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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ АСПИРАНТАМ 

ПО ПОДГОТОВКЕ К ПРАКТИЧЕСКИМ ЗАНЯТИЯМ ПО ДИСЦИПЛИНЕ «ОСНОВЫ МЕДИЦИНСКОЙ МИКОЛОГИЯ»

Дисциплина «Основы медицинской микологии» включает 2 часа практических занятий. Практическое занятие - это одна из форм учебной работы, которая ориентирована на закрепление изученного теоретического материала, его более глубокое усвоение и формирование умения применять теоретические знания в практических, прикладных целях. На практических занятиях особое внимание уделяется выработке учебных или профессиональных навыков. 
При подготовке к практическому занятию выделяют организационный этап и этап закрепления и углубления теоретических знаний. На первом этапе  аспирант планирует свою самостоятельную работу, которая включает: понимание задания на самостоятельную работу; подбор рекомендованной литературы; составление плана работы, в котором определяются основные пункты предстоящей подготовки. Составление плана дисциплинирует и повышает организованность в работе. Второй этап включает непосредственную подготовку аспиранта к занятию. Особое внимание при работе с рекомендованной литературой необходимо обратить на содержание основных положений и выводов, объяснение явлений и фактов, уяснение практического приложения рассматриваемых теоретических вопросов. В процессе этой работы аспирант должен стремиться понять и запомнить основные положения рассматриваемого материала, примеры, поясняющие его, а также разобраться в иллюстративном материале. Заканчивать подготовку следует составлением плана - перечня основных пунктов по изучаемому материалу, который позволит составить концентрированное, сжатое представление по изучаемым вопросам.

В процессе подготовки к практическому занятию при необходимости следует обращаться за консультацией к преподавателю. Идя на консультацию, необходимо хорошо продумать вопросы, которые требуют разъяснения.

ОБЩАЯ И КЛИНИЧЕСКАЯ МИКОЛОГИЯ
Теоретическая справка
Грибы –Fungi   - группа организмов, объединяющая свыше 100 000 видов,  около 150 из них патогенны для человека.

Состоят из тела (мицелия), как правило, разветвленного в форме тонких нитей (гиф). Мицелий либо одноклеточный, либо септированный, многоклеточный, исключение составляют дрожжи: они сферической или округлой формы. Грибы имеют клеточную стенку, цитоплазматическую мембрану, цитоплазму с включениями гликогена, волютина, липидов,  митохондрий; дифференцированное ядро. Размножаются сложно: с помощью спор, оидий (экзоспор), делением, почкованием, половым путем. Структура грибов близка к растительной и животной клетке. С животными клетками грибы сближает гетеротрофный тип питания,   способность к синтезу хитина, образование и накопление мочевины и гликогена. С растительными – неподвижность в вегетативном состоянии, неограниченный рост, способность к синтезу витаминов, необходимость прикрепления к субстрату, характер поглощения питательных веществ (осмотрофный), наличие клеточных стенок, а также размножение и распространение спорами. 

Большинство грибов способно развиваться на различных питательных средах, для их питания необходимы азотистые, углеродсодержащие и минеральные вещества, наиболее быстрый рост и более мощные колонии получаются на среде с добавлением сахаров, некоторых аминокислот, дрожжевого лизата, а также на сывороточных и асцитических средах. Оптимальной температурой для большинства грибов является 25-370С, и только некоторые из них развиваются при более высокой температуре (40-450С). Наиболее   пригодны для большинства патогенных грибов слабокислые среды (рН 6,0-6,5), однако они сохраняют жизнеспособность в широком диапазоне рН (3-10). Грибы – аэробные микроорганизмы. Патогенные грибы неподвижны, распространение их в среде обитания осуществляется колонизацией субстрата или механическим переносом клеточных элементов воздухом, водой и другими факторами.

Грибы развиваются на поверхности плотных субстратов, некоторые, помимо этого, врастают в толщу питательной среды, и лишь немногие  образуют мицелий почти исключительно в толще среды. В жидких питательных средах многие грибы растут  в виде войлокообразного осадка, вначале на дне, а затем пристеночным кольцом или сплошной пленкой  различного цвета и консистенции. Культуры грибов в жидких средах не отличаются разнообразием по морфологии, спорообразование в глубине среды обычно отсутствует.  

Многим патогенным грибам свойственны различные оттенки в окраске воздушного мицелия, более ярко выраженные на высоте споруляции (спорообразования).  Грибам свойственны различные группы ферментов. Наиболее распространенными из них являются: амилазы и пектиназы, дегидразы и протеиназы, оксидазы и редуктазы. Ферменты, а также катализируемые ими процессы специфичны и используются для идентификации некоторых грибов, оценки их биохимической активности.

