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Цели и задачи практики:

1. Закрепление в производственных условиях профессиональных умений и навыков по методам  микробиологических и иммунологических исследований.
1. Расширение и углубление теоретических знаний и практических умений по методам микробиологических и иммунологических исследований.
1. Повышение профессиональной компетенции студентов и адаптации их на рабочем месте, проверка возможностей самостоятельной работы.
1. Осуществление учета и анализ основных  микробиологических показателей, ведение документации.
1. Воспитание трудовой дисциплины и профессиональной ответственности.
1. Изучение основных форм и методов работы в бактериологической лаборатории.


Программа практики.
В результате прохождения практики студенты должны уметь самостоятельно:

1. Организовать рабочее место для проведения лабораторных исследований.
1. Подготовить лабораторную посуду, инструментарий и оборудование для анализов.
1. Приготовить растворы, реактивы, дезинфицирующие растворы.
1. Провести дезинфекцию биоматериала, отработанной посуды, стерилизацию инструментария и лабораторной посуды.
1. Провести прием, маркировку, регистрацию и хранение поступившего биоматериала.
1. Регистрировать проведенные исследования.
1. Вести учетно-отчетную документацию.
1. Пользоваться приборами в лаборатории.



По окончании практики студент должен
представить в колледж следующие документы:
1. Дневник с оценкой за практику, заверенный подписью общего руководителя и печатью ЛПУ.
1. Характеристику, заверенную подписью руководителя практики и печатью ЛПУ.
1. Текстовый отчет по практике (положительные и отрицательные стороны практики, предложения по улучшению подготовки в колледже, организации и проведению практики).
1. Выполненную самостоятельную работу
1. В результате производственной практики обучающийся должен:
Приобрести практический опыт:
- приготовления питательных сред для культивирования различных групп микроорганизмов с учетом их потребностей
- техники посевов на чашки Петри, скошенный агар и высокий столбик агара.

Освоить умения:
- готовить материал к микробиологическим исследованиям;
- определять культуральные и морфологические свойства ; 
- вести учетно-отчетную документацию; 
- производить забор исследуемого материала;
- принимать, регистрировать,  материал;
- утилизировать отработанный материал.
Знать:
- задачи, структуру, оборудование, правила работы и техники безопасности в микробиологический  лаборатории; 
- основные методы и диагностическое значение  исследований протеолитических , сахаралитических, гемолитических свойств микроорганизмов, антигенной структуры.





Тематический план
Квалификация Медицинский технолог
4 семестр
	№
	Наименование разделов и тем практики
	Всего часов

	1
	Ознакомление с правилами работы в  бак лаборатории
	6

	2
	 Подготовка материала к микробиологическому исследованиям: прием , регистрация биоматериала
	3

	3
	Приготовление питательных сред  общеупотребительных, элективных, дифференциально-диагностических.

	3

	4
	Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных)
	20

	5
	Дисбактериоз. Этапы исследования .
	22

	5
	 Иммунодиагностика : РА, РП, РСК,РИФ
	6

	6
	  Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация  использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты.
	6

	Вид промежуточной аттестации
	Дифференцированный зачет
	6

	Итого 
	72
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Инструктаж по технике безопасности

Общие требования безопасности:
1. В клинико-диагностических лабораториях к работе допускается медицинский персонал в возрасте не моложе 18 лет, имеющие профессиональное медицинское образование;
2. Все вновь поступившие на работу в качестве медицинского технолога или медицинского лабораторного техника должны проходить вводный инструктаж по охране труда и пожарной безопасности, первичный инструктаж по охране труда на рабочем месте (повторный инструктаж не менее1 раза в 6 месяцев), обучение безопасным приемам работы, стажировку на рабочем месте, проверку знаний требований охраны труда (далее- проверка не реже 1 раза в 12 месяцев); 
3.  Медицинский технолог, медицинский лабораторный техник, лаборант клинической лабораторной диагностики должен знать:
· Требования инструкции по эксплуатации электрического медицинского и лабораторного оборудования завода-изготовителя, а так же требования электробезопасности;
· Правила оказания первой медицинской помощи при несчастных случаях;
· Правила пользования первичными средствами пожаротушения;
· Требования производственной санитарии и правила личной гигиены.
4. Медицинский технолог, медицинский лабораторный техник, лаборант клинической лабораторной диагностики должен:
· Выполнять работу согласно должностной инструкции;
· Соблюдать правила безопасности при работе с реактивами;
· Соблюдать правила безопасности при работе на анализаторах и другом лабораторном оборудовании;
· Содержать в чистоте закрепленное оборудование и средства индивидуальной защиты;
· Выполнять требования предписывающих, запрещающих, предупреждающих знаков и надписей;
· Соблюдать правила внутреннего распорядка клиники.
5. Принимать пищу следует в специально отведенных для этого комнатах, имеющих соответствующие оборудование, освещение и вентеляцию;
6. Хранить верхнюю одежду следует в гардеробной инструкции является служебной обязанностью, а их нарушение влечет за собой дисциплинарную ответственность ;
7. Знание и выполнение требований настоящей инструкции является служебной обязанностью, а их нарушение влечет за собой дисциплинарную ответственность;
8. За нарушение требований законодательных и иных нормативных актов об охране труда сотрудники КДЛ могут привлекаться к дисциплинарной, административной, материальной и уголовной ответственности (в зависимости от последствий нарушений) в порядке, установленном законодательством Российской Федерации;
Требования безопасности перед началом работы:

