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ВВЕДЕНИЕ


Полость рта человека представляет собой уникальную экологическую систему для самых разнообразных микроорганизмов, формирующих постоянную микрофлору. 

Микрофлора полости рта является высокочувствительной индикаторной системой, реагирующей качественными и количественными сдвигами на изменения в состоянии различных органов и систем организма. Как и любая микроэкологическая система организма человека, микрофлора полости рта тесно связана с иммунной системой. Поэтому в последние годы микробиологические аспекты здоровья человека рассматриваются в непосредственной связи с иммунологическими. Нарушение биологического равновесия между окружающей средой, макроорганизмом и микроорганизмами нормальной микрофлоры нередко приводит к развитию различных патологических процессов.
Изучение естественной микрофлоры и резистентности полости рта, а также роли их дисбаланса в развитии патологических состояний и заболеваний зубочелюстной системы является важным разделом в подготовке врача-стоматолога и одной из актуальных проблем современной стоматологии. 
ТЕМА № 1

Микробная флора полости рта в норме


Полость рта человека является местом обитания самых разнообразных микроорганизмов, формирующих нормальную микрофлору. Обилие питательных веществ, постоянная влажность и температура, оптимальное значение рН создают благоприятные условия для адгезии, колонизации и размножения различных видов микробов.


В настоящее время описано несколько сотен видов микроорганизмов, составляющих нормальную микрофлору полости рта. В её состав входят бактерии, вирусы, грибы и простейшие. Среди микробов полости рта встречаются как постоянные, так и транзиторные виды - представители микробиоценозов других биотопов хозяина (носоглотки, кишечника и др.), а также  микроорганизмы из окружающей среды. Остановимся на краткой характеристике наиболее значимых представителей нормальной микрофлоры полости рта.

1. Стрептококки полости рта. Относятся к семейству Streptococcaceae, роду Streptococcus. Существует 3 классификации стрептококков. По полисахаридному антигену их подразделяют на 17 серогрупп (классификация по Лэнсфильд, 1933), обозначаемых заглавными латинскими буквами А, В, С и т.д. и группу зеленящих стрептококков. В свою очередь серогруппы состоят из ряда сероваров, различающихся белковыми антигенами (М-белок, Т-белок и F-белок). 
По биохимическим свойствам стрептококки разделяются на S. pyogenes, S. agalactia, S. anginosus, S. bovis, S. pneumoniae, S. mutans, S. salivarius, S. sanguis, S. milleri. По гемолитическим свойствам различают альфа-гемолитические стрептококки (зеленящие), бета-гемолитические стрептококки и негемолитические.

 По экологическому признаку медицинское значение имеют следующие группы стрептококков:

· Представители серогруппы А, патогенные только для человека, - это многочисленные сероварианты S. pyogenes и S. pneumonuae;

· Вторую группу составляют патогенные и условно-патогенные для человека и животных стрептококки серогрупп B и D (S. agalactia, S. anginosus и др.) 
· Третья экологическая группа – это условно-патогенные оральные стрептококки без групповых антигенов. 

Наиболее значительной группой стрептококков полости рта следует считать микроаэрофильные альфа-гемолитические (зеленящие) стрептококки и негемолитические формы. 

Основная масса грамположительных кокков полости рта представлена гетерогенной группой зеленящих маловирулентных стрептококков, которые принимают активное участие в процессах, приводящих к поражениям твердых тканей зуба и пародонта.   В эту группу входят: S. mutans, S. sanguis, S. salivarium. Содержание этих микроорганизмов в слюне может достигать 5 млрд КОЕ (колониеобразующих единиц) на 1 мл. Они отличаются друг от друга способностью ферментировать углеводы и образовывать перекись водорода.   Сдвиг рН в кислую сторону приводит к декальцинации зубной эмали, поэтому считается, что именно стрептококки играют ведущую роль в патогенезе кариеса зубов. При этом важна также способность стрептококков синтезировать из сахарозы полисахариды.

Все  виды зеленящих стрептококков встречаются в полости рта в различных количественных соотношениях, которые зависят от диеты, гигиены полости рта и т.д.

2. Вторая группа грамположительных кокков - пептококки. Это облигатно анаэробные кокки, которые включают два рода: Peptostreptococcus  и Peptococcus. Их сахаролитическая активность слабо выражена, однако они активно разлагают пептоны и аминокислоты. Обладают высокими адгезивными свойствами по отношению к эпителию и эмали зуба, а также выраженной способностью к агрегации с другими бактериями полости рта, в частности, с бактероидами и фузобактериями, что способствует формированию ассоциаций этих групп резидентов-оппортунистов при развитии гнойно-воспалительных процессов. Чаще встречаются в ассоциациях с фузобактериями и спирохетами при кариесе, пульпите, пародонтите, абсцессах челюстно-лицевой области.

 Типичный представитель - Peptostreptococcus anaerobius -  часто и в больших количествах определяется в содержимом пародонтальных карманов, гнойном экссудате, при различных видах одонтогенной инфекции.
 3. Вейллонеллы. Грамотрицательные анаэробные кокки представлены родом Veillonella. Они являются постоянными обитателями полости рта человека и животных. Концентрация вейллонелл в слюне приблизительно такая же, как зеленящих стрептококков.

 В мазке из чистой культуры они имеют вид сферических диполококков, располагающихся скоплениями в виде гроздьев  или короткими цепочками. Изолированные колонии вейллонелл на  лактат-агаре имеют 1-3 см в диаметре, гладкие, выпуклые, чечевицеобразной, ромбовидной или сердечной формы, опаловые, желто-белые, мягкие по консистенции. В полости рта встречаются представители двух видов вейллонелл (V.parvula, V.alcalescens), которые населяют слизистую оболочку полости рта, неба и являются доминирующими в слюне и протоках слюнных желез. 

Особенностями  биохимической активности вейллонелл является то, что они не обладают сахаролитическими свойствами в отношении моно- и дисахаридов, но хорошо ферментируют уксусную, пировиноградную и молочную кислоты, поэтому  играют важную роль в полости рта, нейтрализуя кислые продукты метаболизма других бактерий. Это позволяет рассматривать вейллонеллы как антагонистов кариесогенных стрептококков и важнейший фактор резистентности к кариесу зубов.
Патогенная роль вейллонелл в развитии воспалительных процессов полости рта не доказана, хотя они нередко выделяются из гнойного экссудата в ассоциации с другими анаэробными бактериями.

4. Лактобактерии. Представители рода Lactobacterium составляют важную, хотя и малочисленную группу резидентов полости рта. Количество лактобактерий в слюне взрослых колеблется от значений близких к 0 и до 100 тыс КОЕ в одном мл. В среднем это число составляет около 70 тыс КОЕ на 1 мл слюны. Лактобактерии не являются резидентами только полости рта, они есть в желудочно-кишечном тракте, влагалище и их находят у многих животных.

Лактобактерии - грампозитивные  анаэробные палочки, чаще группирующиеся в виде небольших скоплений и пакетов. Обладают довольно низкими адгезивными свойствами к эпителию слизистой и, особенно, к  эмали зуба. Однако они представлены во всех нишах полости рта. Очень часто лактобактерии фиксируются на различных тканях, благодаря коаггрегации с другими симбионтами, в частности с пептострептококками и микроаэрофильными стрептококками полости рта. В фиссурах зубов, складках слизистой задерживаются чисто механически. 

Лактобактерии бурно размножаются при поступлении в полость рта углеводной пищи и обильно продуцируют молочную и другие кислоты, что позволяет их рассматривать, как кариесогенный фактор. Вместе с тем, лактобактерии играют важнейшую стабилизирующую роль при формировании микробной ассоциации полости рта, так как синтезируют витамины групп В и К, необходимые для развития других бактерий и макроорганизма. Известно, что витамин К и его метаболиты являются мощными стимуляторами роста бактероидов и фузобактерий.

5. Бактероиды. Представляют группу коккоподобных, овоидных или полиморфных палочковидных грамнегативных бактерий, которые с 1990 года по определителю Берги разделены на 3 рода: 
· Porphyromonas (представители - P.gingivalis, P. endodontalis населяют десневой желобок, зубную бляшку); 
· Prevotella (важнейший вид - P. melaninogenica, населяет карманы слизистой оболочки, фиссуры зуба, десневой желобок, в полости рта также встречаются P. buccae, P. denticola, P. oralis, P. oris); 
· Bacteroides (представитель - B.fragilis - встречается в складках слизистой у основания зубов, однако более типичен для кишечника).

Бактерии данной группы in vitro продуцируют различные ферменты агрессии: коллагеназу, гиалуронидазу, хондроитинсульфатазу, гепариназу, IgA-, IgG-, IgM-протеазы, что позволяет рассматривать их как важнейших потенциальных возбудителей одонтогенной инфекции. Бактероиды, как правило, являются доминирующей флорой в гнойном экссудате при абсцессах, флегмонах, остеомиелитах челюстно-лицевой области, содержимом пародонтального кармана при пародонтите  и гингивите. В этом случае они обычно окружены выраженным капсульным слоем.

6. Фузобактерии. Род Fusobacterium включает удлиненные грамнегативные палочки, чаще с заостренными концами, нередко формирующие цепочки и нити. Населяют как слизистую полости рта, так и зубную бляшку.

Фузобактерии F.necroforum, F.nucleatum, F. periodonticum in vitro продуцируют мощные гистолитические ферменты: гиалуронидазу, хондроитинсульфатазу, лецитиназу, имеют эндотоксин. Наряду с бактероидами и пептострептококками считаются основными возбудителями разнообразных гнойно-воспалительных процессов полости рта, включая прогрессирующие язвенно-некротические фасцииты (в ассоциации с извитыми формами).

7. Лептотрихии. Представители рода Leptotrichia (L. buccalis) имеют вид попарно расположенных зернистых грамотрицательных палочек, часто нитевидной формы. Они не обладают протеолитическими свойствами, ферментируют глюкозу с образованием большого количества молочной кислоты, что приводит к понижению рН среды до 4,5. При заболевании пародонта количество упомянутых бактерий в полости рта возрастает.
8. Пропионобактерии. Полиморфные, неправильной формы палочки семейства Propionibacteriaceae, встречаются кокковидные и слегка ветвящиеся формы. Располагаются одиночно, короткими цепочками или небольшими скоплениями. Грамположительны, неподвижны, спор не образуют. Факультативные анаэробы, лучше растут в анаэробных условиях. При разложении глюкозы образуют пропионовую, а также уксусную кислоты. Как условно-патогенные микроорганизмы вызывают воспалительные процессы и актиномикозоподобные заболевания.

9. Актиномицеты. Из семейства Actinomycetaceae  в полости рта чаще всего встречаются представители рода Actinomyces. 
Род  Actinomyces представлен мелкими грампозитивными палочками, имеющими тенденцию к образованию переплетающихся и ветвящихся нитей или коротких цепочек. Населяют преимущественно зубную бляшку, благодаря коаггрегации с микроаэрофильными стрептококками, а также лектин - зависимой адгезии к эмали. В свою очередь являются основой для прикрепления к зубной бляшке бактерий, неспособных к непосредственной адгезии к эмали, например, фузобактерий.

Важнейшие виды актиномицетов: A.naeslundii, A.viscosus, A.israelii, A.odontolyticus - при ферментации углеводов образуют кислые продукты (молочная, уксусная, муравьиная, янтарная кислоты), способствующие развитию кариеса. Показана роль токсических полимеров клеточной стенки актиномицетов в патогенезе пародонтита и гингивита. Наряду с этим, актиномицеты находятся на слизистой оболочке рта, составляя строму зубного камня, и входят в состав зубного налета. Их можно обнаружить в кариозных полостях зубов, в патологических десневых карманах, в протоках слюнных желез. Актиномицеты нередко определяются при хронических неспецифических воспалительных процессах и актиномикозе мягких тканей, а также при остеомиелите челюстно-лицевой области.

10. Бифидобактерии (род насчитывает 11 видов, в том числе B. bifidum, B. longum, B. brevis) - неспорообразующие грамположительные неподвижные палочки с утолщениями на концах и разветвлением в виде букв V, X, Y; спор не образуют, являются облигатными анаэробами.

Бифидобактерии в процессе жизнедеятельности образуют молочную и уксусную кислоту, понижают рН до 4,0-3,8; препятствуют размножению патогенной, гнилостной и газообразующей флоры. Они обладают выраженным микробным антагонизмом, сдерживают рост и размножение патогенных и условно-патогенных микроорганизмов и препятствуют проникновению их во внутреннюю среду организма, т. к. выделяют вещества - бактериоцины, обладающие бактериостатическим действием по отношению к условно-патогенным микроорганизмам. При этом бактериоцины не задерживают рост резидентных бактерий.

Данные бактерии синтезируют аминокислоты, белки, витамины группы В (тиамин, пиридоксин, цианокоболамин), К, рибофлавин, никотиновую, фолиевую, пантотеновую кислоты, которые всасываются в кишечнике и  используются макроорганизмом в метаболических процессах.
11. Дифтероиды. В полости рта встречаются бактерии рода   Corynebacterium. Эта группа бактерий количественно сопоставима с вейллонеллами.  Они являются грампозитивными палочками, располагающимися упорядоченно (частокол) в мазке из чистой культуры. Некоторые виды способны формировать включения - зерна волютина. Факультативно-анаэробные виды дифтеродидов  составляют приблизительно 13% от жизнеспособного количества резидентов со спинки языка, 15% из десневого желобка и 24% бляшки. Облигатно анаэробные дифтероиды представлены в этих материалах соответственно 8, 20 и 18%. Классификация дифтероидов полости рта до настоящего  времени остается недостаточно разработанной. При исследовании материалов дифтероиды зачастую трудно дифференцировать от актиномицетов. 

Дифтероиды играют главную роль в полости рта, так как синтезируют витамины, в частности, витамин К, являющийся стимулятором роста анаэробных бактерий. Редуцируя в процессе дыхания молекулярный кислород, активно содействуют развитию облигатно-анаэробной флоры в аэробных условиях. 

Показана мощная иммуномодулирующая активность антигена коринебактерий на организм человека, что используется при лечении иммунодефицитов. Вместе с тем, у коринебактерий обнаружены некоторые ферменты аггрессии и токсические полимеры. Они нередко обнаруживаются в ассоциациях с возбудителями гнойного воспаления.

12. Нейссерии. Представители рода Neisseria - это грам-негативные диплококки, обнаруживаемые в различных нишах полости рта, особенно на поверхностях, которые постоянно соприкасаются с атмосферным воздухом - спинки языка, мягком небе, эмали зубов.

Нейссерии активно редуцируют кислород и, по-видимому, играют важную роль в поддержании активности облигатно-анаэробных бактерий полости рта. Патогенная роль нейссерий не доказана, хотя они нередко выделяются из различных материалов в ассоциации с другими резидентами полости рта (табл.1).

Таблица 1

Основные группы резидентной флоры полости рта

по морфологии и по типу дыхания

	Окраска

по Граму
	Морфология
	Название рода

	1 группа:  АНАЭРОБНЫЙ ТИП ДЫХАНИЯ (ОБЛИГАТНЫЕ АНАЭРОБЫ)

	Грамнегативные
	кокки
палочки
	VEILLONELLA

BACTEROIDES

PORPHYROMONAS

PREVOTELLA

FUSOBACTERIUM

LEPTOTRICHIA


	Грампозитивные
	кокки

палочки

бесспоровые
	PEPTOSTREPTOCOCCUS

PEPTOCOCCUS

LACTOBACILLUS

BIFIDOBACTERIUM

PROPIONIBACTERIUM

ACTINOMYCES


	2 группа:  АЭРОБНЫЙ И СМЕШАННЫЙ ТИП ДЫХАНИЯ

(АЭРОБЫ И ФАКУЛЬТАТИВНЫЕ АНАЭРОБЫ)

	Грамнегативные
	кокки
	NEISSERIA



	Грампозитивные
	кокки

палочки 


	STREPTOCOCCUS

STAPHYLOCOCCUS

CORINEBACTERIUM

ACTINOMYCES



***

Среди бактерий с аэробным типом дыхания в полости рта встречаются также представители актиномицетной линии - нокардии и ротии (Rothia dentocariosae), которые, обладая высокими адгезивными и коаггрегационными свойствами с другими микробами, способствуют формированию зубной бляшки. Последний вид нередко определяется в кариозных полостях и свищах при актиномикозе, а также неспецифических остеомиелитах челюстно-лицевой области.

Неферментирующие грамнегативные бактерии полости рта представлены родами: Pseudomonas, Bordetella, Haemophilus и некоторыми другими. Среди них наиболее известные бактерии- Pseudomonas (Actinobacillus) actinomycetemcommitans, которые бурно развиваются у некоторых молодых людей, вызывая прогрессирующий гнойный ювенильный пародонтит. Их роль в развитии пародонтита у взрослых изучается.
У здоровых людей на слизистой оболочке полости рта и верхних дыхательных путей обитают мелкие грамотрицательные палочки Haemophilus influenzae, принадлежащие к семейству Pasterellaceae. Свежевыделенные бактерии имеют капсулу, спор не образуют. Палочки обладают небольшой ферментативной активностью. Расщепляют глюкозу и сахарозу с образованием кислоты. Фактором роста для данной группы микроорганизмов является гемин, который освобождается при разрушении эритроцитов. 

Вирулентные свойства H. Influenzae связаны с капсульным полисахаридом, который защищает бактерии от фагоцитоза. Токсичность связана с эндотоксином и продукцией мембранотоксина (гемолизина). Гемофилы выделяют фермент протеазу, разрушающую sIgA. Наиболее часто возбудителя выделяют от больных хроническими бронхитами и бронхиальной астмой. Однако во многих случаях гемофильная палочка является причиной вторичных инфекций, которые возникают как осложнения на фоне основного заболевания в связи с развитием иммунодефицита.
Спирохеты, обитающие в полости рта  относятся к трем родам: Treponema, Borrelia, Leptospira. Трепонема полости рта представлена видами  T.macrodentium, T.denticola, T.orale. Они отличаются друг от друга по образованию молочной, уксусной и др. органических кислот и сбраживанию углеводов.

 Боррелии полости рта представлены  B.buccalis - крупными спирохетами, которые часто встречаются в ассоциациях с фузиформными бактериями. Основным местом обитания этих микроорганизмов являются десневые карманы.

 В полости рта встречаются микоплазмы - M.orale трех биоваров и M. salivarium. Они гидролизуют аргинин, не ферментируют глюкозу и отличаются друг от друга по некоторым биохимическим признакам.

Характеристика основных биотопов полости рта

Полость рта, как экологическую нишу, можно разделить на несколько более мелких, но достаточно отличных друг от друга по составу микрофлоры, биотопов:
1. слизистая оболочка полости рта;

2. протоки слюнных желёз с находящихся в них слюной;

3. десневая жидкость и зона десневого желобка;

4. ротовая жидкость;

5. зубной налёт или зубная бляшка.


Слизистая оболочка полости рта – наиболее обширный по площади и разнообразный по условиям обитания биотоп. Поэтому микрофлора существенно отличается на разных его участках. На поверхности слизистой оболочки вегетирует преимущественно грамнегативная анаэробная и факультативно-анаэробная флора, а также микроаэрофильные стрептококки.

В подъязычной области, на внутренней поверхности щёк, в складках и криптах слизистой оболочки полости рта обычно преобладают облигатно анаэробные виды: вейллонеллы, пептострептококки, лактобактерии, а также стрептококки S. oralis/mitis. Другие микроаэрофильные стрептококки S. salivarius обычно колонизируют спинку языка.


На слизистой оболочке твёрдого и мягкого нёба, нёбных дужках и миндалинах в большом количестве встречаются разнообразные стрептококки, коринебактерии, нейссерии, гемофильные палочки, псевдомонады, а также дрожжеподобные грибы и нокардии. 

Протоки слюнных желёз – один из наименее изученных биотопов. Считается, что из-за высокой бактерицидной активности слюны протоки желёз здорового человека практически стерильны. Однако допускается наличие незначительного количества бактерий, преимущественно относящихся к облигатно анаэробным видам (вейллонеллы).

Десневая жидкость и десневой желобок. Десневая жидкость представляет собой  транссудат, который секретируется в области десневого желобка и практически сразу контаминируется микрофлорой слизистой десны и ротовой жидкости. В данном биотопе преобладают нитевидные и извитые облигатно анаэробные виды бактерий: фузобактерии, лептотрихии, актиномицеты, спириллы, анаэровибрио, кампилобактеры и спирохеты. Это основное место обитания бактероидов. Также здесь встречаются простейшие, дрожжеподобные грибы и микоплазмы.

Концентрация перечисленных микроорганизмов в десневой жидкости резко увеличивается при формировании патологического пародонтального кармана. Задержка пищи и тканевого детрита в кармане нарушают циркуляцию жидкости и ведут к резкому падению окислительно-восстановительного потенциала, в результате чего создаются оптимальные условия для размножения облигатно анаэробной флоры. В первую очередь бактероидов, которым отводят решающую роль в возникновении и прогрессировании заболеваний пародонта.

