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1. Занятие № 5 



Тема: «Нормальная микрофлора организма человека. Неспецифические факторы защиты организма человека».

2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

3. Значение изучения темы:

Иммунитет – это способ защиты организма от генетически чужеродных веществ экзогенного и эндогенного происхождения, направленный на поддержание и сохранение гомеостаза и биологической (антигенной) индивидуальности каждого организма и вида в целом. 

Естественные барьеры неспецифической (антигеннезависимой) иммунной защиты разделяют на механические и химические. Основные механические барьеры – кожа и слизистые оболочки – составляют первую линию защиты против возбудителя инфекции, секреты этих барьеров уничтожают либо ингибируют микроорганизмы. Если последние преодолевают эти поверхностные барьеры, то они сталкиваются с разнообразными конституциональными факторами (вторая линия неспецифических защитных механизмов). Последние принято делить на гуморальные и клеточные. 

Нормальная микрофлора является одним из первых барьеров, обеспечивающих неспецифическую резистентность и гомеостаз внутренней среды организма. 

Нормальная микрофлора человека является неоднородной по составу и по роли отдельных ее компонентов в норме и при патологии. В ней заложена способность не только к нормофизиологическим функциям, но и к агрессии по отношению к организму-хозяину. В норме естественная микрофлора тела достаточно устойчива к действию повреждающих агентов, однако, под влиянием таких факторов как лекарственные препараты (антибиотики, гормоны, иммунодепрессанты), хирургические вмешательства, а также на фоне инфекционных и хронических заболеваний возможно нарушение качественного и количественного состава нормальной микрофлоры (дисбактериоз). При этом, наряду со снижением колонизационной резистентности биотопа, создаются благоприятные условия для размножения эндогенных условно-патогенных микроорганизмов, а также экзогенных патогенных бактерий, что в свою очередь приводит к развитию патологических процессов в пораженном органе и организме в целом.

4. Цель обучения: 

- учебная: 

знать:

· роль микроорганизмов в физиологических и патологических процессах, происходящих в организме человека. 
уметь:

·  охарактеризовать медицинские иммунобиологические препараты для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний.
владеть:

· навыками работы с материалом, представляющим биологическую опасность.

· методикой световой микроскопии препаратов с помощью иммерсионной системы и оценкой результатов проведенных исследований.

· навыками определения показаний к применению антимикробных и иммунобиологических препаратов.

· микробиологической терминологией в профессиональной деятельности.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний
Тесты:

1. НОРМАЛЬНАЯ МИКРОФЛОРА ЧЕЛОВЕКА
1) формируется в период внутриутробного развития

2) есть во всех органах и тканях

3) многочисленна

4) представлена только прокариотами

5) неизменна на протяжении жизни

2. ОСНОВОПОЛОЖНИК УЧЕНИЯ О НОРМАЛЬНОЙ МИКРОФЛОРЕ
1) П. В. Циклинская

2) Л. Г. Перетц

3) Р. Кох

4) И. И. Мечников

5) Д. И. Ивановский

3. ЭНДОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА СОСТАВ НОРМАЛЬНОЙ МИКРОФЛОРЫ
1) прием антибиотиков

2) характер питания

3) хронические заболевания ЖКТ

4) время года

5) экология

4. ОТРИЦАТЕЛЬНАЯ РОЛЬ НОРМАЛЬНОЙ МИКРОФЛОРЫ
1) иммунизирующая

2) стимуляция развития лимфоидной ткани

3) возможность развития аутоинфекций
4) антиканцерогенная

5) антимутагенная

5. ПРИ ГРУДНОМ ВСКАРМЛИВАНИИ В КИШЕЧНИКЕ ПРЕОБЛАДАЮТ
1) бактероиды

2) кишечные палочки

3) бифидобактерии

4) энтерококки
5) клостридии
6. В СОСТАВЕ НОРМАЛЬНОЙ МИКРОФЛОРЫ ПЕРЕДНИХ ОТДЕЛОВ НОСА ДОМИНИРУЮТ
1) синегнойная палочка