Грибы, потенциально опасные для человека, обладают определенными свойствами, которые обеспечивают им выживание в организме: термотолерантность, т.е. способность активно размножаться  при температуре тела хозяина; температурозависимый диморфизм (в организме хозяина они образуют дрожжеподобные клетки, а in vitro растут в виде мицелиальных форм). 

Среди продуктов жизнедеятельности и экстрактов из клеток некоторых грибов выявлены вещества, обладающие токсическими свойствами. С ними связано растворение эритроцитов, повреждение эпителия кожи и ее придатков,  слизистых оболочек, клеток различных органов. Некоторые грибы активно блокируют реакции иммунитета, подавляя функции Т-лимфоцитов, макрофагов, нейтрофилов, комплемента (глиотоксин A.fumigatus, маннан C.albicans), сорбируют фибриноген и другие белки, защищая себя от фагоцитоза “псевдокапсулой”. Грибы располагают широким арсеналом адгезивных факторов, которые обеспечивают закрепление на различных тканевых и искусственных субстратах, последующий их рост сопровождается продукцией гидролитических ферментов (протеазы, фосфолипазы), способных  повреждать тканевые барьеры, содействуя пенетрации. Многие грибы обладают гиалуронидазной активностью. Важную патогенетическую роль в развитии васкулитов играют полисахариды некоторых дерматофитов, доказана токсичность некоторых липидов из культур дрожжеподобных грибов. 

Заболевания, вызываемые патогенными грибами, условно можно разделить на две группы: поверхностные и системные или глубокие микозы. Кератомикозы – грибы поражают  поверхностную часть рогового слоя кожи и кутикулу (наружный слой) волос (разноцветный или отрубевидный лишай и узловатая трихоспория). Самая многочисленная группа – дерматофитии: поражаются кожа и ее придатки (эпидермофития, трихофития,  микроспория).  Кандидозы – поражаются слизистые оболочки, кожа и внутренние органы. Глубокие (системные) микозы - поражаются, преимущественно внутренние органы (бластомикоз, гистоплазмоз,  кокцидиомикоз).

Существует группа заболеваний, называемых микотоксикозами, которые обусловлены попаданием в организм микотоксинов, образующихся в процессе жизнедеятельности ряда микроскопических плесневых грибов. Продукты грибов также могут сенсибилизировать человека, предрасполагая к развитию аллергических заболеваний (микоаллергозы). 

В лабораторной диагностике заболеваний, вызываемых грибами,  используются оба принципа: обнаружение возбудителя в исследуемом материале и определение иммунного ответа в организме больного. Лабораторная диагностика грибковых заболеваний складывается из микроскопического метода, микологического  (выделение чистой культуры и ее идентификация), иммунологического (аллергического и  серологического), гистологического исследования и эксперимента на животных. Для идентификации основных возбудителей системных микозов разработан метод, основанный на определении нуклеиновых кислот.

Основной метод лабораторной диагностики – микологический. Выбор исследуемого материала определяется патогенезом болезни и возможным местом локализации возбудителя. Материал засевают на плотные питательные среды с добавлением антибиотиков для подавления роста бактерий (пенициллин и стрептомицин по 50-100 единиц на мл питательной среды или 0,05 % хлорамфеникола). При выделении обычно делают парные посевы, один из которых инкубируют при 250С, второй – при 370 С, подобная манипуляция позволяет выявить возможный диморфизм (в зависимости от условий некоторые грибы могут быть мицелиальными  или дрожжеподобными). 

Возбудителями дерматомикозов являются чаще всего представители трех родов: Microsporum; Epidermophyton; Trichophyton, которые наиболее часто поражают волосы, кожу, ногти.  Лабораторная диагностика дерматофитов состоит в микроскопическом исследовании патологического материала  (пораженные волосы, кожные и ногтевые чешуйки) в 20-30% растворе едкой щелочи или едкого натра, в нативном препарате обнаруживается мицелий гриба со спорами. Хорошо растут на сахарных средах в аэробных условиях в виде крупных колоний с характерным морщинистым строением, часто пигментированных. Грибы в культурах имеют вид длинных нитей мицелия с круглыми или полиморфными спорами. 

