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вступ. За останні десятиліття техногенні впли-
ви на сучасні екосистеми, впровадження в медич-
ну практику досягнень фармакології призвели до 
значних змін як біоценозу самої людини, так і етіо-
логічної структури інфекційної патології. На зміну 
традиційним збудникам прийшли умовно патогенні 
мікроорганізми, які раніше порівняно рідко виявляли 
свої хвороботворні властивості [2]. Такі мікроорга-
нізми відрізняють більш виражені адаптивні здібнос-
ті, а поряд з високою природною резистентністю до 
антимікробних препаратів – відносно швидкий роз-
виток придбаної, в тому числі дозозалежної стійкос-
ті [13]. У цьому одна з глобальних причин зростання 
грибкових захворювань, якими сьогодні, за даними 
Всесвітньої організації охорони здоров’я, страждає 
кожен п’ятий житель планети. Серед збудників міко-
зів гриби роду Candida займають одну з провідних 
позицій [5]. Ці мікроміцети можуть бути причиною 
широкого спектру захворювань – від безпечних ура-
жень слизової оболонки до загрозливих для життя 
інвазивних процесів у будь-яких органах. Серед всіх 
мікотичних уражень організму друге місце припадає 
на кандидомікоз шкіри і слизових оболонок, до 20 % 
випадків якого складає урогенітальна локалізація 
процесу [11,16]. . 

До числа найважливіших медико-соціальних 
проблем відноситься інфекційна патологія репро-
дуктивної системи жінки, в структурі якої грибкові 
ураження грають дуже істотну роль. Однак, статис-
тично достовірної інформації про поширеність вагі-
нального кандидозу практично немає, так як в біль-
шості випадків захворювання не виділяється з інших 
дисбіотичних процесів, які часто реєструються у 
вагінальному біотопі жінок. За даними деяких авто-
рів поширеність грибів Candida albicans серед жінок 
репродуктивного віку складає 83,7-86 %, не-albicans 

міКРОБіОлОгія

види – 14-16,3 % без вираженої тенденції до зрос-
тання або зниження [8]. 

Вагініти, обумовлені поєднаною дією не менше 
двох факторів, наприклад бактеріального вагінозу 
і кандидозного вульвовагініту, зустрічаються до-
сить часто, складаючи від 10 до 30 % всіх випадків 
інфекційних захворювань піхви. Результат взаєм-
ного впливу збудників важко передбачуваний, але 
в більшості випадків клінічна картина спотворю-
ється, що ускладнює діагностику і вибір адекватної 
терапії [15]. Більш того, до теперішнього часу не 
розроблені чіткі рекомендації, що дозволяють оці-
нити роль ізольованих з вагінального вмісту грибів 
роду Candida, колонізація слизових оболонок якими 
у практично здорових людей коливається від 15 до 
40 % і може зростати до 80 % на тлі якої-небудь па-
тології в умовах тривалої госпіталізації. Вважається, 
що Сandida-інфекція може виступати в ролі маркера 
загального дисбактеріоза [9]. Будучи присутніми в 
біоценозі, вони взаємодіють з іншими видами умов-
но-патогенних мікроорганізмів і представниками 
нормофлори, змінюючи чинники персистенції і віру-
лентності останніх [2, 14]. У мікробних асоціаціях між 
різними видами збудників виникають неоднозначні 
взаємини, що може істотно вплинути на характер ін-
фекційного процесу [17]. 

Останнє десятиліття характеризується поступо-
вим переглядом наших уявлень про мікроорганізми 
як одноклітинні утворення. Все більше накопичуєть-
ся данних на користь того, що вони являють собою 
цілісні «надорганізми», що ведуть соціальний спо-
сіб життя. Зі складною багаторівневою соціальною 
організацією, спрямованою на виживання мікроор-
ганізмів в постійно мінливому агресивному серед-
овищі. Ключовим фактором, що забезпечує збере-
ження виду, є біоплівки [2]. 

