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1. Занятие № 28
Тема: «Микробиологическая диагностика воспалительных заболеваний челюстно-лицевой области. Пародонтопатогенная микрофлора».

2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие. 

3. Значение темы.

Постановка правильного этиологического диагноза в клинической практике хирурга-стоматолога часто затруднена из-за длительного срока исследования, высокой стоимости бактериологического исследования. Вместе с тем данные о составе микробной флоры гнойного очага необходимы для проведения целенаправленной антибиотикотерапии.
Клинический опыт стоматологов показывает, что заболевания пародонта сегодня поражают большую часть взрослого населения после 30 лет (60-70%), а после 65 лет – практически тотально (85-97%). Прогрессирование заболевания приводит к полной или частичной утрате зубов. Это наносит ущерб здоровью индивидуума, сопровождается моральными и эстетическими неудобствами. Знание современных теорий патогенеза пародонтита, в частности значение микроорганизмов в развитии заболевания, позволит оказывать таким пациентам своевременную и эффективную помощь.

4. Цель обучения:

- учебная: 
знать правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами; роль микроорганизмов в биосфере; феномен паразитизма и биоэкологические заболевания; классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов; их биологические и патогенные свойства, влияние на здоровье населения; молекулярно-генетические основы патогенности и антибиотикорезистентности микроорганизмов, механизмы и методы их изучения; сущность микробиологических, молекулярно-генетических, иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов; применение основных антибактериальных, противовирусных и иммунобиологических препаратов;

1. Классификацию воспалительных одонтогенных заболеваний ЧЛО.

2. Морфо-биологические свойства основных возбудителей воспалительных одонтогенных заболеваний ЧЛО.

3. Особенности эпидемиологии и патогенеза воспалительных одонтогенных инфекций ЧЛО.

4. Материал для микробиологической диагностики и особенности его забора при воспалительных одонтогенных заболеваниях ЧЛО.

5. Особенности микробиологической диагностики воспалительных одонтогенных заболеваний ЧЛО.

6. Тактику антибактериальной терапии анаэробной инфекции ЧЛО.
7. Классификацию заболеваний пародонта.

8. Морфо-биологические свойства основных пародонтопатогенов.

9. Особенности эпидемиологии и патогенеза заболеваний пародонта.

10. Особенности микробиологической диагностики гингивита и пародонтита.

уметь пользоваться учебной, научной литературой, сетью Интернет для профессиональной деятельности; соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность; пользоваться микробиологическим оборудованием; работать с увеличительной техникой; обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты; использовать полученные знания по резистентности микроорганизмов для определения тактики антимикробной терапии; применить принципы экстренной профилактики и антитоксической терапии пациентов;

1. Микроскопировать препарат из содержимого очага воспаления, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Одонтогенный остеомиелит нижней челюсти». Интерпретировать полученные результаты.

2. Учесть и оценить результаты бактериологического исследования содержимого очага воспаления, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Одонтогенный остеомиелит нижней челюсти». Интерпретировать полученные результаты.
3. Микроскопировать препараты со слизистой оболочки десны больных с клиническим диагнозом: «Серозный гингивит».
4. Микроскопировать препараты из содержимого патологического десневого кармана больных с клиническим диагнозом: «Хронический пародонтит».
владеть основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования во избежание инфицирования врача и пациента; основными навыками работы с современными приборами, применяемыми для диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических и иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации определения чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам с целью выбора средств рациональной терапии; алгоритмом подбора иммунобиологических препаратов с целью профилактики и терапии инфекционных заболеваний; навыками забора исследуемого материала из полости рта, посева исследуемого материала на соответствующие среды, интерпретации полученного результата.
5. План изучения темы

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Собеседование по контрольным вопросам:

1. Классификация, морфо-биологические свойства основных возбудителей воспалительных заболеваний ЧЛО.

2. Критерии принадлежности заболевания к воспалительным одонтогенным инфекциям.

3. Патогенез воспалительных одонтогенных заболеваний ЧЛО (периодонтит, периостит, остеомиелит, абсцесс, флегмона).

4. Материалы и методы микробиологической диагностики одонтогенных и других воспалительных заболеваний ЧЛО.

5. Профилактика воспалительных одонтогенных заболеваний ЧЛО.
6. Особенности антибактериальной терапии воспалительных заболеваний ЧЛО.
7. Классификация и морфо-биологические свойства возбудителей заболеваний пародонта.

8. Основные факторы патогенности пародонтопатогенных микроорганизмов.

9. Роль микроорганизмов зубного налета в этиологии и патогенезе заболеваний пародонта (гингивит, пародонтит).

10. Особенности забора материала для микробиологической диагностики гингивита и пародонтита.

11. Особенности микробиологической диагностики заболеваний пародонта (гингивит, пародонтит).

12. Профилактика заболеваний пародонта.

Тестовые задания по теме:
1. СИНЕГНОЙНАЯ ПАЛОЧКА ПРИНАДЛЕЖИТ К ВИДУ
1) Pseudomonas fluoresceus
2) Snenotrophamonas maltophilia
3) Burkholderia cepacia
4) Pseudomonas aeruginosa
5) Pseudomonas putida
2. СИНЕГНОЙНАЯ ПАЛОЧКА
1) абсолютный патоген

2) условно-патогенный микроб

3) представитель резидентной микрофлоры человека

4) не входит в состав микрофлоры человека

5) особо опасный микроб

3. ДЛЯ СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ ХАРАКТЕРНО
1) ферментативный тип метаболизма

2) L-трансформация 

3) всеядность и убиквитарность

4) стабильная чувствительность к антибиотикам

5) устойчивость к высушиванию

4. ОСНОВНЫМИ ФАКТОРАМИ ПАТОГЕННОСТИ СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ ЯВЛЯЮТСЯ: 
1) ЭКЗОТОКСИН А; 2) ГЕМОЛИЗИНЫ; 3) ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ; 4) ГЛИКОПРОТЕИД ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНОЙ СЛИЗИ; 5) НЕЙРОТОКСИН. ВЫБЕРИТЕ ЕДИНСТВЕННУЮ КОМБИНАЦИЮ, В КОТОРОЙ УЧТЕНЫ ВСЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ
1) 1,2,3,4

2) 1,2,4,5

3) 2,3,4,5

4) 1,4,5

5) 2,4,5

5. ОСОБЕННОСТЬ ПАТОГЕНЕЗА СИНЕГНОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ
1) развитие Т-гиперчувствительности

2) гнойно-воспалительный характер

3) хронический характер

4) дифтеритическое воспаление

5) цикличность развития

6. ИСТОЧНИК СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ
1) больные люди

2) реконвалесценты

3) носители

4) медицинский инструментарий

5) предметы обихода больных

7. НЕБЛАГОПРИЯТНЫЙ ПРОГНОЗ СИНЕГНОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ СВЯЗАН С
1) трудностями микробиологической диагностики

