Инструктаж по технике безопасности  и охране труда

при выполнении работ

в клинико-диагностической лаборатории с бактериологическим отделом

КГБУЗ  « КККОД им. А.И.Крыжановского»

Действующие инструкции:

-ИОТ №32 КДЛ –«Инструкция по охране труда для персонала клинико-диагностической лаборатории» утв.17.03.2017г;

Извлечение из ИОТ -№32 КДЛ

· Работник клинико-диагностической лаборатории обязан:

· соблюдать общие для КГБУЗ КККОД правила внутреннего трудового распорядка;

· соблюдать правила по обеспечению пожарной безопасности для тех помещений, в которых проводятся работы; 

· выполнять требования гигиены рук медицинского персонала, знать и применять правила гигиенической обработки рук персонала;

· использовать перчатки медицинские во всех случаях, когда возможен контакт

 с кровью или другими биологическими материалами, со  слизистыми оболочками или кожными покровами пациента;

· при выполнении работ с кровью и другими биологическими жидкостями руководствоваться принципом, что все  биологические материалы потенциально инфицированы (содержат патогенные биологические агенты);

· знать место нахождения аптечки для оказания первичной медицинской помощи при возникновении аварийной ситуации;

· знать правила сбора, временного хранения, обеззараживания, обезвреживания и  транспортировки опасных медицинских отходов в КГБУЗ КККОД;

· пищу и напитки употреблять в специально отведённых для этих целей помещениях;

· При проведении лабораторных и иных видов работ в бактериологическом отделе КДЛ необходимо дополнительно руководствоваться Инструкцией № 001БО «По правилам соблюдения противоэпидемического режима (режима биологической безопасности) в 

2. Требования безопасности перед началом работы

Перед началом работы персонал обязан:

· Снять верхнюю одежду в гардеробной личной одежды для медицинского персонала, сменить уличную обувь на специальную сменную рабочую.

· Одеть положенную по нормативным документам спецодежду. 

· Для соблюдения безопасного выполнения работ с биологическим материалом до входа в рабочую зону снять с рук и запястий все ювелирные и иные украшения. 

· Повреждения кожи и микротравмы на руках, если таковые имеются, заклеить бактерицидным пластырем или закрыть напальчником.

· Дополнительно, в зависимости от вида предстоящих работ, надеть средства индивидуальной защиты (шапочку/колпак медицинский, перчатки, маску лицевую, непромокаемый фартук, нарукавники, защитный экран и пр.).

· Убедиться, что волосы убраны под медицинскую шапочку/колпак.

· Проверить наличие дезинфицирующих средств, средств гигиенической обработки рук в помещениях, где производятся работы с биологическим материалом и патогенными биологическими агентами.

3. Требования безопасности во время работы

Во время работы персоналу ЗАПРЕЩАЕТСЯ:
· Хранить личную одежду и личные вещи в  рабочей зоне лаборатории.

· Хранить и принимать пищу, пользоваться косметикой в рабочей зоне лаборатории.

· Работать без комплекта специальной одежды и средств индивидуальной защиты.

· Хранить и применять вещества  и реагенты без этикеток и маркировки.

· Переливать и пересыпать вещества и реагенты из емкостей и упаковок, в которых они поступили от производителя. 

· При эксплуатации термостата запрещается ставить в термостат легковоспламеняющиеся вещества.


· Оставлять без присмотра зажженные горелки и нагревательные приборы, держать вблизи вату, марлю, спирт и другие воспламеняющиеся вещества.

· Оставлять на столах нефиксированные мазки, чашки Петри, пробирки и другую посуду с инфекционным материалом.

Во время работы  персоналу РЕКОМЕНДУЕТСЯ:

· Неукоснительно соблюдать меры индивидуальной защиты, особенно при проведении  процедур, сопровождающихся загрязнением рук кровью и другими биологическими жидкостями, и выполнять следующие требования:

· работать в медицинских перчатках, а при повышенной опасности заражения - в двух парах перчаток;

· осторожно обращаться с колющим и режущим медицинским инструментарием;

· использованные одноразовые инструменты после дезинфекции утилизировать в твердые контейнеры;

· немедленно заменять перчатки при их повреждении;

· перчатки снимать с обязательной предварительной обработкой дезинфицирующими растворами

· после обработки осторожно снимать использованные перчатки, чтобы не загрязнить руки, после снятия перчаток производить гигиеническую обработку рук. 

· При приеме биологического материала, доставленного в лабораторию для исследования, емкости, содержащие биоматериалы, размещать на специальных подносах/манипуляционных столиках в помещении для приема анализов.

· При подозрении на разбрызгивание биоматериала при транспортировке, разбор транспортного контейнера производить в ламинарном укрытии/боксе биологической безопасности. Произвести дезинфекционную обработку в необходимом объеме.

· При проведении посева (бактериологические исследования) инфекционного материала (биоматериала с ПБА) в пробирки и чашки Петри, выполнять действия  около пламени спиртовой  горелки. Микробиологические петли и иглы, закрепленные в иглодержателе, прокаливать на огне.

· При проведении посева санитарно-бактериологических проб в пробирки и чашки Петри, выполнять действия около пламени спиртовой горелки с обжиганием петли,  шпателя,  краев пробирки.

· Инструменты для фламбирования (обжига) вносить в пламя с обратной от себя стороны, проводить сквозь пламя и дожидаться полного сгорания спирта на инструменте.

· Гасить пламя спиртовки только посредством колпачка.

· В целях соблюдения мер противопожарной безопасности персоналу  необходимо:

- Знать, что помещения, в которых производится работа со спиртовой горелкой, должны быть оснащены первичными средствами пожаротушения (противопожарными полотнищами). 

- Знать меры противопожарной безопасности и места нахождения первичных средств пожаротушения, уметь их активировать.

- Во время работ с открытым огнем соблюдать осторожность!

· Обрабатывать поверхности рабочих столов при завершении одних видов работ с биологическим материалом и перед началом других.

· Производить гигиеническую обработку рук каждый раз при выходе из зоны работы с биологическим материалом.