2) стафилококки

3) энтеробактерии

4) лактобациллы

5) энтеровирусы

7. ФАГОЦИТОЗ – ЭТО
1) фактор неспецифической резистентности

2) феномен бактериофагии

3) реакция взаимодействия антиген-антитело

4) фактор гуморального иммунитета

5) приобретенная реакция организма

8. ОСНОВОПОЛОЖНИК ФАГОЦИТАРНОЙ ТЕОРИИ
1) А.М. Безредка

2) И.И. Мечников

3) П. Эрлих

4) Р. Кох

5) Л. Пастер

9. ФАКТОРЫ, УСКОРЯЮЩИЕ ФАГОЦИТОЗ (ОПСОНИНЫ)
1) комплемент, лизоцим
2) антибиотики

3) комплемент, антитела

4) лейкоцидин, лизоцим

5) кортикостероиды

10. АНТИФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ МИКРООРГАНИЗМОВ СВЯЗАНА С
1) фимбриями

2) жгутиками

3) спорой

4) капсулой

5) ЦПМ

11. ФАКТОРЫ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ
1) генетически детерминированы

2) не изменяются в процессе инфекционного заболевания

3) характерны в основном для мужчин

4) формируются в процессе онтогенеза

5) определяются предшествующим контактом макроорганизма с антигеном

12. ИНТЕРФЕРОНЫ
1) ингибируют только ДНК-содержащие 

2) вирусы

3) ингибируют только РНК-содержащие 

4) вирусы

5) ингибируют ДНК- и РНК-содержащие вирусы

6) подавляют размножение бактерий

7) подавляют фагоцитоз

13. ТРАСФЕРРИН
1) мурамидаза

2) участвует в активации комплемента

3) обладает железосвязывающей активностью

4) способен к самосборке

5) синтезируется лейкоцитами
5.2. Основные понятия и положения темы.

Микроорганизмы, в норме колонизирующие кожные покровы, представлены в основном грамположительной микрофлорой: стафилококками (Staphylococcus spp.), микрококками (Micrococcus spp.), коринебактериями (Corynebacterium spp.), пропионибактериями (Propionibacterium spp.) и др. На коже здоровых людей обычно отсутствуют энтеробактерии (E. coli, Proteus spp., Klebsiella spp.и др.). Количество аэробных микроорганизмов на коже здорового человека в среднем составляет 102-106 КОЕ/см2, а анаэробных – 104-106 КОЕ/см2. Концентрация микроорганизмов на коже более высокая в местах с повышенной влажностью. При этом анаэробные бактерии локализуются, в основном, на участках богатых сальными железами. Микрофлору кожи исследуют бактериологическим методом с помощью отпечатков, смывов и биопсий. 
Нормальная микрофлора половых путей способствует сохранению здоровья женщины. Ведущее место (80-90%) в вагинальном микробиоценозе занимают лактобациллы, количество которых может достигать 109 КОЕ/мл. Выделяют более 6 видов лактобацилл: Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei и др., объединенных общим названием – палочки Додерлейна (Doderlein). Кроме лактобацилл в состав влагалищного биотопа входят более 40 видов других видов бактерий, но их удельный вес не превышает 5%, а количество составляет до 103-104 КОЕ/мл. Это Bifidobacterium spp., Peptostreptococcus spp., Bacteroides spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. и др. Реже в составе нормальной микрофлоры обнаруживаются Mobiluncus spp., Mycoplasma spp., Gardnerella vaginalis. Поэтому при микроскопии мазка из влагалища, окрашенного по Граму, обнаружение единичных эпителиальных клеток соответственно фазе менструального цикла, единичных лейкоцитов или их отсутствие, доминирование лактобацилл (другие морфотипы отсутствуют или их количество исчисляется единичными микробными клетками в редких полях зрения) свидетельствует о нормофлоре. Морфологически лактобациллы представляют собой прямые или слегка изогнутые грамположительные не образующие спор палочки размером 1,0-10,0 х 0,5-1,2 мкм.

С дисбактериозом влагалища связано развитие бактериального вагиноза (БВ). БВ – это неинфекционный невоспалительный синдром, характеризующийся чрезмерной концентрацией облигатно- и факультативно-анаэробных микроорганизмов и резким снижением или отсутствием лактобацилл. Наибольшую опасность БВ представляет для беременных женщин, т.к. может быть причиной многих осложнений течения беременности, родов, послеродового периода у матери и патологии плода и новорожденного. Поэтому важной является профилактика БВ, своевременная диагностика и лечение, в т.ч. с использованием пробиотиков.

