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1. Занятие № 3
Тема: ««Физиология бактерий. Принципы, методы культивирования аэробных и анаэробных микроорганизмов и выделения чистых культур микроорганизмов. Бактериологический метод исследования: 1 и 2 этап. Стерилизация, дезинфекция, асептика, антисептика».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы:
Бактериологический метод исследования микроорганизмов является наиболее объективным из всех лабораторных методов исследования. Бактериологический метод основан на выделении чистой культуры возбудителя и ее последующей идентификации на основании морфологических, культуральных, биохимических, антигенных и других признаков. Располагая чистой культурой бактерий можно определить их родовую и видовую принадлежность, факторы патогенности а также чувствительность к антибиотикам и химиотерапевтическим препаратам. Для эпидемиологического анализа вспышек бактериальных инфекций проводят типирование культур, выделенных от разных больных и из других источников (вода, пищевые продукты и т.д.), с целью установления их биовара, серовара, фаговара на основании изучения биохимических, антигенных особенностей или чувствительности к фагам соответственно. Кроме того, бактериологическое исследование проводят для выявления бактерионосителей среди детей и взрослых, а также среди работников медицинских и пищевых учреждений.

Уничтожение патогенных для человека микроорганизмов является одной из важнейших проблем в профилактике и лечении различных заболеваний. Для решения данной задачи используются методы асептики, антисептики, дезинфекции стерилизации. Каждый метод имеет свои цель и условия применения.
4. Цели обучения: 

знать 

1. Методы, приборы и режимы стерилизации питательных сред, лабораторной посуды, медицинского инструментария.

2. Основные группы дезинфектантов, механизм их действия, область и способ их применения.

3. Назначение питательных сред в микробиологической практике.

4. Принцип получения чистых культур микроорганизмов и сущность бактериологического метода, как «золотого стандарта» в диагностике инфекционных заболеваний.

5. Цель и последовательность выполнения 1 этапа бактериологического метода выделения чистых культур аэробных микроорганизмов.
6. Цель и последовательность выполнения II этапа бак. метода выделения чистых культур аэробных микроорганизмов.

7. Способы культивирования анаэробных микроорганизмов: физические, химические, биологические, комбинированные.
уметь
1. Выбрать средства, режим стерилизации и дезинфекции в соответствии с конкретными задачами.

2. Охарактеризовать предложенные питательные среды, применяемые в микробиологической практике.

3. Провести 1 этап бактериологического метода выделения чистых культур аэробных микроорганизмов.
4. Охарактеризовать колонии микроорганизмов.

5. Изучить морфо-тинкториальные свойства бактерий исследуемых колоний.

6. Провести посев изолированных колоний на скошенный питательный агар.
владеть
1. Техникой приготовления и микроскопирования фиксированных препаратов.

2. Техникой проведения лабораторных работ в микробиологической лаборатории.

3. Основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.


Тесты:
1. СРЕДЫ, ПОЗВОЛЯЮЩИЕ ИДЕНТИФИЦИРОВАТЬ И ДИФФЕРЕНЦИРОВАТЬ МИКРООРГАНИЗМЫ ПО БИОХИМИЧЕСКИМ СВОЙСТВАМ
1) дифференциально-диагностические

2) среды накопления

3) элективные

4) специальные

5) общеупотребляемые

2. ПРИНЦИП ПОЛУЧЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ
1) посев методом «штрих с площадкой»

2) посев на элективные среды

3) заражение чувствительных лабораторных животных

4) разобщение микробных клеток

5) посев «газоном

3. БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД РАЗРАБОТАЛ И ВВЁЛ В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКУЮ ПРАКТИКУ
1) А. Ван Левенгук

2) Р. Кох

3) Л. Пастер

4) З.В. Ермольева

5) И.И. Мечников

4. ЦЕЛЬ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО МЕТОДА ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ
1) обнаружение возбудителя

2) определение чувствительности возбудителя к антибиотикам

3) получение чистой культуры, ее идентификация и определение чувствительности к антибиотикам

4) определение иммунного статуса

5) определение патогенности возбудителя

5. МЕТОД МЕХАНИЧЕСКОГО РАЗОБЩЕНИЯ МИКРОБНЫХ КЛЕТОК
1) центрифугирование

2) посев исследуемого материала «газоном»

3) посев исследуемого материала уколом

4) заражение восприимчивых лабораторных животных

5) посев исследуемого материала методом «штрих с площадкой»

6. ЦЕЛЬ I ЭТАПА БАКМЕТОДА
1) получение изолированных колоний

2) посев исследуемого материала

3) микроскопия исследуемого материала

4) выделение и накопление чистой культуры

5) идентификация исследуемой культуры

7. ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО МЕТОДА ДИАГНОСТИКИ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) лабораторных животных