4. Требования безопасности в аварийных ситуациях.
· При попадании крови и другого биологического материала на поверхности стен, полов, оборудования необходимо протереть эти поверхности рекомендованными дезинфицирующими средствами двукратно, с интервалом 15 минут.

· При попадании биологического материала на спецодежду – одноразовый комплект утилизировать в емкость (пакет) для сбора отходов класса «Б», Многоразовую спецодежду погрузить в дезинфицирующий раствор. Провести гигиеническую обработку рук. Надеть чистый комплект спецодежды.

· При попадании  биологического материала на кожные покровы:

· немедленно обработать кожу 70% этиловым спиртом;

· затем обмыть проточной водой с моющим средством;

· повторно обработать 70% этиловым спиртом или иным кожным антисептиком, разрешенным к применению.

· При попадании на слизистые оболочки глаз, носа - обильно промыть струей воды (не тереть!).

· При попадании на слизистые оболочки рта 

· ротовую полость промыть большим количеством воды,

· затем прополоскать 70% этиловым спиртом.

· При уколах и порезах инструментом, контактирующим с биоматериалами: 

- немедленно снять перчатки,

- если кровь идет - не останавливать;

- если крови нет - выдавить несколько капель крови;

- обработать рану 70%-м спиртом, вымыть место повреждения проточной водой с жидким мылом с дезинфицирующим эффектом двухкратным намыливанием, затем обработать 5% спиртовым раствором йода.
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Печать лечебного учреждения
День 1

22.06.19

Методический день.
Изучала документы регламентирующие деятельность Бактериологической лаборатории.

· СанПиН 2.1.3.2630-10 «Общие требования к организациям, осуществляющим медицинскую деятельность»

· МУК 4.2.2942-11 «Методы санитарно-бактериологических исследований объектов окружающей среды, воздуха и контроля стерильности в лечебных организациях»

· МУ 4.2.2039-05 «Техника сбора и транспортирования биоматериалов в микробиологические лаборатории»

День 2
24.06.19

Ознакомление с КДЛ, инструктаж по технике безопасности и охране труда и противопожарной безопасности.

     Ознакомилась со структурой  бактериологического отдела КДЛ КГБУЗ «КККОД им. А.И.Крыжановского» и прошла инструктаж по  правилам безопасного проведения работ  микроорганизмами III-IV групп патогенности в бактериологическом отделе. 

Документы на основании которых ведутся работы в Бактериологическом отделе КДЛ:

· Инструкция № 001БО правилам соблюдения противоэпидемического режима (режима биологической безопасности) в бактериологическом отделе клинико-диагностической лаборатории;
· Инструкция № 003 БО Порядок действий по безопасной ликвидации аварий при работе с патогенными биологическими агентами III-IV групп патогенности (опасности) в бактериологическом отделе клинико-диагностической лаборатории;

· Инструкция № 004 По соблюдению санитарно-эпидемиологических требований к обращению с медицинскими отходами в бактериологическом отделе клинико-диагностической лаборатории;

· ИОТ - № 32 КДЛ Инструкция по охране труда для персонала клинико-диагностической лаборатории;

Краткая характеристика объекта.

Бактериологический отдел КДЛ является структурным подразделением клинико-диагностической лаборатории КГБУЗ «Красноярского краевого клинического онкологического диспансера им. А.И.Крыжановского» и располагается по адресу г. Красноярск, ул. 1-ая Смоленская, дом 16, строение 7, на 2 этаже лечебно-диагностического корпуса (корпус I). 

Отдел представляет блок помещений, изолированный от прочих подразделений запирающимися дверьми. Дополнительно на дверях рабочих кабинетов установлены электронные замки с устройством доступа по персональным электронным картам. Полезная площадь лаборатории 541,2 кв.м. На входной двери обозначены название отдела и международный знак «Биологическая опасность».

Электроснабжение, теплоснабжение, водоснабжение и водоотведение лаборатории — централизованные. Имеется система приточно-вытяжной вентиляции с механическими побудителями воздуха с фильтрами очистки на входе и выходе.

Помещения отдела разделяют на «заразную» зону, где осуществляются манипуляции с патогенными биологическими агентами (далее ПБА) и их хранение, и «чистую», где не проводят работы с микроорганизмами и их хранение.

Коридор «чистой» и «заразной» зоны разделен дверьми (система шлюза), перемещение персонала из зоны в зону осуществляется через санпропускник.

Основными видами деятельности бактериологического отдела КДЛ согласно установленного перечня номенклатуры исследований являются:

- Исследование клинического материала от больных по профилю неинфекционного стационара;

- Санитарно-микробиологические исследования в рамках программы производственного и  внутрилабораторного контроля.

Основная деятельность бактериологического отдела связана с работой с микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности).

Все исследования в Бактериологическом отделе КДЛ подлежат фиксации в соответствующих журналах регистрационных и рабочих журналах:

1. «Журнал контроля чистоты розлива (стерильности) питательных сред»;

2. «Журнал приготовления питательных сред»;

-Рабочий журнал «Исследования смывов с объектов внешней среды в режимных помещениях на БГКП, НГБО и S. Aureus»;

-Рабочий журнал «Микробиологических испытаний смывов с объектов внешней среды на БГКП»;

-Рабочий журнал «Клинических микробиологических исследований»;

-«Журнал микроскопий»; и тд.
Также была проведена экскурсия по микробиологической лаборатории, в которой нам было показана «чистая зона» и «заразная зона».