Для мазков от больных с БВ, окрашенных по Граму, характерны следующие закономерности:

· наличие большого количества клеток поверхностных слоев вагинального эпителия, представленных в основном «ключевыми клетками». Это зрелые клетки плоского эпителия, по всей поверхности которых в большом количестве адсорбированы грамвариабельные палочки и/или коккобактерии;

· лактобациллы отсутствуют или определяются как единичные не во всех полях зрения;

· наличие большого или массивного количества грамвариабельных и/или грамотрицательных палочек и/или коккобактерий (Bacteroides spp., G. vaginalis и др.), а также изогнутых грамвариабельных палочек (Mobiluncus spp.). Лейкоцитарная реакция, как правило, отсутствует.

ЖКТ, особенно толстая кишка, является наиболее заселенным биотопом организма человека. Качественный и количественный состав микрофлоры меняется в течение жизни и зависит от возраста, характера питания и др. У детей, находящихся на грудном вскармливании, доминирует бифидофлора. Это крупные грамположительные прямые или разветвленные палочки. При искусственном вскармливании и при переходе на смешанное питание отмечается увеличение разнообразия грамотрицательных и грамположительных микроорганизмов.

Микрофлора толстой кишки взрослого человека включает около 500 видов микроорганизмов и составляет до 30% сухой массы фекалий. Поэтому при микроскопическом исследовании выявляют разнообразные грамположительные и грамотрицательные палочки, кокки, извитые формы. Количество морфоваров  микроорганизмов у взрослого человека может достигать 40, а в среднем составляет около 15.

При дисбактериозе кишечника нарушаются процессы пищеварения и всасывания всех пищевых ингредиентов (белков, жиров, углеводов и др.), что приводит к гипотрофии, анемии, гиповитаминозам, ферментопатиям, повышению уровня гистамина и развитию различных аллергических реакций (пищевая аллергия, атопический дерматит и т.д.). Снижение колонизационной резистентности при дисбактериозе кишечника может привести к развитию эндогенной инфекции. В связи с этим актуальным является своевременное выявление и коррекция дисбактериоза, устранение причин, вызвавших его. Основным методом диагностики является бактериологический.

Иммунитет - совокупность биологических явлений, процессов и механизмов, направленных на сохранение гомеостаза и защиты организма от инфекционных и других генетически чужеродных для него агентов.
Виды иммунитета:

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

Приобретенный – невосприимчивость к антигену чувствительного к нему организма человека, животных и др., приобретаемая после встречи с ним. Он может быть естественным и искусственным. Каждый из них может быть активным и пассивным. Активный иммунитет – обусловлен активным вовлечением в процесс иммунной системы при встрече с антигеном. Пассивный приобретается за счет введения в организм уже готовых антител и иммунных лимфоцитов, взятых у другого иммунизированного организма.
Факторы неспецифической резистентности. 
Клеточные факторы:
Кожа. Кожные покровы – практически непреодолимы для большинства патогенов. Удалению патогенов способствует слущивание омертвевших клеток и секреты кожных желез, проявляющие прямую бактерицидную активность либо снижающие рН кожи до значений, неблагоприятных для микроорганизмов. 
Слизистые оболочки. Слизистые оболочки покрыты слоем слизи – организованной гелеобразной гликопротеидной решетки, задерживающей и фиксирующей различные объекты, в том числе микроорганизмы. Реснички мерцательного эпителия, погруженные в слизь, формируют волны однонаправленных колебательных движений, перемещают пленку слизи и заключенные в ней объекты, по поверхности эпителия. Секреты желез оказывают бактерицидное действие.
Клеточные факторы:

Фагоцитоз. Фагоцитоз – это поглощение, переваривание и инактивация инородных для организма веществ специализированными клетками – фагоцитами. Процесс фагоцитоза состоит из 4-х стадий: хемотаксиса, адсорбции, поглощения микробных клеток, внутриклеточного переваривания. Некоторые бактерии, снабженные капсулой, могут быть устойчивы к действию лизосомальных ферментов, другая часть патогенов способна блокировать слияние фагосом и лизосом. В подобных случаях фагоцитоз носит незавершенный характер, и возбудитель выживает в цитоплазме поглотившей его клетки.
Гуморальные факторы:

