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Методичні вказівки для студентів до практичного заняття №1,2.
Тема: Структура та обладнання медичної мікробіологічної лабораторії. Мікроскопічний метод дослідження. Мікроскопія препаратів з основними формами бактерій.

Мета: Засвоєння практичних навичок роботи в мікробіологічній лабораторії.
Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.

Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.

Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Призначення, структура та обладнання медичної мікробіологічної лабораторії. Правила поведінки та техніки безпеки в лабораторії
Вимоги щодо влаштування приміщення, безпеки робіт та правил поведінки персоналу мікробіологічної лабораторії викладені в Державних санітарних правилах та нормах, гігієнічних нормативах "Правила влаштування й безпеки роботи в лабораторіях (відділах, відділеннях) мікробіологічного профілю" (ДСП 9.9.5.-080-02) затверджених МОЗ України від 28.01.02р. Мета правил: створити безпечні умови праці, забезпечити індивідуальну та загальну безпеку, запобігти винесенню інфекцій за межі лабораторії, запобігти нещасним випадкам та професійним захворюванням.

Медичні мікробіологічні лабораторії організовують при лікарнях, поліклініках, санітарно-епідеміологічних станціях, медичних науково-дослідних інститутах, вищих та середніх спеціальних навчальних закладах.

Залежно від призначення, медичні мікробіологічні лабораторії бувають: бактеріологічні, вірусологічні, мікологічні, паразитологічні, імунологічні. Окремо існують лабораторії для діагностики особливо небезпечних інфекцій, шкірно-венеричних інфекцій, а також туберкульозу.

Призначення медичної мікробіологічної лабораторії.
1.  Діагностичні дослідження при інфекційних хворобах:
· виявлення збудника або ДНК і продуктів його метаболізму;
· визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків;
· виявлення імунної відповіді макроорганізму на проникнення мікроорганізму.
2. Профілактичне обстеження населення з метою виявлення носіїв патогенних мікроорганізмів.
3. Санітарно-мікробіологічне обстеження об'єктів навколишнього середовища (води, харчових продуктів, повітря тощо) з метою стеження за циркуляцією збудників та запобігання поширенню інфекцій.
4. Наукові дослідження з метою вивчення властивостей збудників інфекційних хвороб, вдосконалення методів мікробіологічної діагностики, створення ефективних препаратів для профілактики й лікування інфекційних хвороб.

Робота мікробіологічної лабораторії в комплексі з іншими медичними та немедичними установами спрямована на зниження захворюваності населення та оздоровлення довкілля.

Структура мікробіологічної лабораторії.
Медична мікробіологічна лабораторія - це складний самостійний структурний підрозділ медичного закладу, що виконує експериментальні, діагностичні або виробничі роботи з патогенними біологічними агентами. Специфіка роботи потребує ізоляції її від інших приміщень. Вимоги щодо планування та складу приміщень лабораторії, їх обладнання залежать від конкретних завдань, обсягу досліджень, призначення, централізації лабораторної служби. Лабораторія повинна бути забезпечена водопроводом, каналізацією, електроенергією, засобами зв'язку, вентиляцією, опаленням, а також бути газифікованою.

Право на роботу з біологічними патогенними агентами мають ті лабораторії, які отримали на це дозвіл, порядок видачі та анулювання якого регламентовано ДСП 9.9.5.-064-2000 та наказом МОЗ України за № 183 від 14.12.92 р.

На вхідних дверях повинні бути позначені: назва лабораторії й міжнародний знак "Біологічна небезпека". Двері повинні мати кодові замки.

Приміщення мікробіологічної лабораторії за ступенем небезпеки для персоналу поділяються на 3 зони:

1) "заразна" - приміщення, в яких проводять роботу з біологічним матеріалом;
2) "умовно заразна" - приміщення, в яких проводять роботу із знезараженим біологічним матеріалом;
3) "чиста" - приміщення, в яких не проводять роботу з біологічним матеріалом.
У "заразній" зоні повинні бути такі приміщення:

· приміщення для взяття проб;
· кімната для приймання, первинного сортування, реєстра​ції проб і видачі результатів досліджень;
· кімната для оброблення й первинного посіву біологічного матеріалу (посівна);
· робочі кімнати (бокси) для бактеріологічних, вірусологічних, паразитологічних досліджень;
· блок для роботи із зараженими тваринами;
· автоклавна для знезараження матеріалу;
· термостатна (може не бути).
В "умовно-заразній" зоні:

· кімнати цільового призначення: люмінесцентна, біохімічна, серологічна та інші для роботи тільки із знезараженим матеріалом;

· бокси з передбоксом для санітарно-мікробіологічних досліджень води, продуктів харчування, об'єктів на стерильність;

· підготовчі кімнати: мийна, стерилізаційна, лаборантська, препараторська тощо;

· кімната для записів у робочих журналах. 

У "чистій" зоні:
· кімната для приготування поживних середовищ з боксом для їх розливу;

· кімнати для адміністративної роботи, роботи з літерату​рою, відпочинку, їдальня тощо;

· кімната (гардероб) для верхнього одягу;

· душова;

· туалет для персоналу;

· кладові.

Приміщення лабораторії мають бути розташовані відповідно щодо ходу виконання аналізів і раціонально розміщені щодо основних потоків технологічного процесу.

Лабораторна кімната повинна бути просторою, світлою, непрохідною. Для зручності оброблення дезінфекційними розчинами та миття стіни облицьовують глазурованим кахелем заввишки 1,5 м або фарбують масляною фарбою світлих тонів. Поверхня дверей, підлоги повинні бути гладенькими, без виступів, легко митися, стійкі до дезінфекційних засобів. Робочі поверхні столів повинні бути з водонепроникного, кислото-основостійкого, вогнетривкого матеріалу, який не псується від оброблення вогнем і дезінфекційними розчинами. Столи, на яких проводять мікроскопію, розміщують біля вікон.

Обладнання мікробіологічної лабораторії

Обладнання мікробіологічної лабораторії повинно забезпечувати умови для праці персоналу. У ній мають бути: термостати, холодильники, стерилізатори, центрифуги, дистилятор, нагрівальні прилади. Лабораторну кімнату слід обладнати водопровідними кранами зі змішувачами холодної й гарячої води для миття рук персоналу; їх розміщують біля виходу. Біля раковини встановлюють пристрої, в яких постійно мають знаходитися мийні засоби і розчини для дезінфекції рук. У лабораторній кімнаті повинні бути мікроскопи, інструменти для виконання досліджень.

У лабораторіях іншого профілю має бути таке саме обладнання, але є деяка специфіка. Так, у паразитологічній лабораторії повинні бути: нагрівальний столик для мікроскопа, окулярний мікрометр, витяжна шафа.

У мікологічній лабораторії повинні бути інструменти для взяття й оброблення матеріалу: манікюрні кусачки, ложечки Фолькмана, лопаточки, "списи" з тугоплавкого металу, голки для розчеплювання волосся й лусочок нігтів, шкіри. Лабораторні столи накривають склом, під яке кладуть білий або чорний папір, щоб краще можна було розгледіти колонії грибів.

Імунологічна лабораторія обладнана спеціальним посудом і приладами, які використовують для постановки імунологічних (серологічних) реакцій.

У вірусологічній лабораторії необхідні камери глибокого заморожування (з температурою -30 - -70 °С), холодильні камери (з температурою -20°С), центрифуги з великою швидкістю обертання (1500-3000об/хв.) для очищення і концентрації вірусів, овоскоп, вакуумний насос тощо.

Площа боксу повинна бути розрахована на роботу одночасно двох людей. Перед роботою й після неї приміщення боксу оброблюють дезінфекційними розчинами та опромінюють бактерицидними лампами.

Правила поведінки та техніки безпеки в мікробіологічній лабораторії

Правила поведінки й техніки безпеки спрямовані на:

· профілактику внутрішньолабораторного зараження персоналу;

· запобігання потраплянню патогенних мікроорганізмів у навколишнє середовище;
· захист патологічного матеріалу від забруднення сторонньою мікрофлорою.
1. При виконанні роботи в "заразній" та "умовно-заразній" зонах персонал повинен працювати в спеціальному одязі: халаті, шапочці, гумових рукавичках, змінному взутті; у боксі - у стерильному спеціальному одязі: халаті, шапочці, масці, бахілах, гумових рукавичках.

2. Робоче місце утримувати в чистоті й порядку.

Увага! Забороняється носити взуття із тканини та з відкритим носком!

3. Усі роботи, що можуть супроводитися прямими контактами з кров'ю, сироваткою крові, інфекційним матеріалом або зараженими тваринами, виконують у гумових рукавичках.

4. Присланий заразний матеріал розпаковують обережно: посуд, в якому міститься заразний матеріал, обтирають зовні дезрозчином і виставляють на лоток.

5. На ємностях з культурою повинні бути чітко написані назва культури, реєстраційний номер, дата посіву.

6. Забороняється переливати бульйонні культури й матеріал, який досліджується, з однієї посудини в іншу; його переносять піпеткою так, щоб не інфікувати горловину посудини.

7. При потраплянні патологічного матеріалу або культури мікроорганізмів на руки, стіл їх негайно слід обробити дезрозчином.

8. Відпрацьований заразний матеріал, культури мікроорганізмів знезаражують в автоклаві, заливають дезінфекційним розчином, занурюють у дезінфекційний розчин або спалюють.

9. Не допускають зайвих рухів, сторонніх розмов.
10.  Усі маніпуляції проводять так, щоб уникнути виникнення аерозолів.
11.  Категорично забороняється пити воду, їсти, палити.
12. Після закінчення роботи поживні середовища з посівами поміщають у термостат, культуру мікроорганізмів - у холодильник та опечатують їх; інструменти, прилади - на відведені для них місця; стіл протирають дезінфекційним розчином, руки обробляють 70% розчином етилового спирту й ретельно миють з милом.

13. Персонал лабораторії повинен одержати щеплення проти тих інфекцій, збудники яких можуть бути в патологічному матеріалі, що досліджується.

Режим роботи мікробіологічної лабораторії визначається ступенем небезпечності мікроорганізмів, які можуть перебувати в патологічному матеріалі.

Систематика, класифікація і номенклатура мікроорганізмів

Відповідно до нового кодексу номенклатури бактерій впроваджені міжнародні класифікаційні категорії: Царство – прокаріот (не мають оформленого ядра, спадкова інформація розташована в молекулі ДНК) → відділ (розділ) → клас (група) → порядок → сімейство → рід → вид.

Основною номенклатурною і таксономічною одиницею є вид - сукупність організмів, що мають спільне походження, схожі морфологічні і фізіологічні ознаки і обмін речовин. Усередині виду існують варіанти: морфоваріанти (відрізняються по морфології), біо- (за біологічними властивостями), хемо- (за ферментативною активністю), серо- (за антигенною структурою), фаго- (за чутливістю до фагів). Визначення виду мікроорганізму (ідентифікація) проводять на підставі визначення морфологічних, фізіологічних, антигенних, молекулярно-біологічних ознак.

Штам – культура м.о., виділена з конкретного джерела (організму людини, тварини, зовнішнього середовища). Штами відрізняються між собою окремими ознаками, наприклад стійкістю до АБ, здатністю викликати неоднакове за тяжкістю, клінічній течії і результату інфекційне захворювання. Однак штами одного виду володіють всіма ознаками, що характеризують їх як вид. Штам можна вважати найнижчою таксономічною одиницею м.о. Як правило, штами позначають протокольними номерами, або по джерелу виділення, або по місцевості, де був виділений. Наприклад, вірус грипу - Сінгапур, Гонконг.

Клон – потомство однієї мікробної клітини.

Колонія – видиме скупчення м.о. на поверхні щільного поживного середовища. 

Культура - використовують для позначення сукупності м.о., що виростають на живильному середовищі з однієї або декількох клітин одного виду. Культура, що складається з осіб одного виду, називається чистою культурою, а з осіб різних видів – змішаною.

Загальноприйнята і найбільш розповсюджена класифікація бактерій по Д. Берджі. Згідно визначника бактерії ділять за будовою клітинної стінки і відношенням до барвників за методом Грама на відділи: Gracilicutes - тонкошкірі (грамнегативні); Firmicutes товстошкірі (грампозитивні); Tenericutes - не мають клітинної стінки (мікоплазми); Mendosicutes – архібактерії (не мають пептидоглікану, непатогенні). Для зручності користування відділи описані по групах, в які включені сімейства, роди і види. Там, де вони зібрані в порядки і класи, вказують їх назви.

Для позначення мікроорганізмів прийнята подвійна номенклатура: перша назва позначає рід і пишеться з великою букви, друга - вид, пишеться з рядкової букви (Staphylococcus aureus). Часто в назвах - автори що відкрили м.о. (Ешеріх, Брюс) або органи, які вражають м.о.; допускається скорочення родової назви. (S. sonnei).
Класифікація найпоширеніших мікроорганізмів, патогенних для людини, за ступенем небезпечності.

За ступенем небезпечності патогенні для людини мікроорганізми та їх токсини поділяють на чотири групи (табл. 1).

До І і II груп відносять збудників висококонтагіозних (від лат. cоntactus - дотик) інфекційних хвороб, які характеризуються тяжкими та стійкими розладами здоров'я в значної кількості хворих, високим рівнем смертності та швидким поширенням серед населення. Їх називають особливо небезпечними інфекціями (ОНІ). Дослідження матеріалу, зараженого або підозрілого на зараженість цими збудниками, проводять в окремих лабораторіях, режим роботи яких регламентується "Інструкцією про протиепідемічний режим роботи з матеріалом, зараженим або підозрілим на зараженість збудниками інфекційних хвороб І- II груп".

До III групи відносять збудників інфекційних хвороб, які характеризуються тяжкими або стійкими розладами здоров'я в окремих хворих і становлять небезпеку для їх життя й здоров'я. Дослідження матеріалу, зараженого або підозрілого на зараженість цими збудниками, проводять у бактеріологічних лабораторіях санітарно-епідеміологічних та лікувальних закладів.

До IV групи відносять збудників токсикоінфекцій і гострих бактерійних отруєнь, збудників ентеритів, сепсису, представників нормальної мікрофлори людини, у тому числі санітарнопоказову мікрофлору. Робота з цими збудниками потребує дотримання звичайного режиму, який забезпечує надійний захист персоналу від внутрішньолабораторного зараження, надійне знезараження матеріалу, а також виключає можливість поширення інфекцій за межі лабораторії.

Правила взяття, оформлення, транспортування, приймання та реєстрації патологічного матеріалу

На мікробіологічне дослідження відбирають патологічний матеріал у хворих для діагностики захворювань, у здорових людей з метою профілактичного обстеження, а також з навколишнього середовища, щоб виявити патогенні мікроорганізми або визначити його санітарний стан.

У лабораторію доставляють від людей: випорожнення, блювотні маси, промивні води шлунка, бронхів, мокротиння, кров, сечу, виділення з ран, гній, мазки із слизових оболонок, зшкріби, спинномозкову рідину, жовч, вагінальні виділення, жіноче грудне молоко, пунктат кісткового мозку, лімфатичних вузлів, абсцесів, біопсійний та секційний матеріал тощо; з навколишнього середовища: воду, ґрунт, повітря, харчові продукти, трупи тварин та ін.

Увага! Будь-який матеріал, що надходить на дослідження до лабораторії, розглядається як потенційно небезпечний!
Патологічний матеріал відбирають стерильним інструментом (тампоном, шприцом, шпателем, піпеткою тощо) і вміщують у стерильний посуд (банки, пробірки, флакони, плювальниці); зразки крові, сироваток крові повинні доставлятись у флаконах, пробірках, герметично закритих гумовими корками або в пробірках типу "Епендорф" тощо; матеріал з навколишнього середовища на санітарно-мікробіологічне дослідження кладуть у нові поліетиленові пакети, стерильні пляшки, банки, стерильний пергаментний папір; увесь цей матеріал ретельно пакують.

Таблиця1. Поділ збудників на групи
	Група
	Види збудників

	
	Бактерії
	Рикетсії
	Гриби
	Найпростіші
	Хламідії
	Віруси

	1
	Збудник чуми
	
	
	
	
	Збудники натуральної віспи, геморагічних лихоманок: кримської, Ебола, Ласса, Марбург

	ІІ
	Збудники сибірки, сапу, 

бруцельозу, туляремії, легіонельозу, лептоспірозу, холери
	Збудники епідемічного і ендемічного висипного тифу, 

Ку-лихоманки
	Збудники бластомікозу, кокцидіозу, гістоплазмозу
	
	Збудники орнітозу
	Збудники гепатитів В,Д,С, сказу, СНІДу, ящуру

	ІІІ
	Збудники кашлюку, 

дифтерії, туберкульозу, менінгококової інфекції, гонореї, дизентерії, черевного тифу, ботулізму, правцю, сифілісу, актиномікозу
	Збудники кліщового висипного тифу, волинської, марсельської лихоманки
	Збудники кандидозу, аспергільозу
	Збудники лейшманіозу, малярії, трихомонозу
	Збудники трахоми, пневмонії
	Збудники грипу А,В,С, гепатитів А,Е, поліомієліту, простого герпесу, вітряної віспи, цитомегалії, вірус Епштейна-Барр

	IV
	Збудники паракашлюку, газової гангрени, ешерихії, сальмонели, стафілококи, стрептококи, клебсієли, синьогнійна паличка, протей, мікоплазма
	
	Мукор, пеніци
ліум, трихофітон
	Токсоплазма, балантидій, патогенна (дизентерійна амеба)
	
	Аденовіруси, віруси ЕCНО, збудники парагрипу, епідпаротиту, кору, краснухи


До кожної проби додають етикетку, на якій указують номер і назву матеріалу, заклад (відділення) або місце його взяття, прізвище, ім'я та по батькові хворого; на етикетках до проб на санітарно-мікробіологічне дослідження вказують: ферму, підприємство, джерело води, дату й час взяття матеріалу. Крім етикетки, заповнюють бланк направлення за зразком, затвердженим МОЗ України, в якому вказують заклад (відділення) або місце взяття матеріалу, номер і назву матеріалу, кратність направлення матеріалу (первинно чи повторно), прізвище, ім'я та по батькові хворого, його вік, дату захворювання, попередній діагноз, дані про лікування хворого антибіотиками та іншими антимікробними препаратами, мету дослідження, дату й час взяття матеріалу, прізвище й посаду особи, яка направляє матеріал для мікробіологічних досліджень.

Загальні вимоги до взяття й доставления материалу
1. Брати матеріал слід до вживання хворим антибіотиків та інших антимікробних препаратів, а якщо це неможливо, то через 2-3 доби після відміни їх вживання хворим.
2. При взятті та доставки матеріалу його необхідно захистити від забруднення сторонньою мікрофлорою, тобто чітко дотримуватися правил асептики. Особливо це стосується тих матеріалів, які в нормі не містять мікроорганізмів: крові, спинномозкової рідини, лімфи тощо.
3. Характер і кількість матеріалу, який забирається, повинен бути скоригований з урахуванням клініки, патогенезу, термінів захворювання, його тяжкості тощо.
4. При взятті й доставки матеріалу необхідно виключити можливість інфікування осіб, які беруть і доставляють матеріал, і забруднення довкілля мікробами.
5. Максимальне скорочення термінів з моменту взяття матеріалу до його доставки в мікробіологічну лабораторію. Як правило, ці терміни не повинні перевищувати 2-3 год. від моменту взяття матеріалу до його доставления до лабораторії.
Транспортується матеріал на спеціальному транспорті або переноситься в біксах, сумках-холодильниках, пластикових футлярах, термосах, стійких до автоклавування та дії дезінфектантів. Матеріал, що вміщує мікроорганізми, нестійкі в навколишньому середовищі (збудники кашлюку, менінгококової інфекції), при транспортуванні обкладають ватою та грілками. Направлення на дослідження упаковуються окремо.

Увага! Забороняється обгортати направлення навколо ємності з об'єктом досліджень.

Патологічний матеріал приймає працівник реєстратури, звертаючи увагу на правильність упаковки, цілісність посуду, умови та термін транспортування, оформлення супровідної документації.

Увага! Зразки й посуд, в якому надходить матеріал для дослідження, поверненню не підлягають!
Основні методи мікробіологічних досліджень

Важливою умовою ефективності лабораторних досліджень є доцільний вибір методу. Основні вимоги, яким повинні відповідати сучасні методи, - це висока специфічність і чутливість. У сучасних мікробіологічних лабораторіях використовують такі методи.

Мікроскопічний - виявлення збудника під мікроскопом у мазках, виготовлених з патологічного матеріалу. Застосовують для діагностики гонореї, сифілісу, туберкульозу, малярії тощо.

Бактеріологічний (вірусологічний, культуральний) - посів патологічного матеріалу на поживні середовища, зараження культури клітин, курячих ембріонів, виділення чистої культури збудника та його ідентифікація. Використовують для діагностики більшості інфекцій бактеріальної, вірусної, грибкової природи: черевного тифу, чуми, мікроспорії, грипу та інших захворювань. Нині розроблено автоматичні аналізатори, за допомогою яких протягом кількох (4-24) годин можна визначити вид збудника.

Біологічний - зараження лабораторних тварин патологічним матеріалом з метою моделювання інфекції або виділення та ідентифікації збудника. Застосовують для виділення чистої культури пневмокока, збудника туляремії, діагностики туберкульозу тощо. Біологічний метод використовують також для виявлення та визначення виду мікробних токсинів у разі харчових отруєнь (ботулізм), або в разі захворювань (правець, газова гангрена) тощо.

Імунологічний (серологічний; від лат. serum - сироватка) - виявлення специфічних антитіл або антигенів у патологічному матеріалі. Для цього використовують імунні реакції.

Молекулярно-генетичний - виявлення РНК або ДНК збудника в патологічному матеріалі. Для цього застосовують:

а)
метод гібридизації ДНК або РНК (метод ДНК-, РНК-зондів);

б)
метод ланцюгової полімеразної реакції (ЛПР). 

Молекулярно-генетичний метод найбільш специфічний і чутливий, він дає змогу ідентифікувати будь-який біологічний об'єкт навіть при незначній концентрації його нуклеїнових кислот у досліджуваному матеріалі. За методом ЛПР виявляють одну молекулу нуклеїнової кислоти в зразку, що досліджується.

Організація робочого місця лаборанта

Робочі місця в лабораторії повинні постійно бути обладнані всім необхідним для повсякденної роботи: спиртівкою, предметними та покривними скельцями, банкою з ватою, банкою з інструментами (пінцетом, ножицями, скальпелем, бактеріологічною петлею), склянками з дезінфекційними розчинами для піпеток, для відпрацьованих предметних скелець; невеликою склянкою з притертою кришкою для накривних скелець; фіксаторами для мазків, сірниками, олівцями для скла (маркерами), гумовими грушами, 70% розчином етилового спирту для оброблення рук, пробірками з ізотонічним (фізіологічним) розчином натрію хлориду; мікроскопом, імерсійним маслом.

Перед початком роботи предмети на столі необхідно розмістити так, щоб середина стола була вільною. Дезінфекційні розчини для оброблення рук, ємність для піпеток, банка для відходів повинні знаходитися праворуч від працівника на відстані, що дозволяє, не встаючи з робочого місця, оброблювати руки, занурювати в дезінфекційний розчин піпетки та інший відпрацьований матеріал. Спиртівка повинна стояти в центрі стола на відстані 30см від його краю. Об'єкти з посівами, незасіяні поживні середовища розміщують ліворуч на однаковому рівні зі спиртівкою.

Для фарбування мазків обладнують спеціальне місце, на якому необхідно мати фарби, спирт, пісочні годинники, промивалку з дистильованою водою, ємність із місточком, пінцет, фільтрувальний папір.

Основним інструментом у роботі мікробіолога є бактеріологічна петля.

Досліджуваний матеріал чи культура мікроорганізмів не повинні бути контаміновані сторонньою мікрофлорою, тому бактеріологічну петлю стерилізують у полум'ї пальника. Цей метод стерилізації називається фламбуванням.

Морфологія мікроорганізмів

Бактерії - одноклітинні організми рослинної природи, що не мають чітко оформленого ядра, позбавлені хлорофілу і розмножуються простим поділом.

Форма бактерій і їх розміри мають велике таксономічне значення і є важливим критерієм при їх ідентифікації (мал.1). 

Розмір хвороботворних бактерій коливається в межах 0,2-10мкм, більшість – 0,5-0,8х2-3мкм.
Розміри і форма клітин бактерій певного виду, можуть змінюватися під впливом різних чинників (поліморфізм).
За формою клітини бактерії підрозділяються на чотири основні групи:
1. коки - (від греч. coccus – зерно, ягода) кулястої форми, діаметр клітини 0,5-1,5мкм; форма різноманітна - сферична, ланцетоподібна, бобоподібна;

2. паличкоподібні мають видовжену форму; 

3. звивисті бактерії розрізнюються за кількістю завитків;

4. нитчасті бактерії.

Коки в процесі розмноження діляться в одній площині, в двох або трьох взаємно перпендикулярних площинах. Після такого поділу вони залишаються слабо скріпленими один з одним, внаслідок чого виникають поєднання коків, що відрізняються по своєму взаємному розташуванню.

Мікрококи (поодинокі, безладні) – сапрофіти, але зустрічаються і умовно-патогенні, які викликають запальні процеси. Якщо коки діляться лише в одній площині, утворюються диплококи (парні коки, diploos-подвійний) – пневмококи (ланцетоподібні), гонококи і менінгококи (бобоподібні), стрептококи (ланцюжки коків, streptos - ланцюжок). До диплококів відносяться збудники крупозного запалення легенів, гонореї і інших захворювань. Деякі види стрептококів є збудниками бешихи, скарлатини. 

При поділі в двох взаємно перпендикулярних площинах утворюються тетракоки (по 4 коки). У разі поділу в трьох взаємно перпендикулярних площинах розташування коків приймає форму правильних тючків по 8, 16 коків; такого роду коки називаються сарцинами (sarcio - з’єдную). Хвороботворна роль тетракоків і сарцин не встановлена. Вони знаходяться у великій кількості в повітрі, на різних предметах, на шкірі і слизистих оболонках людини і тварин.
Багато коків діляться безладно, утворюючи купки, що нагадують виноградні грона, - це стафілококи (staphyle - гроно). Стафілококи є причиною гнійних захворювань шкіри, слизових, підшкірної клітковини.
Коки не завжди мають кулясту форму – іноді вони односторонньо увігнуті або, навпаки, декілька витягнуті.

Палички (від греч. bacteria - паличка) діляться на спорогенні (аероби - бацили і анаероби – клостридії) і аспорогенні (анаероби, аероби – бактерії), розмір 1-6мкм в довжину і 0,5-2мкм в товщину. Споронеутворюючими (аспорогенні) паличками називають бактерії - bасterium (збудник дифтерії, чуми, кишкових інфекцій). Спорогенні палички, що живуть в аеробних умовах, і створюють спору, діаметр якої менше поперечника клітини, називаються бацилами - bасillus (сибірська виразка). Спорогенні анаеробні палички, які створюють спору, діаметр якої більше поперечника клітини, називають клостридіями. Формою вони нагадують барабанну паличку, веретено, або тенісну ракетку (збудник правця, ботулізму, газової анаеробної інфекції).
Спора може розміщуватися центрально (збудник сибірки), термінально – на кінці (збудник правця), субтермінально – ближче до кінця (збудник ботулізму).

Палички відрізняються за розміщенням, розмірами, діаметром, формами кінців:

1) За розміщенням: 
· монобактерії – хаотично, більшість бактерій;

· диплобактерії і диплобацили – попарно;

· стрептобактерії і стрептобацили (збудники сибірської виразки). 

2) За розміром: 

· короткі (кокобактерії) до 1мкм (збудник коклюшу, бруцельозу, туляремії);

· довгі – більш 3мкм (клостридії, кишкові палички та ін.).

3) За діаметром: 

· тонкі (мікобактерії туберкульозу);

· товсті (клостридії);

4) За формою кінців:

· закруглені (кишкові палички, шигели, сальмонели);

· овоїдні (збудник чуми);

· обрубані (збудник сибірки);

· потовщені, булавоподібні (збудник дифтерії);

· загострені (фузобактерії).

Палички можуть розташовуватися під кутом один до одного, навхрест, але більшість хвороботворних паличок розташовуються поодиноко, безладно. Серед паличок нараховується значна кількість хвороботворних видів: збудники чуми, сибірської виразки, бруцельозу, правця, газової гангрени, дифтерії, кишкових інфекцій.
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Мал. 1. Форми мікроорганізмів:
1-стафілококи, 2-менінгококи, 3-пневмококи, 4-стрептококи,

5-тетракоки, 6-сарцини, 7-палички, 8-стрептобактерії, 9-стрептобацили, 

10-вібріони, 11-спірили, 12-спірохети.

До зігнутих і спірально звитих форм належать вібріони (коми, завдовжки 1-3мкм, дуже рухливі за рахунок джгутика, розташованого на кінці клітини) і спірили (2-3 обороти спіралі – кампілобактерії, збудник содоку) що мають гвинтоподібну будову і спірохети (більше 3х завитків). Хвороботворних представників в цій групі небагато, серед них можна назвати вібріона азіатської холери.

Нитчасті – непатогенні для людини. Деякі автори відносять до цієї форми актиноміцети, однак їх повною мірою можна віднести і до паличок, оскільки їх тіло може розпадатися з утворенням паличкоподібних форм.

Бактеріоскопічний метод дослідження

Бактеріоскопічний метод дослідження - це виявлення бактерій у препаратах за допомогою мікроскопа. У препаратах можна виявити не тільки бактерії, а й найпростіші, великі віруси або їх скупчення, гриби, актиноміцети, тому цей метод дослідження має загальну назву - мікроскопічний.

Мікроскопічний метод діагностики інфекційних хвороб ґрунтується на виявленні збудника захворювання в патологічному матеріалі за допомогою мікроскопа. При цьому можна визначити морфологічні ознаки: форму клітини мікроорганізмів, їх взаємне розміщення, наявність спори, капсули, рухливість, а також тинкторіальні (від лат. tinctura - настоянка) ознаки - здатність мікроорганізмів забарвлюватися тим чи іншим барвником.

Цей метод застосовують для підтвердження клінічного діагнозу сифілісу, гонореї, лептоспірозу, малярії, туберкульозу тощо або постановки орієнтовного діагнозу в разі захворювань на дифтерію, правець, анаеробну газову інфекцію тощо.
Основні методи мікроскопії

Для вивчення мікроорганізмів застосовують мікроскопи різних моделей. Вони відрізняються розміром, будовою, способом освітлення препарату, роздільною здатністю. Роздільна здатність - це найменша відстань між двома точками, яку можна виразно бачити під мікроскопом. В імерсійних об'єктивів вона становить 0,2 мкм.

У мікробіологічних лабораторіях використовують світлову, темнопольну, фазово-контрастну, люмінесцентну та електронну мікроскопію.

Світлова мікроскопія проводиться за допомогою звичайних біологічних мікроскопів (мал. 2). Вона ґрунтується на тому, що світло, відбите поверхнею дзеркала, проходить крізь систему лінз конденсора Аббе й потрапляє на препарат, потім - в об'єктив, окуляр і далі сприймається оком дослідника. Таким чином дослідник бачить уявне збільшене зображення об'єкта. При мікроскопії мікробіологічних препаратів слід користуватися імерсійним об'єктивом. В імерсійних системах використовують імерсійне масло (кедрове, персикове), тоді об'єктив позначають "МІ" масляна імерсія, або воду, тоді об'єктив позначають "ВІ" - водна імерсія. Крім того, масляний об'єктив має на своїй поверхні чорне кільце, водний - біле. Імерсійне масло чи вода мають коефіцієнт заломлення світла, близький до такого, як і скло, тому світлові промені, проходячи крізь предметне скельце препарату, потрапляють у краплю імерсійної рідини й далі - в об'єктив, не змінюючи напряму, тому не розсіюються. Це забезпечує краще освітлення об'єкта.