Ротовая жидкость представляет собой важнейший биотоп полости рта, т.к. через неё осуществляется взаимодействие между всеми биотопами полости рта и регуляция микрофлоры со стороны макроорганизма. Основой ротовой жидкости является слюна, секретируемая из протоков слюнных желёз, которая заселяется разнообразной микрофлорой.

В ротовую жидкость постоянно поступают микробы, размножающиеся на слизистой оболочке полости рта, в десневом желобке,  карманах, складках слизистой и в зубной бляшке (налёте). В ротовой жидкости они долго сохраняют жизнеспособность, а многие виды, особенно те, которые не имеют факторов адгезии к слизистой или эмали, активно размножаются.

В ротовой жидкости в значительном количестве содержатся микроаэрофильные S. salivarius, вейллонеллы, а также факультативно-анаэробные стрептококки и микоплазмы. Кроме того, встречаются подвижные виды – вибрионы, спириллы и спирохеты.

Зубной налёт или зубная бляшка представляет собой наиболее сложный и многокомпонентный биотоп, формирующийся на поверхности зуба. Считается, что до 90% всей микрофлоры полости рта сосредоточено в зубном налёте. Здесь определяются практически все представители микробной флоры ротовой полости.


Однако в формировании данного биотопа большую роль играют индивидуальные особенности макроорганизма (диета, образ жизни, профессиональные вредности и т.д.), которые могут варьировать в течение всей жизни, а также климато - экологические воздействия.

Количественные и качественные нарушения в составе симбионтов данного биотопа, нарушения их взаимодействия с макроорганизмом играют решающее значение в возникновении кариеса зубов и заболеваний пародонта (табл.2).

Итак, полость рта представляет собой уникальную экологическую нишу для разнообразных микроорганизмов. Богатство пищевых ресурсов, высокая влажность, оптимальные значения температуры, рН среды, окислительно-восстановительного потенциала обеспечивают благоприятные условия для адгезии, колонизации и размножения большого числа микробных видов, и, прежде всего, анаэробных.

Таблица 2

Бактерии, входящие в состав зубного налета

	
	Отношение  к  окраске по Граму

	Бактерии
	Грамположительные

микроорганизмы
	Грамотрицательные

микроорганизмы

	
	Аэробы,

факультативные

анаэробы
	Анаэробы
	Аэробы, 

факультативные 

анаэробы
	Анаэробы

	Кокки

Палочки

Спирохеты
	Стрептококк

Актиномицеты

Лактобактерии

Коринебактерии

	Пептококки,

Стрептококки

Бифидо-

бактерии

Пропионо-бактерии


	Нейссерии

Лептоспиры
	Вейллонеллы

Бактероиды

Фузобактерии

Лептотрихии

Порфиромонас

Трепонемы,

Боррелии




Своеобразие этой многокомпонентной экологической системы состоит в том, что она находится в состоянии контакта с внешней средой и микрофлора, обитающая в этой экологической нише, находится под постоянным двойным влиянием – действием многочисленных факторов внешней среды и регуляторных, защитных механизмов макроорганизма.   


Совокупность представителей различных таксономических групп микробов, населяющих полость рта как своеобразную экологическую нишу организма человека, вступают в биохимические, иммунологические и прочие взаимодействия с макроорганизмом, называют микробиоценозом полости рта.

Задания для самостоятельной работы
1. Сделайте мазки из разных биотопов полости рта, окрасьте по методу Грама. Результаты оформите в виде таблицы.
Методические рекомендации: Мазок из зубного налёта и соскобы со слизистой оболочки и спинки языка готовят на предметном стекле. Забор материала можно производить стерильным шпателем, гладилкой, спичкой, зубочисткой. Взятый из межзубных промежутков или у шейки зуба материал наносят на предметное стекло рядом с каплей воды и растирают, а затем вносят петлёй воду, постепенно готовя однородную взвесь и равномерно распределяя её по поверхности стекла. Мазок высушивают на воздухе, фиксируют в пламени спиртовки и окрашивают по методу Грама. При микроскопии под иммерсионной системой изучают морфологические особенности и отношение к окраске по Граму представителей нормальной микрофлоры биотопов полости рта.
	Исследуемый материал
	Описание результатов микроскопии
	Рисунок

	
	
	


2. Укажите биотопы, характерные для локализации следующих микроорганизмов:

МИКРОБИОЦЕНОЗ ПОЛОСТИ РТА

                                        спирохеты


                                  
     лактобактерии
коринебактерии

лактобактерии

актиномицеты
St.mutans

пептострептококки

анаэровибрио

анаэробоспириллы

нейссерии

лептотрихи

грибы Candida                  

фузобактерии

бактероиды

вейлонеллы

трихомонады 

амёбы

бактероиды

фузобактерии

анаэровибрио

анаэробоспириллы

спирохеты
Обозначения:
1. слизистая оболочка полости рта;

2. протоки слюнных желёз с находящихся в них слюной;

3. десневая жидкость и зона десневого желобка;

4. ротовая жидкость;

5. зубной налёт или зубная бляшка
ТЕМА № 2

Формирование микробиоценоза полости рта
Иммунобиология ротовой полости


 В норме плод находится в гнотобиологических условиях, т.е. стерилен. Первые микробы начинают появляться в организме ребёнка при прохождении родовых путей матери. С этого момента начинается, так называемая, первичная микробная колонизация организма. Уже в первые 6-8 часов после рождения наблюдается быстрое увеличение количества бактерий в полости рта. В этот период ротовую полость ребёнка колонизируют аэробные и факультативно-анаэробные виды – дифтероиды, нейссерии, сарцины, лактобактерии, стафило- и стрептококки. При этом отсутствуют облигатно-анаэробные виды.

Максимум разнообразия микрофлора достигает на 2-4 месяцы жизни ребёнка. В этот период в послоти рта выявляется значительное количество нейссерий, гемофильных палочек, микроаэрофильных стрептококков, особенно S. salivarius, а также дрожжей и дрожжеподобных грибов. В складках и лакунах слизистой оболочки появляются облигатные анаэробы – вейллонеллы и некоторые фузобактерии.


Важным этапом в динамике формирования микробиоценоза полости рта является прорезывание зубов. С появлением зубов создаются условия для роста облигатно анаэробных видов и бактерий, обладающих высокими адгезивными свойствами по отношению к эмали. Так, появляются микроаэрофильные стрептококки S. mutans и S. sanguis, актиномицеты. У детей дошкольного возраста микрофлора слизистой оболочки полости рта и десневого желобка уже напоминает микрофлору взрослых и включает лептотрихии, бифидобактерии, пептострептококки, фузобактерии и спириллы. У большинства детей в норме отсутствуют бактероиды, спирохеты и простейшие.


В период полового созревания в составе микробиоценоза определяются практически все виды микроорганизмов, характерные для взрослого организма. На фоне изменения гормонального фона появляются бактероиды, простейшие и спирохеты. 
На количественный и качественный состав резидентной микрофлоры полости рта оказывает влияние и наличие протезов. Хром-никелевые металлы вызывают снижение общего количества бактерий через 2 недели от начала ношения несъёмных протезов, т.е. оказывают олигодинамическое действие на микрофлору. Съёмное протезирование, напротив, приводит к увеличению количества микрофлоры в 2 раза через полгода от начала ношения по сравнению с уровнем до протезирования. При полном съёмном протезировании все исследователи отмечают изменение состава резидентной микрофлоры, появляются в большом количестве кандиды, сарцины, актиномицеты и даже кишечные палочки и клебсиеллы, уменьшается количество лактобактерий, спирохет. На протезах формируются своеобразные бляшки, состоящие из палочковидных и нитевидных бактерий с включениями между ними грибов рода Candida.


Формирование микробиоценоза полости рта представляет собой многоступенчатый процесс взаимодействия различных его составляющих. Колонизация полости рта микробами зависит от их способности прилипать к различным поверхностям, прежде всего – к эпителию и эмали. Причём, даже близкородственные микроорганизмы нередко обладают принципиально разными адгезивными свойствами. Так, S. mutans обладает выраженным тропизмом к эмали зуба, тогда как представитель того же рода S. salivarius – к сосочковому слою языка и эпителию полости рта.


Микроорганизмы со слабым аффинитетом к эмали или эпителию могут задерживаться также и чисто механически – в ямках и фиссурах зубов, лакунах слизистой оболочки, десневом желобке и патологических образованиях (кариозные полости, пародонтальный карман).

На микрофлору полости рта существенное влияние оказывает окислительно-восстановительный потенциал, парциальное давление кислорода и углекислого газа. Наиболее благоприятные условия для развития облигатные анаэробы находят в десневых карманах, криптах слизистой оболочки и фиссурах зубной поверхности. Кроме того, некоторые микроорганизмы, например, коринебактерии и нейссерии, активно потребляя кислород и снижая значение редокс-потенциала, способствуют размножению облигатно-анаэробной флоры.


Коринебактерии в процессе жизнедеятельности синтезируют витамин К – важнейший фактор роста бактероидов, пептострептококков, фузобактерий и вейллонелл.

Дрожжи и дрожжеподобные  грибы синтезирут витамины группы В, стимулирующие рост разнообразных представителей полости рта.

В присутствии сахарозы, поступающей с пищей, происходит бурное развитие микроаэрофильных стрептококков S. mutans и S. sanguis, а также лактобактерий. Продуцируемые ими и некоторыми другими анаэробными бактериями молочная и муравьиная кислоты являются энергетическим источником для вейллонелл.


Таким образом, взаимосвязанный метаболизм различных групп микроорганизмов – основа формирования микробиоценоза полости рта. Однако не следует думать, что между представителями оральной микрофлоры существуют лишь симбиотические отношения. Нормальный состав микроорганизмов в данной экологической нише поддерживается во многом благодаря и антагонистическим отношениям между микробами. 


Так, микроаэрофильные стрептококки являются антагонистами фузо – и коринебактерий благодаря продукции кислых метаболитов, перекиси водорода, различныз бактериоцинов. Вейллонеллы, утилизирующие органические кислоты, резко повышают рН среды, что в свою очередь, тормозит развитие кариесогенной флоры – стрептококков и лактобактерий.


Дифтероиды и лактобактерии ингибируют рост многих нитевидных форм (актиномицетов, лептотрихий и др.), а микроаэрофильные стрептококки тормозят развитие факультативно-анаэробных кокков.


Лептотрихии, бифидо – и лактобактерии, резко закисляя среду, являются антагонистами дрожжей и дрожжеподобных грибов, что приводит к снижению синтеза витаминов и угнетению роста многих микроорганизмов.

В настоящее время в качестве основополагающего критерия классификации нормальной микрофлоры используется фактор постоянного или периодического присутствия бактерий в том или ином биотопе. В этом случае микрофлору полости рта принято делить на:

· индигенную (резидентную, облигатную, аутохтонную) и 

· транзиторную (факультативную, аллохтонную, остаточную).


К первой группе относят микробы, максимально приспособленные к существованию в условиях макроорганизма и поэтому присутствующие в данном биотопе постоянно. Они содержатся в довольно высоких концентрациях, выполняют определённые функции  и играют существенную роль в активации метаболических процессов организма хозяина.


Вторую группу составляют микроорганизмы, которые не способны к длительному существованию в организме человека и поэтому являются необязательными компонентами микробиоценоза полости рта. Частота их встречаемости и концентрация в данном биотопе определяется поступлением микробов из окружающей среды и состоянием иммунной системы организма хозяина. При этом их содержание и удельный вес у здоровых людей не превышает аналогичные показатели индигенных микроорганизмов.

Эксперименты последних лет убедительно показали, что естественной формой существования в природе любых микроорганизмов является микроколонии, фиксированные к различным поверхностям. Закрепившись, микроорганизмы продуцируют экзополисахариды, обволакивающие микробную клетку, внутри которых происходит деление клеток, и осуществляются межклеточные взаимодействия. Биопленка, покрывающая слизистые человека и животных, состоит, помимо экзополисахаридов микробного происхождения, из микроколоний бактерий и муцина, продуцируемого бокаловидными клетками. Показано, что адгезивные  свойства индигенной микрофлоры к определённым биологическим субстратам является селекционным фактором. Своеобразие рецепторов детерминируется генетически у каждого индивидуума. Важно отметить, что, будучи в составе биоплёнки, микроорганизмы, составляющие резидентную флору, в десятки и сотни раз более устойчивы к воздействию неблагоприятных факторов по сравнению с нахождением их в свободноплавающем состоянии. 


Важнейшая функция нормальной микрофлоры - участие в кооперации с организмом хозяина по обеспечению колонизационной резистентности, под которой понимают всю совокупность защитных факторов макроорганизма, придающих стабильность микрофлоре и предотвращающих колонизацию слизистых оболочек посторонними микроорганизмами. К таким защитным факторам относят конкурентные, антагонистические и другие особенности индигенных микроорганизмов, которые препятствуют избыточному размножению условно-патогенных и патогенных микроорганизмов, а также подавляют размножение гнилостной и гноеродной флоры.


Микробы нормофлоры могут подавлять размножение других видов и родов бактерий за счёт более высокого биологического потенциала (короткая lag-фаза, более высокая скорость размножения), конкуренции за источник питания, путём изменения рН, продукции спиртов, перекиси водорода, молочной и жирных кислот и т.д. Представители нормальной микрофлоры синтезируют лизоцим, ацидофиллин, бактериоцины, обладающие бактерицидной активностью по отношению к чужеродным микроорганизмам. Бактерии-резиденты поддерживают физиологическое воспаление в слизистой оболочке и повышают готовность к иммунным реакциям.

Таким образом мы подошли к одному из важнейших разделов в микробиологии ротовой полости:
Неспецифическая резистентность и иммунитет полости рта

Поскольку полость рта является одним из первых барьеров, который встречается на пути проникновения патогенной микрофлоры, то основную роль в защите от патогенов выполняют неспецифические факторы. Система механизмов неспецифической или естественной резистентности включает постоянно действующие факторы, направленные против любого чужеродного агента, внедрившегося в организм, независимо от его природы. Это фоновая защита организма и её активность не связана ни с моментом попадания в организм возбудителей, ни с их количеством. Неспецифическая защита полости рта представляет собой совокупность механических, химических и физиологических процессов, реализация которых не зависит от распознавания антигенной структуры попадающих микробов и не контролируется генами иммунного ответа.

Основными структурными компонентами, ответственными за неспецифическую резистентность, являются:

1. слизистая оболочка и подслизистый слой полости рта;

2. эмаль, дентин и пелликула зуба;

3. слюна (ротовая жидкость) с находящимися в ней клетками и многочисленными бактерицидными факторами.

Слизистая оболочка, твёрдые ткани зуба и образующееся на его поверхности полимерное покрытие – пелликула, практически непроницаемы в норме для большинства микроорганизмов. При повреждении слизистой оболочки, нарушении целостности твёрдых тканей зуба, например, при кариесе, создаются благоприятные условия для распространения бактерий за пределы биотопа и развития воспалительного процесса. 

Механическому освобождению полости рта от постоянно увеличивающейся микробной популяции способствует жевание пищи и приём жидкости. При этом значительная часть оральной микрофлоры заглатывается и перемещается в желудок, кислая среда которого неблагоприятна для жизнедеятельности многих микроорганизмов. В течение суток со слюной и пищей человек заглатывает до 1000 млрд. бактерий.
Процесс механического очищения полости рта происходит и вне приёма пищи за счёт постоянной секреции слюны слюнными железами. При нормальном состоянии полости рта скорость слюноотделения составляет до 2,5 мл/мин, значительно снижаясь в ночной период. За сутки в норме выделяется 1,5-2 литра слюны. Постоянный ток слюны способствует интенсивному очищению полости рта, вымыванию из неё остатков пищи, микробной флоры, продуктов метаболизма и ферментации. Было бы некорректно рассматривать роль слюны лишь с точки зрения механического воздействия на микрофлору. С состоянием слюны тесно связаны процессы минерализации и деминерализации эмали, нормальное функционирование слизистой оболочки. 
Слюна, взятая из протоков слюнных желез, в норме стерильна. При секреции в полость рта она сразу же перестаёт быть стерильной за счёт находящейся здесь микрофлоры. Её правильнее называть «ротовая жидкость». Ротовая жидкость (смешанная слюна) представляет собой коллоидный раствор, построенный из мицелл фосфатов и гидрофосфатов кальция, окружённых плотными водно-белковыми оболочками. Это определяет высокую вязкость слюны. Гидрофильные оболочки поддерживают мицеллы в подвешенном состоянии и препятствуют взаимодействию друг с другом.  Устойчивость мицеллы в кислой среде резко падает, что негативно сказывается на процессах адсорбции и диффузии в полости рта, и как следствие – на резистентности твёрдых тканей зуба.
Состав слюны у разных людей очень индивидуален, хотя почти 99% в её составе занимает вода и лишь 1-1,5% приходится на сухой остаток, в котором находятся важнейшие факторы неспецифической резистентности полости рта. Все факторы естественной резистентности делятся на гуморальные (молекулярные) и клеточные. К гуморальным относят лизоцим, лактоферрин, лактопероксидаза и другие ферменты, содержащиеся в ротовой жидкости, компоненты системы комплемента, интерферон и некоторые другие белки. К клеточным факторам относят фагоциты – макрофаги (моноциты и фибробласты) и микрофаги (гранулоциты).
Одним из важнейших молекулярных компонентов слюны является лизоцим, который представляет собой белок, обладающий ферментативным действием (N-ацетил-мурамил-гидролаза), активный в слабо кислой и нейтральной среде. Естественная функция лизоцима состоит в регулировании проницаемости мембран и тканевых барьеров путём воздействия на полисахаридные компоненты за счёт расщепления гликозидных связей. Действие лизоцима на микробы (в основном, грамположительные) приводит к разрушению пептидогликана клеточной стенки и последующей гибели микробной клетки. Кроме бактерицидного действия, лизоцим стимулирует фагоцитоз, нейтрализует некоторые микробные токсины, оказывает противовоспалительное действие. Основную массу лизоцима продуцируют тканевые макрофаги, а также нейтрофилы и некоторые виды бактерий.
В смешанной слюне, поступающей из различных слюнных желёз, кроме лизоцима, обнаружено около 50 ферментов различных классов, оказывающих то или иное действие на различные микроорганизмы.  К наиболее изученным из них относятся лактоферрин и лактопероксидаза.

Лактоферрин – это железосвязывающий транспортный белок, который при неполной насыщенности железом угнетает рост как грамотрицательных, так и грамположительных бактерий, а также некоторых грибов. Лактоферрин связывает железо, необходимое для роста микроорганизмов, выделяется из гранул нейтрофилов.
Лактопероксидаза – термостабильный фермент, оказывающий бактерицидное действие при рН от 3 до 7. участвует в торможении адгезии Str. mutans и Str. sanguis к эмали зуба.

Таким образом, видно, что ферменты слюны оказывают не только разрушающее действие на микробные клетки, но и лишают их способности прилипать к слизистой оболочке и тканям зуба, что является существенным механизмом поддержания колонизационной резистентности полости рта и организма в целом. Необходимо также помнить, что концентрация протеолитических ферментов повышается в очаге воспаления, а их активность возрастает при повышенной температуре и кислой рН.
 В слюне также содержатся такие гуморальные факторы неспецифической защиты, которые не являются обязательными компонентами слюны, а их количество в слюне подвержено значительным колебаниям и зависит от возраста, характера питания, времени года и т.д. Это компоненты системы комплемента, пропердин, бета-лизины, интерфероны и др. 
Так, фракции комплемента С1-С9 попадают в ротовую жидкость через слизистую. Известно также, что С3 секретируется в слюнных железах и лейкоцитами, находящимися в полости рта. Через С3 за счёт липополисахаридных комплексов оральных бактерий возможна активация системы комплемента по альтернативному пути.
Одним из наиболее мощных факторов неспецифической противовирусной резистентности является интерферон (IFN), представляющий собой низкомолекулярный термостабильный белок, не устойчивый к действию протеолитических ферментов. Теоретически любая клетка может синтезировать интерферон, но практически эта способность у разных клеток весьма различна. Наиболее активными продуцентами интерферонов являются лейкоциты, фибробласты и лимфоциты. В связи с этим различают альфа- IFN (лейкоцитарный), бета- IFN (фибробластный) и гамма- IFN (иммунный). Интерфероны синтезируются в клетках под воздействием вирусов, препятствуя их репродукции. Считается, что наибольший эффект антивирусного действия интерферона достигается именно в том месте и в той ткани, которая подвергается воздействию вируса. Так, в частности, при непосредственной стимуляции локальных участков слизистой полости рта в них синтезируется интерферон, который способен в данном месте ингибировать репродукцию вирусных частиц.
Весьма существенным компонентом слюны, относящимся к клеточным факторам неспецифической резистентности, являются лейкоциты, которые в огромном количестве (порядка нескольких миллионов в минуту) поступают в неё через десневые щели. 80% их составляют нейтрофилы и моноциты. Предполагалось, что такое большое число клеток, обладающих фагоцитарной активностью, создаёт мощный барьер на пути проникновения инфекционных агентов. Однако при дальнейшем изучении данного биологического явления было показано, что, как только лейкоциты вступают в контакт с гипотонической слюной, они в значительной степени утрачивают свои фагоцитарные функции. В большинстве случаев в полости рта наблюдается незавершённый фагоцитоз. Возможно, такая инактивация фагоцитов имеет важный биологический смысл. Если бы ослабление фагоцитарной функции не наступало, то вся резидентная микрофлора полости рта была бы уничтожена в течение нескольких часов. Между тем, как уже указывалось выше, постоянная микрофлора полости рта сама по себе является важным биологическим фактором неспецифической резистентности.