Сведения о помещениях бактериологического отдела КДЛ

	№
	Наименование 

помещения
	Назначение

помещения

	1
	2
	3

	223
	Склад
	Хранение питательных сред, реагентов 

	224
	Ординаторская
	Работа с документами

	225
	Административное помещение
	Работа с документами

	226
	Комната персонала
	Прием пищи, отдых

	227
	Склад
	Хранение расходных материалов, посуды лабораторной

	
	Помещение хранения

уборочного  инвентаря
	Хранение уборочного инвентаря помещений «чистой» зоны

	228
	Гардероб  личной одежды с душем и туалетом
	Хранение личной одежды персонала, надевание рабочей одежды

	229/1


	Подготовка 

питательных сред
	Варка сред, расплавление агаризованных

питательных сред, 

	229/2
	Предбокс
	Переодевание перед входом в бокс

	229/3
	Стерилизационная 
	Стерилизация лабораторной посуды  

	229/4


	Бокс для розлива стерильных питательных сред
	Асептический розлив питательных сред

	230
	Помещение для хранения  готовых БПС во флаконах.
	Хранение питательных сред и диагностических препаратов

	231
	Приготовление питательных сред
	Приготовление питательных сред

	232
	Стерилизационная

(Чистая автоклавная)
	Стерилизация питательных сред и 

лабораторной посуды

	233 
	Моечная
	Мытье и предстерилизационная подготовка лабораторной посуды

	234
	Помещение для хранения 

готовых питательных сред, находящихся на карантинизации
	Хранение БПС  (проходящие проверку на стерильность и чистоту розлива)

	
	Санпропускник 

персонала (чистая зона)
	Смена рабочей одежды

	
	Санпропускник персонала (заразная зона) с санитарным душем
	Смена рабочей одежды на специальную для «заразной зоны». Надевание СИЗ.

Санитарный душ(для аварийных ситуаций)

	235
	Помещение для обеззараживания

(«убивочная автоклавная»)
	Обеззараживание ПБА (патогенных биологических агентов) и бакпосевов паром под давлением

	236
	Бокс для посева на стерильность
	Посев стерильного материала

	237
	Предбокс
	Переодевание перед входом в бокс

	238
	Аппаратная
	Микроскопия. Центрифугирование.

	239
	Электрофорезная
	Учет результатов  электрофоретической детекции продуктов амплификации НК 

	240
	Помещение для хранения уборочного инвентаря и приготовления дезинфицирующих средств
	Хранение уборочного инвентаря помещений «заразной» зоны, приготовление дезинфицирующих растворов

	241
	Материальная
	Хранение расходных материалов

	242
	Санитарно-бактериологические исследования
	Просмотр посевов санитарных исследований, пересевы, отсев колоний, постановка идентификационных тестов, учет результатов. 

	243
	Исследование 

гемокультур
	Работа с музейными культурами. Инкубация посевов крови. 

	244
	Исследование 

отделяемого ДП


	Посев биологического материала, инкубация посевов, просмотр посевов, отвивка колоний, постановка идентификационных тестов, определение чувствительности к антибиотикам, учет

результатов

	245
	Клинико-бактериологические исследования
	Посев биологического материала, инкубация посевов, просмотр 

посевов, отвивка изолированных колоний, постановка идентификационных тестов, определение чувствительности к антибиотикам, учет результатов,

Приготовление и окраска мазков, микроскопия мазков

	246
	Бактериологические/Иммуно-логические исследования.
	Иммунологические  исследования

	247
	Выделение нуклеиновых кислот
	Выделение и очистка нуклеиновых кислот

	253
	Прием и регистрация проб, выдача результатов
	Прием проб биологического материала, маркировка для бактериологического и молекулярно-генетического исследования 

	248
	Приготовление реакционных смесей и внесение ДНК
	

	249
	ПЦР в режиме 

реального времени
	Амплификация нуклеиновых кислот и 

детекция продуктов амплификации в 

режиме реальноговремени

	250
	Секвенаторная
	Амплификация и секвенирование

нуклеиновых кислот

	251
	Обработка результатов 
	Обработка полученных данных

	252
	Кладовая (низкотемпературный холодильник)
	Хранение наборов 

реагентов для ПЦР анализа


Правила обработки рук лаборанта:
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Уголок для гигиенической обработки рук: раковина с локтевым смесителем,   дезинфицирующим мылом и кожным антисептиком, бумажными салфетками, ведром для отходов класса А.

В соответствии с СанПиН 2.1.3.2630-10 «Общие требования к организациям, осуществляющим медицинскую деятельность

День 3
25.06.19
Сегодня я проводила санитарно-противоэпидемические мероприятия, т.е. проведение дезинфекции рабочего кабинета. Дезинфекция стен, поверхности столов и оборудования производилась дезинфицирующим средством с моющим эффектом «Самаровка»
Дезинфекция – это комплекс мероприятий, направленных на уничтожение определенного вида патогенного или условно-патогенного микроорганизма в объектах внешней среды с помощью химических антисептиков, физических, биологических воздействий.  
 Ознакомилась с правилами хранения, приготовлением и контроля сред.

К питательным средам предъявляются следующие требования: должны содержать все необходимые вещества для питания микробов, иметь определенную реакцию среды, быть стерильными и обязательно влажными, бактериологические питательные среды (БПС). Среды коммерческого производства должны храниться с соблюдением требованием температуры воздуха в упаковке производителя. Сухие питательные среды, если условия их хранения не указаны в сопроводительных документах или маркировке, необходимо хранить в сухом, защищенном от света месте с температурой воздуха от +2Со до +25Со в упаковке организации-поставщика, исключая отрицательное воздействие условий окружающей среды.
 На упаковке обязательно указан срок годности питательной среды, применение с истекшим сроком годности запрещен.
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Приготовление питательных сред.

Для приготовления питательной среды необходимо использовать чистую, неповрежденную стеклянную посуду и дистиллированную воду.
При приготовлении питательной среды из сухой питательной среды необходимо строго соблюдать инструкцию по приготовлению организации-изготовителя. 

Я готовила питательные среды: тиогликолевую среду, агар Клиглера, а также производила маркировку их ёмкостей. 
Этапы приготовления:

1. Берется навеска сухой основы (из расчета кол-во в граммах указанного на литр). Взвешивают навеску. 

[image: image5.jpg]



2. В металлическую емкость ссыпается навеска и добавляется нужное кол- во дистиллированной воды.

3. Нагревается на электроплите, размешивая (варится до закипания,  растворения).
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         4. Разливается в посуду (флаконы, пробирки, чашки).

5. Среды, которые подлежат стерилизации, отправляются в стерилизационную в паровой стерилизатор, закладываясь с индикаторами с соответствующим режимом.
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6.После стерилизации проводится маркировка сред. На ёмкость с питательной средой указывается название среды, номер партии, дату приготовления.

