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1. Занятие № 7 

Тема: «Неспецифические факторы иммунитета организма человека, их роль в защитных реакциях полости рта»
2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.

Наука, изучающая структуру и функции систем, контролирующих клеточно-генетический гомеостаз организма человека, носит название «иммунологии». Как отдельное научное направление иммунология сформировалась лишь во второй половине XX века. Гораздо более продолжительна история иммунологии как прикладного раздела инфекционной патологии и микробиологии. Именно многовековые наблюдения за разными болезнями и заложили фундамент современной иммунологии. Например, достаточно наглядны комментарии Фукидида в «Истории Пелопонесской войны» (V в. до н.э.): «…несмотря на широкое распространение в войсках эпидемии чумы, никто не заболел дважды, по крайней мере, смертельно… и для захоронения трупов использовали переболевших» 
И, в настоящее время, основное прикладное применение достижения иммунологии находят в области лечения и профилактики инфекционных болезней, что отражает исторически сложившиеся социальные интересы и задачи общества. Для возникновения инфекции важное значение, наряду со свойствами возбудителя, имеет состояние макроорганизма. Оно определяется сложным комплексом факторов и механизмов, тесно связанных между собой, и характеризуется как восприимчивость (чувствительность) или невосприимчивость (резистентность) к инфекции.
4.
Цель обучения: 

- учебная: 

знать:

· правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами;

· классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов; роль микроорганизмов в биосфере; феномен паразитизма и биоэкологические заболевания; микроэкологию организма человека, микроэкологию полости рта;

· особенности формирования процессов симбиоза организма человека с микробами, роль резидентной микрофлоры организма в развитии оппортунистических болезней челюстно-лицевой области;

· методы исследования количественного и качественного состава нормальной микрофлоры различных биотопов; 

· методы профилактики и лечения дисбактериоза, иммунобиологические препараты, используемые с профилактической и лечебной целью. 

уметь:

· выполнять работу в асептических условиях, соблюдать технику безопасности, исключающую контаминацию врача и  пациента в стоматологической практике;

· пользоваться лабораторным оборудованием; работать с увеличительной техникой, 

· на основании знаний биологии возбудителя обосновать характер патологического процесса и его клинические проявления, принципы патогенетической терапии инфекционных заболеваний, в частности, в челюстно-лицевой области;

· обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты;

· давать пояснения по применению иммунобиологических препаратов; 

· оценить результаты микробиологического исследования микрофлоры различных экотопов организма человека.

владеть:

· основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки инструментария, оборудования, рук во избежание инфицирования в стоматологической практике;

· техникой иммерсионной микроскопии;

· навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических и иммунологических методов диагностики инфекционных и оппортунистических заболеваний;

· алгоритмом подбора иммунобиологических препаратов с целью профилактики и терапии инфекционных заболеваний.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Тесты:

1. Фагоцитоз – это

1) специфический фактор резистентности

2) феномен бактериофагии

3) реакция взаимодействия антиген-антитело

4) приобретенная реакция организма

5) врожденная реакция организма

2. Антифагоцитарная активность микроорганизмов связана с

1) фимбриями

2) жгутиками

3) спорой

4) капсулой

5) ЦПМ

3. Естественные клетки-киллеры (ЕКК)

1) фагоциты

2) синтезируют интерфероны

3) обладают противоопухолевой, противовирусной активностью

4) нейтрофилы

5) макрофаги

4. Защитная роль фагоцитоза связана с

1) гибелью поглощенных клеток

2) размножением поглощенных клеток

3) персистенцией поглощенных клеток

4) генными мутациями

5) рекомбинациями

5. Клеточные неспецифические факторы защиты

1) антитела

2) лизоцим

3) пропердин

4) β - лизины

5) фагоциты

6. Факторы неспецифической резистентности

1) генетически детерминированы

2) не изменяются в процессе инфекционного заболевания

3) характерны в основном для мужчин

4) формируются в процессе онтогенеза

5) определяются предшествующим контактом макроорганизма с антигеном

7. Интерфероны

1) ингибируют только ДНК-содержащие вирусы

2) ингибируют только РНК-содержащие вирусы

3) ингибируют ДНК- и РНК-содержащие вирусы

4) подавляют размножение бактерий
5) подавляют фагоцитоз

8. Трасферрин

1) мурамидаза

2) участвует в активации комплемента

3) обладает Fe-связывающей активностью

4) способен к самосборке

5) синтезируется лейкоцитами

5.2. Основные понятия и положения темы.