2) питательные среды

3) куриные эмбрионы

4) культуры клеток

5) электронный микроскоп

8. УНИЧТОЖЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕННЫХ ГРУПП МИКРООРГАНИЗМОВ В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ
1) асептика

2) стерилизация

3) дезинфекция

4) антисептика

5) пастеризация

9. СИСТЕМА МЕРОПРИЯТИЙ, ПРЕДУПРЕЖДАЮЩИХ ВНЕСЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ ИЗ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ В ТКАНИ
1) дезинфекция

2) асептика

3) стерилизация

4) антисептика

5) тиндализация

10. ПОЛНОЕ УНИЧТОЖЕНИЕ В ОБЪЕКТЕ ВСЕХ МИКРООРГАНИЗМОВ
1) асептика

2) антисептика

3) стерилизация

4) дезинфекция

5) пастеризация

12. ЦЕЛЬ II ЭТАПА БАКМЕТОДА
1) идентификация чистой культуры

2) отбор изолированных колоний

3) накопление чистой культуры

4) посев исследуемого материала

5) определение антибиотикограммы исследуемой культуры

13. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИЙ В ОТРАЖЁННОМ СВЕТЕ ОТМЕЧАЮТ ИХ

1) форму, величину

2) край, структуру

3) морфологию микроорганизмов

4) поверхность, рельеф, цвет

5) прозрачность, консистенцию

14. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИЙ В ПРОХОДЯЩЕМ СВЕТЕ ОТМЕЧАЮТ ИХ
1) величину, форму, прозрачность

2) поверхность, рельеф, цвет

3) отношение окраски по Граму

4) подвижность 

5) спорообразование 

15. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИИ ПРИ УВЕЛИЧЕНИИ (Х8) ОТМЕЧАЮТ ИХ
1) край, цвет

2) край, структуру

3) цвет, поверхность

4) форму, величину

5) прозрачность, размеры

16. МАЗКИ ИЗ ИЗОЛИРОВАННЫХ КОЛОНИЙ МИКРОСКОПИРУЮТ С ЦЕЛЬЮ
1) изучения морфо-тинкториальных свойств

2) изучения культуральных свойств

3) определения генотипа 

4) определения факторов вирулентности 

5) разобщения бактерий 

17. ЦЕЛЬ ПОСЕВА ИЗОЛИРОВАННЫХ КОЛОНИЙ НА СКОШЕННЫЙ АГАР
1) идентификация бактерий 

2) разобщение бактерий 

3) накопление чистой культуры

4) изучение подвижности

5) получение изолированных колоний

18. ЦЕЛЬ П ЭТАПА БАКМЕТОДА
1) разобщение микробных клеток

2) получение изолированных колоний

3) накопление чистой культуры

4) идентификация чистой культуры

5) определение антибиотикограммы исследуемой культуры

19. ПРИ ПРИГОТОВЛЕНИИ ФИКСИРОВАННОГО ПРЕПАРАТА ПРЕДМЕТНОЕ СТЕКЛО ДОЛЖНО НАХОДИТЬСЯ
1) па поверхности стола

2) на коленях

3) в чашке Петри

4) на штативе

5) на ладони

20. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ФИЗИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬЗУЮТ

1) газ-паки 

2) анаэростат

3) термостат 

4) среду Китта-Тароцци

5) метод Фортнера

21. ФИЗИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ОСНОВАНЫ НА
1) механическом удалении кислорода

2) барбатации среды

3) совместном культивировании аэробных и анаэробных микроорганизмов

4) использовании химических сорбентов

5) фильтровании питательных сред

22. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ХИМИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬ-ЗУЮТ

1) анаэростат 

2) метод Биттнера

3) метод Фортнера

4) среду Китта-Тароцци

5) трубку Виньяль-Вейона

23. ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ОСНОВАНЫ НА

1) снижении парциального давления кислорода

2) использовании химических сорбентов 

3) совместном культивировании аэробных и анаэробных микроорганизмов

4) замене кислорода углекислотой

5) создании вакуума

24. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА БИОЛОГИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬЗУЮТ

1) анаэростат

2) метод Перетца

3) метод Биттнера

4) среду Китта-Тароцци

5) метод Фортнера

5.2. Основные понятия и положения темы. 
Бактериостатическое и бактерицидное действие низких и высоких температур на микроорганизмы.
Температура имеет важнейшее значение для регуляции интенсивности метаболических реакций в микробных клетках. В зависимости от температурных предпочтений выделяют три группы микроорганизмов – термофилы, психрофилы и мезофилы.