Вероятный биологический смысл проникновения в слюну такого огромного количества лейкоцитов заключается в том, что, несмотря на значительную потерю фагоцитарной активности при контакте с гипотонической слюной, их остаточной активности достаточно для того, чтобы захватить пищевые частицы, остающиеся в полости рта, и, таким образом, действуя синергично ферментам слюны, очистить ротовую полость от возможных участков развития микробов.
Кроме того, показано, что при возникновении в полости рта очагов воспаления, где происходит повышение осмотического давления, местная активность фагоцитов слюны может значительно возрастать, так осуществляется их защитное действие, направленное непосредственно против конкретного возбудителя.
Фагоцитарную активность в полости рта проявляют также тканевые макрофаги слизистых оболочек и регионарных лимфоузлов, являющихся мощным защитным барьером на пути распространения микробов.

Таким образом, в полости рта постоянно действует большое количество неспецифических факторов, оказывающих механическое, химическое и биологическое воздействие на развитие в ней инфекционного очага. При этом защитная активность этих факторов является не главной, а побочной их функцией, поскольку в норме (при отсутствии инфекционной агрессии) они принимают участие в различных физиологических процессах, происходящих в полости рта (смачивание пищи, раздробление и переваривание её твёрдых компонентов, освобождение от остатков пищи и др.)
Наряду с разнообразными факторами неспецифической резистентности, на поверхности слизистой оболочки полости рта определяются практически все основные популяции иммунокомпетентных клеток: Т- и В-лимфоциты, плазматические клетки.   В ротовой жидкости и секретах обнаруживаются иммуноглобулины различных классов и медиаторы иммунного ответа – интерлейкины. Все эти факторы, как известно, отвечают за реализацию иммунологической реактивности организма.
Иммунологическая резистентность (иммунитет) – это комплекс биологических механизмов, направленных на сохранение постоянства внутренней среды организма, с помощью которых происходит распознавание и элиминация всего генетически чужеродного.
Активный контакт с окружающей средой, осуществляемый нашим организмом через полость рта, в частности, попадание самых разнообразных микроорганизмов, обусловливает то, что она является одной из первых линий защиты, где действуют разнообразные факторы иммунной системы человека. На уровне слизистой оболочки, подслизистого слоя полости рта и лимфоидного аппарата челючтно-лицевой области в той или иной степени реализуются все стадии и механизмы иммунного ответа.

· Процессинг и презентация антигена осуществляется фагоцитирующими клетками полости рта, прежде всего, макрофагами-моноцитами и фибробластами, благодаря наличию у них ферментов, расщепляющих крупные белково-полисахаридные молекулы на отдельные фрагменты, несущие специфические антигенные детерминанты – эпитопы. Эпитопы фиксируются на МНС белках 2 класса, синтезируемых в этих клетках, и выводятся на мембрану макрофага. В нормальной ткани десны число макрофагов составляет около 2% всех клеток, а в десневой жидкости достигает 18%.
· Антигенраспознающая функция, с которой начинается стадия иммунорегуляции, реализуется за счёт специфических рецепторов к антигену, которые есть у Т-хелперов и других лимфоидных клеток, находящихся на слизистой и в подслизистом слое полости рта. 

Здесь хотелось бы поподробнее остановиться на морфо-физиологических особенностях слизистой оболочки полости рта и её роли в иммунологической защите организма. Как известно, со слизистыми оболочками связана лимфоидная ткань (MALT)или мукоз-ассоциированная лимфоидная ткань, в которой различают структурированную и диффузную составляющие. Первая включает в себя единичные некапсулированные фолликулы, а также такие организованные формирования, как миндалины, аппендикс, пейеровы бляшки. Вторая составляющая представлена единичными клетками, инфильтрирующими эпителиальные пласты слизистых оболочек (Т-лимфоциты) и собственную пластинку (lamina propria), а также подслизистый слой (преимущественно В-лимфоциты).

Миндалины (глоточные и нёбные) представляют собой скопления лимфоидной ткани между слизистой оболочкой, формирующей крипты, и соединительнотканным слоем, который служит источником кровоснабжения миндалин. Лимфоциты в миндалинах находятся в фолликулах и межфолликулярном пространстве. Здесь преобладают В-лимфоциты, несущие в качестве рецептора IgA.

Диффузная лимфоидная ткань слизистой оболочки представлена лимфоцитами собственной пластинки (lamina propria) и межэпителиальными лимфоцитами. Лимфоциты собственной пластинки на 80% представлены В-клеткам, несущими на поверхности IgA, а также плазмоцитами, которые в своей цитоплазме содержат IgA. Межэпителиальные лимфоциты – это почти исключительно Т-клетки, основная масса которых в условиях антигенной стимуляции дифференцируется в направлении Th2-хелперов и обеспечивает развитие гуморального иммунного ответа.

Кроме того, в слизистых оболочках содержится два типа нелимфоидных клеток, выполняющих иммунологические функции. Дендритные клетки слизистых оболочек обладают выраженной связывать антиген, но низкой способностью представлять его Т-лимфоцитам. Активация этих клеток происходит или после миграции в лимфатические узлы, или местно в условиях воспаления. Другой тип иммунологически значимых нелимфоидных клеток слизистых оболочек – сами эпителиальные клетки. В покоящемся состоянии они не имеют признаков иммуноцитов, однако в условиях воспаления экспрессируют молекулы МНС 2 класса и секретируют интерлейкин-7 (IL-7). Вследствие этого они начинают выполнять роль клеток, представляющих антиген Т-хелперам и стимулируют пролиферацию Т-цитотоксических клеток.

· Гуморальный иммунный ответ в слизистых оболочках своеобразен. Это обусловлено особенностями клеточного состава и организации этого отдела иммунной системы. Как уже упоминалось, в подслизистом слое и собственной пластинке слизистых оболочек существуют оптимальные условия для IgA-ответа, т.к. среди антителообразующих клеток, секретирующих IgA, приходится 80% продуцентов.

В полости рта первичный контакт с антигеном, его обработка и активация В-лимфоцитов происходят в организованных структурах (миндалинах). Здесь антиген распознают В-лимфоциты, несущие на мембране IgA. В результате взаимодействия с Th2-хелперами В-клетки трансформируются в бласты и поступают в рециркуляцию. В-бласты попадают в региональный лимфатический узел, где испытывают дополнительное стимулирующее действие со стороны Th2-клеток, и вновь оказываются в рециркуляции. Активированные Th2-лимфоциты слизистых оболочек секретируют IL-4, 5 и 6. IL-5 поддерживает пролиферацию и дифференцировку преимущественно IgA-продуцирующих клеток и является цитокином, обеспечивающим защиту слизистых оболочек. Достигнув собственной пластинки, В-клетки дозревают здесь до стадии плазмоцитов и секретируют IgA-антитела – мономерные и димерные. Мономеры IgA поступают в кровоток и становятся сывороточными иммуноглобулинами А. Димеры взаимодействуют с рецепторами эпителиоцитов слизистого слоя и, связав его, проникают внутрь этих клеток. Здесь рецептор подвергается частичной деградации, в результате которой в составе молекулы IgA остаётся фрагмент рецептора – секреторный компонент. В таком виде секреторный IgA (sIgA) выделяется на поверхность слизистой оболочки. Здесь sIgA взаимодействует с антигенами и несущими их микроорганизмами. sIgA связывает антигены на поверхности слизистых оболочек и обеспечивает активацию комплемента по классическому пути, подавляет адгезию бактерий, нейтрализует вирусы и препятствует всасыванию антигенов через слизистую оболочку полости рта (см. рис. 1). 

sIgA характеризуется повышенной устойчивостью к действию протеолитических ферментов, содержащихся в секретах, а его концентрация в слюне в 1000 раз выше, чем в сыворотке крови. Помимо sIgA свою активность в слюне могут сохранять и иммуноглобулины других классов (G и М), которые являются дополнительными специфическими антибактериальными и противовирусными защитными факторами. Однако основную защитную функцию выполняет sIgA, активность которого на слизистых оболочках в 10 раз превышает активность IgG. 
Кроме того, считается, что В-лимфоциты, происходящие из одного отдела пищеварительного тракта, могут выполнять свои функции в других его отделах, а также слизистых оболочках других органов (в связи с этим говорят о «солидарности» слизистых оболочек).

· Иммунологическая память реализуется за счёт коротко- и долгоживущих субпопуляций Т- и В-клеток памяти, которые находятся в тканях десны и пародонта, в лимфоузлах челюстно-лицевой области. Наличие данных клеток обеспечивает быстрое развитие вторичного иммунного ответа по гуморальному типу на слизистой оболочке. При повторном контакте с антигеном IgA-клетки памяти быстро поступают в собственную пластинку, где превращаются в плазмоциты и начинают секретировать IgA-антитела.

Если говорить об эффективности механизмов клеточного иммунитета в полости рта, то стоит напомнить, что нормальные лейкоциты в значительной степени теряют свою активность при контакте с гипотонической слюной. Аналогичной инактивации подвергаются, вероятно, и лимфоциты. В связи с этим эффективно осуществлять цитотоксические функции в полости рта могут лишь сенсибилизированные клетки, не контактирующие со слюной и выходящие в отграниченные от внешней среды участки слизистой оболочки полости рта.

Таким образом, очевидно, что основная роль в специфической защите полости рта принадлежит гуморальным иммунным механизмам. 
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Рис.1. Развитие секреторного IgA-ответа 

       (по А.А. Ярилину, 1999).

I. Структурированное лимфоидное образование (миндалины). 

II. Регионарный лимфоузел.

III. Собственная пластинка слизистой оболочки (lamina propria).

IV. Эпителиоциты слизистого слоя.

V. Просвет – взаимодействие sIgA с антигеном.

Задания для самостоятельной работы
I. Выберите один наиболее правильный ответ
1. Укажите самый большой биотоп полости рта.

А) зубной налёт;

Б) протоки слюнных желёз;

В) десневой желобок;

Г) лакуны слизистой оболочки полости рта;

Д) ротовая жидкость.

2. Какие из перечисленных микробов обеспечивают колонизационную резистентность микрофлоры полости рта?

А) грибы;

Б) простейшие;

В) аэробы;

Г) анаэробы;

Д) всё перечисленное неверно.

3. Какие из перечисленных микробов вообще не являются представителями микрофлоры полости рта?

А) микобактерии;

Б) стрептококки;

В) эшерихии;

Г) кандиды;

Д) спирохеты.

4. Какие из перечисленных микроорганизмов входят в состав постоянной микрофлоры полости рта?

А) стрептококки;

Б) бактероиды;

В) вейллонеллы;

Г) фузобактерии;

Д) всё вышеперечисленное верно.

5. Какой из перечисленных механизмов придаёт стабильность микрофлоре полости рта и предотвращает колонизацию биотопа посторонними микроорганизмами?

А) селективная деконтаминация;

Б) тотальная деконтаминация;

В) колонизационная резистентность;

Г) детоксикация экзогенных продуктов;

Д) деградация продуктов распада.

6. К факторам неспецифической резистентности относят:
А) фагоцитоз;

Б) лизоцим;

В) комплемент;

Г) нормальную микрофлору;
Д) всё вышеперечисленное.

7. Назовите специфические факторы клеточного иммунитета:

А) фагоцитоз;

Б) система комплемента;

В) бактерицидность кожи;

Г) Т-лимфоциты;

Д) эпителиоциты.

8. Лизоцим – это фермент, расщепляющий

А) пептидогликан;

Б) полипетиды;

В) нуклеиновые кислоты;

Г) аминокислоты;

Д) полисахариды.

9. К лизоциму наиболее чувствительны

А) грамположительные бактерии;

Б) грамотрицательные бактерии;

В) микоплазмы;

Г) вирусы;

Д) простейшие.

10. Укажите пути активации комплемента.

А) прямой и непрямой;

Б) классический и альтернативный;

В) первый и второй;

Г) специфический и неспецифический;

Д) первичный и вторичный.

11. Выработку антител осуществляют:

А) макрофаги;

Б) плазматические клетки;

В) тучные клетки;

Г) Т-лимфоциты;

Д) эпителиальные клетки.

12. К факторам специфической резистентности полости рта относят:

А) фагоцитоз;

Б) лизоцим;

В) секреторный IgA;

Г) нормальную микрофлору;

Д) эпителий. 

13. Охарактеризуйте секреторный IgA.

А) обладает цитофильностью;

Б) является пентамером;

В) содержит секреторный компонент;

Г) проходит через плаценту;

Д) всё перечисленное неверно.

14. Какие клетки участвуют в формировании неспецифической резистентности полости рта?

А) моноциты;

Б) нейтрофилы;

В) фибробласты;

Г) эпителиальные;

Д) всё перечисленное верно.

15. В сыворотке крови больше всего содержится:

А) IgA;

Б) Ig M;

В) Ig E;

Г) Ig G;

Д) всё перечисленное неверно.

16. Местный иммунитет на поверхности слизистых оболочек обусловлен:

А) s IgA;

Б) Ig M;

В) Ig E;

Г) Ig G;

Д) всё перечисленное неверно.

II. Составьте логические пары «вопрос-ответ»:

1. Морфология бактероидов

2. Морфология лептотрихий

3. Морфология вейллонелл

А) грамотрицательные кокки, располагающиеся попарно, короткими цепочками или гроздьями;

Б) коккоподобные, овоидные или полиморфные грамотрицательные палочки;

В) попарно расположенные зернистые грамотрицательные палочки, часто образуют нитевидные формы.
4. Основной микрофлорой полости рта являются:

5. Остаточной микрофлорой полости рта являются:

А) дифтероиды;

Б) стрептококки;

В) нейссерии;

Г) спирохеты;

Д) микоплазмы.

6. Бифидобактерии

7. Стрептококки
8. Бактероиды

А) Обладают выраженным сродством к эмали и высокой адгезивностью;

Б) Продуцируют витамины, обладают выраженным микробным антагонизмом;

В) Являются условно-патогенными микроорганизмами, обладают факторами агрессии.

III. Установите, верно ли утверждение 1; верно ли утверждение 2 и есть ли между ними связь

А.

1. Нормальная микрофлора организма участвует в поддержании колонизационной резистентности потому, что 

2. Нормальная микрофлора не способна трансформировать канцерогены и мутагены в вещества, не опасные для организма.
Б.

1. Индигенная микрофлора представляет экстракорпоральный орган человека потому, что

2. Индигенная микрофлора вовлекается в метаболизм собственных и чужеродных субстанций.

В.

1. Условно-патогенные микроорганизмы вызывают гнойно-воспалительные процессы при снижении иммунитета потому, что

2. Условно-патогенные микроорганизмы составляют нормальную микрофлоруорганизма человека и обладают слабой степенью патогенности

Г.

1. Поверхностные структуры бактерий (капсула, пили и др.) способствуют проникновению микробов через соединительнотканные барьеры в подлежащие ткани организма потому, что

2. Поверхностные структуры бактерий являются факторами патогенности

Эталоны ответов:
I.1a, 2г, 3в, 4д, 5в, 6д, 7г, 8а, 9а, 10б, 11б, 12в, 13в, 14д, 15г, 16а.

II. 1б, 2в, 3а, 4а,б,в, 5г,д, 6б, 7а, 8в.

III. А:1+,2-,связь-; Б:1+,2+,связь+; В:1+,2+,связь+; 

Г:1-,2+,связь-. 
ТЕМА № 3
Роль микробов в развитии кариеса зубов 

и заболеваний пародонта

Согласно современным представлениям на поверхности эмали зуба находятся:
1. кутикула, представляющая собой редуцированный эпителий эмали,

2. пелликула – органическая полимерная плёнка, образующаяся при контакте эмали со слюной,

3. зубной налёт или зубная бляшка.


С помощью электронной микроскопии показано, что зубная бляшка состоит в основном из микробов с включением органических веществ, главным образом протеинов и полисахаридов, приносимых туда слюной и продуцируемых самими микроорганизмами. 

Различают наддесневые и поддесневые бляшки. Первые имеют патогенетическое значение при развитии кариеса зубов, вторые – при развитии патологических процессов в пародонте.

Процесс бляшкообразования начинается с формирования пелликулы, когда гликопротеины слюны взаимодействуют с поверхностью зуба. При этом кислые группы гликопротеинов соединяются с ионами кальция зубной эмали, а основные взаимодействуют с фосфатами гидроксиапатитов. Таким образом, на поверхности зуба образуется плёнка – пелликула. Участие микроорганизмов в её образовании необязательно, но их присутствие активизирует процесс. 

Зубная бляшка начинает образовываться уже через 1-2 часа после чистки зубов, причём в динамике её формирования происходят значительные изменения характера микробиоценоза. Общей тенденцией является изменение состава флоры от аэробных и факультативно анаэробных кокков до облигатно анаэробных грамнегативных палочек и извитых форм.  

1 фаза формирования зубной бляшки занимает первые 2-4 часа после тщательной чистки зубов. Первые микробные клетки оседают в углублениях на поверхности зуба. Это преимущественно кокки (стрептококки, нейссерии и стафилококки) и короткие палочки (лактобактерии). Размножаясь, они заполняют все углубления, а затем переходят на гладкую поверхность зуба. Это так называемая «ранняя» зубная бляшка. Весь процесс адгезии происходит очень быстро: через 5 минут количество бактериальных клеток на 1 см2 увеличивается с 103 до 105 – 106. В дальнейшем скорость адгезии замедляется и примерно 8 часов остаётся стабильной. 

Через 1-2 дня количество прикрепившихся бактерий вновь увеличивается, достигая концентрации 107 – 108. Так наступает 2 фаза, которая длится до 4-5 дней и характеризуется уменьшением доли грампозитивных кокков и превалированием грамвариабельных нитевидных форм – лептотрихий, а также фузобактерий.

Последняя, 3 фаза, длится с 6-7 дня и далее. Зубная бляшка в этот период принимает окончательный по составу симбионтов вид, хотя количественные сдвиги происходят в ней постоянно. Резко снижается количество аэробных видов – нейссерий, ротий, факультативно анаэробных стрептококков. Доминируют грамнегативные облигатно анаэробные бактерии – бактероиды, фузобактерии, вейллонеллы и грампозитивные – актиномицеты, микроаэрофильные стрептококки и пептострептококки.

При формировании зубной бляшки особая роль принадлежит оральным стрептококкам. Так, в течение первых 8 часов количество клеток S. sanguis в бляшках составляет 15-35% общего количества микроорганизмов, а ко второму дню – 70%. S. salivarius в бляшках обнаруживается лишь в течение первых 15 мин. Затем к ним присоединяются вейллонеллы, коринебактерии и актиномицеты. На 9-11 день появляются фузиформные бактерии, количество которых быстро возрастает.


Таким образом, как уже отмечалось выше, при образовании бляшек вначале превалирует аэробная и факультативно анаэробная флора, которая резко снижает окислительно-восстановительный потенциал в данной области, создавая тем самым условия для развития строгих анаэробов.

На развитие зубных бляшек во многом влияют количество и состав потребляемой пищи, в частности, углеводов. После приёма пищи, богатой углеводами, в ротовой жидкости происходит резкое усиление ферментативной активности бактерий – «метаболический взрыв». Основой «метаболического взрыва» является активация гликолиза. При этом в результате ферментативной деятельности оральных стрептококков и лактобактерий происходит расщепление сахарозы с образованием большого количества молочной кислоты, что резко снижает рН среды. Дальнейший распад образовавшейся молочной кислоты вейллонеллами, нейссериями и другими микроорганизмами приводит к накоплению уксусной, пропионовой, муравьиной и других органических кислот, которые способствуют выходу ионов кальция из твёрдых тканей зуба (деминерализации), а также участвуют в бляшкообразовании. 