Факт стерилизации питательных сред фиксируется в журнале контроля работы стерилизаторов воздушного, парового (автоклава), вклеиваются индикаторы.
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Контроль стерильности в автоклаве – для проверки стерильности материала и работы автоклава используют химические индикаторы. При объёме автоклава до 100 литров используют 5 индикаторов, если объём автоклава больше 100 литров используют 11 индикаторов. Закладки производятся при каждом цикле.

Готовые питательные среды хранятся в холодильнике от +2 до +8 градуса. Производят контроль розлива (стерильности) питательных сред в термостате, предназначенного для контроля стерильности среды при температуре 36 Со (погрешность +,- 1 градус)
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Условия хранения и контроля стерильности в холодильнике фиксируются в журнале.
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День 4

26.06.19

Сегодня я производила учет результатов исследования отбора проб воздуха. Анализ пробы производится путем визуального подсчета колоний микроорганизмов на поверхности агара, количество которых соответствует числу частиц, содержащих живые микроорганизмы (колонии образующие единицы, КОЕ) в отобранном объеме воздуха. 

Ознакомилась с отбором проб воздуха в лаборатории при помощи Аспиратора ПУ – 1Б на плотные питательные среды простой питательный агар (обнаружение общего микробного числа), ЖСА – среда для выделения стафилококков, содержит до 10% хлорида натрия, что подавляет большинство бактерий, содержащихся в материале. Кроме того, эта среда является и дифференциально-диагностической, так как присутствие яичного желтка позволяет выявить фермент лецитиназу, который образуют патогенные стафилококки. Лецитиназа расщепляет лецитин на фосфорхолины и нерастворимые в воде жирные кислоты, поэтому среда вокруг лецитиназоположительных колоний мутнеет и появляется опалесцирующая зона (в виде «радужного венчика»), среда Сабуро (питательная среда предназначена для выращивания и подсчета общего числа дрожжевых и плесневых грибов).

Проводила регистрацию в специальный журнал «Рабочий журнал мониторинга помещений на соответствие санитарно-микробиологическим показателям» и «Рабочий журнал мониторинга воздуха помещений и боксов биологической безопасности бактериологического отдела КДЛ».
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Ознакомилась с правилами отбора смывов с объектов внешней среды и совершила их посев на питательную среду. Бактериологическое исследование смывов с внешней среды предусматривает определение S.aureus, БГКП, НГОБ, их обнаружение расценивается как одно из подтверждений нарушения санитарного режима. 

Отбор проб с поверхности различных объектов осуществляется методом смыва. Взятие смывов производится с помощью стерильных увлажненных ватных тампонов. Для обнаружения стафилококков делают высев смывной жидкости в пробирку солевого бульона. Инкубируют при температуре + 37°С в течении 18-24 часов. После чего делают пересев на ЖСА. и делают пересев на среду Эндо.
Отбор проб проводят согласно методическим указаниям «Методы санитарно- бактериологических исследований объектов окружающей среды, воздуха и контроля стерильности в лечебных организациях», МУК 4.2.2942-11. Посевы исследуемого материала делают в боксе с соблюдением правил асептики. Исследуемый материал вносят в две пробирки с тиогликолевой средой и две пробирки с бульоном Сабуро. Посевы в тиогликолевой среде инкубируют при 30-35°С, а в среде Сабуро — при 20—25°С. Посевы выдерживают в термостате в течение 7 суток при паровой стерилизации и 14 суток при стерилизации химическим способом, просматривая их каждый день. На второй день высеиваем на питательные среды Эндо и МЖСА. Небольшое количество посевного материала втирают тампоном в поверхность среды у края чашки. После чего зигзагообразными движениями распределяют материал от края чашки к центру. По окончании посева закрывают чашку и ставят в соответствующий термостат.

При появлении роста микробов делают мазок, окрашивают по Граму, микроскопируют. Дальнейший ход исследования зависит от вида микроорганизма. Материал считается стерильным при отсутствии роста во всех пробирках.
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Провела учет результатов стерильности инструментов и перевязочных материалов и зарегистрировала в журнале.

В конце работы продезинфицировала рабочую поверхность.
День 5

27.06.19

В пятый день производственной практики я производила санитарно-бактериологические исследования: приготовление фиксированных мазков, окраска по Граму и их микроскопия в количестве 11 штук. 
Окраска по Грамму(Микро-ГРАМ-НИЦФ).

Принцип метода окраски по Грамму основан на разнице в химическом составе клеточной стенки микроорганизмов. Грамположительные микроорганизмы способны удерживать комплекс красителей триметилфенолового ряда с йодом, в то время как грамотрицательные микроорганизмы, имеющие другую химическую структуру клеточной стенки, не обладают способностью удерживать комплекс красителей триметилфенолового ряда с йодом.

Приготовление окрашенного препарата состоит из следующих этапов:

· приготовление мазков;

· высушивание мазков;

· фиксация мазков;

· окраска мазков.

Для приготовления препарата, на обезжиренное предметное стекло, наносят каплю физиологического раствора, в которую петлей вносят исследуемый материал и распределяют тонким равномерным слоем по стеклу. Если исследуемый материал находится в жидкой среде, то его непосредственно наносят петлей на предметное стекло и готовят мазок. Мазки высушивают на воздухе. Для фиксации мазков предметные стекла медленно проводят 3-4 раза через пламя спиртовки. Микроорганизмы при фиксации погибают, плотно прикрепляются к поверхности стекла и не смываются при дальнейшей обработке. Более длительное нагревание может вызвать деформацию клеточных структур.

В состав комплекта для окраски по Граму входит:

· генциановый фиолетовый карболовый, готовый к применению;

· фуксин основной карболовый концентрированный;

· раствор Люголя, готовый к применению.
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Также для окраски по Граму необходим рабочий раствор фуксина (раствор фуксина Пфейфера):

В пробирку вместимостью 15мл внести 1,0мл фуксинаосновного карболового концентрированного (раствор фуксин Циля), добавить 9,0мл дистиллированной воды и перемешать.