1. Надеть положенную санитарно-гигиеническую одежду (халат, колпак), приготовить необходимые средства индивидуальной защиты;
2. Проверить готовность к работе и убедиться в исправности оборудования, местного освещения, вытяжного шкафа, других приспособлений, посуды, вспомогательных материалов и иных предметов оснащения рабочего места, уточнить наличие и достаточность реактивов. В случае обнаружения дефектов немедленно сообщить об этом заведующему лабораторией;
3. He приступать к работе без устранения обнаруженных дефектов, сделав соответствующие отметки в журнале технического обслуживания медицинского и лабораторного оборудования;
4. Спецодежду средний медперсонал КДЛ не должен снимать в течение всего времени нахождения в санитарной зоне. Выходить на улицу в спецодежде одежде запрещено!
5. Лаборатория должна быть укомплектована аптечкой первой медицинской помощи, содержащей в обязательном порядке:
· марлевые салфетки - 15 шт;
· бинты - 2 шт;
· лейкопластырь;
· медицинские перчатки -3 пары;
· - напальчники - 3 шт;
· маски - 3 шт;
· спирт 70%;
· раствор йода спиртовой 5%;
· дез.средство.
6. Смена санитарно-гигиенической одежды должна проводиться не реже двух раз в неделю, полотенец – ежедневно;
7. Перед входом в помещение необходимо выключить бактерицидную лампу, если она была включена. Выключатель бактерицидной лампы должен быть установлен у входа в рабочее помещение со стороны коридора.
Требования безопасности во время работы:
1. Средний медперсонал КДЛ во время работы не должен допускать спешки. Проведение анализов следует выполнять с учетом безопасных приемов и методов работы;
2. С целью предупреждения инфицирования медицинскому персоналу лаборатории следует избегать контакта кожи и слизистых оболочек с кровью и другими биологическими материалами;
3. Работать с исследуемым материалом необходимо в резиновых перчатках, избегая уколов и порезов;
4. При транспортировке биоматериал должен помещаться в емкости, закрывающиеся винтовыми крышками, а сопроводительная документация в упаковку, исключающую возможность ее загрязнения биоматериалом;
5. Транспортировка должна осуществляться в закрытых контейнерах, регулярно подвергающихся дезинфекционной обработке;
6. Все повреждения на руках должны быть закрыты лейкопластырем или напальчниками;
7. При пипетировании крови следует использовать автоматические пипетки, а в случае необходимости- резиновые груши. Запрещается пипетирование крови ртом;
8. При открывании пробок, бутылок, пробирок с кровью или другими биологическими материалами следует не допускать разбрызгивания их содержимого;
9. При хранении потенциально инфицированных материалов в холодильнике необходимо помещать их в полиэтиленовый слип-пакет;
10. При включении электрооборудования в сеть необходимо проверить соответствие напряжения прибора, указанного, в паспорте, напряжению в сети, а также наличие заземления;
11. Используемые нагревательные приборы должны иметь гладкую поверхность, быть доступны для легкой очистки и должны устанавливаться на теплоизолирующее негорючее основание;
12. Следует следить за целостностью стеклянных приборов, оборудования и посуды и не допускать использования в работе предметов, имеющих трещины и сколы;
13. Рабочие места для проведения исследований мочи, кала, отделяемого из полостями органов должны быть оборудованы вытяжными шкафами с механическим побуждением;
14. Для предотвращения переутомления и порчи зрения при микроскопировании и пользовании другими оптическими приборами необходимо обеспечить освещение поля зрения, предусмотренное для данного микроскопа или прибора. При утомлении зрения следует делать перерывы в работе минимум на 15 минут.
15. В помещении лаборатории запрещается:
· курить;
· оставлять без присмотра зажженные спиртовки, нагревательные приборы, держать вблизи горящих спиртовок вату, марлю, спирт и другие воспламеняющиеся вещества и предметы:
· убирать случайно пролитые огнеопасные жидкости при зажженных спиртовках и включенных электронагревательных приборах;
· наливать в горящую спиртовку горючее, пользоваться спиртовкой, не имеющей металлической трубки и шайбы для сжатия фитиля: проводить работы, связанные с перегонкой, экстрагированием, растиранием вредных веществ и т.д. при неработающей или неисправной вентиляции;
·  при работе в вытяжном шкафу держать голову под тягой, пробовать на вкус и вдыхать неизвестные вещества;
· хранить и применять реактивы без этикеток, а также какие-либо вещества неизвестного происхождения;
· также хранить и принимать пищу, пользоваться косметикой в рабочих помещениях; выполнять работы, не связанные с заданием и не предусмотренные методиками проведения исследований;
· загромождать проходы и коридоры, а также подходы к средствам пожаротушения.
16. Во время работы средний медперсонал КДЛ должен неукоснительно соблюдать требования асептики и антисептики, правила личной гигиены.

Требования безопасности в аварийных ситуациях:
1. В случаях аварийной ситуации принять меры к эвакуации пациентов и работников клиники в соответствии с планом ликвидации аварийных ситуаций;
2. При обнаружении оголенных токоведущих частей (электропроводки), принять следующие меры безопасности:
· оградить оголенные токоведущие части;
· предупредить находящихся рядом людей об опасности поражения электрическим током;
· немедленно сообщить о случившемся руководителю; 
· до прибытия руководителя работ наблюдать, чтобы находящиеся рядом люди не касались оголенных токоведущих частей.
3.  Оказать помощь пострадавшим при травмировании согласно инструкции. При поражении электротоком следует немедленно отсоединить пострадавшего от электросети (выключить рубильник, отбросить электропровод деревянной палкой, доской), приступить к оказанию первой медицинской помощи;
4. При загрязнении кровью или другой биологической жидкостью спецодежды, ее следует немедленно снять, обработать участки загрязнения дезинфицирующим раствором, затем замочить в нем спецодежду. При загрязнении кровью и другими жидкостями перчаток их протирают тампоном, смоченным дезраствором;
5. В случае загрязнения кожных покровов кровью или другими биологическими жидкостями их следует в течение двух минут обработать тампоном, обильно смоченным 70% спиртом, вымыть под проточной водой с мылом и вытереть индивидуальным тампоном;
6.  При попадании крови на слизистые оболочки их немедленно обрабатывают струей воды;
7. При разбрызгивании зараженного биоматериала помещение, где произошла авария, тщательно дезинфицируют. Объем работ по дезинфекции определяет заведующий лабораторией;
8. Если авария произошла на центрифуге, то дезинфекционные мероприятия назначают не ранее, чем через 30-40 минут, то есть после осаждения аэрозоля;
9. При ранении любой стадии, отравлениях, ожогах и других несчастных случаях, пострадавшему на месте оказывают первую помощь, при необходимости направляют в лечебное учреждение;
10. В случае пролива кислот, щелочей, других агрессивных реагентов персонал лаборатории должен принять необходимые меры для ликвидации последствий: открыть окна, проветрить помещение;
11. Если пролита щелочь, то ее надо засыпать песком или опилками, затем удалить песок (опилки) и залить это место сильно разбавленной соляной или уксусной кислотой. После этого удалить кислоту тряпкой, вымыть место пролива щелочи водой и вытереть насухо. Ветошь, использованная для этого, утилизируется;
12. Если пролита кислота, то ее надо засыпать песком (опилками засыпать нельзя!), затем удалить пропитанный песок лопаткой, засыпать содой, соду удалить и промыть это место большим количеством воды и вытереть насухо. Ветошь, использованная для этого, утилизируется;
13.  Растворы для нейтрализации концентрированных кислот и щелочей должны находиться на стеллаже (полке) в течение всего рабочего времени;
14.  В случае возникновения пожара необходимо вызвать пожарную команду по телефону 101. 112 организовать ее встречу, сообщить о пожаре руководителю лаборатории (организации), приступить к эвакуации людей. До приезда пожарной команды принять мероприятия по тушению пожара подручными средствами в соответствии с инструкцией по пожарной безопасности;
15. При прочих аварийных ситуациях (аварии систем водопровода, канализации, отопления), препятствующих выполнению исследований, прекратить работу и сообщить об этом руководителю лаборатории (организации);
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1 ДЕНЬ(18.05.23)
Ознакомление с правилами работы в бак лаборатории.
1. Изучила нормативные документы, регламентирующие санитарно-противоэпидемический режим в КДЛ, и ознакомилась с правилами работы в бактериологическом отделе лаборатории.
   Главными документами, на основании которых ведутся работы в бактериологическом отделе КДЛ:
1) Инструкция №6 «Универсальная схема оказания первой помощи на месте происшествия»;
2) Инструкция о мерах пожарной безопасности в отношении Клинико-диагностической лаборатории КГБУЗ «КМКБ №20 им. И.С. Берзона»;
3) Инструкция №81 по охране труда для специалистов с высшим образованием КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ;
4) Инструкция №126 по охране труда при передвижении по территории и производственным помещениям;
5) Инструкция №6 по оказанию первой доврачебной помощи при несчастных случаях;
6) Инструкция №12 по охране труда при выполнении работ с кровью и другими биологическими жидкостями;
7) Инструкция №58 по охране труда для среднего медицинского персонала клинико-диагностической лаборатории;
8) Инструкция №3 по охране труда при работе с приборами и аппаратами медицинского назначения;
9) Инструкция №9 по охране труда при использовании ультрафиолетовых облучателей;
10) СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к профилактике инфекционных болезней»;
11) ФЗ № 157-ФЗ от 17.09.1998 «Об иммунопрофилактике инфекционных болезней»;
12) МР 11-3/7-09 от 23.03.2004 «Контроль паровой и воздушной стерилизации медицинских изделий химическими индикаторами однократного применения производства НПФ «Винар»»;
13) МУ 4.2.2039-05 от 23.12.2005 «Техника сбора и транспортирования биоматериалов в микробиологические лаборатории»;00000
14) Приказ МЗ РФ №380 от 25.12.97 «О состоянии и мерах по совершенствованию лабораторного обеспечения диагностики и лечения пациентов в учреждениях здравоохранения РФ»;
15) Приказ МЗ РФ № 408 от 12.07.98 «Дезинфекция, предстерилизационная очистка и стерилизация изделий медицинского назначения для профилактики вирусных гепатитов»;
16) Приказ МЗ СССР №254 от 03.09. 91 «О развитии дезинфекционного дела в стране».
2.  Был произведен инструктаж по охране труда и по соблюдению требований безопасности при выполнении работ в клинико-диагностической лаборатории бактериологическом отделе «КМКБ №20 им.И.С.Берзона».