Для термофилов оптимальная температурная зона роста равна 50-60°С, верхняя зона задержки роста - 75°С, нижняя - 45°С. Термофилы не размножаются в организме теплокровных животных, поэтому медицинского значения не имеют.

Психрофилы имеют оптимальную температурную зону роста в пределах 10-15°С, максимальную зону задержки роста 25-30°С, минимальную 0-5°С. Психрофилы являются свободно живущими организмами или паразитами холоднокровных животных, но некоторые факультативные психрофилы, например иерсинии, клебсиеллы, псевдомонады вызывают заболевания у человека. Размножаясь в пищевых продуктах при температуре бытового холодильника, эти бактерии нередко повышают вирулентность.

Большинство патогенных бактерий – мезофилы. Они обитают главным образом в организме теплокровных животных. Оптимальная температура их роста колеблется в пределах 35-37°С, максимальная 43-45°С, минимальная 15-20°С. В окружающей среде могут переживать, но обычно не размножаются. При пониженной температуре подавляется образование факторов адгезии (пилей), капсул, антигенов вирулентности и других структурных элементов, отвечающих за патогенные свойства. Эти изменения обратимы, восстановление признаков происходит через 2-3 ч культивирования бактерий при оптимальной температуре.

Критические температурные параметры неодинаковы для разных микробов. Повреждающее действие высокой температуры связано с необратимой денатурацией ферментов и других белков, низкой – с разрывом клеточной мембраны кристаллами льда и приостановкой метаболических процессов. Вегетативные формы погибают при температуре 60-80°С в течение часа, при 100°С – мгновенно. Споры устойчивы к температуре 100°С, гибнут при 130°С. Нижняя температурная граница гибели некоторых патогенных агентов варьирует от 20°С до абсолютного нуля (вирус кори, бактериальные возбудители коклюша, сифилиса, менингококковой и гонококковой инфекции).

Влияние химических веществ различных классов на микроорганизмы. Антисептики и дезинфектанты.
Способность ряда химических веществ подавлять жизнедеятельность микроорганизмов и предотвращать порчу органических субстратов известна с глубокой древности. В частности, египтяне широко применяли кислоты, щелочи, природные ароматические вещества для мумификации умерших; персы-огнепоклонники для предохранения дерева и кожи от гниения использовали нефть и ее продукты. Применение химических веществ – основа метода антисептики (предложил Джозеф Листер в 1867 г.). Эффективность зависит от концентрации химических веществ и времени контакта с микробом. Химические вещества могут подавлять рост и размножение микроорганизмов, проявляя статический эффект, либо вызывать их гибель (микробицидный эффект (от лат. сaedo, убивать)). Дезинфектанты и антисептики дают неспецифический микробицидный эффект; химиотерапевтические средства проявляют избирательное противомикробное действие.

Дезинфектанты – химические средства неспецифического действия, применяемые для обработки помещений, оборудования и различных предметов. Антисептики – вещества, используемые для обработки живых тканей. Дезинфицирующие средства оказывают в рабочих концентрациях бактерицидное действие, а антисептики (в зависимости от концентрации) – бактериостатическое или бактерицидное. Антисептики и дезинфектанты обычно легко растворимы в воде и действуют быстро; они дешевы и при правильном применении не оказывают вредного воздействия на организм человека. Дезинфекция позволяет уменьшить число патогенных микроорганизмов на объектах внешней среды. Дезинфекцию проводят с определенной периодичностью (профилактическая дезинфекция), либо при возникновении инфекционного заболевания или подозрении на него (очаговая дезинфекция).

Основным методом микробиологической диагностики, позволяющим решить эти задачи, является бактериологический метод. Суть бактериологического метода заключается в выделении чистой культуры возбудителя, определение его вида и чувствительности к антимикробным препаратам. 

Выбор исследуемого материала зависит от вида заболевания и преимущественной локализации возбудителя на определенном этапе его развития (патогенеза). Материалом может служить кровь, ликвор, раневое отделяемое, мокрота, испражнения, моча и т. д. Техника забора материала имеет большое значение в получении достоверного результата.

Успех выделения чистой культуры определяется правильностью выбора питательной среды и условий культивирования. Универсальной питательной среды, использование которой позволит выделить любые микроорганизмы из любого исследуемого материала, не существует. Поэтому с учетом физиологических особенностей возможных возбудителей заболевания производится посев материала на определенную питательную среду или комплекс питательных сред (специальные, элективные, дифференциально-диагностические). Для некоторых микроорганизмов требуются и особые условия культивирования (анаэробные, микроаэрофильные, с повышенным содержанием углекислоты). 