Комплемент. Система комплемента состоит, по меньшей мере, из 26 белков, опосредующих воспалительные реакции с участием гранулоцитов и макрофагов, ее составляющие также участвуют в реакциях свертывания крови и способствуют межклеточным взаимодействиям, необходимым для процессинга антигенов, вызывают лизис бактерий и вирусов. В условиях физиологической нормы компоненты системы находятся в неактивной форме. Активация комплемента («самосборка» его компонентов) происходит по трем путям:
Классический путь: комплемент активируется комплексом антиген-антитело: С1-С4, С2, С3-С5, С6, С7, С8, С9. В результате клетка погибает (осмотический лизис).

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

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

Пропердин. В альтернативном пути активации комплемента необходимо участие сывороточного белка пропердина, который активен лишь в присутствии ионов Mg2+ и требует участия еще двух сывороточных белков: факторов В и D. Фактор D в активной форме является протеиназой, расщепляющей фактор В, с образованием фрагмента Bb. Последний способен в комплексе с С3b играть роль С3-конвертазы. Альтернативные пути функционирования пропердина заключаются в стабилизации комплекса С3bBb. 
Интерфероны – белки, продуцируемые клетками иммунной системы. Их подразделяют на три класса: α-интерферон (лейкоцитарный), β-интерферон (фибробластный), γ-интерферон (иммунный). Интерфероны оказывают противовирусное, противоопухолевое, иммуномодулирующее действие.

Лизоцим – фермент, продуцируемый моноцитами крови и тканевыми макрофагами. Он вызывает лизис многих бактерий (преимущественно грамположительных), и неактивен в отношении вирусов. Механизм бактерицидного действия лизоцима состоит в гидролизе связей между N-ацетилмурамовой кислотой и N-ацетилглюкозамином  в полисахаридных цепях пептидогликанового слоя клеточной стенки бактерий. Заживление ран в области слизистых оболочек, имеющих контакт с большим количеством микроорганизмов, в определенной степени объясняется наличием лизоцима
Лактоферрин, трансферрин – белки острой фазы воспаления, переносят Fe3+, участвуют в регуляции концентрации свободного Fe, предотвращая его избыточное накопление и потерю его с мочой. Связывая железо, они лишают бактерии необходимого для жизнедеятельности микроэлемента; обладают также противовирусной активностью. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Изучение количественного и качественного состава микрофлоры кожи рук.

Для определения количества микроорганизмов на единицу площади кожи (см2) в своих посевах, сделанных на предыдущем занятии, подсчитайте количество колоний микроорганизмов на один см2 и охарактеризуйте колонии каждого типа с учетом их культуральных и морфо-тинкториальных свойств (см. протокол занятия «Бактериологический метод исследования. 2 этап.). Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод. 
2. Изучение микрофлоры влагалища.

Промикроскопируйте демонстрационные препараты, окрашенные по методу Грама. Полученные результаты внесите в протокол и сделайте вывод.
3. Бактериологическое исследование дисбактериоза кишечника.

Решите ситуационную задачу по результатам бактериологического исследования на дисбактериоз. Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод.
4. Изучение биопрепаратов.

Ознакомьтесь с препаратами пробиотиков (колибактерин, лактобактерин, бифидумбактерин, бификол и др.) и занесите результаты в таблицу.

	№ пп
	Название
	Что содержит
	Для чего 
применяется
	Как 
применяется

	1.
	
	
	
	

	2.
	
	
	
	

	….
	
	
	
	


5. Определение бактерицидных свойств кожи.


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

· I сектор – рост нормальной микрофлоры кожи;

· II сектор – рост тест-культуры сарцины;

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


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


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


Промикроскопируйте готовые препараты для выявления фагоцитарной активности лейкоцитов крови с использованием частиц латекса.
Для определения активности фагоцитоза кровь или взвесь лейкоцитов обследуемого инкубируют с частицами латекса, после чего из смеси готовят тонкий мазок и окрашивают его по методу Романовского-Гимзы.