Цей вид мікроскопії використовують в основному для вивчення пофарбованих препаратів, тому на світлому фоні видно забарвлений непрозорий об'єкт.
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Мал. 2. Будова мікроскопа. Механічна система мікроскопа: 1-основа; 

2-тубусотримач; 3-предметний столик; 4-тубус; 5-револьвер; 6-гвинт для опускання конденсора; 7-макрогвинт; 8-мікрогвинт; 9-гвинт для переміщення предметного столика. Оптична система мікроскопа: 10-окуляр; 11-конденсор; 12-об'єктиви (сухі та імерсійні); 13–дзеркала
Збільшення мікроскопа визначається помноженням збільшення об’єктива на збільшення окуляра (збільшення об’єктива і окуляра вказані на оправі: об’єктива до 100х, окуляра – 4х, 5х, 7х, 10х, 15х, 20х).

Темнопольна мікроскопія. При мікроскопії цим методом промені світла, що освітлюють об'єкт, не проникають в об'єктив мікроскопа, тому поле зору його залишається темним. Об'єкт освітлюється бічними променями, які відбиваються від нього й потрапляють в об'єктив мікроскопа. Тому об'єкт здається яскравим. Такого ефекту можна досягти, якщо центральну частину лінзи конденсора Аббе прикрити кружечком чорного паперу або замінити конденсор Аббе спеціальним темнопольним конденсором.

За допомогою темнопольної мікроскопії вивчають мікроорганізми в живому стані (трепонеми, лептоспіри), а також визначають рухливість мікроорганізмів.

Фазово-контрастна мікроскопія застосовується для виявлення безбарвних, прозорих об'єктів. Вона ґрунтується на тому, що промені світла, які пройшли крізь об'єкт, змінюють швидкість поширення порівняно з тими променями, які не пройшли крізь нього. Інтенсивність світла при цьому не змінюється, але змінюється фаза світлових хвиль. Людське око не здатне сприймати фазові зміни світла. Якщо конденсор Аббе й об'єктив замінити фазовими, то різниця фаз перетвориться на різницю інтенсивності світла, що сприймає людське око. Різні структури мікробної клітини (капсула, клітинна стінка, нуклеоїд тощо) мають різну щільність, тому й зміна фаз світлових хвиль, а отже, й інтенсивність світла будуть різними. Це дає змогу вивчати структуру живих клітин, стадії розвитку їх, поділу тощо.

Люмінесцентна мікроскопія ґрунтується на використанні явища люмінесценції (флуоресценції). Люмінесценція (від лат. lumen - світло, escent - суфікс, що означає слабку дію) - це здатність деяких речовин - люмінофорів (від лат. lumen - світло й грец. phoros - несучий) випромінювати світло, якщо вони перебувають у збудженому стані. У збуджений стан ці речовини переходять під впливом будь-якого джерела енергії: ультрафіолетового, радіоактивного, рентгенівського випромінювання та ін.

Більшість патогенних мікроорганізмів не має власної люмінесценції, тому для їх виявлення патологічний матеріал обробляють барвниками - люмінофорами, які адсорбуються певними структурами клітин.

У люмінесцентному мікроскопі препарат освітлюється ультрафіолетовими променями. На темному полі видно яскравий об'єкт.

Люмінесцентна мікроскопія використовується для експрес-діагностики (від англ. express - підвищена швидкість). Через високу контрастність можна виявити невелику кількість збудника в патологічному матеріалі, не виділяючи його чисту культуру. Останнім часом цей метод широко використовують при масових обстеженнях людей на туберкульоз, він на 14-30 % інформативніший, ніж мікроскопія пофарбованих препаратів, виготовлених з мокротиння хворого.

Електронна мікроскопія найбільш досконала. Сучасні електронні мікроскопи дають можливість збільшувати зображення об'єкта в мільйони разів. Завдяки цьому було вивчено структури мікроорганізмів, зокрема вірусів. Збільшення роздільної здатності електронних мікроскопів було досягнуто завдяки тому, що замість звичайного світла використовується потік електронів. (Світлові мікроскопи мають обмежену роздільну здатність - 0,2 мкм через порівняно велику довжину світлових хвиль - 0,29-2,8мкм. Мала довжина хвилі електронів залежить від швидкості електронів, а швидкість - від напруги; це дає можливість збільшити роздільну здатність мікроскопа в тисячі разів - до 0,0002 мкм.) Джерелом електронного потоку є катодна лампа з вольфрамовою ниткою, яка розігрівається до 2900°С і звільнює електрони. Пучки електронів рухаються у вакуумі в напрямку анода, проходячи через об'єкт, потім через електромагнітне поле, в якому відхиляються під різними кутами залежно від товщини й щільності об'єкта. Зображення об'єкта збільшується в декілька мільйонів разів і потрапляє на флуоресціюючий екран, де з'являється зображення, подібне до телевізійного. Це зображення фотографують.

Завдяки електронній мікроскопії є можливість вивчати структуру клітин на субклітинному та молекулярному рівнях.

Мікроскопія пофарбованих препаратів

У мікробіологічній лабораторії в повсякденній практиці для вивчення морфології та тинкторіальних властивостей мікроорганізмів використовують світловий мікроскоп.

Мікроскопія включає такі етапи: 

а) підготовка мікроскопа; 

б) мікроскопія; 

в) догляд за мікроскопом.

Увага! Мікроскоп - це чутливий, точний оптичний прилад. Він потребує обережного ставлення й чіткого виконання правил під час роботи з ним. При перенесенні мікроскоп слід тримати двома руками: однією - за тубусотримач, а другу підставити під основу. Забруднені оптичні частини мікроскопа слід протирати м'якою тканиною, змоченою водою або спиртом.

Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом.

2. Застосовувати методи лабораторної діагностики інфекційних хвороб;

3. Працювати з мікроскопом.

4. Знати основні класифікаційні одиниці.

5. Описувати морфологічні форми бактерій.

6. Проводити мікроскопію мазків-препаратів.

7. Трактувати результат мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Підготувати робоче місце лаборанта.

2. Дотримуватися правил роботи і техніки безпеки з інфікованим матеріалом, культурами мікроорганізмів, апаратурою.

3. Підготувати світловий мікроскоп до роботи.

4. Досліджувати забарвлені препарати під мікроскопом з використанням імерсійної системи.

5. Визначати форму бактерій під мікроскопом.

Теоретичні питання:

1. Структура та обладнання медичної мікробіологічної лабораторії.

2. Правила роботи в мікробіологічній лабораторії.

3. Правила взяття, оформлення, транспортування, приймання та реєстрації патологічного матеріалу.

4. Систематика, класифікація і номенклатура мікроорганізмів. 

5. Морфологія мікроорганізмів. 
6. Основні методи мікроскопії.

7. Будову мікроскопа, правила мікроскопії з імерсійною системою.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Обладнання робочого місця лаборанта.

2. Проведення дезінфекції рук, робочого місця.

3. Робота з імерсійним мікроскопом.

4. Мікроскопія демонстраційних мікропрепаратів.

5. Малювання демонстраційних мікропрепаратів в протокол.

6. Оформлення протоколу.
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Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Вивчення правил техніки безпеки при роботі в бактеріологічній лабораторії. 

2. Вивчення правил роботи з імерсійним мікроскопом. 

3. Вивчення правил взяття, оформлення, транспортування, приймання та реєстрації патологічного матеріалу.

4. Мікроскопія демонстраційних препаратів, визначення форм мікроорганізмів, їх розміщення.

5. Малювання мікропрепаратів, пояснення. 

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Для вивчення бактерій під мікроскопом використовують імерсійний об'єктив Він збільшує в:

a. х90

b. х40
c. х20

d. х10
e. х8

2. За допомогою якого метода мікробіологічної діагностики можна виявити збудника під мікроскопом у мазках, виготовлених з патологічного матеріалу

a. Бактеріологічного

b. Бактеріоскопічного

c. Біологічного

d. Імунологічного

e. Молекулярно-генетичного

3. Під час роботи лаборант випадково забруднила заразним матеріалом праву руку. Чим слід продезінфікувати руки?

a. Формаліном

b. 5% розчином хлораміну

c. 70% розчином етилового спирту

d. 70% розчином метилового спирту

e. Всі відповіді правильні

4. Лаборанту треба перевірити правильність виготовлення бактеріологічної петлі. Треба звернути увагу на:

a. Діаметр петлі 3-4мм

b. Кінець петлі має виступ

c. Кінець петлі не дістає до плеча

d. Петля зберігає водяну плівку

e. Всі відповіді правильні

5. Термін з моменту взяття матеріалу до його доставки в мікробіологічну лабораторію як правило не повинен перевищувати:

a. 1 години

b. 2-3 години

c. 5-6 годин

d. 12 годин

e. 24 години

6. Приміщення мікробіологічної лабораторії за ступенем небезпеки для персоналу поділяють на 3 зони: заразна, умовно-заразна і чиста. Які приміщення не відносяться до заразної зони:

a. Приміщення для взяття проб

b. Кімната для оброблення й первинного посіву біологічного матеріалу

c. Робочі кімнати для бактеріологічного, вірусологічного та ін. досліджень

d. Автоклавна для знезараження матеріалу

e. Кімната для приготування поживних середовищ

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Приймання патологічного матеріалу" (виконується демонстративно): 

надягніть гумові рукавички;

підготуйте лоток, поставте в нього банку з дезінфекційним розчином;

поставте поруч бікс з патологічним матеріалом; підготуйте пінцет, вату;

відкрийте бікс; розгорніть пелюшку;

візьміть пінцетом шматочок вати, змочіть його дезінфекційним розчином;

вийміть з бікса банку з патологічним матеріалом;

протріть дезінфекційним розчином поверхню банки;

поставте банку на лоток, вату опустіть у ємність з дезінфекційним розчином;

прочитайте направлення, перевірте правильність його заповнення, своєчасність доставки патологічного матеріалу.

Доставлений матеріал реєструють у журналі, маркірують, сортують, направляють у різні лабораторні кімнати, ураховуючи специфіку його дослідження.

Алгоритм "Підготовка бактеріологічної петлі до роботи": 
візьміть бактеріологічну петлю в ліву руку, розгляньте її.

Увага! Бактеріологічна петля складається з петлетримача та робочої частини: плеча завдовжки близько 6 см і петлі діаметром 1-1,5мм;

візьміть пінцет у праву руку;

розгорніть пінцетом петлю, випряміть її, перетворіть на голку;

загорніть пінцетом голку в петлю;

пінцет поставте в склянку з інструментом;

візьміть петлю в праву руку, поставте її вертикально робочою частиною догори на рівні очей.

Увага! Петля повинна утворювати замкнуте кільце!

поверніть її навколо своєї осі на 90°, подивіться збоку.

Увага! Робоча частина петлі повинна бути рівною, без виступу кінця петлі.
Алгоритм "Фламбування бактеріологічної петлі": 

запаліть спиртівку;

візьміть бактеріологічну петлю в праву руку так, як тримаєте олівець;

уведіть у верхню частину полум'я нижню частину петлетримача;

прожарюйте повільно (патологічний матеріал повинен підсохнути) робочу частину петлі до почервоніння по всій довжині, переводячи петлю у вертикальне положення.

Увага! Петлю із залишком заразного матеріалу не можна швидко вводити в полум'я, бо зовні він обвуглиться, а всередині утвориться водяна пара. Це призведе до розбризкування заразного матеріалу.
Алгоритм "Перевірка правильності виготовлення бактеріологічної петлі" (мал.3):

візьміть петлю в праву руку, зафламбуйте її;

візьміть пробірку з фізіологічним розчином у ліву руку;

візьміть мізинцем правої руки пробку пробірки й притисніть її до долоні.

Увага! Пробку постійно тримайте в руці,   

зафламбуйте отвір пробірки;

тримайте пробірку біля полум'я так, щоб отвір її був не далі як 10 см від полум'я;

уведіть петлю в пробірку, притуліть її до стінки пробірки (охолодження петлі);
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опустіть петлю у фізіологічний розчин;

вийміть петлю з пробірки, не торкаючись її стінок;

зафламбуйте отвір пробірки, закрийте її пробкою;

поставте пробірку в штатив;

розгляньте петлю.

Увага! Правильно виготовлена петля зберігає водяну плівку; зафламбуйте бактеріологічну петлю, поставте її в склянку з інструментом.
Алгоритм "Дезінфекція робочого місця":

зробіть з вати кульку діаметром близько 2 см;

візьміть кульку пінцетом, змочіть її в 3 % розчині хлораміну;

протріть цією кулькою поверхню свого стола;

опустіть кульку в посуд з дезінфекційним розчином; витріть стіл вологою ганчіркою.

Алгоритм "Дезінфекція рук": 

зробіть з вати дві кульки діаметром 1-2 см; візьміть пінцетом одну кульку, змочіть її у 0,2 % розчині хлораміну;

протріть нею руки в такій послідовності: ліва рука - тильна сторона, долонна сторона, між пальцями, нігтьова пластинка, під нігтями; права рука - у такій самій послідовності;

кульку опустіть у посудину з дезінфекційним розчином; візьміть пінцетом другу кульку й все повторіть; вимийте руки водою з милом; висушіть руки, змастіть їх кремом для рук.

Алгоритм "Підготовка мікроскопа":

поставте мікроскоп у зручну для роботи позицію, підніміть тубус;

протріть оптичну систему;

підніміть конденсор;

відкрийте діафрагму конденсора;

встановіть об'єктив (х8);

освітіть поле зору за допомогою дзеркала.

Алгоритм "Мікроскопія":
нанесіть на препарат краплю імерсійного масла; покладіть препарат на предметний столик;
переведіть об'єктив з малого збільшення на велике (х90 МІ);

обережно макро гвинтами опустіть об'єктив у краплю імерсійного масла (дивитися збоку, щоб не роздавити скло);

піднімайте об'єктив повільно макрогвинтами, доки не з'явиться зображення (дивитися в окуляр);

установіть чіткість зображення за допомогою мікрогвинта;

визначте форму мікроорганізмів, розміщення їх, наявність у них спор і капсул;

підніміть тубус макрогвинтами;

зніміть препарат з предметного столика.

Алгоритм "Догляд за мікроскопом":
зніміть шматочком вати імерсійне масло з лінзи об'єктива;

протріть об'єктив марлевою серветкою, покладіть її на предметний столик;

переведіть об'єктив на мале збільшення (х8);

опустіть конденсор, закрийте діафрагму, опустіть тубус;

поставте мікроскоп у шафу або накрийте його чохлом (захист від пилу).

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 3.
Тема: Виготовлення розчинів барвників.
Мета: Засвоєння практичних навичок з виготовлення розчинів барвників.

Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.

Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:
Мікроорганізми мають настільки малі розміри, що вивчати їх незабарвленими під світловим мікроскопом неможливо, бо вони прозорі. Тому частіше їх забарвлюють. Якщо препарат із мікроорганізмами забарвлений, це дає змогу не тільки вивчити їхню фор​у, розміщення, а й виявити деталі структури клітини (наявність спори, капсули), а також хімічний склад, тому що різні хімічні речовини проявляють різну спорідненість до барвників і після фарбування мають різний колір або різну інтенсивність забарвлення.

Здатність мікроорганізмів сприймати барвники називається тинкторіальними властивостями.

Барвники й методи фарбування для вивчення тинкторіальних властивостей мікроорганізмів вибирають залежно від хімічного складу структур мікробної клітини, а також від типу мікроскопа, який використовують для мікроскопії.

Для виявлення цитоплазматичних білків, які мають основну реакцію, використовують кислі барвники (еозин, фуксин кислий, конго червоний); для виявлення нуклеїнових кислот хромосом і рибосом, які мають кислу реакцію, використовують основні барвники (метиленовий синій, азур); для диференціації хроматинових (ядерних) і метахроматинових елементів мікробної клітини використовують спеціальні барвники (барвник Романовського). Для фарбування мікробів, у клітинній стінці яких знаходиться багато ліпідів (мікобактерій туберкульозу), або для фарбування спор (мають щільну оболонку) використовують більш концентровані барвники з протравою. У разі мікроскопії препаратів, виготовлених з нативного матеріалу, часто використовують метиленовий синій. Це дає змогу визначити мікроорганізми не тільки поза клітинами макроорганізму, а й внутрішньоклітинно.

Для люмінесцентної мікроскопії застосовують спеціальні барвники - флуорохроми. Особливість їх полягає в тому, що вони здатні світитися під дією ультрафіолетових і синьо-фіолетових променів (акридиновий жовтий, аурамін 00 та ін.).

В електронній мікроскопії для підсилення контрасту препарат обробляють (напилюють) солями важких металів (цитратом свинцю, уранілацетатом).

У мікробіологічній практиці найчастіше використовують анілінові барвники:

· червоні - фуксин основний, фуксин кислий, сафранін, конго червоний;
· фіолетові - генціановий фіолетовий, метиловий фіолетовий;
· сині - метиленовий синій, толуїдиновий синій, азур (від араб. lаzаward - синій камінь);
· зелені - малахітовий зелений, брильянтовий зелений;
· коричнево-жовті - везувін, хризоїдин;
· рожеві - еозин.
Іноді використовують складні барвники, зокрема барвник Романовського-Гімзи. До його складу входять: метиленовий синій, еозин та азур. Завдяки цьому він забарвлює в різні кольори структури мікроорганізмів і формені елементи тканин макроорганізму.

Виготовлення розчинів барвників

Сухі барвники мають вигляд порошку або кристалів. З них готують спочатку насичені спиртові розчини. З насичених розчинів готують водно-фенолові або водно-спиртові розчини, які використовують для фарбування препаратів. Для зручності іноді використовують не розчини барвників, а папір, просочений барвником. Для цього підбирають такий фільтрувальний папір, щоб він забарвлювався рівномірно, а при змочуванні легко "віддавав" барвник.

Увага! З барвниками слід поводитися дуже обережно. При відкриванні флакон слід тримати на відстані, що дорівнює довжині передпліччя (деякі барвники легко розпилюються, потрапляють на шкіру рук, обличчя, меблі й забарвлюють їх).

Барвники випускають у флаконах з темного скла або з непрозорої пластмаси, а також у непрозорих пакетах (барвники світлочутливі). Флакони щільно закривають кришкою й заливають парафіном, пакети щільно запаюють (барвники гігроскопічні).

Можна використовувати тільки ті барвники, на упаковці яких є етикетка.

Зберігають барвники в закритій темній шафі, у сухому прохолодному приміщенні.

Принцип виготовлення насичених розчинів усіх барвників однаковий.

Увага! Усю роботу в мікробіологічній лабораторії виконують у гумових рукавичках.
Склад та форма випуску барвника Романовського-Гімзи

Барвник продається в готовому вигляді. Він являє собою суміш трьох барвників: азуру, еозину й метиленового синього. Барвник має фіолетово-синій колір. Безпосередньо перед вживанням барвник розводять: до 10 мл дистильованої води (рН 7,0-7,2) додають 10 крапель барвника.

Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом.
2. Засвоїти принципи застосування барвників у мікробіологічній практиці.

3. Оволодіти методиками приготування розчинів барвників.

Вміти:

1. Виготовляти насичені спиртові та робочі водно-спиртові і водно-фенолові розчини.

Теоретичні питання:

1. Принципи вивчення тинкторіальних властивостей мікроорганізмів.

2. Барвники, які використовують в мікробіологічній практиці.

3. Види розчинів барвників.

4. Принципи приготування й термін зберігання розчинів барвників.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця для виготовлення розчинів барвників.

2. Виготовлення розчинів барвників.

3. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Вивчення принципів застосування барвників у мікробіологічній практиці.

2. Виготовлення насичених розчинів барвників: основного фуксину, кристалічного генціанового фіолетового, метиленового синього. 

3. Виготовлення спиртово-карболових, спиртово-лужних і спиртово-водних розчинів барвників: карболового фуксину Ціля, водного фуксину Пфейффера, лужного метиленового синього Леффлера.

4. Виготовлення папірців за Синьовим. 

5. Виготовлення розчину Люголя.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. При дослідженні бактерій під мікроскопом визначають їх тинкторіальні властивості. Вони характеризують:

a. Форму клітини бактерій

b. Взаємне розміщення бактерій

c. Наявність капсули

d. Наявність джгутиків

e. Здатність мікроорганізмів забарвлюватися тим чи іншим барвником

2. У мікробіологічній практиці застосовують концентровані барвники з протравою для фарбування:

a. Капсул

b. Спор

c. Джгутиків

d. Нуклеоїда

e. Всі відповіді правильні

3. Для люмінесцентної мікроскопії застосовують спеціальні барвники:

a. Флюорохроми

b. Люмінохроми

c. Фуксін основний

d. Азур

e. Везувін

4. Вам необхідно приготувати насичений розчин метиленового синього. Що треба застосувати:

a. 96% розчин етилового спирту

b. 5% розчин карболової кислоти (фенолу)

c. 1% розчин КОН

d. Дистильована вода

e. Правильно 1,4

5. Вам необхідно приготувати розчин карболового фуксину Ціля. Ви візьмете:

a. Фуксин

b. Насичений спиртовий розчин фуксину

c. Фуксин Пфейффера

d. Дистильовану воду

e. Правильно 2,4

6. Вам необхідно приготувати папірці за Синьовим. Ви візьмете:

a. Розчин основного синього Леффлера

b. Насичений спиртовий розчин метиленового синього

c. Насичений спиртовий розчин генціанового фіолетового

d. Водний розчин генціанового фіолетового

e. Насичений спиртовий розчин фуксину

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Приготування насиченого розчину барвника": 
зважте 3г барвника;

відміряйте 30мл 96 % розчину етилового спирту; відлийте у флакон 10-15мл етилового спирту; висипте барвник у цей флакон, збовтайте; вилийте залишки спирту, знову збовтайте; закрийте флакон скляною або пластиковою пробкою; наклейте етикетку.

Увага! На етикетці слід зазначити: назву барвника, концентрацію розчину, дату виготовлення;

поставте суміш у термостат (37°С).

Увага! Тримати суміш у термостаті 2-3 доби до повного розчинення барвника. Збовтувати щодня.

Термін зберігання - тривалий, у темній шафі.
Алгоритм "Приготування розчину Люголя": 

зважте 2г калію йодиду; зважте 1г йоду кристалічного; відміряйте 10мл води дистильованої;

відлийте 3-4 мл води дистильованої у флакон об'ємом 400-500мл;

висипте у флакон порошок калію йодиду, збовтайте; висипте у флакон йод кристалічний, збовтайте; вилийте воду, що залишилася;

закрийте флакон скляною або пластиковою пробкою, збовтайте;

наклейте етикетку;

поставте суміш у термостат (37°С);

через 24 год. долийте 300мл дистильованої води, збовтайте.
Алгоритм "Приготування розчину карболового фуксину Ціля":

відміряйте 30мл насиченого спиртового розчину фуксину; перелийте у флакон з темного скла об'ємом 400-500мл; долийте 270мл 5% розчину карболової кислоти (фенолу); закрийте флакон гумовим корком, збовтайте; наклейте етикетку.

Увага! Термін зберігання фуксину Ціля тривалий (декілька місяців).

Алгоритм "Приготування розчину фуксину Пфейффера": 

внесіть у флакон 1мл фуксину Ціля; долийте 9мл дистильованої води;

закрийте гумовою або пластиковою пробкою, збовтайте; наклейте етикетку.

Увага! Оскільки термін зберігання цього розчину - 1 доба, то готувати його треба на наступному занятті.
Алгоритм "Приготування розчину основного синього Леффлера":

внесіть у флакон 30 мл насиченого спиртового розчину метиленового синього;

добавте 1мл 1% розчину КОН; долийте 100мл дистильованої води; закрийте флакон гумовою пробкою, збовтайте; наклейте етикетку.
Алгоритм "Приготування водного розчину генціанового фіолетового":

внесіть у флакон 10 мл насиченого спиртового розчину генціанового фіолетового;

долийте 100 мл 5 % розчину карболової кислоти, збовтайте; перелийте через паперовий фільтр в інший флакон; закрийте гумовою пробкою; наклейте етикетку.
Алгоритм "Приготування папірців за Синьовим":

наріжте фільтрувальний папір смужками розміром 2-2,5см х 30-50см;

налийте в лоток водний розчин генціанового фіолетового;
опустіть у розчин барвника смужки паперу до повного занурення;

вийміть смужки паперу пінцетом, висушіть на повітрі.
Увага! Смужки паперу повинні мати рівномірне забарвлення;

наріжте смужки паперу на кусочки розміром 1-1,5см х 2-2,5см;
помістіть ці смужки у склянку з широким горлом з притертою пробкою;
наклейте етикетку.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 4,5.
Тема: Виготовлення препаратів. Простий метод фарбування. 

Мета: Засвоєння практичних навичок з виготовлення мікропрепаратів і фарбування простим методом.

Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.

Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Структура бактеріальної клітини

Бактерії – прокаріоти, тому структура їх відрізняється від клітин рослин і тварин (еукаріот) відсутністю ядерної оболонки, мітохондрій, апарату Гольджі і наявністю клітинної стінки, яка є лише у прокаріот (мал.4). 

Бактерійна клітина складається з:

1. цитоплазми з ядерною речовиною (нуклеоїдом);

2. оболонки; 

3. поверхневих структур (джгутики); деякі бактерії утворюють спори, мають включення, плазміди.

Цитоплазма бактерії напіврідка, прозора. У цитоплазмі знаходяться: ядерна речовина, рибосоми (функція синтезу білка), включення. Іноді в ній утворюються вакуолі, наповнені клітинним соком. У цитоплазмі можуть бути включення: краплі жиру, кристали солей, сірки (у сіркобактерій), пігменти. Серед відкладень великий інтерес представляють особливі включення, названі волютиновими зернами (запасні живильні речовини). Волютинові зерна найчастіше розташовуються на кінцях клітини і їх добре видно під мікроскопом. Особливо багаті волютином палички дифтерії. Волютинові зерна забарвлюються інтенсивніше, а при деяких способах забарвлення приймають колір, відмінний від цитоплазми, що є цінною пізнавальною ознакою для діагностики дифтерії.

Генетичний матеріал - нуклеоїд зрілої клітини є подвійною ниткою ДНК, згорнутою в кільце. 

Плазміди - додаткова кільцева молекула ДНК. Нині розглядається як простий організм, який не має системи синтезу білка і мобілізації енергії і паразитує в бактеріях, наділяючи своїх господарів – бактерій корисними для них властивостями (стійкість до антибіотиків, вірулентність і ін.) Плазміди передаються при кон'югації мікробних клітин і поділі.
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Мал. 4. Будова бактеріальної клітини
Рибосоми – РНК у відмінності від ДНК складається з одного ланцюга, в них відбувається синтез білка.

Мезосоми – у деяких бацил із цитоплазматичної мембрани виникають сферичні, закручені в завиток структури. Вони беруть участь в процесі синтезу клітинної стінки, поділі клітини і спороутворенні.

Запасні речовини – крохмаль, глікоген та ін. (у грибів роду кандида – тригліцериди, корінебактерії – волютин).
Оболонка бактеріальної клітини є досить щільним, гнучким і еластичним утворенням, завдяки чому бактерії на відміну від амеб, що постійно змінюють свою форму, звичайно зберігають форму. Оболонку бактерій видно в електронному мікроскопі. Вона складається з двох шарів:

1)  цитоплазматичної мембрани, безпосередньо прилеглої до цитоплазми (транспорт живильних речовин, виконує роль осмотичного бар'єру, містить ферментні системи, які беруть участь в синтезі ферментів і токсинів);

2)  клітинної стінки - зберігає форму; володіє вибірковою проникністю - проникнення живильних речовин; виведення продуктів обміну; зберігає постійний осмотичний тиск; бере участь в зростанні і діленні клітин; захищає від факторів зовнішнього середовища і дії макрофагів (гальмує фагоцитарну активність і міграцію макрофагів); є фактором патогенності, визначає антигенну структуру мікроорганізмів. (О-антиген);

Цитоплазматична мембрана складається з білків і фосфоліпідів, через неї здійснюється живлення клітини, утворює мезосоми. 

Найбільш щільною частиною оболонки є клітинна стінка, вона дуже тонка і еластична. 

До складу клітинної стінки входять ліпополісахариди (ЛПС) - ендотоксин. ЛПС складається з ліпіду А (токсин) і полісахариду (чужорідний для макроорганізму і є О-антигеном). У різних видів бактерій полісахариди різні, а у бактерій одного виду однакові. Це пояснює антигенну специфічність мікроорганізмів. Патогенних мікроорганізмів більше серед гр.(-). Більшість гр.(+) утворюють екзотоксини, не мають ЛПС, або його дуже мало.

Поверхнева мембрана містить білки, які є рецепторами для фагів, коліцинів, а також обумовлюють адгезивність (прикріплення до клітин макроорганізму).

Бактерії у яких частково зруйнована клітинна стінка називають сферопластами. При обробці гр.(+) бактерій ферментами, які руйнують пептідоглікан, утворюються протопласти – структури з повністю зруйнованою клітинною стінкою.

L-форми – це бактерії, які втратили клітинну стінку, та зберегли здібність до розмноження. У них знижена вірулентність, вони не чутливі до хіміопрепаратів і антитіл; вони обумовлюють тривале персистування збудника в організмі і є однією з причин переходу гострої інфекції в хронічну. В організмі людини L-форми утворюються під дією антибіотиків, ферментів, антитіл.

Поверхневі структури: капсули, джгутики, мікроворсинки. Наявність або їх відсутність – постійна ознака для даного виду і використовується при ідентифікації мікроорганізмів.

Виготовлення мазків із патологічного матеріалу

Під час мікроскопічного методу діагностики інфекційних хвороб мікроорганізми виявляють при мікроскопії препаратів, виготовлених з патологічного матеріалу. Для цього спочатку готують мазки на предметному скельці. Предметні скельця готують заздалегідь. їх миють, знежирюють і зберігають в етиловому спирті або в суміші Нікіфорова (суміш етилового спирту і діетилового ефіру 1:1) у банці з широким горлом з притертою пробкою. Перед роботою їх витирають насухо. Тримати скельце слід за ребра першим і другим пальцями лівої руки.

Виготовлення мазка зі слизу, взятого з ротової частини глотки. Мазок із ротової частини глотки беруть стерильним тампоном з мигдаликів, роблять мазок на предметному скельці, висушують на повітрі, фіксують хімічним способом.

Виготовлення мазків-відбитків з органів і тканин секційного матеріалу. Поверхню органа припалюють нагрітими браншами пінцета або нагрітим скальпелем. Зрізують поверхневий шар. З глибини вирізують невеликий шматочок тканини, беруть її пінцетом і прикладають поверхнею зрізу до предметного скельця кілька разів. Отримують послідовний ряд мазків-відбитків. Мазки фіксують хімічним способом.

Виготовлення мазків із сечі, спинномозкової рідини. Маленьку краплю рідини (сечі чи спинномозкової рідини) бактеріологічною петлею наносять на предметне скельце й розмазують до розміру монети вартістю в 1 коп. Висушують на повітрі, фіксують хімічним методом.

Увага! Мазки, виготовлені з в'язкого матеріалу і крові, після перевірки викладачем, опустіть у дезінфекційний розчин. Мазок із зубного нальоту загорніть у листок паперу, підпишіть свій номер, покладіть у шухляду стола до наступного заняття .

Виготовлення мазків із культури мікроорганізмів

Мазки з культури мікроорганізмів виготовляють для вивчення їх морфології та тинкторіальних властивостей.

Увага! При роботі з живими культурами ретельно дотримуйтеся правил техніки безпеки.

Фіксування мазків

Мазки фіксують для:

· закріплення матеріалу на скельці;

· знезараження;

· кращого фарбування (убиті мікроби краще поглинають барвник).

Для фіксації мазків використовують два способи: фізичний і хімічний.

Фізичний спосіб. Фіксацію проводять у полум'ї спиртівки протягом 6с. Для цього скельце беруть пінцетом або першим і другим пальцями правої руки й проводять повільно тричі крізь верхню частину полум'я мазком догори. Правильність фіксації перевіряють, торкаючись нижньою поверхнею скельця тильної сторони лівої руки. Мазок повинен бути гарячим, але не обпікати руку.

Цим методом фіксують мазки, виготовлені з культури мікроорганізмів, у тому разі, коли при нагріванні не змінюється структура мікробної клітини.

Хімічний спосіб. Для фіксації використовують хімічні речовини: безводний метиловий спирт - фіксують протягом 5 хв., 96% розчин етилового спирту – 10-15 хв., суміш Нікіфорова – 10-15хв., ацетон - 5 хв., суміш випарів хлоридної кислоти і формаліну - декілька секунд.

Для цього рідину наносять на мазок або мазок занурюють у рідину і висушують на повітрі.