Условия хранения и эксплуатации.

Комплект реагентов Микро-ГРАМ-НИЦФ следует хранитьй в сухом, защищенном от света месте, при температуре от 2 до 25°С в течение всего срока годности.

Срок годности комплекта – 12 мес.

Рабочий раствор фуксина можно хранить при температуре от 2 до 25°С не более 24ч.

Проведение окраски:

1.На фиксированный мазок наложить кусочек фильтровальной бумаги, на который налить избыток генцианового фиолетового карболового и выдержать при комнатной температуре (+18 -25°С) в течение 1 — 2 мин.

2.Снять бумагу, слить краску и, не промывая мазок водой, налить на мазок 0,7 — 1,0 мл раствора Люголя и выдержать мазок при комнатной температуре в течение 1 — 2 мин.

3.Слить раствор Люголя и, не промывая, погрузить стекло с мазком в стакан со спиртом этиловым 96°, покачивая стекло до тех пор, пока с мазка не перестанут отходить струйки краски (не более 30 сек).

4.Извлечь стекло с мазком из спирта, ополоснуть мазок дистиллированной водой, залить поверхность мазка раствором фуксина Пфейфера и выдержать мазок при комнатной температуре в течение 30 — 60сек.

5.Слить краску со стекла, промыть мазок дистиллированной водой, высушить стекло с помощью фильтровальной бумаги или естественной сушкой в наклонном положении при комнатной температуре и провести микроскопию с использованием иммерсионной системы при увеличении X (900 — 1000).

Грамположительные микроорганизмы окрашиваются в фиолетовый или фиолетовый с синим оттенком цвет, грамотрицательные микроорганизмы — в красный цвет.
Провела микроскопию. Результаты полученные при микроскопии зарегистрировала в «Журнале микроскопии».
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Приём биоматериала 

Производила приём биоматериала. Приём биоматериала проводится через специальное окно, где его складывают в контейнер, который находится в «заразной» зоне. При этом доставленный материал должен сопровождаться направлением по данному образцу.. 
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Принятый мной биологический материал я сеяла на питательные среды по методу Голда.

Посев исследуемого материала.

Посевы любого клинического материала от хирургических больных осуществляется по методу Gould на 6 питательных средах:

1)Кровяной
агар
– получают путем добавления к питательной среде 5–10% стерильной дефибринированной крови барана, кролика лошади, человека. Среда используется для выделения стрептококков, пневмококков и других бактерий, а также для изучения гемолитической активности.

2)Среда Эндо – дифференциальная среда для выделения энтеробактерий и способности использовать лактозу;

3)Желточно-солевой агар (ЖСА) – среда для выделения стафилококков, содержит до 10% хлорида натрия, что подавляет большинство бактерий, содержащихся в материале. Кроме того, эта среда является и дифференциально-диагностической, так как присутствие яичного желтка позволяет выявить фермент лецитиназу, который образуют патогенные стафилококки. Лецитиназа расщепляет лецитин на фосфорхолины и нерастворимые в воде жирные кислоты, поэтому среда вокруг лецитиназоположительных колоний мутнеет и появляется зона опалесценции, в виде «радужного венчика».

4)Энтерококк агар – питательная среда предназначена для выделения энтерококков из клинического материала (фекальных масс, мочи, мокроты и др.), воды, пищевых продуктов и других объектов.

5)Сабуро-агар – питательная среда предназначена для выращивания и подсчета общего числа дрожжевых и плесневых грибов.

6)Кандидо агар –питательная среда предназначена для выращивания и подсчета дрожжевых грибов.
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Метод Голда – метод секторных посевов. При этом чашку с агаром делят на 3 сектора. На первый сектор засевают культуру ватным тампоном частыми штрихами, после чего берут и стерилизуют (фламбируют) петлю. Затем стерильной петлей уже более редкими параллельными штрихами переносят микроорганизмы из первого сектора во второй, после чего вновь обжигают петлю в огне спиртовки. Аналогично стерильной петлей переносят микроорганизмы из второго сектора в третий не доходя до «газона». Поставила в термостат инкубироваться при 37 градусах.
Определение степени бактериурии по количеству выделенных колоний производят согласно таблице 1.

	А
	Количество колоний в секторах
	Количество

бактерий в 1мл

	
	Ⅰ
	Ⅱ
	Ⅲ
	

	1-6
	-
	-
	-
	менее 1000

	8-20
	-
	-
	-
	3000

	20-30
	-
	-
	-
	5000

	30-60
	-
	-
	-
	10000

	70-80
	-
	-
	-
	50000

	100-150
	5-10
	-
	-
	100000

	не сосч.
	20-30
	-
	-
	500000

	-ꞌꞌ-
	40-60
	-
	-
	1 млн.

	-ꞌꞌ-
	100-140
	10-20
	-
	5 млн.

	-ꞌꞌ-
	не сосч.
	30-40
	-
	10 млн.

	-ꞌꞌ-
	-ꞌꞌ-
	60-80
	колонии ед.
	100 млн.


После окончания работы провел дезинфекцию рабочей поверхности.
Ситуационная задача.
На чашке Петри со средой ЖСА рост колоний с желтым пигментом и радужным венчиком (ЛВА+). (Подозрение на Staphylococcus aureus)
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При микроскопии обнаружила: грамм+ кокки, расположенные скоплениями:
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Также я производила исследование на видовую идентификацию Staphylococcus aureus (золотистый стафилококк) по биохимическим тестам и в реакции плазмокоагуляции.
Поставила биохимический ряд: 

· OFглюкозы (среда Хью-Лейфсона)

· OFманита

· Плазмокоагуляция (РПК)

Постановка реакции плазмокоагуляции:
В пробирку с 0,5 мл кроличьей плазмы внесла 1 петлю суточной культуры исследуемого штамма. 
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Пробирку поставила в термостат с температурой 36,0 ± 1,0°С. Учет результатов проводится через 18-24 часа. 
День 6

28.06.19

Я произвела учет результатов ситуационной задачи.
Учет результата реакции плазмокоагуляции:

Проверила наличие свертываемости
плазмы (образование сгустка) визуально. Появление на дне пробирки студнеобразного сгустка любого размера считается положительная результатом реакции. Положительным
результатом следует считать наличие плазмокоагуляции в первые 4 часа инкубации. Отсутствие свертывания плазмы в течение 18 часов расценивается как отрицательный результат.