Патологический материал от больного часто представляет смесь микроорганизмов. В этой связи задачей является их разобщение и получение изолированных колоний. Изолированная колония, как результат размножения одной микробной клетки и состоящая из одного вида клеток, является основой для получения чистой культуры. В микробиологической практике используют различные методы получения изолированных колоний. Наиболее чаще используются следующие:

1. Посев исследуемого материала методом «штрих с площадкой» –  исследуемый материал наносят на поверхность плотной питательной среды на ограниченном участке, а затем распределяют путем посева частыми параллельными штрихами.

2. Метод Дригальского – материал, внесенный на первую чашку с питательной средой и посеянный с помощью шпателя, последовательно засевают тем же шпателем, не стерилизуя его, еще на 1-2 чашки. 

Метод секторных посевов – исследуемый материал одной петлей засевают последовательно на несколько секторов. При этом определенная техника посева (метод Gould) позволяет не только получить изолированные колонии, но и определить количество микроорганизмов в 1 мл (г) исследуемого материала, что имеет значение при оценке этиологической роли условно-патогенных микроорганизмов (УПМ).
При культивировании микроорганизмов необходимо учитывать присущий данному виду тип дыхания. Наиболее сложным является культивирование облигатных анаэробов, для которых присутствие кислорода в атмосфере и в питательной среде является губительным.

Приборы для культивирования анаэробов:
Микроанаэростат – используется для создания вакуума с дозированным содержанием кислорода. Прибор представляет собой герметически закрывающийся сосуд, снабженный манометром, в который помещают посевы и откачивают воздух. Микроанаэростат помещают в термостат.

Эксикатор – стеклянный лабораторный сосуд с притертой крышкой. В его донной части имеется дополнительная емкость, куда наливается смесь пирогаллола и едкого натра или гидросульфита натрия и двууглекислой соды. На сетку-подставку помещают посевы и притирают крышку с помощью вазелина. Эксикатор помещают в термостат.

Методы культивирования анаэробов:
Метод Фортнера. В чашку Петри наливают питательный агар с 1-2% глюкозы. Посредине чашки стерильным скальпелем вырезают канавку шириной приблизительно 1 см. Одну половину чашки засевают культурой аэробов (сарцина, кишечная палочка), вторую – культурой анаэробов или исследуемым на их наличие материалом. Засеянную чашку закрывают, герметизируют и помещают вверх дном в термостат. Быстрорастущие аэробы, поглощая кислород, создают тем самым благоприятные условия для роста анаэробных микроорганизмов.

Метод Перетца. В стерильную чашку Петри помещают стеклянные палочки, на которые кладут стеклянные пластинки или предметные стекла. В пробирку с 20 мл расплавленного и охлажденного до 500С МПА с 10% глюкозы (pH 7,0-7,2) вносят исследуемый материал и добавляют 2-4 капли 10% гидросульфита натрия на 10%-м растворе углекислой соды. Содержимое пробирки быстро перемешивают и выливают в чашку с таким расчетом, чтобы агар заполнил пространство между стеклянной пластинкой и дном чашки. Чашки инкубируют при 370С 24-48 часов. Колонии анаэробов вырастают под стеклянной пластинкой.

Метод Виньяль-Вейона. В пробирку с 0,5% расплавленным и охлажденным до

40-45 0С сахарным агаром вносят исследуемый материал и перемешивают. Содержимое пробирки набирают в пастеровскую пипетку. После заполнения пипетки вытянутый конец запаивают, а противоположный конец закрывают стерильной ваткой и заливают парафином. Трубки помещают в термостат; через 2-3 суток в агаре вырастают колонии, видимые в проходящем свете, которые можно изолировать. Для этого трубку надрезают напильником выше уровня намеченной колонии, надламывают, а колонию извлекают петлей и пересевают для накопления чистой культуры в соответствующую питательную среду.

Метод Биттнера. К крышке чашки Петри с посевом исследуемого материала или выделенной культуры анаэробов прикрепляют пакет из фильтровальной бумаги, содержащей пирогаллол, К2СО3 и тальк. Чашку герметизируют при помощи парафина или скотча. Содержимое пакета увлажняется за счет образующегося конденсата и ингредиенты вступают в реакцию, которая сопровождается поглощением О2 и выделением СО2.

Газ-пак (Genbag anaer). Система Genbag anaer состоит из воздухонепроницаемых пакетов, изготовленных из прозрачной пластмассы и генераторов, содержащих смесь веществ, поглощающих кислород. 