2) отсутствием средств этиотропной терапии

3) отсутствием средств специфической профилактики

4) развитием в иммуноскомпроментированном организме, высокой резистентностью к антибиотикам

5) высокой стоимостью лечения

8. «ЗОЛОТЫМ СТАНДАРТОМ» В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТОД
1) микроскопический

2) бактериологический

3) биологический

4) серологический

5) аллергический

9. ОСНОВНОЙ МЕТОД МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ
1) микроскопический

2) аллергический

3) бактериологический

4) биологический

5) серологический

10. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ
1) моча

2) мокрота

3) кровь

4) раневое отделяемое

5) все вышеперечисленные

11. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ
1) биоптаты пораженных тканей

2) кровь

3) моча

4) мокрота

5) все вышеперечисленное
12. МИНИМАЛЬНОЕ КОЛИЧЕСТВО СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ, ВЫДЕЛЕННОЕ ИЗ РАНЕВОГО ОТДЕЛЯЕМОГО, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩЕЕ ОБ ЕЕ ЭТИОЛОГИЧЕСКОЙ РОЛИ
1) 102
2) 103
3) 104

4) 105
5) 106
13. МЕТОД КОЛИЧЕСТВЕННОГО ПОСЕВА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА ПРИ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ
1) глубинного посева

2) секторных посевов (метод Gould)

3) Дригальского

4) посев в среду накопления

5) посев газоном

14. ДЛЯ ПЛАНОВОЙ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОФИЛАКТИКИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) анатоксин

2) вакцину

3) иммуноглобулин

4) антибиотики

5) не проводится

15. С ЦЕЛЬЮ РАЦИОНАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ПРОВОДЯТ
1) вакцинотерапию

2) определение вирулентности синегнойной палочки

3) определение количества синегнойной палочки

4) определение антибиотикограммы синегнойной палочки

5) определение плазмидного профиля
16. НЕСПОРООБРАЗУЮЩИЕ АНАЭРОБЫ, ВЫЗЫВАЮЩИЕ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ ЧЛО, ОТНОСЯТСЯ К РОДАМ
1) Bacteroides
2) Prevotella
3) Porphyromonas
4) Fusobacterium
5) все вышеперечисленные

17. ИНФЕКЦИИ, ВЫЗЫВАЕМЫЕ НЕСПОРООБРАЗУЮЩИМИ АНАЭРОБАМИ
1) экзогенные

2) эндогенные

3) трансмиссивные

4) особо опасные

5) контагиозные

18. В ВОЗНИКНОВЕНИИ ПАРОДОНТИТА НАИБОЛЬШЕЕ ЗНАЧЕНИЕ ИМЕЮТ МИКРООРГАНИЗМЫ
1) колонизирующие слизистую оболочку полости рта

2) формирующие зубную бляшку, особенно в десневой области

3) колонизирующие корень языка

4) локализующиеся в кариозной полости
5) попадающие в полость рта из других биотопов

19. ПАРОДОНТИТ – ЭТО ЗАБОЛЕВАНИЕ

1) трансмиссивное

2) передающееся парентеральным путем

3) эндогенная инфекция

4) экзогенная инфекция

5) заболевание, передающееся воздушно-капельным путем

20. МИКРООРГАНИЗМЫ, НАИБОЛЕЕ ЧАСТО АССОЦИИРОВАННЫЕ С ПАРОДОНТИТОМ
1) S. aureus, S. pyogenes
2) N. meningitidis, A. viscosus
3) N. flava, E. durans
4) E. coli, N. subflava
5) Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans
21. МИКРООРГАНИЗМЫ, НАИБОЛЕЕ ЧАСТО АССОЦИИРОВАННЫЕ С ПАРОДОНТИТОМ, ПРЕИМУЩЕСТВЕННО
1) аэробы 

2) факультативные анаэробы

3) анаэробы и микроаэрофилы 

5.2. Основные понятия и положения темы

Особенности инфекционных воспалительных процессов челюстно-лицевой области.
Развитие инфекционного процесса в челюстно-лицевой области чаще связано с повреждением слизистых оболочек, где в изобилии вегетируют микроорганизмы. Нормальная микрофлора получает доступ в глубжележащие слои. В очагах поражения обычно соседствуют аэробные, факультативно анаэробные и анаэробные микроорганизмы. Изначально в очаге поражения могут преобладать аэробные микроорганизмы. Со временем, поглощая О2, они создают анаэробные условия и начинают превалировать анаэробы. При углублении гипоксии анаэробы становятся ведущим фактором деструктивного (некротического) процесса. Т. о., основными возбудителями гнойно-воспалительных заболеваний (ГВЗ) челюстно-лицевой области (ЧЛО) являются анаэробные микроорганизмы.
Основных возбудителей анаэробной инфекции можно поделить на 2 большие группы, отличающиеся по своим биологическим свойствам и местам обитания. Это группа спорообразующих анаэробов (род клостридии) и группа микроорганизмов, не образующих спор – неспорообразующие анаэробы (неклостридиальная инфекция).

Экология и эпидемиология анаэробов. 
Клостридии широко распространены в природе. Естественной средой их обитания является кишечник травоядных животных и человека, а также почва, куда они поступают и испражнениями. Патогенные клостридии вызывают заболевания в тех случаях, когда они проникают в раны, т.е. чаще они являются возбудителями раневых инфекций – газовой гангрены и столбняка. Но, если, говоря о клостридиальной инфекции, мы говорим о раневой инфекции, т.е. экзогенной, то неклостридиальные инфекции, – это в подавляющем большинстве случаев эндогенная инфекция. Это связано с тем, что неспоровые анаэробы являются довольно многочисленной группой, представляющей нормальную микрофлору человека. Т. о, микрофлора патологического очага часто отражает видовой состав на прилежащих слизистых оболочках.
Клостридии (спорообразующие анаэробные микроорганизмы). 
Род клостридий включает более 80 видов микроорганизмов. Условно-патогенных около 30 видов.

Морфо-биологическая характеристика. 
Клостридии – облигатно-анаэробные, образующие споры, крупные палочки, размером 3-10х0,4-1,2 мкм, Гр (+), обычно подвижные (перетрихи). Исключение составляют C. perfringens, которые неподвижны, но в отличие от остальных клостридий образуют капсулу. 
Резистентность. 
Вегетативные формы клостридий мало устойчивы во внешней среде, чувствительны к кислороду, солнечному свету, дезинфицирующим средствам. Споры значительно более устойчивы: выдерживают кипячение в течение 15-25 минут, длительно сохраняются в окружающейсреде. 

Патогенность всех клостридий связана со способностью продуцировать мощные экзотоксины. Инвазивность почти всегда ограничена, и даже при массивных поражениях (газовая гангрена) носит вторичный характер, следуя за анаэробным повреждением тканей. Это связывают с тем, что клостридии не способны к размножению в живых, хорошо снабженных кровью тканях (поэтому о клостридиях часто говорят как о некропаразитах).