В результате произошло расщепление манита и среды Хью-Лейфсона.

· OFглюкозы (среда Хью-Лейфсона) – к/к

· OFманита – к/к

· Плазмокоагуляция (РПК) – «+» 
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Заключение: на основании культуральных, морфологических и биохимических свойств обнаруженная культура – Staphylococcusaureus (золотистый стафилококк).
Я произвела откол культуры лактоза«+» с кровянного агара на биохимический ряд: среда Клигера, среда Хью-Лейфсона (глюкоза), среда Пешкова (определение подвижности микроорганизмов), среда Симонса (определение цитрата натрия). 
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Ставим в термостат и инкубируем при температуре 35 °С в течение 18-24 ч.

Я произвела дифференцировку грамм-отрицательных палочек по OFтесту с глюкозой:
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Схема дифференциации Гр- палочек

1) OFгл +/+ - ферментёры

OFгл +/– - не ферментёры 

2) Ферментёры – тест на оксидазу отр. – семейство Enterobacteriaceae.

3) Не ферментёры – OF +/–, подвижность +, оксидаза +, род – Pseudomonadas.

4) Не ферментёры – OF +/–, подвижность– , оксидаза– , род – Acinetobacter.

Ознакомилась с проведением определения оксидазы с помощью тест полосок (ОКСИтест).

Принцип:

В присутствии цитохромоксидазы N, N-диметил-1,4-фенилендиамин вступает в цветную реакцию с α-нафтолом с образованием индофенолового синего. Железо, содержащееся в молекуле цитохрома, ответственно за процесс его окисления/восстановления. Чувствительность реакции повышается при использовании реактива для теста ОКСИДАЗА.

Проведение анализа:

Снимают хорошо
изолированную колонию (или бактериальную массу в случае чистой культуры) тестируемого штамма
с плотной (желательно неселективной) питательной среды и платиновой или  одноразовой петлей вотрите ее в диагностическую зону пластинки (во избежании получения ложноположительного результата, который может быть при использовании, например, нихромовых плеть). Цветную реакцию следует учесть
 в течение 0,5-1 мин; позже может возникнуть ложноположительные реакции. 
Оценка результатов ОКСИтеста.

	Тест
	Код
	реакция

	оксидаза
	OXI
	положительная
	отрицательная

	
	
	Желтый, желтоватый
	Бесцветный, белое помутнение

суспензии


Использованную полоску считают материалом, который может быть инфицирован, подлежит уничтожению в соответствии с утвержденными внутрибольничными правилами. В отходы класса Б.

Также поставила биохимический тест с помощью панели биохимической, дифференцирующей энтеробактерии (ПБДЭ):

Набор рассчитан на дифференциацию до вида 20 культур микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae, выделенных в ходе бактериологического анализа.

Ход анализа:

1. Извлекают пластинку из полиэтиленового пакета.

2. Регистрируют на крышке пластины номер заселяемого штамм.

2. Открывают крышку пластины и располагают пластину на столе.

3. Добавляют пипеткой вместимостью 1,0мл по 0,15мл микробной суспензии во все лунки пластины.

4. Для создания анаэробных условий наслаиваниют по 1-2 капли стерильного вазелинового масла в лунки для определения лизиндекасбоксилазы (№4),
аргининдегидролазы (№5), орнитиндекарбоксилазы (№6), уреазы (№10) и образования сероводорода (№11).

5. Закрывают пластинку крышкой.

6. Выдерживают пластинку при температуре (37±0,5)°С от 18 до 24ч
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После окончания работы дезинфицирую рабочую поверхность.

День 7

29.06.19

Методический день. Заполнение дневника.

Изучение Приказа от 9 июня 2003 г. № 231 «ОБ УТВЕРЖДЕНИИ ОТРАСЛЕВОГО СТАНДАРТА «ПРОТОКОЛ ВЕДЕНИЯ БОЛЬНЫХ. ДИСБАКТЕРИОЗ КИШЕЧНИКА».

День 8

01.07.19

Учет результатов биохимического тестирования энтеробактерий с помощью ПБДЭ.

Учет результатов производят визуально в соответствии с цветовым указателем (см. таблицу №1) по окончании инкубации при температуре (37

±0,5)°С. Учет результатов теста на обнаружение β-галактозидазы проводят дважды: через 3-5ч. и через 18-24ч, так как у некоторых штаммов лимонно- желтое окрашивание через 18-24ч исчезает.

После окончания инкубации открывают крышку пластины и в лунку для выявления фенилаланиндезаминазы (№7) добавляют 1 каплю 10% раствора железа (Ⅲ) хлорида, в лунку для определения ацетилметилкарбинола (№9) –1 каплю 6% раствора α-нафтола и 1 каплю 40% раствора гидроксида калия, в лунку для выявления индола (№8) – 1-3 капли реактива Эрлиха. Выявление ацетилметилкарбинола (№9) осуществляют через 15-20 мин после закапывания реактивов.

Идентификацию культур микроорганизмов проводят с использованием таблицы биохимических свойств энтеробактерий, диагностического «ключа», кодовой карточки, каталога кодов – пособия для интерпретации результатов идентификации с использованием математического метода классификации.