Хімічним способом фіксують мазки, виготовлені з патологічного матеріалу, а також з культури в тому разі, коли при нагріванні може порушитися структура бактеріальної клітини (капсульні форми бактерій, спірохети).

Зафіксований мазок називається препаратом.

Фарбування препаратів простим методом

При простому методі фарбування використовують один барвник - частіше це фуксин Пфейффера або метиленовий синій. Цей метод ще називається орієнтовним, тому що його використовують тільки для виявлення мікробів у патологічному матеріалі, визначення кількості їх, форми, взаємного розташування.
Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом.
2. Знати основні класифікаційні одиниці.

3. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи.

4. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження.

5. Фарбувати мазки-препарати простими методами.

6. Працювати з мікроскопом.

7. Мікроскопувати мазки-препарати.

8. Описувати морфологічні форми бактерій.

9. Трактувати результат мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Підготувати предметне скельце.

2. Виготовляти мазки з патологічного матеріалу.

3. Виготовляти мазки з бульйонної й агарової культури мікроорганізмів.

4. Фіксувати мазки фізичним методом.

5. Фарбувати препарати простим методом.

6. Визначати морфологію мікробів під мікроскопом. 

Теоретичні питання:

1. Правила роботи з живими культурами.

2. Структура бактеріальної клітини.

3. Мета й способи фіксації мазка.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця для виготовлення мазків-препаратів.

2. Виготовлення мазків з патологічного матеріалу.

3. Виготовлення мазків з культури мікроорганізмів.

4. Фіксування мазків.

5. Фарбування препаратів простим методом: водно-спиртовим розчином фуксину або метиленовим синім Лефлера.

6. Визначення морфології мікроорганізмів під мікроскопом.

7. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення мазків з патологічного матеріалу.

2. Виготовлення мазків з культури мікроорганізмів.

3. Фіксування мазків.

4. Фарбування препаратів простим методом: водно-спиртовим розчином фуксину або метиленовим синім Лефлера.

5. Визначення морфології мікроорганізмів під мікроскопом.

6. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Лаборант при мікроскопії мазка з гною виявив шароподібні бактерії у вигляді скупчень. Які бактерії це можуть бути:

a. Стафілококи

b. Стрептококи

c. Гонококки

d. Менінгококи

e. Пневмококи
2. У чоловіка з хронічним тонзилітом в мазку з зіва виявлені шароподібні бактерії у вигляді ланцюжка Як називаються такі бактерії? 

a. Мікрококи

b. Стрептококи

c. Стафілококи

d. Диплококи

e. Тетракоки

3. В мазку з патогенного матеріалу лаборант виявив аспорогенні паличкоподібні бактерії, розташовані у вигляді ланцюжка. Вони називаються:

a. Стрептококи

b. Стрептобактерії

c. Стрептобацилли

d. Діплобактерії

e. Діплобацилли

4. У лабораторії були виготовлені мазки. Лаборант зафіксувала мазки фізичним способом крім:

a. Агарової культури ешерихій

b. Агарової культури стафілококу

c. Бульйонної культури ешерихій

d. Бульйонної культури стафілококу

e. Мокротиння

5.Після висушування лаборант зафіксував мазки для:

a. Закріплення матеріалу на скельці

b. Знезараження

c. Кращого фарбування

d. Всі відповіді правильні

e. -

6. У лабораторії були виготовлені мазки. Лаборант перед фіксацією їх висушила:

a. На повітрі

b. У полум’ї спиртівки

c. Фільтрувальним папером

d. Всі відповіді правильні 
e. Всі відповіді неправильні
Алгоритм лабораторної роботи:

Алгоритм "Виготовлення мазка з в'язкого матеріалу":

протріть насухо два знежирених предметних скельця;

поставте свій номер у верхньому лівому кутку кожного скельця;

нанесіть пастерівською піпеткою патологічний матеріал на середину скельця;

накрийте його другим скельцем так, щоб по 1/3 кожного скельця були вільними, злегка притисніть;

розведіть скельця в різні сторони, взявши їх за вільні кінці першим і другим пальцями обох рук;

залиште мазки на столі для висихання (мал. 5).

Алгоритм "Виготовлення мазка із крові": 
Увага! Працювати з кров'ю в гумових рукавичках!

підготуйте 2 предметних скельця (одне з них повинно бути вужчим і мати шліфований вузький кінець); поставте свій номер на ширшому скельці;
нанесіть пастерівською піпеткою краплю крові на ширше скельце ближче до правого кінця;

поставте друге скельце шліфованим кінцем у краплю крові, нахиліть його праворуч під кутом 45°;

проведіть ним по першому скельцю справа наліво на 3/4 довжини скельця;

опустіть вузьке скельце в дезінфекційний розчин;

залиште мазок на столі для висихання.

Увага! Правильно виготовлений мазок повинен мати світло-рожеве забарвлення і бути рівномірним за товщиною (мал. 6).
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Мал. 5.Виготовлення мазка із мокротиння.
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Мал. 6.Виготовлення мазка із крові.

Алгоритм "Виготовлення препарату "товста крапля": 
підготуйте два предметних скельця; поставте свій номер на одному з них;

нанесіть пастерівською піпеткою краплю крові на середину підписаного скельця;

розмажте цю краплю ріжком другого скла до величини монети вартістю в 1 коп.;

опустіть друге скельце в дезінфекційний розчин;

залиште препарат на столі для висихання.

Алгоритм "Виготовлення препарату із зубного нальоту": 

підготуйте предметне скельце (протріть насухо, підпишіть номер);

вимийте руки з милом;

зробіть тампон (на сірник намотайте трішки стерильної вати); візьміть у себе тампоном наліт із зубів (на межі зубів і ясен); зробіть мазок на предметному скельці; тампон опустіть у дезінфекційний розчин; висушіть мазок на повітрі;

нанесіть на мазок краплю етилового спирту (хімічна фіксація мазка); змийте мазок дистильованою водою через 10-15 хв.; висушіть на повітрі.

Алгоритм "Виготовлення мазка з бульйонної культури":
підготуйте предметне скельце, нанесіть контури майбутнього мазка;

переверніть скельце (нанесений контур знизу);

у лівому верхньому кутку скельця поставте свій номер;

зафламбуйте скельце у полум'ї спиртівки (скельце тримайте пінцетом або першим і другим пальцями); покладіть його у відкриту чашку Петрі;

зафламбуйте бактеріологічну петлю, візьміть бульйонну культуру;

нанесіть краплю культури на предметне скельце, розітріть;

зафламбуйте бактеріологічну петлю; залишіть мазок у чашці Петрі для висихання.

Увага! Висушувати мазки слід на повітрі. За високої температури структура мікробної клітини порушується.

Алгоритм "Виготовлення мазка з агарової культури" (мал.7): 

підготуйте предметне скельце, нанесіть контури майбутнього мазка;

переверніть скельце (нанесений контур знизу);

у лівому верхньому кутку скельця поставте свій номер;

зафламбуйте скельце у полум'ї спиртівки (скельце тримайте пінцетом або першим і другим пальцями); покладіть його у відкриту чашку Петрі;

зафламбуйте бактеріологічну петлю;

нанесіть краплю стерильного фізіологічного розчину на предметне скельце;

зафламбуйте бактеріологічну петлю;

відкрийте лівою рукою чашку Петрі з ростом культури мікроорганізмів;

притуліть бактеріологічну петлю до стінки чашки Петрі (охолодження петлі);

візьміть петлею матеріал з однієї колонії; 

Увага! Слід брати колонію мікроорганізмів - не агар! закрийте чашку Петрі;

нанесіть матеріал на суху поверхню скельця поряд із краплею фізіологічного розчину, розітріть;

розмішайте рівномірно матеріал із краплею фізіологічного розчину;

зафламбуйте бактеріологічну петлю;

залишіть мазок у чашці Петрі для висихання.

Увага! Мазок повинен бути тонким, рівномірним, невеликим, прозорим.

Алгоритм "Фіксація мазка фізичним способом": 

візьміть пінцетом предметне скельце з висушеним мазком; проведіть тричі через верхню частину полум'я спиртівки; доторкніться нижньою поверхнею скельця до тильної сторони лівої руки (перевірка правильності фіксації).

Увага! Забороняється залишати після закінчення роботи на відкритих місцях або в незапечатаних сховищах незафіксовані мазки!
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Мал.7. Виготовлення мазка з агарової культури
Алгоритм "Фарбування препарату простим методом": 

помістіть препарат на підставку в ємність для фарбування; нанесіть барвник піпеткою так, щоб він закрив увесь препарат;

проконтролюйте термін дії барвника (фуксин Пфейффера 1-2 хв., метиленовий синій – 3-5 хв.); промийте препарат водою; висушіть препарат фільтрувальним папером.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 6, 7.
Тема: Складні методи фарбування. Фарбування за Грамом.  

Мета: Засвоєння практичних навичок з фарбування за Грамом. 

Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.

Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.
Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Фарбування за Грамом

Фарбування за Грамом, Нейссером, Буррі-Гінсом належать до складних методів фарбування, тому що на мазок наносять два барвники, один з яких є основним, інший - додатковим. Ці методи називають ще диференціальними, оскільки вони дають змогу розрізнити окремі групи бактерій, а також виявити хімічний склад, структуру бактеріальної клітини.

При фарбуванні за Грамом бактерії поділяють на дві групи: грампозитивні (забарвлюються у фіолетовий колір) і грамнегативні (забарвлюються в червоний колір). Різний колір забарвлення пояснюється різною будовою їхньої клітинної стінки. Основну частину клітинної стінки грампозитивних бактерій становить пептидоглікан - понад 90%. Він має форму сітки. У грампозитивних бактерій він утворює 5-6, іноді до 40 шарів. Коли бактерії фарбують генціановим фіолетовим, а потім розчином Люголя, то утворюється нерозчинний у спирті й воді комплекс йоду з барвником. Цей комплекс не вимивається спиртом і водою через слабку проникність клітинної стінки (пептидоглікану). Грампозитивні бактерії залишаються забарвленими у фіолетовий колір. Дофарбовування препарату фуксином Пфейффера не змінює фіолетового кольору клітин мікроорганізмів.

У грамнегативних бактерій пептидоглікан утворює в основному 1 шар, рідко - 2. Тому комплекс генціанового фіолетового з йодом легко вимивається спиртом і водою, унаслідок чого бактерії знебарвлюються. Знебарвлені бактерії забарвлюються фуксином Пфейффера в червоний колір.

Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом.

2. Знати основні класифікаційні одиниці.

3. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи.

4. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження.

5. Фарбувати мазки-препарати складними методами.

6. Мікроскопувати мазки-препарати.

7. Описувати морфологічні форми бактерій.

8. Трактувати результати мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовляти мазки з агарової культури мікроорганізмів.

2. Фіксувати мазки фізичним методом.

3. Фарбувати препарати за Грамом.

4. Визначати морфологію й тинкторіальні властивості мікробів під мікроскопом. 

Теоретичні питання:

1. Будова бактеріальної клітини.

2. Структура клітинної стінки бактерій, її функції.

3. Відмінності в структурі клітинної стінки грам позитивних і грам негативних бактерій.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення препаратів з культури ешерихій та стафілокока.

3. Фарбування за Грамом.

4. Мікроскопія мікропрепаратів.

5. Визначення морфологічних і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів.

6. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення мазків з культури мікроорганізмів.

2. Фіксування мазків.

3. Фарбування препаратів за Грамом.

4. Визначення морфологічних і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів під мікроскопом.

5. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Під час фарбування за Грамом мікроорганізми набувають різного кольору. Від якої структури це залежить?

a. Ліпополісахаридів

b. Цитоплазматичної| мембрани

c. Поверхневої мембрани

d. Пептідоглікана

e.  Нуклеоїда

2. Лаборант у препараті, забарвленому за Грамом виявив хаотично розташовані палички червоного кольору. Які це можуть бути мікроорганізми:

a. Ешерихії

b. Коринебактерії

c. Клостридії

d. Бацили

e. Сарцини

3. Аспорогенні паличкоподібні бактерії, розташовані попарно називаються:

a. Стрептобактерії

b. Стрептобацилли

c. Діплобактерії

d. Діплобацилли

e. Диплококи

4. При мікроскопії препаратів, забарвлених за Грамом лаборант побачила грампозитивні бактерії. Якого вони кольору?

a. Червоного

b. Блакитного

c. Синього

d. Фіолетового

e. Жовтого

5. Під час мікроскопії осаду сечі було виявлено грам позитивні коки у вигляді грон винограду. Наявність яких бактерій можна запідозрити?

a. Гонокок

b. Менінгокок

c. Стафілокок

d. Стрептокок

e. Пневмокок

6. Під час мікроскопії спинномозкової рідини в темному полі зору було виявлено бактерії бобоподібної форми, схожі на кавові зерна, розміщені попарно, червоного кольору (забарвлення за Грамом). Наявність яких бактерій можна запідозрити?

a. Сарцини

b. Стафілокок

c. Стрептокок

d. Менінгокок

e. Пневмокок

Алгоритм лабораторної роботи:

Алгоритм "Фарбування за Грамом":

покладіть на виготовлені мазки папірець, забарвлений за Синьовим, змочіть його 2-3 краплями води, витримайте 2 хв.;

зніміть папірець пінцетом, нанесіть розчин Люголя на 1 хв. (до почорніння);

нанесіть 96% розчин етилового спирту на 20-30с; промийте водою;

нанесіть фуксин Пфейффера на 1-2 хв.; промийте водою;

висушіть препарат фільтрувальним папером.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 8.
Тема: Складні методи фарбування. Фарбування за Буррі-Гінсом. 
Мета:Засвоєння практичних навичок з фарбування за Буррі-Гінсом.
Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.

Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:
Знання морфології має велике значення для мікроскопічного методу лабораторної діагностики інфекційних захворювань. Вивчення окремих компонентів мікробної клітини і виявлення, наприклад капсули, має важливу роль в диференціації патогенних і непатогенних мікроорганізмів. Деякі бактерії утворюють капсули, як в організмі людини, так і на живильних середовищах. 

Капсули - зовнішній шар оболонки, який переходить в слизову кулю. Ці бактерії виділені в окрему групу під назвою капсульні бактерії. 

Капсула має для бактерій:

1) захисне значення: зокрема, вона оберігає їх від поглинання і знищення бактеріофагами, фагоцитами і АТ;

2) регулює осмотичний тиск, оберігає від висихання за несприятливих умов місця існування.

3) є фактором патогенності (втрата капсули пневмококами веде до втрати патогенності);
4) обумовлює антигенні властивості м.о. (К-антиген – капсульний АГ).
У патогенних м.о. капсула може оточувати одну клітину (збудник чуми), дві клітини (пневмокок), або ланцюжок (сибірська виразка) (мал.8, 9). 

Капсула помітна в мазках-відбитках з патологічного матеріалу. В чистих культурах бактерій капсула утворюється рідше. Вона виявляється при спеціальних методах забарвлення, які створюють негативне контрастування речовини капсули. Звичайно капсула складається з полісахаридів (екзополісахаридів), іноді поліпептидів, наприклад у бацил сибірської виразки. Капсула гідрофільна, і добре зв'язує воду, перешкоджає дії захисних чинників макроорганізму (фагоцитозу бактерій) і бактеріофагів. Через велику кількість води вона не затримує барвників, тому при фарбуванні за Буррі-Гінсом залишається безбарвною на фоні забарвленого препарату. 
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Мал. 8. Enterobacter aerogenes
      Мал. 9. Капсульні бактерії
Багато бактерій утворюють мікрокапсулу – слизове утворення, що виявляється при електронній мікроскопії. Від капсули слід відрізняти слиз - мукоїдні екзополісахариди, яка не має чітких зовнішніх меж. Бактерійні екзополісахариди беруть участь в адгезії (прилипанні до субстратів), їх ще називають глікокаліксом.

Виявити капсулу можливо за методом Буррі-Гінса, при забарвленні метиленовим синім. 
Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом

2. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи

3. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження

4. Фарбувати мазки-препарати складними методами

5. Мікроскопувати мазки-препарати

6. Трактувати результати мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

5. Виготовляти мазки з агарової культури мікроорганізмів

6. Фіксувати мазки фізичним і хімічним методом

7. Фарбувати препарати за Буррі-Гінсом.

8. Визначати капсулу мікроорганізмів під мікроскопом. 

Теоретичні питання:

7. Будова бактеріальної клітини.

8. Склад, умови утворення, функції капсули.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

7. Підготовка робочого місця. 

8. Виготовлення препаратів з культури клебсієл.

9. Фарбування за Буррі-Гінсом.

10. Мікроскопія забарвлених препаратів.

11. Визначення капсули мікроорганізмів.

12. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення мазків з культури мікроорганізмів.

2. Фіксування мазків.

3. Фарбування препаратів за Буррі-Гінсом.

4. Мікроскопія забарвлених препаратів.

5. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Структура, яка захищає бактерійну клітину від фагоцитозу, антитіл, антибіотиків, фагів:

a. Клітинна стінка

b. Білки поверхневої мембрани

c. Цитоплазматична мембрана

d. Капсула

e. Спора

2. У пофарбованому препараті виявлені бактерії червоного кольору з безбарвним ободком. За яким методом пофарбовано препарат?

a. Грамом

b. Буррі-Гинсом

c. Ціля-Нільсеном

d. Ожешко

e. Романовським-Гімзою

3. Лаборанту треба пофарбувати препарат за методом Буррі-Гінса. Яку фарбу слід використати:

a. Генцианфіолетовий

b. Фуксин Пфейффера

c. Фуксин Ціля

d. Метіленовий синій

e. Азур

4. Мікрокапсулу у бактерій можна виявити в мікроскопі:

a. Люмінесцентному

b. Світловому

c. Електронному

d. Темнопольному

e. Фазово - контрастному

5. Відомо, що капсула не утримує барвники. Це відбувається за рахунок:

a. Полісахаридів

b. Води

c. Ліпідів

d. Кальцію

e. Метафосфатів

6. Відомо, що капсула може оточувати декілька клітин. Назвіть мікроорганізм, у якого під капсулою дві клітини:

a. Стафілокока

b. Стрептокока

c. Пневмокока

d. Гонокока

e. Менінгокок

7. Відомо, що є мікроорганізми, що утворюють капсулу. ЇЇ наявність свідчить про:

a. Вірулентність бактерій

b. Авірулентність бактерій

c. Стійкості бактерій до tº

d. Біохімічну активність

e. -

Алгоритм лабораторної роботи:

Алгоритм "Фарбування препарату за Буррі-Гінсом":

підготуйте два знежирених скельця, одне з них з відшліфованим вузьким кінцем;

нанесіть на одне скельце краплю чорної туші ближче до правого вузького кінця;

нанесіть поряд з краплею туші краплю культури клебсієл;

змішайте кутом другого скельця культуру з краплею туші;

зробіть мазок другим скельцем;
висушіть мазок на повітрі;

зафіксуйте мазок хімічним способом;

нанесіть фуксин Пфейффера на 3-5 хв.;

промийте водою;

висушіть препарат на повітрі.

Увага! Не можна висушувати фільтрувальним папером, щоб не зіпсувати препарат.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 9,10.
Тема: Складні методи фарбування. Фарбування за Ганзеном, Ожешко, Цілєм-Нільсеном.  

Мета: Засвоєння практичних навичок з фарбування мікропрепаратів за Ганзеном, Ожешко, Цілєм-Нільсеном.

Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.

Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.

Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Фарбування препарату за методом Ціля-Нільсена застосовують для виявлення кислотостійких мікобактерій туберкульозу, лепри, а також деяких актиноміцетів. У цих мікроорганізмів у клітинній стінці міститься багато (понад 40%) ліпідів, воску, оксикислот, що зумовлює їх стійкість до кислот, основ, спиртів, їх клітинна стінка малопроникна для розведених барвників, тому для фарбування їх використовують концентрований барвник (фуксин Ціля), що містить протраву (5% фенолу), фарбування проводять при нагріванні (у киплячому шарі). Концентровані барвники при використанні фільтрують, тому препарат накривають шматочком фільтрувального паперу.

Увага! Елементи препарату (клітини патологічного матеріалу, мікроорганізми, що нестійкі до кислот) забарвлені метиленовим синім у синій колір, кислотостійкі мікроорганізми - фуксином Ціля в червоний колір. Це пояснюється тим, що при нанесенні розчину 5% Н2S04 на препарат знебарвлюються всі елементи препарату, крім кислотостійких мікроорганізмів. Знебарвлені елементи потім забарвлюються метиленовим синім, а червоні мікобактерії (актиноміцети) розведеним барвником і без підігрівання не забарвлюються.

Спори - своєрідна форма бактерій з грампозитивниним типом будови клітинної стінки. Це відноситься, передусім, до паличкоподібних форм; у коків явище спороутворення зустрічається дуже рідко, а для вібріонів і спірил воно зовсім невідомо. Утворення спор у патогенних мікробів відбувається поза організмом людини і тварини, у одних мікробів - при хорошому доступі кисню, у інших за відсутності кисню, звичайно за несприятливих умов існування мікроба (висихання середовища, зміна температури і т. д.). Усередині однієї бактерії утворюється одна спора. Тому утворення спор сприяє збереженню виду і не є способом розмноження, як у грибів. Спороутворюючі аеробні бактерії, у яких розмір спори не перевищує діаметру клітини, називаються бацилами, а спороутворюючі анаеробні бактерії, у яких розмір спори перевищує діаметр клітини і тому вони приймають форму веретена, називаються клостридіями (від лат сlostridium - веретено).

Процес спороутворення полягає в тому, що у визначеному місці бактерійної клітини цитоплазма починає згущуватися, потім ця ділянка покривається дуже щільною оболонкою, а решта частини клітини поступово руйнується. Таким чином, бактерійна клітина перетворюється                                на спору протягом 18-20 годин.

Спороутворення, форма і розташування спор в клітині (вегетативної) являється видовою властивістю бактерій, що дозволяє відрізняти їх один від одного. Форма спор може бути овальною, кулястою; розташування в клітині термінальне - на кінці палички (збудник правця), субтермінальне - ближче до кінця палички (збудники ботулізму, газової гангрени) і центральне (бацила сибірської виразки) (мал. 10).

Спори витримують тривале кип'ятіння і гинуть лише при дії високих температур (120° і вище), стійкі до висушування, зміни рН, дез. розчинів.

[image: image26.jpg]


Спори не служать цілям розмноження, а є тільки особливою,                                                       стійкою формою існування бактерій, сприяючи збереженню даного виду. Спори різних бактерій у великій кількості постійно знаходяться в ґрунті, воді, де вони можуть зберігатися десятки років. Якщо спори попадають знову в сприятливі умови, кожна з них протягом декількох годин проростає в звичайну (вегетативну) бактерійну клітину. Спочатку лопається оболонка спори, а потім в цьому місці з'являється росток бактеріальної клітини.
Мал. 10. Розташування спори у клітині: 

1-центральне, 2-термінальне, 3-субтермінальне. 

Про спороутворення того або іншого збудника інфекційного захворювання треба добре знати, тому що методи боротьби з цими інфекціями у зв'язку із стійкістю збудника набагато ускладнюються.

Спори виявляють фарбуванням за методом Ожешко, Ганзена, Грама.

Фарбування за методом Ожешко. Форма, розмір, розміщення спори постійні для кожного виду бактерій родини бацил, тому їх виявлення використовують під час ідентифікації культури родів бацил і клостридій.

Щільна оболонка спор непроникна для води, тому при звичайних методах фарбування спора має вигляд незабарвленої порожнини бактеріальної клітини. Щоб барвник проник у спору, оболонку спори розпушують протравою (кислотою, основою). Після протравлення спори залишаються кислотостійкими, тому, на відміну від вегетативної клітини, не знебарвлюються 5 % розчином Н2S04 і не забарвлюються розведеним барвником без підігрівання.

Увага! Спори забарвлені фуксином Ціля в червоний колір, вегетативна клітина забарвлена метиленовим синім у синій колір.

Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом.

2. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи.

3. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження.

4. Фарбувати мазки-препарати складними методами.

5. Мікроскопувати мазки-препарати.

6. Трактувати результати мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовляти мазки з спорової культури і культури актиноміцетів.

2. Фіксувати мазки фізичним методом.

3. Фарбувати препарати за Ганзеном, Ожешко, Цілєм-Нільсеном.

4. Визначати морфологію й тинкторіальні властивості мікробів під мікроскопом. 

Теоретичні питання:

1. Структура бактеріальної клітини.

2. Спори, їх функції.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення препаратів з культури актиноміцетів.

3. Фарбування за Цілєм-Нільсеном.

4. Виготовлення препаратів з спорової культури.

5. Фарбування за Ожешко.

6. Фарбування за Ганзеном.

7. Мікроскопія забарвлених препаратів.

8. Визначення морфологічних і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів.

9. Оформлення протоколу.

Література:
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3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення мазків з культури мікроорганізмів.

2. Фіксування мазків.

3. Фарбування препаратів за Ганзеном, Ожешко, Цілєм-Нільсеном.

4. Мікроскопія забарвлених препаратів.

5. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Лаборант приготувала препарат з мокротиння від хворого з підозрою на туберкульоз. За яким методом слід пофарбувати препарат?

a. Грамом

b. Буррі-Гинсом

c. Ганзеном

d. Цілем-Нільсеном

e. Романовським-Гімзою

2. В мікропрепараті, виготовленому з культури мікроорганізмів, виявлені палички зі спорами, що перевищують поперечник бактерійної клітини. Наявність яких бактерій можна запідозрити?
a. Ешерихії

b. Стрептобацили

c. Стрептобактерії

d. Коринебактерії
e. Клостридії
3. За несприятливих умов навколишнього середовища у середині однієї бактерії утворюється:

a. До шести спор

b. Три спори

c. Дві спори

d. Одна спора

e. Десятки спор

4. У препараті пофарбованого за Грамом лаборант виявив спори. Якого вони можуть бути кольору?

a. Червоного кольору

b. Фіолетового кольору

c. Синього кольору

d. Блакитного кольору

e. Безбарвні

5. Лаборант приготувала мікропрепарат з спорової культури для забарвлення за Ганзеном. Яку слід вибрати фарбу?

a. Генцианфіолетовий

b. Фуксин Пфейффера

c. Фуксин Ціля

d. Еозин
e. Азур

6. При мікроскопії препарату, забарвленого за Ожешко лаборант виявив грубі палички з термінальною спорою. Наявність яких бактерій можна запідозрити?
a. Ботулізму

b. Газової гангрени

c. Правця

d. Сибірської виразки

e. -

Алгоритми лабораторної роботи:
Алгоритм "Фарбування препарату за методом Ціля-Нільсена":
покладіть на препарат шматочок фільтрувального паперу; нанесіть розчин фуксину Ціля; підігрійте препарат на полум'ї до появи пари; відведіть препарат убік від полум'я (охолодження препарату);
повторіть нанесення фуксину Ціля й підігрівання 2-3 рази; зніміть фільтрувальний папір, охолодіть препарат, промийте його водою;
нанесіть на препарат 1-2 краплі 5% розчину Н2S04 на 30с; промийте ретельно препарат водою;
нанесіть на препарат розчин метиленового синього на З-5 хв.;
промийте препарат водою, висушіть фільтрувальним папером.
Алгоритм "Фарбування мазка за методом Ожешко":

нанесіть на мазок 1-2 краплі 0,5 % розчину НС1;

підігрійте скельце з мазком на полум'ї до появи пари - 1-2 хв. (дайте скельцю охолонути);

змийте залишок кислоти водою, висушіть фільтрувальним папером;

зафіксуйте мазок фізичним способом;

проведіть фарбування препарату за Цілем-Нільсеном.

Алгоритм "Фарбування мазка за методом Ганзена":

покладіть на препарат шматочок фільтрувального паперу; нанесіть розчин карболового фуксину; підігрійте препарат на полум'ї до появи пари; відведіть препарат убік від полум'я (охолодження препарату);
повторіть нанесення карболового фуксину й підігрівання 2-3 рази; зніміть фільтрувальний папір, охолодіть препарат;
нанесіть на препарат 1-2 краплі 5% розчину Н2S04 на 30с; промийте ретельно препарат водою;
промийте препарат водою, висушіть фільтрувальним папером;
нанесіть на препарат розчин метиленового синього на З0сек.;
фарбу змийте водою і висушіть препарат фільтрувальним папером на повітрі при кімнатній температурі або в потоці теплого повітря над полум’ям пальника.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 11.
Тема: Складні методи фарбування. Фарбування за Нейссером і Романовським-Гімзою.  

Мета: Засвоєння практичних навичок з фарбування за Нейссером і Романовським-Гімзою.

Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів. 

Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.
Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

При фарбуванні за Нейссером виявляють волютинові зерна. Гранули волютину (комплекс РНК і метаполіфосфату) - запасне джерело енергії в бактерій. Наявність волютинових зерен є диференціальною ознакою при визначенні Spirillum volutans, Corynebacterium diphtheriae (мал. 11).
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Увага! Палички дифтерії забарвлюються в жовтий колір, зерна волютину - у темно-коричневий. Палички в препараті розміщені під кутом одна до одної (вигляд розсипаних сірників або римської цифри V, Х).
Мал. 11. Corynebacterium diphtheriae.
Звивисті форми бактерій

Злегка зігнуті палички називають вібріонами (холерний вібріон). Більшість паличкоподібних бактерій розташовуються безладно, оскільки після поділу клітини розходяться. Якщо після поділу жмути залишаються зв'язаними спільними фрагментами клітинної стінки і не розходяться, вони розташовуються під кутом один до одного (коринебактерії дифтерії), утворюють ланцюжок (бацила сибірської виразки).

Звивисті форми - спіралеподібні бактерії, наприклад спірили мають вид штопороподібних звитих клітин. До патогенних спірил відноситься збудник содоку (хвороби укусу щурів), до звивистих кампілобактери, які мають згиби, як у крила чайки; близькі до них і такі бактерії, як спірохети, що мають ряд відмітних особливостей.

Спірохети - тонкі, довгі, звивисті (спіралеподібні форми) бактерії, які відрізняються від спірили рухливістю, обумовленою «згинальними» рухами клітин. Спірохети мають зовнішню мембрану (клітинну стінку), яка оточує протоплазматичний циліндр з цитоплазматичною мембраною і аксиальною ниткою (аксистиль). Аксиальна нитка знаходиться під зовнішньою мембраною і закручується навколо протоплазматичного циліндра спірохети, надаючи їй гвинтоподібну форму (первинні завитки спірохет). Аксиальна нитка складається з фібріл - аналогів джгутиків бактерій і є скорочувальним білком флагеліном. Вони прикріплені до кінців клітини і направлені назустріч один до одного. Інший кінець фібріл вільний. Число і розташування фібріл варіюють у різних видів. Фібріли беруть участь в пересуванні спірохет, наділяючи клітину обертальною, згинальною і поступальною ходою. Спірохети утворюють петлі, завитки, згини, які отримали назву вторинних завитків. Вони погано сприймають барвники. Звичайно спірохети фарбують за методом Романовського-Гімзи або срібленням. У живому вигляді їх досліджують за допомогою фазово-контрастної або темнопольної мікроскопії.
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Спірохети представлені 3 родами, патогенними для людини; Treponema, Borrelia, Leptospira (мал.12). Спірохети роду Treponema мають по 8-12 рівномірних дрібних завитків. Патогенними представниками є T. pallidum - збудник сифілісу і Т. pertenue - збудник тропічної хвороби фрамбезії. Є і сапрофіти - мешканці порожнини рота і мула водоймищ. Спірохети роду Borrelia довші, мають по 3-8 крупних завитків. 

Мал.12. Звивисті форми бактерій: 
1-treponema, 2-borrelia, 
3-leptospira.

До них відноситься збудник поворотного тифу В. recurrentis. Спірохети роду Leptospira мають неглибокі і часті завитки - у вигляді закрученого мотузка. Кінці цих ниткоподібних спірохет зігнуті на зразок гачків з потовщеннями на кінцях. Утворюючи вторинні завитки, вони набувають вигляду літер S або С. Патогенний представник - L. interrogans. Патогенні лептоспіри потрапляють в організм з водою або їжею, обумовлюючи крововиливи і жовтяницю. Сапрофитні представники мешкають у воді.