Газовая гангрена. 
Гангрена (от греческого gangraina - «разъедающая язва») – омертвение (некроз) тканей, которые подвергаются гнилостному распаду под влиянием бактерий. Возбудители газовой гангрены: C. perfringens – 60%; C. oedematiens (novyi), C. septicum – 20-40%; реже C. histolyticum; еще реже остальные виды: C. fallax, C. sporogenes, C. sordelii, C. bifermentans и др.
Флегмоны. 
Клостридии вовлекаются и в менее тяжелые раневые процессы типа флегмон (или по принятой в зарубежной литературе терминологии – целлюлит). В этом случае поражается подкожная клетчатка, мышцы не затрагиваются.
Факторы патогенности клостридий: 
У клостридий выделяют не менее 14 факторов с летальной и гистолитической, гемолитической активностью, которые вызывают деструкцию тканей (расплавление), нарушают проницаемость стенок кровеносных сосудов, что приводит к образованию желеобразного отека. 
Лечение. 
Клостридии чувствительны к различным антибиотикам (в частности к – β-лактамам), но, не достигая мишени (т.к. отсутствует кровоток), они мало эффективны. Наиболее надежно хирургическое иссечение и обработка ран (удаление «мертвых» тканей, дренирование, аэрация).

Иммунитет. 
Иммунитет носит антитоксический характер. Но считается, что иммунитет после перенесенной инфекции непрочный. Использование профилактической иммунизации анатоксином или пассивной профилактики антитоксической сывороткой – приводит к непродолжительной невосприимчивости.

Микробиологическая диагностика. 
Исследуемый материал: отделяемое ран, отечная жидкость, кусочки омертвевших мышц, кровь (при генерализации процесса), перевязочный материал.

Бактериологический метод. На первом этапе, учитывая быстрое развитие клиники, необходимо быстро дать ориентировочное заключение о виде возбудителя. Для этого проводят микроскопию исследуемого материала (окраска по Граму или Тружильо, или Ожешко для выявления спор). Наличие в мазке большого количества Гр(+) спороносных палочек может быть ориентировочным показателем наличия патогенных клостридий (плюс наличие капсул у C. perfringens).
Ускоренная диагностика. Посев исследуемого материала на среды Китта-Тароцци, Вильсона-Блера, обезжиренное молоко. При положительном результате через несколько часов:

На среде Китта-Тароцци характерное пенообразование;

Вильсона-Блера – почернение среды (восстановление сульфита натрия до FeS – почернение);

На обезжиренном молоке – губкообразное свертывание с образованием пузырьков газа.

Экспресс-диагностика. Реакция иммунофлюоресценции с патологическим материалом и люминисцирующей сывороткой, содержащей антитела к возбудителю.

Бактериологическое исследование. Проводят в двух направлениях:

1. Одну часть высевают на питательные среды для выявления возбудителей;

2. С другой частью ставят биологическую пробу на белых мышах для выявления токсина.

Биологическая проба. (Реакция нейтрализации с антитоксической сывороткой). Для постановки биологической пробы измельченный материал выдерживают 40-60 минут для экстрагирования токсина. После центрифугирования экстракты разливают по пробиркам и добавляют соответствующие антитоксические сыворотки. Одной группе белых мышей (контроль) вводят экстракт исследуемого материала, другой – такое же количество экстракта с антитоксической сывороткой. Еще одна группа – контроль без исследуемого материала. Мыши гибнут через нескольких часов или на 2-3 сутки. Мыши, получившие токсин с гомологичной антисывороткой, остаются живыми.

II этап. Ориентировочный ответ по данным ускоренной диагностики и биопробе.

III этап. Изучают морфологию, подвижность, ферментативные свойства. Для изучения биохимической активности культуру засевают на среды Гисса и на среды с желатином.

IV этап. Окончательный ответ по данным полной идентификации культуры и Реакции нейтрализации. 

Серологическая идентификация не используется.

Неспорообразующие анаэробные микроорганизмы – возбудители ГВЗ ЧЛО.

Анаэробные неспорообразующие микроорганизмы, имеющие клиническое значение относят к следующим родам: Bacteroides, Fusobacterium., Peptococcus, Peptostreptococcus, Propionibacterium, Eubacterium, Porfiromonas, Prevotella, Leptotrichia., Mobilungus., Veillonella, Actinomyces. Однако не все виды в равной степени часто встречаются при ГВЗ. Около 2/3 из них вызваны бактериями только нескольких видов: Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella melaninogenica, Prevotella intermedius, Porphyromonas asaccharolyticus, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus asaccharolyticus, Peptostreptococcus anaerobius.

Челюстно-лицевая анаэробная патология. 
Частота выявления анаэробов при инфекции ЧЛО – 100 %, связана с тем, что эта область по количеству и родовому и видовому разнообразию анаэробов лидирует среди других биотопов. В норме бактероиды, фузобактерии, пропионибактерии, пептококки, пептострептококки присутствуют во всех биотопах ротовой полости, пусть и не всегда в больших количествах (если говорить о конкретных представителях). Их обнаруживают в слюне, зубодесневом кармане, на языке, миндалинах, в зубной бляшке, в кариозной зубной бляшке и т.д.

Их количество резко возрастает при гингивитах, пульпитах, периодонтитах и т.д. Эти процессы могут осложняться прикорневыми гранулемами, одонтогенными абсцессами, флегмоной лица и шеи, фасциитом, челюстным остеомиелитом. Другие заболевания – тонзиллярная флегмона, мастоидит.

Классической патологией, ассоциированной с анаэробами, является фузоспирохетоз – некротический язвенный гингивит, иногда в сочетании с гангренозным фарингитом (ангина Венсана) – в его основе лежит смешанная инфекция, связанная с фузобактериями (F. nucleatum), превотеллами (P. intermedia) и спирохетами (B. vincentii).

Семейство Bacteroidaceae. Семейство Bacteroidaceae, включает более 10 родов. Из них в медицинской микробиологи наиболее значимы роды (Bacteroides, Fusobacterium, Leptotrichia, Porphyromonas, Prevotella и др.).
Наиболее часто при патологии ЧЛО области выявляются микроорганизмы рода Bacteroides. Род Bacteroides включает наибольшее количество видов (B. vulgatus, B. distanosis, B. ureoliticus, B. gracilis и др.) и играет основную роль в формировании нормальной микрофлоры и в патологии человека.

Морфо-биологические свойства бактероидов. 
Гр (-), полиморфные короткие палочки (до коккобацилл) с закругленными концами 0,5-0,8 х 1-2 мкм. Чаще неподвижны. Облигатные анаэробы, но некоторые виды достаточно аэротолерантны. Хемоорганотрофы. Ферментируют углеводы с образованием кислоты, некоторые виды образуют индол и сероводород. Требовательны к питательным средам – требуют добавления к средам гемина и витамина К.