Цветовой указатель

	№ лунки и

теста
	Наименнование теста
	Положительная реакция
	Отрицательная реакция

	1
	Утилизация цитрата натрия
	Темно-зеленый,

синий
	Желтый,

светло-зеленый

	2
	Утилизация малоната натрия
	Темно-зеленый,

синий
	Желтый,

светло-зеленый

	3
	Утилизация цитрата натрия с глюкозой
	Фиолетовый,

бурый
	Желтый,

светло-зеленый

	4
	Наличие лизиндекарбоксилазы
	Темно-зеленый,

синий
	Желтый,

коричневый

	5
	Наличие аргининдегидролазы
	Темно-зеленый,

синий
	Желтый,

светло-зеленый

	6
	Утилизация орнитиндекарбоксилазы
	Темно-зеленый, синий
	Желтый, светло-

зеленный

	7
	Наличие фенилаланиндезаминазы
	Темно-зеленый
	Жетлый

	8
	Образование индола
	Розовый
	Бесцветный

	9
	Образование ацетилкарбинола
	Розовый,

малиновый
	Бесцветный

	10
	Наличие уреазы
	Малиновый,

красный
	Желтый

	11
	Образование сероводорода
	Черный,
темно-

серый, коричневый
	Желтый

	12
	Утилизация глюкозы
	Желтый
	Красный

	13
	Наличие β-галактозидазы
	Желтый
	Бесцветный

	14
	Утилизация лактозы
	Желтый
	Красный

	15
	Утилизация маннита
	Желтый
	Красный

	16
	Утилизация сахаразы
	Желтый
	Красный

	17
	Утилизация инозита
	Желтый
	Красный

	18
	Утилизация сорбита
	Желтый,
желто-

оранжевый
	Красный

	19
	Утилизация арабинозы
	Желтый,
жесто- оранжевый
	Красный

	20
	Утилизация мальтозы
	Желтый
	Красный
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Заполнила кодовую карточку:
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Заключение: на основании культуральных, морфологических и биохимических свойств обнаруженная культура –Kluyvera cryocrescens.

Также сегодня я проводила генеральную уборку:

· Надела халат, перчатки, шапочку;

· Приготовила дезинфицирующий раствор необходимой концентрации «Самаровка»; 

· Провожу дезинфекцию поверхностей помещений;

· Смываю дезинфицирующее средство с обработанных поверхностей чистой ветошью, смоченной водопроводной водой;

· Весь уборочный инвентарь обеззаразила, затем промыла и повесила сушиться.

День 9

02.07.19

Произвела реакцию агглютинации на стекле культуры сальмонеллы с сальмонеллезной сывороткой, содержащей О-антигены (соматические) антигены группы ABCDE.
Реакция агглютинации.

На обезжиренное предметное стекло наносят каплю взвеси сальмонеллы, каплю любой другой культуры и каплю физраствора. Капли на стекло наносят гак, чтобы между ними было расстояние. Во все капли добавляют по одной капле сыворотки, физраствор является контролем. Реакция протекает при комнатной температуре в течение 1-3 минут. Контроль останется прозрачным, в первой капле должны появиться хлопья агглютината, следовательно, здесь есть антитела, а во второй капле появится муть, в этом случае результат реакций считают положительным. При отрицательном результате реакции в первой капле будет видна равномерная муть.
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Принимала участие в программе внутрилабораторного производственного контроля, а именно: производила смывы с поверхностей лабораторного оборудования и рабочих поверхностей в бактериологическом отделе КДЛ на санитарные исследования:

1. Отбор проб производится с объектов (предметов и поверхностей) в режимных помещениях после завершения процедуры дезинфекции.

2. Для проведения смыва с поверхностей можно использовать:

3. Стерильный тампон на держателе, вмонтированный в пробирку со стерильной жидкостью (0,9% раствором хлорида натрия, 0,1% пептонной водой).

4. Тампон увлажняют стерильной жидкостью из пробирки, делают смыв с объекта и помещают в ту же пробирку.

5. При контроле мелких предметов смывы отбирают с поверхности всего предмета.

6. Одним тампоном можно производить смыв с нескольких однородных мелких предметов

7. При контроле предметов с большой поверхностью смывы проводят с площади не менее 100 см2 (квадрат 10*10 см), тщательно протирая поверхность.

8. Необходимо обращать внимание на места, труднодоступные для мытья и дезинфекции.

9. Емкости с пробами маркируются в соответствии с нумерацией, указанной в сопроводительной документации.

10. После доставки в бактериологический отдел лаборатории лабораторной посуды с отобранными на них пробами, персонал санитарно- бактериологического раздела должен зарегистрировать, принять в работу и проводить дальнейшие исследования проб в установленном порядке.

11. Для санитарно-бактериологических исследований качества гигиенической обработки рук в учреждениях здравоохранении могут быть

использованы питательные среды лабораторного и промышленного приготовления, расходные материалы, биологические препараты, указанные в Методических указаниях МУК 4.2.2942-11.

Я взяла смывы в 235 кабинете с:

1. Стол отбора бак. посевов

2. СПГА-100-1-НН, камера изнутри

3. Стол обеззараживания посевов

4. Контейнер сбора бак. Посевов (крышка)

5. Бак обеззараженных отходов класс Б
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Зарегистрировала в журнале.
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День 10

03.07.19

Я произвела учет смывов с поверхностей. Занесла результаты в рабочий журнал. Высадила на питательные среды (Эндо и МЖСА) смывы, поставила в термостат на 18-24 часа.
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В целях профилактики внутрибольничных инфекций (далее - ВБИ) в лечебно-профилактической организации) осуществляются дезинфекционные и стерилизационные мероприятия, которые включают в себя работы по профилактической и очаговой дезинфекции, обеззараживанию, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий медицинского назначения.

Для проведения дезинфекционных и стерилизационных мероприятий ООМД (организация, осуществляющая медицинскую деятельность) должны регулярно обеспечиваться моющими и дезинфицирующими средствами различного назначения, кожными антисептиками, средствами для стерилизации изделий медицинского назначения, а также стерилизационными упаковочными материалами и средствами контроля (в том числе химическими индикаторами)

1. Химический метод дезинфекции: основан на применении разнообразных химических веществ, вызывающих гибель микроорганизмов. Его используют с целью обеззараживания различных объектов внешней среды, воздуха, биологических субстратов. При работе в микробиологической лаборатории допускаются дез. растворы, разрешенные к применению на территории РФ.

2. Физический метод дезинфекции: обеспечивает удаление микроорганизмов с объектов путем воздействия физических факторов: высокой температуры горячего воздуха, пара под давлением, ультрафиолетовых лучей.