Этиологическим агентом при кандидозе наиболее часто выступает Candida albicans,  реже - Candida tropicalis, Candida krusei, Candida  pseudotropicalis, Candida stellatoidea,  Candida parapsilosis и некоторые другие. Лабораторная диагностика заключается в микроскопии (метод предварительный) и выделении чистой культуры гриба. Взятие и выбор материала для исследования зависит от клинических форм. При поражении наружных покровов у больного берут чешуйки кожи и соскоб ногтей, гнойное отделяемое кожи и слизистых оболочек. При висцеральной форме болезни исследованию подлежат кровь, спинномозговая жидкость, испражнения, моча, желчь.  Микроскопируют неокрашенные и окрашенные препараты. Выделение чистой культуры проводится в аэробных условиях на среде Сабуро, хламидоспор-агаре, кандида-агаре и т.д. Идентификацию возбудителя осуществляют  по морфологическим, культуральным и биохимическим признакам. Дрожжеподобные грибы рода Candidа в отличие от истинных дрожжей образуют псевдомицелий – скопление удлиненных дрожжеподобных клеток, располагающихся длинными цепочками с боковыми ответвлениями, хламидоспоры – споры с плотной двойной оболочкой, и бластоспоры – клетки-почки, сидящие на перетяжках псевдомицелия. Грибы C. albicans образуют при росте на плотной среде S – и R-формы.

Кровь для серологического исследования берут у больного неоднократно, диагностически значимыми обычно считают изменения титра серологических реакций в парных сыворотках в 4 раза и более.   В основе дифференциальной диагностики плесневых грибов лежат особенности морфологии структур, обуславливающих вегетативное размножение. Серологический метод  в диагностическом значении у больных плесневыми микозами имеет ограниченную достоверность.

Вопросы для подготовки: 

1. Место микология среди специальных дисциплин. Значение грибов в жизнедеятельности человека. Основные правила техники безопасности при работе грибами в микологической лаборатории. 

2. Морфология  грибной клетки. Особенности морфологии дрожжей и плесеней (культуральные свойства, организация клеток в колониях). 

3. Методы микроскопии грибов, варианты их окраски при обнаружении в патологическом материале.

4. Геносистематика. 

5. Классификация возбудителей микозов по степени риска (BSL).

6. Кандидозы. Морфологическая характеристика возбудителей кандидоза. Патогенетические факторы в развитии кандидозов. Лабораторная диагностика кандидоза.

7. Плесневые микозы. Морфологическая характеристика возбудителей плесневых микозов.  Лабораторная диагностика.

8. Особо опасные микозы. Морфобиологическая характеристика возбудителей особо опасных микотических инфекций (криптококкоза, бластомикоза, кокцидиомикоза, гистоплазмоза). Лабораторная диагностика особо опасных микозов.

9. Псевдомикозы. Морфобиологическая характеристика возбудителя актиномикоза. Лабораторная диагностика.

ПРАКТИЧЕСКИЕ работы:

Работа  1. Провести микологический метод диагностики кандидоза.

Задача. У беременной женщины, обратившейся в женскую консультацию, диагностирован вагинит. Для установления этиологии заболевания проведено микроскопическое исследование мазка из влагалища и обнаружены дрожжеподобные клетки. Оцените результат проведенного  исследования, оформите протокол и сделайте вывод.

Протокол исследования:

	Выделение чистой культуры
	Идентификация чистой культуры

	Исследуемый материал
	Элективная среда для посева
	Характеристика колоний
	Учет кол-ва микрофлоры в патологическом материале
	Тип роста (филаментации)
	Ферментативная активность

	
	
	
	
	
	


Подтверждается ли диагноз заболевания? Почему? По каким морфологическим признакам можно отдифференцировать дрожжеподобные грибы от истинных дрожжей?

Работа  2. Микроскопический метод диагностики микроспории.

Задача. В клинику обратился больной с шелушащимися высыпаниями на волосистой части головы. Возникло подозрение на микроспорию. Врач отправил необходимый исследуемый материал в лабораторию. Какой исследуемый материал был взят от  больного? Какие были проведены исследования? Оформите протокол исследования и решите вопрос о диагностике заболевания.

Протокол исследования:

	Исследуемый материал
	Метод диагностики
	Рисунок с обозначениями

	
	
	


Подтвержден ли диагноз микроспории? Почему?

Работа  3. Микологический метод диагностики криптококкоза.

Задача. В клинику поступил больной с головной болью и ригидностью мышц затылка. Возникло подозрение на менингит и для подтверждения диагноза сделана спинномозговая пункция. Микроскопия окрашенного по Граму препарата выявила дрожжевые клетки. Необходимо выяснить, какой микроорганизм является возбудителем менингита. Оцените результат проведенного микологического исследования, оформите протокол и сделайте вывод.

Протокол исследования:

	Выделение чистой культуры
	Идентификация чистой культуры

	Исследуемый материал
	Элективная среда для посева
	Микроскопия колоний
	Образование уреазы
	Образование
крахмало-

подобного
вещества
	Способность расщеплять арбутин
	Биопроба

	
	
	
	
	
	
	


Какой микроорганизм вызвал менингит? Какие данные микологического метода свидетельствуют об этом?