У зовнішньому середовищі близько 99,9 % всіх 
організмів здатні утворювати біоплівки. В організмі 
людини 70-80 % бактеріальних інфекцій, особливо 
це стосується хронічних, персистуючих, також су-
проводжується утворенням біоплівок [3]. Біоплівки 
являють собою унікальні утворення, що складаються 



Вісник проблем біології і медицини – 2013 – Вип. 3, Том 2 (103)264

МІКРОБІОЛОГІЯ

з живих клітин (близько 15 %), занурених у вигляді 
мікроколоній в екзополімер – полісахаридний ма-
трикс (на частку якого припадає близько 85 % об-
сягу) [1, 4]. Матрикс, що продукується клітинами в 
біоплівках, забезпечує фізичний захист клітин від 
факторів імунної системи (антитіла, макрофаги), від 
бактеріофагів, утрудняє і уповільнює проникнення 
антибіотиків, що сприяє високій резистентності до 
них. Біоплівки утворюють як бактерії, так і гриби. 
Серед грибів особливе місце займають інфекції, що 
викликаються Candida spp. і, перш за все, Candida 
albicans, на частку якого припадає понад 10 % ви-
падків септіцемій. Candida albicans, як причина 
смертності, займає 2 місце серед збудників так зва-
них катетерасоційованих інфекцій [6, 12], що обу-
мовлено їх надзвичайно високою резистентністю 
до антимікотиків. Так, для придушення метаболічної 
активності біоплівок С. аlbicans необхідна в 30-2000 
разів вища концентрація амфотерицину В, флукона-
золу, флуцитозину, інтраконазолу, кетоконазолу, ніж 
для дріжджових планктонних клітин [4, 10, 18]. 

Гриби роду Candida реалізують свій хворобот-
ворний потенціал через набір факторів патогеннос-
ті, до числа яких відносяться адгезини, гіфи, поза-
клітинні ензими-гідролази – фосфоліпаза Б, ліпази, 
аспартат протеази [3, 19]. Найважливішим факто-
ром патогенності, що забезпечує деструкцію тканин 
людини, є аспартат протеази [17], який, концентру-
ючись на термінальних закінченнях гіф, забезпечує 
безпосередню інвазію кандид в тканини людини. 
Отже, можливість нейтралізації аспартат протеаз 
може стати ефективним інструментом антивіру-
лентної терапії при кандидозах. 

У контексті вагінальних інфекцій практично від-
сутні систематизовані дані про плівкоутворюючу 
здатність грибів роду Candida і формування ними, в 
тому числі, змішаних з умовно патогенними бактері-
ями біоплівок [17]. 

У зв’язку з вищевикладеним, в даний час важ-
ливим завданням є розробка нових підходів до лі-
кування інфекцій, що супроводжуються утворенням 
біоплівок. Відсутність стандартів до набору дослі-
джуваних параметрів і умов їх визначення для гри-
бів роду Candida робить необхідним накопичення 
та узагальнення максимально більшої кількості спо-
стережень в цій області для вироблення чітких кри-
теріїв, що дозволять однозначно охарактеризувати 
патогенність штаму, розмежовуючи кандидоз та 
кандидоносійство. 

метою даного дослідження було ідентифі-
кувати клінічні штами Candida spp., визначити їх 
здатність до плівкоутворення, провести вивчення їх 
чутливості до антимікотиків, що найбільш часто за-
стосовуються у клінічній практиці. 

Об’єкт і методи дослідження. Виділення чи-
стої культури та ідентифікацію грибів роду Candida 
здійснювали з матеріалу урогенітального тракту від 
22 жінок з діагнозом кандидоз. Ідентифікацію про-
водили згідно з методичними рекомендаціями МОЗ 
України «Мікробіологічна діагностика кандидозної 

інфекції» від 16.01.2006 р. [7], на підставі вивчення 
ферментації вуглеводів. 

Діагностику кандидозу розпочинали з мікро-
скопічного дослідження. Для виявлення елементів 
гриба (дріжджових клітин, псевдоміцелію) патоло-
гічний матеріал досліджували у нативних та пофар-
бованих препаратах. Рідкий патологічний матеріал 
досліджували у нефарбованому стані в просвітлюю-
чій рідині, розчині Люголю та фізіологічному розчині. 
На предметне скло наносили патологічний матері-
ал, потім 1-2 краплі просвітлюючої рідини, накрива-
ли покровним склом та мікроскопували на малому 
збільшенні (окуляр на 10, об’єктив на 8). В препараті 
ми спостерігали скупчення дріжджових клітин, псев-
доміцелій, клітини, що брунькуються. Для виготов-
лення забарвлених препаратів на предметне скло 
петлею наносили краплю досліджуваного матеріалу, 
рівномірно розтирали по предметному склу. Мазан-
ня висушували на повітрі, фіксували та забарвлюва-
ли за Грамом. 