3. Было проведено ознакомление со структурой бактериологического отдела КДЛ «КМКБ №20 им.И.С.Берзона».


Краткая характеристика:
   Бактериологический отдел КДЛ является подразделением клинико-диагностической лаборатории КМКБ №20 им.И.С.Берзона, расположенного по адрегу: г.Красноярск, ул. Инструментальная 12, строение 2, на 2 этаже лабораторного корпуса.
   Основными видами деятельности бактериологического отдела КДЛ согласно установленного перечня номенклатуры исследований являются:
· Бактериологические исследования материала от больного;
· Санитарно-бактериологические исследования в рамках программы производственного и внутрибольничного контроля.




























2 ДЕНЬ(19.05.23)
Подготовка материала к микробиологическому исследованию: прием, регистрация биоматериала.
1. Прием биологического материала производится в «грязной» зоне лаборатории в специальной комнате для приема проб с использованием передаточного окна. Далее производятся следующие действия: 
· Занесение полученного биоматериала в лабораторный журнал регистрации. Он может быть как бумажным, так и электронным. В КМКБ №20 им.И.С.Берзона используются и бумажные и электронные журналы регистрации ;
· Маркировка проб;
· Доставка проб до необходимого кабинета для дальнейшего исследования.
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                            Рисунок 1 Процесс регистрации              Рисунок 2 Место приема и регистрации 
                                                                                                                        биоматериала
2. Приготовление питательных сред
   Питательная среда- является основой микробиологической работы, и их качество нередко определяет результаты всего исследования. Среды должны создавать оптимальные (наилучшие) условия для жизнедеятельности микробов.
   Местом изготовления питательных сред является средоварка.
[image: ] [image: ] [image: ]
   Рисунок 3 Устройство средоварки                Рисунок 4 Среды                                              Рисунок 5 Среды
Классификация сред по консистенции:
· Жидкие (например: МПБ, среды Гисса);
· Полужидкие (например: полужидкий агар);
· Твердые или плотные (например: МПА, среда ЭНДО, кровяной агар).

Классификация сред по составу:
· Простые (например: МПА, МПБ, пептонная вода); 
· Сложные (например: МПА и МПБ+ доп.вещества- кровяной агар, сывороточный агар, сахарный агар и т.д.).

Классификация сред по назначению:
· Основные (общеупотребительные) среды служат для культивирования большинства патогенных: микробов. Например: МПА, МПБ;
· Специальные среды служат для выделения и выращивания микроорганизмов, не растущих на простых, средах.  Например, для культивирования стрептококка к средам прибавляют сахар, для пневмо- и менингококков - сыворотку крови, для возбудителя коклюша - кровь;
· Элективные (избирательные) среды служат для выделения определенного вида микробов, росту которых они благоприятствуют, задерживая или подавляя рост сопутствующих микроорганизмов. Так, соли желчных кислот, подавляя рост кишечной палочки, делают среду элективной для возбудителя брюшного тифа. Среды становятся элективными при добавлении к ним определенных антибиотиков, солей, изменении рН;
· Дифференциально-диагностические среды позволяют отличить (дифференцировать) один вид микробов от другого по ферментативной активности, например среды Гисса с углеводами и индикатором. При росте микроорганизмов, расщепляющих углеводы, изменяется цвет среды;
· Консервирующие среды предназначены для первичного посева и транспортировки исследуемого материала; в них предотвращается отмирание патогенных микроорганизмов и подавляется развитие сапрофитов. Пример такой среды - глицериновая смесь, используемая для сбора испражнений при исследованиях, проводимых с целью обнаружения ряда кишечных бактерий;
· Хромогенные среды предназначены для получения чистой культуры.

Этапы приготовления сред:
1. Расчет и взвешивание ингредиентов в соответствии с рецептурой;
2. Варка питательных сред;
3. Установление рН сред ориентировочно производят с помощью индикаторных бумажек;
4. Осветление сред производят, если при варке они мутнеют или темнеют;
5. Фильтрацию жидких и расплавленных желатиновых сред производят через влажный бумажный или через матерчатые фильтры. Фильтрация агаровых сред затруднена, - они быстро застывают. Обычно их фильтруют через ватно-марлевый фильтр;
6. Разливают среды в пробирки (по 3-5 мл или по 10 мл), флаконы, колбы, Чашки Петри и бутылки не более чем на 1/3 емкости;
7. Стерилизация. Режим стерилизации зависит от состава среды и указан в ее рецепте;
8. Контроль готовых сред: для контроля стерильности среды ставят в термостат на 2 сут при температуре 37С, после чего просматривают. Если на средах не появятся признаки роста, их считают стерильными и передают для химического контроля по нескольку образцов каждой серии; б) химический контроль: окончательно устанавливают рН, содержание общего и аминного азота, пептона, хлоридов. Далее их хранят в холодильнике при температуре +4С.

Требования предъявляемые к питательным средам:
· Должны содержать все необходимые питательные вещества, в том числе факторы роста;
· Должны быть изотоничны-0.9% NaCl;
· Должна быть оптимальная pH – 7,2-7.4;
· Должна быть оптимальная консистенция;
· Должны быть стерильны!!!
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      Рисунок 6 Процесс разлива среды                                      Рисунок 7 Среда - Цитрат Симмонса  













3 ДЕНЬ(20.05.23)
Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных).