Фарбування препаратів за методом Романовського-Гімзи

Фарбування препаратів за методом Романовського-Гімзи використовують для виявлення не тільки спірохет, а і рикетсій, грибів, найпростіших частіше в препаратах, виготовлених із патологічного матеріалу. Оскільки барвник Романовського-Гімзи складний, то елементи патологічного матеріалу, структурні частини клітин збудників, маючи різний хімічний склад, забарвлюються в різний колір. Так, при виявленні малярійного плазмодія в мазку з крові спостерігається така картина: цитоплазма збудника забарвлена в блакитний колір, ядро - у червоний, пігмент меланін - у коричневий; еритроцити крові - у рожевий, ядра лейкоцитів - у фіолетовий, цитоплазма - у блакитний, зерна базофілів - у синій, еозинофілів ї у червоний, нейтрофілів ї у бузковий. Це залежить від спорідненості різних елементів препарату до того чи іншого або декількох одночасно барвників, що входять до складу барвника Романовського-Гімзи.

Морфологія представників нетипових форм бактерій, грибів, найпростіших, вірусів.

Рикетсії займають проміжне положення між бактеріями і вірусами, розмір 0,2-30мкм (мал.13). Мають звичайну для бактерій будову: двошарова оболонка, цитоплазма, нуклеоїд. Нерухомі, за винятком збудників групи плямистої лихоманки. Спори не утворюють, розмножуються поперечним поділом. Мають дві стадії розвитку: вегетативну і спокою. У вегетативній стадії мають паличкоподібну форму; активно розмножуються, рухливі. У стадії спокою не розмножуються. Рикетсії здатні в процесі свого зросту і поділу давати наступні основні морфологічні форми                                       (по П.Ф. Здродовському): 

а) кокоподібні однозернисті утворення діаметром близько 0,5 µ; 

б) паличкоподібні двузернисті (по полюсах) утворення завдовжки 1,5 µ; 

с) бацилярні двузернисті, рідше трьох-, чотирьохзернисті утворення у вигляді довгих, зігнутих, тонких паличок завдовжки до 3-4 µ; 

д) ниткоподібні або міцелярні багатозернисті рикетсії, що мають вид довгих зігнутих ниток від 10 до 40 µ. Останні зустрічаються, наприклад, в кишечнику заражених вошей.
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Мал. 13. Рикетсії
Всі рикетсії – внутрішньоклітинні парази ти. На відміну від бактерій рикетсії не ростуть на штучних живильних середовищах і ведуть переважно паразитичний спосіб життя. Ці властивості зближують їх із вірусами.

Рикетсії викликають захворювання - рикетсіози, серед яких найбільше значення має висипний тиф, різні лихоманки. Резервуаром рикетсій в природі є кліщі і воші.
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Хламідіїї. Сімейство Chlamydiaceae (від грец. сhlamus - плащ). Утворювані хламідіями внутрішньоклітинні мікроколонії оповиті мантією. Хламідії - це дрібні гр.(-) кокоподібні мікроорганізми розміром 200-1000нм, що займають проміжне положення між бактеріями і вірусами (мал.14). 
Мал. 14. Елементарні (ЕТ) та ретикулярні 
тільця (РТ) Chlamydophila pneumoniae.
Вони мають всі риси бактерій (містять ДНК і РНК, наявність клітинної стінки, поділ вегетативних форм), однак життєвий цикл дуже відрізняється. Вони проходять три стадії існування: стадія елементарних тілець (інфекційна форма), ініціальних (вегетативна форма) і проміжних. Цикл розвитку 36-72 часи. Викликають у людини і тварин хламідіози: орнітоз, трахома, лімфогранулематоз, кон'юнктивіти.

Мікоплазми – клітини, що не мають клітинної стінки, але оточені тришаровою ліпопротеїдною цитоплазматичною мембраною. На відміну від вірусів вони містять як ДНК, так і РНК. Поліморфні: сферичної, овальної форми, у вигляді ниток і зірок. Найдрібніші серед організмів, здібних до автономного розмноження, нерухомі. Розміри 0,5мкм. Їх виділяють з ґрунту, стічних вод, від тварин і людини. Паразити мембран клітин еукаріотів. Вражають органи дихання, кровообігу, сечостатеві органи, ЦНС, суглоби у тварин та людей.
Актиноміцети (Actinomycetes). Займають проміжне положення між грибами і бактеріями. Міцелій променистих грибів складається з розгалужень дуже тонких, довгих гіф, товщина їх не перевищує поперечних розмірів крупних бактерій. Так само як і бактерії, променисті гриби не мають компактного ядра, і ядерна речовина їх розсіяна в цитоплазмі; вони розмножуються простим дробленням гіф, в організмі утворюють скупчення у вигляді зерен, відомі під назвою друз. Форма друзи нагадує промені, що розходяться на всі боки, що і послужило підставою для назви.

Актиноміцети в безлічі мешкають в ґрунті і на злакових рослинах. Відомі патогенні актиноміцети - збудники актиномікозу великої рогатої худоби і людини. З променистих грибів здобувають сильнодіючі антибіотики – стрептоміцин, мономіцин.
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Гриби, як і бактерії, є рослинними організмами, але складнішої будови. На відміну від вищих рослин гриби не містять хлорофілу. Гриби - в більшості своїй багатоклітинні організми. Клітини їх найчастіше витягнутої форми, схожі на нитки (мал.15). Такі ниткоподібні клітини називаються гіфами. Гриби покриті оболонкою, мають диференційоване ядро, різні включення і вакуолі в цитоплазмі. 
Мал. 15. Морфологія грибів.

Та нерідко гіфи складаються з безлічі з'єднаних в довжину витягнутих клітин. Розростаючись, гіфи гілкуються і утворюють сплетіння - тіло гриба або міцелій (грибницю).

На поверхні грибкового нальоту (на різних предметах або живильних середовищах) гіфи представляються неозброєному оку у вигляді пушинок. Клітини грибів складаються з міцної оболонки, цитоплазми і одного або декількох ядер. Важливою особливістю грибів є значна різноманітність способів розмноження. Розмножуються гриби іноді за допомогою простого розподілу, але, крім того, їх розмноження проходить за допомогою спороутворення, брунькування і нерідко статевим шляхом. Спори у грибів на відміну від спор бактерій служать цілям розмноження, менш стійкі і утворюються кожним грибом у великих кількостях.

Гриби розрізняють за формою: нитчасті (плісені) і овальні (дріжджі і дріжджеподібні).

За способом розмноження: 

1) досконалі гриби (Fungi perfecti); 

2) недосконалі гриби (Fungi imperfecti); 

До досконалих грибів відносяться цвілеві гриби і дріжджі. Для досконалих грибів характерна наявність статевого способу розмноження. Крім того, характерною особливістю цих грибів є те, що їх грибниця (міцелій) є однією розгалуженою клітиною.

Реnicillium має плодові тіла, схожі на китички. Грибниця є багатоклітинною.

Цвілеві гриби удосталь розростаються на стінах сирих приміщень. Вони охоче поселяються на лежалому хлібі, продуктах, що погано зберігаються, і т.д. Гриби дають характерне зростання і мають різне забарвлення: зелене, чорне, рожеве та ін. Останніми роками цвілеві гриби привернули увагу у зв'язку з тим, що вони виділяють активні протимікробні речовини - антибіотики. Зокрема, з деяких різновидів гриба Реnicillium одержують всім відомий Пеніцилін. Як збудники захворювань людини цвілеві гриби мають дуже мале значення.

Дріжджі (Вlastomycetes). Клітини дріжджів круглої форми. Дріжджові клітини складаються з оболонки, цитоплазми і ядра. У цитоплазмі майже постійно виявляються включення і вакуолі. Частіше всього дріжджові клітини розмножуються брунькуванням, прямим поділом і лише іноді спороутворенням і статевим шляхом. Дріжджі - дуже активні збудники спиртного бродіння. Вони широко застосовуються в пивоварній промисловості, хлібопеченні, виноробстві і інших виробництвах. У зв'язку із вмістом значної кількості цінних харчових білків і вітамінів групи В дріжджі використовуються як дуже корисне додаткове живлення для ослаблених осіб, при деяких хворобах, пов'язаних з порушенням обміну речовин і гіповітамінозом. Викликають захворювання у людини відомі під назвою бластомікозів обумовлені особливими різновидами дріжджів.

Недосконалі гриби позбавлені особливих плодових тіл. Розмноження їх відбувається простим дробленням або за допомогою спор. Серед великої кількості поширених в природі недосконалих грибів є група хвороботворних, які викликають ураження волосся, шкіри і нігтів (гриби парші, стригучого лишаю та інших хвороб).

До недосконалих грибів належать також дріжджеподібні гриби, які є причиною особливого захворювання - молочниці. Дріжджеподібні гриби на відміну від дійсних дріжджів не утворюють ендоспор і можуть давати подовжені розростання клітин у вигляді гіф.

Захворювання, які викликаються грибами, називають мікозами і мікотоксикозами. Мікози бувають поверхневі і системні. При поверхневих - процес локалізується переважно в шкірі і її придатках (мікроспорія, трихофітія, фавус). Мікотоксикози є різновидами харчових отруєнь, які розвиваються при вживанні зернопродуктів, на яких розвиваються гриби. Гриби обумовлюють гіперсенсибілізацію. Гриби роду Кандида викликають кандидоз. Найчастіше причина кандидозу гриби виду Candida albicans. 
Найпростіші – Protozoa (від греч. рroto - початок, zoa - тварина) - це одноклітинні організми тваринного походження. Розміри найпростіших сильно варіюють: величина малярійного плазмодія 2-5мкм, а балантидія 60-80мкм.

Клітини найпростіших складаються з цитоплазми і чітко відмежованого ядра. Деякі найпростіші не мають оболонки і натомість у них ущільнена зовнішня частина цитоплазми. Позбавлена оболонки цитоплазма клітини, переливаючись, утворює ложноніжки, завдяки яким клітини пересуваються і не мають постійної форми (амеби). Але багато найпростіших забезпечені спеціальними органами руху: джгутиками (клас біченосців - Flagellata) або віями (клас війчастих - Сiliata). У цитоплазмі найпростіших видно вакуолі, що виконують різні функції: травлення, виділення ін.

Вегетативна форма нестійка, що необхідно враховувати при збиранні матеріалу (дослідження свіжих випорожнень, обов’язково багаторазово). Ряд найпростіших в певних умовах можуть перетворюватися на цисти. Цисти оточені щільною оболонкою і містять по декілька ядер. Цисти найпростіших, так само як і спори бактерії, є стійкою формою існування клітин і не служать цілям розмноження. Наприклад, цисти дизентерійних і кишкових амеб здатні переживати у водоймищах і інших об'єктах зовнішнього середовища до 3-4 місяців. Потрапивши в кишечник, цисти перетворюються на вегетативні клітини.

Найпростіші можуть розмножуватися простим поділом, численним дробленням і статевим шляхом. Розмноження деяких найпростіших буває дуже складним із зміною безстатевого і статевого циклу (малярійний плазмодій).

Патогенні типи найпростіших:

· клас саркодові: амеба (збудник амебної дизентерії – амебіазу); 

· клас джгутикові: трипаносоми (трипаносомоз), лейшманії (шкіряний і вісцеральний лейшманіоз) лямблії (лямбліоз), трихомонади (розрізняють ротову, кишкову, вагінальну). Вагінальна – збудник трихомонозу.

· клас війчасті – кишковий балантидій (балантидіаз).

· клас споровики – малярійний плазмодій (малярія), токсоплазма (токсоплазмоз).

Віруси (від лат. virus - отрута тваринного походження) – внутрішньоклітинні паразити неклітинної будови.

Розмір вірусів 15-400 нм. Зріла частинка вірусу називається віріон. Оболонка віріона – капсид, складається з молекул білка (мал.16,17). Всередині знаходиться нуклеїнова кислота лише одного типа – ДНК або РНК, відповідно розрізняють групи ДНК і РНК вірусів. Розмноження здійснюється шляхом роздільного синтезу оболонки і нуклеїнової кислоти в клітині господаря з подальшою зборкою віріонів. Цей процес називається репродукцією.
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Мал. 16. Структура вірусів

Встановлено, що частинки різних вірусів мають певну форму: кулясту, овоїдну, кубоідальну, прямокутну, ниткоподібну, булавоподібну. 

При деяких вірусних захворюваннях усередині уражених клітин можна виявити скупчення вірусних частинок у вигляді круглих або овальних включень, які видно в звичайному світловому мікроскопі, наприклад тельця Гварнієрі при віспі.

Найважливішою відмінністю вірусів від бактерій є нездатність розмножуватися поза організмом. Оскільки віруси є внутрішньоклітинними паразитами вони розмножуються в цитоплазмі клітин, а іноді в ядрі.

Віруси викликають більше 500 захворювань: вітряну і натуральну віспу, кір, краснуху, паротит, сказ, грип, поліомієліт, енцефаліт, герпес, гепатити, СНІД і ряд інших інфекційних хвороб.

Велике значення мають віруси, що вражають бактерії і променисті гриби - бактеріофаги і актинофаги (phagos - пожирає). Зберігаючи властивості і склад вірусів, фаги відрізняються структурою віріона. Вони не викликають захворювання людини і тварин.

Пріони. Принципово відрізняються від відомих збудників захворювань (вірусів, бактерій та ін.) тим, що не мають генетичного матеріалу (нк), є простим низькомолекулярним білком (змінена форма білка господаря), який кодується геномом клітини господаря. Легко проникає через мембрану клітини, обумовлює високу інфекційність. Пріони – єдина форма збудників, які не викликають імунні реакції. Є збудниками захворювання тварин (губкоподібна енцефалопатія) і у людей (куру – хвороба деяких племен Нової Гвінеї, де існують ритуали канібалізму, хвороба Крейцфельда-Якоба або вілюйська енцефалопатія). Характерним для всіх цих захворювань є губчатоподібне переродження мозкової тканини. Зараження може відбуватися при вживанні продуктів тваринного походження і використання забруднених хірургічних інструментів, мозкових електродів, трансплантатів, лікарських препаратів і косметичних засобів, виготовлених з мозку або лімфоїдної тканини тварин.

Прості віруси
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Складні віруси
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Мал. 17. Морфологія вірусів
Конкретні цілі:

9. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом

10. Знати основні класифікаційні одиниці

11. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи

12. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження

13. Фарбувати мазки-препарати складними методами

14. Мікроскопувати мазки-препарати

15. Описувати морфологічні форми бактерій

16. Трактувати результати мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовляти мазки з патологічного матеріалу.

2. Фіксувати мазки фізичним і хімічним методом.

3. Фарбувати препарати за Нейссером і Романовським-Гімзою.

4. Визначати морфологію й тинкторіальні властивості мікробів під мікроскопом. 

Теоретичні питання:

1. Структура бактеріальної клітини.

2. Морфологія представників нетипових форм бактерій, грибів, найпростіших, вірусів.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення препарату з культури коринебактерій.

3. Фарбування за Нейссером.

4. Виготовлення препарату із зубного нальоту.

5. Фарбування за Романовським-Гімзою.

6. Мікроскопія мікропрепаратів.

7. Визначення морфологічних і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів.

8. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

6. Виготовлення мазків.

7. Фарбування препаратів за Нейссером і Романовським-Гімзою.

8. Визначення морфологічних і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів під мікроскопом.

9. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.
Цільові навчальні завдання:

1. У дитини 5 років, хворої на ангіну, в мазку з зіва виявили бактерії з булавоподібним потовщенням на кінцях. Як називаються бактерії з такою морфологією:

a. Збудник правця

b. Збудник ботулізму

c. Збудник сибірської виразки

d. Збудник туберкульозу

e. Збудник дифтерії 

2. Під час мікроскопії лаборант виявила палички жовтого кольору з потовщенням на кінцях – темно-коричневого кольору. За яким методом був пофарбований препарат?

a. Грамом

b. Ожешко

c. Цілем-Нільсеном

d. Нейссером

e. Романовським-Гімзою

3. В мазку-препараті виявлені палички з закругленими кінцями у вигляді «коми», хаотично розташовані. Наявність яких бактерій можна запідозрити?
a. Клостридії

b. Кишкова паличка

c. Вібріони

d. Спірили

e. Спірохети

4. В мазку пофарбованого за Романовським-Гімзою лаборант виявив бліду трепонему. Яка морфологічна характеристика відповідає трепонемам?

a. Мають один завиток, у вигляді «коми»

b. Мають 2-3 завитки

c. У вигляді штопора, мають 8-16 завитків

d. Мають 3-10 крупних, нерівномірних завитка

e. У вигляді туго закрученого каната, «С» і «S», мають 12-18 завитків

5. Лаборант приготувала препарат з патогенного матеріалу від хворого на сифіліс. Який час треба фарбувати препарат за Романовським-Гімзою?

a. 30сек.

b. 2хв.

c. 3хв.

d. 5хв.

e. 60хв.

6. В мазку-препараті пофарбованого за Романовським-Гімзою лаборант виявив борелії. Якого вони можуть бути кольору?

a. Безбарвні

b. Блакитні

c. Сірі

d. Фіолетові

e. Рожеві

Алгоритм лабораторної роботи:

Алгоритм "Фарбування за Нейссером":

нанесіть на препарат розчин синьки Нейссера на 1-2 хв., злийте її;

нанесіть розчин Люголя на 1 хв.;

промийте препарат водою;

підсушіть препарат фільтрувальним папером;

нанесіть розчин везувіну на 2-3 хв.;

промийте препарат водою;

висушіть фільтрувальним папером.

Алгоритм "Фарбування препарату за методом Романовського-Гімзи":

нанесіть на препарат 4-5 крапель барвника на 0,5-1 год.; 

злийте залишки барвника, 

промийте препарат водою; 

висушіть препарат на повітрі.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 12.

Тема: Вивчення рухливості бактерій. Виготовлення препаратів «роздавлена» та «висяча» краплі. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з виготовлення нативних препаратів.
Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль1: Морфофізіологія мікроорганізмів.
Тема1: Основи класифікації та морфологія мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Бактерії за механізмом рухливості поділяють на дві групи: ті, що повзають, і ті, що плавають. Ті, що повзають, рухаються по твердій поверхні завдяки хвилеподібним скороченням клітини (мікоплазми), ті, що плавають - завдяки джгутикам. Більшість бактерій плавають. Джгутики мають не всі бактерії. Здатність утворювати джгутики генетично обумовлена. В ешерихій цей процес кодують 50 генів. Рухливість має важливе значення для відзнаки бактерійних видів. Наприклад, дизентерійні палички зовні схожі на палички черевного тифу, але тифозні палички рухливі, а дизентерійні нерухомі, і це дозволяє легко відрізнити їх один від одного.

Джгутики є тонкими нитками, довжина їх більше, ніж довжина клітини. Товщина джгутиків 12-20нм, довжина - 3-12мкм. Число джгутиків у бактерій різних видів варіює від одного (монотрих) у холерного вібріона до десятка і сотень джгутиків, що відходять по периметру бактерії (перитрих), у кишкової палички, протея та ін.

Лофотрихи мають пучок джгутиків на одному з кінців клітини (синьо гнійна паличка, гелікобактерії), амфітрихи - по одному джгутику або пучку джгутиків на протилежних кінцях клітини (спірили) (мал.18). Джгутики прикріплені до цитоплазматичної мембрани і клітинної стінки спеціальними дисками. За хімічним складом джгутики це білок - флагелін (від англ. flagella - джгутик), який володіє антигенною специфічністю. Суб'одиниці флагеліна закручені у вигляді спіралі. 

Щоб побачити джгутики під мікроскопом, препарати піддають особливій складній обробці і забарвленню. 

У деяких нерухомих бактерій (паличок дизентерії) на їх поверхні за допомогою електронного мікроскопа виявлені особливі утворення, ще тонші і коротші, чим джгутики. Вони були названі фібріями – віями, ворсинками, пілями. Вони є факторами патогенності, з їх допомогою бактерії прикріпляються до чутливих клітин (адгезія), де надалі розмножуються (колонізація).

F-пілі – апарат кон'югації у бактерій-носіїв F-плазмід. Вони забезпечують контакт між клітиною-донором і реципієнтом, через них здійснюється передача спадкової інформації, яка міститься в плазмідах.
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Мал. 18. Джгутикові бактерії: 1-перитрих, 2-монотрих, 

3-амфітрих, 4-лофотрих,

Виявлення рухливості бактерій 

Оскільки утворення джгутиків є постійною видовою ознакою, рухливість у рідкому чи напіврідкому середовищі визначають під час ідентифікації культури бактерій. Рухливість бактерій у рідкому та напіврідкому середовищах опосередковано підтверджує наявність джгутиків - бактеріологічний метод виявлення рухливості.

Джгутики виявляють за допомогою електронної мікроскопії препаратів, напилених важкими металами, або в світловому мікроскопі після обробки препаратів спеціальними методами (наприклад, після сріблення).

Рухливість бактерій можна виявити мікроскопічним методом у препаратах "роздавлена" і "висяча" крапля.

Вивчати живі незабарвлені бактерії за допомогою світлового мікроскопа можна в темному полі зору його. Для цього замість конденсора Аббе використовують конденсор темнопольний. На фоні темного поля мікроби мають світлий вигляд унаслідок відбиття світла, що падає на них збоку.

За відсутності темнопольного конденсора можна використати конденсор Аббе. При цьому треба опустити конденсор і прикрити діафрагму або затемнити лінзи конденсора.

Конкретні цілі:

1. Дотримуватися правил роботи та техніки безпеки з патологічним матеріалом

2. Знати основні класифікаційні одиниці.

3. Пояснювати структуру бактеріальної клітини, постійні та непостійні елементи.

4. Виготовляти мазки-препарати для мікроскопічного дослідження.

5. Мікроскопувати мазки-препарати.

6. Трактувати результати мікроскопічного дослідження мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовляти препарати «роздавлена» та «висяча» краплі.

2. Проводити мікроскопію препаратів в темному полі зору мікроскопа. 

Теоретичні питання:

1. Будова бактеріальної клітини.

2. Будова й хімічний склад джгутиків.

3. Класифікація бактерій залежно від кількості й розміщення джгутиків.

4. Морфологічна характеристика спірохет.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення препаратів «роздавлена» та «висяча» краплі.

3. Мікроскопія мікропрепаратів у темному полі зору мікроскопа.

4. Визначення рухливості мікроорганізмів.

5. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення препаратів «роздавлена» та «висяча» краплі.

2. Мікроскопія мікропрепаратів у темному полі зору мікроскопа.

3. Визначення рухливості мікроорганізмів.

4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Для вивчення бактерій в нативному препараті використовують спеціальні мікроскопи. Який з перерахованих мікроскопів можна використовувати для мікроскопії препарату «висяча крапля»?

a. Електронний

b. З темним полем зору

c. Імерсійний

d. Світловий

e. Люмінесцентний

2. У відмінності від інших представників сімейства ентеробактерій шигели не мають джгутиків. Який із запропонованих препаратів треба вивчити?

a. З агарової культури

b. З бульйонної культури

c. «Роздавлена» або «висяча» крапля

d. Мазки-відбитки

e. –

3. Ефективним в мікробіологічній діагностиці спірохетозів є вивчення нативних препаратів. Для цього готують:

a. Товсту краплю

b. Тонкий мазок

c. Висячу краплю

d. Мазок-відбиток

e. Зріз

4. Відомо, що джгутики визначають антигенну структуру бактерій і містять:

a. О - антиген

b. К - антиген

c. Н - антиген

d. Vi-антиген
e.  Протективний антиген 
5. За допомогою якого мікроскопу можна відрізнити бактерії - монотрихи від бактерій - перитрихій?

a. Електронного

b. З темним полем зору

c. Фазово-контрастного

d. Світлового

e. Люмінесцентного

6. Препарат «роздавлена» крапля повинен відповідати вимогам, КРІМ:

a. Крапля культури має бути в центрі лунки

b. Рідина має заповнювати весь простір під накривним скельцем

c. Рідина не повинна виходити за краї накривного скельця

d. Під накривним скельцем не має бути кульок повітря

e. Правильно 2,4

Алгоритм лабораторної роботи:

Алгоритм "Виготовлення препарату "роздавлена" крапля": 

поставте номер на чистому знежиреному предметному склі (без лунки);

нанесіть бактеріологічною петлею краплю бульйонної культури ешерихій на середину предметного скельця;

поставте накривне скельце на ребро біля краю краплі; опустіть накривне скельце на краплю; придавіть злегка пінцетом.

Увага! Перевірте правильність виготовлення препарату:

а) рідина має заповнювати весь простір під накривним скельцем; 

б) рідина не повинна виходити за краї накривного скельця; 

в) під накривним скельцем не має бути кульок повітря.

Алгоритм "Виготовлення препарату "висяча" крапля" (мал.19): 
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Мал. 19. Камера з висячою краплею.
поставте номер на чистому знежиреному предметному скельці з лункою;

змажте краї лунки вазеліном;

нанесіть краплю бульйонної культури ешерихій на середину накривного скельця;

переверніть предметне скельце й покладіть його на накривне скельце лункою над краплею  культури;

переверніть предметне скельце разом з накривним.

Увага! Перевірте правильність виготовлення препарату: 

а) накривне скельце повинно щільно прилипати до предметного; 

б) крапля культури має бути в центрі лунки.

Мікроскопію можна провести двома способами. 

Спосіб І. Алгоритм "Мікроскопія в темному полі зору мікроскопа":

установіть мікроскоп у робоче положення; опустіть конденсор, прикрийте діафрагму (зовсім не закривайте!);

наведіть світло плоскою поверхнею дзеркала; нанесіть на препарат краплю імерсійного масла; покладіть препарат на предметний столик; поставте об'єктив (х8);

знайдіть край краплі під мікроскопом, установіть його в центрі поля зору мікроскопа;

переведіть мікроскоп на об'єктив (х90); зробіть зображення чітким; спостерігайте за рухом бактерій;

Увага! Не плутати броунівський рух з рухливістю бактерій! Бактерії рухаються швидко (деякі бацили - перитрихи - до 30 мкм/с, холерний вібріон - монотрих - до 200 мкм/с), тому вони перетинають усе поле зору, роблять колові й обертові рухи.

зніміть препарат з предметного столика, опустіть його в дез​інфекційний розчин.

Спосіб II. Алгоритм "Мікроскопія в темному полі зору мікроскопа":

розгвинтіть конденсор Аббе;

покладіть кружок чорного фотопаперу між лінзами;

Увага! Діаметр кружка паперу повинен бути трохи меншим за діаметр лінзи; периферійна частина лінзи повинна залишитися вільною.

зберіть конденсор, вставте в мікроскоп, підніміть конденсор; нанесіть на поверхню лінзи конденсора краплю імерсійного масла;

нанесіть другу краплю імерсійного масла на препарат; покладіть препарат на предметний столик; переведіть мікроскоп на об'єктив (х90);

зробіть зображення чітким;

спостерігайте за рухом бактерій; опустіть препарат у дезінфекційний розчин.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 13.
Тема: Підготовка посуду, інструментів та інших матеріалів до стерилізації 
Мета: Засвоєння практичних навичок з підготовки посуду, інструментів та інших матеріалів до стерилізації. 
Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 3: Поширення мікроорганізмів у природі. Вплив чинників довкілля на мікроорганізми.
Актуальність теми:

Посуд, що використовується для мікробіологічних досліджень, повинен бути чистим, а для більшості робіт - стерильним. Використання погано вимитого посуду, а також нестерильного, може призвести до неправильних результатів дослідження. Зберігають посуд у місцях, захищених від пилу, найкраще - у щільно зачиненій шафі.

Лабораторний посуд миють у спеціальному приміщенні, де є все необхідне: холодна й гаряча вода, мийні засоби, йоржики для механічного очищення посуду, дошки, столи, шафи для висушування й зберігання посуду.

Посуд (чашки Петрі, пробірки, піпетки, предметні скельця), що використовувався, повинен бути спочатку надійно знезаражений. Скляний посуд стерилізують (умови стерилізації залежать від виду культури, якою він був забруднений), предметні скельця обробляють дезінфекційним розчином і кип'ятять.

Піпетки та інший градуйований посуд повинен бути абсолютно чистим і знежиреним. На стінках погано знежиреного посуду залишаються крапельки води, тому об'єм злитої рідини буде менший за той об'єм, що вказаний на шкалі поділу посуду.

Предметні скельця повинні мати абсолютно чисту поверхню, тобто повинні бути прозорими й знежиреними. На погано знежирених скельцях не можна виготовити якісні мазки, тому що не можна рівномірно розподілити патологічний матеріал у межах мазка. Предметні скельця слід мити в гумових рукавичках, щоб на них не залишалися жирні плями.

Лабораторний посуд, інструменти перед стерилізацією миють і висушують. Матеріали після стерилізації повинні залишатися стерильними, тому перед стерилізацією посуд закривають пробками, кришками, інший матеріал, а також посуд загортають у папір або кладуть у пакети, пенали.

Конкретні цілі:

1. Миття лабораторного посуду.

2. Підготовка лабораторного посуду та інструментарію до стерилізації.

Вміти:

1. Мити лабораторний посуд.

2. Підготувати до стерилізації посуд, папір, вату, марлю, інструменти. 

Теоретичні питання:

1. Особливості миття нового посуду та посуду, що використовувався.

2. Правила підготовки до стерилізації посуду і матеріалу.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Миття лабораторного посуду.

3. Виготовлення ватно-марлевих пробок, тампонів, кульок.

4. Підготовка до стерилізації посуду, паперу, вати, марлі, інструментів. 

5. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.
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Додаткова
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з методикою виготовлення хромової суміші, виготовлення розчину хлоридної кислоти, мильно-содового розчину.

Самостійна робота включає:

1. Миття лабораторного посуду.

2. Виготовлення ватно-марлевих пробок, тампонів, кульок.

3. Підготовка до стерилізації посуду, паперу, вати, марлі, інструментів. 

4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. В лабораторії проводилось дослідження з діагностики правця. Яким методом стерилізації треба знищіти виділену культуру збудника правця?
a. Сухим жаром.





b. Кип’ятінням

c. Тиндалізацією

d. Автоклавуванням


e. Пастеризацією
2. Перед застосуванням новий лабораторний посуд обов’язково кип’ятять з мийним засобом. Після чого кип’ятять з розчином хлоридної кислоти для:

a. Нейтралізації основи

b. Нейтралізації кислоти

c. Обезжирювання

d. Дезінфекції

e. -

3. Посуд, інструменти й інші матеріали, загорнуті в щільний папір, мають термін зберігання 30 діб після стерилізації, не загорнутий посуд і інструменти можуть бути використані:

a. Не більш 2-4 годин після стерилізації 

b. Протягом поточного робочого дня

c. 2 доби

d. 4 доби

e. Неділю

4. Посуд і інструменти, що був у використанні, обов’язково стерилізують. Металеві інструменти забруднені спорогенною культурою стерилізують:

a. Кип’ятять в мильному розчині 30хв.

b. Сухожаровій шафі за температури 160°С - 60хв. 

c. В паровому стерилізаторі за температури 120°С – 20-30хв., 

d. В паровому стерилізаторі за температури 132°С – 30-60хв. 

e. Пастеризують 60 хвилин.

5.Предметні скельця повинні бути обезжирені. Для цього використовують:

a. Розчин хлоридної кислоти   b. Хлорамін          c. Хлороформ

d. Етиловий спирт          e. Мийні засоби

6. Предметні скельця, що були використані, кип’ятять з 5% розчином натрію гідрокарбонату протягом:

a. 5 хвилин

b. 15 хвилин

c. 30-40 хвилин

d. 60 хвилин

e. Тільки стерилізують в сухожаровій шафі

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Миття нового лабораторного посуду": 

налийте в емальований таз теплої води;

додайте невелику кількість мийного засобу «Лотос», перемішайте (утвориться піна);

занурте в цей розчин посуд (чашки Петрі або пробірки);

поставте таз на слабкий вогонь, доведіть розчин до кипіння, витримайте 15 хв. після закипання;

Увага! Мийні засоби видаляють бруд і знежирюють скло.

зніміть таз з вогню, дайте йому охолонути, змийте мильний розчин, промийте посуд чистою водопровідною водою;

занурте посуд в 1-2 % теплий розчин хлоридної кислоти;

поставте таз на вогонь, доведіть розчин до кипіння, витримайте 10-15хв. після закипання;

Увага! Хлоридна кислота нейтралізує основу, що залишається після ви​готовлення скла.