При избыточном потреблении сахарозы и других углеводов происходит образование внутри- и внеклеточных полисахаридов. Внутриклеточные близки к гликогену и могут использоваться бактериальной клеткой как запасные питательные вещества. При их разложении также происходит образование молочной и других органических кислот, которые снижают рН среды и способствуют развитию бляшек. Многие микроорганизмы полости рта, особенно S. mutans, способны образовывать внеклеточные полисахариды – растворимый леван (фруктан) и нерастворимый глюкан (декстран). Растворимый леван легко расщепляется как  S. mutans, так и другими микроорганизмами. Нерастворимый глюкан активно участвует в процессе адгезии оральных микроорганизмов.  
Таким образом, в формировании зубной бляшки можно выделить несколько механизмов:

1. осаждение гликопротеинов слюны, формирующих пелликулу с последующей специфической адгезией к ней бактерий,

2. адгезия к эмали эпителиальных клеток, инвазированных бактериями, с последующим ростом микроколоний,

3. преципитация внеклеточных гликанов, продуцируемых S. mutans и S. sanguis,

4. агглютинация бактерий антителами с последующей фиксацией на поверхности эмали. Известно, что бактерии в зубной бляшке покрыты иммуноглобулинами классов А и G.
Необходимо подчеркнуть, что микробы обладают разным аффинитетом даже в отношении различных поверхностей зуба. Поэтому на разных поверхностях зубов, в ямках и фиссурах состав микрофлоры может отличаться даже в пределах одного зуба. 
Микрофлора бляшек на зубах верхней и нижней челюстей отличается по составу: на бляшках зубов верхней челюсти чаще обитают стрептококки и лактобактерии, на бляшках зубов нижней челюсти – вейллонеллы и нитевидные бактерии. Актиномицеты выделяются из бляшек обеих челюстей в одинаковом количестве.

На поверхности фиссур и межзубных промежутков превалируют грамположительные кокки и палочки. Первичная колонизация происходит очень быстро и уже в первые сутки достигает максимума. В дальнейшем количество бактериальных клеток остаётся постоянным в течение длительного времени.  Однако здесь не происходит замены аэробной микрофлоры анаэробной, которая наблюдается в бляшках гладкой поверхности зубов.
Зубная бляшка формируется также и на поверхности пломб, причём состав её зависит от характера и качества пломбировочного материала. Как показывают специальные исследования, наиболее богато представлена микрофлора на цементах и амальгамах. Средний уровень колонизации характерен для макрокомпозитных пломбировочных материалов. И, наконец, на микрокомпозитных материалах зубная бляшка формируется плохо, благодаря низкому аффинитету бактерий. Обычно в составе бляшки на микрокомпозитных пломбах определяются лишь микроаэрофильные стрептококки и актиномицеты в небольшом количестве.

Эти данные имеют важное значение в связи с тем, что состояние зубной бляшки является ключевым механизмом возникновения и развития кариеса зубов и заболеваний пародонта.  

Роль микробов в развитии кариеса зубов

Кариес зубов – это патологический процесс, при котором происходит деминерализация и размягчение твёрдых тканей зуба с последующим образованием полости. Это заболевание относится к одному из самых распространённых среди населения земного шара.
Для объяснения возможных причин развития кариеса зубов, начиная со времён Гиппократа, было предложено более 400 теорий и концепций. В XVII веке появилась химическая теория возникновения кариеса зубов. Исходя из неё, кариес обусловлен влиянием кислот, попадающих в ротовую полость. Затем была предложена паразитарная теория появления кариеса, в основе которой лежали данные микробиологии о наличии микробов в зубном налёте.

Зубной налёт – это источник микробов, место ферментации углеводов, и, как следствие этого, формирования органических кислот. Полисахариды мягкого зубного налёта адсорбируют попадающую в ротовую полость сахарозу. В экспериментальных условиях показано, что даже если после приёма сахара прополоскать рот водой, то, тем не менее, содержание сахарозы в зубном налёте увеличивается в 2,7 раза.
В настоящее время общепризнано участие микробов в патогенезе кариеса зубов. Поэтому в основу концепции о возникновении и развитии кариеса положена химико-паразитарная теория.
Кариес развивается на тех поверхностях зуба, которые находятся в длительном контакте с образовавшимися кислотами. Это приводит к постепенному увеличению микропространств между кристаллами эмалевых призм. В образовавшиеся мельчайшие дефекты проникают микроорганизмы и повреждают эмаль на участках, расположенных параллельно наружной и внутренней поверхности. Длительный процесс деминерализации завершается растворением устойчивого поверхностного слоя и образованием полости в зубе. 


К кариесогенным относятся в первую очередь микроорганизмы, способные вызывать кариес в чистой культуре или в ассоциации с другими видами у гнотобионтных животных. Это S. mutans, S. sanguis, лактобактерии и некоторые актиномицеты. При этом ведущая роль отводится стрептококкам группы "мутанс", состоящей из 8 сероваров. Они являются наиболее кислотообразующими представителями среди стрептококков полости рта, развивающимися при низких значениях рH.

Впервые St. mutans  выделен от больных кариесом в 1924 году. При этом была установлена адгезия этих бактерий к поверхности зубов, то есть потенциальная способность этих микробов вызывать повреждение эмали зубов. Однако лишь спустя 36 лет ученые обратили внимание на эти данные и подтвердили их. Интенсивное изучение биологии, иммунологии и кариесогенности этих микробов проводится в последние 30 лет. Уже имеются убедительные данные об искючительной роли St.mutans в развитии кариеса зубов у людей и животных.

Изучение кариесогенной роли этих микробов выявило незначительное их количество у детей перед прорезыванием зубов и у взрослых беззубых людей, свидетельствующие о непосредственной связи микробов с эмалью зубов. Установлено, что St.mutans преимущественно находясь на поверхности эмали, формирует большую часть микробной флоры зубной бляшки. В то же время эти микробы обычно отсутствуют на поверхности неповреждённой эмали вне бляшки.

Исследование распределения сероваров St. mutans в зубных бляшках показало, что в настоящее время у человека наиболее распространены штаммы серовара "с", причём независимо от возраста людей, участка зуба, методов выделения и серотипирования. Эти микробы обнаруживаются именно в тех местах, которые особенно поражаются кариесом. Таковыми являются ямки эмали, фиссуры и интерпроксимальные пространства. С помощью штаммов St. mutans, выделенных от людей, можно вызвать экспериментальный кариес у животных (крыс, мышей, хомяков, кроликов, обезьян).

Как уже указывалось выше, одним из важнейших биологических свойств St. mutans является способность этих бактерий прикрепляться к гладким поверхностям и образовывать кислоту. Адгезия к зубам обеспечивает формирование кариесогенных бляшек этими микробами и это действие опосредовано синтезом глюкозных полимеров из сахарозы, присутствующей в пище.

Этот процесс обеспечивается наличием у микробов конститутивного фермента - глюкозилтрансферазы. Данный фермент расщепляет сахарозу на фруктозу и глюкозу и обеспечивает превращение глюкозы в нерастворимый глюкан. Образование глюкана вызывает межклеточную аггрегацию St. mutans и межклеточные аггрегации других бактерий, присутствующих в бляшке (Nocсardia, Neisseria, A. vicosus, C. albicans). Некоторые штаммы St. mutans синтезируют из сахарозы в дополнение к глюканам ещё и фруктаны с помощью фермента фруктозилтрансферазы. Фруктаны, подобно глюканам, принимают участие в формировании бляшек. Глюканы стабилизируют бляшку. Липкий глюкановый матрикс зубной бляшки препятствует диффузии большого количества молочной кислоты, образуемой микробами, что продлевает её пребывание на поверхности зубов и ведёт к деминерализации эмали, вызывая кариес зубов.

На кариесогенную активность оральных микроорганизмов влияет слюна – её агрегирующие факторы, которые, с одной стороны, способствуют прикреплению микробных клеток к поверхности зуба, а с другой – удаляют их при омывании полости рта.
Учитывая сложный и меняющийся состав зубной бляшки, необходимо отметить, что некоторые другие микробы способны также вызывать кариес у безмикробных животных, хотя и в меньшей степени, чем St. mutans. К ним можно отнести St. sanguis, St. salivarius, St. milleri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Actinomyces viscosus.

Если стрептококки превалируют в полости рта, то количество лактобактерий в бляшке составляет примерно 1% от общего количества микробов, находящихся в зубной бляшке. Видимо лактобактерии играют незначительную роль на начальных этапах адгезии микробов к эмали зуба и в формировании бляшки. Однако их роль резко возрастает в прогрессировании кариеса по мере увеличения степени выраженности кариозного поражения. Очевидно эти микробы играют решающую роль в деструкции дентина после деформации эмали. Что же касается роли актиномицетов в возникновении кариеса, то они, видимо, участвуют в кариозных поражениях корней зубов у пожилых людей при обнажении корневого участка зуба.

Подчёркивая ведущую роль микробов в развитии кариеса зубов, в первую очередь St. mutans, нельзя не отметить влияние на этот процесс внутренних системных факторов организма (наследственности, состояния иммунной и эндокринной систем). Известно, что независимо от уровня распространённости кариеса, в любых регионах встречается примерно 1% взрослых, у которых кариес не наблюдается. Это свидетельствует о существовании людей, резистентных к кариесу. Наряду с этим существуют люди, у которых интенсивность кариеса значительно превышает среднегрупповой уровень. Это люди, восприимчивые к кариесу. Следовательно, устойчивость к кариесу - это состояние макроорганизма и его полости рта, определяющее резистентность эмали зубов к действию кариесогенных факторов.

Устойчивость к кариесу может определяться следующими факторами: составом и структурой эмали и других тканей зуба, специфическими и неспецифическими факторами защиты полости рта, особенностями диеты, количественными и качественными показателями состава слюны, свойствами зубного налёта, а также наличием вредных привычек.

Для зубной эмали в норме характерно состояние динамического равновесия между протекающими постоянно процессами деминерализации и реминерализации. При кариесе деминерализация эмали происходит под действием молочной кислоты. Отмечено, что в молодом возрасте интенсивность поражения зубов кариесом более высока, чем в пожилом. Это связано с тем, что полноценная минерализация обеспечивает большую устойчивость эмали зуба к кислотам. Недостаточная же минерализация создает условия, обусловливающие быструю деминерализацию и появление кариеса. Наиболее предрасположенными к деминерализации являются участки зубов, где на поверхность выходят призмы.

По данным И.Д. Ушницкого, в нашем регионе у детей дошкольного возраста первые поражения временных зубов кариесом отмечаются уже в возрасте 2-3 лет и охватывают около 30% этой возрастной группы. К 6-7 годам распространённость этой патологии увеличивается более чем в 3 раза. При этом распространённость кариеса среди 6-летних детей Республики Саха (Якутия) составляет 94,6%, а средний уровень показателя поражённости зубов кариесом - 6,27. 

Нами (И.Д. Ушницкий, Я.А. Ахременко, 2000) было обследовано 20 детей 6-летнего возраста с множественным кариесом (группу контроля составили практически здоровые дети той же возрастной группы в количестве 21 человека). Сюда вошли дети, у которых на момент обследования число поражённых кариесом зубов было более 2. При анкетировании родителей установлено, что у трети из них первые поражения кариесом зубов наблюдались в возрасте 2-3 лет. Проведённый анализ полученных данных характеризует высокий уровень распространённости кариеса зубов (табл. 3). Так, показатель распространённости кариеса временных зубов в данной возрастной группе детей составляет 90,0%, при этом, несмотря на то, что постоянные зубы только начинают прорезываться в этом возрастном периоде, отмечается их поражение кариесом и распространённость находится на уровне 20,0%.

Интенсивность поражения временных зубов кариесом у обследованной группы колебалась от 2 до 12, а постоянных зубов находилась на уровне – 1. Высокий уровень поражённости временных зубов в данной возрастной группе можно связать со сменой временных зубов на постоянные, так как в этом периоде наблюдается пик поражения кариесом временных зубов. Среднестатистический показатель интенсивности поражения временных зубов кариесом составил 5,85, а постоянных зубов – 0,2.

В структуре составляющих компонентов индексов кп и КПУ выявлены разные показатели. Так, среднее количество пломбированных зубов составляет - 1,73 зуба, подлежащих удалению - 0,62, а количество удалённых временных зубов до их физиологической смены по поводу осложнённых форм кариеса составило 0,77. 

У всех обследованных нами детей с множественным поражением зубов кариесом был проведён бактериологический анализ слюны на предмет изучения спектра кариесогенной флоры. 

Среднее количество стрептококков в ротовой жидкости у обследованных детей составило 7,6 + 0,4 lg KOE/мл. Преобладающими видами у 25% детей были Str.anginosus и Str. sanguis; Str. mutans и Str. salivarius преобладали в слюне у 20% детей и у 5% преобладающими видами были Str. oralis/mitis и Str. vestibularis. Наиболее высокое содержание в слюне отмечалось Str. salivarius – 8,75 + 0,8 lg KOE/мл; примерно одинаковым было содержание Str.anginosus и Str. sanguis и составило 7,6 + 0,5 и 7,4 + 0,7 lg KOE/мл соответственно. Уровень главного «виновника» кариеса Str. mutans составлял 6,75 + 0,5 lg KOE/мл слюны.

Таблица 3 
Распространённость и интенсивность кариеса зубов  у

6-летних детей г. Якутска

	
	Распространённость
	Интенсивность

	
	Временные зубы
	Постоянные

зубы
	кп
	КПУ

	N = 20
	90,0%
	20,0%
	5,85 
	0,2




Лактобактерии высевались из слюны обследованных детей в довольно высоком титре – от 4 до 7 lg KOE/мл, среднее количество их составило 5,75 + 0,5 lg KOE/мл, в то время как допустимое содержание этих микроорганизмов в слюне колеблется от 0 до 5 lg KOE/мл (рис. 2).
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Рис. 2. Спектр ацидогенной флоры в слюне у детей с множественым  кариесом зубов.

Важную роль в устойчивости к кариесу зубов играют специфические факторы резистентности полости рта. Восприимчивость к кариесу зависит от функциональной активности слюнных желёз. Показано, что в формировании защиты от кариеса важная роль принадлежит как секреторным IgA, находящимся в слюне, так и сывороточным антителам, в первую очередь IgG, проникающим в ротовую полость через десневые щели. Снижение количества этих иммуноглобулинов или их отсутствие способствует усилению кариозного процесса. Очевидно, эти иммуноглобулины включаются в зубную бляшку и пелликулу, благодаря чему уменьшается фиксация микробов на поверхности зуба и ускоряется их фагоцитоз нейтрофилами.
При исследовании секреторного иммунитета полости рта у детей с множественным кариесом зубов были получены следующие данные. 

Уровень общего белка слюны у детей с множественным кариесом зубов составил 0,9 + 0,09 г/л, что, в общем, соответствует принятым нормативам – 0,8 – 4,0 г/л, хотя находится у нижней границы нормы. Это означает, что слюна не вязкая и не затрудняет механическую очистку полости рта.

Содержание адгезивных молекул ICAM-1 (рецепторы эпителиальных клеток, выполняющие адгезивные функции для некоторых микроорганизмов) в смешанной слюне у обследованных детей составляло 4,3 + 0,8 пкг/мл, что также находится в пределах возрастной нормы. 

Содержание лизоцима в ротовой жидкости у данной группы детей оказалось слегка повышенным и составило 22,9 + 3,2 мкг/мл (при норме 17 – 18 мкг/мл). 
Таблица 4

Некоторые особенности секреторного иммунитета у детей

с множественным кариесом зубов по сравнению 
со здоровыми детьми

	Иммунологические 

параметры слюны
	Здоровые дети

n=21
	Дети с множественным кариесом зубов

n=20

	Белок (г/л)
	0,94 + 0,1
	0,9 + 0,09
p>0,05

	IgG, г/л


	0,28 + 0,05
	0,31 + 0,07

p>0,05

	sIgA, г/л


	0,06 + 0,004


	0,06 + 0,003

p>0,05

	Лизоцим мкг/мл
	24,0 + 3,8
	22,9 + 3,2

p>0,05

	ICAM-1 (пкг/мл )
	3,4 + 1,2
	4,3 + 0,8
p>0,05


Среднее содержание IgG отмечалось на уровне 0,31 + 0,07 г/л. Уровень sIgA составил в среднем 0,06 + 0,003 г/л. К 6 годам уровень секреторного иммуноглобулина в слюне должен находиться на уровне взрослого – 0,1 - 0,15 г/л, поэтому можно утверждать, что у обследованных детей этот показатель ниже принятого для данной возрастной группы. Однако все указанные параметры практически не отличаются от показателей обследованных  нами здоровых детей (данные в табл.4).
При биохимическом анализе слюны довольно высока оказалась активность низкомолекулярных антиоксидантов (НМАО), которая составила 0,49 + 0,1 мг экв/мл против нормы – 0,01 – 0,1 мг экв/мл, что может свидетельствовать о повышении уровня метаболизма кариесогенных микроорганизмов.
Показатель активности в слюне щелочной фосфатазы, имеющей важное значение в отщеплении остатка фосфорной кислоты от её органических эфирных соединений, находился в пределах 0,78 + 0,17 мкат/л. Это свидетельствует о снижении активности щелочной фосфатазы в процессах метаболизма, происходящих в полости рта. И может рассматриваться как компенсаторно-приспособительная реакция, направленная на снижение содержания кальция в смешанной слюне с целью поддержания кальций-фосфорного коэффициента в рамках его нормальных значений. 
По данным И.Д. Ушницкого, спектральный микроанализ эмали и дентина у населения нашей республики показывает, что во всех возрастных группах отмечается дисбаланс кальций-фосфорного коэффициента и снижение резистентности эмали к неблагоприятным воздействиям. Все эти процессы протекают на фоне относительной иммунологической недостаточности.
Анализ иммунологической резистентности у обследованных дошкольников показал, что уровень иммуноглобулинов в сыворотке крови составил IgG – 9,46 + 0,6 г/л,  IgM – 1,39 + 0,05 г/л и IgA – 1,16 + 0,2 г/л. При этом уровень IgA находится на нижней границе принятых нормативов для данного возраста (табл. 5). Кроме того, отмечается прямая зависимость между показателями секреторных и сывороточных иммуноглобулинов А (коэффициент корреляции r=0,35 при р<0,05).
Таким образом, проведённый нами анализ показателей кариеса зубов у практически здоровых 6-летних детей г. Якутска свидетельствует о высоком уровне его распространённости и может быть показателем экологического неблагополучия нашего региона.
Таблица 5
Содержание сывороточных иммуноглобулинов у детей 

с множественным кариесом зубов по сравнению с нормой

	Иммуноглобулины
	Показатели, г/л
	Норма*, г/л

	IgG
	9,46 + 0,6

p>0,05
	11,87 + 2,89 

	IgM
	1,39 + 0,05
p>0,05
	1,08 + 0,37

	IgA
	1,16 + 0,2
p>0,05
	1,48 + 0,35


· Возрастные нормы указаны для 6-8-летних детей по Д.В. Стефани и Ю.Е. Вельтищеву, 1996 г.
Оральный биоценоз дошкольников г. Якутска характеризуется значительным повышением уровня ацидогенной флоры в полости рта. Нарушения микробного статуса сопровождаются изменением некоторых иммунологических показателей резистентности, а именно повышенным содержанием лизоцима на фоне недостаточности sIgA и тенденцией к снижению сывороточного IgA. На фоне этого отмечается дисбаланс кальций-фосфорного коэффициента и снижение резистентности эмали к неблагоприятным воздействиям.


Всё это даёт основания утверждать, что формирование кариеса зубов – процесс многофакторный и требует комплексного подхода к профилактике и лечению, не ограниченного лишь санацией полости рта. 

* * *
Особенностью возрастных изменений эмали является её уплотнение вследствие поступления микро- и макроэлементов и снижение вариабельности структуры благодаря уменьшению микропористости. Параллельно с этим происходит повышение твёрдости, уменьшение растворимости и проницаемости эмали.

Профилактика кариеса может быть направлена на уменьшение количества кариесогенных микроорганизмов в полости рта. Механическое удаление зубных бляшек нецелесообразно, поскольку на очищенную поверхность сразу же оседают новые бактериальные клетки, что приводит к быстрому восстановлению микрофлоры. Более эффективно применение различных бактерицидных и бактериостатических препаратов. Хорошие результаты получают с помощью антисептиков, в частности 0,2% хлоргексидина. При этом количество клеток  S. mutans в зубных бляшках снижается на 80-855, а в слюне – на 55%. Покрывая зубную поверхность, хлоргексидин не только оказывает на микроорганизмы бактерицидное действие, но и препятствует их адгезии, не нарушая при этом микробного равновесия. Угнетающим действием на микроорганизмы обладает фтор и его соединения, особенно соли ZnF2 и CuF2. Фтор угнетает действие ферментов, участвующих в процессе гликолиза, к которым относятся фосфатазы, эндолазы и фосфоглицеромутазы. Это приводит к торможение кислотообразования. Подобным действием обладают N-лаурилсаркозинат и гидроацетат натрия, а также пятиатомный спирт – ксилит. Для ингибирования продуцирования глюканов используют конденсированные фосфаты.

Другой путь снижения кислотообразования и накопления глюканов – замена сахарозы другими углеводами, например, соединениями ксилита, при ферментативном расщеплении которых эти продукты не образуются. 

Признание ведущей роли микробов группы "мутанс" в качестве этиологического агента кариеса позволило осуществить опыты по получению препаратов для иммунизации против кариеса (убитые вакцины, очищенные белки клеточной стенки, рибосомальные антигены, глюкозилтрансфераза). Исследования, проведённые как на животных, так и на людях - добровольцах, показали определённую эффективность такой вакцинации. Продемонстрирована также защита от кариеса в результате пассивной передачи секреторного IgA и сывороточного IgG.

