х различных концентрациях на специальной питательной среде, содержащей индикатор, который, в случае роста грибов, меняет цвет с голубого на красный. Когда рост грибов задерживается за счет противогрибковых препаратов, среда остается синей.

Микропанель состоит из 16 микролунок, содержащих:

· Т+ - положительный контроль роста;

· Т- - отрицательный контроль роста;

· лунки с 6-ю противогрибковыми препаратами в 2-х различных концентрациях.

Учет и оценка результатов осуществляется через 48 ч культивирования при 37(С; наличие 2-х концентраций противогрибковых препаратов позволяет получить профиль чувствительности тестируемых грибов (чувствительная, умеренно устойчивая, устойчивая).

 Критерием достоверности полученных результатов является наличие роста и изменение цвета индикатора с голубого на красный в лунках Т+ и отсутствие роста и изменение цвета индикатора в лунках Т-.

Примеры:

AB 2          AB 8           синяя /синяя              чувствительная
KET 0,5     KET 4         красная /красная       устойчивая

FLU 8        FLU 64        красная /синяя          умеренно устойчивая
	Код антибиотика
	Название антибиотика

	5 FC 2       5FC 32
	5-флюороцитозин

	AB 2         AB 8
	амфотерицин В

	MCZ 0,5     MCZ 8     
	миконазол

	KET 0,5     KET 4
	кетоконазол (низорал)

	ITR 0,5     ITR 4
	итраконазол (орунгал)

	FLU 8     FLU 64
	флюконазол (дифлюкан)

	T +
	заведомо положительные

	T -
	заведомо отрицательные


II. Ознакомьтесь с тест-системой AUXACOLOR для биохимической идентификации дрожжеподобных грибов.

Тест-система AUXACOLOR (Bio-Rad, Sanofi Diagnosticts Pasteur) основана на использовании сахаров, а также определения актидион-резистентности и фенолоксидазной активности дрожжеподобных грибов.

Планшетка, после внесения в лунки суспензии культуры, инкубируется в течение 24-48 ч при Т-30(С (( 2(). Рост грибов учитывается по изменению цвета индикатора с розового на синий при утилизации углеводов, с голубого на розовый или бесцветный – при определении актидион-резистентности и с бесцветного на зеленый или черный – фенолоксидазы.

Для биохимической идентификации культуры используют таблицу.

	                       Виды

Субстрат
	C. 
albicans
	C. 
tropicalis
	C.
kefyr (pseudotropicalis)
	C. krusei
	C.
parapsilosis
	C. 
glabrata

	Глюкоза - GLU
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Мальтоза - MAL
	+
	+
	-
	-
	+
	-

	Сахароза - SUC/SAC
	+
	+ (-)
	+
	-
	+
	-

	Галактоза - GAL
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	Лактоза – LAC
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	Раффиноза – RAF
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	Инозитол – INO
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Целлобиоза – CEL
	-
	- (+)
	-
	-
	-
	-

	Трегалоза – TRE
	+
	+
	-
	-
	+ (-)
	+

	Адонитол – ADO
	V
	+
	- (+)
	-
	+ (-)
	-

	Мелезитоза – MEL
	- (+)
	+
	-
	-
	+ (-)
	-

	Ксилоза - XYL
	+
	+
	V
	-
	+ (-)
	-

	Арабиноза – ARA
	- (+)
	-
	V
	-
	+
	-

	Актидион  - ACT   24ч

                            48/72ч
	+ (-)

+
	-

V
	+ (-)

+ (-)
	-

-
	-

-
	-

- (+)

	Фенолоксидаза - POX
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Примечание: + - тест положителен для 99% штаммов;


-  - тест отрицателен для 99% штаммов;


V – вариабельный тест;

+ (-) – тест положителен для 95% штаммов или замедленная экспрессия теста (48 или 72 ч);


- (+) – тест отрицателен для 95% штаммов.
III. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты (кандидозный антиген для РСК, кандидозный аллерген), указав, что содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний:

· ответы на вопросы по теме занятия
1. Назовите отличительные особенности дрожжеподобных грибов рода Candida как представителей царства эукариотов.

2. Что такое диморфизм дрожжеподобных грибов рода Candida и его патогенетическое значение?

3. Назовите заболевания кандидозной этиологии СОПР и условия их развития.

4. Назовите и обоснуйте диагностические критерии доказательства этиологической роли дрожжеподобных грибов рода Candida в заболеваниях СОПР при микроскопическом методе диагностики.

5. Назовите и обоснуйте диагностические критерии доказательства этиологической роли дрожжеподобных грибов рода Candida в заболеваниях СОПР при микологическом методе диагностики.
· решение ситуационных задач
ЗАДАЧА №1. Женщина обратилась в женскую консультацию. Жалобы на зуд и жжение в области половых органов, обильные выделения творожистого характера. Страдает сахарным диабетом. 
Ваш диагноз, план обследования и лечения?

ЗАДАЧА №2. Мужчина работает на заводе по производству антибактериальных препаратов. В течение последнего года ухудшилось общее состояние: появились жалобы на зуд и «жжение» в глазах, ушах, области надбровных дуг, волосистой части головы, «жжение» по ходу пищевода, анальный зуд.

Ваш диагноз, план обследования и лечения, рекомендации.
ЗАДАЧА №3. На приём к стоматологу обратился мужчина. Объективно: трещинки в углах рта, на слизистой оболочке полости рта налёты белого творожистого характера, сухость слизистых губ.

Ваш диагноз, план обследования и лечения.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

(См. контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
Список тем по НИРС
1. Особенности экологии и эпидемиологическая обстановка по кандидозу на современном этапе.

2. История изучения кандидоза. Вклад отечественных ученых в изучение кандидоза.

8. Список литературы по теме занятия:

Основная литература:
1. Микробиология, вирусология и иммунология полости рта: учебник / ред. В. Н. Царев. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - 720 с. - Текст: электронный.

Дополнительная литература:
2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учебное пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 400 с. - Текст: электронный.

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.

5. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - Текст: электронный.

6. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям : учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва : ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 408 с. - Текст: электронный.

7. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология: учебник / Л. Б. Борисов. - 5-е изд., испр. - Москва: Медицинское информационное агентство, 2016. - 785 с. - Текст: электронный.
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