Антигенная структура разнообразна. В диагностике и дифференцировке не используется. 

Экология. Являются ведущим компонентом нормальной микрофлоры слизистых оболочек полости рта, толстого кишечника, влагалища, где их количество во много раз превышает содержание аэробных и факультативно анаэробных бактерий. 

Особенности неклостридиальной анаэробной (в частности бактероидной) инфекции.
1. Чаще это эндогенная инфекция.
2. Развитие инфекционного процесса связано с повреждением слизистых и кожных покровов (где в изобилии вегетируют бактероиды).
3. Реже инвазия анаэробными неклостридиальными микроорганизмами происходит через неповрежденные слизистые – на фоне тяжелой иммунодепрессии.
4. Способствует активации анаэробной микрофлоры тканевая ишемия (приводящая к снижению концентрации О2) после какой-либо травматизации – бытовой, хирургической и т.д.

5. Инфекционный процесс зачастую вызывается ассоциацией аэробных и анаэробных микроорганизмов.

6. Инфекционный процесс редко вызывает 1 вид анаэробов, чаще – ассоциация. Известен лишь 1 вид (B. fragilis), который способен вызывать моноинфекцию.
Факторы патогенности и патогенез. 
Развитие инфекционного процесса ЧЛО чаще связано с повреждением слизистой оболочки, где в изобилии вегетируют неспорообразующие анаэробы. Нормальная микрофлора получает доступ в глубжележащие слои. Бактерии особо активно размножаются в некротизираванных тканях, а также в зонах ишемии (например, при нарушении периферического кровообращения).
В очагах поражения бактероиды обычно соседствуют с аэробами и факультативно аэробными микроорганизмами, которые, поглощая О2, усиливают анаэробиоз. При углублении гипоксии анаэробы становятся ведущим фактором деструктивного (некротического) процесса. 

B. fragilis чаще выделяется из патологических очагов, т.к. он более аэротолерантнен, чем многие другие бактероиды, и продуцирует такие ферменты как каталаза и супероксиддисмутаза. 

Некоторые бактероиды имеют полисахаридную капсулу, которая защищает их от фагоцитоза, способствуя абсцедированию и системной инвазии (B. fragilis – имеет).

Еще один антифагоцитарный фактор – низкомолекулярные жирные кислоты (которые тоже продуцирует B. fragilis и др.). Микроорганизмы накапливают значительное количество янтарной кислоты, которая подавляет кислород-зависимую бактерицидность и хемотаксис нейтрофилов. 

Протеолитические ферменты бактероидов – разрушают иммуноглобулины и факторы комплемента, это помогает им противостоять опсоно-фагоцитозу, который и без того ослаблен из-за низкого притока крови в зоны ишемии. 

Типичный для бактероидов некротизирующий эффект связан с действием их гистолитических ферментов. Они расщепляют тканевые структуры, способствуя бактериальной инвазии и превращая ее в расползающуюся или абсцедирующую зону гангренозного распада. 

К таким ферментам относятся разнообразные протеиназы (коллагеназа, фибринолизин др.), липазы, нейраминидаза, гиалуронидаза, нуклеазы, хондроитинсульфатаза и др. Некоторые бактероиды продуцируют гепариназу – фермент, который расщепляет гепарин, способствует тромбообразованию и как следствие усиливает тканевую ишемию → анаэробиоз. 

Подобно всем Грам (-) микроорганизмам, бактероиды содержат ЛПС – эндотоксин. Чаще эффекты эндотоксина проявляются после проникновения в кровь и опосредуются через систему эндогенных медиаторов воспаления.
Принципы диагностики неклостридиальной анаэробной инфекции. 
Выделение и идентификация должны проводится в анаэробные условиях на всех этапах анализа, начиная от забора клинического материала, транспортировки, культивировании и т.д. Предложены методы ускоренной диагностики, основанные на выявлении в клиническом материале микробных метаболитов:
1) летучих жирных кислот (уксусной, пропионовой, масляной, капроновой и др.);

2) ароматических производных (метаболиты фенола, индола,…);

3) метод газово-жидкостная хроматография.
Особенности бакметода.
1. Количественное определение. Первичный посевов проводят при соблюдении анаэробных условий на кровяной агар Шадлера;

2. Идентификация – по морфо-тинкториальным свойствам; биохимическим (по сахаро- и протеолитическим свойствам);

3. Идентификацию по антигенной структуре не используют;

Серодиагностику не используют (т.к. это зачастую эндогенная инфекция). Может быть иногда – парные сыворотки;

Ускоренная диагностика – газовожидкостная  хроматография;

ПЦР – обнаружение генома возбудителя в нестерильном биотопе не позволяет подтвердить его этиологическую значимость. Но для стерильных биотопов метод может быть успешно использован.
Аэробные и факультативно анаэробные миркоорганизмы, вызывающие ГВЗ ЧЛО представлены широким спектром возбудителей. Это могу быть стрептококки, стафилококки, кишечная палочка, грибы рода Candida и многие другие. Один из возможных представителей аэробной инфекции, имеющий огромное эпидемиологическое значение, особенно с точки зрения возникновения внутрибольничных инфекций – синегнойная палочка.

Классификация возбудителя синегнойной палочки (СП). Сем. Pseudomonadaceae, род Pseudomonas, вид P. аeruginosa.
Морфо-биологические особенности СП. СП – прямые или слегка изогнутые палочки с закругленными концами, размером 1-3 х 0,5-0,7 мкм, Гр(-), хорошо окрашиваются анилиновыми красителями. В мазках располагаются одиночно, парами или короткими цепочками. Обычно подвижны (монотрихи или лофотрихи). Спор не образуют, капсулы не имеют, но продуцируют слизь.

Культуральные свойства. СП является аэробом. Растет в широких интервалах температуры (6-45ºС), диапазоне рН от 4,5 до 9,0. Оптимальная температура роста 37ºС, рН – 7,2-7,5. К питательным средам не требовательна, хорошо растет на МПА и МПБ. В бульоне в течение суток образует равномерное помутнение с сероватой пленкой на поверхности и осадком на дне. На МПА через сутки образуются довольно крупные (3-5 мм) полупрозрачные колонии сероватого цвета с перламутровым оттенком. На скошенном агаре образуется тонкий блестящий налет. На плотных средах у многих штаммов синегнойной палочки наблюдают феномен радужного лизиса – появление на поверхности колонии пленки, переливающейся всеми цветами радуги в отраженном свете. Феномен радужного лизиса обусловлен спонтанным действием бактериофага и характерен только для P. аeruginosa. Характерным свойством СП является появление к концу первых суток сине-зеленого окрашивания культуры с последующим проникновением пигмента (пиоционина) в питательную среду. Культура часто имеет специфический запах жасмина или карамели.