Последовательность работы: вынуть генератор из пакета, поместить в нижнюю часть воздухонепроницаемого пакета, затем поместить чашки (или пробирки) с посевами и с помощью специальной скрепки закрыть пакет. Инкубация при 370.

Среды для культивирования анаэробов:
Среда Китта-Тароцци. Содержит мясо-пептонный бульон (МПБ), 0,5% глюкозы и 0,15% агара. На дно пробирки для адсорбции О2 помещают кусочки вареной печени или фарша слоем 1-1,5 см и заливают 6-7 мл среды. Среду перед посевом регенерируют (прогревают 15-20 мин на водяной бане для удаления воздуха, а затем быстро охлаждают). После посева среду заливают вазелиновым маслом и помещают в термостат.

Полужидкий сахарный агар (высокий столбик). В пробирку с 6-7 мл расплавленного и охлажденного до 40-450 полужидкого питательного агара, содержащего 0,5-1% глюкозы, вносят исследуемый материал и перемешивают. Посевы помещают в термостат.

Среда для контроля стерильности (СКС). Рост многих анаэробных микроорганизмов возможен только на средах с низким окислительно-восстановительным потенциалом. Поэтому в среды добавляют восстановители, например, тиогликолевую кислоту или ее натриевую соль, цистеин, аскорбиновую кислоту. Функции восстановителей выполняют и другие компоненты среды: глюкоза, пептон. СКС содержит питательный бульон, витаминный препарат ЭКД, NaCl, Na2CO3, глюкозу, тиогликолят натрия, цистеин, агар (0,75%). Среду разливают в пробирки по 6-7 мл.
5.3. Самостоятельная работа по теме:
1. Ознакомиться с приборами, используемыми для стерилизации в медицинской и микробиологической практике: паровой стерилизатор (автоклав), печь Пастера.

2. Выбрать приборы и режимы стерилизации питательных сред, лабораторной посуды, медицинского инструментария.

3. Ознакомиться с дезинфектантами, используемыми в медицинской и микробиологической практике. Выбрать дезинфектанты и режим дезинфекции для предлагаемых объектов.

4. Ознакомиться с различными питательными средами, применяемыми в микробиологической практике, дать их характеристику по составу, консистенции, назначению.

5. Провести 1 этап бакметода выделения чистых культур аэробов. 

5.1. Приготовить фиксированный препарат из исследуемого материала, окрасить по Граму, промикроскопировать и провести идентификацию выявленных микроорганизмов по морфологическим и тинкториальным свойствам.

5.2. Посеять исследуемый материал методом «штрих с площадкой».

5.3. Посеять исследуемый материал методом Дригальского (демонстрация).

6. Ознакомиться с набором средств для взятия и транспортировки патологических материалов.
7. Провести II этап бакметода выделения чистых культур аэробов:

· изучить результаты посева исследуемого материала, отобрать изолированные колонии  различных типов и дать их характеристику;

· приготовить из колоний мазки, окрасить по Граму, промикроскопировать;

· посеять изолированные колонии различных типов на скошенный агар.

8. Ознакомиться: 

8.1. с приборами для культивирования анаэробов (микроанаэростат, эксикатор)

8.2. с методами культивирования анаэробов (Фортнера, Перетца, Виньяль-Вейона, Биттнера, газ-пак (Generbag anaer, фирма “bio-Meriux”,Франция))

8.3. со средами для культивирования анаэробов (Китта-Тароцци, полужидкий сахарный агар, среда для контроля стерильности).

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1. Знакомство с приборами, используемыми для стерилизации: паровой стерилизатор (автоклав), печь Пастера.

1.1. Паровой стерилизатор (автоклав)  - стерилизация паром под давлением.

Наиболее надежным и универсальным методом стерилизации в медицинской и микробиологической практике является стерилизация паром под давлением. Производят ее в автоклаве, в котором стерилизуемые объекты нагревают насыщенным паром под давлением выше атмосферного. Между показаниями манометра и температурой насыщенного пара имеется следующая зависимость:

	Давление (атм)
	Температура (° С)

	0,0
	100

	0,5
	112

	1,0
	121

	1,5
	127

	2,0
	132


Нулевым давлением считают нормальное атмосферное давление (760 мм рт. ст.). 

Стерилизация достигается только при полной исправности автоклава и правильной его эксплуатации специально обученным персоналом. Поэтому необходим постоянный контроль за режимом стерилизации, который производится физическим (термометр максимальный и др.), биологическим (биотест со спорами тест-культур микроорганизмов) и химическим (химические тесты, индикаторы типа ИС) способами. 