   Кокки — это обширная группа микроорганизмов, включающая патогенных, условно-патогенных и непатогенных представителей. 
   По классификации Берги патогенные кокки относятся к трем семействам: 
1. Micrococcaceae - род Staphylococcus;
2. Streptococcaceae - род Streptococcus;
3. Neisseriaceae - род Neisseria.
   Общим признаком для всех патогенных кокков является их способность вызывать гнойные процессы, поэтому они называются гноеродными (пиогенными). 
   Степень органотропности у кокков неодинакова, она наиболее выражена у пневмококков, менингококков и гонококков. 
   Все патогенные кокки неподвижны, не образуют спор, пневмококки образуют капсулу. 
   По тинкториальным свойствам они делятся на грамположительные (стафилококки, стрептококки) и грамотрицательные (менингококки, гонококки).
   Патогенные представители гноеродной группы отличаются друг от друга по потребности в питательных веществах и биохимической активности. Наименее требовательны к средам, а биохимически более активны стафилококки, наиболее требовательны к средам и наименее биохимически активны - гонококки.
   Для микробиологической диагностики производят сбор материала для дальнейших исследований:
1. Гной (фурункулы, карбункулы, абсцессы). 
2. Слизь из зева (ангина). 
3. Мокрота (пневмония). 
4. Моча (пиелиты и циститы). 
5. Дуоденальное содержимое (холецистит). 
6. Кровь (подозрение на сепсис). 
7. Рвотные массы, промывные воды желудка, пищевые продукты (пищевые отравления). 
8. Слизь из носа (обследование на бактерионосительство). 

   Из представителей данной группы мною было более подробно исследовано семейство  Micrococcaceae - род Staphylococcus. 
   Стафилококки имеют вид круглых шаров диаметром 0,5-1,5 мкм. Размножаясь, образуют скопления в виде грозди винограда. Такая форма является результатом деления микробов в различных плоскостях. Стафилококки неподвижны, не имеют спор, при специальных условиях культивирования образуют микрокапсулу, грамположительны.
   В настоящее время стафилококки, выделенные от человека, делят на 3 вида: S. aureus,
 S. epidermidis, S. saprophyticus.



Ход исследования:
1 день: Полученный материал засевают на ЖСА и на агар с 3-5% кровью в чашки Петри, параллельно проводят микроскопию, засевают сахарный бульон. Посевы убирают в термостат.

2 день: Посевы на плотных и жидких питательных средах вынимают из термостата и изучают. Подозрительные в отношении стафилококка колонии, выросшие на ЖСА, отсевают на скошенный агар для получения и дальнейшего изучения чистой культуры. При этом учитывают наличие лецитиназы, которое проявляется в образовании радужного венчика вокруг колонии. Чашки с оставшимися колониями оставляют на 2-3 дня при комнатной температуре для выявления пигмента. Просматривают посевы на чашках с агаром, содержащим кровь. Колонии с четкой зоной гемолиза (просветление) вокруг них выделяют на скошенный агар. Посев крови в сахарном бульоне инкубируют 10 сут, производя через 2-3 дня высевы на агар с кровью и желточно-солевую среду. При отсутствии роста на плотных питательных средах делают высев из бульона с глюкозой на агар с кровью. Посевы ставят в термостат на сутки.

3 день: Вынимают посевы из термостата. Из выделенных на скошенный агар культур делают мазки, окрашивают по Граму и микроскопируют. При наличии грамположительных стафилококков проводят дальнейшее изучение выделенной культуры: ставят реакцию плазмокоагуляции; изучают гемолитические свойства; определяют продукцию ДНКазы; определяют ферментацию маннита в анаэробных условиях; определяют устойчивость к новобиоцину.

4 день: Производят учет результатов, для выявления конкретного вида. Так же культуру стафилококка проверяют на чувствительность к антибиотикам методом бумажных дисков( ставится одна чашка а/б).


 (
Рисунок 
8
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Рисунок 9 Вид Стафилококка на среде Клиглера
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          Рисунок 10 Пёстрые ряды на Стафилококк                                Рисунок 11 Окраска Мазков по Граму
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                Рисунок 12 Результат микроскопии                                     Рисунок 13  Постановка антиботикограммы 
                                                                                                                                        (Staphylococcus)













4 ДЕНЬ(22.05.23), 5 ДЕНЬ(23.05.23)
Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных).

Семейство кишечных бактерий
   К семейству Enterobacteriaceae относят многочисленные микроорганизмы, сходные по морфологии, тинкториальным и культуральным свойствам. Они обитают в кишечнике человека и животных и могут быть обнаружены во внешней среде. 
   В настоящее время все кишечные бактерии делят на 12 родов, из которых мною были рассмотренны следующие: Proteus, Klebsiella, Enterococcus.
   К патогенным представителям семейства кишечных бактерий относятся возбудители брюшного тифа, паратифов А и В, токсикоинфекций, дизентерии. Многие кишечные бактерии постоянно обитают в кишечнике. При изменении условий существования (например, ослабление организма хозяина) они становятся возбудителями заболеваний. Это так называемые условно-патогенные бактерии. 
   Все кишечные бактерии грамотрицательные палочки. Они являются факультативными анаэробами. Хорошо растут на простых питательных средах. 
   Энтеробактерий отличаются ферментативной активностью, которая наиболее выражена у сапрофитов и уменьшается по мере усиления патогенности. Эту закономерность можно объяснить тем, что микроорганизмы, приспособляясь к паразитическому образу жизни, утратили ставшие ненужными ферменты.
   Клебсиеллы - короткие толстые палочки, размером 0,6-6,0 × 0,3-1,5 мкм с закругленными концами. Неподвижны. Образуют капсулу. В мазках располагаются одиночно, попарно или короткими цепочками.
   Они являются факультативными анаэробами. Хорошо растут на простых питательных средах при 35-37° С. На плотных средах образуют куполообразные слизистые колонии, на бульоне - интенсивное помутнение. 
   Так же они ферментируют лактозу, расщепляют глюкозу и маннит с образованием кислоты и газа, разлагают мочевину, не образуют индола и сероводорода. Обладают эндотоксином. Вирулентность их зависит от наличия капсулы - бескапсульные формы менее вирулентны. Клебсиеллы содержат капсульые К- и соматические О-антигены. Сочетание этих нтигенов обусловливает принадлежность культур к определенным сероварам. В настоящее время известно 80 К- и 11 О-антигенов.
Ход исследования:
1 день: Производят посев на чашки Петри с МПА, средой Эндо и Плоскирева, глюкозный бульон. Посевы убирают в термостат.
2 день: Делают мазки, окрашивают по Граму. При наличии гамотрицательных палочек отбирают слизистые колонии (4-5) и пересевают их на скошенный агар и среду Ворфель - Фергюсона (для выделения чистой культуры) и на комбинированную среду Рассела (или среду с мочевиной) для определения ферментативных свойств и подвижности. В пробирку под пробку опускают полоски бумаги, пропитанные реактивами для определения индолообразования и сероводорода. Делают высев из глюкозного агара на плотные питательные среды для проведения (если понадобится) дополнительного исследования.
3 день: При росте неподвижной культуры, ферментирующей лактозу, глюкозу, мочевину, не образующей индола и сероводорода, делают посев на среды с цитратом и малонатом и мазки для определения наличия капсулы. При наличии капсулы ставят реакцию агглютинации на стекле с агглютинирующими К-сыворотками. Просматривают дополнительный посев на плотные питательные среды. Можно выдать ориентировочный ответ: "Выделены клебсиеллы".
4 день: Производят учет результатов посева на среду с цитратом, малонатом (рост) и другими углеводами (типа Рассела или Олькеницкого). Выдают окончательный ответ: "Выделены клебсиеллы ".Устанавливают вид и проверяют на чувствительность к антибиотикам методом бумажных дисков (ставится 2 чашки для а/б, одна из которых ставится с использованием трафарета, а вторая без него).
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Рисунок 14 Схема выделения и идентификации           Рисунок 15 Пёстрый ряд на Клебсиеллу
                               Клебсиелл
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                                                                                                Клебсиеллу                                             Клебсиеллу