Увага! Не можна вживати кислоту під час миття посуду, який використовується для імунологічних реакцій. Це може призвести до хибних результатів!

зніміть таз з вогню, дайте йому охолонути; змийте розчин кислоти, промийте один раз водопровідною водою й двічі - дистильованою;

Увага! Із знежиреного скла вода стікає рівномірно й не утворює крапель на його поверхні.

висушіть чистий посуд (вимитий посуд не витирають!).

Увага! Для висушування чашки Петрі розміщують на столі; пробірки ставлять догори дном, а піпетки - в ємність, дно якої вистилають чистою серветкою; флакони розміщують на сушильній дошці й висушують за кімнатної температури. Посуд можна висушувати в сушильній шафі за температури 100-105°С.

Алгоритм "Миття лабораторного посуду, що був у використанні":

очистіть посуд від залишків поживного середовища (рідке - зливають, агарове видаляють шпателем);

занурте посуд у теплу воду з мийним засобом, вимийте йоржиком;

Увага! Посуд, забруднений жиром, спочатку заливають хромовою сумішшю на 30-40 хв.

промийте посуд один раз водопровідною водою й двічі - дистильованою;

покладіть посуд для висушування.

Алгоритм "Миття градуйованих піпеток нових":

налийте в емальоване відро (посуд повинен бути глибокий, на довжину піпеток) теплу воду, добавте небагато мийного засобу, розмішайте до повного розчинення мийного засобу;

заповніть кожну піпетку теплою мильною водою, користуючись гумовою грушею;

залиште піпетки у цій воді в стоячому положенні;

витримайте 20-30 хв.;

Увага! Рівень води у відрі повинен бути трохи вищим за довжину піпеток.

промийте піпетки водопровідною водою;

перенесіть їх в інший посуд з 1-2 % розчином НС1;

поставте посуд на слабкий вогонь, прокип'ятіть 10-15хв., дайте охолонути;

промийте один раз водопровідною водою, двічі - дистильованою;

поставте для висушування.

Алгоритм "Миття градуйованих піпеток, що були у використанні":

намотайте жмутик вати чи марлі у вигляді сливи на кінчик сталевої тоненької проволоки, довжина якої більша за довжину піпетки;

опустіть піпетку в теплу мильну воду й промийте її зробленим тампончиком;

прочистіть канал піпетки мандреном від тонких голок шприців;

складіть промиті піпетки в емальоване відро, залийте їх теплою мильною водою;

поставте відро на вогонь, прокип'ятіть 20-30 хв., дайте йому охолонути;

промийте один раз водопровідною водою й двічі - дистильованою;

поставте для висушування.

Увага! Чистий і висушений посуд оглядають проти світла. Скло повин​но бути прозоре, без матових плям.

Алгоритм "Миття предметних скелець нових": 

вимийте скельця в теплій мильній воді;

промийте один раз водопровідною водою, двічі - дистильованою;

висушіть скельця;

помістіть сухі скельця в склянку з широким горлом, залийте їх сумішшю Нікіфорова, закрийте кришкою (суміш легко випаровується!).

Алгоритм "Миття предметних скелець, що були використані":

Увага! Предметні скельця, що були використані, забруднені барвника​ми та імерсійним маслом, спочатку знежирюють, а потім миють.

Опустіть знезаражені предметні скельця в хромову суміш, витримайте 2 год.;

злийте хромову суміш в іншу ємність;

промийте скельця водопровідною водою;

залийте скельця 5 % розчином натрію гідрокарбонату;

поставте ємність зі скельцями на вогонь, прокип'ятіть 30-40 хв., дайте охолонути;

залийте скельця 5-10% розчином хлоридної кислоти, витримайте 10-15 хв.;

промийте один раз водопровідною водою, двічі - дистильованою;

висушіть скельця;

помістіть сухі скельця в склянку з широким горлом, залийте їх сумішшю Нікіфорова (суміш етилового спирту і діетилового ефіру 1:1), закрийте кришкою.

Алгоритм "Підготовка чашок Петрі до стерилізації":

розстеліть на столі аркуш щільного паперу (розміром приблизно 40х40см);

складіть чашки Петрі стовпчиком в одному напрямі (дном догори) - 10 шт.;

покладіть на аркуш паперу цей стовпчик чашок набік і щільно загорніть папером (подібно до бандеролі);

перев'яжіть шпагатом;

підпишіть на папері дату стерилізації.

Алгоритм "Підготовка піпеток до стерилізації''. 

наріжте смужки паперу розміром 2-2,5 х 50-70 см; розсортуйте піпетки за об'ємом;

вставте у верхню частину піпеток шматочки вати, ворсинки вати спаліть у полум'ї спиртівки;

загорніть щільно кожну піпетку в смужку паперу, починаючи з тупого кінця;

підготуйте аркуш щільного паперу розміром приблизно 20x40см;

складіть загорнуті піпетки на цей аркуш в одному напрямку; загорніть усі піпетки в цей аркуш паперу; закріпіть кінці гумовими кільцями;

підпишіть на папері об'єм піпеток, кількість їх, дату стерилізації.

Алгоритм "Підготовка пробірок до стерилізації":

розсортуйте пробірки за об'ємом;

підготуйте ватно-марлеві пробки;

закрийте щільно пробками отвори пробірок;

Увага! Пробки підбирайте так, щоб 2/3 пробки знаходились у пробірці, а 1/3 - поза пробіркою. Пробка повинна щільно прилягати до стінок пробір​ки. Якщо не дотримуватися цих правил, пробки легко випадають із пробірок. Це призводить до того, що пробірки втрачають стерильність.

зв'яжіть шпагатом по декілька пробірок (5,10,15); напишіть на листочку паперу (3х3см ) дату стерилізації;

підведіть цей папірець під шпагат на пробірках.

Алгоритм "Підготовка флаконів до стерилізації": 

закрийте флакон ватно-марлевими пробками; надіньте на флакони поверх пробки паперовий ковпачок; закріпіть ковпачок на флаконі гумовим кільцем; обріжте ножицями гострі кінці ковпачка; напишіть на папері ковпачка дату стерилізації.

Увага! Скляний посуд стерилізують у сухожаровій печі за температури 180°С протягом 60 хв. або за температури 160°С - 150 хв.; у паровому стерилізаторі за температури 120 °С – 20-30 хв.

Алгоритм "Підготовка до стерилізації паперу, марлі, вати":

наріжте фільтрувальний папір на серветки розміром 15х15см, марлю – 5х5 см;

зробіть з вати кульки розміром 1х1 см;

загорніть у щільний пакувальний папір паперові серветки по 10 штук, шматочки марлі й кульки вати - по 1 шт.;

загорніть у загальний пакувальний папір пакети з марлею, в інший - пакети з ватою;

напишіть на пакувальному папері вид матеріалу, кількість, дату стерилізації.

Увага! Папір, вату, марлю стерилізують у сухожаровій шафі за темпе​ратури 160°С 150 хв. або в паровому стерилізаторі за температури 120°С – 30 хв.

Алгоритм "Підготовка до стерилізації інструментів":

Увага! Металеві інструменти (ножиці, скальпелі, пінцети) готують до стерилізації однаково.

Загорніть у щільний пакувальний папір одну одиницю інструментів;

напишіть на пакувальному папері дату стерилізації.

Увага! Металеві інструменти стерилізують у сухожаровій шафі за тем​ператури 160°С 150хв., 180°С - 60хв. або в паровому стерилізаторі за температури 120°С – 20-30хв., 132°С – 30-60хв. залежно від того, якою культурою (аспорогенною чи спорогенною) вони були забруднені. Посуд, інструменти й інші матеріали, загорнуті в щільний папір, мають термін зберігання 30 діб після стерилізації, не загорнутий посуд і інструменти можуть бути використані протягом поточного робочого дня.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 14,15.
Тема: Правила роботи з апаратурою для стерилізації. Виготовлення дезінфекційних розчинів. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з застосування апаратури для стерилізації та виготовлення дезінфекційних розчинів. 
Модуль1:Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 3: Поширення мікроорганізмів у природі. Вплив чинників довкілля на мікроорганізми.
Актуальність теми:

Для проведення стерилізації використовують різну апаратуру залежно від того, який режим стерилізації вона забезпечує.
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Стерилізацію паром під тиском проводять в апараті, який називається стерилізатором паровим (автоклавом) (мал. 20). Установку, пуск та експлуатацію стерилізатора здійснюють відповідно до вимог ДНАОП 0.00-1.07-94.

Основними частинами стерилізатора є: стерилізаційна камера, кришка стерилізаційної камери, парогенератор, система трубопроводів, крани управління, манометр електроконтакт ний, мановакуумметр (манометр). Стерилізаційна камера - металевий циліндр, до передньої частини якого прикріплена кришка. У середній частині циліндр має подвійну стінку (мал. 21). 
Мал. 20. Автоклав
Простір між стінками називається паровою сорочкою. Цей простір через отвір сполучається із стерилізаційною камерою й трубою - з парогенератором.

На кришці є гумова прокладка для герметизації й гвинт (один або декілька), за допомогою якого щільно закривають кришку. У стерилізаційній камері розміщують матеріал.

Парогенератор являє собою металевий циліндр, усередині якого є електронагрівальні прилади - ТЕНи, він слугує для добування пари. До парогенератора входять трубопроводи для заливання води з водопроводу й зливання в каналізацію. Парогенератор трубою сполучається з паровою сорочкою стерилізаційної камери.
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Мал. 21. Будова автоклаву
І. Переносний автоклав (в розрізі): 1 - кришка; 2 - рубашка кришки; 3 - зонт; 4 - отвір для надходження пари; 5 - кожух; 6 - водопарова камера; 7 - стерилізаційна камера; 8 - спусковий кран; 9 і 11 - парові крани; 10 - водомірна скляна трубка; 12 - воронка з краном; 13 - манометр; 14 - запобіжний клапан.

ІІ. Электричний автоклав АЭ-3 (вид спереді): 1 - відбивач; 2 - запобіжний клапан; 3 - стерилізаційна камера; 4 і 16 - кожухи; 5 - парова камера; 6 - штурвал; 7 - кришка; 8 - спусковий кран; 9 - накидна гайка; 10 - воронка; 11 - водомірна скляна трубка; 12 - электронагрівач; 13 - кран водомірної трубки; 14 - болт заземлення; 15 - котілок; 17 - патрубок.

Подавання води й пари регулюється кранами. На парогенераторі встановлено запобіжний клапан, через який виходить надлишок пари, якщо тиск її піднімається вище від максимально допустимого рівня, і водомірна колонка, яка вказує на рівень води в парогенераторі.

За допомогою електроконтактного манометра автоматично підтримується тиск у межах, заданих для даного режиму стерилізації.

За допомогою мановакуумметра визначають тиск у стерилізаційній камері в атмосферах. Нормальний атмосферний тиск (1 атм, або 760 мм рт. ст.) приймається за нуль. Червона риска на шкалі манометра вказує на максимальний робочий тиск, що допускається в автоклаві. Між показаннями манометра й температурою є прямо пропорційна залежність. Так, 0 атм відповідає температура 100°С, 0,5атм - 112°С, 1атм - 120°С, 1,5атм - 126°С, 2 атм - 132°С. Температура й термін стерилізації визначаються якістю матеріалу й властивостями мікроорганізмів, якими він забруднений.

У паровому стерилізаторі можна стерилізувати при нормальному атмосферному тиску (1 атм) і температурі 100°С, якщо кран "Повітря, пара з камери" залишити відкритим. У такому разі використовують багаторазову стерилізацію.

Увага! До роботи зі стерилізатором допускаються особи, які пройшли спеціальне навчання та перевірку знань і мають посвідчення на право обслуговування стерилізатора.

У бактеріологічній лабораторії повинен бути автоклав для стерилізації чистого посуду, поживних середовищ і окремий автоклав для знезараження культур мікроорганізмів і патологічного матеріалу.

Сушильна (сухожарова) шафа використовується для висушування лабораторного посуду, а також для стерилізації лабораторного посуду, медичних інструментів. Вона складається з корпусу з підставкою, робочої камери, дверцят, блока управління, терморегулятора.

Корпус і підставка зроблені з тонколистового металу. У верхній частині корпусу встановлено контрольний термометр, захищений оправою. На передній стінці підставки розміщені індикатор (сигналізує про включення апарата), тумблер (для включення апарата), запобіжники, блок управління: ручка для встановлення потрібної температури й шкала для орієнтування при встановленні потрібної температури (позначка "0" відповідає 40°С, "1" – 
70 °С, "2" - 105°С, "3" - 140°С, "4" - 175°С, "5" - 200°С).

Робоча камера - це металевий циліндр з плоским дном. Усередині робочої камери є полиці або коробки з отворами для розміщення матеріалу, який висушується або стерилізується. У сухожаровій шафі висушують лабораторний посуд за температури 100-105°С або стерилізують за температури 160°С протягом 150 хв., або за 180°С - 60 хв.

Інактиватор використовується для інактивації сироватки крові (комплемент сироватки крові переходить у неактивний стан за температури 56°С протягом 30 хв.), а також для багаторазової стерилізації - тиндалізації.

Основними частинами інактиватора є: ванна для стерилізації, електронагрівач, електроконтактний термометр, ртутний термометр.

У ванну наливають воду й опускають у неї штативи з пробірками й колбами.

Електронагрівач, установлений на дні ванни, слугує для підігрівання води. Електроконтактний термометр потрібний для підтримування заданої температури води, ртутний термометр - для контролю температури води у ванні.

Апарат для згортання та інактивації сироватки використовують для згортання, інактивації сироватки крові, зсідання яєчних поживних середовищ і одночасно для їх стерилізації. Він являє собою сухоповітряний термостат з примусовою циркуляцією повітря.

Основні частини апарата: робоча камера, електродвигун, електронагрівачі, терморегулятор, касети для пробірок і колби, термометр.

У верхній частині апарата знаходиться робоча камера. Вона герметично закривається кришкою, у корпус якої вмонтовано скло для спостереження. У робочій камері на підставках розміщені касети для пробірок або колби. Температура в робочій камері контролюється термометром.

У нижній частині апарата знаходиться електродвигун, з яким сполучений вентилятор. Крильчатка вентилятора, яка слугує для циркуляції повітря, знаходиться всередині робочої камери.

По боках робочої камери розміщені електронагрівачі й датчик терморегулятора.

На панелі управління прикріплені ручки для регулювання температури, тумблер для вмикання електромережі, тумблер для вмикання вентилятора, сигнальні лампочки.

Для зсідання яєчних поживних середовищ застосовують температуру 

90°С протягом 1 год і додатково температуру 60-68°С – 10-15 хв. Для згортання й стерилізації нагрівання повторюють на наступний день (90 °С - 1 год). Якщо апарат використовують для інактивації сироватки, то процес проходить за температури 56 °С протягом 30 хв.

Тести перевірки якості роботи стерилізаторів

Контроль температури в стерилізаційній камері проводять за допомогою трьох методів: фізичного, хімічного, біологічного.

Фізичний метод - використання максимального термометра в паровому стерилізаторі (автоклаві) та звичайного ртутного термометра в сушильній шафі та інактиваторах.

Хімічний метод - використання кристалічних хімічних речовин з певною температурою плавлення: бензонафтолу - 110°С, антипірину - 113°С, резор- цину, сірки - 119°С, бензойної кислоти, бета-нафтолу - 120°С, сечовини, фенацетину, манози - 132°С, саліцилової кислоти, стрептоциду - 160°С, тіосечовини, альбуциду - 180°С.

Одну з цих речовин змішують з малою кількістю барвника (фуксину або метиленового синього) і кладуть у трубочку, яку потім запаюють. Ці трубочки кладуть у стерилізаційні коробки разом з матеріалом, що стерилізується. Якщо температура в стерилізаційній камері сягала певного рівня, то хімічна речовина в трубочці розплавляється, змішується з барвником і забарвлюється в його колір.

Нині випускають паперові індикатори стерилізації (ІС), які змінюють забарвлення за певної температури: ІС-120, ІС-132 та ін.

Біологічний метод - використання біотестів (від грец. bios - життя та англ. test - проба, дослідження). Біотести виготовляють згідно з методичними рекомендаціями "Лабораторный контроль качества дезинфекционных мероприятий в ЛПУ". Для їх виготовлення використовують тест-культуру (мікроорганізми з групи антракоїдів, які витримують кип'ятіння протягом 25 -30 хв. і вплив водяної пари за температури 100°С протягом 4-6хв.) або зразки ґрунту, що містять спори термостабільних сапрофітів (витримують температуру 120°С протягом 2-3 хв.). У стерилізатор уміщують мінімум 5 біотестів у різних місцях стерилізаційної камери й 1 (контрольний тест) залишають за кімнатної температури. Після стерилізації змиви з біотестів засівають на поживні середовища. У змивах з тих біотестів, що перебували в стерилізаторах, росту культури не повинно бути, у змивах з контрольного тесту - рясний ріст культури. Якщо з'являється ріст культури в змивах, узятих з тестів, що перебували в стерилізаторі, тоді перевіряють технічний стан апарата. Біотести в основному використовують у парових стерилізаторах і дезінфекційних камерах.
Методика та принципи механічної стерилізації

Механічну стерилізацію проводять у тому разі, коли розчини, рідкі середовища або компоненти їх при нагріванні змінюють свої властивості. Цим методом стерилізують поживні середовища, які містять розчинений білок, сироватку крові, антибіотик, а також відокремлюють від бактерій віруси, у тому числі й фаги, екзотоксини.

Механічну стерилізацію проводять методом фільтрації. Для цього використовують азбестові, фарфорові, глиняні, мембранні фільтри та свічки.

У мікробіологічній практиці найчастіше використовують фільтри Зейтца. Ці фільтри являють собою диски (діаметром 35-140 мм), зроблені з азбесту й целюлози. Фільтри марки "Ф" мають порівняно великі пори й використовуються для фільтрування суспензій, фільтри марки "СФ" (стерилізувальні) мають менші пори, вони затримують бактерії, але пропускають віруси.
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Коли монтують прилад, то фільтри закладають між верхньою й нижньою частинами тримача й міцно стискують їх гвинтами (мал. 22). Потім загортають у щільний папір і стерилізують. Окремо стерилізують колбу Бунзена з гумовою пробкою. Перед використанням фільтр-прилад вставляють у колбу Бунзена через гумову пробку. Рідину, яку треба простерилізувати, наливають у верхню частину тримача. Колбу Бунзена сполучають із розріджуваним насосом. З колби видаляють повітря, тоді рідина проходить у колбу через пори фільтра.

Мембранний фільтр роблять із нітроцелюлози. Це мембранні фільтри ацетатні (МФА) та ультрафільтраційні ацетатні мембрани (УАМ). Вони являють собою диски діаметром 35 мм.

Залежно від діаметра пор мембранні фільтри розрізняють за номерами (№ 1, 2, 3, 4, 5). Чим менший номер, тим менший діаметр пор у фільтрі. Перед використанням їх кип'ятять у дисти​льованій воді протягом 30 хв., змінюючи 2-3 рази воду.
Мал. 22. Прибор Зейтца з воронкою

Фільтри (свічки) Шамберлана виготовляють з білої глини (каоліну) й кварцового піску. Залежно від діаметра пор їх розрізняють за номерами: L1, L2... L13. Для повної стерилізації від бактерій застосовують фільтри від L5 до L13.

Фільтри (свічки) Беркефельда виготовляють з інфузорної землі. Вони бувають трьох типів: Y (найбільші пори), N (пори середнього розміру) і W (найменші пори). Фільтри (свічки) стерилізують в автоклаві. При монтажі фільтрів місця сполучень заливають парафіном. Для повторного використання фільтри (свічки) регенерують (від лат. regеneгаtіо - відродження, відновлення), для чого їх кип'ятять у дистильованій воді протягом 1 год., а потім прожарюють у муфельній печі.

Властивості основних дезінфекційних засобів.

Виготовлення насичених і робочих дезінфекційних розчинів

Дезінфекційні засоби, зареєстровані в Україні, використовують відповідно до режимів, які регламентовані методичними вказівками і в установленому порядку затверджені Головним державним санітарним лікарем України.

Для дезінфікування використовують багато (близько 250) різних хімічних речовин. Більшість дезінфекційних засобів випускають готовими для використання (у вигляді концентрованої рідини, розчинів, таблеток, емульсій, суспензій, аерозолів). Найчастіше в мікробіологічній практиці використовують хлорне вапно та хлорамін.

Хлорне вапно - це білий грудкуватий порошок з різким запахом хлору, розчиняється у воді не повністю. Він являє собою суміш солей кальцію. Діючою сполукою його є гіпохлорит кальцію Са(ОС1)2. Бактерицидний ефект хлорного вапна залежить від вмісту в ньому активного хлору. Активним хлором називають кількість хлору, яка витісняється при дії на хлорне вапно розведеної хлоридної або сульфатної кислоти. Кількість його визначається у відсотках. Хлорне вапно випускають у поліетиленових мішках місткістю по 20 кг, а також у пакетах з полімерних матеріалів по 0,5-2,0 кг.

Хлорне вапно, залежно від марки, містить 27-35% активного хлору. Воно чутливе до світла, вологи, підвищеної температури, які спричинюють розпад діючої сполуки й втрату активного хлору. Тому зберігати його треба в щільно закритій тарі, темному, сухому й прохолодному місці. Якщо хлорне вапно зберігається тривалий час за невідповідних умов, активний хлор втрачається, і коли його буде менше 15%, то хлорне вапно стає непридатним для виготовлення дезінфекційних розчинів.

Використовують хлорне вапно для дезінфікування предметів догляду за хворим, виділень, посуду, іграшок, поверхонь приміщень, санітарно-технічного обладнання, у разі кишкових та крапельних інфекцій бактеріальної, вірусної етіології, дерматомікозів і ОНІ; дезінфікування питної води, водопровідної й каналізаційної мереж. Сухе хлорне вапно використовують для знезараження випорожнень людей і тварин, а також для дезінфікування туалетів, вигрібних ям, трупів тварин і людей, загиблих від ОНІ. Частіше хлорне вапно використовують у вигляді розчинів: концентрованих, що містять 10-20% активного хлору (основний насичений), і робочих, що містять 0,2-5% активного хлору. Оскільки вміст активного хлору в сухому хлорному вапні під час зберігання поступово зменшується, то треба не менше як один раз на 3 міс., визначати вміст у ньому активного хлору.

Увага! Дезінфекційні речовини згубно діють на мікроорганізми і, разом з тим, негативно впливають на організм людини: спричинюють подразнення слизових оболонок, алергійні реакції, тому при роботі з дезінфекційними за​собами слід чітко дотримуватися правил безпеки й особистої гігієни. Працю​вати треба в спеціальному одязі, надягати гумові рукавички, герметичні окуляри, марлеву пов'язку.

Зважаючи на складність процесу виготовлення дезінфекційних розчинів із сухого хлорного вапна, спочатку завжди готують основний насичений розчин, а з основного - робочі дезінфекційні розчини. Кількість сухого вапна, що береться для виготовлення 10л основного 10% насиченого розчину, залежить від вмісту активного хлору. Розрахунки проводять за формулою:

х= 25: а,   де х - маса сухого хлорного вапна, кг; 

а- вміст активного хлору, %.

Так, якщо вміст активного хлору становить 25%, то для виготовлення 10л 
10 % основного насиченого розчину треба взяти 1кг сухого хлорного вапна; якщо вміст активного хлору 30%, то беруть (25 : 30 = 0,833 кг) 833 г сухого хлорного вапна, а при вмісті активного хлору 20% беруть (25 : 20 = 1,25 кг) 1 кг 250 г сухого хлорного вапна.

Робочі розчини необхідної концентрації готують із основного насиченого розчину перед їх використанням. Для виготовлення робочих розчинів можна скористатися схемою (табл. 2).
У схемі зазначено, яку кількість основного 10 % насиченого розчину хлорного вапна слід взяти для виготовлення 10 л робочого розчину. Якщо треба виготовити менший об'єм розчину, роблять відповідні розрахунки.

Наприклад, потрібно виготовити 2л 0,5% розчину хлорного вапна. Робимо розрахунки. Для виготовлення 10л 0,5% робочого розчину треба взяти 500мл основного розчину, для 2л 0,5% робочого розчину треба взяти х мл основного розчину. Тоді

х=  2 л х 500 мл


10л
х=100 мл.

Отже, для виготовлення 2 л 0,5 % робочого розчину треба взяти 100 мл (0,1л) основного 10% розчину і (2л - 0,1л = 1,9л) 1,9л холодної водопровідної води.
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Властивості хлораміну. Найчастіше використовують хлорамін Б (його виробляють із хлорбензолу). Це кристалічний порошок білого або жовтува​того кольору зі слабким запахом хлору. Містить 26% активного хлору. Хлорамін - стійка сполука, тому в разі правильного зберігання не втрачає активного хлору протягом кількох років. Випускають його в поліетиленових пакетах по 100-500г або в мішках місткістю до 30кг.

Хлорамін згубно діє на вегетативні форми бактерій та їх спори, віруси.

Для дезінфікування широко використовують активований хлорамін, при цьому витрата препарату зменшується в 2-10 разів. Як активатори використовують солі амонію (хлорид, нітрат, сульфат) 1:1 або 1:2; іноді використовують 10% розчин аміаку (нашатирного спирту) 1:8. Активатора беруть таку саму кількість або менше у 2-8 разів від кількості хлораміну. Під впливом активатора відбувається швидше вивільнення активного хлору, що посилює бактерицидні властивості хлораміну.

Хлорамін добре розчинюється у воді. Із сухого хлораміну можна готувати розчини будь-якої концентрації. Розчини хлораміну можна готувати наперед, термін їх придатності для використання - 15 діб.

Активовані розчини готують безпосередньо перед використанням, причому спочатку розчиняють хлорамін, а потім додають активатор.

Хлорамін використовують для дезінфікування поверхонь у приміщеннях, білизни, посуду, іграшок, предметів догляду за хворими, виробів медичного призначення, прибирального інвентарю тощо. Активований хлорамін використовують для дезінфікування предметів і патологічного матеріалу, зараженого збудником туберкульозу, споровою культурою (збудник сибірки), збудниками ОНІ.

Дезінфекція піпеток, інфікованого матеріалу, робочого місця, рук

Градуйовані, пастерівські піпетки, шпателі, металеві інструменти відразу після використання опускають в ємність з дезінфекційним розчином, яка стоїть на кожному робочому місці.

Відпрацьований патологічний матеріал (кал, сечу, мокротиння, кров, спинномозкову рідину) обробляють сухим дезінфекційним засобом або його розчинами. Вибір дезінфекційного засобу, концентрація, термін дії залежать від виду матеріалу та властивостей збудника. Так, кал, блювотні маси, заражені збуд​никами кишкових інфекцій, засипають сухим хлорним вапном з розрахунку 200 г дезінфекційного засобу на 1 кг виділень, перемішують, витримують 1 год., а посуд опускають в 1% розчин хлораміну на 30 хв. Мокротиння, заражене збудниками туберкульозу, знезаражують 5% розчином хлораміну протягом 6 год., а посуд занурюють в 1 % розчин активованого хлораміну на 1 год.

Конкретні цілі:

1. Виготовляти розчини заданої концентрації.

2. Дезінфікувати і стерилізувати лабораторний посуд, інструментарій тощо і знезаражувати відпрацьований матеріал.

3. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

Вміти:

1. Працювати із сухожаровою шафою, інактиваторами.

2. Завантажувати й розвантажувати паровий стерилізатор.

3. Готувати насичені й робочі дезінфекційні розчини. 

Теоретичні питання:

1. Мета стерилізації.

2. Види стерилізації.

3. Правила роботи з апаратурою для стерилізації.

4. Тести для перевірки якості стерилізації.

5. Властивості основних дезінфекційних засобів.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення насичених і робочих дезінфекційних розчинів.

3. Проведення дезінфекції піпеток, інфікованого матеріалу, робочого місця, рук.

4. Оформлення протоколу.

Література:
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3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з будовою і правилами роботи апаратури для термічної стерилізації, з тестами перевірки якості роботи стерилізаторів, з методикою й принципами механічної стерилізації, з властивостями основних дезінфекційних засобів.
Самостійна робота включає:

1. Виготовлення насичених і робочих дезінфекційних розчинів.

2. Проведення дезінфекції піпеток, інфікованого матеріалу, робочого місця, рук.

3. Стерилізація лабораторного посуду.

4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. В баклабораторії виникла необхідність простерилізувати рідке середовище з сироваткою крові. Який метод стерилізації потрібно використовувати?

a. Кип’ятіння

b. Тиндалізація


c. Автоклавування

d. Фільтрування.


e. Стерилізація сухим жаром

2. Після закінчення роботи в лабораторії студент повинен прибрати своє робоче місце, продезінфікувати стіл, інструменти. Які хімічні речовини він повинен для цього використовувати?

a. Хлоридну кислоту.

b. Хлорамін.

c. Формалін.

d. Хлороформ.

e. Ефір.
3. В лабораторії, з метою прискорення процесу стерилізації, провели стерилізацію середовищ з цукром текучою парою в один день: вранці, вдень і увечері по 30 хв. Як правильно треба було провести стерилізацію середовищ?
a. Стерилізувати 15хв.

b. Стерилізувати 45 хв.

c. Стерилізувати 60хв.

d. Стерилізувати тричі з інтервалом в 24 год.


e. Стерилізувати двічі на пару.
4. В лікарні вирішили провести контроль якості стерилізації інструментів в автоклаві за допомогою біологічного методу. Які мікроорганізми недоцільно використовувати як тест-системи?

a. Капсульні.

b. Спорові.



c. Кислототривкі.

d. Патогенні.


e. Термофільниє.
5. В бактеріологічній лабораторії необхідно простерилізувати живильні середовища, що містять речовини, які змінюються при температурі 100ºС (сечовина, вуглеводи). Який спосіб стерилізації повинен вибрати лаборант?

a. Кип’ятіння

b. Текучим паром, дрібно

c. Тіндалізация

d. Пастеризація


e. Паром під тиском в автоклаві

6. Який метод стерилізації необхідно застосувати для знешкодження культури збудника сибірської виразки:

a. Сухожаровий метод за температури 160ºС 30хв.

b. Фільтрація

c. Кип’ятіння 

d. Автоклавування при 112ºС 15 хв.

e. Автоклавування при 132ºС 30-60 хв.

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Правила роботи зі стерилізатором": 

перевірте, чи заземлений стерилізатор;

завантажте стерилізаційні коробки матеріалом, який треба простерилізувати;

Увага! Щільність завантаження регламентується "Методичними вказівками щодо стерилізації в парових стерилізаторах".

закрийте кран "Злиття води";

відкрийте крани "Заливання води" і "Пара в камеру"; наповніть парогенератор водою до позначки на склі водомірної колонки;

закрийте крани "Заливання води" і "Пара в камеру";

установіть стрілки на електроконтактному манометрі в положення, які вказують межі автоматичного підтримання тиску (нижню стрілку на ОД атм нижче, а верхню - на 0,1атм вище від робочого тиску);

поверніть ручку вимикача в положення "Вкл.", зверніть увагу на світіння сигнальної лампочки "Мережа";

установіть тумблер у положення "Вкл.";

поставте в стерилізаційну камеру завантажені стерилізаційні коробки;

закрийте кришку стерилізаційної камери, загвинтіть гвинт;

спостерігайте за підняттям тиску в стерилізаційній камері до відмітки 1,1 атм;

відкрийте крани "Повітря, пара з камери" і "Пара в камеру" (продування - видалення повітря - стерилізаційної камери проводять протягом 10 хв.);

закрийте кран "Повітря, пара з камери", спостерігайте за показаннями манометра;

зазначте час початку стерилізації (стрілка манометра вказує на робочий тиск), витримайте термін стерилізації;

відкрийте кран "Злиття конденсату" за 3-5 хв. до закінчення стерилізації на 1 хв.;

закрийте кран "Злиття конденсату";

закрийте кран "Пара в камеру" після закінчення терміну стерилізації;

встановіть тумблер у положення "Викл.";

відкрийте кран "Повітря, пара з камери", спостерігайте за показаннями манометра;

закрийте кран "Повітря, пара з камери", коли стрілка манометра зупиниться на показнику 1 атм;

відкрийте злегка кран "Вакуум", витримайте 10 хв. (сушіння стерилізаційного матеріалу);

Увага! Тиск у стерилізаційній камері повинен знизитися не нижче 0,6 атм.