· Контроль стерильности в автоклаве – для проверки стерильности материала и работы автоклава используют химические индикаторы. При объёме автоклава до 100 литров используют 5 индикаторов, если объём автоклава больше 100 литров используют 11 индикаторов. Закладки производятся при каждом цикле.

· Термический контроль: проводят раз в полгода. Для контроля используют проверенный максимальный термометр с ценой деления не более 1 °С и диапазоном измерений, превышающим контролируемую температуру. Термометр размещают в пяти точках совместно с химическими индикаторами. После окончания цикла стерилизации и остывания термометра до комнатной температуры, снимают показания. Для определения истинного значения максимальной температуры цикла стерилизации к снятому с термометра

показанию прибавляют соответствующую поправку, указанную в паспорте на данный термометр.

Результаты заносят в "Журнал бактериологического контроля работы стерилизаторов воздушного, парового (автоклава) в КГБУЗ «КККОД им. А.И. Крыжановского»" и в форме 520/у "Журнал обеззараживания патогенных биологических агентов". После регистрации режимов стерилизации заверяют подписями исполнителя и ответственного бактериолога.

· Биологический контроль: этот вид контроля проводят 2 раза в год. Для этого используют биотесты, предназначенные для конкретного вида паровой или суховоздушной стерилизации.

Пронумерованные пакеты с биотестами размещают в контрольных точках стерилизатора. После проведенной стерилизации в пробирки с биотестами вносят 0,5 мл цветной питательной среды, начиная со стерильной пробирки для контроля питательной среды и заканчивая контрольным тестом, не подвергавшимся стерилизации (контроль культур).

Далее пробирки инкубируют. После чего проводят учет изменения цвета питательной среды. В контроле (стерильная проба) цвет среды не изменяется. В пробирке с контролем культуры цвет среды должен измениться на цвет, указанный в паспорте, что свидетельствует о наличии жизнеспособных спор.

Работа считается удовлетворительной, если цвет питательной среды во всех биотестах не изменился. 
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Результаты заносят в журнал и регистрируют.
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День 11

04.07.19

Я производила постановку и учет антибитикочувствительность.

Принцип диско-диффузионного метода (по Keurby-Bauer) основан на феномене ингибиции антибиотиком поверхностного, видимого роста микроорганизмов на плотной (агаровой) питательной среде. Градиент концентрации антибиотика в питательной среде создается в результате его диффузии из носителя (картонного диска). Диск с антибиотиком помещается на поверхность питательной среды немедленно после посева (инокуляции) культуры исследуемого микроорганизма. При этом практически одновременно начинаются два процесса: диффузия антибиотика из диска и рост

микроорганизмов на поверхности среды. С практической точки зрения важно то, что от диска к периферии происходит движение “фронта” концентрации антибиотика, равной его МПК в отношении исследуемого микроорганизма.

Особенностью роста микроорганизмов на питательных средах является наличие лагфазы – периода времени, в течение которого происходит адаптация культуры к новой среде. По окончании лаг-фазы рост культуры исследуемого микроорганизма начинается в тех областях, где концентрация антибиотика еще не превысила минимальную подавляющую. Таким образом, чем длиннее лаг-фаза у данного микроорганизма, тем большим окажется диаметр зоны ингибиции роста вокруг диска с антибиотиком.

Диско-диффузионный метод в настоящее время стандартизован только для “быстрорастущих” микроорганизмов (формирующих гомогенный сплошной рост – “газон” через 18 – 20 ч инкубации.

На четвертый день, выдача результатов.

Питательные среды для определения чувствительности бактерий с антибиотиками.
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День 12
05.07.19
Учет результатов антибиотикограммы.

Учитывают путем измерения диаметра зоны вокруг диска в миллиметрах. Запись результатов производят в соответствующие журналы.

Результат учета антибиотикограммы

	Название диска с АМП
	Зона в мм
	Интерпретация

	AMC30
	0
	R

	SAM20
	0
	R

	CRO30
	0
	R

	CAZ30
	0
	R

	SCF105
	15
	R

	GME30
	11
	R

	AKN30
	0
	R

	CYP5
	0
	R

	PEF5
	0
	R

	MEM10
	0
	R

	YPM10
	11
	R

	ETP
	0
	R

	FEP10
	0
	R

	DOR10
	9
	R

	МОКСИФЛАКСАЦИЛИН 
	10
	R

	LVX5
	12
	R

	ТАЙГАЦЕЛИН 
	19
	S

	ФОСФОЛИЦИН 
	0
	R


Где: R- резистентность, S- чувствительная, Y- умеренная чувствительность.
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Сегодня я варила среды Эндо в количестве 1л, Энтерококковый агар и Кандида агар – 300мл. 

[image: image42.png]



Приготовление: 37,0 г среды размешать в 1 л дистиллированной воды, кипятить 2-3 минуты до полного расплавления агара, фильтровать через ватно-марлевый фильтр, снова довести до кипения, охладить до температуры 45-50оС и разлить в стерильные чашки Петри слоем 5-6 мм. После застывания среды подсушить при температуре (37±1)оС в течении 40-60 минут.

ХРАНИТЬ ДО ПОСЕВА В ТЕМНОТЕ

Энтерококкагар

Среда для выделения энтерококков

Приготовление: 29,0 г среды размешать в 1 л дистиллированной воды, довести до кипения и кипятить при постоянном помешивании в течении 1 минуты, охладить до температуры 45-50оС и разлить в стерильные чашки Петри слоем 3-4 мм. После застывания среды чашки с открытыми крышками подсушить в течении 40-60 минут.

Кандидаагар

Среда для выделения энтерококков из клинического материала: отделяемое из ожоговых и хирургических ран, мочи, крови, фекалий и т.д.

Приготовление: 45,9 г среды размешать в 1 л дистиллированной воды. Кипятить до полного растворения агара. НЕ СТЕРИЛИЗОВАТЬ В АВТОКЛАВЕ. Разлить в чашки Петри.

Среды разлила в чашки по 20-25мл. Промаркировала после застывания среды.

День 13
05.07.19

Сдача и защита дневника.
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