  Протей- мелкие, полиморфные грамотрицательные палочки. Средний размер 0,4-0,6 × 1,0-3,0 мкм. Подвижны, перитрихи. Спор и капсул не образуют. Протеи - факультативные анаэробы, хорошо растут на простых питательных средах при 20-37° С. Некоторые виды дают ползучий рост на плотной питательной среде, а при посеве в конденсационную воду скошенного агара - рост по всей поверхности среды (способ выделения чистой культуры по Шукевичу). Обладают сахаролитическими и протеолитическими ферментами. Содержат эндотоксин. Протеи содержат О- и Н-антигены.
Ход исследования:	
1 день: Производят посев на чашки Петри со средой Эндо и Плоскирева. Посевы убирают в термостат.
2 день: Отмечают характер роста на питательных средах (роение - вуалеобразный налет). Выделяют отдельные колонии или часть сплошного роста на комбинированную среду Рассела (с мочевиной) или среду Олькеницкого, делают посев в конденсационную воду пробирки со скошенным агаром (по Шукевичу).
3 день: Делают мазок и окрашивают его по Граму. При наличии грамотрицательных мелких палочек учитывают характер роста на среде Рассела или Олькеницкого и наличие роста в пробирке с посевом по Шукевичу. Протей не ферментирует лактозу, сбраживает глюкозу с образованием газа, большей частью гидролизует мочевину. В пробе по Шукевичу - рост по всей поверхности скошенного агара. Производят посев на дополнительные среды "пестрого ряда": маннит, бульон (для определения индолообразования и образования сероводорода вкладывают в пробирку бумажки, смоченные соответствующими реактивами), полужидкий агар, желатин. Делают посев на среду с аминокислотой фенилаланином.
4 день: Учитывают результаты посева: протей не ферментирует маннит, образует индол и сероводород, подвижен, разжижает желатин и образует фермент фенилаланиндезаминазу, изменяющую цвет в пробирке с аминокислотой фенилаланином. При указанных результатах можно отнести выделенную культуру к роду Proteus. Заключительным этапом исследования является постановка реакции агглютинации на стекле с агглютинирующими сыворотками к бактериям рода Proteus. Сначала ставят реакцию агглютинации с поливалентными О-сыворотками. При положительной реакции с одной из них повторяют реакцию агглютинации с каждой из типовых О-сывороток, входящих в поливалентную. После определения О-группы проводят реакцию с Н-сыворотками и определяют серовар. Так же проверяют на чувствительность к антибиотикам методом бумажных дисков(ставится 2 чашки для а/б, одна из которых ставится с использованием трафарета, а вторая без него).
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Рисунок 14 Схема выделения и           Рисунок 15 Протей на среде         Рисунок 16 Рост протея
идентификации Протея                                      Клиглера
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Рисунок 17 Результат микроскопии                                                 Рисунок 18 Пёстрый ряд на Протей 
                          Протея
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       Рисунок 19 Постановка а/б на Протей                                   Рисунок 20 Постановка а/б на Протей
                               Чашка №1                                                                                     Чашка № 2
       
















6 ДЕНЬ(24.05.23)
Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных).

   Синегнойная палочка- относится к семейству Pseudomonadoceae, роду Pseudomonas. Эти бактерии типичные условно-патогенные микроорганизмы. Они широко распространены во внешней среде, постоянно обитают в организме человека и животных.
   Мелкие грамотрицательные палочки. Средний размер 1,5-3,0 × 0,5-0,8 мкм. Подвижны, лофотрихи. Спор не образуют. Иногда образуют капсулоподобную внеклеточную слизь.  Являются строгими аэробами. Хорошо растут на простых питательных средах. Оптимальная температура роста 37° С, но могут расти и при 5-42° С. На МПА образуют колонии размером 2-5 мм, круглые, полупрозрачные, голубовато-серые с перламутровым оттенком; на МПБ дают помутнение и образуют пленку. 
    
   Характерным признаком P. aeruginosa является пигменто- и ароматообразование. Большинство штаммов образует сине-зеленый пигмент - пиоцианин, окрашивающий питательную среду. Почти все штаммы P. aeruginosa имеют характерный запах жасмина. Они ферментирует только один углевод - глюкозу. Протеолитическая активность хорошо выражена: разжижает желатин и свернутую сыворотку, свертывает молоко. Дает положительную реакцию на цитохромоксидазу. Образует токсины, обладающие гемолитическим и цитотоксическим действием и лейкоцидин, лизирующий лейкоциты человека. Имеет эндотоксин. P. aeruginosa обладает О- и Н-антигенами. 
Ход исследования:
1 день: Производят посев на питательный агар и сахарный бульон. Посевы убирают в термостат.

2 день: Просматривают чашки и пробирки с посевами. Отбирают чашки, в которых среда окрашена в синевато-зеленоватый цвет и имеет запах жасмина (земляничного мыла). Дают ориентировочный ответ: "Выделена культура P. aeruginosa". Выделяют колонии на пробирки с лактозой и на пробирки со скошенным агаром. Заливают вазелиновым маслом (создают анаэробные условия). Если на чашках нет роста или сомнительный результат, отбирают пробирки с бульоном с признаками роста и высевают на чашки с питательным агаром. Просматривают флаконы, при наличии признаков роста делают высев на чашки с питательным агаром.

3 день: Отбирают пробирки, в которых лактоза не расщеплена. Из культуры в пробирке со скошенным агаром делают мазок, окрашивают по Граму - наличие грамотрицательных палочек подтверждает выделение P. aeruginosa. Ставят пробу на цитохромоксидазу. Проба должна быть положительной. По совокупности всех признаков: наличие сине-зеленого пигмента, запах жасмина, грамотрицательные палочки, отсутствие расщепления лактозы в анаэробных условиях, положительная проба на цитохромоксидазу выдают ответ: "Выделена культура P. aeruginosa". Так же проверяют на чувствительность к антибиотикам методом бумажных дисков(ставится 2 чашки для а/б, одна из которых ставится с использованием трафарета, а вторая без него). 
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      Рисунок 21 Схема выделения и                                                        Рисунок 22 Результат микроскопии СП
       идентификации синегнойной палочки
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 Рисунок 23 А/б на Синегнойную палочку                                       Рисунок 24 А/б на Синегнойную палочку 
                               Чашка № 1                                                                                  Чашка № 2
              







 7 ДЕНЬ(25.05.23), 8 ДЕНЬ(26.05.23), 9 ДЕНЬ(27.05.23)
Дисбактериоз. Этапы исстедования.

   Дисбактериоз — это любые количественные или качественные изменения типичной для данного биотопа нормальной микрофлоры человека, возникающие в результате воздействия на макро– или микроорганизм различных неблагоприятных факторов. 
Микробиологическими показателями дисбактериоза служат:

· Снижение численности одного или  нескольких  постоянных   видов;
· Потеря бактериями тех или иных признаков или приобретение новых;
· Повышение численности транзиторных видов;
· Появление  новых,  несвойственных  данному биотопу видов;
· Ослабление антагонистической активности нормальной микрофлоры.