закрийте кран "Вакуум";

відкрийте кран "Вирівнювання тиску" (стрілка манометра опуститься на показник "Нуль");

відкрийте кришку стерилізаційної камери. 

Увага! Кришку слід відкривати на себе! розвантажте стерилізаційну камеру;

вимкніть вимикач, відкрийте кран "Злиття води" (воду зливають з парогенератора);

відкрийте кран "Злиття конденсату".

Алгоритм "Правила роботи із сушильною шафою":

перевірте, чи заземлена сушильна шафа;

підключіть її до електромережі;

увімкніть сушильну шафу за допомогою тумблера;

установіть потрібну температуру за допомогою ручки;

покладіть у робочу камеру матеріал;

спостерігайте за показаннями термометра;

зазначте час, коли показання термометра досягли потрібної температури, витримайте потрібний термін для стерилізації;

вимкніть тумблер, відключіть апарат від електромережі, дайте йому охолонути;

відкрийте дверцята, вийміть простерилізований матеріал.

Алгоритм " Правила роботи з інактиватором": 

перевірте, чи заземлений апарат; підключіть апарат до електромережі;

залийте у ванну 6,5л гарячої води (трохи гарячішої за задану температуру);

увімкніть апарат за допомогою тумблера; установіть на електроконтактному термометрі потрібну температуру;

заповніть пробірки й колби потрібною рідиною (сироваткою, поживним середовищем);

установіть у штатив пробірки й колби; занурте штатив у воду;

Увага! Вода повинна покривати пробірки на 2/3 їх висоти, а колби - до горловини.

закрийте кришку апарата, притягніть її щільно до корпусу засувкою, витримайте термін стерилізації;

Увага! Перевіряйте періодично температуру води за ртутним термо​метром протягом роботи апарата.

вимкніть апарат за допомогою тумблера, відключіть його від електромережі, дайте охолонути;

злийте воду з ванни через зливний кран; відкрийте кришку, вийміть штатив з посудом.

Увага! При інактивації сироватки прогрівання проводять одноразово, при тиндалізації - за температури 56-58 °С протягом 60 хв. 5 діб підряд.

Алгоритм "Правила роботи з апаратом для згортання та інактивації сироватки":

перевірте, чи заземлений апарат; підключіть апарат до електромережі;

помістіть пробірки в касети (пробірки із сироваткою крові чи яєчним поживним середовищем закривають ватно-марлевими пробками, щоб рідина не випаровувалася);

помістіть касети в робочу камеру на підставки;

закрийте кришку робочої камери;

установіть потрібний режим роботи;

увімкніть апарат (сигнальна лампочка "Нагрівачі вкл." світиться); увімкніть вентилятор (сигнальна лампочка "Вентилятор вкл." світиться);

витримайте потрібний термін;

Увага! Коли температура в робочій камері підніметься до заданої, сиг​нальна лампочка "Нагрівачі вкл." тухне, а сигнальна лампочка "Нагрівачі викл." засвічується.

вимкніть вентилятор;

відключіть апарат від електромережі;

відкрийте кришку апарата, дайте касетам охолонути;

вийміть касети з посудом.

Алгоритм "Виготовлення основного насиченого розчину хлорного вапна":

розрахуйте, яку кількість хлорного вапна треба взяти для виготовлення розчину;

зважте на терезах потрібну кількість сухого хлорного вапна;

висипте зважене хлорне вапно в емальоване відро;

відміряйте 10л холодної водопровідної води;

додайте в емальоване відро близько 1л відміряної води;

розмішайте дерев'яною лопаткою до однорідної маси;

вливайте в емальоване відро при постійному перемішуванні всю відміряну воду;

закрийте емальоване відро кришкою, поставте в темне прохолодне місце на 1 добу;

злийте обережно (через добу) відстояний розчин у бутель з темного скла, щільно закрийте дерев'яною пробкою;

підпишіть назву дезінфекційного засобу, концентрацію, призначення, дату виготовлення.

Увага! Основний 10% насичений розчин хлорного вапна придатний для використання протягом 10 діб.

Алгоритм "Виготовлення робочих розчинів хлорного вапна": 

зробіть відповідні розрахунки;

налийте в емальоване відро потрібну кількість основного 10% насиченого розчину хлорного вапна;

додайте потрібну кількість холодної водопровідної води, перемішайте;

розлийте виготовлений розчин у банки для дезінфікування предметних скелець, піпеток, шпателів.

Алгоритм "Виготовлення розчину хлораміну" (500 мл1% розчину хлораміну):

зробіть відповідні розрахунки;

зважте потрібну масу хлораміну, висипте його в скляну чи фарфорову ємність; відміряйте холодну водопровідну воду, вилийте її в ту саму ємність;

розмішайте до повного розчинення хлораміну; закрийте щільно ємність;

підпишіть назву дезінфекційного засобу, концентрацію його, призначення (для дезінфікування поверхонь робочих столів), дату виготовлення.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 16,17.
Тема: Виготовлення простих поживних середовищ. Посів бактеріологічною петлею. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з виготовлення простих поживних середовищ та посіву бактеріологічною петлею. 
Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 2: Хімічний склад і фізіологія мікроорганізмів.
Тема 4: Поживні середовища. Культивування мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Класифікація поживних середовищ

Потреба в поживних речовинах і властивостях середовища у різних видів мікроорганізмів неоднакова. Це виключає можливість створення універсального середовища. Крім того, на вибір того або іншого середовища впливають цілі дослідження.

В даний час запропоновано величезну кількість середовищ, в основу класифікації яких покладені такі ознаки.

1. Похідні компоненти. По похідних компонентах розрізняють натуральні і синтетичні середовища. Натуральні середовища готують з продуктів тваринного і рослинного походження. В даний час розроблені середовища, в яких цінні харчові продукти (м'ясо та ін.) замінені нехарчовими: кістковою і рибною мукою, кормовими дріжджами, згустками крові та ін. Не дивлячись на те, що склад живильних середовищ з натуральних продуктів дуже складний і міняється залежно від похідної сировини, ці середовища знайшли широке застосування.

Синтетичні середовища готують з хімічно чистих органічних і неорганічних сполук, узятих в точно вказаних концентраціях і розчинених в двічі дистильованій воді. Важлива перевага цих середовищ в тому, що склад їх постійний (відомо, скільки і які речовини в них входять), тому ці середовища легко відтворити.

2.
Консистенція (міра щільності). Середовища рідкі, щільні і напіврідкі. Щільні (2-2,5% агару або 2-3% желатину) і напіврідкі (0,8-1,2% агару) середовища готують з рідких, до яких для отримання середовища потрібної консистенції додають звичайно агар-агар або желатин.

Агар-агар - полісахарид, який одержують з деяких сортів морських водоростей. Він не має поживних якостей для мікроорганізмів і служить тільки для ущільнення середовища. У воді агар плавиться при 80-100°С, застигає при 40-45°С.

Желатин - білок тваринного походження. При 25-30°С желатинові середовища плавляться, тому культури на них звичайно вирощують при кімнатній температурі. Щільність цих середовищ при рН нижче 6,0 і вище 7,0 зменшується, і вони погано застигають. Деякі мікроорганізми використовують желатин як поживну речовину - при їх рості середовище розріджується.

Крім того, в якості щільних середовищ застосовують згорнуту сироватку крові, круті яйця, картоплю, середовища з селікогелем.

Рідкі: МПБ, цукровий, кров'яний, жовчний бульйони; пептонна вода, знежирене молоко.

Напіврідкі готують на основі бульйонів + агар (0,15-3%), або желатин (10-15%).

3.
Склад. Середовища ділять на прості (звичайні) і складні (селективні). До перших відносять м’ясопептоний бульйон (МПБ), м’ясопептоний агар (МПА), бульйон і агар Хоттінгера, поживний желатин і пептону воду. Складні середовища готують на основі МПБ і МПА, додаючи до простих середовищ кров, сироватку, вуглеводи і інші речовини, необхідні для розмноження того або іншого мікроорганізму. 

4.
Призначення: а) основні (загальновживані) середовища служать для культивування більшості патогенних мікробів. Це вищезгадані МПА, МПБ, бульйон і агар Хоттінгера, пептонна вода;

б) спеціальні середовища служать для виділення і вирощування мікроорганізмів, які не ростуть на простих середовищах. Наприклад, для культивування стрептокока до середовищ додають цукор, для пневмо- і менінгококів - сироватку крові, для збудника коклюшу - кров;

в)
елективні (вибіркові) середовища служать для виділення певного виду мікробів, росту яких вони сприяють, затримуючи або пригнічуючи ріст супутніх мікроорганізмів. Так, елективним середовищем для холерного вібріона служить лужний агар або лужна пептонна вода. Середовища стають елективними при додаванні до них певних антибіотиків, солі, зміні рН.

Рідкі елективні середовища називають середовищами накопичення. 

г)
диференціально-діагностичні середовища дозволяють відрізнити (диференціювати) один вид мікробів від іншого за ферментативною активністю, наприклад середовища Гісса з вуглеводами і індикатором. При зростанні мікроорганізмів, що розщеплюють вуглеводи, змінюється колір середовища; Середовища Эндо, Лєвіна, Плоскірєва застосовують для диференціації кишкової палички від патогенних бактерій сімейства кишкових; для вивчення протеолітичних властивостей бактерій застосовують середовища, що містять білки або продукти їх розщеплювання (пептон), наприклад середовища з желатином або МПБ. По утворенню кінцевих продуктів розщеплення білків (індол, сірководень, аміак) або розрідженню желатину судять про наявність відповідних ферментів. 

д)
консервуючи середовища призначені для первинного посіву і транспортування досліджуваного матеріалу; в них зберігаються патогенні мікроорганізми і пригнічується розвиток сапрофітів. Приклад такого середовища – гліцеринова суміш, яка використовується для збору випорожнень при дослідженнях, що проводяться з метою виявлення ряду кишкових бактерій.

Сухі поживні середовища випускають у флаконах із темного скла, пластику або у непрозорих пакетах, зроблених зі щільного паперу, алюмінієвої фольги (середовища світлочутливі). Посуд, в якому випускають ці середовища, щільно закривають, пробки заливають парафіном, пакети запаюють (середовища гігроскопічні). Поживні середовища являють собою сипучі порошки. При неправильному зберіганні (підвищеній вологості) порошок може збиватися в грудки або навіть у суцільну тверду масу. У цьому разі поживне середовище стає непридатним для культивування мікроорганізмів. Зберігати середовища слід щільно закритими в закритих шафах, у сухому прохолодному приміщенні. На флаконах і пакетах обов'язково повинна бути етикетка, на якій зазначено: назву середовища, призначення, склад, спосіб приготування, термін і умови зберігання, серію.
Для виготовлення поживних середовищ у мікробіологічній лабораторії користуються скляним, емальованим, алюмінієвим посудом. Емальований посуд повинен мати неушкоджену емаль, в іншому випадку іржа може зіпсувати середовище. Посуд повинен мати одне призначення й не використовуватися в інших цілях, особливо для зберігання хімічних реактивів, дезінфекційних засобів. Навіть невелика кількість цих речовин може пригнічувати ріст культури. Перед використанням посуд ретельно миють і висушують.

Зберігається посуд закритим у щільно закритій шафі, що захищає його від потрапляння пилу.

Під час виготовлення поживних середовищ користуються інструкцією, вказаною на етикетці.

Виготовлені поживні середовища розливають у скляний посуд: чашки Петрі, пробірки, флакони, пляшки. Посуд для розливання поживних середовищ має бути чисто вимитий, висушений і здебільшого простерилізований. Новий скляний посуд витримують протягом 12-24 год. у розчині хлоридної кислоти концентрацією 0,25-0,5 моль/дм3, потім ретельно промивають водопровідною й дистильованою водою, висушують. Стерилізують в автоклаві за температури (121 ± 1)°С протягом 1 год.

Культивування мікроорганізмів. З діагностичною метою мікроорганізми вирощують в лабораторних умовах на живильних середовищах. Швидкість розмноження залежить від багатьох факторів: виду культури, складу живильного середовища, tº (збудник чуми при 28ºС, для спірохет і лейшманій 28-29ºС, гриби вирощують і при нижчих температурах) та ін., і йде по певних законах. Мікроорганізми розмножуються до максимально можливої кількості (розміру конкретної колонії), а потім продуктами своєї життєдіяльності пригнічують себе. Культивують бактерії в термостаті, де забезпечується оптимальна температура, вологість, аерація, відсутність світла. Більшість бактерій культивують 18-24 години, анаероби довше (5-7діб), збудники туберкульозу – 2 тижні і більш.

Посів на поживні середовища бактеріологічною петлею

Посів на поживні середовища проводять для бактеріологічного дослідження з метою діагностики інфекційних хвороб, для профілактичних обстежень з метою виявлення носіїв патогенних мікроорганізмів, для вивчення санітарно-бактеріологічного стану об'єктів навколишнього середовища або для дослідження в осередку інфекції на зараженість тварин, людей, об'єктів.

Для посіву можна використовувати як патологічний матеріал, так і культуру мікроорганізмів.

Посів на щільні поживні середовища, що розлиті в чашки Петрі (їх ще називають пластинчастими), проводять найчастіше з метою виділення чистої культури збудника. Чисту культуру виділяють з однієї колонії, тому посів роблять так, щоб виросли ізольовані колонії. Для цього: поверхня середовища повинна бути підсушеною (не повинно бути краплинок конденсаційної вологи); посівний матеріал має бути розведений і добре розмішаний; лінія посіву повинна бути максимально довгою.

Усі маніпуляції, пов'язані з посівом і виділенням культур мікроорганізмів, проводять в асептичних умовах. При посіві не розмовляють, не роблять зайвих рухів; роботу виконують швидко, посіви тримають не далі як на відстані 10 см від полум'я.

Умови, необхідні для культивування мікроорганізмів у мікробіологічній лабораторії, забезпечуються в термостаті.

Термостат призначений для підтримання у внутрішній частині робочої камери стабільної температури, необхідної для проведення бактеріологічних і серологічних досліджень.

Основними частинами термостата є: корпус, металеві дверцята, прозорі дверцята, робоча камера, блок управління. Корпус виготовлений із тонколистового металу. Усередині корпусу встановлено робочу камеру, у нижній частині якої закріплені два нагрівальних елементи. Простір між корпусом і камерою заповнений теплоізоляційними прокладками, зробленими з гофрованого картону. Корпус закривається металевими дверцятами.

Металеві дверцята зроблені у вигляді 2-стінної коробки з тонколистового металу. Простір між двома стінками заповнений ізоляційними прокладками. По периметру дверцят укріплена гумова магнітна прокладка для ущільнення між дверцятами й корпусом термостата.

На дверцятах і корпусі є два гвинти з отворами для проволоки, на яку вішають пломбу.

Крізь прозорі дверцята спостерігають за процесом у робочій камері, не відкриваючи їх і не порушуючи температурний режим.

Прозорі дверцята по периметру обклеєні прокладкою з гуми для ущільнення між дверцятами й робочою камерою.

Робоча камера має прямокутну форму, її стінки виготовлені з латуні. У верхній частині камери встановлено датчик температури. Для усунення місцевого перегрівання бічні стінки й дно камери обклеєні азбестовим папером. Температурний режим у робочій камері контролюється термометром, який установ​люється через отвір, розміщений у блоці управління. Усередині камери встановлено металеві полички з отворами для полегшення циркуляції повітря.

Блок управління призначений для автоматичного регулювання й підтримання температури в робочій камері. На панелі блока управління встановлено тумблер, запобіжники, кнопковий замикач, сигнальна лампа увімкнення в електромережу і одночасно для підсвічування шкали термометра, сигнальна лампа включення нагрівальних елементів термостата, ручки резисторів для встановлення температурного режиму.

Щоб установити певний температурний режим у термостаті, потрібна безперервна його робота протягом кількох годин, а для отримання культури мікроорганізмів потрібна 1 доба й більше.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти живильні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовляти прості поживні середовища.

2. Робити посів бактеріологічною петлею.

3. Працювати з термостатом.

Теоретичні питання:

1. Значення бактеріологічного методу діагностики.

2. Вимоги до поживних середовищ.

3. Класифікація поживних середовищ.

4. Умови культивування мікроорганізмів.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення поживних середовищ, розливання їх та підготовка до стерилізації.

3. Посів на поживні середовища бактеріологічною петлею.

4. Оформлення протоколу.
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3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Далі студенти знайомляться з формою випуску, умовами зберігання сухих поживних середовищ, з видами посуду для варіння поживних середовищ, з будовою термостата, умовами культивування мікроорганізмів.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення поживних середовищ (МПА, МПБ, Ендо, Левіна, Плоскірєва, вісмут-сульфіт агару), розливання їх та підготовлення до стерилізації.

2. Посів на поживні середовища бактеріологічною петлею.
3. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1.Відомо, що живильні середовища діляться на універсальні, спеціальні, елективні і диференціально-діагностичні. Які з перерахованих живильних середовищ відносяться до елективних?

a. МПА.

b. 1% пептонна лужна вода.

c. Середовище Гісса.


d. Середовище Хенкса.

e. Середовище Ресселя.

2.Відомо, що живильні середовища діляться на універсальні, спеціальні, елективні і диференціально-діагностичні. Які з перерахованих живильних середовищ відносяться до диференціально-діагностичних?

a. МПА.

b. Лужна пептонна вода.


c. Гісса.

d. МПБ.


e. Сироватковий агар.

3. Для визначення представників сімейства кишкових бактерій використовують диференціально-діагностичні середовища. Які саме?

a. МПА
b. МПБ
c. Середовище Ендо
d. Середовище Ру

e. Кров'яний агар

4. Лаборант повинен проконтролювати стерильність живильних середовищ, тому він середовища:

a. Ставить в термостат на 2 діб, після чого переглядає

b. Ставить в автоклав на 1 годину при 1атм.

c. Обробляє текучою парою при 100ºС 30-60хв. 3 дні підряд

d. Обробляє текучою парою при 80-85ºС 60хв. 3 дні підряд

e. Правильно 1,2
5. Лаборанту потрібно визначити живильні (ростові) властивості середовища. Тому він засіває середовища:

a. Патогенним матеріалом

b. Патогенним матеріалом заздалегідь, обробленим лугом

c. Патогенним матеріалом заздалегідь, обробленим антибіотиками 

d. Спеціально підібраними культурами мікроорганізмів

e. Правильно 1,2

6. За складом середовища поділяють на прості (універсальні) та складні. До простих живильних середовищ не відноситься:

a. МПА
b. МПБ
c. Пептонна вода

d. Бульйон Хоттінгера

e. Сироватковий агар

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Виготовлення поживних середовищ":

Увага! Будьте обережні! Середовища легко перетворюються в пил, який, потрапивши на шкіру та слизові оболонки, може спричинити алергійні реакції!

прочитайте уважно інструкцію щодо способу виготовлення вказаного поживного середовища;

розрахуйте, яку кількість поживного середовища Вам треба приготувати;

Увага! В одну чашку Петрі наливають близько 20мл середовища, в пробірку МПА і МПБ - по 4-5мл, середовища Ресселя – 7-8 мл. Після стерилізації пробірки з МПА кладуть у штатив для скошування так, щоб поживне середовище утворювало поверхню від дна пробірки; пробірки із середовищем Ресселя кладуть таким чином, щоб біля дна пробірки залишився стовпчик висотою 2-3 см, а потім - скошена поверхня.

визначте, яку кількість сухого порошку та який об'єм дистильованої води потрібно взяти для виготовлення середовища;

зважте на терезах потрібну кількість порошку середовища;

відміряйте мірним циліндром певний об'єм води;

налийте в посуд для варіння невелику кількість (5-8 мл) відміряної води;

висипте в неї зважений порошок, перемішайте ретельно до повного його змочування;

вилийте останню воду, перемішайте, поставте на гарячу плитку;

помішуйте весь час (середовище може пригоріти), доведіть до кипіння, кип'ятіть протягом часу, зазначеного в інструкції;

Увага! Будьте обережні: при нагріванні середовище піниться, не допустіть витікання його з посуду!

відставте посуд із середовищем з вогню, дайте йому охолонути приблизно до 50-45°С.

Увага! Не можна розливати дуже гаряче середовище - може тріснути посуд. Не можна охолоджувати агарові середовища до кімнатної температури, вони застигнуть!

Алгоритм "Розливання поживних середовищ у відповідний посуд, підготовлення (де це потрібно) їх до стерилізації":
підготуйте стерильні чашки Петрі для розливання (розставте їх закритими догори кришкою в рядок на відстані близько 15 см одна від одної).

Увага! Поживні середовища розливають у боксі! візьміть посуд із середовищем у праву руку, зніміть кришку з чашки Петрі лівою рукою;

налийте в чашку Петрі близько 20 мл середовища, кришку покладіть поруч;

Увага! Не можна закривати чашки Петрі з теплим поживним середовищем, щоб не накопичувалася конденсаційна волога. Поверхня середовищ повинна бути сухою, у такому разі можна отримати ізольовані колонії культури мікроорганізмів.

розлийте все середовище в інші чашки Петрі;

закрийте чашки Петрі після охолодження середовища до кімнатної температури, переверніть їх дном догори;

підготуйте пробірки для розливання середовища (поставте пробірки в штатив);

перелийте середовище в посудину із жолобом;

візьміть ємність із середовищем у праву руку;

візьміть у ліву руку порожню стерильну пробірку;

мізинцем правої руки зніміть пробку з пробірки;

налийте в пробірку потрібну кількість середовища;

закрийте пробку, поставте пробірку в штатив;

закінчіть розливання всього середовища в пробірки;

візьміть аркуш паперу розміром близько 3x6 см;

напишіть на ньому назву середовища, дату виготовлення, умови стерилізації, вставте цей аркуш паперу в штатив між пробірками;

віддайте штатив з пробірками лаборанту для стерилізації;

підготуйте сухі чисті флакони (ємністю 300 мл), підберіть до них пробки;

візьміть флакон у ліву руку;

відкрийте пробку мізинцем правої руки;

вилийте у флакон МПА, закрийте флакон пробкою;

перелийте у другий флакон МПА сольовий;

виріжте із щільного паперу квадратні папірці розміром 10x10 см;

закрийте пробки на флаконах ковпачками (використайте вирізані папірці);

закріпіть ковпачки гумовими кільцями;

на ковпачках надпишіть назву середовища, дату виготовлення, укажіть умови стерилізації;

віддайте флакони лаборанту для стерилізації.

Алгоритм "Посів на щільне поживне середовище бактеріологічною петлею":

Увага! При роботі з живою культурою дотримуйтеся правил техніки безпеки!

поставте чашку Петрі донизу дном ліворуч від спиртівки;

зафламбуйте бактеріологічну петлю, візьміть матеріал для посіву з пробірки;

Увага! Матеріал для посіву в кільці бактеріологічної петлі утворює плівку - "дзеркальце".

підніміть лівою рукою кришку чашки Петрі так, щоб у щілину між кришкою та її дном пройшла бактеріологічна петля;

втирайте патологічний матеріал бактеріологічною петлею в поверхню поживного середовища біля краю чашки;

зафламбуйте бактеріологічну петлю;

охолодіть бактеріологічну петлю, доторкнувшись її кінцем до внутрішньої сторони стінки чашки Петрі;

покладіть бактеріологічну петлю на те місце на поверхні середовища, де нанесли патологічний матеріал;

продовжуйте робити посів штрихами по всій поверхні чашки, не відриваючи петлі від середовища;

Увага! Штрихи наносять через усю поверхню середовища від однієї стінки чашки до іншої (протилежної) і розташовують їх якомога ближче один від одного. Завдяки цьому лінія посіву стає якнайдовшою, що дає змогу отри​мати ізольовані колонії.

закрийте чашку Петрі;

зафламбуйте бактеріологічну петлю, поставте її в банку; закрийте спиртівку;

підпишіть чашку на кришці: назву поживного середовища, дату його виготовлення;

переверніть чашку догори дном, напишіть на ньому номер, дату посіву, назву культури за бінарною номенклатурою.

Увага! Посуд підписують згідно з Державними санітарними правилами (ДСП 9.9.5.-080-02).

Алгоритм "Підготовка термостата до роботи": 

перевірте, чи заземлений термостат;

підключіть апарат до електромережі, поверніть тумблер убік напису "мережа" - сигнальна лампочка світиться у режимі напіврозжарювання;

поверніть ручку резистора, установіть потрібну температуру;

відкрийте дверцята;

поставте чашки Петрі в робочу камеру термостата догори дном;

Увага! Чашки Петрі розміщують на поличках і на дні робочої камери гіркою оптимально не більше як по 5 шт., нещільно, що забезпечує циркуля​цію повітря й рівномірне нагрівання всіх чашок.

Чашки обов'язково ставлять догори дном. Це забезпечує добру аерацію чашок і запобігає потраплянню конденсаційної води з кришки чашки на посів (потрапляння конденсаційної води на посів перешкоджає утворенню ізольо​ваних колоній).

закрийте прозорі дверцята;

закрийте металеві дверцята.
Алгоритм "Контроль температурного режиму термостата":

натисніть на кнопковий замикач сигнальної лампи для підсвічування шкали термометра (лампочка засвічується на повне розжарювання);
визначте температуру в робочій камері термостата за показаннями термометра;

порівняйте, чи відповідають ці показання встановленим ручкою резистора;

запишіть показання термометра в "Журнал контролю температурного режиму в термостатах".

Увага! Відмітки в "Журналі контролю температурного режиму в термостатах" слід робити вранці до відкриття термостата та в кінці робочого дня.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 18,19.
Тема: Виготовлення складних поживних середовищ. Посів тампоном. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з виготовлення складних поживних середовищ та посіву тампоном. 
Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 2: Хімічний склад і фізіологія мікроорганізмів.
Тема 4: Поживні середовища. Культивування мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Жовтково-сольовий агар (ЖСА, середовище Чистовича) використовують для вивчення лецитиназної (лецитовітелазної) активності мікробів, тобто здатності їх утворювати фермент лецитиназу (лецитовітелазу), яка враховується при їх ідентифікації. Лецитиназа розщеплює лецитин - складний ліпід, що входить до складу мембран клітин еукаріотів. Лецитиназну активність визначають на середовищах, що містять жовток курячого яйця - мембрани клітин жовтка містять багато лецитину. Якщо мікроорганізми утворюють фермент лецитиназу, то на жовтковому середовищі навколо їх колоній утворюються помутніння з райдужним вінчиком.

Кров’яний агар (КА) використовують для визначення гемолітичних властивостей мікроорганізмів, тобто здатності їх руйнувати еритроцити. Розрізняють два види гемолізу. Альфа-гемоліз - навколо колонії щільне середовище зеленіє внаслідок перетворення гемоглобіну на метгемоглобін. Бета-гемоліз - навколо колонії на щільному поживному середовищі утворюється прозора зона; рідке середовище стає прозорим. Для виготовлення кров'яних поживних середовищ використовують дефібриновану кров. Для цього асептично взяту кров помішують у стерильний флакон зі стерильними скляними бусами (паличками). Флакон енергійно збовтують протягом 15-20 хв., при цьому фібрин утворює осад на бусах, тому кров не згортається.
Взяття патологічного матеріалу ватним тампоном. 

Для взяття патологічного матеріалу в деяких випадках використовують стерильні ватні тампони. Їх виготовляють намотуванням вати на металевий, скляний або дерев'яний стержень. Тампони виготовляють для зіва (ротової частини глотки) і носа, а також ректальні (для взяття патологічного матеріалу з прямої кишки). Тампони для ротової частини глотки й носа виготовляють так: на кінчик стержня туго намотують вату, а посередині його роблять ватну пробку. Вата кінчика й пробки не повинні торкатися одна до одної, бо коли такий тампон опустити в рідке поживне середовище, то воно, за законом капілярності, буде поглинуте тампоном. Такі тампони використовують для взяття патологічного матеріалу не тільки з ротової частини глотки, носа, а й з вуха, виразки, абсцесу, рани, а також для взяття змивів з рук і поверхні різних об'єктів навколишнього середовища.

Ректальні тампони виготовляють так: туго намотують вату на кінці стержня, потім навколо стержня на довжину 10-12 см, а далі роблять ватну пробку.

Виготовлені тампони вміщують у порожні чисті сухі пробірки і стерилізують у автоклаві протягом 20 хв. за температури 120 °С.

Патологічний матеріал з носа забирають ватним тампоном у разі обстеження на стафілококове носійство, а також у випадку уражень слизової оболонки носа, та при вірусних респіраторних інфекціях.

Посів на поживні середовища тампоном роблять так само, як і бактеріологічною петлею, тобто треба добре втерти матеріал на невеликій площі, обертаючи тампон навколо його осі, а потім зробити посів зигзагоподібними штрихами. Лінія посіву повинна бути якомога довшою, щоб отримати ізольовані колонії.

Посів можна робити коловими рухами, обертаючи тампон і чашку Петрі.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти живильні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

Вміти:

1. Виготовити жовткову емульсію.

2. Виготовити жовтково-сольовий агар (ЖСА).

3. Виготовити кров'яний агар (КА).

4. Узяти тампоном слиз із носа з метою обстеження на стафілококове носійство.

5. Посіяти тампоном.

Теоретичні питання:

1. Властивості агару.

2. Склад і сфери застосування складних поживних середовищ.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення складних поживних середовищ ЖСА, КА, СА, цукрового бульйону.
3. Взяття патологічного матеріалу ватним тампоном з носа. 
4. Посів на поживні середовища.
5. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.
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Додаткова
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення складних поживних середовищ ЖСА, КА СА, цукрового бульйону.
2. Взяття патологічного матеріалу ватним тампоном з носа. 
3. Посів на поживні середовища.
4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Лаборанту необхідно приготувати сироватковий агар. До МПА він додав сироватки:
a. 0,1-2%

b. 3-5%

c. 10-20%

d. 10-40%

e. Правильно 2,3

2. За складом середовища поділяють на прості (універсальні) та складні. До складних живильних середовищ не відноситься:

a. Сироватковий агар

b. Кров’яний агар

c. КТА

d. ЖСА

e. МПА

3. Лаборанту необхідно приготувати кров’яний агар. До МПА він додав дефібринованої крові:
a. 0,1-2%

b. 3-5%

c. 10-20%

d. 10-40%

e. Правильно 2,3

4. Лаборант приготував тампони для взяття патологічного матеріалу з зіва і носа. Їх необхідно простерилізувати:

a. Кип’ятінням 

b. Текучою парою 60хв.

c. Занурюючи в 3% розчин хлораміну

d. В автоклаві протягом 20 хв. за температури 120 °С.
e. Стерилізують після взяття патологічного матеріалу

5. Лаборант приготував поживний агар. Далі необхідно розлити в чашки Петрі по:
a. 1мл

b. 5мл

c. 10мл

d. 15-20мл

e. 50мл

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Виготовлення жовткової суміші":

вимийте з милом куряче яйце, витріть чистим рушником;

протріть поверхню яйця ватою, змоченою етиловим спиртом, обпаліть поверхню яйця в полум'ї спиртівки;

пробийте зафламбованим скальпелем шкаралупу з гострого кінця яйця;

відокремте білок;

розширте отвір у шкаралупі яйця, вилийте жовток у стерильну банку (ємністю 250мл);

налийте в цю банку 200мл стерильного фізіологічного розчину;
розмішайте стерильною піпеткою до однорідної маси;
закрийте банку.

Алгоритм "Виготовлення поживного середовища ЖСА": 

перевірте ступінь охолодження агару сольового;

Увага! Притуліть флакон з агаром до нижньої щелепи. Якщо флакон гарячий (для шкіри - відчуття гарячого, але не опіку) можна продовжити ро​боту. Якщо флакон ледве теплий, то його слід підігріти. Стежте за тим, щоб агар не переохолонув, оскільки приготовлене середовище буде непридатним для посіву (агар перетвориться на грудочки).

запаліть спиртівку;

відкрийте флакон, асептично додайте до агару 20% жовткової суміші (на 200 мл агару - 40 мл жовткової суміші) при постійному збовтуванні;

розлийте середовище швидко, періодично фламбуючи отвір флакона, у стерильні чашки Петрі;

накрийте чашки стерильними паперовими серветками, кришки чашок покладіть поруч отвором донизу;

дайте охолонути середовищу;
зніміть паперові серветки, закрийте чашки кришками, поставте їх догори дном.