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

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


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

- вопросы по теме занятия:

1. Нормальная микрофлора организма человека: понятие, характеристика (облигатная и факультативная, пристеночная и полостная, условно-патогенная микрофлора). 

2. Микрофлора различных экотопов: кожи, верхних дыхательных путей, пищеварительной и урогенитальной систем.

3. Функции нормальной микрофлоры человека, влияющие на состояние здоровья.

4. Роль нормальной микрофлоры человека в развитии эндогенных инфекций.

5. Дисбактериоз: понятие, причины возникновения, меры профилактики, микробиологическая диагностика.

6. Препараты, используемые для коррекции нормальной микрофлоры человека.

7. Понятие «иммунитет» и его виды.

8. Неспецифические клеточные факторы иммунитета человека: кожа и слизистые оболочки; нормальная микрофлора; фагоцитоз; их характеристика.

9. Виды фагоцитирующих клеток, стадии фагоцитоза, завершенный и незавершенный фагоцитоз.

10. Неспецифические гуморальные факторы иммунитета человека: комплемент, лизоцим, пропердин, интерферон, железосвязывающие белки и др.; их характеристика.
- решение ситуационных задач по теме:
ЗАДАЧА №1. У женщины во время прохождения профилактического осмотра взят мазок из влагалища. В бланке-ответе из лаборатории указано: эпителиальные клетки 4-5, лейкоциты 2-3, палочки Грам+ единичные, «ключевые клетки» в большом количестве. 


Ваш диагноз и рекомендации пациентке?

ЗАДАЧА №2. У пациента после повторного курса антибактериальной терапии появились жалобы на метеоризм, жидкий стул, чередующийся с запорами, снижение аппетита.

1. С чем, на Ваш взгляд, связано нарушение функции кишечника?

2. Какое лабораторное исследование необходимо провести?

3. Назовите препараты, применяемые для коррекции данного состояния.

ЗАДАЧА №3. При изучении фагоцитарной активности сегментоядерных лейкоцитов крови пациента с частыми респираторными заболеваниями в 40 из 100 клеток обнаружено 540 латексных частиц
1. Назовите цель проведения данного исследования. Какие показатели необходимо определить?
2. Оценить полученные результаты.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия. 

1. Назовите физиологические функции нормальной микрофлоры, определяющие ее положительную роль в организме человека.

2. Колонизационная резистентность и свойства микроорганизмов нормальной микрофлоры ее обеспечивающие.

3. Охарактеризуйте основные клинико-микробиологические признаки компенсированного и декомпенсированного дисбактериоза.

4. Классификация препаратов, используемых для коррекции нормальной микрофлоры.

5. Обоснуйте роль грудного вскармливания и сроков прикладывания к груди в формировании нормальной микрофлоры ребенка.

6. Назовите особенности состава микрофлоры влагалища в норме и при бактериальном вагинозе (БВ). Причины развития БВ у женщин.

7. Методы микробиологической диагностики БВ.

8. Пути активации комплемента и механизм его бактерицидного действия. Какой путь активации является врожденной реакцией иммунитета.

9. Чем объясняется более высокая активность лизоцима в отношении грамположительных микроорганизмов?

10. Свойства нормальной микрофлоры организма человека, определяющие ее роль как неспецифического фактора иммунитета.

11. Роль интерферона в защите организма человека.

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

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

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

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

1. Дисбактериоз желудочно-кишечного тракта: понятие; условия формирования, особенности микробиологической диагностики, специфическая терапия и меры профилактики.

2. Нормальная микрофлора влагалища: качественный и количественный состав основных физиологических периодов жизни женщины, условия формирования, роль в возникновении инфекционной патологии.

3. Микрофлора организма человека и ее роль в норме и патологии.

4. Использование пробиотиков в гастроэнтерологической практике. История создания, принципы применения. Примеры.

5. Неспецифические факторы защиты организма человека.

6. Интерферон как фактор противовирусной защиты.

7. Особенности иммунитета при вирусных, бактериальных, грибковых инфекциях.

8. Кооперация клеток при разных формах иммунного ответа.
8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Основная литература:
1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

2. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.

Дополнительная литература:
3. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учебное пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 400 с. - Текст: электронный.

4. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 408 с. - Текст: электронный.

2