Був проведений посів клінічного матеріалу на 
агар Сабуро, з додаванням середовища Гіса з глю-
козою і середовища Гіса з мальтозою, і на агар Са-
буро, що містить середовище Гіса з сахарозою. 
Проводили інкубацію впродовж 24-48 год при 37°С 
і виділення дріжджоподібних грибів Candida albicans 
за характерною для них зміною кольору колоній. 
Чутливість штамів до клотримазолу, флуконазолу, 
ітраконазолу, кетоконазолу та ністатину визначали 
із застосуванням методу дифузії в агар за допомо-
гою стандартних паперових дисків. 

 Для виявлення здатності клінічних ізолятів утво-
рювати біоплівки був використаний метод із засто-
суванням пластикових імунологічних планшетів. 
Суть методу: суспензія грибів роду Candida вно-
силася в лунки планшета, після інкубації протягом 
24-48 год при 37°С планктонна фаза популяції гри-
бів роду Candida видалялася разом з живильним 
середовищем. Для візуалізації ультраструктури 
біоплівки, яка була утворена грибами роду Candida 
була використана електронна мікроскопія та метод, 
заснований на сорбції молекул барвника на структу-
рах біоплівки, з подальшою їх десорбцією в органічні 
розчинники. 

Результати досліджень та їх обговорення. На 
підставі проведення таких ідентифікаційних тестів 
як ферментація глюкози, мальтози та сахарози всі 
22 досліджувані клінічні штами було ідентифіковано 
як Сandida spp. При цьому гриби Candida albicans 
росли поодинокими колоніями синього кольору на 
середовищі Гіса, що містило глюкозу і мальтозу, 
і блідо-блакитного кольору на середовищі Гіса з 
сахарозою. 

Ізольовані колонії Candida albicans на агарі Сабу-
ро були круглими, білувато-кремовими, блискучіми, 
гладенькими, з рівними краями. Вони глибоко врос-
тали у середовище. Для виявлення псевдоміцелію 
колонії відсівали у глюкозний МПБ. Псевдоміцелій 
було виявлено на 3 день при мікроскопічному до-
слідженні. На термінальних нитках псевдоміцелію 
Candida albicans утворювали хламідоспори. При 
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культивуванні в яєчному білкові при 37°С через 4 го-
дини бластоспори утворювали характерні «ростові 
трубки». 

Для визначення чутливості дріжджів до антимі-
котичних препаратів готували суміш 24-48 годин-
ної культури Candida spp. в ізотонічному розчині за 
стандартом мутності 5 ОД. 1-2 мл даної суміші на-
ливали на поверхню агаризованого середовища Са-
буро у чашці Петрі та рівномірно розподіляли суміш 
по поверхні поживного середовища. Піпеткою ви-
даляли надлишок, підсушували відкриті чашки при 
кімнатній температурі 15-30 хвилин. Диски розта-
шовували на однаковій відстані один від одного на 
поверхні агару. Чашки інкубували при 37°С 2 доби. 
Облік результатів проводили вимірюючи лінійкою ді-
аметр зони затримки росту мікроорганізмів і порів-
нювали результати, отримані при цьому, з відомими 
стандартами (табл.). 

При визначенні чутливості до антимікотиків було 
встановлено, що всі штами характеризувалися стій-
кістю до клотримазолу, флуконазолу, ітраконазолу, 
кетоконазолу, що, вірогідно, свідчило про зміни у 
шляхах синтезу ергостеролу у досліджуваних шта-
мів. В той же час всі досліджені штами характери-
зувалися високим рівнем чутливості до ністатину, 
про що свідчила зона затримки росту 20 ± 0,41 мм. 
Серед 22 клінічних ізолятів Candida spp. у 14 було 
виявлено здатність до біоплівкоутворення. 

У нашому дослідженні відмічений високий рі-
вень прояву такої властивості як плівкоутворення 

у Candida albicans, ізольованих з вагінального від-
окремлюваного жінок з проявами кандидозної ін-
фекції. Тоді як при кандидоноcійстві, виявленому у 
жінок репродуктивного віку серед більшості культур 
здатності до формування біоплівок не виявлено (від-
повідно 63,6 ± 3,3 % і 36,4 ± 4,1 %). 