Контроль режима стерилизации автоклавов проводят химическим способом при каждой загрузке автоклава. Химический тест – стеклянная трубочка с химическим веществом, имеющим определенную температуру плавления: антипирин, резорцин - 110(1(, бензойная кислота - 120(2(, бензамид - 126(1(, мочевина, никотинамид, Д (+)-манноза - 132(2(. В состав химических тестов вводят анилиновый краситель (фуксин, генцианвиолет и др.), который равномерно  окрашивает вещество при его расплавлении. В настоящее время чаще используются индикаторы типа ИС (фирма «Винар», Россия), представляющие полоску бумаги с нанесенным на нее слоем индикаторной смеси и предназначенные для оперативного визуального контроля не только температуры, но и времени стерилизации (ИС-120, ИС-132). Ежеквартально проводится контроль режима стерилизации с использованием биотеста со спорами тест-культуры Bacillus stearotermophilus BKM B-718.
1.2. Печь Пастера – стерилизация сухим жаром.

В печи Пастера стерилизуют изделия из стекла, металлов и резин на основе силиконового каучука. Режим стерилизации: 160(С – 150 мин; 180(С – 60 мин. Контроль режима стерилизации при каждом цикле осуществляется с помощью индикаторов стерилизации ИС-160, ИС-180; ежеквартально - с использованием биотеста со спорами тест-культуры Bacillus licheniformis шт. G BKM B-1711 Д.
2. Заполнить дома таблицу №1.

Таблица 1.

Стерилизация
	№ пп
	Объект
	Приборы
	Режим

	1.
	Питательные среды:

· МПА;

· Гисса
	
	

	2.
	Лабораторная посуда
	
	

	3.
	Шприцы (пометка 200()
	
	

	4.
	Хирургические, гинекологические, инструменты из коррозионностойких металлов
	
	

	5.
	Перевязочный и шовный материал, хирургическое белье
	
	

	6.
	Перчатки
	
	


3. Ознакомиться с дезинфектантами и заполнить на занятии таблицу №2, используя приложения №1, 2.

Таблица 2.

Дезинфекция

	№ пп
	Объект
	Дезинфектант
	Режим дезинфекции
	Способ 

обработки

	
	
	
	Концентрация

 р-ра, %
	Время (мин)
	

	1.
	 Рабочий стол
	
	
	
	

	2.
	Халаты, шапочки
	
	
	
	

	3.
	Мазки 
	
	
	
	

	4.
	Руки 
	
	
	
	

	5.
	Фонендоскоп 
	
	
	
	


4. Ознакомиться с питательными средами и заполнить на занятии таблицу №3 «Питательные среды».

Таблица 3.
	№ пп
	Название питательной

среды
	Классификация

	
	
	по составу
	по консистенции
	по назначению

	1.
	
	
	
	

	2.
	
	
	
	

	3.
	
	
	
	

	4.
	
	
	
	

	5.
	
	
	
	


5. Проведение 1 этапа бактериологического метода выделения аэробов:

Одной из мер профилактики внутрибольничных инфекций в ЛПУ является выявление носителей золотистого стафилококка среди медицинского и обслуживающего персонала с последующей санацией. 

При проведении бактериологического обследования обязательным является исследование слизи из передних отделов носа; исследование слизи из зева проводят выборочно, прежде всего, при наличии воспалительных процессов в зеве.

6.1. из исследуемого материала приготовьте фиксированный препарат, окрасьте по методу Грама, промикроскопируйте, проведите идентификацию обнаруженных микроорганизмов по морфо-тинкториальным свойствам; обратите внимание на количество микроорганизмов. Результаты занесите в протокол и сделайте вывод;

6.2. посейте исследуемый материал на половину чашки с плотной питательной средой методом «штрих с площадкой»;
При посеве методом «штрих с площадкой» исследуемый материал втирают в среду со всех сторон тампона на участке площадью 2 х 1 см. Затем этим же тампоном засевают оставшуюся поверхность 1/2 чашки. Посев производят частыми параллельными штрихами, не меняя положение тампона. Такой метод позволяет засеять весь материал с тампона и получить изолированные колонии. Засеянные чашки инкубируют 24 ч. при 37° С, а затем 24 ч. при комнатной t°. 

6.3. посейте исследуемый материал на три чашки с питательными средами методом Дригальского (демонстрация); 

подпишите чашки, указав дату посева, и поставьте их вверх дном в термостат при температуре 37( на 18-24 ч.
6. Средства для взятия и доставки патологического материала.