Алгоритм "Виготовлення поживного середовища КА": 

Увага! Роботу з кров'ю виконуйте в гумових рукавичках!

перевірте ступінь охолодження агару (середовище МПА); запаліть спиртівку;

додайте асептично до МПА 3-5% дефібринованої крові при постійному збовтуванні;

піпетку опустіть в дезінфекційний розчин;

розлийте середовище швидко, періодично фламбуючи отвір флакона, у стерильні чашки Петрі;

Увага! Середовище з кров'ю розплавляти не можна, оскільки кров змінить свої властивості!

накрийте чашки стерильними паперовими серветками, кришки покладіть поруч, дайте середовищу охолонути;

зніміть паперові серветки, закрийте чашки кришками, поставте їх догори дном.

Алгоритм "Взяття патологічного матеріалу ватним тампоном з носа":

запропонуйте пацієнту сісти обличчям до світла;

підпишіть на пробірці з тампоном номер аналізу;

візьміть тампон у праву руку, звільніть його від пробірки;

огляньте носові ходи (чи немає пошкоджень слизової оболонки);

уведіть тампон у носовий хід до кінця ходу; 

Увага! Не можна торкатися тампоном зовнішньої поверхні носа, зберіть слиз зі стінок одного носового ходу, добре притискуючи тампон;

зберіть слиз зі стінок другого носового ходу цим самим тампоном, не обертаючи його навколо осі; опустіть тампон у пробірку.

Алгоритм "Посів тампоном на пластинчасті середовища":

Увага! При посіві патологічного матеріалу дотримуйтеся правил асеп​тики і техніки безпеки!

підпишіть чашки Петрі із середовищами ЖСА і КА (на кришці - назву середовища, дату його виготовлення, на дні - номер аналізу, назву культури, дату посіву);

запаліть спиртівку, поставте ліворуч від неї підписані чашки Петрі із середовищами КА і ЖСА догори дном;

візьміть тампон у праву руку;

візьміть чашку із середовищем ЖСА у ліву руку, піднесіть її до полум'я не далі як на 10 см;

зробіть посів тампоном зигзагоподібними штрихами; закрийте чашку;

візьміть чашку із середовищем КА;

зробіть посів цим самим тампоном коловими рухами;

закрийте чашку;

закрийте спиртівку;

опустіть тампон у пробірку.

Чашки з посівами поставте в термостат. 

Витріть написи на пробірках з тампонами, здайте їх на знезараження.

Увага! У кінці робочого дня зробіть відмітку в "Журнал контролю тем​пературного режиму в термостатах".

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття
№ 20,21.
Тема: Методи і етапи виділення та ідентифікації чистої культури мікроорганізмів. Вивчення культуральних властивостей мікроорганізмів. 
Мета: Оволодіти методами виділення чистої культури, проведення її ідентифікацію за культуральними властивостями.

Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 2: Хімічний склад і фізіологія мікроорганізмів.
Тема 4: Поживні середовища. Культивування мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Чиста культура - це популяція мікроорганізмів одного виду, виділена на поверхні щільного поживного середовища.

В організмі людей, тварин, у навколишньому середовищі патогенні мікроорганізми змішані з умовно-патогенними та сапрофітами, тому виділення чистої культури мікроорганізмів є обов'язковим етапом бактеріологічного (культурального) дослідження. Це дає змогу ідентифікувати її за певними властивостями.

На щільних поживних середовищах мікроорганізми утворюють колонії. Вважають, що колонія - це видиме скупчення мікроорганізмів, які виросли з однієї клітини, тому чисту культуру виділяють посівом матеріалу з однієї ізольованої колонії. Виділення чистої культури та її ідентифікацію проводять у кілька етапів:

1-й етап - посів патологічного матеріалу на поживні середовища для отримання ізольованих колоній (вибір методу культивування, склад поживного середовища залежать від типу живлення й дихання мікроорганізмів);

2-й етап - визначення особливостей росту мікроорганізмів на поживних середовищах (культуральних властивостей), відбір характерних колоній;

3-й етап - визначення морфології й тинкторіальних властивостей мікроорганізмів;

4-й етап - пересівання підозрілих колоній з метою виділення чистої культури мікробів;

5-й етап - перевірка чистоти виділеної культури;

6-й етап - визначення ферментативних властивостей мікроорганізмів;

7-й етап - визначення точних маркерів мікроорганізмів: антигенної структури, фагочутливості, коліциногенності, антибіотикограми тощо.

Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на пластинчастих середовищах

Характер росту мікроорганізмів на поживному середовищі визначає їх культуральні властивості. Ці властивості постійні для кожного виду мікроорганізмів, тому є важливою ознакою при їх ідентифікації.

Колонії вивчають неозброєним оком, через лупу або під мікроскопом, результати заносять до робочого журналу. Характеризують колонії за розміром, формою, контуром краю, прозорістю, рельєфом, характером поверхні, кольором, структурою, консистенцією (мал. 23, 24).

За розміром колонії бувають: точкові (діаметр менший ніж 1 мм), дрібні (1-2 мм), середнього розміру (2-4 мм), великі (4-6 мм і більше).

Форма колоній буває: правильна - кругла, неправильна - амебоподібна, ризої'дна - нагадує переплетене коріння дерева.

Контур краю визначають неозброєним оком або під мікроскопом. Він може бути рівний і нерівний. Нерівний край буває: фестончастий - утворює великі закруглені зубці правильної форми; хвилястий - великі закруглені зубці виражені нечітко; зазубрений - зубці гострі, різної величини й форми; бахромчастий - має ніжні ворсинки; розпливчастий - важко відрізняється межа між колонією та поживним середовищем (мал.23).

За прозорістю колонії бувають: прозорі, напівпрозорі, непрозорі, прозорі або напівпрозорі з непрозорим центром.

Рельєф колоній вивчають неозброєним оком або крізь лупу, розглядаючи колонію зверху і збоку. За рельєфом колонії бувають: каплеподібні і куполоподібні, вони мають правильну круглу форму у вигляді сегмента кулі, можуть бути слабковипуклі й випуклі; плосковипуклі - випуклі з плоскою верхівкою, у вертикальному розрізі нагадують трапецію; конусоподібні - у вертикальному розрізі нагадують трикутник; плоскі або випуклі з центром у вигляді сосочка; випуклі із вдавленим центром; плоскі - розстилаються по поверхні середовища (мал.24).

Поверхня буває матова або блискуча, суха або волога, гладенька або шорстка. Колонії з гладенькою поверхнею позначаються літерою S (від англ. smooth - гладенький), із шорсткою - літерою R (від англ. rough - шорсткий). Особливості поверхні зумовлені різницею процесів клітинного поділу. У колонії S-форми клітини стикаються бічними поверхнями, у колонії R-форми клітини утворюють ланцюжки, які при накладанні один на одного зумовлюють шорстку поверхню й нерівний край колонії. Серед шорстких форм колоній розрізняють: складчасті, гірозні (нагадують звивини поверхні мозку), бородавчасті, концентрично або радіально покреслені, дрібнозернисті.
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Мал. 23. Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів

1-форма колоній, 2-рельєф колоній, 3-контур краю
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Мал. 24. Типи бактеріальних колоній

1- зернисті; 2- плоскі листовидні; 3- гилясті; 4- складчасті;

5- круглі з рівними краями; 6- круглі, випуклі, блискучі, слизової консистенції; 7- з нерівними краями; 8- круглі з валом по периферії;.

Колір колоній зумовлений пігментом, який продукує культура мікроорганізмів. Переважна більшість патогенних мікробів не утворюють пігмент, тому їх колонії безбарвні, у світлі, яке проходить крізь них, вони прозорі, напівпрозорі або непрозорі. Колонії пігментотворних мікроорганізмів мають різний колір: жовтий, оранжевий, червоний, чорний, фіолетовий тощо. Так, паличка синьо-зеленого гною утворює колонії синьо-зеленого кольору, а стафілококи - білого й жовтого кольору. Колонії можуть набувати забарвлення внаслідок утворення забарвлених речовин, які формуються в процесі життєдіяльності мікроорганізмів.
Так, колонії ешерихій на середовищі Ендо мають червоний колір. Це колір індикатора фуксину, що міститься в поживному середовищі, відновлений кислотою, яка утворилася внаслідок того, що ешерихії розщеплюють лактозу середовища до кислоти. Колонії збудника дифтерії на телуритових середовищах набувають сірого або чорного кольору внаслідок того, що вони відновлюють телурит калію до металевого телуру.
Структуру колоній визначають під мікроскопом. У непрозорих колоній вона не визначається. За структурою розрізняють такі види колоній: гіалінові - без видимої певної структури; зернисті - залежно від розміру зерен можуть бути дрібно- і великозернисті; волокнисті - наявність волокон усередині колонії.

Колонії також можуть бути однорідні й неоднорідні. В однорідних будова колонії в усіх її частинах однакова, у неоднорідних центральна частина або сектор відрізняються від іншої частини колонії.

Консистенція - це фізичний стан колонії. ЇЇ визначають за допомогою бактеріологічної петлі. За консистенцією колонії бувають: пастоподібні (нагадують вершкове масло), легко знімаються; в'язкі або слизькі, прилипають і тягнуться за петлею; волокнисті, шкірясті, щільні - знімаються з поверхні поживного сере​довища у вигляді плівки відповідно до розміру й форми колонії; крихкі, сухі - розсипаються при доторканні до них петлею.
Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на рідкому поживному середовищі

Ріст з рівномірним помутнінням утворюють факультативні анаероби. Колір середовища може змінитися в тому разі, якщо культура здатна утворювати розчинний у воді пігмент.

Придонний ріст утворюють анаероби. На дні пробірки чи флакона утворюється осад: малий або великий; крихтоподібний, гомогенний, волокнистий або пухкий, з окремих пластівців; в'язкий, слизистий, крихкий чи пастоподібний. Поживне середовище над осадом може бути прозоре або каламутне. Колір осаду й середовища залежить від пігментоутворення культури мікробів. Якщо мікроби не продукують пігменту, осад має сіро-білий або жовтуватий колір.

Пристінковий ріст характеризується тим, що мікроби утворюють великі, пухкі пластівці або компактні зерна на внутрішній поверхні стінок пробірки чи флакона, які легко знімаються або щільно прикріплюються до стінок посуду й важко відокремлюються. Поживне середовище залишається прозорим.

Поверхневий ріст утворюють аероби. При цьому на поверхні поживного середовища утворюється плівка, яка може мати різний вигляд:

· тонка, ніжна, безбарвна, ледь помітна, зникає при струшуванні середовища - холерний вібріон;

· волога, товста, в'язка, слизиста, прилипає до бактеріологічної петлі й тягнеться за нею - збудник чуми;

· щільна, суха, нагадує шматок шкіри, знімається петлею повністю - деякі патогенні гриби;

· щільна, суха, зморшкувата, при доторканні петлею чи струшуванні розбивається на шматочки й тоне - збудники туберкульозу, дифтерії.

Колір плівки й середовища залежить від пігментоутворення мікроорганізмів.

Виділення чистої культури мікроорганізмів

Чисту культуру мікроорганізмів виділяють пересіванням матеріалу, узятого з однієї колонії на щільне поживне середовище. Для цього найчастіше використовують скошене агарове середовище, інколи - пластинчасте (збудник кашлюку) або рідке (клостридії).

Увага! Посів на МПА зробіть зигзагоподібними штрихами від конденсаційної води до вершини скошеної поверхні. За відсутності конденсаційної води середовище стає непридатним для посіву. Для його відновлення середовище розплавляють на водяній бані й заново скошують (відновлення або регенерація середовища). Відновлювати середовище можна лише один раз.

Для виділення чистої культури ентеробактерій та для подальшого вивчення її колонії пересівають в одне з комбінованих середовищ для первинної ідентифікації - Олькеницького, Кліглера або Ресселя. Це дає змогу не тільки отримати чисту культуру мікроорганізмів, а й визначити деякі ферменти. 

Середовище Ресселя розміщене в пробірці стовпчиком і косячком. На межі стовпчика й косячка обов’язково повинна бути конденсаційна волога. Якщо конденсаційна волога висохла, середовище непридатне для посіву. У стовпчику культивують бактерії в анаеробних умовах, на поверхні косячка – в аеробних умовах.

Культуральні властивості мікроорганізмів на середовищі Ресселя: ріст - рясний чи бідний; прозорий, напівпрозорий чи непрозорий; особливості поверхні - гладенька, зморшкувата, бугриста, блискуча, матова, суха, волога, слизиста; колонії ізольовані чи злиті між собою, їх колір.

Методи виділення чистої культури мікроорганізмів

Для виділення чистої культури мікроорганізмів з матеріалу, що містить численну змішану мікрофлору, запропоновано багато методів. В їх основі лежить механічне роз'єднання мікробів, що містяться в матеріалі, а також використання індивідуальних біологічних особливостей: здатність швидко розмножуватися в певному середовищі чи в організмі чутливої тварини, стійкість до високої температури, хімічних речовин тощо. У зв'язку з цим усі методи виділення чистої культури мікроорганізмів поділяють на: механічний, фізичний, біологічний і методи, що ґрунтуються на специфічних особливостях мікробів.

Механічний метод. До нього відносять метод Коха й метод Дригальського.

Метод Коха. Три пробірки, в яких міститься по 15мл МПА, ставлять на водяну баню й витримують до розплавлення агару. Потім розплавлене середовище охолоджують до температури 45-43°С. Пробірки нумерують: 1, 2, 3. У 1-шу пробірку вносять одну петлю матеріалу, що досліджується, добре перемішують. Для цього пробірку затискують між долонями та прокручують її кілька разів. Зафламбованою петлею беруть матеріал з 1-ї пробірки та вносять у 2-гу; після перемішування зафламбованою петлею переносять матеріал із 2-ї пробірки у 3-тю і також перемішують. Підготовлені розведення матеріалу виливають із пробірок у стерильні чашки Петрі, які нумерують відповідно до пробірок: 1, 2, 3. Після охолодження середовища чашки Петрі з посівами ставлять у термостат. Кількість колоній мікроорганізмів у чашках із поживним середовищем зменшується відповідно до розведення матеріалу.

Метод Дригальського. Посіви проводять на три чашки Петрі з МПА. На поверхню середовища в 1-шу чашку вносять одну краплю матеріалу, що досліджується, і розсіюють його стерильним шпателем по всій поверхні. Не фламбуючи шпатель і не вносячи нової дози матеріалу, роблять посіви на 2-гу чашку, а потім - на 3-тю, розсіваючи матеріал, що залишився на шпателі.

Замість шпателя посіви можна робити бактеріологічною петлею. Для цього на середовище в чашку Петрі вносять матеріал піпеткою або бактеріологічною петлею й розсіюють його паралельними штрихами, потім повертають чашку на 180° і продовжують посів перпендикулярно першому. Матеріал з бактеріологічної петлі поступово витрачається і в кінці посіву виростають ізольовані колонії.

Цей метод найчастіше використовують при первинному посіві патологічного матеріалу на пластинчасті середовища.

Фізичний метод використовують для виділення чистої спорогенної культури. Для цього пробірки з посівами прогрівають на водяній бані за температури 80°С протягом 10хв. При цьому гине тільки вегетативна мікрофлора. При культивуванні в термостаті спори проростають і накопичується спорогенна культура.

Хімічний метод використовують для виділення мікобактерій туберкульозу, ураховуючи їх стійкість до кислот, основ, спирту.

Мокротиння хворого змішують з 10% розчином натрію фосфату у відношенні 1:1 і витримують у термостаті за температури 37°С протягом 12 год. Сечу, спинномозкову рідину, плевральну рідину змішують з 4% розчином натрію гідроксиду й витримують 30 хв. За таких умов стороння мікрофлора гине, а мікобактерії туберкульозу не гинуть. Після центрифугування й нейтралізації матеріал висівають на поживні середовища.

Біологічний метод використовують для виділення чистої культури пневмокока, збудників чуми, туляремії тощо. Патологічний матеріал уводять в організм чутливих тварин, де даний вид мікроорганізмів розвивається швидше, ніж стороння мікрофлора.

Використання специфічних особливостей мікроорганізмів. Для виділення чистої культури протея патологічний матеріал висівають у конденсаційну воду (не торкаючись поверхні скошеного середовища) у пробірку зі скошеним МПА за методом Шукевича. Завдяки великій рухливості протей утворює повзучий ріст на поверхні агару.

Чисту культуру холерного вібріона виділяють на 1% пептон-ній воді (рН 8,2-8,4). За таких умов холерний вібріон на поверхні поживного середовища через 6-8 год. культивування утворює ніжну блакитну або білувату плівку. Інші мікроорганізми ростуть повільніше або зовсім не ростуть.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти живильні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

4. Виділяти чисту культуру, проводити її ідентифікацію за морфологічними і культуральними властивостями.

Вміти:

1. Визначати культуральні ознаки мікроорганізмів; визначати морфологію та тинкторіальні властивості мікроорганізмів.
2. Робити посіви з метою виділення чистої культури мікроорганізмів.

3. Проводити контроль теплового режиму роботи термостата.

Теоретичні питання:

1. Ознаки чистої культури мікроорганізмів.
2. Етапи виділення та ідентифікації чистої культури мікроорганізмів.
3. Методи виділення та ідентифікації чистої культури мікроорганізмів.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 
2. Проведення контролю за тепловим режимом термостата. Розвантаження термостата.
3. Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на пластинчастих середовищах.
4. Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на рідкому поживному середовищі.
5. Приготування мазку із позначеної колонії, фіксація фізичним способом, фарбування препарату за методом Грама, визначення морфології і тинкторіальних властивостей мікроорганізмів під мікроскопом. 
6. Пересів колоній на скошений агар (середовище Ресселя) для виділення чистої культури мікроорганізмів.
7. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти вивчають принципи виділення та ідентифікації чистої культури мікроорганізмів і знайомляться з методами виділення чистої культури мікроорганізмів
Самостійна робота включає:

1. Проведення контролю за тепловим режимом термостата. Розвантаження термостата.
2. Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на пластинчастих середовищах.
3. Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на рідкому поживному середовищі.
4. Визначення морфології й тинкторіальних властивостей мікроорганізмів.
5. Виділення чистої культури мікроорганізмів.
6. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Відомо, що колонії бувають в S- і R-формі. R-форма колоній бактерій характеризується поверхнею:
a. Порізана

b. Радіально-покреслена

c. Хвиляста

d. Гладка 

e. Шорстка 

2. За розміром колонії бувають: точкові, дрібні, середнього розміру, великі.

Розміри середніх колоній:

a. 8-10мм

b. 7-8мм

c. 4-5мм

d. 2-4мм

e. 1-2мм

3. На 1ому етапі виділення чистої культури одержують ізольовані колонії. Яке середовище слід вибрати лаборанту?

a. МПБ
b. МПА в пробірках

c. МПА в чашках Петрі

d. МПЖ
e. Цукровий бульйон

4. На 1ому етапі виділення чистої культури одержують ізольовані колонії Який метод слід використати лаборанту?

a. Метод роз'єднуючого штриха

b. Посів в напіврідкий агар

c. Посів бак. петлею в МПБ
d. Посів піпеткою в МПБ
e. Посів на скошений агар

5. Лаборанту необхідно охарактеризувати ріст мікроорганізмів в рідкому поживному середовищі, який характеризується наступними ознаками, КРІМ:

a. Плівки

b. Помутніння

c. Колоній

d. Пристінкового росту

e. Придонного росту

6. Лаборант повинен виділити чисту культуру мікроорганізмів. Для цього він пересіває колонії на:

a. МПА в чашках Петрі

b. МПА в пробірках

c. МПБ
d. Середовище Гісса

e. Середовище Ендо
Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Розвантаження термостата":

виключіть термостат за допомогою тумблера; відключіть термостат від електромережі; відкрийте термостат;
виставте всі чашки Петрі з посівом на окремий стіл; закрийте термостат.

Увага! Відберіть ті чашки Петрі, на які Ви робили посів на минулому занятті. Поставте їх на своє робоче місце.
Алгоритм "Визначення культуральних властивостей мікроорганізмів на пластинчастих середовищах":
Увага! При роботі з живою культурою дотримуйтеся техніки безпеки!

візьміть чашку Петрі в ліву руку, тримайте її проти джерела світла на рівні очей дном до себе;
позначте маркером ізольовану колонію; опишіть ознаки цієї колонії;

визначте у світлі, що проходить крізь колонію, розмір, форму колонії, контур краю, прозорість;

покладіть чашку Петрі на ліву руку дном донизу;

розгляньте колонію у відбитому світлі, визначте рельєф, особливості поверхні, колір;

покладіть чашку на предметний столик мікроскопа догори дном, установіть об'єктив х8, опустіть конденсор, визначте структуру колонії;

визначте консистенцію колонії, доторкнувшись до неї бактеріологічною петлею.

Увага! Консистенцію колонії визначають, як правило, під час виготов​лення мазка або при пересіванні колонії.
Алгоритм "Посів культури ентеробактерій на середовище Ресселя з метою виділення чистої культури":

візьміть у ліву руку пробірку із середовищем Ресселя, тримайте її вертикально;
напишіть на пробірці біля її отвору номер аналізу;

нахиліть злегка пробірку ліворуч;

напишіть на бічній поверхні пробірки назву середовища, назву культури, дату посіву;

пробірку поставте в штатив;

візьміть бактеріологічною петлею залишки позначеної колонії;

візьміть у ліву руку пробірку із середовищем Ресселя, нахиліть злегка праворуч, тримайте пробірку так, щоб поверхня косячка була спрямована догори;

мізинцем правої руки зніміть пробку (її тримайте в руці!);

зафламбуйте отвір пробірки;

Увага! Пробірку тримайте так, щоб її отвір знаходився біля полум'я на відстані не далі ніж 10 см!
внесіть бактеріологічну петлю з посівним матеріалом у пробірку;
посійте матеріал на поверхню косячка, починаючи від конденсаційної води, густими зигзагоподібними штрихами до кінця косячка;

Увага! Не можна петлю з посівним матеріалом вносити в конденсацій​ну воду! Після посіву вода спливе й змиє посів.
переведіть пробірку у вертикальне положення й зробіть бактеріологічною петлею укол у стовпчик через конденсаційну воду;
Увага! Бактеріологічна петля не повинна торкатися дна пробірки. Зу​пиніть її на відстані 1-2 мм (не більше) від дна, це забезпечить анаеробні умови у стовпчику.
виведіть бактеріологічну петлю з пробірки;
зафламбуйте отвір пробірки, закрийте пробірку пробкою, поставте пробірку в штатив;

зафламбуйте бактеріологічну петлю, поставте її в банку для інструментів.

Увага! В термостаті поряд з пробірками, в які зроблено посіви, необхідно поставити одну пробірку зі стерильним середовищем Ресселя. Вона вважається контрольною. На цьому середовищі не повинно бути росту мікроорганізмів, і середовище не повинно змінювати колір. При обліку результатів росту мікроорганізмів на середовищі Ресселя контрольну пробірку порівнюють з дослідними.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття  22,23.
Тема: Виготовлення спеціальних поживних середовищ. Вивчення ферментативних властивостей мікроорганізмів. 
Мета: Оволодіти методами проведення ідентифікації мікроорганізмів за ферментативними властивостями.

Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 2: Хімічний склад і фізіологія мікроорганізмів.
Тема 4: Поживні середовища. Культивування мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Здатність виробляти ферменти (ферментативна активність) у мікроорганізмів кодується генами та є їх постійною індивідуальною ознакою. За ферментативною активністю відрізняються не тільки окремі види мікробів, а й окремі варіанти одного виду. Вони називаються біоварами. Тому вивчення ферментативної активності мікроорганізмів є важливим етапом ідентифікації культури. Ферментативна активність мікробів багата й різноманітна, але в лабораторній практиці враховують не всі ферменти, що виробляють мікроби, а тільки ті, за якими можна диференціювати генетично близькі між собою види. Найчастіше вивчають ферменти, здатні розщеплювати вуглеводи (сахаролітичні), білки (протеолітичні), сечовину (уреазу), руйнувати еритроцити (гемолітичні), розщеплювати лецитин (лецитиназу), а також ферменти, що зумовлюють окисно-відновні властивості мікробів (дегідрази, каталазу, оксидазу).

Сахаролітичну активність виявляють на поживних середовищах, що містять певний вуглевод чи багатоатомний спирт (у мікробіологічній практиці вуглеводи й багатоатомні спирти об'єднують в одну групу). При цьому використовують моносахариди (глюкозу, манозу, арабінозу, рибозу, ксилозу, галактозу), дисахариди (лактозу, сахарозу, мальтозу), полісахариди (крохмаль, глікоген, інулін), багатоатомні спирти (маніт, сорбіт, гліцерин). Під впливом сахаролітичних ферментів моно- і дисахариди розщеплюються в основному до альдегідів і кислот; при глибшому розщепленні вуглеводів утворюються вода і гази (СО, н2, СН4).

Для виявлення кислот до поживних середовищ додають індикатор. Накопичення газу виявляють у напіврідкому середовищі за появою кульок газу в середовищі, розривом середовища, утворенням піни (мал. 25). Для визначення утворення газу в рідкому середовищі використовують поплавки, які вміщують у середовище догори дном і заповнюють середовищем. Якщо мікроби продукують газ, у поплавках з'являється повітряна кулька. Замість скляних поплавків у рідке середовище іноді вміщують кубики з поролону або кульки з вати. При стерилізації повітря з поролону й вати витісняється, і вони просочуються поживним середовищем, тому опускаються на дно. Якщо в цьому середовищі, засіяному мікроорганізмами, утворюється газ, він затримується в порах поролонових кубиків або ватних кульок, унаслідок чого вони спливають на поверхню середовища. Таким способом можна визначити, які вуглеводи розщеплює даний вид мікроорганізмів і глибину ферментативного процесу за наявністю в середовищі продуктів розщеплення вуглеводів: кислот чи газоподібних речовин. Цей принцип покладено в основу використання диференціально-діагностичних середовищ: Ресселя, Гісса, Ендо, ЕМС та ін.
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Мал. 25. Визначення сахаролітичних властивостей мікроорганізмів

1- відсутність сахаролітичних властивостей; 2- ферментація цукру до кислоти; 3- ферментація цукру до кислоти і газу.

На середовищі з крохмалем визначають здатність мікроорганізмів продукувати фермент, що супроводиться гідролізом крохмалю - при додаванні розчину Люголя до засіяного середовища реакція на крохмаль негативна (тобто під дією йоду середовище не синіє).

На середовищі з молоком визначають здатність мікроорганізмів продукувати фермент, здатний розщеплювати молочний цукор лактозу до кислоти або до кислоти і газу. При цьому молоко зсідається, утворюється казеїн (зсілий білок молока).

При посіві на середовища "строкатого" ряду Гісса дотримуйтеся таких правил. Перед посівом бактеріологічну петлю зафламбуйте, візьміть матеріал із середовища Ресселя, зробіть посів уколом у пробірки з цукрами. Бактеріологічну петлю після кожного посіву не фламбуйте (культура одна, середовища стерильні), брати повторно матеріал із середовища Ресселя перед кожним посівом обов'язково (матеріал залишається всередині середовища). Пробірку з посівом переставляйте на одне гніздо вперед (для орієнтації, які середовища засіяні). При посіві на МПБ матеріал розітріть на внутрішній сухій поверхні стінки пробірки біля середовища, нахиліть пробірку й змийте матеріал у середовище. Цієї вимоги треба дотримуватися обов'язково, особливо у випадку посіву в'язкої культури мікроорганізмів. Якщо бактеріологічну петлю із в'язкою культурою відразу внести в рідке поживне середовище, посів буде негативним, культура залишиться в бактеріологічній петлі. 

Протеолітичну активність мікроорганізмів визначають на середовищах, які містять желатин, молоко, сироватку крові, білок курячого яйця, шматочки вареного м'яса, пептон.

Для виявлення ферменту желатинази мікроби засівають уколом на поживне середовище м'ясо-пептонний желатин, інкубують за температури 22 °С або 37°С протягом 1-20 діб. Оскільки за температури 37°С желатин плавиться, то для виявлення результатів дослідні пробірки й контрольну (зі стерильним желатином) ставлять у холодильник. Після ущільнення желатину в контрольній пробірці, враховують результат у дослідних пробірках.

Якщо мікроби утворюють фермент желатиназу, желатин у дослідних пробірках залишається розрідженим. Характер розрідження желатину, спричинений різними мікробами, різний. Так, холерний вібріон спричинює розрідження желатину у вигляді лійки (суцільне розрідження), збудник сибірки - у вигляді перевернутої ялинки (розрідження шарами).

На середовищі з молоком мікроорганізми, які утворюють протеолітичні ферменти, пептонізують казеїн. Тому рідке молочне середовище стає напівпрозорим, має вигляд молочної сироватки. На щільному молочному середовищі навколо колонії утворюються прозорі зони.

На кров'яній сироватці, яка згорнулася, мікроорганізми, що продукують протеолітичні ферменти, розріджують поживне середовище й утворюють заглиблення навколо колоній або на поверхні середовища навколо посіву, зробленого уколом у стовпчик середовища.

Якщо в пробірку з МПБ помістити шматочки вареного білка курячого яйця чи м'яса, то протеолітично активні мікроби розщеплюють їх, шматочки зменшуються і перетворюються на крихти або повністю розчиняються.

Деякі протеолітично активні мікроби гідролізують білки до пептонів, потім пептони - до амінокислот, при глибшому розщепленні амінокислот утворюються індол, сірководень, аміак.

Аміак утворюється при дезамінуванні амінокислот, унаслідок чого реакція середовища стає основною. Гнилісні бактерії спричинюють декарбоксилування амінокислот, унаслідок чого утворюються вуглекислий газ і аміни. Індол утворюється при розщепленні амінокислоти триптофан. Для виявлення індолоутворення в пробірку із середовищем, в яке засіяна культура мікроорганізмів, що досліджується, вносять індикаторну паперову смужку, просочену розчином щавлевої кислоти або розчином її солі. Під дією індолу смужка паперу набуває блідо-рожевого кольору.

Сірководень є кінцевим продуктом розщеплення амінокислот, що містять у своєму складі сірку: цистину, цистеїну, метіоніну. Сірководень можна визначити за допомогою індикаторної паперової смужки, просоченої розчином свинцю ацетату. Під дією сірководню утворюється свинцю сульфід - речовина чорного кольору, унаслідок чого папірець також набуває чорного кольору.

Є й інші методи визначення індолу та сірководню.

Окисно-відновні властивості мікробів вивчають на поживних середовищах, що містять деякі барвники, здатні приєднувати водень (метиленовий синій, тіонін, індиго, кармін, лакмус, малахітовий зелений). Під впливом окисно-відновних ферментів забарвлені середовища знебарвлюються (редукують). Так, збудник черевного тифу редукує середовище з метиленовим синім і не змінює кольору середовища з лакмусом, ешерихії - навпаки.

Для визначення каталази (цей фермент виділяють аероби) на предметне скельце наносять культуру мікроорганізмів 24-го-динного росту, додають 1 - 2 краплі >10 % водню пероксиду й накривають накривним скельцем. Поява кульок газу вказує на розщеплення водню пероксиду під впливом каталази. Інколи використовують інший спосіб. На поверхню культури на скошеному агарі наливають 1-2мл 1% розчину водню пероксиду (культура повинна бути повністю вкрита шаром реактиву). Результат враховують за появою кульок газу.

Деякі бактерії (менінгококи, гонококи, бордетели коклюшу тощо) утворюють фермент оксидазу. Його виявляють за допомогою розчину фенілендіамінових сполук. Реактив наносять на папірець, а потім на краплю реактиву наносять культуру. Реактив можна наносити на колонію мікроорганізмів, що досліджуються. Безбарвний реактив фенілендіамінової сполуки під дією оксидази перетворюється на індолофенол - речовину синього кольору.

Іноді використовують простіший метод вивчення ферментативної властивості мікроорганізмів. Замість поживних середовищ використовують паперові диски, просочені певними реактивами (системи індикаторні паперові - СІП). Ці диски вміщують у пробірки з культурою, що досліджується. Інкубують у термостаті протягом 3 год. за температури 37°С. За зміною кольору дисків роблять висновок про розщеплення вуглеводів, білків, амінокислот, а також утворення окисно-відновних ферментів.