висновки. 
1. Частка біоплівкоутворюючих штамів Candida 

spp. серед усіх досліджених штамів становить 
63,6 %. 

2. Всі біоплівкоутворюючи штами Candida spp. 
було виділено від жінок з кандидозною інфекцією. 
Серед кандидоносіїв виділені штами Candida spp. 
не мали здатності до біоплівкоутворення. 

3. Всі вивчені 22 клінічні штами Candida spp. ви-
явили резистентність до кетоконазолу, клотримазо-
лу, флуконазолу та ітраконазолу. 

4. Чутливість клінічних штамів Candida spp. ви-
явлено лише до полієнового антибіотика ністатину, 
що може свідчити про перспективність подальшого 
використання цього препарату в медичній практиці. 

Перспективи подальших досліджень. Отри-
мані результати можуть свідчити про перспектив-
ність подальшого використання ністатину в клінічній 
практиці лікування кандидозів. Визначений висо-
кий рівень стійкості досліджених плівкоутворюючих 
ізолятів до антимікотиків підтверджує актуальність 
дослідження нових підходів до лікування інфекцій, 
ускладнених утворенням біоплівки. 

 таблиця 

Критерії інтерпретації результатів визначення чутливості до ністатину, клотримазолу, 
ітраконазолу, кетоконазолу і флуконазолу: пограничні значення діаметрів зон  

затримки росту

Найменування дисків з препаратами Вміст препарату в дискі, мкг
Діаметр зон для культур

Стійких Проміжних Чутливих

Ністатин 80 <18 - ≥18

Ітраконазол 10 ≤13 14-18 ≥19

Флуконазол 40 ≤19 20-28 ≥29

Кетоконазол 20 ≤19 20-25 ≥26

Клотримазол 10 <12 - ≥12
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удК 616. 992. 212
антИБіОтИКОРеЗИстентність та БіОПлівКОутвОРення 
КлінічнИх іЗОлятів CANDIDA SPP. 
нікуліна Ю. Ю., воронкова О. с., джепа т. в., Полішко т. м., 
вінніков а. і. 
Резюме. Робота присвячена вивченню здатності до біоплівкоутворення клінічних ізолятів Сandida spp. 

Виділення чистої культури й ідентифікацію грибів роду Candida здійснювали з матеріалу урогенітального 
тракту від 22 жінок з діагнозом кандидоз. Була вивчена антибіотикорезистентність до антимікотиків, які най-
частіше використовуються в клінічній практиці і дають успішні результати лікування кандидозів. 

Встановлено, що частка біоплівкоутворюючих штамів Candida spp. серед усіх досліджених штамів стано-
вить 63,6 %. Всі біоплівкоутворюючи штами Candida spp. було виділено від жінок з кандидозною інфекцією. 
Серед кандидоносіїв виділені штами Candida spp. не мали здатності до біоплівкоутворення. Всі 22 клінічні 
штами Candida spp. виявили резистентність до кетоконазолу, клотримазолу, флуконазолу та ітраконазолу. 
Чутливість клінічних штамів Candida spp. Було виявлено лише до полієнового антибіотику ністатину, що може 
свідчити про перспективність подальшого використання цього препарату в медичній практиці. 

Ключові слова: біоплівкоутворення, Сandida spp., антибіотикорезистентність. 

удК 616. 992. 212
антИБИОтИКОРеЗИстентнОсть И БИОПленКООБРаЗОванИе КлИнИчесКИх ИЗОлятОв 

CANDIDA SPP. 
никулина Ю. Ю., воронкова О. с., джепа т. в., Полишко т. м.?,? 
винников а. И. 
Резюме. Работа посвящена изучению способности к биопленкообразованию клинических изолятов 

Сandida spp. Выделение чистой культуры и идентификацию грибов рода Candida осуществляли из материа-
ла урогенитального тракта от 22 женщин с диагнозом кандидоз. Была изучена антибиотикорезистентность 
к антимикотикам, которые часто используются в клинической практике и дают успешные результаты лече-
ния кандидозов. 

Установлено, что доля биопленкообразующих штаммов Candida spp. из всех исследованных штаммов 
составляет 63,6 %. Все биопленкообразующие штаммы Candida spp. были выделены от женщин с канди-
дозной инфекцией. Выделеные штаммы Candida spp. среди кандидоносителей не имели способности к би-
опленкообразованию. Все 22 клинические штаммы Candida spp. проявили резистентность к кетоконазолу, 
клотримазолу, флуконазолу и итраконазолу. Чувствительность клинических штаммов Candida spp. была об-
наружена только к полиеновому антибиотику нистатину, что может свидетельствовать о перспективности 
дальнейшего использования этого препарата в медицинской практике. 