Факторы вирулентности и патогенности. 
Экзотоксин А – термолабильный белок. Механизм действия связан с подавлением синтеза белков через АТФ-риболизирование и нарушением организации матрицы белкового синтеза (аналогичен действию дифтерийного токсина, так как его мишенью также является фактор элонгации 2). Действие экзотоксина А проявляется в общем токсическом эффекте, отеках, некрозах, артериальной гипотензии с последующим коллапсом, метаболическом ацидозе, дыхательной недостаточности и т. д. Экзотоксин S – термостабильный белок с Д-трансферазной активностью. Его действие проявляется развитием патологических процессов в легких. Цитоксины проявляют цитотоксическое действие, в том числе и на сегментоядерные нейтрофилы, способствуя развитию нейтропении. 

СП образует две гемолитические субстанции: 1) термолабильный гемолизин с лецитиназной активностью – фосфолипизу С; 2) термостабильный гемолизин – фосфолипазу. Фосполипаза С способна разрушать легочный сурфактант (состоящий преимущественно из фосфолипидов), что создает: 1) благоприятные условия для развития инфекционного процесса; 2) вызывает образование бронхоэктазов и ателектазов, ухудшающих течение и прогноз заболевания.

Нейраминидаза нарушает процессы метаболизма веществ, содержащих нейраминовые кислоты, например, в соединительнотканных элементах. Нейраминидаза СП имеет сродство к бронхолегочному секрету при муковисцедозе. Поэтому у больных муковисцедозом СП является наиболее частым этиологическим агентом хронического инфекционного процесса.

Протеазы I, II (эластаза), III (щелочная) обуславливают протеолитическую активность. Расщепляют эластин, казеин, гемоглобин, фибрин, иммуноглобулин, комплемент, γ-интерферон и др. белки, но не действуют на коллаген. 

Экстрацеллюлярная слизь покрывает поверхность микробной клетки, но, в отличие от капсулы, не формирует морфологически очерченного слоя в составе клеточной оболочки и легко выделяется во внешнюю среду. Образует с нейтрофилами неактивные комплексы, откладывающиеся в печени. Антифагоцитарная активность проявляется в резком угнетении завершенного фагоцитоза.

Экология, особенности эпидемиологии и патогенеза синегнойной инфекции. 
СП распространена повсеместно, ее выделяют из почвы, воды, растений и животных. Иногда СП входит в состав нормальной микрофлоры человека. Поскольку СП часто инфицирует медицинское оборудование и циркулирует среди персонала и пациентов, госпитализация существенно увеличивает вероятность колонизации организма больного. Риск развития инфекции, вызванной СП, существенно возрастает у больных с нарушениями барьерных систем и факторов резистентности.

СП устойчива к УФ облучению, а также антисептикам, традиционно применяемым в хирургии (фурациллин, риванол и др.). Длительно сохраняются на объектах окружающей среды, могут оставаться живыми в течение года (при 37ºС) в воде, а также во многих растворах, применяемых в практической медицине, вплоть до жидкости для хранения контактных линз.

Заражение происходит либо извне (например, инфицирование раны), когда СП попадает с водой, воздухом, нестерильным инструментарием, и т.д., либо при активации эндогенной микрофлоры, составной частью которой может быть псевдомонада.

Материал и методы микробиологической диагностики. Материал следует забирать из очага поражения. 
Бактериологическое исследование. На наличие синегнойной инфекции может указать голубовато-зеленоватое окрашивание краев и отделяемого ран, перевязочного материала (особенно после обработки Н2О2), развитие гангренозной эктимы – синевато-багровых пятен на коже, превращающихся в сливающиеся язвы с фестончатыми краями (патогномоничный признак синегнойных септицемий). 
1 этап бак. исследования. Посев на среды: Эндо, кровяной агар по методу Gould. Инкубация в термостате при Т-37ºС 18-24 ч.

2 этап бак. исследования. Бактериоскопия из типичных колоний (Гр(-) палочки) и подсчет количества колоний. Постановка проб на цитохромоксидазу (с помощью индикаторных бумажек СИБ) и на каталазу. Посев на скошенный агар (МПА) и среду Клиглера.

3 этап бак. исследования. Учет результатов роста на средах для определения биохимических свойств и способности образовывать пигменты. Пересев на среды: 1) Хью-Лейфсона с глюкозой – для определения способности окислять глюкозу до глюконовой кислоты (в аэробных условиях происходит изменение цвета среды) и неспособности в анаэробных условиях ферментировать глюкозу (в анаэробных условиях нет изменения цвета); 2) ацетаминовый агар – дифференциальная среда, так как СП обладает способностью использовать ацетамин в качестве единственного источника углеводов; 3) два косяка с обычным агаром для определения способности культур к росту при температуре 42ºС и 5ºС; 4) постановка антибиотикограммы; 5) фаготипирование.

4 этап бак. исследования. Определение вида возбудителя. Оценка его клинической значимости (см. 2 этап). Оценка антибиотикограммы.
Болезни пародонта – это разнородная группа заболеваний воспалительной и обменно-дистрофической природы, сопровождающиеся разрушением тканей десны, включая коллагеновую основу периодонта и кости альвеолярного отростка.

Воспалительные процессы пародонта.
Гингивиты (от лат. gingiva – десна и греч. -itis – воспаление) – это воспалительные процессы, ограниченные поверхностью десны. Все гингивиты протекают без нарушения целостности зубодесневого прикрепления, т.е. без образования патологических зубодесневых карманов. Выделяют катаральные, гипертрофические и язвенные поражения. 

Пародонтиты (греч. para – около; odont – зуб; -itis – воспаление) – воспалительные процессы, поражающие все структуры, вплоть до кости. При пародонтите нарушается целостность зубодесневого прикрепления, происходит разрушение соединительной ткани, окружающей корень зуба и прикрепляющей его к костным стенкам зубной альвеолы, а также резорбция костных тканей. Патогенез аналогичен таковым при гингивитах, но при пародонтитах чаще наблюдают хронические поражения. Многие рассматривают гингивит, как начальную стадию пародонтита. 

Наиболее вероятными возбудителями пародонтита являются постоянные представители флоры ротовой полости, но могут обнаруживаться микроорганизмы (энтеробактерии, псевдомонады, стафилококки, грибы), вызывающие суперинфекцию, которые не имеют постоянного представительства в полости рта. Повреждение периодонта чаще вызывается не монокультурой, а микстинфекцией.

Пародонтопатогенные виды по их патогенному потенциалу и частоте выделения при пародонтите разделены на несколько групп (см. таблицу).

Взаимосвязь между условно патогенными бактериями периодонта и прогрессирующим периодонтитом. (Модифицированные данные Sokransky S.S. и Haffajee A.D., 1994)
	Очень большая
	Большая
	Средняя
	Ранняя стадия

исследования

	Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Actinobacillus, Haemоphilus) 
	Bacteroides forsythus
	Streptococcus intermedius
	Selenomonas spp.