Причинами развития дисбактериоза могут быть:

· Антибиотико– и химиотерапия;
· Тяжелые инфекции;
· Тяжелые соматические заболевания;
· Гормонотерапия;
· Лучевые воздействия;
· Токсические факторы;
· Дефицит витаминов.
Фазы дисбактериоза:

· Компенсированная, когда дисбактериоз не сопровождается какими-либо клиническими проявлениями;
· Субкомпенсированная,   когда    в    результате   дисбаланса   нормальной микрофлоры возникают локальные воспалительные изменения;
· Декомпенсированная, при которой происходит генерализация процесса с возникновением метастатических воспалительных очагов.

Клинические проявления:
· Метеоризм (повышенное газообразование), вздутие живота, урчание;
· Аллергические реакции. Характерно для детей младшего возраста и подростков, ранее не страдающих от непереносимости отдельных продуктов. Пациентов беспокоят кожные высыпания (по типу крапивницы), отек Квинке, приступы бронхообструкции, изменение стула, снижение артериального давления;
· Синдром мальабсорбции – нарушение всасывания питательных веществ, обусловленное поражением ворсинок кишечника;
· Интоксикационный синдром;
· Диспепсический синдром;
· Снижение иммунной реактивности.

Посев биоматериала на дифференциально-диагностические среды:
   Материалом для исследования служит нативный кал. 
Ход исследования:
1. Его разводят в пробирке №1 в пропорции 1 мл кала : 9 мл физиологического раствора, в остальные 7 пробирок добавляют по 9 мл физиологического раствора;
2. Титруют материал по 1 мл из пробирки №1 в пробирку №2, из пробирки №2 в пробирку №3 и тд. С последней пробирки 0.1 мл утилизирует в дез.раствор. Каждое разведение кала готовят стерильной пипеткой!;
3.  Из пробирки №1 с разведением производят посев газоном на среду Плоскирева 0.1 мл, инкубируют 24ч при температуре 37С;
4. Из пробирки №2 с разведение  производят посев газоном на среду ЖСА 0.1мл, инкубируют 24-48ч при температуре 37С;
5. Из пробирки №3 с разведением  производят посев газоном на среду Эндо 0.1мл, инкубируют 24ч при температуре 37С; на среду Сабуро 0.1 мл, инкубируют 24ч при температуре 37С;
6. Из пробирки №4 с разведением  производят посев газоном на среду «Кровяной агар» 0.1мл, инкубируют 24ч при температуре 37С;
7. Из пробирки №5 с разведением  производят посев газоном на среду Эндо 0.1мл, инкубируют 24ч при температуре 37С;
8. Из пробирки №6 с разведением  производят посев титрованием в трех  пробирках, внося 1.0 мл в пробирку №1 для титрования, из №1 переносим 1.0мл в пробирку №2, из пробирки №2 переносим 1.0 мл в пробирку №3,а из пробирки №3 в дез.раствор утилизируем 1.0 мл, все три пробирки содержат 9.0 мл MRS (среда для лактобактерий), инкубируют 72ч при температуре 37С;
9. Из пробирки № 7 с разведением  производят посев титрованием в четырех пробирках, внося 1.0мл в пробирку№1 для титрования, из №1 переносим 1.0мл в пробирку №2, из №2 переносим 1.0 мл в пробирку №3,а из №3 переносим 1.0мл в пробирку №4, из пробирки №4 в дез.раствор утилизируем 1.0 мл, все три пробирки содержат 9.0 мл бифидум, инкубируем 24ч при температуре 37С;
10. Параллельно ставят реакцию нативного кала с магниевой средой путем разведения кала в 5-7 мл магниевой среды в соотношении1:5 или 1:10, инкубируют 18-24ч при температуре  37С; из разведения производят посев на среду ВСА, инкубируют 48ч при температуре 37С;
11. После получения результатов ставится диагноз.
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                                                  Рисунок 25 Схеиа посева кала на Дисбактериоз

Нормальные показатели анализа на дисбактериоз:

	Микрофлора
	Норма

	Патогенные энтеробактерии
	Отсутствуют

	Кишечная палочка с нормальной ферментативной активностью 
	300-400млн/г

	Кишечная палочка со СФЛ
	

	Лактозонегативные энтеробактерии
	До 5% (103-106млн/г)

	Гемолизирующая кишечная палочка
	Отсутствует

	Кокковые формы в общей сумме микробов
	До 25% (107млн/г)

	
Бифидобактерии
	(взрослые)
(дети)

	Грибы рода Conolida
	

	Микробы рода Протея 
	

	Стрептококки
	

	Условно-патогенные микроорганизмы
	
























10 ДЕНЬ(29.05.23)
Иммунодиагностика: РА, РП, РСК, РИФ
РЕАКЦИЯ АГГЛЮТИНАЦИИ

   Реакция агглютинация (РА) – это склеивание и выпадение в осадок микробов или других клеток под действием антител в присутствии электролита (изотонического раствора натрия хлорида). Образовавшийся осадок называют агглютинатом. 
Для реакции необходимы:
1. Антитела (агглютинины) – находятся в сыворотке больного или в иммунной сыворотке;
2. Антиген – взвесь живых или убитых микроорганизмов, эритроцитов или других клеток; 
3. Изотонический раствор.

   Реакцию агглютинации для серодиагностики широко применяют при брюшном тифе, паратифах (реакция Видаля), бруцеллезе (реакция Райта) и др. Антителом при этом является сыворотка больного, а антигеном – известный микроб.
   При идентификации микробов или других клеток антигеном служит их взвесь, а антителом – известная иммунная сыворотка. Эту реакцию широко применяют при диагностике кишечных инфекций, коклюша и др.

Реакция агглютинации на стекле.

1. На обезжиренное предметное стекло наносят 2 капли специфической (адсорбированной) сыворотки и каплю изотонического раствора.
2. Неадсорбированные сыворотки предварительно разводят в соотношении 1:5 – 1:25.
3. Капли на стекло наносят так, чтобы между ними было расстояние. Восковым карандашом на стекле помечают, где какая капля. 
4. Культуру петлей или пипеткой тщательно растирают на стекле, а потом вносят в каплю изотонического раствора и в одну из капель сыворотки, размешивая в каждой до образования гомогенной взвеси. (Капля сыворотки, в которую не внесена культура, является контролем сыворотки.)
5. Реакция протекает при комнатной температуре в течение 1-3 мин. Контроль сыворотки должен оставаться прозрачным, а в контроле антигена должна наблюдаться равномерная муть.
6.  Если в капле, где культура смешана с сывороткой, появятся хлопья агглютината на фоне прозрачной жидкости, результат реакции считают положительным. При отрицательном результате реакции в капле будет равномерная муть, как в контроле антигена.

Развернутая реакция агглютинации.

   Готовят последовательные, чаще всего двукратные разведения сыворотки. Сыворотку больного обычно разводят от 1:50 до 1:1600, иммунную – до титра или до половины титра. 