Вместе с тем приходится учитывать, что иммунизация людей вакцинами, приготовленными из St. mutans, сопряжена с определённым риском: во-первых, эти микробы содержат перекрёстные антигены с тканями сердца, почек, скелетных мышц человека и животных, что может обусловить различные патологические реакции аутоиммунного характера; во-вторых, ввиду общности антигенов стрептококков группы "мутанс" с другими оральными стрептококками выработка антител к St. mutans может привести к нарушению микробного биоценоза в полости рта.

Таким образом, в развитии кариеса зубов ведущим фактором является микробный - представители стрептококков группы "мутанс" и некоторые другие микроорганизмы. Главное условие развития кариеса - формирование зубной бляшки, благодаря чему обусловливается местное деминерализующее действие микробной флоры, населяющей её (продукция молочной кислоты). Существует связь между наличием St. mutans в полости рта и степенью кариозного поражения зуба. Развитию кариеса способствует поступление в полость рта углеводов, в особенности сахарозы. Это свидетельствует о влиянии диеты на проявление кариесогенных свойств микробов. Очевидно, что в появлении и развитии кариеса зубов играет также значительную роль общее состояние организма, в особенности его иммунной и эндокринной систем.

Роль микробных и иммунных факторов в развитии 

заболеваний пародонта

Ткани здорового пародонта связаны с довольно ограниченной флорой, расположенной под десной на поверхности зуба. Микробы пародонта составляют слой толщиной от 1 до 20 клеток. Электронномикроскопическое исследование в области десневого желобка выявило довольно тонкий слой (около 60 нм.), состоящий, в основном, из грамположительных кокков. Темнопольное исследование показало, что кокки составляют около 3/4 этой бактериальной популяции, а вместе с палочками - 90%. Спирохеты встречаются редко - около 1,8%. Соотношение подвижных форм к неподвижным составляет в здоровых тканях - 1/49.

Недостатком микроскопического метода исследования является невозможность идентификации видов микробов. Бактериологическое же исследование позволило выявить, что в десневом желобке бляшка состоит в основном из грамположительных факультативных анаэробных кокков и палочек (St. sanguis - около 1/4, St. mitis - 1/8 всех изолятов). В меньших количествах представлены микрококки, S. epidermidis, пептострептококки. Из грамположительных факультативно анаэробных палочек 35% составляют актиномицеты: A. israelii, A. naeslundii, A. viscosus, A. odontolyticus, а также Rothia dentocariosae, Arachnia propionica (Propionibacterium).

На долю факультативно анаэробных грамположительных кокков приходится 40% изолятов, грамположительных анаэробных палочек-35%, грамотрицательных анаэробных палочек - 13%, грамположительных факультативно анаэробных палочек - 10%.

Болезни пародонта – это разнородная группа заболеваний воспалительной и обменно-дистрофической природы, сопровождающихся разрушением тканей десны, включая коллагеновую основу периодонта и кости альвеолярного отростка. К заболеваниям пародонта относят: 

1. гингивит (локальное воспаление десны); 

2. пародонтит (прогрессирующий воспалительный процесс с деструкцией тканей пародонта и кости); 

3. пародонтоз (преимущественно дистрофическое поражение тканей пародонта); 

4. пародонтомы (опухолевые и опухолеподобные процессы тканей пародонта).

Воспалительные заболевания пародонта (гингивит и пародонтит) широко распространены среди населения: 60-70% после 30 лет и 85-97% - после 65, и являются ведущей причиной потери зубов у большинства взрослых. 
По данным министерства здравоохранения РФ (2000), распространенность заболеваний пародонта в детском возрасте составляет 49,1%, в возрастной группе старше 45 лет – 90,2%. Исследования, проведенные в РС (Якутия), показывают на выраженную распространенность болезней пародонта. Так, заболеваниями пародонта страдает в среднем 95% населения республики в возрасте от 15 до 54 лет (Ушницкий И.Д. с соавт., 2005).

Многочисленные исследования отечественных и зарубежных авторов продемонстрировали выраженную зависимость между количеством зубного налёта и тяжестью хронического гингивита. Полная отмена гигиены полости рта приводит на 10-21-й день к развитию катарального гингивита, а адекватная гигиена - к снятию воспаления дёсен.

Изучение роли бактерий-резидентов в развитии гингивита и пародонтита проводилось в трёх основных направлениях:

1. Поиск потенциальных возбудителей пародонтальных болезней в экспериментах на животных.

2. Изучение влияния биологически активных метаболитов пародонтальных бактерий на ткани пародонта.

3. Сравнительное изучение микрофлоры здоровых и поражённых тканей пародонта.

Для того чтобы выявить ведущее звено патогенеза заболеваний пародонта, важно учитывать следующие факты:

1. При использовании антибактериальных препаратов эффективных в отношении анаэробной микрофлоры, наблюдается довольно быстрая регрессия воспалительного процесса.
2. При использовании иммуносупрессорной терапии также можно добиться ремиссии.

Таким образом, показано, что в патогенезе воспалительных заболеваний пародонта имеется взаимодействие, как минимум двух патогенетических механизмов, находящихся в компетенции микробиологии, а именно – анаэробной микрофлоры и иммунологической реактивности организма человека.
Таблица 6
Пародонтопатогенные представители микрофлоры 
полости рта

	Морфология
	Род
	Виды

	Грамнегативные 

	Палочки 


	Bacteroides 
	B. fragilis

	
	Porphyromonas 
	P. gingivalis

P. endodontalis

P.assacharolyticus

	
	Prevotella
	P. melaninogenica
P. buccae
P. bivia
P. denticola

P. intermedia

P. oris
P. oralis

	
	Fusobacterium
	F. nucleatum
F. necrophorum

	
	Leptotrichia
	L. buccalis

	Грампозитивные

	Кокки
	Peptococcus 
	P. niger

	
	Peptostreptococcus
	P. anaerobus

P. magnus

P. micros

	Ветвящиеся, 

нитевидные
	Actinomyces
	A. israelii 

A. naeslundii 

A. viscosus 

A. odontolyticus

A. bovis


Согласно рекомендациям ВОЗ 1994-1995 гг., среди резидентной микрофлоры полости рта с анаэробным типом дыхания следует выделять т.н. пародонтопатогенные виды, которые отличаются от других высокими адгезивными, инвазивными и токсическими свойствами. К ним относятся (табл. 6):

1. Грамнегативные анаэробные бактерии группы бактероидов (Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica), в меньшей степени – анаэробоспириллы, спирохеты и фузобактерии.

2. Грампозитивные анаэробные бактерии группы актиномицетов (A. israelii, A. naeslundii, A. viscosus, A. odontolyticus),  в меньшей степени – пептострептококки.
Эксперименты на различных животных, в том числе на гнотобионтах, показали, что бактероиды полости рта (Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica и др.) являются необходимым фактором для начала воспалительного процесса. Грамотрицательные бактерии, выделенные из пародонтального кармана, вызывали у животных резорбцию альвеолярной кости, тогда как грамположительные бактерии вызывали лишь образование большого количества зубного налёта и незначительную резорбцию кости.
Многие виды анаэробных бактерий, выделенных из патологических десневых карманов, продуцируют также гистолитические ферменты, как гиалуронидаза, ДНК-аза, РНК-аза, коллагеназа, протеазы, содержат эндотоксин, вырабатывают цитотоксические субстанции, включающие жирные кислоты, индол, амины, аммиак и др. Кроме того, благодаря содержанию специфических липополисахаридов, эти микробы могут явиться причиной иммунопатологических механизмов, которые приводят к деструкции костной ткани. Такими свойствами in vitro обладают некоторые виды актиномицетов, бактероидов, фузобактерии, вейлонеллы и др., что было установлено с помощью реакций бласттрансформации лимфоцитов.

При изучении зеленящих стрептококков, выделенных при пародонтите, у 47% штаммов была обнаружена гиалуронидаза, у 23% - бета-глюкоронидаза, в то время как у штаммов, выделенных из десневого желобка в норме, эти ферменты отсутствовали.

Изучение количественного и качественного состава микрофлоры в норме и при патологии пародонта проводят с помощью микроскопического и бактериологического метода исследования.

Микрофлора при гингивите.

Общее число микробов при гингивите в 10-20 раз больше, чем в здоровом пародонте. Ещё до появления клинических симптомов темнопольная микроскопия позволяет выявить изменения состава микрофлоры: увеличение грамотрицательной флоры и смена кокковой флоры палочковидными формами. В этом смысле доклиническую фазу воспалительных заболеваний пародонта можно рассматривать как своеобразный дисбактериоз, к которому ведут неправильный образ жизни, обменные нарушения в тканях пародонта, эндокринные дисфункции.
Бактериологическое исследование бляшки, расположенной по краю десны, выявило превалирование различных видов актиномицетов в период перед развитием гингивита. При длительном гингивите поддесневая флора характеризовалась увеличением количества грамотрицательных палочек: фузобактерии, бактероиды, гемофильные палочки, кампилобактер и др. составляли около 45% всей культивируемой флоры. Грамположительные факультативно-анаэробные палочки, в основном, Actinomyces naeslundii, A. viscosus, A. israelii обнаруживали с частотой около 25%. В небольших количествах выделяли пропионибактерии и эубактерии. В 27% случаев обнаружены грамположительные факультативно-анаэробные стрептококки. 
Микрофлора при пародонтите.

До настоящего времени не совсем ясен вопрос - является ли пародонтит логическим завершением гингивита. В эксперименте на животных (собаках), удалось продемонстрировать эту последовательность, однако у людей гингивит не всегда переходит в пародонтит.

По поводу механизма развития пародонтита существуют как минимум 2 точки зрения:

1.Существуют определённые микробы, вызывающие деструктивное поражение тканей пародонта.

2.К развитию пародонтита приводит сбой в функционировании защитных механизмов организма и изменения в составе и количестве микрофлоры пародонтального кармана.

При темнопольной микроскопии выявляется значительный сдвиг в сторону палочковидных форм и спирохет, количество которых возрастает до 40%. Соотношение подвижных форм к неподвижным увеличивается до 1:1 (в норме 1:49).

Электронномикроскопическое исследование поддесневой бляшки при пародонтите выявило, что к цементу прикреплены, в основном, грамположительные микробы. Грамотрицательные клетки, жгутиковые и спирохеты присутствуют в большом количестве в неплотных слоях поддесневой бляшки, которая распространяется до верхушечной части кармана.

При бактериологическом исследовании материала от больных пародонтитом установлено преобладание грамотрицательных анаэробных палочек, в основном, подвидов несахаролитических Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum, Selenomonas sputigena, Eikenella corrodens, Campylobacter sputorum и др. Однако у некоторых больных наблюдали превалирование актиномицетов. Многие виды анаэробных бактерий не удавалось идентифицировать.
Микробиологическое исследование материала из пародонтального кармана у больных хроническим генерализованным пародонтитом (ХГП), проведенное в стоматологической поликлинике МИ ЯГУ (Томило И.В., Ахременко Я.А., 2005) выявило преобладание факультативно анаэробной кокковой флоры, так, у 100% пациентов определялись зеленящие и негемолитические стрептококки как основные представители оральной флоры. У 84% больных выявлялись анаэробные грамнегативные палочки, в т.ч. и бактероиды – у 33%, в 83% случаев были выялены и анаэробные грампозитивные кокки (данные в табл.7).
В настоящее время, по данным ВОЗ, к пародонтопатогенным видам относят, прежде всего, двух представителей группы бактероидов - Porphyromonas gingivalis и Prevotella melaninogenica. Данные грамотрицательные микробы обладают способностью прилипать в большом количестве к эпителиальным клеткам, гидроксиапатиту и к грамположительным бактериям. Их адгезивные свойства ингибируются в присутствии слюны и сыворотки крови. Однако способность к коаггрегации с грамположительными бактериями при этом не ингибируется. Кроме того, они располагают широким спектром факторов агрессии.
Таблица 7

Видовой состав микрофлоры пародонтального кармана у пациентов с ХГП средней степени тяжести

	Состав микрофлоры
	% высева
	Количество
(lg KOE/мл)

	Зеленящие и негемолитические стрептококки
	100
	5

	Анаэробные кокки
	83
	6-7

	Анаэробные гшрамотрицательные палочки, в т.ч.

бактероиды
	84

33


	5

3


При пародонтите характерным является образование микробных скоплений, напоминающих кукурузный початок, которые состоят из кокков и извитых форм.

Если придерживаться только микробной этиологии пародонтита, то очевидно, что для развития заболевания должны сочетаться следующие условия:
1. Присутствие пародонтопатогенных видов бактерий в количестве достаточном для того, чтобы начался патологический процесс.

2. Условия обитания в нише должны способствовать росту и размножению бактерий.

3. В тканях пародонта должны отсутствовать микробы-антагонисты пародонтопатогенных бактерий.

4. Микроб должен пространственно локализоваться так, чтобы он или продукты его жизнедеятельности могли действовать на клетки-мишени.

5. Организм человека должен быть чувствительным к микробам или продуктам их жизнедеятельности.

Однако не стоит забывать, что в патогенезе болезней пародонта существенная роль принадлежит не только микробным факторам, но и иммунопатологическим механизмам – иммунокомплексному и клеточному.

При исследовании содержимого десневого кармана у больных пародонтитом определяются иммуноглобулины классов A,G,M, фракции комплемента С3, С5, лейкоциты. Ткани десны обильно инфильтрированы плазматическими клетками, лимфоцитами, макрофагами (моноцитами). Всё это позволяет считать, что многие реакции антиген-антитело, проявления клеточного иммунитета происходят именно здесь, в тканях пародонта и альвеолярной кости (см. рис. 3).

Иммунопатогенез пародонтопатий можно разделить на две фазы: обратимую и необратимую. Обратимая фаза связана с нормальным иммунным ответом защитного характера со стороны местных тканей. Её механизм обуславливается усиленным размножением грамотрицательных бактерий в десневых карманах и зубных бляшках. Микробные ферменты разрыхляют непроницаемый для бактерий барьер – краевой эпителий десны и создают условия для трансфузии эндотоксинов в соединительную ткань. Микробные антигены, продукты распада клеток и обменные продукты зубной бляшки провоцируют усиленную миграцию сегментоядерных лейкоцитов и макрофагов в краевой эпителий. По мере накопления специфических антител (IgM, IgG) они образуют иммунные комплексы с персистирующими антигенами микробной природы, что должно способствовать очищению от них слизистой оболочки рта. Захват и деградацию иммунных комплексов и продуктов их распада осуществляют мигрирующие в очаг воспаления фагоциты, активированные лимфокинами.
Обратимая фаза клинически проявляется признаками местного воспаления - гингивита. Своевременное лечение прекращает массивное поступление антигенов и останавливает или ликвидирует воспаление десны. Однако если массивное поступление микробных антигенов не прекращается, мобилизованные защитные механизмы могут привести к деструкции тканей. Это происходит всвязи с освобождением фагоцитирующими клетками лизосомальных ферментов, среди которых наиболее активны протеиназы: коллагеназа и эластаза. Они способны расщеплять денатурированный коллаген пародонтальной соединительной и костной тканей. При этом эпителий набухает, теряет прочную связь с твёрдыми тканями зуба. В результате образуется патологический десневой карман, который служит входными воротами для вторичной гнойной инфекции. В этом случае гингивит переходит в пародонтит.
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 Рис.3. Гипотетическая схема путей воздействия антигенов микробов зубного налёта на ткани пародонта.

Необратимая, иммунопатологическая, фаза прежде всего, связана с сенсибилизацией Т-лимфоцитов аутоантигенами, образующимися при деструкции пародонта. Важную роль играют при этом микробные эндотоксины, которые усиливают сенсибилизацию лимфоцитов, а также могут вызывать поликлональную активацию В-лимфоцитов. Таким образом формируются механизмы аутоагрессии, приводящие к прогрессирующему, рецидивирующему, необратимому течению пародонтита с атрофией остеоцитов и альвеолярных отростков челюсти.
Понимание этиологии и патогенеза пародонтита необходимо не только для установления роли микробов в этом процессе, но также и для выяснения условий, способствующих росту бляшки, определению роли местных и системных факторов, которые могут влиять на резистентность или чувствительность тканей пародонта к бактериям, продуктам их жизнедеятельности и значению индивидуальных особенностей организма хозяина в функционировании деструктивных и защитных механизмов.

Задания для самостоятельной работы
1.
I. Выберите один наиболее правильный ответ:

1. Укажите кариесогенные микроорганизмы.

А) стафилококки;

Б) стрептококки;

В) вейлонеллы;

Г) дифтероиды;

Д) актиномицеты.

2. В патогенезе кариеса имеет основное значение:

А) иммунный статус;

Б) образование зубной бляшки;

В) гиповитаминоз;

Г) применение антибиотиков;

Д) возраст.

3. Укажите пародонтопатогенные микроорганизмы.

А) стрептококки;

Б) вейлонеллы;

В) дифтероиды;

Г) бактероиды;

Д) спирохеты.

4. Начальным этапом развития кариеса является:

А) образование декстрана и левана из глюкозы;

Б) аггрегация бактериальных клеток;

В) адгезия стрептококков к зубной эмали;

Г) прорезывание зубов;

Д) появление постоянных зубов.

5. Основным кариесогенным микроорганизмом является:
А) S. mutans;

Б) S. pyogenes;

В) S. mitis;

Г) S. salivarius;

Д) S. sanguis.

6. В патогенезе кариеса играет роль:

А) наличие в микробиоценозе ротовой полости стрептококков;

Б) декальцинация эмали;

В) кариесогенная диета;

Г) генетическая предрасположенность;

Д) всё перечисленное.

II. Установите, верно ли утверждение 1; верно ли утверждение 2 и есть ли между ними связь

А.

1. Специфической профилактики кариеса не существует потому, что:

2.Невозможно создать вакцину против кариеса

Б.

1. Грудные дети, находящиеся на естественном вскармливании, не подвержены кариесу зубов потому, что

2.У грудных детей, находящихся на естественном вскармливании, имеется пассивный иммунитет, передаваемый с материнским молоком

В.

1. Присутствие в составе микрофлоры ротовой полости вейллонелл усугубляет кариес потому, что 

2.Вейллонеллы являются частью кариесогенной флоры ротовой полости

Эталоны ответов:

I. 1б, 2б, 3г, 4в, 5а, 6д

II. 1+,2+, связь+; 1+, 2+, связь+; 1-, 2-, связь-

2.  Завершите и опишите схему формирования зубной бляшки, объясните значение основных патогенетических факторов в её развитии, дополните схему стрелками и комментариями. 
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  КОАГГРЕГАЦИЯ

ЗУБНАЯ БЛЯШКА
ТЕМА № 4
РОЛЬ МИКРОФЛОРЫ ПОЛОСТИ РТА В ПАТОГЕНЕЗЕ ОДОНТОГЕННОГО ВОСПАЛЕНИЯ 

Одонтогенным называется такой воспалительный процесс, который непосредственно связан с тканями, находящимися внутри и вокруг  зуба. Кариозный процесс создает возможность попадания микробов через дентинные канальцы в пульпу. Дальнейшее распространение микробов и продуктов их жизнедеятельности вызывает развитие периодонтита, а затем воспалительный процесс распространяется на надкостницу, и возникает периостит, остеомиелит. Вовлечение в воспалительный процесс мягких тканей приводит к возникновению околочелюстных абсцессов и флегмон.

   Микробная флора при пульпитах
Пульпит -  это острый или хронический воспалительный процесс, протекающий в коронковой или корневой пульпе.

Здоровая пульпа - биологический барьер, препятствующий проникновению различных вредных факторов в ткани периодонта. Острый пульпит носит сначала очаговый характер и протекает как серозное воспаление. Чаще всего при этом обнаруживают зеленящие и негемолитические стрептококки группы Д, стрептококки без группового антигена, лактобактерии. Без лечения острый серозный пульпит переходит в гнойный пульпит, при котором выделяют стафилококки, обладающие факторами вирулентности, и бета-гемолитические стрептококки группы F и G.
Острый пульпит переходит в хронический,  а при некрозе ткани - в гангренозный пульпит. При этих формах пульпита из некротизированной пульпы в большом количестве высевают анаэробные бактерии: пептострептококки, бета-гемолитические стрептококки группы F и G, бактероиды, спирохеты, актиномицеты, патогенные стафилококки. Могут также присоединиться гнилостные бактерии - палочки протея, клостридии, бациллы.

Микробная флора при периодонтитах 
В зависимости от того, откуда микробы попадают в ткани периодонта, различают апикальный периодонтит (поступление через корневой канал) и маргинальный (проникновение из патологического десневого кармана). Серозное воспаление периодонта обусловлено действием токсических продуктов, поступающих из очага воспаления,  локализованного в пульпе или десневом кармане. Гнойный периодонтит возникает после проникновения микробов в ткани пародонта.