Ключевые слова: биопленкообразование, Сandida spp., антибиотикорезистентность. 
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UDс 616. 992. 212
Antimicrobial Resistance and Biofilm Formation of Clinical Isolates Candida Spp. 
Nikulina Y. Y., Voronkova O. S., Dzhepa T. V., Polishko T. M., Vinnikov A. I. 
Summary. This is a study of the ability biofilm formation of clinical isolates Candida spp. Isolation and identifica-

tion cultures fungi of the genus Candida was carried out the material of the urogenital tract 22 women diagnosed 
with candidiasis. We studied the antibiotic resistance to antimycotics, which are often used in clinical practice and 
provide successful treatment of candidosis. Bold pure culture and identification of Candida was performed with the 
material of the urogenital tract of 22 women with the diagnosis candidiasis. The identification was carried out by 
studying the fermentation of carbohydrates. Diagnosis of candidiasis started with microscopic examination. 

Seeding was conducted clinical material on Saburo agar supplemented with medium of His with glucose and 
maltose from the medium of His, and Saburo agar containing medium of His with sucrose. Sensitivity of strains 
to clotrimazole, fluconazole, itraconazole, ketoconazole and nystatin were determined using the agar diffusion 
method using standard paper disks. To detect the ability of clinical isolates to form biofilms used the method using 
immunological plastic plates. 

All 22 clinical strains studied were identified as Сandida spp. This fungi Candida albicans isolated colonies 
grown on medium blue of His, containing glucose and maltose, and pale blue of His on the medium with sucrose. 
Suspension of Candida paid in at well plates after incubation for 24-48 h at 37 ° C phase planktonic populations of 
Candida have deleted along with the nutrient. To visualize the ultrastructure of biofilm that was formed by fungi of 
the genus Candida was used electron microscopy and a method based on the adsorption of dye molecules on bio-
film structures, with subsequent desorption of organic solvents. Isolated colonies of Candida albicans on Saburo 
agar were circular, whitish-cream, shiny, smooth, with smooth edges. They grow deeply into the medium. To identify 
pseudomycelia colonies were plated on glucose MPB. Pseudo found 3 days for microscopic examination. At the 
terminal filaments pseudomycelia Candida albicans formed the chlamydospores. When cultured in egg protein 
at 37 ° C for 4 hours blastospory formed a characteristic “growth tube”. To determine the sensitivity of yeast to 
antifungal drugs prepared mixture of 24-48 hour culture of Candida spp. in isotonic standard turbidity 5 units. 1-2 
ml of the mixture was poured on the surface of Saburo agar medium in a petri dish and mix uniformly distributed 
over the surface of the nutrient medium. Pipette removed excess, open cup dried at room temperature for 15-30 
minutes. Wheels positioned at the same distance from each other on the surface of agar. Cups were incubated at  
37 ° C for 2 days. Accounting for the results was performed by measuring the diameter of zone line of stunted growth 
of microorganisms and compared the results obtained at the same time with known standards. In determining 
the susceptibility to antimycotics was found that all the strains were characterized by resistance to clotrimazole, 
fluconazole, itraconazole, ketoconazole, which is likely indicative of changes in the ways the synthesis of ergosterol 
in the studied strains. At the same time, all the tested strains were characterized by high sensitivity to nystatin, which 
showed growth retardation zone 20 ± 0,41 mm. Among 22 clinical isolates of Candida spp. in 14 it was found ability 
to biofilm formation. In our study, the high level of display properties such as film formation in Candida albicans, 
isolated from women with vaginal discharge symptoms of Candida infection. While at kandydonociystvi found in 
women of reproductive age among most cultures the ability to form biofilms were found (respectively 63,6 ± 3,3 % 
and 36,4 ± 4,1 %). 

These results may indicate a promising future use of nystatin in clinical practice, treatment of candidiasis. De-
fined high level of stability of the investigated film-forming isolates to antimycotics confirms the relevance of re-
search into new approaches to treat infections complicated by the formation of biofilms. 

Key words: biofilm formation, Candida spp., antimicrobial resistance. 
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