Иммунитет - совокупность биологических явлений (процессов и механизмов), направленных на сохранение постоянства внутренней среды (гомеостаза) и защиты организма от инфекционных и других  генетических чужеродных для него антигенов.
Виды иммунитета:

Врожденный (видовой) – представляет собой невосприимчивость одного вида животных или человека к микроорганизмам, вызывающим заболевания у других видов (невосприимчивость человека к чуме собак, невосприимчивость животных к возбудителям гонореи и кори). 

Приобретенный – невосприимчивость к антигену чувствительного к нему организма человека, животных и др., приобретаемая после встречи с ним. Он может быть естественным и искусственным. Каждый из них может быть активным и пассивным. 
Активный иммунитет – обусловлен активным вовлечением в процесс иммунной системы при встрече с данным антигеном. Пассивный приобретается за счет введения в организм уже готовых антител и иммунных лимфоцитов, взятых у другого иммунизированного организма.
Факторы неспецифической резистентности:

Врожденные (эволюционно более древние) многообразны, но их объединяет неспецифичность действия. Естественные барьеры на путях проникновения инфекции разделяют на механические и химические. Основные механические барьеры – кожа и слизистые оболочки составляют первую линию защиты против возбудителя инфекции, секреты этих барьеров уничтожают либо ингибируют микроорганизмы. Если последние преодолевают эти поверхностные барьеры, то они сталкиваются с разнообразными конституциональными факторами (вторая линия неспецифических защитных механизмов). Эти последние принято делить на гуморальные и клеточные.

Кожа:

Кожные покровы – практически непреодолимы для большинства патогенов. Удалению патогенов способствует слущивание омертвевших клеток и замещение их новыми, а так же секреты кожных желез, проявляющие прямую бактерицидную активность либо снижающие рН кожи до значений, неблагоприятных для микроорганизмов. 

Слизистые оболочки:

Слизь СО кишечного типа покрыты слоем слизи (отсюда их название) – организованной гелеобразной гликопротеидной решеткой, задерживающей и фиксирующей различные объекты, в том числе микроорганизмы. Реснички мерцательного эпителия, погруженные в слизь, формируют волны однонаправленных колебательных движений и тем самым перемещают пленку слизи и заключенные в ней объекты, по поверхности эпителия. 

Секреция Ig А постоянно происходит на поверхности однослойных эпителиев.

Собственный слой слизистой оболочки кишечного типа – лимфоидная ткань, содержащая множество разных иммунокомпетентных клеток.

Лизоцим содержится в слезной жидкости, слюне, перитониальной жидкости, плазме и сыворотке крови, в лейкоцитах, материнском молоке и др.

Нормальная микрофлора:

Большинство аутохтонных микроорганизмов в различных биотопах обладают выраженными антагонистическими свойствами по отношению к другим патогенным микроорганизмам. Эта защитная роль микрофлоры позволила отнести ее к факторам естественного иммунитета. В связи с важной защитной ролью нормальной микрофлоры изучение ее состава и численности используют при оценке иммунного статуса организма.

Гуморальные факторы:

Комплемент:

Система комплемента состоит, по меньшей мере, из 26 белков, опосредующих воспалительные реакции с участием гранулоцитов и макрофагов, ее составляющие также участвуют в реакциях свертывания крови и способствуют межклеточным взаимодействиям, необходимым для процессинга АГ; вызывают лизис бактерий и вирусов. В условиях физиологической нормы компоненты системы находятся в неактивной форме, активация комплемента приводит к появлению его активных компонентов.

Классический путь: активируется комплексом антиген-антитело. С1-С4, С2, С3-С5, С6, С7, С8, С9. В результате клетка погибает (осмотический лизис).

Альтернативный путь: активируется липополисахаридами Грам- бактерий. С3- С5, С6, С7, С8, С9.

Лектиновый путь: инициируется маннозосвязывающим белком сыворотки крови, который после взаимодействия с остатками маннозы на поверхности микробных клеток катализирует С4. Далее С2, С3-С5, С6, С7, С8, С9.

Пропердин:

В альтернативном пути активации комплемента необходимо участие сывороточного белка пропердина, который активен лишь в присутствии ионов Mg2+  и требует участия еще двух сывороточных белков: факторов В и D. Фактор D в активной форме является протеиназой, расщепляющей фактор В, с образованием фрагмента Bb. Последний способен в комплексе с С3b играть роль С3-конвертазы. Альтернативные пути функционирования пропердина заключаются в стабилизации комплекса С3bBb. 
Интерфероны:

Индукторы интерферона-интерфероногены (РНК-геномные вирусы, двунитчатые РНК, бактериальные ЛПС). Интерфероны оказывают действие:

1) противовирусное
2) противоопухолевое
3) иммуномодулирующее
4) радиопротективное
Их подразделяют на три класса: α-интерферон (лейкоцитарный), β-интерферон (фибробластный), γ-интерферон (иммунный).