   Разведение сыворотки: 
1. Ставят в штатив нужное количество пробирок одинакового диаметра, высоты и конфигурации дна;
2. На каждой пробирке указывают степень разведения сыворотки, кроме того, на 1-й пробирке пишут номер опыта или название антигена. На пробирках контролей пишут «КС» – контроль сыворотки и «КА» – контроль антигена;
3. Во все пробирки наливают по 1 мл изотонического раствора;
4. В отдельной пробирке готовят исходное разведение сыворотки. На пробирке обязательно указывают степень ее разведения. Исходное разведение сыворотки вносят в первые две пробирки и в пробирку контроля сыворотки;
5. Готовят последовательные двукратные разведения сыворотки;
6. После того как сделаны разведения сыворотки, во все пробирки, кроме контроля сыворотки, вносят по 1-2 капли антигена. В пробирках при этом должна появиться небольшая равномерная муть. Контроль сыворотки остается прозрачным;
7. Пробирки тщательно встряхивают и помещают в термостат (37° С). Предварительный учет результатов реакции производят через 2 ч, а окончательный – спустя 18-20 ч (выдерживая при комнатной температуре).
8. Учет результатов начинают с контролей. Контроль сыворотки должен оставаться прозрачным, контроль антигена – равномерно мутным. Просматривают пробирки в проходящем свете. При положительном результате реакции в пробирках видны зерна или хлопья агглютината. Агглютинат постепенно оседает на дно в виде «зонтика», а жидкость над осадком просветляется.

Интенсивность реакции выражают следующим образом:

 (++++) – все клетки осели, жидкость в пробирке совершенно прозрачна. Результат реакции резко положительный. 
(+++) – осадок меньше, нет полного просветления жидкости. Результат реакции положительный. 
(++) – осадок еще меньше, жидкость мутная. Результат реакции слабо положительный. 
(+) – незначительный осадок, жидкость мутная. Сомнительный результат реакции. 
(-) – осадка нет, жидкость равномерно мутная, как в контроле антигена. Отрицательный результат реакции.

РЕАКЦИЯ ПРЕЦИПИТАЦИИ

   В реакции преципитации происходит выпадение в осадок специфического иммунного комплекса, состоящего из растворимого антигена и специфического антитела в присутствии электролитов.
   Образующееся в результате этой реакции мутное кольцо или осадок называют преципитатом. От реакции агглютинации эта реакция в основном отличается размером частиц антигена.
   Реакцию преципитации обычно применяют для определения антигена при диагностике ряда инфекций; в судебной медицине - для определения видовой принадлежности крови, спермы и др.; в санитарно-гигиенических исследованиях - при установлении фальсификации продуктов; с ее помощью определяют филогенетическое родство животных и растений.

   Для реакции необходимы:

1. Антитела (преципитины) - иммунная сыворотка с высоким титром антител (не ниже 1:100000). Титр преципитирующей сыворотки устанавливают по наибольшему разведению антигена, с которым она дает реакцию. Сыворотку обычно применяют неразведенной или в разведении 1:5 - 1:10. 
2. Антиген - растворенные вещества белковой или липоиднополисахаридной природы (полные антигены и гаптены). 
3. Изотонический раствор. Основные методы проведения реакции преципитации: реакция кольцепреципитации и реакция преципитации в агаре (геле). 

Реакция кольцепреципитации:
1)     В преципитационную пробирку с помощью пастеровской пипетки вносят 0,2-0,3 мл сыворотки;
2)     На сыворотку осторожно наслаивают антиген в таком же объеме, наливая его тонкой пастеровской пипеткой по стенке пробирки. Пробирку при этом держат в наклонном положении. При правильном наслаивании между сывороткой и антигеном должна получиться четкая граница;
3)      Осторожно, чтобы не перемешать жидкости, пробирку ставят в штатив;
4)      При положительном результате реакции на границе антигена и антитела образуется мутное "кольцо" - преципитат. Реакцию сопровождают рядом контролей. 
5)     Учет результатов производят через 5-30 мин, в некоторых случаях через час, как всегда начиная с контролей. "Кольцо" во 2-й пробирке свидетельствует о способности иммунной сыворотки вступать в специфическую реакцию с соответствующим антигеном. В 3-5-й пробирках "колец" не должно быть - там нет соответствующих друг другу антител и антигенов. "Кольцо" в 1-й пробирке - положительный результат реакции - говорит о том, что испытуемый антиген соответствует взятой иммунной сыворотке, отсутствие "кольца" свидетельствует о их несоответствии - отрицательный результат реакции. 

Реакция преципитации в агаре.
   Образующийся преципитат дает в толще среды мутную полосу. Отсутствие полосы свидетельствует о несоответствии компонентов реакции. Эту реакцию широко применяют при медико-биологических исследованиях, в частности при изучении токсинообразования у возбудителя дифтерии.
[image: ]
Рисунок 26 Результат РП в агаре (Дифтерия)
Реакция связывания комплемента
   Реакция связывания комплемента (РСК) основана на том, что специфический комплекс антиген - антитело всегда адсорбирует на себе (связывает) комплемент. 
   Эту реакцию широко применяют при идентификации антигенов и в серодиагностике инфекций, особенно заболеваний, вызванных спирохетами (реакция Вассермана), риккетсиями и вирусами. РСК - сложная серологическая реакция. В ней участвуют комплемент и две системы антиген - антитело.
   Компоненты реакции связывания комплемента:
1. Антиген - обычно лизат, экстракт, гаптен; взвесь микроорганизмов;
2.  Антитело - сыворотка больного; 
3.  Комплемент - сыворотка морских свинок;
4.  Антиген - эритроциты барана;
5.  Антитело - гемолизин к эритроцитам барана;
6.  Изотонический раствор.
Опыт проводят в две фазы:
   Фаза I. В пробирки наливают требуемое количество изотонического раствора натрия хлорида, затем - требуемый объем разведенной сыворотки и в таком же объеме рабочие дозы антигена и комплемента. Опыт обязательно сопровождают контролем всех участвующих в нем ингредиентов: сыворотки, антигена, гемолитической системы и комплемента. Пробирки тщательно встряхивают и инкубируют при 37° С 45 мин - 1 ч или при 4° С 18 ч. За это время при наличии специфического комплекса происходит связывание комплемента. 
   Фаза II. По окончании инкубации во все пробирки добавляют по 1 мл гемолитической системы, которую предварительно выдерживают в термостате 30 мин. Пробирки встряхивают и снова ставят в термостат. 
Интенсивность реакции выражают следующим образом:
(++++) - полная задержка гемолиза. Эритроциты образуют равномерную муть или оседают на дно. В этом случае жидкость в пробирке становится бесцветной; 
(+++) - лизировано примерно 25% эритроцитов. Осадок меньше, жидкость над ним слегка розовая. Результат РСК также оценивают как резко положительный; 
(++) - лизировано примерно 50% эритроцитов. Осадок небольшой, жидкость розовая. Положительный результат РСК; 
(+) - лизировано примерно 75% эритроцитов. Незначительный осадок, над ним интенсивно окрашенная жидкость. Сомнительный результат РСК;
(-) - лизированы все эритроциты. Жидкость интенсивно окрашена и совершенно прозрачна. Отрицательный результат РСК.