	Спирохеты, вызывающие острый некротизирующий гингивит
	Prevotella intermedia
Eubacterium nodatum
	Prevotella nigrescens

Peptostreptococcus micros
	Гр (-) кишечные палочки

	Porphyromonas gingivalis
	Treponema denticola
	Fusobabakterium nucleatum

Campylobacter rectus

Eikinella corrodens
	Pseudomonas spp.

Staphylococcus spp.


Зубной налет, продвигаясь по мере роста под десневой край, вызывает повреждение эпителия десневой борозды и воспаление подлежащих тканей. Ключевую роль в патогенезе заболеваний периодонта занимают микробные токсины. Эндотоксины – производные грамотрицательной микрофлоры – проявляют свое агрессивное действие на месте прикрепления микроорганизмов и стимулируют образование антител, вызывая вазомоторные расстройства, провоцируя геморрагический некроз. Существенное значение в патогенезе заболевания принадлежит ферментам, продуцируемым микроорганизмами либо попадающими в ткани при гибели микробных клеток: гиалуронидаза, нейраминидаза, фосфолипаза С, ДНКаза, протеиназа, коллагеназа, хондроитинсульфатаза и др. Нейраминидаза способствует распространению возбудителей за счет повышения проницаемости тканей и угнетения иммунокомпетентных клеток. Эластаза разрушает структуры сосудистой стенки и обусловливает их повышенную кровоточивость. Под действием коллагеназы происходит гидролиз натурального коллагена с последующей деполимеризацией мукополисахаридов эпителия и основного вещества соединительной ткани, вследствие чего повышается проницаемость стенок сосудов. Т.о., энзимы способны вызывать щелевую деструкцию тканей и непосредственно участвовать в образовании пародонтального кармана. Помимо этого под действием биологически активных веществ возможны увеличение ломкости и диаметра сосудов, изменения сосудистой топографии.

При повышенной проницаемости клеточной стенки воспалительный экссудат проникает в десневую бороздку. Развивающееся воспаление проявляется клинически в виде кровоточивости, связанной с ломкостью сосудов. Этот процесс обратим, и при соблюдении идеальной гигиены воспаление через 1-2 месяца угасает. 

Если же поддесневая бляшка продолжает расти, продвигаясь по мере роста под десневой край, раздражает ткани, воздействие микробных токсинов приводит к повреждению эпителия десневого кармана и воспалению прилежащих тканей. Нарастание отека и воспалительного экссудата сопровождается частичной гибелью эпителиального покрова, коллагеновых волокон связки, вовлечением в процесс костной ткани и развитием деструктивных процессов сначала в кортикальной пластинке, а затем в губчатом веществе.

При длительном контакте микробов с тканями периодонта возможно возникновение аутоиммунных процессов с прогрессирующей альтерацией, вплоть до образования пародонтального кармана. Последний создает благоприятные условия для вегетирования микрофлоры в полости рта, постоянный очаг которой способствует дальнейшему развитию пародонтального кармана, влияет на состояние околозубных тканей и на организм в целом. Всасываясь с током крови и лимфы, микробные и тканевые токсины могут обусловливать формирование фокальной инфекции в других органах человека.

Бактериальные антигены образуют в десневом кармане иммунные комплексы антиген-антитело, которые активируют систему комплемента, освобождая при этом различные биологически активные медиаторы. При этом усиливается  фагоцитоза, хемотаксис нейтрофилов, иммуноадгезия, увеличивается сосудистая проницаемость.

Липополисахариды Гр (-) бактерий обладают адъювантными свойствами (усиливают иммунный ответ), также как и декстран, синтезируемый S. mutans и V. alcalescens. Все это позволяет предположить адъювантное действие этих микробных факторов.

Иммунопатологические процессы при пародонтите индуцируются под действием полноценных антигенов и гаптенов пародонтопатогенных бактерий.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Провести бактериологическое исследование содержимого очага воспаления, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Остеомиелит нижней челюсти».
1.1 Провести микроскопическое исследование содержимого очага воспаления, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Остеомиелит нижней челюсти». Интерпретировать полученные результаты.
1.2 Изучить результат посева содержимого очага воспаления на твердые питательные среды при культивировании в аэробных и анаэробных условиях. Посев производят методом секторных посевов на среду Эндо, кровяной агар (культивируют в аэробных условиях) и агар Шадлера (культивируют в анаэробных условиях). Описать культуральные свойства выросших колоний; определить количество микроорганизмов в 1 г исследуемого материала.
1.3 Для идентификации микроорганизмов выросших в аэробных условиях:

· изучить рост культуры на среде Клиглера (демонстрация) и МПА;

· учесть биохимическую активность на среде Клиглера;

· приготовить фиксированный препарат из культуры, выросшей на МПА, окрасить по Граму, промикроскопировать;

· учесть и оценить результаты определения способности культуры окислять глюкозу, образовывать оксидазу, расти при температуре 42(С, подвижности;

· учесть и оценить антибиограмму исследуемой культуры.

1.4 Для идентификации микроорганизмов выросших в анаэробных условиях:

· учесть и оценить результаты определения биохимической активности с помощью системы rapid ID32 A (BioMerieux, Франция);

· учесть и оценить антибиограмму исследуемой культуры с помощью АТВ (BioMerieux, Франция).

1.5 На основании полученных результатов определить видовую принадлежность выделенных культур, оценить их клиническую значимость и выбрать антибиотики для рациональной терапии. Заполнить бланк-направление и бланк-ответ из бактериологической лаборатории.

2 Провести микроскопическое исследование препарата со слизистой оболочки десны больного с клиническим диагнозом: «серозный гингивит». Интерпретировать полученные результаты.

3 Провести микроскопическое исследование материала, полученного от больного с клиническим диагнозом: «катаральный гингивит». Полученные результаты занести в протокол и сделать вывод. 

4 Провести микроскопическое исследование содержимого патологического десневого кармана больного с клиническим диагнозом: «хронический пародонтит». Интерпретировать полученные результаты.

5 Учесть и оценить результаты ПЦР с целью диагностики юношеского пародонтита.

6 Биопрепараты: стафилококковый анатоксин, синегнойный бактериофаг, стафилококковый иммуноглобулин.

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

I. Провести бактериологическое исследование содержимого очага воспаления, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Остеомиелит нижней челюсти».

1.1. Проведите микроскопическое исследование демонстрационного препарата, приготовленного из исследуемого материала, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Остеомиелит нижней челюсти», окрашенного по методу Грама. Интерпретируйте полученные результаты. 

В материале от больного могут определяться одновременно ассоциации от 3 до 5 и более видов облигатно-анаэробных бактерий (бактероиды, превотеллы, порфиромонады, фузобактерии) или их сочетания с факультативными анаэробами (стафилококки, стрептококки) и аэробами (синегнойная палочка, нейссерии).