Характерной особенностью гнойного периодонтита является преобладание стрептококковой флоры над стафилококковой. В начальной стадии воспаления это зеленящие и негемолитические стрептококки без группового антигена. Если воспаление связано с проникновением микробов через отверстие корневого канала,  то микробный состав определяется флорой гнойного или гангренозного пульпита. При переходе острого периодонтита в хронический начинают преобладать анаэробные стрептококки (пептострептококки), к которым присоединяются другие стрептококки с групповым и без группового антигена. В апикальных гранулемах обнаруживают актиномицеты, бактероиды, фузобактерии, извитые формы, клостридии. Показано, что одонтогенные инфекции протекают более тяжело, если в их генезе участвуют анаэробы, особенно F. nucleatum.
Микробная флора при абсцессах, флегмонах и фасциитах

челюстно-лицевой области

 Воспалительные заболевания, вызываемые микробами-опортунистами, поражают любые ткани челюстно-лицевой области: слизистую оболочку, жировую клетчатку, мышцы и фасции, связочный аппарат и кости. Большинство рассматриваемых далее инфекций относится к эндогенным. По мнению крупнейшего российского микробиолога В.Д. Тимакова, «эндогенные инфекции отражают нарушение сложившегося в эволюции баланса между организмом и его микрофлорой, с одной стороны, и нарушением равновесия внутри микробных ассоциаций – с другой».
 Локализованный воспалительный процесс носит название абсцесса, распространенный на несколько областей головы и шеи традиционно называют флегмоной. Важной чертой этих форм одонтогенного воспаления является распространение воспаления в жировой клетчатке по ходу фасций, поэтому, в зарубежной литературе принят термин фасциит. Прогрессирование гнойного воспаления может привести к поражению костей челюсти - остеомиелиту и гематогенному (с током крови) распространению инфекции - сепсису.

Одно то, что анаэробы составляют большинство в микробном биоценозе полости рта, заставляет предположить основную роль их в развитии патологических процессов челюстно-лицевой области. В табл. 8 представлены неспорообразующие анаэробные бактерии (НАБ) – представители оральной микрофлоры, вызывающие одонтогенные гнойно-воспалительные процессы. Являясь условно-патогенными микроорганизмами, они имеют ряд преимуществ:
· Высокий уровень содержания их в полости рта, вследствие чего возникает высокая вероятность эндогенной инфекции

· Устойчивость к большинству антибактериальных препаратов

· Наличие факторов вирулентности (табл. 9)
Таблица 8
Неспорообразующие анаэробные бактерии (НАБ) полости рта – возбудители одонтогенных инфекций

	Род
	Виды

	Грамнегативные палочки

	Bacteroides
	B. fragilis
B. vulgatus

	Porphyromonas
	P. asacharolyticus

P. endodontalis

P. gingivalis

	Prevotella
	P. melaninogenica

P. oralis

P. bivia

	Fusobacterium
	F. nucleatum

F. necrophorum

F. varium

	Leptotrichia
	L. buccalis

	Грампозитивные кокки

	Peptococcus
	P. niger

	Peptostreptococcus
	P. magnus

P. micros

P. anaerobus

	Грампозитивные палочки

	Actinomyces
	A. bovis
A. israelii




В материале от больного могут определяться одновременно ассоциации 3-5 и более видов облигатно-анаэробных бактерий или их сочетания с факультативными анаэробами (чаще – стафилококком и стрептококком) и аэробами (нейссерии, синегнойная палочка). Симбионтные отношения, которые складываются между различными бактериями слизистой полости рта или зубной бляшки, при развитии инфекционного процесса обеспечивают синергизм их патогенного действия в очаге воспаления.

В патогенезе одонтогенных инфекций большое значение придают наличию хронических воспалительных очагов в полости рта. Хронические локализованные процессы в ротовой полости в некоторых случаях могут явиться причиной системных заболеваний и получили название хронических очагов инфекции. Хроническими одонтогенными очагами инфекции в полости рта являются хронические гангренозные пульпиты, хронические периодонтиты (гранулирующие и гранулематозные), пародонтит,  хронический перикоронит, хронический остеомиелит. 
Характерными чертами одонтогенного воспаления являются:
1. прогрессирование процесса от местного к общему (выраженная тенденция к генерализации процесса);

2. полимикробный характер процесса (микст-инфекция);
3. последовательная смена доминирования аэробных, факультативно-анаэробных и облигатно-анаэробных видов.

Для развития заболевания необходимо, чтобы возникли условия для выхода микрофлоры за пределы свойственной ей в организме экологической ниши. Они могут быть местными,  чисто механическими, или общими, связанными с нарушением регуляции и резистентности организма. 

К местным условиям относят: травму слизистой оболочки полости рта, экстракцию зуба, другие оперативные вмешательства, некроз ткани, пункции, эндоскопии, распад опухоли и т.д.

Помимо внедрения бактерий в ткани, для развития инфекции необходимо участие сопутствующих факторов. К их числу относятся кровопотеря, шок, голодание, переохлаждение, переутомление, местное нарушение кровообращения. В последнее время этот перечень пополнен неблагоприятным воздействием на иммунитет оперативных вмешательств, травм и ожогов, применением иммунодепрессантов, цитостатиков, антибиотиков и глюкокортикоидов. Хирургические инфекции теперь всё чаще возникают на фоне заболеваний злокачественными опухолями, сахарным диабетом, коллагенозами, при лучевой терапии, лейкопении, гипогаммаглобулинемии, при состоянии после спленэктомии или пересадки органов. Все вышеуказанные причины, нарушая противомикробный иммунитет, способствуют развитию эндогенных инфекций, особенно в лечебных учреждениях, где от внешней (транзиторной) микрофлоры пациент защищён асептическим режимом стационара. 
Таблица 9
Факторы вирулентности неспорообразующих анаробных бактерий (НАБ) полости рта
	Факторы вирулентности
	Биологический 

эффект
	Возбудители 

	Поверхностные структуры клетки
	Пили 
	Адгезия к субстрату
	Грамнегативные НАБ

	
	Капсула 
	Защита от фагоцитоза
	Бактероиды 

	Ферменты 
	Коллагеназа 
	Разрушает коллагеновые волокна соединительной ткани, способствую распространению возбудителей в инфицированных тканях
	B. fragilis

Фузобактерии

	
	Нейраминидаза 
	Разрушает гликопротеиды, содержащие нейраминовую кислоту
	P. melaninogenica

	
	ДНК-аза
	Вызывают внутрисосудистые изменения из-за повышенной свертываемости крови в результате разрушения гепарина
	Бактероиды 

	
	Гепариназа
	
	

	
	Фибринолизин 
	Растворяя тромб, может привести к развитию септического тромбофлебита
	Бактероиды

	
	Бета-лактамаза
	Разрушает бета-лактамные антибиотики, определяя лекарственную устойчивость бактерий
	Бактероиды 

	Токсины 
	Эндотоксин 
	Общетоксическое повреждающее действие на органы и ткани
	Грамнегативные НАБ

	
	Лейкоцидин 
	Повреждает лейкоциты
	Бактероиды

Фузобактерии 

	
	Гемолизины (альфа- и бета) 
	Вызывают лизис эритроцитов
	F. necrophorum

	
	Гемагглютинин 
	Вызывает агглютинацию эритроцитов
	F. necrophorum

	Метаболиты 
	Летучие и длинноцепочечные жирные кислоты
	Угнетают хемотаксис и кислородзависимую цитотоксичность лейкоцитов
	Большинство НАБ


В качестве главных условий для развития неспоровых анаэробов на месте внедрения в ткани необходимы отрицательный окислительно-восстановительный потенциал среды, бескислородная атмосфера и наличие факторов роста. Эти условия могут существовать до попадания микроорганизмов в ткани (например, при сахарном диабете парциальное давление кислорода в мышцах и подкожной клетчатке на 40% ниже нормы; низкое давление наблюдается в омертвевших тканях, при ишемии, спазме сосудов или их сдавлении), а могут и создаваться в ходе самой инвазии.

Особое место в патогенезе инфекций, вызываемых анаэробами, занимает их симбиоз между собой или анаэробов с аэробными микроорганизмами. В основном, это связано с поглощением свободного кислорода в тканях аэробами (Пастер) и тем, что аэробы синтезируют особые вещества (факторы роста), способствующие росту анаэробов (Тароцци).

Примером подобного синергизма анаэробов могут быть некротические процессы на слизистой оболочке полости рта. У таких больных всегда выделяется комплекс микробов, содержащий B. melaninogenicus. Попытки вызвать инфекции прививками этого комплекса бактерий без B. melaninogenicus или прививками только этого бактероида не удаются. Установлено, что в таком симбиозе B. melaninogenicus обеспечивается необходимыми для него факторами роста. Получая их, анаэроб дает возможность развиваться другим членам ассоциации.
Есть примеры, когда отсутствовал лечебный эффект пенициллина при раневой инфекции, вызванной анаэробом (клостридиальными) в сочетании с нечувствительной к пенициллину грамотрицательной микрофлорой. Микробный синергизм может быть направлен против лечебных препаратов или снижать резистентность организма.
Но не только аэробы покровительствуют анаэробам, возможен и обратный эффект. В экспериментах показано, что бета-лактамаза, продуцируемая B. fragilis, при совместном его росте со стрептококком, способна в тысячи раз повысить его устойчивость к пенициллинам и цефалоспоринам. Работы других исследователей продемонстрировали, как B. fragilis, выделяя во внешнюю среду антифагоцитарные факторы, защищает протей и эшерихии от действия человеческих лейкоцитов.

Учитывая ассоциативный характер «микробного пейзажа» одонтогенных воспалительных очагов, закономерно возникает вопрос о роли отдельных представителей в развитии и течении заболевания. Показано, что наиболее часто  выделяются из гнойных очагов бактероиды, и у 1/3 больных превалируют в составе микробной ассоциации. В 20% превалируют пептострептококки и в 15% - стафилококки. Необходимо отметить, что такая закономерность прослеживается независимо от распространенности гнойно-воспалительного процесса, но зависит от его длительности и проводимого лечения. Следует учитывать и то, что концентрация микроорганизмов в гнойном экссудате более низкая при ограниченных очагах и более высокая при разлитых.
Таким образом к основным особенностям оппортунистических инфекций можно отнести следующие:
· Возбудители не имеют тканевого тропизма;

· Клиническая картина зависит не от вида возбудителя, а от пораженного органа;

· Протекают в форме микст-инфекции со склонностью к хронизации и генерализации;

· Имеют медленное развитие вследствие низкой напряженности иммунного ответа;

· Плохо поддаются лечению за счет множественной лекарственной устойчивости возбудителей;

· Часто протекают как внутрибольничные инфекции, т.к. возбудители обладают невысокой контагиозностью, и здоровые люди к ним невосприимчивы.

К оппортунистическим инфекциям полости рта относят также язвенно-некротический гингивостоматит Симановского-Плаута-Венсана (фузоспирохетоз). Заболевание впервые описано С.П. Боткиным во время эпидемии в Финляндии. Это микст-инфекция, вызываемая двумя обитателями полости рта – Treponema vincentii и Fusobacterium nucleatum. Заболевание чаще возникает у молодых людей, а также у истощенных лиц на фоне курения, хронического алкоголизма и хронических заболеваний. Но также может развиться как осложнение гингивита или кариеса. 

Существует мнение, что фузоспирохетоз возникает на фоне первоначального воспалительного процесса, вызванного банальной кокковой флорой. Затем происходит активное размножение фузиформных бактерий и спирохет, которые постоянно присутствуют в небольших количествах в складках слизистой оболочки и десневых карманах полости рта. патогенетическое значение фузобактерий связано с наличием у них фермента коллагеназы, который участвует в разрушении коллагеновых волокон соединительной ткани. При этом азотсодержащие низкомолекулярные продукты, образовавшиеся в результате распада коллагена, могут усваиваться спирохетами. Анаэробные условия, создающиеся в некротизированных тканях, препятствуют быстрому выздоровлению и способствуют дальнейшему повреждению тканей размножившимися анаэробами (бактероидами, пептококками и пептострептококками).

Клиническая картина характеризуется образованием плёнчато-язвенных поражений на миндалинах, слизистой оболочке щёк, дёсен, глотки. Диагностика бактериологическая. 
ТЕМА № 5

ВВЕДЕНИЕ В КЛИНИЧЕСКУЮ МИКРОБИОЛОГИЮ 

Организация взятия патологического материала 
от больного и его лабораторное исследование

Успех лабораторной диагностики заболеваний, вызванных патогенными и условно-патогенными микроорганизмами, в значительной степени зависит от правильности сбора материала для исследований, особенно это касается бактериологических и вирусологических методов, при которых ошибки взятия материала от больного, задержка при отправлении в лабораторию, неправильная транспортировка и несоблюдение условий хранения материала могут быть причиной отрицательных результатов, а, следовательно, и ошибок в диагностике.

Медицинский персонал инфекционного и соматических отделений стационара (постовая, процедурная медицинские сёстры и особенно лечащий врач) обязаны в совершенстве владеть методами забора материала от больных. Между сотрудниками лечебных отделений  и лабораторий должен быть постоянный, тесный рабочий контакт, чёткое разделение труда в отношении сбора, порядка хранения и транспортировки взятого от больного. Плановый несрочный сбор материала для бактериологических и вирусологических исследований обычно осуществляет в дневные часы специально обученный лаборант. В вечернее и ночное время, а также в экстренных случаях днём все эти манипуляции обязана выполнять дежурная медсестра под контролем лечащего врача.

Выбор метода микробиологической диагностики

Выбор того или иного метода микробиологического исследования зависит от характера предполагаемого у больного патологического процесса, свойств возбудителя, места его максимальной концентрации и способов выделения из организма, а также интенсивности образования специфических антител против возбудителя в различные фазы заболевания.

В современной клинико-лабораторной службе для постановки микробиологического диагноза в распоряжении врача имеется 5 методов диагностики: 

1. Микроскопический(бактериоскопический, вирусоскопический);

2. Бактериологический (вирусологический);

3. Серологический;

4. Аллергический;

5. Биологический.

Микроскопические методы применяют для обнаружения бактерий, грибов и простейших в патологическом материале, взятом от больного, с помощью обработки специальными красителями (или в нативном препарате) под микроскопом. Ввиду того, что многие патогенные и условно-патогенные микроорганизмы, а также грибы и простейшие имеют внешнее сходство, микроскопические методы диагностики в чистом виде являются в большинстве случаев лишь ориентировочными и не дают основания для постановки окончательного диагноза. Вместе с тем они имеют бесспорное преимущество перед другими лабораторными диагностическими методами, так как позволяют быстро обнаруживать возбудителей в патологическом материале, пригодны для раннего распознавания патогенов (экспресс диагностики). Комбинация микроскопического и серологического методов в виде реакции иммунофлюоресценции позволяет успешно решать эту задачу. 

На основании данных микроскопии проводят выбор питательных сред на выделение микробов, обнаруженных в мазке. Иногда методом микроскопии выявляются микроорганизмы, плохо растущие на обычных питательных средах. 

Для забора материала используют сухие или слегка смоченные раствором натрия хлорида ватные тампоны. Взятие мазков со слизистых оболочек производится обязательно при достаточном освещении, чтобы хорошо рассмотреть очаги поражения и собрать необходимый патологический материал (слизь, гной, налёты). Полученный материал с тампона наносят на предметное стекло, обводят стеклографом, подсушивают и отправляют в лабораторию.

Бактериологические методы включают в себя выделение чистой культуры возбудителя с последующей идентификацией его по культуральным, биохимическим, антигенным и ряду других свойств. При этом возможно установить чувствительность выделенного агента к тем или иным химиотерапевтическим препаратам. Бактериологический метод является основным для постановки этиологического диагноза при большинстве инфекционных заболеваний, внутрибольничных инфекций, бактериальных осложнений.

Посев на искусственные питательные среды лучше производить немедленно после забора материала, непосредственно у постели больного или процедурном кабинете лечебного учреждения.

Серологические методы по своей диагностической ценности приближаются к бактериологическим, т.к. позволяют точно устанавливать этиологию заболевания. Сущность их состоит в определении роста антител в сыворотке крови по отношению к известному возбудителю, который вводится в серологическую реакцию. Ввиду того, что иммунитет при большинстве инфекционных болезней развивается только с 5-7 дня, а максимальное нарастание титра антител в сыворотке крови происходит лишь в периоде реконвалесценции, серологические методы менее пригодны для ранней диагностики и используются, главным образом, в целях ретроспективного распознавания этиологии уже перенесённого инфекционного процесса. Однако кровь для серологического исследования берётся обязательно в первые дни поступления (первые дни болезни), чтобы в дальнейшем иметь возможность наблюдения за нарастанием титра антител в динамике. Повторные серологические исследования при бактериальных инфекциях проводятся не раньше чем через 5-7 дней. При вирусных заболеваниях берутся «парные сыворотки» с интервалом 2 недели. Нарастание титра антител не менее, чем в 3-4 раза подтверждает диагноз заболевания.

В клинической практике применяются различные иммунологические методы, что существенно облегчает диагностику различных заболеваний. На сегодняшний день существуют методы, позволяющие выявить не только антитела, но и антигены некоторых возбудителей в крови больного (маркёры сывороточных гепатитов, ВИЧ и т.д.).

Сбор крови для иммунологических исследований лучше осуществлять самотёком. Для этого берут иглу с широким просветом и вводят в локтевую вену без шприца. Как только кровь начинает вытекать, подставляют пробирку для её сбора. При таком способе забора эритроциты крови меньше травмируются и сыворотка крови реже бывает с явлениями гемолиза, что небезразлично для результатов серологических исследований. Обычно для серологических реакций достаточно собрать 3-5 мл крови. Пробирку с кровью вначале следует поместить в термостат при температуре 37 град. С на 30 мин, затем перенести 

Аллергологический метод. Диагностика инфекционных и неинфекционных заболеваний на основании аллергической реакции организма I и IV типов. Основана на введении внутрикожно стандартных растворов известных аллергенов. Выраженность кожных реакций зависит от степени сенсибилизированности организма. В повседневную клиническую практику прочно вошли не только пробы для выявления причин атопических реакций, но и кожно-аллергические пробы для диагностики туберкулёза, бруцеллёза, кандидоза и т.п.

Биологический метод диагностики инфекционных заболеваний, основанный на заражении лабораторных животных. Применяется в случаях, когда выделение возбудителя на питательных средах затруднено или невозможно в силу биологических особенностей микроорганизмов, либо, когда необходимо  выявить факторы патогенности микроорганизмов (капсулы, токсин и т.д.).

Общие правила забора и транспортировки проб для

бактериологического исследования

При взятии и транспортировке материала для проведения микробиологического исследования необходимо соблюдать ряд общих правил:

1. Брать материал до начала антибактериальной терапии или через 10-12 часов после отмены препарата, т.к. под воздействием химиотерапевтических препаратов микробы изменяются и теряют способность к росту на искусственных питательных средах, что затрудняет их выделение в чистой культуре. Либо (при неправильно подобранном антибиотике) меняется микробный пейзаж с преобладанием устойчивых штаммов.

2. Брать материал непосредственно из очага инфекции или исследовать соответствующее отделяемое (гной из фистулы, мокроту при пневмонии, мазки с миндалин при ангине и т.д.).

3. Брать материал во время наибольшего содержания в нём возбудителей заболевания. 
Например, кровь для выделения гемокультуры при подозрении на сепсис необходимо брать в начале озноба, при повышении температуры. На высоте лихорадки при септических состояниях брать кровь нецелесообразно, т.к. за счёт бактерицидности крови большая часть возбудителей к тому времени лизируется.

4. Соблюдать строжайшую асептику во избежание загрязнения пробы микрофлорой окружающей среды. Посуда для сбора материала должна быть стерильной, плотно закрывающейся и не содержащей даже следов дезинфицирующих средств. Лучше всего, если посуда для забора материала будет получена в баклаборатории. В клиническом отделении обязательно должна быть спиртовка.
5. Материал для выделения аэробов и факультативных анаэробов берут стерильными ватными тампонами (отделяемое из раны, мазки со слизистых оболочек, из глаз, носа, зева), шприцем (кровь, гной, экссудат), непосредственно в стерильную посуду.

Материал для выделения строгих анаэробов получают из патологического очага путём пункции шприцем, из которого предварительно удаляют воздух; при исследовании кусочков тканей их берут из глубины очага и моментально погружают в транспортную среду. При необходимости использования тампонов, их сразу же после взятия материала также погружают в транспортную среду.
6. Количество должно быть достаточным для проведения исследования и для его повторения в случае необходимости.

Например, во время операции на бактериологическое исследование лучше посылать кусочки резецируемых тканей, а не мазки из операционной раны на тампоне. 

7. Транспортировку нативного клинического образца в лабораторию следует производить в максимально короткие сроки (не позднее, чем через 2 часа от момента взятия пробы), т.к. это определяет эффективность микробиологического исследования.

При длительном хранении материала происходит гибель наиболее требовательных к питательным веществам видов микробов, начинают размножаться менее требовательные и быстро растущие виды, что приводит к нарушениям количественного соотношения видов, и дезориентирует врача-микробиолога при интерпретации полученных результатов. Всё же, если материал нельзя в ближайшие 2-3 часа транспортировать в лабораторию, хранить его следует в холодильнике, используя консервирующие или транспортные среды (кроме проб крови и ликвора).