Лизоцим:

Лизоцим продуцируется моноцитами крови и тканевыми макрофагами. Он вызывает лизис многих сапрофитных бактерий, оказывая менее выраженное литическое действие на ряд патогенных микроорганизмов и неактивен в отношении вирусов. 

Механизм бактериолитического действия лизоцима состоит в гидролизе связей между N-ацетилмурамовой кислотой и N-ацетилглюкозамином  в полисахаридных цепях пептидогликанового слоя клеточной стенки бактерий. 

Заживление ран в области слизистых оболочек, имеющих контакт с большим количеством микроорганизмов, в том числе и патогенных, в известной степени объясняется наличием лизоцима

Трансферрин

Трансферрин-(-глобулин, белок острой фазы, может взаимодействовать с Zn и Cu; переносит Fe3+, участвует в регуляции концентрации свободного Fe, предотвращая его избыточное накопление и потерю его с мочой. Содержание его снижается при воспалительных процессах, нефротическом синдроме.

Клеточные факторы:

Фагоцитоз:

Фагоцитоз – это поглощение, переваривание и инактивация инородных для организма веществ специализированными клетками – фагоцитами. Процесс фагоцитоза состоит из 4-х стадий: хемотаксиса, адсорбции, поглощения микробных клеток, внутриклеточного переваривания.
Хемотаксис - целенаправленное передвижение фагоцитов в направлении химического градиента хемоаттрактантов в окружающей среде. Способность к хемотаксису связана с наличием на мембране специфических рецепторов для хемоаттрактантов, в качестве которых могут выступать бактериальные компоненты, продукты реградации тканей организма, активированные фракции системы комплемента - С5а, С3а, лимфокины - продукты лимфоцитов.

Адсорбция. Одним из условий успешного фагоцитоза является эффективная адгезия к субстрату; существенную роль в которой играют опсонины (АТ, С3b компонент комплемента, фибронектин, сурфактант), обволакивающие микроорганизмы и делающие поглощение более эффективным; последнее обусловлено прочностью рецептор-опосредованных взаимодействий опсонинов с соответствующими рецепторами на мембране фагоцита (к Fc-фрагментам АТ, компонентам комплемента, фибронектину и др.).

Полощение и переваривание. В результате образуется фагосома с заключенным внутри объектом. К ней устремляются лизосомы и выстраиваются по ее периметру. Затем оболочки фагосомы и лизосомы сливаются в фаголизосому. Некоторые бактерии, снабженные капсулой, могут быть устойчивы к действию лизосомальных ферментов, другая часть патогенов способна блокировать слияние фагосом и лизосом. В подобных случаях фагоцитоз носит незавершенный характер, и возбудитель выживает в цитоплазме поглотившей его клетки.

Неспецифические гуморальные факторы защиты организма человека и их роль в защите полости рта

К данным факторам относятся: лизоцим, пропердин, трансферрин, интерфероны (см. выше).
5.3. Самостоятельная работа по теме:

I. Определение бактерицидных свойств кожи.

Учет результатов по определению бактерицидных свойств кожи с использованием тест-культуры Sarcina flava проводится через 18-24 ч после термостатирования посевов при 37(С:

· I сектор – рост нормальной микрофлоры кожи;

· II сектор – рост тест-культуры сарцины;

· III сектор – отсутствие роста сарцины и рост нормальной микрофлоры или рост сарцины разной степени интенсивности и рост нормальной микрофлоры.

Оценка результатов: отсутствие роста сарцины в III секторе спустя 30 мин, свидетельствует о бактерицидных свойствах кожи; наличие роста сарцины свидетельствует о снижении бактерицидных свойств кожи.

II. Определение наличия лизоцима в слюне. 

Учет и оценка результатов по определению лизоцима в слюне с использованием тест-культуры Micrococcus luteus проводится через 18-24 часа после термостатирования при 37(С: по всей поверхности чашки отмечается рост микрококка, а в месте нанесения слюны роста тест-культуры нет, но имеется рост нормальной микрофлоры полости рта, нечувствительной к лизоциму.

III. Выявление фагоцитарной активности полиморфно-ядерных лейкоцитов (демонстрация).

Для определения активности фагоцитоза кровь или взвесь лейкоцитов обследуемого инкубируют с частицами латекса, после чего из смеси готовят тонкий мазок и окрашивают его по методу Романовского-Гимзе.