	№

пп
	Средства
	Патологический материал

	1.
	Шприцы
	Кровь, гной, экссудаты

	2.
	Стерильные ватные тампоны
	Отделяемое из ран, мазки со слизистых оболочек, из глаза, уха, носа, зева, цервикального канала, влагалища

	3.
	Контейнеры, лабораторная посуда
	Мокрота, моча, кал

	4.
	Транспортные среды*
	Для различного патологического материала


Примечание:* - используют в случае, если сроки доставки материала в лабораторию после его получения превышают 1,5-2 ч.

7. Провести II этап бакметода выделения чистых культур аэробов:

Для оценки результатов посева исследуемого материала просмотрите чашки и, если имеются различные виды колоний, пронумеруйте их и изучите в отдельности.

7.1. Методика изучения культуральных свойств изолированных колоний:

1) Вначале просматривают колонии невооруженным глазом (макроскопически) со стороны дна чашки в проходящем свете. В протоколе отмечают:

а) форму (круглая, овальная, неправильная и т.д.);

б) величину (точечные – менее 1 мм, мелкие – 1-2 мм, средние – 2-4 мм, крупные 4-5 мм и более);

в) прозрачность (прозрачные, полупрозрачные, непрозрачные).

2) Далее описывают колонии в отраженном свете со стороны крышки, отмечая:

а) поверхность (гладкая, складчатая, шероховатая; блестящая, тусклая и т.д.);

б) рельеф (плоская, выпуклая, кратерообразная и т.д.);

в) цвет колонии (бесцветная, пигментированная, с указанием цвета).

3) Для микроскопического изучения колоний чашку помещают вверх дном на предметный столик микроскопа, опускают конденсор и с объективом x 8 изучают:

а) края (ровные, волнистые, зазубренные, фестончатые и т.д.);

б) структуру (гомогенная, зернистая, волокнистая и т.д.).

4) При взятии биомассы из колонии для дальнейшего исследования определяют консистенцию (пастообразная, слизистая, крошащаяся и т. д.).

7.2. Для изучения морфо-тинкториальных свойств из изучаемых колоний приготовьте фиксированные препараты, окрасьте по Граму, промикроскопируйте и полученные результаты занесите в протокол. 

На основании результатов изучения первичного посева исследуемого материала и отбора изолированных колоний сделайте вывод.

7.3. Для выделения и накопления чистой культуры оставшуюся часть колонии снимите петлей и засейте штрихом на поверхность скошенного агара в пробирке. Штрихи следует наносить со дна пробирки, не касаясь конденсата. При этом отсевают только те колонии, в которых бактерии по морфо-тинкториальным свойствам соответствуют бактериям, выявленным при микроскопии исследуемого материала. Появление колоний других бактерий свидетельствует о контаминации (загрязнении) посева посторонней микрофлорой.

Пробирки с посевами подпишите, указав дату, и поместите в термостат при 370С на 18-24 часа.

Заполните дома таблицу №1 «Культивирование анаэробов»

Таблица 1

	№ пп
	Способ 

культивирования
	Сущность 

способа
	Используемые

	
	
	
	приборы
	методы
	среды

	1.
	Физический


	
	
	
	

	2.
	Химический


	
	
	
	

	3.
	Биологический


	
	
	
	

	4.
	Комбинированный


	
	
	
	


5.4. Итоговый контроль знаний:

· вопросы по теме занятия:
1. Бактериостатическое и бактерицидное действие низких и высоких температур на микроорганизмы.

2. Влияние химических веществ различных классов на микроорганизмы. Антисептики и дезинфектанты.

3. Понятия: стерилизация, дезинфекция, асептика, антисептика.

4. Методы, аппаратура и режимы стерилизации, их выбор в зависимости от свойств стерилизуемого объекта.

5. Основные группы дезинфектантов и тактика их применения в ЛПУ.

6. Принципы и методы культивирования микроорганизмов.

7. Питательные среды: понятие; требования, предъявляемые к ним; классификация.

8. Понятие о виде, штамме, колонии, чистой культуре микроорганизмов.

9. Сущность бактериологического метода и области его применения.

10. Цель и последовательность выполнения 1 этапа бактериологического метода выделения аэробов.
11. Сущность бактериологического метода диагностики инфекционных заболеваний; цель и последовательность выполнения 1 этапа бак. метода выделения аэробов.

12. Цель и последовательность выполнения 2 этапа бак. метода выделения аэробов.

13. Культуральные свойства микроорганизмов; методика изучения колоний.

14. Энергетический метаболизм бактерий и его особенности у аэробных, факультативно-аэробных и анаэробных бактерий.

15. Особенности культивирования анаэробных бактерий. Среды, методы и приборы, используемые для их культивирования 
· решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. Назовите фактор, оказывающий антимикробное действие при автоклавировании.