Гемолітичні властивості мікробів, тобто здатність руйнувати еритроцити, визначають на поживних середовищах з кров'ю. Розрізняють два види гемолізу: альфа- і бета-гемоліз. Якщо мікроорганізми спричинюють альфа-гемоліз, то на КА навколо колоній утворюється зелена зона (часто в такий самий колір забарвлюється й колонія) унаслідок перетворення гемоглобіну на метгемоглобін. У разі бета-гемолізу утворюється прозора зона навколо колонії, рідке кров'яне середовище також стає прозорим.

Лецитиназну активність - здатність руйнувати мембрани клітин визначають на середовищах із жовтком курячого яйця. Якщо мікроорганізми утворюють фермент лецитиназу, навколо колоній утворюється райдужний вінчик.

Фермент плазмокоагулазу вивчають на середовищі, що містить цитратну плазму крові. Через 2-3 год. культивування в термостаті за температури 37°С плазма згортається (не виливається з перевернутої пробірки) (мал. 26).
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Уреазну активність визначають на середовищах, що містять сечовину. Оскільки уреаза розщеплює сечовину до вуглекислого газу й аміаку (вуглекислий газ погано розчиняється у воді, а аміак - дуже добре), унаслідок цього середовище набуває основної реакції, на що вказує зміна кольору індикатора.

Мал. 26. Визначення ферменту плазмокоагулази.

Результати вивчення культури мікроорганізмів у лабораторії реєструються в "Робочому журналі мікробіологічних досліджень":
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Примітка. Ферментація вуглеводів позначається: літерою "к" - утворення кислоти; "кг" - утворення кислоти й газу; значком "+" - наявність індолу, сірководню, гемолізу, лецитинази; значком "-" - відсутність ознаки.
Методи прискореної біохімічної ідентифікації мікроорганізмів з використанням мікротест-систем

Для біохімічної ідентифікації мікроорганізмів у медичній практиці використовують мікротест-системи (АРІ, Міnіtеk, Еn-tегоtеst та ін.). Завдяки їм можна швидко провести діагностику, своєчасну ефективну терапію та профілактику захворювань, значно менше витратити поживних середовищ та інших реактивів.

Такі мікротест-системи використовують для ідентифікації ентеробактерій, стафілококів, стрептококів, коринебактерій дифтерії, вібріонів, шигел, сальмонел, лістерій, анаеробів.

Розроблено декілька видів мікросистем.

Краплинні мікрометоди прискореної біохімічної ідентифікації мікроорганізмів на щільних поживних середовищах у чашках Петрі. Суть їх полягає у використанні малих об'ємів щільного вуглеводного поживного середовища у вигляді обмежених за об'ємом крапель, посіву великої кількості мікробних клітин (8-10 млрд. на 1 мл середовища) і використанні найчутливіших індикаторів (розолової кислоти, індикатора Андреде, бромтимолового синього). Результати ферментативної активності враховують через 2-8 год.

Мікропробірочний метод ґрунтується на використанні мікропробірок або мікролунок полістиролових планшетів. У мікропробірки або мікролунки вносять по 0,02мл концентрованих середовищ для вивчення різних біохімічних тестів і засівають по 0,1мл суспензії 4-годинної культури (10-100 млн. мікробних клітин). Систему інкубують за температури 37°С, результати враховують через 4 год.

Капілярні методи ґрунтуються на тому самому принципі, що й мікропробірочні, але замість пробірок використовують капіляри, заповнені відповідними середовищами.

Електрофізичний метод ґрунтується на тому, що при розщепленні вуглеводів у рідкому поживному середовищі утворюються іони, які реєструються спеціальною електронною апаратурою через 45-60 хв.

У деяких тест-системах використовують паперові смужки або паперові диски, просочені певним субстратом (вуглеводом, амінокислотою тощо) та індикатором. Ці папірці опускають у пробірки із суспензією бактерій, яких ідентифікують. Результат ураховують за зміною кольору папірців (на наявність оксидази через 30сек., на наявність сахаролітичних, протеолітичних ферментів, уреази - через 4-24 год. або 40 год. залежно від родини або виду бактерій).

Розроблено методи використання вуглеводів у вигляді пігулок, полімерних тест-плівок, вуглеводно-паперових дисків (ВПД), системи індикаторних паперових дисків (СІП), просочених різними субстратами. Сутність цих методів полягає в тому, що паперові диски, пігулки чи полімерні плівки кладуть на поверхню щільного поживного середовища, засіяного культурою в чашках Петрі. У зоні дифузії субстрату біля диска чи пігулки компоненти середовища розщеплюються, унаслідок чого змінюється його колір і реєструється утворення газу.

Тест-система мультимікротестів (ММТ-Е1) являє собою полістироловий 96-луночний планшет. У лунках містяться 13 різних субстратно-індикаторних середовищ, стабілізованих полівініловим спиртом і стерилізованих ультрафіолетовими променями. Для ідентифікації виділеної культури ентеробактерій добову культуру вносять у відповідні лунки планшета. Тест-система розрахована на 60 аналізів.

Тест-система ММТ-Е2, на відміну від тест-системи ММТ-Е1, має комп'ютерну систему обліку результатів.

Виготовлення спеціальних поживних середовищ для культивування облігатних анаеробів

Середовище Кітта-Тароцці. Печінку тварин (великої рогатої худоби, курячу) ріжуть на шматочки масою 1-1,5г, заливають м'ясо-пептонним бульйоном, якого беруть утричі більше за масою, кип'ятять 30 хв. (при кип'ятінні бульйон випаровується, тому за 2-3хв. до кінця кип'ятіння дистильованою водою доводять його об'єм до початкового). Бульйон фільтрують, печінку промивають під проточною водою. У стерильні пробірки кладуть по 4-5 шматочків печінки й доливають по 7-10мл про​фільтрованого бульйону. Бульйон заливають вазеліновим маслом шаром 0,5-1 см. Стерилізують 30 хв. під тиском 0,5 атм.

Напіврідкий агар для трубок Віньяля-Вейона. До МПБ додають 0,5% глюкози й 0,5% агару. Розливають у пробірки по 5-7мл. Стерилізують за температури 100°С по 30хв. 3 доби підряд.

Виготовлення МПА та МПА для КА і для середовища Вільсона-Блера. МПА виготовляють згідно з інструкцією, указаною на етикетці. Для культивування анаеробів виготовляють 3% агар, до якого додають 1% глюкози. Середовище треба розлити у флакони по 100мл. Стерилізувати 3 доби по 30 хв. за температури 100°С.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти поживні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

4. Виділяти чисту культуру, проводити її ідентифікацію за морфологічними, тинкторіальними, ферментативними властивостями.

Вміти:

1. Виготовляти диференціально-діагностичні і спеціальні поживні середовища.

2. Вивчати ферментативну властивість мікроорганізмів.

Теоретичні питання:

1. Ферменти мікробів, які враховуються в разі їх ідентифікації.

2. Способи виявлення ферментативної активності мікробів.

3. Класифікація поживних середовищ за призначенням.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 
2. Перевірка чистоти культури мікроорганізмів.

3. Виготовлення поживних середовищ Гісса. 
4. Посів чистої культури мікроорганізмів на середовища "строкатий" ряд Гісса, МПБ і МПА, на середовищі Ресселя.

5. Визначення сахаролітичних властивостей мікроорганізмів на середовищах Ресселя, Гісса.
6. Визначення протеолітичних властивостей мікроорганізмів на середовищі МПБ. 

7. Визначення гемолітичних властивостей мікроорганізмів на середовищі КА та лецитиназної активності на середовищі ЖСА.
8. Виготовлення середовища Кітта-Тароцці, напіврідкого агару для трубок Віньяля-Вейона, МПА, МПА для КА та МПА для середовища Вільсона-Блера.
9. Оформлення протоколу.
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти вивчають способи виявлення ферментативної активності мікроорганізмів, знайомляться з методами прискореної біохімічної ідентифікації мікроорганізмів з використанням мікротест-систем.

Самостійна робота включає:

1. Перевірка чистоти культури мікроорганізмів.
2. Виготовлення диференціально-діагностичних поживних середовищ (Ресселя, Гісса).

3. Визначення сахаролітичних властивостей мікроорганізмів на середовищах.

4. Визначення протеолітичних властивостей мікроорганізмів.

5. Визначення гемолітичних властивостей мікроорганізмів.

6. Виготовлення спеціальних поживних середовищ для культивування облігатних анаеробів.

7. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. В лабораторії приготували середовище Ендо і розлили в чашки Петрі. Коли через 2 дні його повинні були використовувати для виділення кишкових бактерій, виявилось, що середовище має червоний колір. Яка найбільш вірогідна помилка була зроблена при приготуванні середовища?

a. Неправильно вибраний спосіб стерилізації

b. Надлишок індикатора

c. Надлишок лактози

d. При розливі у середовище потрапили бактерії з повітря

e. Не було перевірено рН середовища

2. При ідентифікації виділеної культури бактерій проводять її посів на середовища Гісса. Які властивості бактерій при цьому вивчають?

a. Протеолітичні.

b. Сахаролітичні.


c. Морфологічні.

d. Серологічні.


e. Патогенні.

3. Відомо, що до складу клітин бактерій входять різні ферменти. Які з перерахованих ферментів є ферментами агресії?

a. Гемолізини.

b. Пермеази.


c. Дегідрогенази.

d. Карбогідрази.


e. Лігази.

4. При ідентифікації виділеної культури бактерій проводять визначення індолу, сірководню і аміаку, що виділяється мікроорганізмами при рості в МПБ. Які властивості бактерій при цьому вивчають?

a. Протеолітичні.

b. Сахаролітичні.


c. Морфологічні.

d. Серологічні.


e. Патогенні.

5. Відомо, що для виділення чистої культури бактерій сімейства кишкових бактерій використовується диференціально-діагностичне середовище Ендо. Який вуглевод входить до складу цього середовища?

a. Глюкоза


b. Лактоза


c. Мальтоза

d. Маніт


e. Сахароза

6. Деякі види стрептококів здатні викликати β-гемоліз на кров’яному агарі. В середовищі навколо колоній виникає:

a. Зелена зона

b. Чорна зона

c. Райдужний віночок

d. Прозора зона

e. Середовище і колонії малинового кольору

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Перевірка чистоти культури":

Увага! При роботі з живою культурою дотримуйтеся правил техніки безпеки!
підготуйте предметне скельце (знежирте, підпишіть, зафламбуйте);
нанесіть краплю фізіологічного розчину;

візьміть бактеріологічною петлею матеріал з поверхні середовища Ресселя;

Увага! Бактеріологічну петлю проведіть по поверхні поживного середо​вища від конденсаційної води до вершини скошеної поверхні. Чистота культури перевіряється на всій поверхні середовища.
виготуйте мазок;
зафіксуйте його фізичним способом; проведіть фарбування препарату за Грамом; розгляньте препарат під мікроскопом;

Увага! Чиста культура має однорідну форму клітин (коки чи палички), однакове забарвлення (гр+ чи гр-)!
помістіть препарат у дезінфекційний розчин; переведіть мікроскоп у неробоче положення.
Алгоритм "Посів чистої культури мікроорганізмів на середовища "строкатий" ряд Гісса, МПБ і МПА":

візьміть штатив, поставте у його перше гніздо пробірку із засіяним середовищем Ресселя;
залиште одне гніздо вільним, поставте в ряд зліва направо пробірки з цукрами Гісса, пробірки з МПБ і МПА;

зазначте назву середовищ на пробірках з цукрами: лактоза, глюкоза, маніт, мальтоза, сахароза, а також на пробірках з МПБ і МПА (номер аналізу зазначений на середовищі Ресселя);

проведіть посів культури із середовища Ресселя на всі середовища ряду Гісса;

помістіть в пробірку з МПБ індикаторні папірці для визначення індолу й сірководню, затисніть їх пробкою;

Увага! Папірці не повинні доторкатися до середовища.
згрупуйте пробірки з посівами в декілька великих штативів;
поставте в штатив контрольний ряд Гісса;

поставте штативи в термостат для культивування мікроорганізмів.

Алгоритм "Визначення сахаролітичних властивостей мікроорганізмів на середовищі Ресселя":

порівняйте за кольором контрольну пробірку із середовищем Ресселя і дослідну;
зверніть увагу на зміну кольору середовища в дослідній пробірці, зробіть висновок про те, який вуглевод розчеплює культура мікроорганізмів і до яких продуктів;

Увага! До складу середовища Ресселя входять два вуглеводи: лактоза - 1 % і глюкоза - 0,1 %. Колір середовища залежить від кольору індикатора. Якщо колір середовища змінюється тільки в стовпчику, то виходить, що культура розщеплює тільки глюкозу (ферментація в анаеробних умовах) до кислоти. У скошеній частині середовища глюкоза окислюється в аеробних умовах до кінцевих продуктів - води й вуглекислого газу, що не впливає на зміну кольору середовища (глюкози в середовищі міститься невелика кількість).
Якщо культура розщеплює лактозу, то колір середовища змінюється і в стовпчику, і в скошеній частині середовища. Лактози в середовищі міститься багато, вона дисахарид, і розщеплюється повільніше, тому і в аеробних умовах утворюється достатня кількість проміжних продуктів (кислоти), що змінює колір індикатора.

зверніть увагу на наявність розриву середовища або кульок газу.
Увага! Якщо врахування результатів проводять не через добу, а пізніше, то внаслідок того, що мікроби споживають пептон середовища (продукт неповного гідролізу білка), виділяється аміак - кінцевий продукт гідролізу амінокислот. Аміак створює лужне середовище й може нейтралізувати кислоту, що утворилася внаслідок розщеплення вуглеводів. Запізнення з визначенням ферментивної активності може призвести до хибних результатів дослідження.
Алгоритм "Визначення сахаролітичних властивостей мікроорганізмів на середовищах Гісса":
порівняйте за кольором контрольні й дослідні пробірки із середовищами Гісса;
зверніть увагу, в якій пробірці змінився колір середовища; зробіть висновок про те, які вуглеводи розщеплює культура мікроорганізмів;

Увага! Мікроби неоднаково реагують на різні вуглеводи (одні - розщеплюють, інші - не розщеплюють), через те ці середовища мають різний колір. Звідси його назва - "строкатий", або "кольоровий", ряд Гісса. Зверніть увагу на наявність кульок газу.
Середовища Ресселя і Гісса належать до напіврідких, тому якщо результати враховувати не через добу, а пізніше, то газ може втратитися, що призведе до хибного результату.

Примітка. У напіврідких середовищах Гісса визначають також рухливість мікроорганізмів. Нерухливі форми мікробів ростуть тільки вздовж уколу, який має циліндричну або конусоподібну форму, середовище залишається прозорим. Рухливі мікроби спричинюють рівномірне помутніння всього середовища.
Алгоритм "Підготовка відпрацьованого матеріалу до знезараження":

витріть написи на пробірках і чашках Петрі; 

поставте пробірки в штативи, 

поставте штативи в металеві ящики;

поставте чашки Петрі в металеві ящики дном донизу; 

поставте ящики з відпрацьованим матеріалом у робочу камеру автоклава;

укажіть умови його знезараження.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 24,25.
Тема: Методи культивування облігатних анаеробів. 
Мета: Оволодіння методами культивування облігатних анаеробів. 
Модуль1: Загальна мікробіологія. Морфофізіологія мікроорганізмів. Вплив факторів навколишнього середовища. Культивування мікроорганізмів.
Змістовий модуль 2: Вплив чинників навколишнього середовища на мікроорганізми. Культивування мікроорганізмів.
Тема 2: Хімічний склад і фізіологія мікроорганізмів.
Тема 4: Поживні середовища. Культивування мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Особливість облігатних анаеробів полягає в тому, що вони можуть існувати й розмножуватися за умов майже повної відсутності кисню (хоч серед них також є більше і менше чутливі до кисню). Для їх культивування необхідно створити умови, за яких молекулярний кисень видаляється з поживного середовища й навколишнього простору, де перебуває культура облігатних анаеробів.

Залежно від способу видалення кисню розрізняють такі методи культивування облігатних анаеробів: фізичний, хімічний і біологічний.

Фізичний метод ґрунтується на механічному видаленні або запобіганні потраплянню кисню в поживне середовище або в навколишній простір.

Вирощування в анаеростаті. Анаеростати бувають стаціонарні й портативні (мал. 27). Анаеростат являє собою товстостінний металевий апарат прямокутної або циліндричної форми з дверцятами або кришкою, які герметично закриваються. Атмосферний тиск у робочій камері апарата вимірюється вакуумметром, шкала якого розрахована від "0" (що означає нормальний атмосферний тиск - 1атм.) до "-1" (що означає повний вакуум). Повітря видаляють через кран, який потім щільно закривається. Посуд з посівом (найчастіше - чашки Петрі) вміщують у робочу камеру апарата, апарат щільно закривають, повітря з камери видаляють за допомогою вакуум-насоса. 
Мал. 27. Анаеростат

Культивують мікроорганізми у вакуумі або в атмосфері газу, що не містить кисню. В останньому випадку в робочу камеру анаеростата по​дають азот або суміш азоту й вуглекислого газу, водень, пропан з бутаном. Стаціонарний анаеростат підключають до електромережі, а портативний - ставлять у термостат. Анаероби ростуть повільно, тому анаеростат відкривають через 4-5 діб.
Метод Віньяля-Вейона. У пробірку з розплавленим й охолодженим до 43-45°С напіврідким агаром піпеткою вносять матеріал, що досліджується, і добре перемішують. Потім агаром з посівом заповнюють стерильну пастерівську піпетку, яка з одного кінця щільно закрита ватною пробкою. Піпетку заповнюють до кінця, не допускаючи потрапляння повітря. Нижній кінець піпетки запаюють у полум'ї спиртівки. Засіяні піпетки вміщують у велику пробірку, на дні якої знаходиться вата, або загортають у щільний папір і кладуть у термостат. Колонії мікроорганізмів добре видно через скло. Вони мають вигляд двовипуклої лінзи або жмутика вати. Після культивування роблять надріз піпетки терпугом поряд з колонією, ламають піпетку, зафламбованою петлею відбирають колонію й пересівають її на стерильне поживне середовище для виділення чистої культури анаеробів.

Культивування у високому стовпчику агару. Щільне середовище (наприклад Вільсона-Блера) наливають у велику хімічну пробірку висотою 2/3 пробірки. Перед посівом його розплавляють і охолоджують до температури 43-45°С. Швидко роблять посів піпеткою, добре перемішують (прокручують пробірку між долонями рук) і ставлять у банку з холодною водою, щоб не відбулося насичення середовища киснем з повітря. Після ущільнення агару пробірки вміщують у термостат для культивування мік​роорганізмів. Анаероби ростуть у нижній частині середовища.

Цей посів можна виконувати іншим способом. Посівний матеріал вносять у порожню стерильну пробірку, потім у цю пробірку наливають з флакона розплавлене й охолоджене до 43-45°С щільне поживне середовище, швидко перемішують і ставлять у холодну воду, а потім - у термостат.

Застосування поживного середовища Вільсона-Блера для культивування облігатних анаеробів ґрунтується на тому, що воно має щільну консистенцію, наливається високим стовпчиком, містить у собі глюкозу (редукуючу речовину). Крім того, воно містить натрію сульфіт і заліза хлорид (II). Під впливом анаеробів натрію сульфіт відновлюється до натрію сульфіду, який при взаємодії із заліза хлоридом (II) утворює сульфід заліза - речовину чорного кольору. Тому анаероби в середовищі Вільсона-Блера утворюють колонії чорного кольору.

Метод Перетца. Посівний матеріал наносять бактеріологічною петлею чи пастерівською піпеткою на середовище МПА в чашку Петрі, рівномірно розсівають шпателем. На поверхню посіву кладуть зафламбоване стерильне предметне скельце так, щоб під скельцем не залишилося кульок повітря. Чашки Петрі ставлять у термостат донизу дном. Анаероби виростають під склом, поруч зі скельцем ростуть аероби. Ураховують ті колонії, які ростуть під скельцем на відстані не ближчій як 0,5 см від краю скельця.

При культивуванні облігатних анаеробів на рідких поживних середовищах спочатку їх регенерують (кип'ятять середовища на водяній бані 20-30 хв. для видалення повітря). Потім середовище різко охолоджують і роблять посів. (Регенеровані середовища мають бути використані протягом 20-30 хв., в іншому разі їх повторно регенерують). Після посіву середовище заливають стерильним вазеліновим маслом шаром 1-1,5см. Іноді рідкі поживні середовища заливають вазеліновим маслом відразу після приготування перед стерилізацією. У такому разі посівний матеріал вносять піпеткою, яку опускають нижче від шару масла, а пробірку злегка нахиляють. До таких поживних середовищ належить середовище Кітта-Тароцци. На ньому анаероби утворюють дифузний ріст, унаслідок чого воно мутніє.

Хімічний метод ґрунтується на видаленні кисню хімічними речовинами. Для поглинання кисню з навколишнього середовища використовують метод Аристовського. На дно ексикатора кладуть хімічні речовини, які легко поглинають кисень з повітря (натрію гідросульфіт або багатоатомний фенол - піргалол). У розширену частину ексикатора вміщують чашки Петрі з посівами й щільно закривають кришкою. Ексикатор ставлять у термостат.

Для поглинання кисню з поживного середовища до нього додають редукційні речовини: глюкозу, тіогліколеву кислоту, аскорбінову кислоту, натрію гідрокарбонат, натрію гідросульфіт, натрію форміат та інші, а також шматочки варених паренхіматозних органів тварин (печінки, серця), для адсорбції кисню використовують кульки вати, пемзу.

Біологічний метод ґрунтується на культивуванні анаеробів і аеробів в одному середовищі. До нього належить метод Фортнера. Поживне середовище МПА з кров'ю (агар Цейсслера) наливають у чашку Петрі. Зафламбованим скальпелем вирізують по діаметру чашки смужку агару завширшки 1-1,5см і виймають її з чашки. На одну половину середовища засівають аероби (кишкову паличку), на другу - матеріал, що досліджується. Чашку закривають і заклеюють клейкою стрічкою, лейкопластирем або пластиліном. Чашки ставлять у термостат догори дном. Аероби ростуть швидко й поглинають кисень, таким чином створюючи умови для росту анаеробів. На КА визначають гемолітичні властивості анаеробів.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти поживні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

4. Виділяти чисту культуру, проводити її ідентифікацію за культуральними властивостями.

Вміти:

1. Виготовляти поживні середовища.

2. Підготовляти поживні середовища до посіву.

3. Проводити посів піпеткою, шпателем, бактеріологічною петлею.

Теоретичні питання:

1. Методи культивування облігатних анаеробів.
2. Особливості складу, виготовлення та підготовки до посіву поживних середовищ для облігатних анаеробів.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення поживних середовищ для культивування облігатних анаеробів (Вільсона - Блера, КА Цейсслера), підготовка їх до посіву.
3.  Проведення посіву суспензії ґрунту з метою виділення облігатних анаеробів: за методом Віньяля-Вейона, Перетца.
4.  Проведення посіву суспензії ґрунту з метою виділення облігатних анаеробів: на середовище Кітта-Тароцци, Вільсона – Блера.
5. Проведення обліку результатів культивування облігатних анаеробів. Визначення культуральних властивостей облігатних анаеробів на різних середовищах.
6. Оформлення протоколу.
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3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти вивчають методи культивування облігатних анаеробів, знайомляться з будовою й принципами роботи анаеростата.
Самостійна робота включає:

1. Виготовлення поживних середовищ для культивування облігатних анаеробів (Вільсона - Блера, КА Цейсслера), підготовка їх до посіву.
2.  Проведення посіву суспензії ґрунту з метою виділення облігатних анаеробів: за методом Віньяля-Вейона, Перетца.
3.  Проведення посіву суспензії ґрунту з метою виділення облігатних анаеробів: на середовище Кітта-Тароцци, Вільсона – Блера.
4. Проведення обліку результатів культивування облігатних анаеробів. Визначення культуральних властивостей облігатних анаеробів на різних середовищах.
5. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Відомо, що для культивування анаеробів в лабораторіях застосовують спеціальні апарати, в яких повітря замінюється сумішшю газів, що не містить кисню. Як називається цей апарат?

a. Ексикатор

b. Анаеростат

c. Термостат

d. Апарат Кротова


e. Апарат Коха


2. Всі бактерії за типом дихання ділять на облігатні аероби, мікроаерофіли, облігатні анаероби, факультативні анаероби. Які з перерахованих мікроорганізмів відносяться до аеробів?

a. Лептоспіри;

b. Хламідії;


c. Мікобактерії;

d. Ешерихії;


e. Сальмонели.

3. Для культивування анаеробів використовуються спеціальні живильні середовища. Яке середовище можна використовувати для контролю стерильності перев'язувального матеріалу?

a. Кітта-Тароцци;

b. Борде-Жангу;

c. Вільсона-Блера;

d. Агар Цейсслера;

e. Плоскірєва.

4. Всі бактерії по типу дихання ділять на облігатні аероби, мікроаерофіли, облігатні анаероби, факультативні анаероби. Які з перерахованих мікроорганізмів відносяться до облігатних анаеробів?

a. Лептоспіри;

b. Хламідії;


c. Мікобактерії;

d. Ешерихії;


e. Клостридії.

5. На середовищі Кітта-Тароцци за наявності анаеробів відбуваються зміни:

a. Утворення чорних колоній

b. Утворення малинових колоній

c. Утворення безбарвних колоній

d. Розрив середовища

e. Дифузне помутніння

6. Для перевірки стерильності середовище Вільсон-Блера лаборант залишила в термостаті. Через добу в середовищі утворилися чорні колоні. Це свідчить про наявність:

a. Ешерихій

b. Стафілококу

c. Менінгококу

d. Клостридій

e. Вібріонів

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Виготовлення поживного середовища Вільсона-Блера":

Увага! Поставте на водяну баню 3 флакони з цукровим МПА для роз-плавлення. Ураховуючи те, що агар плавиться дуже повільно, на початку за​няття треба поставити на водяну баню флакони з агаром для розливання в чашки Петрі (МПА), виготовлення КА і середовища Вільсона-Блера. Рівень води у водяній бані повинен бути на 2-3 см вищим за рівень агару у флаконах. Поставити флакони слід у холодну воду водяної бані, поступово довести воду до кипіння, кип'ятити протягом 1 год. до повного розплавлення агару.

додайте у флакон з розплавленим і охолодженим МПА, що містить 1% глюкози на кожні 100мл МПА 10мл 20% розчину натрію сульфіту і 1мл 8% розчину заліза хлориду (II), добре перемішайте середовище;

розлийте середовище в стерильні пробірки по 7-8мл;

поставте пробірки в гарячу воду за температури 60-70°С.

Увага! Температуру води контролюйте термометром. Для цього в порожню пробірку налийте воду до такого рівня, до якого налите середовище. Опустіть у воду термометр, пробірку поставте у водяну баню. Рівень води у водяній бані повинен бути на 1-2 см вищим за рівень середовища.

Алгоритм "Виготовлення молока за Тукаєвим ": 

Приготувати 1% пептонну воду згідно з інструкцією.

До пептонної води прибавити 5-6% знежиреного молока.

Середовище стерилізувати дрібно за 100ºС 3 дні підряд по 30 хвилин.

Алгоритм "Виготовлення поживного середовища КА Цейсслера":

перевірте ступінь охолодження розплавленого агару (притуліть флакон до нижньої щелепи - повинно бути відчуття приємного тепла);
додайте стерильною піпеткою в асептичних умовах 20% дефібринованої крові барана або коня;

Увага! Додавати кров слід при постійному збовтуванні флакона із сере​довищем, інакше розплавлений агар перетвориться на грудочки!

розлийте середовище в стерильні чашки Петрі;
накрийте чашки Петрі стерильними паперовими серветками, залишіть середовище для охолодження;

зніміть паперові серветки, закрийте чашки Петрі кришками, поставте їх догори дном.

Алгоритм "Проведення посіву суспензії ґрунту за методом Віньяля-Вейона":

внесіть піпеткою 0,5 мл посівного матеріалу в пробірку з розплавленим і охолодженим до 45°С напіврідким агаром, добре перемішайте;
Увага! При посіві піпетки з посівним матеріалом занурюють у розплавлений агар на 0,5-1 см.
заповніть стерильні пастерівські піпетки агаром з посівним матеріалом до кінця (кульки повітря не повинні залишатися в піпетці);
запаяйте тонкий кінець піпетки в полум'ї спиртівки, відтягнувши його пінцетом;

напишіть на піпетці номер аналізу;

складіть усі засіяні піпетки на щільний аркуш паперу, загорніть їх (як бандероль), закріпіть кінці паперу гумовими кільцями;

напишіть на папері назву культури, дату посіву; покладіть трубки Віньяля-Вейона в термостат.

Алгоритм "Проведення посіву матеріалу на середовище Кітта-Тароцци":

вийміть з водяної бані пробірки з середовищем Кітта-Тароцци, дайте охолонути до температури 43-45°С;
напишіть на пробірці номер аналізу, назву середовища, назву культури, дату посіву;

візьміть піпеткою посівний матеріал;

візьміть у ліву руку підписану пробірку із середовищем Кітта-Тароцци, нахиліть її злегка вправо, зніміть мізинцем правої руки пробку, зафламбуйте отвір пробірки;

опустіть піпетку з посівним матеріалом нижче від шару вазелінового масла, внесіть 0,5мл посівного матеріалу;

вийміть піпетку з пробірки, зафламбуйте отвір пробірки, закрийте пробірку пробкою;

поставте пробірку в банку з холодною водою.

Алгоритм "Проведення посіву у високий стовпчик агару":

вийміть з водяної бані пробірки із середовищем Вільсона-Блера, дайте охолонути до температури 43-45°С;
напишіть на пробірці номер аналізу, назву середовища, назву культури, дату посіву;

візьміть піпеткою посівний матеріал;

внесіть у середовище 0,5мл посівного матеріалу.

Увага! При посіві піпетку з посівним матеріалом потрібно опускати в середовище!
перемішайте вміст пробірки (прокрутіть пробірку між долонями);

поставте пробірку в банку з холодною водою.

Алгоритм "Проведення посіву за методом Перетца": 

підпишіть чашку Петрі з МПА;

нанесіть на поверхню середовища піпеткою або бактеріологічною петлею 1 краплю посівного матеріалу;

візьміть у праву руку шпатель (тримайте його як олівець), зніміть з нього папірець, швидко зафламбуйте шпатель;

покладіть його на нанесену краплю посівного матеріалу на поверхні поживного середовища;

зробіть посів шпателем (робіть шпателем колові рухи правою рукою, прокручуйте чашку лівою рукою).

Увага! При такому методі посіву отримують рясний ріст мікроорганізмів по всій поверхні поживного середовища. Такий посів називається суцільним, або посів газоном.
закрийте чашку, поставте її дном донизу; опустіть шпатель у дезінфекційний розчин; візьміть пінцетом стерильне предметне скельце, зафламбуйте його;
відкрийте лівою рукою чашку Петрі, покладіть стерильне предметне скло на засіяну поверхню середовища.

Увага! Стежте за тим, щоб під скельцем не залишилося кульок повітря!

Закрийте чашку, залиште її в положенні дном донизу.
Алгоритм "Проведення посіву за методом Фортнера": 

підпишіть чашку з КА;
виріжте стерильним зафламбованим скальпелем по діаметру чашки смужку агару шириною 1см, перекладіть цю смужку в порожню чашку Петрі;

зробіть посів бактеріологічною петлею на одну половину середовища культури Е. coli, на другу половину - посівного матеріалу;

закрийте чашку, поставте її дном догори;

заліпіть щілину між дном і кришкою чашки Петрі липкою стрічкою, лейкопластирем або пластиліном.

Увага! Якщо ви працюєте з пластиліном, то зробіть з нього валик діа​метром 0,8-0,9см, довжиною, що дорівнює довжині кола кришки чашки, за​ліпіть ним щілину між дном і кришкою чашки Петрі.
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Концентрація робочих розчинів, %�
Об'єм основного 10 % розчину для виготовлення 10 л робочого розчину, мл�
Примітка�
�
0,2�
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Відсоток робочого розчину 


визначають за ваговою масою 


хлорного вапна, взятого


для виготовлення основного


насиченого розчину�
�
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Таблиця 2. Схема виготовлення робочих розчинів хлорного вапна
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