8. Клинические образцы для культивирования строгих анаэробов следует транспортировать в лабораторию, максимально защищая их от воздействия кислорода воздуха. Используют специальные флаконы, заполненные газом, не содержащим кислорода. Уколом иглы через резиновую крышку, плотно завальцованную, во флакон вносят исследуемый материал. Материал можно транспортировать прямо в шприце, на кончик которого надета стерильная пробка.

Транспортировку материала осуществляют также в транспортных средах, например, в смеси 10% лизированной крови донора, 10% глицерина и 80% изотонического раствора хлорида натрия.

Недопустимо транспортировать пробирки, шприцы и флаконы с патологическим материалом, взятым от больного, прямо в руках. Всю посуду, содержащую материал для микробиологического исследования транспортируют в специально предназначенных для этого биксах, пеналах и т.д.

9. К клиническому образцу, направляемому в лабораторию, прилагают сопроводительный документ, содержащий основные сведения, необходимые для проведения микробиологического исследования (характер материала, фамилия, имя и отчество больного, название учреждения или отделения, номер истории болезни, предполагаемый диагноз заболевания, предшествующая антимикробная терапия, дата и время взятия материала, фамилия врача, направляющего материал на исследование).

Способы взятия исследуемого материала  
из полости рта

Непосредственной причиной большей части заболеваний в полости рта являются резиденты (или их этиология вообще не выяснена) и поэтому предметом исследования в этих случаях является адаптированная к организму индигенная микрофлора, ее воздействие на организм и роль микробных ассоциаций в развитии оппортунистических болезней. Из этого своеобразия патологического процесса вытекают и особенности методов исследования.

При диагностике вызванных патогенами заболеваний полости рта, таких как дифтерия, туберкулез, гонорея, кандидамикоз и др., используют традиционные методы: микробиологический, бактериологический, серологический, биологический, кожно-аллергические пробы.

Использование микробиологических методов при оппортунистических процессах (кариесе, пародонтите, афтозном стоматите и т.п.) направленно не на диагностику болезней, а на изучение этиологии и патогенеза этих весьма распространенных заболеваний и, соответственно, на рациональную их терапию.

При одонтогенных воспалительных процессах (периодонтитах, абсцессах, флегмонах и т. п.) эти методы могут быть использованы для контроля проводимого лечения, прогнозирования исхода болезни и определения чувствительности микробной ассоциации к антибиотикам.

При стоматологических заболеваниях в качестве исследуемого материала можно изучать зубную бляшку, ротовую жидкость, содержимое десневого желобка или патологического десневого кармана, материал из кариозной полости, корневых каналов, гранулемы, гнойное отделяемое, пунктаты, соскобы и мазки-отпечатки со слизистой оболочки или элементов поражения.

В практической стоматологии чаще исследуют мазки-отпечатки со слизистой оболочки, гнойное отделяемое и пунктаты. 

Учитывая, что полость рта омывается ротовой жидкостью, содержащей определенные виды бактерий, при заборе материала из различных участков следует исключить попадание в пробу слюны.

Для этого исследуемую область обкладывают стерильными ватными тампонами. Перед забором материала нельзя обрабатывать полость рта бактерицидными препаратами, а также необходимо выяснить у больного, не принимал ли он в течение последних 3 недель антибиотики.

Учитывая, что большая часть резидентов полости рта является облигатными анаэробами, при заборе материала и его транспортировке необходимо соблюдать условия анаэробиоза.

  Исследование зубной бляшки.

Состав зубной бляшки можно изучать с помощью микроскопического и бактериологического методов.

Перед снятием зубного налета необходимо провести тщательную гигиеническую обработку полости рта, используя различные механические методы и контролируя обработку определением индекса гигиены. С этой целью пользуются специальными красящими растворами, определяя зону зубного налета. 

Три аспекта имеют значение при исследовании зубной бляшки:

· методика забора бляшки с поверхности зуба;

· методика дисперсии материала бляшки;

· методика микроскопического подсчета и подсчета выживаемости микробов при культивировании.
Методика взятия материала зубной бляшки.

Бляшка, расположенная на доступной гладкой поверхности зуба (щечная, язычная), может быть снята путем соскабливания обычным стерильным инструментом: экскаватором, скейлером. Для снятия бляшки с проксимальных поверхностей можно использовать стерильную нитку. Бляшку из ямок, фиссур можно получить острым зондом или заостренной ортодонтической проволокой. В некоторых случаях материал берут маленькими  стерильными ватными тампонами. Однако из-за плотности прилипания бляшки и трудности ее снятия этот способ годится только для изучения начальной стадии колонизации микробов на эмали. Наддесневую зубную бляшку можно снять стерильными экскаватором или скейлером.

 Сложнее получить материал из патологического десневого кармана, где часть бактерий находится в фиксированном состоянии на поверхности корня, а другие - в свободном состоянии в десневой жидкости.

 Забор материала из десневого кармана для микроскопического исследования можно проводить на целлулоидные узкие пластинки, которые осторожно вводят в карман и прижимают к поверхности корня со стороны десны. С внутренней стороны пластинки прилипают микробы с корневой части зуба, с наружной - свободно находящиеся в десневой жидкости микробы.

  Материал из кармана можно также брать с помощью стерильной кюретажной ложечки или проволокой с ложбинкой. С удаленных зубов можно сделать соскобы или приготовить гистологические срезы.

  Для бактериологического исследования материал должен быть сразу после забора помещен в транспортную питательную среду с целью сохранения жизнеспособности микробов.

Методика дисперсии материала бляшки
  Точность определения количества и видов бактерий в бляшке зависит от тщательности  дисперсии материала.

  Можно разбивать конгломераты бляшки путем встряхивания со стеклянными бусами в гомогенизаторе, обработкой материала в ультразвуковых дезинтеграторах. Однако ультразвук может вызвать гибель некоторых бактерий: особенно чувствительны к ультразвуковой обработке спирохеты и некоторые грамнегативные бактерии. В связи с этим обработку ультразвуком обычно проводят в течении 10 сек.    
Микроскопический подсчет, подсчет выживаемости 

микробов при культивировании
  Прямой микроскопический подсчет суспензированных микробов можно осуществлять  в камере Горяева. Можно также изучать материал в темном поле или фазово-контрастном микроскопировании.

  Подсчет жизнеспособных клеток из взятого образца проводят методом серийных разведений в стерильном физиологическом растворе (1:10, 1:20 и так далее). Из каждого разведения определенный обьем засевают на поверхность плотной среды. После инкубации подсчитывают количества КОЕ (колониеобразующие единицы) и пересчитывают количество на исходный обьем.

  Успех метода зависит от использования подходящих питательных сред и условий культивирования, так как большая часть резидентов является строгими анаэробами и микроаэрофилами.

  Низкую высеваемость микробов можно обьяснить недостаточной дисперсией, прилипанием микробов к поверхности стекла при приготовлении разведений и неудачным подбором питательной среды.

Исследование ротовой жидкости.

  Ротовую жидкость обычно у больных утром (9-11 час.) через 2 часа после приема пищи, собирая ее в течение 10 мин. в стерильные пробирки, Эту слюну называют нестимулированной.

  Стимулированную слюну получают после нанесения на спинку языка 1-2 капель стерильного 2% раствора лимонной кислоты или жевания 5 г. парафина в течении 30 сек. Паротидную слюну получают путем введения в проток специальной стерильной канюли.

Исследование кариозной полости.

  Сначала из кариозной полости стерильным бором убирают поверхностные слои размягченного дентина, смоченного слюной. Не допуская попадания в исследуемый материал слюны, другим стерильным бором обрабатывают полость и помещают дентин с помощью стерильной гладилки в транспортную среду.

Исследование корневых каналов.

  Материал из корневых каналов берут корневыми иглами, на которых находятся стерильные ватные турунды. Предварительно на 4-5 корневых игл накручивают тонкие ватные турунды, упаковывают их в бумажные пакетики и стерилизуют в автоклаве.

Исследование десневой жидкости.

  Из десневого желобка, патологического десневого кармана материал можно брать маленькой стерильной кюретажной ложечкой, скейлером. Десневую жидкость можно собирать по принципу капиллярности стерильной микропипеткой, стерильными фильтровальными полосками, стерильными нитками.

 Исследование соскобов со слизистой оболочки.

Соскоб со слизистой оболочки, спинки языка можно делать стерильным шпателем, гладилкой. Перед взятием материала из эрозий, язв необходимо удалить поверхностный налет сухим или смоченным изотоническим раствором тампоном, не применяя антисептических препаратов. Этот материал может быть использован для микроскопического и бактериологического методов исследования.

 В некоторых случаях можно делать мазки- отпечатки со слизистой оболочки или элементов поражения. Для этого сухое обезжиренное стекло с зашлифованными краями прикладывают несколько раз к исследуемому участку. Если имеются труднодоступные места, то можно для забора материала использовать стерильные резиновые столбики, приготовленные из ластиковой резинки, которые прикладывают сначала к пораженному участку, а затем к стеклу.

Как уже отмечалось выше, ведущую роль в развитии воспалительных заболеваний полости рта и челюстно - лицевой области играют облигатно-анаэробные и микроаэрофильные бактерии, что определяет необходимость обязательного использования техники анаэробного культивирования при диагностике данной патологии. Особое значение это имеет при гнойно - воспалительных процессах - флегмонах, абсцессах, фасциитах, остеомиелитах челюстно - лицевой области, - когда адекватная антибактериальная терапия с учётом чувствительности выделенных из воспалительного очага бактерий является залогом успешного лечения больного в послеоперационном периоде.

Поэтому бактериологический метод исследования материала при данной патологии включает обычно параллельное поэтапное исследование в аэробных (традиционным методом) и анаэробных условиях. Для создания анаэробных условий в настоящее время обычно используют анаэростаты и газбоксы. Они представляют собой герметичные камеры, из которых с помощью вакуум-насоса откачивают атмосферный воздух, а затем заполняют бескислородными газовыми смесями. Оптимальной для развития облигатных анаэробов является смесь, состоящая из 80% азота, 10% углекислого газа, 10% водорода. Для нейтрализации остаточного кислорода в анаэростаты помещают палладиевые катализаторы, пиррогалол или другие химически редуцирующие кислород соединения.

Патологический материал при абсцессах, флегмонах и фасциитах берут пункцией с помощью толстой иглы и доставляют в лабораторию в шприце (воткнув иглу в стерильную резиновую пробку) или поместив в транспортную среду (Стюарта или тиогликолевую). В процессе оперативного вмешательства материал забирают с помощью стандартного ватного тампона, который помещают транспортную среду. Транспортные среды, благодаря особенностям своего состава, обеспечивают резкое снижение метаболизма микробов и возможность длительного сохранения их жизнедеятельность  (от 6 до 12 часов).

1 этап бактериологического исследования -
 получение изолированных колоний.

Обычно выполняется на чашках Петри с 5% анаэробным гемагаром - питательной средой, которая помимо нативной крови содержит такие факторы роста анаэробных бактерий как гемин (витамин К) и менадион. Среда является универсальной для роста большинства видов анаэробных и аэробных бактерий.

При возможности оценки количества материала (масса в г или обьем в мл) проводят количественное исследование с последующим расчетом числа выросших колоний на единицу количества материала - КОЕ или CFU (колониеобразующая единица). Существует 2 основных варианта количественного исследования.

1. Метод разведения в жидкой питательной среде, например, в тиогликолевой или в сахарном бульоне. Готовят разведение исходного обьема материала в 10, 100, 1000 и т.д. раз, а затем делают посев на отдельные чашки Петри в количестве 0,1 мл и равномерно распределяют материал по поверхности анаэробного гемагара.

2. Метод распределения (по Гольду и его модификации). Из определенного обьема транспортной среды, после предварительного перемешивания (с целью равномерного распределения микробов во всем обьеме), делают посев в 1 сектор чашки Петри и тщательно растирают материал петлей. После чего петлю прожигают и из 1 "грязного" сектора выполняют 3 линейных штриха во 2 сектор, затем также в 3 и 4. Эмпирически установлено, что при переходе к каждому последующему сектору концентрация бактерий падает на 2 порядка (поэтому при расчете используют множитель 10  для 1 сектора ,10  - для 2 и т.д.).

Например, при получении 15 колоний в 3 секторе концентрация жизнеспособных бактерий в исследуемом обьеме материала составит 15 x 10  КОЕ.

Независимо от методики, чашки Петри с анаэробным гемагаром культивируют в анаэростате или газбоксе при температуре 37 град С  до 7-10 дней, хотя большая часть анаэробов дает хороший рост колоний уже на 3-4 день. При макроскопическом и микроскопическом изучении выросших колоний проводят сопоставление морфологии самих бактерий и колоний, которые они формируют, при выращивании в анаэростате и полученных 5% кровяном агаре в аэробных условиях.

Принципиальное значение для дальнейшей идентификации имеет проведение теста на наличие каталазы: материал колонии смешивают на предметном стекле с каплей 0,5% перекиси водорода - активное образование пузырьков газа свидетельствует о наличии у данного микроба фермента каталазы, что обычно характерно для факультативно-анаэробных бактерий. Основные виды облигатно-анаэробных бактерий каталазу не продуцируют.

 II этап бактериологического метода

 получение чистой культуры.
Выполняется на жидких (тиогликолевая среда, среда Китта-Тароци, сердечно-мозговой бульон) или полужидких средах (с добавлением 0,5% агар-агара). Материал из изолированной колонии переносят в пробирку с одной из указанных сред, которые затем желательно поместить в анаэростат. Чистые культуры получают через 3-5 дней культивирования при температуре 37 град С.

 III этап бактериологического метода

   идентификация чистой культуры.

Для определения вида выделенной при анаэробном культивировании чистой культуры, также как и при традиционном, используется определение комплекса морфологических, тинкториальных, культуральных, биохимических и хемотаксономических свойств.  При необходимости проводится фаготипирование, определение чувствительности к антибиотикам методом дисков или методом серийных разведений.
IV этап бактериологического метода -

   заключение.

На основании полученных данных о морфологических, тинкториальных, культуральных, биохимических и антигенных свойств выделенной культуры выносится заключение о принадлежности ее к определенному роду и виду микроорганизмов.  В случае определения чувствительности к антибиотикам анализируется антибиограмма.
Основные принципы рациональной 

антибактериальной терапии
Антибактериальная терапия представляет собой особую разновидность фармакотерапии, поскольку подразумевает использование антиинфекционных химиопрепаратов – уникальной группы лекарственных средств, которые, наряду с вакцинацией, больше, чем какие-либо другие достижения науки, повлияли на продолжительность жизни человека. Антибиотики -  это одна из наиболее динамичных групп лекарств, т.к. в связи с ростом резистентности микроорганизмов, их арсенал постоянно расширяется и обновляется. В то же время, антиинфекционные химиопрепараты почти в половине случаев, по мнению ведущих мировых экспертов, применяются необоснованно. Нередко это связано с недостаточной информированностью врачей. Прежде всего, врач должен отдавать себе отчет, что антибактериальная терапия не является панацеей, т.к. во многих случаях успешное лечение инфекций предполагает своевременное проведение оперативного вмешательства, использование симптоматической терапии, иммунокоррекции и т.д. Кроме этого, следует осознавать, что в борьбе с микроорганизмами, имеющими чрезвычайно высокие адаптационные свойства¸ человек никогда не будет абсолютным победителем. Поэтому необходимо стремиться к осмысленному и мудрому применению имеющегося арсенала антиинфекционных лекарственных средств, особенно тщательно взвешивая все «за» и «против» при решении вопроса об их назначении. 
Возникновение резистентности к антибиотикам связано либо с изменениями, происходящими в результате спонтанных мутаций в бактериальной хромосоме, либо с приобретением бактериальной клеткой R-плазмид в результате генетических рекомбинаций. И в первом и во втором случае резистентность наследуется и приводит к распространению резистентных бактерий. Обычно уже через 1-3 года после начала применения нового антибиотика появляются устойчивые к нему бактерии, а через 10-20 лет формируется полная резистентность к препарату. 

Если в результате мутаций бактерия приобретает устойчивость к одному антибиотику, то с R-плазмидой связана устойчивость к 5-6 препаратам. В бактериальной клетке может присутствовать несколько таких плазмид, что и обусловливает возникновение полирезистентных штаммов. Появление в генетическом аппарате бактерии новых генов приводит к изменениям биохимических процессов и появлению новых свойств, обуславливающих устойчивость к антибиотикам. 

Установлено, что большинство облигатно- и факультативно анаэробных бактерий обладают множественной лекарственной устойчивостью к антибиотикам. Например, среди бактероидов и фузобактерий более половины штаммов, выделенных от больных с одонтогенными воспалительными процессами, были резистентны к действию 8 и более антибактериальных препаратов. В основном резистентность наблюдается в отношении аминогликозидов, пенициллинов, полимиксина. Грамположительные и грамотрицательные анаэробные кокки в большинстве резистентны к 6-9 антибиотикам (аминогликозидам, ристомицину, полимиксину, линкомицину). Необходимо отметить, что у разных больных большинство штаммов одних и тех же видов имеют различную степень устойчивости.
Таким образом, для успешного проведения антибактериальной терапии при гнойно-воспалительных заболеваниях необходимо проведение полноценного бактериологического исследования с определением чувствительности бактерий к антибиотикам, а при назначении антибактериальных препаратов необходимо придерживаться следующих принципов:
1. Диагноз должен быть настолько точным, насколько это возможно, что помогает правильно установить очаг инфекции и возбудителя.

2. Решение вопроса о действительной необходимости проведения антибактериальной терапии (существуют состояния и заболевания, при которых можно обойтись без антибиотиков, а бесконтрольное и нерациональное применение антибактериальных препаратов ведёт ко многим осложнениям, в том числе и формированию лекарственной устойчивости возбудителей).

3. Выбор наиболее подходящего препарата. Для этого необходимо знать механизмы действия антибактериальных препаратов, чувствительность к ним возбудителей. Самое лучшее – назначать препарат после получения заключения бактериологической лаборатории. В экстренных случаях назначаются препараты широкого спектра, а при получении заключения из лаборатории препарат заменяется наиболее подходящим. Если же нет эффекта от проводимой терапии в течение 3-х суток, то следует сменить антибиотик на препарат из резерва.

4. Введение оптимальных доз препарата с оптимальной частотой и наиболее подходящим методом. Современные методы позволяют контролировать концентрацию препарата в сыворотке больного. В любом случае необходимо придерживаться возрастной дозировки и схемы введения антибиотика с учётом тяжести заболевания. Кроме того, для более эффективного лечения следует устранить все препятствия (восстановить проходимость бронхов, пассаж мочи, провести дренирование ран и абсцессов и т.д.)

5. Продолжение лечения до достижения очевидного выздоровления больного, затем ещё примерно 3 дня для того, чтобы избежать рецидива заболевания. Если инфекция поддалась действию препарата, то это становится ясным, по крайней мере, в течение 5 дней после отмены препарата. В среднем курс эффективной антибактериальной терапии составляет 7-10 дней. 

6. Контроль за излечением. При некоторых заболеваниях желательно получить микробиологическое подтверждение излечения, поскольку исчезновение симптоматики может произойти до выведения из организма микробов, например, при инфекциях мочевыводящих путей. Контроль должен быть выполнен не ранее, чем через 12 часов после последнего введения препарата.

7. Не лечить антибактериальными препаратами бактерионосителей. В этих случаях предпочтительнее обеспечить нормализацию микрофлоры иммунобиологическими препаратами. Применение антибактериальных средств с большой вероятностью приводит к более долгому бактерионосительству.

8. Предпочтительно использовать монотерапию. Комбинации препаратов можно применять лишь в тяжёлых случаях заболеваний, вызванных ассоциациями микроорганизмов при неодинаковой чувствительности их к антибиотикам. При этом препараты не должны обладать сходным механизмом действия, не допускается сочетание также бактерицидных и бактериостатических антибиотиков. Существуют апробированные сочетания антибактериальных препаратов (ко-тримоксазол, пенициллин с гентамицином при тяжёлых энтерококковых инфекциях, амоксициллин с метронидазолом при Helycobacter-ассоциированных и др. анаэробных инфекциях и т.д.). Исключение составляют аминогликозиды, т.к. их предпочтительно использовать только в комбинациях, поэтому они относятся к препаратам глубокого резерва.
ТЕМА №6

ПРОЯВЛЕНИЯ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

В ПОЛОСТИ РТА. ИНФЕКЦИОННЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ РОТОВОЙ ПОЛОСТИ, РОЛЬ ИММУНОДЕФИЦИТНЫХ СОСТОЯНИЙ
Специфика работы врача-стоматолога на приеме не исключает заражение врача от пациента воздушно-капельным или контактным путем. Поэтому практикующий стоматолог должен иметь четкое представление о проявлении некоторых инфекционных заболеваний в полости рта. 
Бактериальные инфекции

Банальная кокковая флора (стафилококки и стрептококки) могут вызывать различные гнойно-воспалительные процессы: фурункулы, гингивостоматит, заеда, хронические трещины губ, хроническая язвенная пиогенная гранулема. При всех этих формах появляются эрозии с гнойным отделяемым. Входными воротами для гноеродных кокков могут служить микротравмы. Смешанная стафило- и стрептококковая флора является причиной развития импетиго, при котором вначале обнаруживаются стрептококки, а затем - стафилококки. При этом гнойничковый процесс развивается на коже лица, красной кайме губ и далее может распространиться на слизистую оболочку рта. Заболевание чаще встречается у детей, а также пожилых людей, пользующихся съемными протезами. Для диагностики кокковых пиодермий и нагноений слизистой оболочки полости рта используют бактериологический метод. 