ЗАДАЧА №2. Какими способами можно проверить эффективность стерилизации?

ЗАДАЧА №3. Можно ли приготовить универсальную питательную среду, на которой росли бы, если не все, то большинство микроорганизмов?

ЗАДАЧА №4. В бактериологическую лабораторию поступил исследуемый материал (мазок из носа) хирурга, работающего в ОРИТ.

1. С какой целью доставлен исследуемый материал в бактериологическую лабораторию?
2. С какой целью проводится обследование сотрудников ОРИТ на носительство золотистого стафилококка.
ЗАДАЧА №5. На тиогликолевой среде (СКС) получен рост микроорганизмов. Можно ли сделать заключение, что данные микроорганизмы являются анаэробными?

ЗАДАЧА №6. На чашках первичного посева получен сплошной рост культуры. Можно ли переходить к следующему этапу работы? Что необходимо сделать в такой ситуации?

ЗАДАЧА №7. Назовите принцип работы микроанаэростата.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия:

1. Назовите и обоснуйте принципы культивирования микроорганизмов.

2. Почему при посеве патологического материала используются элективные, дифференциально-диагностические среды и среды накопления.

3. Обоснуйте принцип получения чистых культур микроорганизмов.

4. Почему бактериологический метод является «золотым стандартом» в микробиологической диагностике инфекционных заболеваний?

5. На чем основаны химические и биологические способы получения чистых культур микроорганизмов?

6. В чем состоит отличие стерилизации от дезинфекции?

7. Обоснуйте назначение стерилизации и дезинфекции в микробиологической и медицинской практике.

8. Обоснуйте преимущество использования термоиндикаторных систем при контроле режима стерилизации (на примере индикатора ИС фирмы «Винар», Россия).
9. Обоснуйте необходимость получения изолированных колоний для выделения чистой культуры микроорганизмов.

10. Какие признаки колоний изучают макроскопически в проходящем и отраженном свете, а какие - микроскопически (x 8)?

11. Обоснуйте необходимость посева исследуемого материала на среды накопления.

12. Особенности культивирования анаэробных микроорганизмов.

13. Физический способ создания анаэробных условий: суть, применяемый прибор.

14. Химический способ создания анаэробных условий: суть, применяемые прибор и методы.

15. Биологический способ создания анаэробных условий: суть, применяемый метод.

16. Комбинированный способ создания анаэробных условий: суть, применяемые методы и среды.

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

Темы рефератов:

1. Роберт Кох - выдающийся учёный «золотого века» микробиологии.

2. Области применения бактериологического метода в медицине.

3. Стерилизация, дезинфекция в ЛПУ.
4. Природа брожения. Открытия Л. Пастера и их значение для современной науки.

5. Культуральные особенности бактерий. Значение, примеры.

6. Особенности забора, доставки материала при диагностике анаэробных инфекций.

7. Значение изучения микробиологии провизору.
8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Основная литература

1. Микробиология [Электронный ресурс]: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014. 

Дополнительная литература

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям : учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный. 

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология : учебник : в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный. 

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология : учебник : в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный. 

5. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология : пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. (электрон.). - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - (Лучший зарубежный учебник). - Текст: электронный. 

6. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям : учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 с. - Текст: электронный. 

7. Частная медицинская микробиология с техникой микробиологических исследований: учебное пособие / ред. А. С. Лабинская, Л. П. Блинкова, А. С. Ещина. - 3-е изд., испр. - СПб.: Лань, 2020. - 608 с. - Текст: электронный. 

8. Основы фармацевтической микробиологии : учеб. пособие / В. А. Галынкин, Н. А. Заикина, В. И. Кочеровец [и др.]. - 2-е изд., стер. - СПб.: Проспект Науки, 2016. - Текст: электронный. 

9. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология [Электронный ресурс]: учебник / Л. Б. Борисов. - 5-е изд., испр. - М. : Мед. информ. агентство, 2016. - 785 с. 

10. Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических исследований: учебное пособие / ред. А. С. Лабинская, Л. П. Блинкова, А. С. Ещина. - 4-е изд., стер. - СПб.: Лань, 2020. - 588 с. - Текст: электронный. 

Электронные ресурсы

Питательные среды для микробиологии. Часть 1. Основные сведения (https://www.youtube.com/watch?v=iapM74ipRzM) 
Питательные среды для медицинской микробиологии. Часть 2. (https://www.youtube.com/watch?v=eRFn20IUnM4) 
Приготовление мазка бактериальной культуры (https://www.youtube.com/watch?v=QjfmbrzaHcs) 
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