Промикроскопируйте готовые препараты для выявления фагоцитарной активности лейкоцитов крови с использованием частиц латекса.

1) фагоцитарный показатель (фагоцитарная активность) – процент нейтрофилов, содержащих частицы латекса;

2) фагоцитарное число (фагоцитарный индекс) – среднее число микроорганизмов, поглощенных одним фагоцитом.

Критерии оценки: интенсивность реакции фагоцитоза в норме – фагоцитарный показатель у детей 60%, у взрослых 75-80%, фагоцитарное число – у детей 12, у взрослых 14-15 (региональные показатели по данным Центра СПИД, г. Красноярск).

IV. Определение неспецифической резистентности слизистой оболочки полости рта (СОПР). 

Для этого поставьте реакцию адсорбции микроорганизмов (РАМ) СОПР, для чего с помощью тампона сделайте соскоб участка слизистой оболочки (СО) десны, приготовьте мазок, окрасьте его по Граму.

В мазке подсчитайте количество кокков, адсорбированных на поверхности 100 эпителиальных клеток. В зависимости от количества микроорганизмов, адсорбированных на поверхности эпителиальных клеток, последние распределяют на 4 группы:

1 группа – эпителиальные клетки, на поверхности которых адсорбированых микроорганизмов нет или встречаются единичные кокки;

2 группа – эпителиальные клетки, на поверхности которых адсорбировано от 2 до 25 кокков;

3 группа – эпителиальные клетки, на поверхности которых адсорбировано от 26 до 50 кокков;

4 группа – эпителиальные клетки, на поверхности которых адсорбировано 51 и более микроорганизмов ( «муравейник»).

Учет результатов: Клетки 1 и 2 групп относят к отрицательным РАМ («РАМ-«), клетки 3 и 4 групп – к положительным РАМ («РАМ+»). Подсчитайте «РАМ-» и «РАМ+» клетки.

Оценка результатов: При наличии 70% и выше клеток «РАМ+» резистентность СОПР «хорошая», при наличии «РАМ+» клеток от 31 до 69% - «удовлетворительная», при «РАМ+» клеток 30% и меньше – «неудовлетворительная».

РАМ основана на определении естественной колонизации буккального эпителия, который в норме обильно заселен оральными стрептококами. Снижение этого показателя наблюдается при различных заболеваниях и свидетельствует о нарушении гомеостаза на уровне слизистых оболочек.

5.4. Итоговый контроль знаний:

1. Понятие «иммунитет» и его виды.
2. Неспецифические клеточные факторы защиты организма человека и их роль в защите полости рта: слизистые оболочки, кожа, эмаль зубов; нормальная микрофлора; фагоцитоз. Их характеристика.
3. Неспецифические гуморальные факторы защиты организма человека и их роль в защите полости рта: лизоцим, железосвязывающие белки, ферменты, комплимент, интерферон и др. Их состав и механизм действия.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по теме занятия). 
1. Роль интерферона в защите организма человека.

2. Чем объясняется разница в активности фагоцитоза в неиммунном и иммунном организме и с чем это связано?

3. Какие особенности лимфоцитов определяют их разделение на Т- и В-лимфоциты и их субпопуляции?

4. Что собой представляют клеточные компоненты лимфоцитов СД и какими методами их можно определить?

· решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. Исследование микроскопического препарата периферической крови, предварительно проинкубированного со взвесью бактерий, показало: 40 лейкоцитов фагоцитировали 540 бактерий. 
1. Определить фагоцитарный индекс. 
2. Оценить полученные результаты.
ЗАДАЧА №2. Взвесь лейкоцитов обследуемого инкубировали с частицами латекса, приготовили из смеси тонкий мазок, окрасили по методу Романовского-Гимзе. Из 100 нейтрофилов частицы латекса содержат 80. 
1. Определить фагоцитарную активность нейтрофилов. 
2. Оценить полученные результаты.
ЗАДАЧА №3. На чашку Петри произведен посев взвеси тест-культуры Micrococcus luteus газоном с помощью тампона. В центр чашки нанесли слюну обследуемого. После термостатирования при 37ºС через 24 часа по всей поверхности чашки наблюдается рост микрококка; в месте нанесения слюны рост тест-культуры отсутствует, но имеется рост нормальной микрофлоры.
1. С какой целью проведено данное исследование.
2. Оценить полученные результаты.
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

1. Неспецифические факторы защиты полости рта.

2. Система интерферона.

3. Особенности иммунитета при вирусных, бактериальных инфекциях.

4. Кооперация клеток при разных формах иммунного ответа.

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: 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.