Бактероиды, превотеллы, порфиромонады – грамотрицательные мелкие палочки и коккобактерии; фузобактерии – грамотрицательные палочки веретенообразной или другой формы. Стафилококки и стрептококки в патологическом материале – грамположительные кокки расположенные группами, короткими цепочками, парами. Синегнойная палочка – грамотрицательные палочки. Нейссерии – грамотрицательные диплококки.
1.2. Изучите результат посева содержимого очага воспаления на твердые питательные среды при культивировании в аэробных и анаэробных условиях. 

Посев производят методом секторных посевов на среды Эндо, кровяной агар (культивируют в аэробных условиях) и агар Шадлера (культивируют в анаэробных условиях). Опишите культуральные свойства выросших колоний; подсчитайте их количество на секторах и определите концентрацию соответствующих микроорганизмов в 1г исследуемого материала.

Для определения концентрации микроорганизмов в 1 г (мл) исследуемого материала и оценки его клинической значимости посев исследуемого материала осуществляется методом секторных посевов (метод Gould).

Исследуемый материал засевают стандартной бактериологической петлей 30-40 штрихами на сектор 1 чашки с питательной средой. После этого петлю прожигают и производят 4 штриха через сектор 1 в сектор 2 и аналогичным образом из сектора 2 – в сектор 3, и из сектора 3 – в сектор 4, каждый раз прожигая петлю.

Чашки инкубируют при 37(С 24-72 часа (в ряде случаев до 7 дней) в аэробных (Эндо и КА) и анаэробных условиях (агар Шадлера), после чего подсчитывают число колоний, выросших в разных секторах и по таблице определяют количество микроорганизмов в 1 г (мл) исследуемого материала. Количество микроорганизмов, равное 105 и выше клеток в 1 г (мл), свидетельствует об их клинической значимости (Приложение 1).

При культивировании в аэробных условиях на кровяном агаре Pseudomonas aeruginosa (один из возможных возбудителей при данной инфекции) образует колонии средних размеров, сероватые, непрозрачные, часто отливающие металлическим блеском, плоские, с неровными краями, с хорошо выраженной гемолитической активностью; характерным является образование сине-зеленого пигмента и своеобразный запах «жасмина», «фиалки».

При культивировании в анаэробных условиях на кровяном агаре Bacteroides fragilis образует круглые, средних размеров, выпуклые, серовато белые, с ровными краями колонии. Для Prevotella melaninogenica и Porhyromonas asaccharalytica характерно образование коричневого или черного пигмента. Колонии Fusobacterium nucleatum напоминают хлебные крошки или толченое стекло. Кокки (аэробные и анаэробные) образуют мелкие и средние выпуклые непрозрачные колонии серовато-белого цвета. После посева всех типов выросших колоний на кровяной агар Шадлера с последующим культивированием в анаэробных условиях, из них готовят мазки с окраской по Граму и ставят пробу на аэротолерантность.

1.3.  Для идентификации микроорганизмов выросших в аэробных условиях:

· изучите рост культуры на среде Клиглера (демонстрация) и МПА;

· оцените биохимическую активность на среде Клиглера;

· приготовьте фиксированный препарат из тех же культур на МПА, окрасьте по Граму и промикроскопируйте;

Синегнойная палочка при росте на среде Клиглера на скошенной части образует темный пигмент с перламутровым блеском. Цвет индикатора среды Клиглера не меняется, т.к. синегнойная палочка не ферментирует глюкозу, лактозу, не образует сероводород. При микроскопии P. aeruginosa – Гр (-), средних размеров (1,5-3,0х0,5-0,8 мкм) палочки, расположенные одиночно, парами, короткими цепочками, не имеют спор, подвижны. 
Учтите результаты III этапа исследования по идентификации полученных культур: 
· способность культуры окислять или ферментировать глюкозу – на среде Хью-Лейфсона; 
· подвижность и образование индола на полужидком агаре;

· оксидазную активность с помощью специальных индикаторных бумажек;

· способность расти при температуре 42(С. 

· учтите и оцените антибиограмму исследуемой культуры.

На среду Хью-Лейфсона посев производится уколом, результат учитывается через 18-24 часа. Если цвет индикатора изменился только в верхней части столбика и не изменился в глубине, следовательно, культура способна только окислять, но не ферментировать глюкозу. 
На полужидком агаре по диффузному характеру роста определяют подвижность и по изменению цвета индикаторной бумажки с белого на розовый – способность образовывать индол.

Оксидазная активность определяется путем нанесения культуры на индикаторную бумажку. Положительный результат – интенсивное посинение в течение 20-40 секунд. 

Синегнойная палочка растет при 42(С.

Определите антибиотикограмму исследуемой культуры методом дисков.
1.4. Для идентификации микроорганизмов выросших в анаэробных условиях:

· Учтите и оцените результаты биохимической активности культур, растущих только в анаэробных условиях с помощью системы rapid ID32 A (BioMerieux, Франция). 

· учесть и оценить антибиограмму исследуемой культуры с помощью АТВ (BioMerieux, Франция).

Система rapid ID32 A представляет собой пластиковые планшеты, в лунки которых помещены различные субстраты и индикаторы. Стандартную взвесь исследуемой культуры вносят в лунки и инкубируют при 37(С в анаэробных условиях. Дифференциальные признаки основных возбудителей представлены в Приложении 2.

Определите антибиотикограмму исследуемой культуры с помощью АТВ (BioMerieux, Франция) (приложение 3).

1.5. На основании полученных результатов определите видовую принадлежность выделенных культур, оцените их клиническую значимость и выберите антибиотики для рациональной терапии. Заполните бланк-направление и бланк-ответ из бактериологической лаборатории.
II. Проведите микроскопическое исследование препарата со слизистой оболочки десны больного с клиническим диагнозом: «Серозный гингивит». Интерпретируйте полученные результаты. 

Соскоб со слизистой оболочки десны осуществляют стерильным ватным тампоном. Приготовленный фиксированный препарат-мазок окрашивают по Граму, микроскопируют. 

Микрофлора слизистой оболочки десны в норме представлена в основном грамположительными кокками – S. oralis, S. sanguis, S. mitis; в меньших количествах – нейссериями, гемофильными палочками и вейллонеллами.

При гингивите общее число микроорганизмов увеличивается в 10-20 раз. При этом происходит увеличение удельного веса грамотрицательной микрофлоры и смена кокковой флоры палочковидными формами. При хроническом гингивите доминируют фузобактерии, бактероиды, вейлонеллы. Грамположительная микрофлора представлена в основном актиномицетами и стрептококками.
III. Проведите микроскопическое исследование соскоба со слизистой оболочки десны, полученного от больного с клиническим диагнозом: «катаральный гингивит» (окраска по Граму). Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод.

Гингивит характеризуется воспалением слизистой оболочки десны, обусловленным неблагоприятным воздействием как местных, так и общих факторов и протекает без нарушения целостности зубоэпителиального прикрепления, т.е. без образования зубодесневых карманов.