Скарлатина. Возбудителем скарлатины является лизогенный штамм бета-гемолитического стрептококка серогруппы А, продуцирующий эритрогенный токсин. У больного скарлатиной наблюдается яркая гиперемия слизистой оболочки миндалин и нёба («пылающий зев»). Язык покрыт белым налётом и на этом фоне выделяются грибовидные сосочки ярко-красного цвета. В тяжелых случаях могут быть изъязвления. На 2-3 день болезни на коже появляется ярко-розовая или красная мелкоточечная сыпь. Через 10 дней изменения в полости рта проходят. Заболевания чаще встречается у детей дошкольного возраста. Диагноз обычно ставят на основании клинических данных.
Гонококковый стоматит возникает при орально-генитальных контактах. Он проявляется гиперемией, отеком на слизистой оболочке рта, небольшими эрозиями с вязким слизисто-гнойным секретом. На губах при гонорее могут быть язвенные поражения, десны отечны и воспалены. Язык, слизистая оболочка щёк могут быть гиперемированы и с изъявлениями. Возможно также поражение слюнных желез и глотки. Для диагностики применяют бактериоскопический метод.

Дифтерия. Возбудителями являются токсигенные Corynebacterium diphtheriae tox+. При островчатой форме дифтерии на миндалинах, нёбных дужках, язычке, иногда на месте прорезывающегося или удалённого зуба и на слизистой оболочке щеки образуются плотно сидящие налёты в виде небольших бляшек или точек белого либо серовато-белого цвета. При распространенной форме дифтерии ротоглотки на фоне неяркой гиперемии отмечаются характерные плёнчатые налёты, цвет которых становится грязно-серым или желтовато-серым. Симптомы интоксикации могут быть слабо выражены, и больной переносит заболевание «на ногах». Довольно часто встречаются атипичные формы дифтерии, протекающие под видом катаральной, фолликулярной или лакунарной ангины, дифтерия носа и раневых поверхностей, нередко встречается и т.н. «здоровое» носительство токсигенных штаммов. Диагностику дифтерии проводят бактериологическим методом.
Туберкулез, поражающий слизистую оболочку рта и красную кайму губ, может проявляться в виде туберкулёзной волчанки. Туберкулёзные поражения полости рта представляют собой проявления общего заболевания. Наиболее часто возбудители попадают в ротовую полость гематогенным путём. Процесс чаще всего локализуется на десне и в области передних зубов, на верхней губе и на нёбе. Заболевание начинается с появления специфического туберкулёзного бугорка красного или жёлтого цвета, диаметром 1-3 мм. бугорок в центре разрушается с образованием язвы. При дальнейшем развитии заболевания разрушается костная ткань межальвеолярных перегородок, что приводит к подвижности и выпадению зубов. При длительном течении болезни на месте поражения образуются гладкие, блестящие рубцы. Осложнение заболевания бактериальной или кандидозной вторичной инфекцией отягчает процесс.

Некоторые инфекционисты считают, что, по крайней мере, один недиагносцированный больной туберкулёзом может оказаться на приёме у врача-стоматолога в течение года. Особое внимание в этом плане следует обращать на больных сахарным диабетом, иммунодефицитными болезнями и алкоголиков. Диагноз туберкулёза ставят с помощью люминисцентной микроскопии, бактериологического метода и внутрикожной аллергической пробы с туберкулином. 
Актиномикоз. Наибольшее значение в патологии человека имеют A. israelii и A. viscosus. Заражение человека происходит при попадании возбудителей с пылью почвы, растительными остатками на поврежденную кожу, аэрогенно на слизистые оболочки дыхательных путей и алиментарно на слизистые оболочки пищеварительного тракта. Достоверных данных о заражении здорового человека от больного нет.
Часто развивается эндогенная инфекция за счёт актиномицетов нормальной микрофлоры организма. При этом имеет значение снижение резистентности микроорганизма, наличие сенсибилизации к возбудителю и возникновение ассоциации актиномицетов с другими бактериями (стафило- и стрептококками, бактероидами). 

Примерно в половине всех случаев актиномикоза первичный очаг имеет шейно-лицевую локализацию, при этом довольно часто развивается актиномикоз лица и нижней челюсти. Инфекционный процесс характеризуется возникновением на месте локализации инфильтратов с последующим размягчением, некрозом, образованием свищей и выделением гноя. В гное обнаруживаются характерные морфологические гранулёмы, называемые друзами. Они имеют вид желтоватых зернышек и являются результатом развития местных реакций гиперчувствительности (ГЗТ). При микроскопическом исследовании в центре друзы видны сплетения тонких гиф с радиально расходящимися в виде лучей мицелиальными нитями с колбовидными утолщениями на концах, окруженных эозинофильными скоплениями.
Актиномикоз характеризуется хроническим течением, присоединением вторичной пиогенной инфекции.

Сифилис. Возбудителем сифилиса является Treponema pallidum. Заболевание характеризуется хроническим течением и стадийностью. Больной высоко заразен на 1 и 2 стадиях, когда трепонемы присутствуют в элементах поражения. Формирование первичной сифиломы – твердого шанкра - наблюдается по истечении 3-4-недельного инкубационного периода. Шанкр может находиться на красной кайме губ, слизистой оболочке рта, языке, миндалинах (шанкр-амигдалит). Шанкры полости рта составляют 55% от всех экстрагенитальных локализаций. При локализации твердого шанкра на губах или слизистой оболочке рта примерно через неделю происходит поднижнечелюстных и подподбородочных лимфоузлов. отделяемое шанкра содержит большое количество трепонем, которые могут быть обнаружены при темнопольной микроскопии нативных препаратов.
Вторичный период, продолжающийся 2-3 года, характеризуется полиморфной сыпью (розеолезной, папулезной, пустулезной) на коже и слизистых оболочках. На слизистой оболочке полости рта сифилитические папулы располагаются на щеках по линии смыкания зубов, на твердом нёбе, на миндалинах в виде плотных элементов со слегка белесоватой гладкой поверхностью. Папулы могут сливаться в сплошные эрозивные бляшки с сероватым налётом, безболезненные. Нередко аналогичные высыпания имеют место на гортани, и у больного отмечается охриплость голоса. Изъязвления могут также находиться в области мягкого нёба, миндалин и напоминать афты, сопровождаясь болезненностью и повышением температуры. Диагноз вторичного сифилиса подтверждается с помощью серологических реакций (РСК по Вассерману, иммобилизации трепонем, РИФ, ИФА).

При раннем врожденном сифилисе первые симптомы заболевания появляются уже на 1-2-м мес жизни. Губы становятся  отечными, утолщенными, желто-красного цвета. На поверхности пораженной слизистой оболочки полости рта появляются язвы, которые в дальнейшем рубцуются. Особенно характерны рубцы в углах рта (лучистые рубцы Робинсона-Фурнье). В ранний период обычно все серологические реакции резко положительны.

Для позднего врожденного сифилиса (после 2 лет) характерна триада Хатчинсона: паренхиматозный кератит (помутнение роговицы), лабиринтная глухота и хатчинсоновские зубы (бочкообразная или долотообразная форма резцов, гипоплазия жевательной поверхности с полулунной выемкой по свободному краю). Возможны и другие дистрофии зубов: зуб Муна (недоразвитие жевательных бугорков первых моляров), щучий зуб Фурнье (изменение клыка с истончением его свободного конца), бутонообразные зубы и др. При этом серологические реакции чаще всего отрицательны.
Вирусные инфекции
Поражения слизистой оболочки полости рта наблюдаются при многих вирусных инфекциях. Однако наиболее часто встречается герпетический гингивостоматит, возбудителем которого является вирус простого герпеса 1 типа (Symplexvirus). Этот вирус вызывает не только гингивостоматит, но и банальную герпетическую лихорадку, а также герпетическую экзему, кератоконъюнктивит, менингоэнцефалит и некоторые другие заболевания.

Острым герпетическим гингивостоматитом болеют чаще всего дети от 6 мес до 6 лет. Первичное инфицирование вирусом происходит как раз в этом возрасте при контакте со взрослыми вирусоносителями. Заболевание протекает как в форме острой инфекции, так и активации латентного носительяства.
Гингивостоматит при герпесной инфекции протекает с повышением температуры, сильными болями во рту, слюнотечением. Сначала появляется гиперемия, затем формируются везикулы, которые быстро переходят в афты. Клинически это выглядит как эрозия, овальной или щелевидной формы с ровными краями, гладким дном, покрытым серовато-беловатым налётом. Локализуются афты чаще на слизистой оболочке нёба, языка, губ, переходных складок. Некротизированные участки десны имеют желтовато-белый цвет, не снимающийся при протирании. Присоединение кокковой инфекции утяжеляет течение заболевания.
В большинстве случаев микробиологическая диагностика не требуется. В случаях тяжёлой рецидивирующей инфекции и иммунодефицитных лиц прибегают к вирусологической диагностике: проводят РИФ мазков-отпечатков для обнаружения вирусного антигена, также можно провести выделение вируса, заражая куриный эмбрион или культуру клеток почек кролика.  С помощью серологических реакций (РСК, РТГА, ИФА) выявляют нарастание титра антител к вирусу.

Герпангина вызывается полиомиелитоподобным вирусом Коксаки серологической группы А. источником инфекции служат больные люди и носители. Заражение происходит воздушно-капельным и алиментарным путём. Чаще болеют дети. герпангина характеризуется папулезно-везикулезными высыпаниями на мягком нёбе, дужках, язычке, миндалинах, задней стенке глотки.
Наиболее адекватным методом диагностики Коксаки-инфекции является серологический, показывающий нарастание титра антител к вирусу в РН, РСК, РТГА.

Грибковые инфекции

Возбудителями большинства микозов, поражающих слизистую оболочку полости рта, являются дрожжеподобные грибы рода Candida. В норме допускается небольшое содержание этих грибов в полости рта, а также на протяжении всего ЖКТ, в половых путях (особенно у женщин) и на поверхности кожи. При снижении колонизационной резистентности слизистых оболочек (недостаточности неспецифических и специфических защитных факторов, а также антагонистического действия индигенной микрофлоры) количество дрожжеподобных грибов начинает нарастать. 

Наиболее патогенным из всех видов грибов рода Candida (а их насчитывается более 100) является C. аlbicans. Они представляют собой грибки, утратившие способность к разиножению спорами, которым присущ диморфизм. 
Покоящаяся форма кандид – дрожжевая, при этом в мазках из патологического материала и чистой культуры видны овальные почкующиеся клетки, напоминающие дрожжи. В тканевой форме грибы образуют псевдомицелий, который возникает путем последовательного или бокового почкования. Он отличается от истинного тем, что не имеет общей оболочки и перегородок, а состоит из длинных и тонких клеток (псевдогиф), в местах соприкосновения клеток образуются бластоспоры. На картофельном агаре или среде Сабуро C. аlbicans образует хламидоспоры, что является дифференциально - диагностическим признаком для данного вида. Хламидоспоры – это двухконтурные клетки (органы сохранения) круглой или овальной формы, образующиеся из укрупненных клеток - протохламидоспор, располагаются на концах псевдомицелия.
Процесс взаимодействия грибковых клеток с эпителием слизистой оболочки полости рта начинается с адгезии. Активность адгезии повышают углеводы, находящиеся в полости рта (сахароза, глюкоза, мальтоза и др.) Наиболее высокой скоростью адгезии из всех дрожжеподобных грибов рода Candida обладают C. аlbicans, как наиболее патогенные. Усиливает адгезию применение антибактериальных антибиотиков, особенно широкого спектра действия, как фактор, подавляющий антагонистическую активность защитной микрофлоры. Ингибируют адгезию возбудителя некоторые неспецифические и специфические факторы местной защиты, например, система комплемента и секреторные иммуноглобулины. В патогенезе заболеваний, вызванных C. аlbicans, большое значение имеют ферменты агрессии – нейраминидаза, кислая протеаза, некоторые гидролазы и др., которые способствуют разрушению зубной эмали и развитию кариеса. Кариозные полости, в которых вегетируют дрожжеподобные грибы, можно рассматривать как своеобразную экологическую нишу, благодаря которой они могут участвовать в развитии микотических тонзиллитов и стоматитов.
Обычно грибы рода Candida в полости рта человека ассоциируются с другими микроорганизмами. Их синергические взаимодействия объясняются продукцией некоторых ростовых веществ – витаминов, которые способствуют росту многих микроорганизмов, в частности, лактобактерий. Однако выделяемая лактобактериями молочная кислота угнетает размножение дрожжеподобных грибов (это свойство используется в лечении кандидозов, т.к. хороший эффект дают пробиотики на основе лактобактерий). Поэтому в норме дрожжеподобные грибы колонизируют слизистую оболочку полости рта, не вызывая патологических изменений. 
На фоне иммунодефицитных состояний или длительной антибактериальной терапии, приводящей к дисбактериозу, они вызывают кандидозы. Заболевания могут развиваться в виде первичных или вторичных инфекций в результате экзогенного или эндогенного инфицирования. Клиническое течение может быть в виде местного поражения полости рта, либо в виде генерализованного кандидоза со множественными поражениями внутренних органов человека.
Местные проявления кандидоза, или первичный кандидоз в полости рта, протекают в форме острого псевдомембранозного кандидоза (молочницы). При этом полость рта покрывается белым налетом и имеет вид свернутого молока. Заболевание часто встречается у новорожденных, особенно недоношенных и с родовыми травмами, а также детей, находящихся на искусственном вскармливании. У взрослых псевдомембранозный кандидоз встречается редко и поражает главным образом лиц с тяжелыми вторичными иммунодефицитными состояниями – при онкозаболеваниях, после применения стероидных гормонов, цитостатиков, на фоне лучевой терапии.

Как следствие острого псевдомембранозного кандидоза может развиваться острый атрофический кандидоз.
Хронический атрофический кандидоз развивается часто в результате ношения протезов. Поражаются, в основном, изолированные участки губ (кандидозный хейлит), углов рта (заеды), языка (глоссит).

Гиперплатический кандидоз характеризуется появлением на гиперемированной слизистой оболочке крупных, иногда сливающихся белых папул. Поражаются, главным образом, слизистая оболочка щёк рядом с углами губ, спинка языка и задняя часть нёба. Заболевание приобретает хроническое течение и может рассматриваться как предраковое заболевание.

Микробиологическая диагностика: проводят микроскопические, культуральные и иммунологические исследования. В мазках со слизистой оболочки, окрашенных простым методом, обнаруживают почкующиеся клетки и элементы псевдомицелия. Культуры из патологического материала получают на среде Сабуро или кандида-агаре. Идентификацию грибов рода Candida проводят на основании данных микроскопии, культуральных признаков, биохимической активности, типов роста филаментации и образования хламидоспор.
Серодиагностику проводят с помощью РА, РСК, либо ИФА. Ставят кожно-аллергические пробы с кандида-аллергеном.

* * *

Как видно из всего сказанного выше, в патогенезе многих заболеваний полости рта играет роль первичная или вторичная недостаточность иммунологической защиты организма.    
Клиническими проявлениями иммунодефицитных состояний могут служить инфекции, вызванные условно-патогенной микрофлорой, аутоиммунные заболевания, аллергические реакции, опухоли. В полости рта нередко проявляются заболевания микробной этиологии. Так, у детей, страдающих иммунологической недостаточностью, слизистая оболочка рта часто поражается бактериями, вирусами или грибами в результате резкого снижения клеточной или гуморальной защиты. Такие осложнения наблюдаются у детей с первичными дефектами с рождения и являются проявлением т.н. инфекционного синдрома. При изолированном дефиците секреторного IgA или лизоцима возникают вялотекущие, хронические бактериальные инфекции, а при дефектах Т-лимфоцитов или интерферона возникают поражения в первую очередь вирусными или грибковыми инфекциями. В любом случае первыми признаками иммунодефицита могут служить кандидоз (часто хронический), тяжелое длительное течение герпетического стоматита, язвенно-некротические поражения слизистой оболочки.
Аналогичные осложнения характерны для больных со вторичными иммунодефицитными состояниями, обусловленными медикаментозной терапией глюкокортикоидами или цитостатиками, развивающиеся на фоне лучевой терапии, при онкозаболеваниях, диабете, в послеоперационном периоде или при хронических инфекциях (туберкулез и др.).
Вопросы к итоговому занятию 

«МИКРОФЛОРА ПОЛОСТИ РТА В НОРМЕ 

И ПРИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ СОСТОЯНИЯХ»

1. Симбиоз микробных ассоциаций полости рта и макроорганизма.

2. Микробиоценоз полости рта. Факторы симбиоза. Формирование микробных ассоциаций.

3. Основные биотопы полости рта и их микрофлора. 

4. Нормальная и резидентная микрофлора полости рта.

5. Динамика формирования микробиоценоза полости рта. Возрастные особенности.

6. Стабилизирующая и агрессивная флора полости рта. Характеристика основных представителей.  

7. Основные представители стабилизирующих видов бактерий полости рта: S.sanguis, S.salivarius, S.mitis, вейллонеллы, нейссерии, коринебактерии, лактобактерии.

8. Анаэробные и микроаэрофильные стрептококки. Характеристика. Роль в развитии патологических процессов полости рта.

9. Актиномицеты, лакто-и бифидобактерии полости рта. Характеристика. Роль в развитии патологических процессов

10. Вейллонеллы  и другие антагонисты кариесогенных бактерий.

11. Бактероиды полости рта. Характеристика. Роль в развитии патологических процессов полости рта.

12. Адгезия микробов к пломбировочным, реконструктивным и ортопедическим материалам. Влияние протезов на микрофлору полости рта.

13. Проблема колонизационной резистентности полости рта. Факторы, обеспечивающие колонизационную резистентность.

14. Неспецифическая резистентность и иммунитет полости рта. Понятия, основные факторы.

15. Факторы неспецифической резистентности полости рта.

16. Специфические факторы антимикробной резистентности, действующие в полости рта.

17. Гуморальные факторы специфической резистентности полости рта. Секреторный иммуноглобулин А, характеристика, функции, механизм и динамика образования при первичном и вторичном иммунном ответе.

18. Механизмы противоинфекционной резистентности полости рта. Механизмы антибактериальной и противовирусной защиты полости рта.

19. Иммунологические факторы слюны. 

20. Клеточные факторы резистентности полости рта, специфические и неспецифические. 

21. Зубной налет при оценке гигиенического состояния ротовой полости. Профилактика кариеса. Проблема создания вакцины против кариеса.

22. Зубной налет и механизмы его образования. Роль биосинтеза гликанов. Адгезия и коаггрегация бактерий.

23. Зубной налет. Механизмы формирования бляшки и особенности ее локализации. Роль микробов в бляшкообразовании.

24. Факторы, способствующие развитию кариеса.  Роль резидентной микрофлоры в развитии кариеса.

25. Микрофлора при кариесе. Кариесогенные виды микробов: микроаэрофильные стрептококки, актиномицеты, лактобактерии.

26. Патогенез кариеса. Значение процессов гликолиза и фосфорилирования в деминерализации эмали.

27. Микробиологические методы изучения микрофлоры при кариесе и его осложнениях.

28. Микрофлора при болезнях пародонта.

29. Роль актиномицетов в развитии гингивита и пародонтита.

30. Пародонтопатогенные виды микробов: бактероиды, превотеллы, порфиромонады, актиномицеты, трепонемы.

31. Одонтогенная инфекция челюстно-лицевой области. Возбудители, факторы способствующие развитию инфекции.

32. Воспалительные заболевания слизистой оболочки полости рта. Этиология. Патогенез. Лечение. Профилактика.

33. Дисбактериозы ротовой полости. Фузоспирохетоз и кандидоз.

34. Способы забора патологического материала из полости рта для проведения микробиологического исследования.

35. Методика исследования зубной бляшки.

36. Правила взятия и методика исследования ротовой и десневой жидкости.

37. Правила взятия и методика исследования материала из кариозной полости и корневых каналов.

38. Правила взятия и транспортировки патологического материала для микробиологического исследования из пародонтального кармана.

39. Характеристика бактериологического метода исследования.  Чистая культура и способы ее получения, определение чувствительности возбудителей к антибиотикам.

40. Принципы культивирования аэробных и анаэробных бактерий.

41. Серологический метод диагностики инфекционных болезней. Его цели, достоинства.

42. Общая характеристика реакций антиген-антитело: специфичность, чувствительность. Механизмы реакций 1-го и 2-го порядка. Диагностическое значение серологических реакций, их информативность.

43. Серодиагностика и серологическая идентификация. Различия в понятиях. Цели. Современные приемы.
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