Реакция иммунофлюореценции
   В реакции иммунофлюоресценции (РИФ) основана на том, что иммунные сыворотки, к которым химическим путем присоединены флюорохромы, при взаимодействии с соответствующими антигенами образуют специфический светящийся комплекс, видимый в люминесцентном микроскопе. 
   Результат можно получить через полчаса после нанесения на препарат люминесцирующей сыворотки. Поэтому РИФ широко применяют при экспресс (ускоренной)-диагностике ряда инфекций. 
Ход исследования:
Прямой метод
1. Для приготовления препаратов предметное стекло с фиксированным мазком помещают во влажную камеру. 
2. На дно чашки Петри кладут влажную фильтровальную бумагу. 
3. На нее параллельно укладывают две стеклянные палочки 
4. На них мазком вверх помещают предметное стекло
5. На мазок наносят каплю люминесцирующей сыворотки.
6. Закрывают чашку и помещают в термостат или оставляют при комнатной температуре на 20-30 мин. 
7. После инкубации промывают забуференным изотоническим раствором (рН 7,4), ополаскивают дистиллированной водой, высушивают, наносят каплю забуференного глицерина, накрывают покровным стеклом (не толще 0,17 мм!) и рассматривают в люминесцентном микроскопе. Если в препарате есть микробы, гомологичные антителам люминесцирующей сыворотки, они ярко светятся на темном фоне. 
Непрямой метод
1. На первом этапе препарат обрабатывают нелюминесцирующей иммунной специфической сывороткой к искомому антигену. В случае, если в препарате имеются искомые антигены, то образуется комплекс антиген - антитело, который увидеть нельзя. 
2. После высушивания, на втором этапе препарат обрабатывают люминесцирующей сывороткой, содержащей антитела не к искомому антигену, а к глобулинам того вида животного, от которого получена специфическая сыворотка. Антитела соединяются с глобулинами специфической сыворотки, которые адсорбировались на искомом антигене, и комплекс светится при рассматривании препарата в люминесцентный микроскоп.
Реакция непрямой гемагглютинации
   Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА) основана на том, что эритроциты, если на их поверхности адсорбировать растворимый антиген, приобретают способность агглютинироваться при взаимодействии с антителами к адсорбированному антигену. РНГА широко применяют при диагностике ряда инфекций. 
   Постановка реакции:
1. Испытуемую сыворотку прогревают 30 мин при 56° С, разводят последовательно в соотношении 1:10 - 1:1280 и разливают по 0,25 мл в пробирки или лунки, куда затем добавляют по 2 капли эритроцитарного диагностикума; 
2. Контроли: взвесь эритроцитарного диагностикума с заведомо иммунной сывороткой; взвесь диагностикума с нормальной сывороткой; взвесь нормальных эритроцитов с испытуемой сывороткой;
3. В первом контроле должна произойти агглютинация, во втором и третьем ее не должно быть. 

[image: ]
                                                                           Рисунок 27 Схема реакции РНГА
























11 ДЕНЬ(30.05.23)
Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты.

   Стерилизация - это обеспложивание, т. е. полное освобождение объектов окружающей среды от микроорганизмов и их спор. 
   Стерилизацию производят различными способами: 
· Физическими (воздействие высокой температуры, УФ-лучей, использование бактериальных фильтров); 
· Химическими (использование различных дезинфектантов, антисептиков);
· Биологическим (применение антибиотиков).
   В КГБУЗ «Красноярская  межрайонная  клиническая  больница №20 им.И.С. Берзона» стерилизацию производят с использованием автоклава при температуре 132С, 2 атмосферы в течении 1 час.
Техника автоклавирования:
1.  (
         
Рисунок 
28
 
Автоклавная
)[image: ]Перед работой проверяют исправность всех частей и притертость кранов;
2. Через воронку, укрепленную снаружи котла, до верхней метки водомерного стекла заливают воду. Кран под воронкой закрывают;
3. В стерилизационную камеру на специальную сетку помещают стерилизуемый материал. Предметы следует загружать не слишком плотно, так как пар должен свободно проходить между ними, иначе они не нагреваются до нужной температуры и могут остаться нестерильными;
4. Резиновую прокладку на крышке натирают мелом для лучшей герметизации;
5. Крышку закрывают и болтами привинчивают к корпусу автоклава, причем болты закручивают попарно крест-накрест; 
6. [image: ]Открывают до отказа выпускной кран, соединяющий стерилизационную камеру с наружным воздухом, и начинают нагревать автоклав. Нагревание автоклава обычно производят с помощью газа или электричества;
7. Началом стерилизации считают момент, когда показания манометра достигают заданной величины. Нагрев регулируют так, чтобы давление в автоклаве в течение определенного времени не изменялось;
8.  (
         
Рисунок 
29
 Стерильные инструменты
)По истечении времени стерилизации нагрев автоклава прекращают, пар выпускают через выпускной кран. Когда стрелка манометра опускается до нуля, открывают крышку. Чтобы избежать ожогов паром, оставшимся в автоклаве, крышку следует открывать на себя.

   Дезинфекция – это уничтожение м/о  в окружающей среде.  


   В КГБУЗ «Красноярская  межрайонная  клиническая  больница №20 им.И.С. Берзона»  применяют различные дезинфицирующие вещества, в частности такие как: Чудесан-эко, Пероксам- Ника, Dezclor, универсальное дез.средство Лайк,  Sanitelle, Sanprofi и тд.

[image: ]  [image: ]
     Рисунок 30 Дез.средства                                              Рисунок 31 Дез.средства

   Выбор дезинфицирующего вещества, его концентрация и длительность воздействия (экспозиция) зависят от биологических свойств микроба и от той среды, в которой будет происходить контакт дезинфицирующего вещества с патогенными микроорганизмами. 

[image: ]
                                       Рисунок 32 Приготовление рабочих растворов средства "ДЕЗ-ХЛОР"

   Дезинфекцию проводят на протяжении всего дня по ходу работы, называют текущей, а по окончании работы - заключительной.
   Так же чрезвычайно важно соблюдать правила личной гигиены, производить регулярную дезинфекцию рук медперсонала. 

Дезинфекция рук проводится следующим образом:

[image: ][image: ]        
  Рисунок 33 Гигиеническая обработка рук: техника             Рисунок 34 Гигиеническая обработка рук с 
                     мытья рук с мылом и водой                                                   использованием антисептика
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Дифференцированный зачет
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ОТЧЕТ ПО ПРОИЗВОДСТВЕННОЙ  ПРАКТИКЕ

Ф.И.О. обучающегося __Кирочкина Эльвира Эдуардовна_______________________

группы__221___   специальности  31.02.03 Лабораторная диагностика_____________

Проходившей  производственную практику 
с  «18»05.2023г по  «31»05.2023г

За время прохождения практики мною выполнены следующие объемы работ:
1. Цифровой отчет

	№
	Виды работ 4 семестр
	Количество

	1.
	- изучение нормативных документов, регламентирующих санитарно-противоэпидемический режим в КДЛ:
	16

	2.
	- прием, маркировка, регистрация биоматериала.
	94

	3.
	Приготовление питательных сред для культивирования патогенных кокков, возбудителей кишечных инфекций, ВКИ.  
	552

	4.
	Изучение культуральных, морфологических свойств
	424

	5
	Изучение сахаралитической, протеолитической, гемолитической активности
	424

	6
	Серодиагностика РА
	2

	7
	РП
	1

	8
	РСК
	1

	9
	РИФ
	1

	10
	РНГА
	1

	11
	Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты;
	439

	12
	 участие в проведении внутрилабораторного контроля качества лабораторных исследований
	2
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