При развитии патологического процесса наблюдается превалирование грамотрицательных микроорганизмов (фузобактерии, бактероиды, кампилобактерии) над грамположительными (стрептококками).

Фузобактерии – веретенообразные тонкие палочки с заостренными концами. Размер 0,5-1x2-3 мкм. В мазках располагаются одиночно, реже образуют короткие цепочки из 2 или 3 клеток. Грамотрицательные.

Бактероиды – прямые или изогнутые палочки, размер 0,5-0,8x1-2 мкм. В мазках располагаются одиночно, парами или небольшими цепочками. Грамотрицательные.

Кампилобактерии – тонкие спиральные клетки диаметром 0,2-0,5 мкм и длиной 0,5-5,0 мкм. Могут иметь один или больше витков спирали и достигать длины 8 мкм. Характерна также S-образная форма и форма типа крыльев чайки, возникающие при соединении двух клеток в короткую цепочку. Грамотрицательные.

Стрептококки – сферические клетки размером 0,5-2,0 мкм. В мазках распологаются парами или цепочками. Грамположительные.
IV. Проведите микроскопическое исследование содержимого пародонтального кармана, полученного от больного с клиническим диагнозом: «Хронический пародонтит». Интерпретируйте полученные результаты.

При пародонтите в патологическом десневом кармане преобладают грамотрицательные микроорганизмы – Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninoginica, Fusobacterium nucleatum, Selenomonas sputigena, Eikenella corrodens, Campylobacter sputorum.
V. Учтите и оцените результаты ПЦР с целью диагностики юношеского пародонтита.

VI. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты, указав, что содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:
1. Какие инфекции называются одонтогенными, в чем их отличительная особенность.

2. Ассоциации каких микроорганизмов чаще всего участвуют в развитии воспалительных заболеваний ЧЛО.

3. Классификация, морфо-тинкториальные свойства облигатных анаэробов, участвующих в развитии одонтогенных воспалительных инфекций ЧЛО.

4. Классификация, морфо-тинкториальные свойства аэробов и факультативных анаэробов, участвующих в развитии одонтогенных воспалительных инфекций ЧЛО.

5. Особенности экологии и эпидемиологии одонтогенных воспалительных инфекций ЧЛО.

6. Назовите особенности забора и транспортировки материала при одонтогенных заболеваниях. 

7. Особенности патогенеза одонтогенного остеомиелита.

8. Материал, подлежащий исследованию, при микробиологической диагностике острого периодонтита, остеомиелита, абсцесса, флегмоны.

9. Особенности бактериологического метода при диагностике одонтогенных воспалительных инфекций ЧЛО.

10. На чем основывается выбор антибактериальных препаратов при терапии одонтогенных воспалительных заболеваний. 

11. Назовите меры профилактики одонтогенных воспалительных заболеваний.

12. Дайте определение понятиям – гингивит, пародонтит и пародонтоз.

13. Назовите основных пародонтопатогенных микроорганизмов.

14. Назовите факторы патогенности пародонтопатогенов.

15. Роль резидентов полости рта в возникновении гингивита и пародонтита.

16. Особенности патогенеза гингивита и пародонтита.

17. Агрессивный юношеский пародонтит. Возбудитель, факторы патогенности.

18. Гингивостоматит Венсана. Возбудители, патогенез.

19. Особенности забора содержимого патологического зубодесневого кармана.

20. Какой материал используют для микроскопического исследования при диагностике гингивита, пародонтита. Обоснуйте.

21. Что является критерием учета и оценки результатов микроскопического исследования при гингивите, пародонтите.

- решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. После 5 дней пребывания больного в отделении челюстно-лицевой хирургии во время очередной перевязки врач заметил, что бинты окрасились в сине-зеленый цвет, состояние пациента резко ухудшилось. Эмпирическая антибиотикотерапия не привела к улудшению состояния. 
Ваши предположения об этиологии заболевания. С чем связана низкая эффективность химиотерапии?
ЗАДАЧА №2. В направлении в баклабораторию врач-хирург указал предварительный диагноз «Синегнойная инфекция?». Из лаборатории был получен ответ «При бактериологическом исследовании гноя выделена и идентифицирована Pseudomonas aeruginosa». 
Может ли хирург, получив такой ответ, подтвердить этиологическую значимость синегнойной палочки в гнойно-воспалительном процессе? Обоснуйте свой ответ. 

ЗАДАЧА №3. На прием к стоматологу обратился пациент с жалобами на появление отделяемого из пародонтальных карманов и расшатанность некоторых зубов. 

1. Ваши предположения об этиологии заболевания

2. Тактика обследования и лечения пациента.

ЗАДАЧА №4. При профилактическом осмотре школьников стоматолог обратил снимание на клинически выраженные признаки воспалительного процесса в десневой области у подростка. С целью уточнения этиологии заболевания был взят мазок со слизистой десны и отправлен в бактериологическую лабораторию, где проведен посев на среды ЖСА и КА и инкубация при температуре 37° в течение 24 ч. В ответе из бактериологической лаборатории указано: Выделен S. aureus 102.

1. Какой возбудитель наиболее часто вызывает пародонтит у подростков.

2. Интерпретируйте полученный из лаборатории результат.

3. Предложите наиболее информативные методы диагностики заболевания в данном случае.

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:
1. Внутрибольничные инфекции, особенности эпидемиологии.

2. Феномен «чувства кворума» Pseudomonas aeruginosa.

3. Механизмы формирования резистентности синегнойной палочки к антибиотикам и дезинфектантам.
4. Современные методы микробиологической диагностики пародонтита.

5. Феномен «чувства кворума» пародонтопатогенных микроорганизмов.

6. Особенности антибиотикотерапии пародонтита.

8. Рекомендованная литература по теме занятия:
Основная:

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:

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям : учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный. 

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный. 

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный. 

5. Микробиология: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 616 с.: ил. - Текст: электронный. 

Приложение №1
Рис. 1   Метод секторных посевов (метод Gould)
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Показатели микробной обсемененности жидких материалов в зависимости 

от числа колоний, выросших на секторах плотной питательной среды
	Кол-во м/о в 1 мл 
материала
	Число колоний

	
	I сектор
	II сектор
	III сектор
	IV сектор

	( 103
	1-6
	
	
	

	103
	8-20
	
	
	

	5 х 103
	20-30
	
	
	

	104
	30-60
	
	
	

	5 х 104
	70-80
	
	
	

	105
	100-150
	5-10
	
	

	5 х 105
	( 150
	20-30
	
	

	106
	не сосчитать
	40-60
	
	

	5 х 106
	не сосчитать
	100-140
	10-20
	

	107
	не сосчитать
	не сосчитать
	30-40
	

	5 х 107
	не сосчитать
	не сосчитать
	60-80
	единичные

	108
	не сосчитать
	не сосчитать
	80-140
	до 25
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