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МОДУЛЬ I МОРФОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Занятие 1.1
ТЕМА: МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ МОРФОЛОГИИ МИКРООРГАНИЗМОВ
ЦЕЛЬ: 

1. Ознакомиться с методами изучения морфологии микроорганизмов.

2.Овладеть методами приготовления микропрепаратов и техникой иммерсионной микроскопии.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ: 

1. Медицинская микробиология. Её значение в практической деятельности врача. Задачи предмета.

2. Оптическая микроскопия. Полезное увеличение. Разрешающая способность микроскопа.

3. Принципы иммерсионной, фазово-контрастной, флуоресцентной, электронной микроскопии.

4. Назначение и типы микропрепаратов из микроорганизмов: нативные, окрашенные (позитивно, негативно).

5. Зависимость границ человеческого познания от уровня научно-технического прогресса. Становление микробиологии как науки.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1.Техника микроскопии:

а) ознакомиться с техникой фазово-контрастной и люминесцентной (флуоресцентной) микроскопии (Работа 1);

б) овладеть техникой микроскопии в иммерсионной системе (Работа 2);

в) обсудить схему и принципы действия иммерсионного и электронного микроскопов.

2.Методика изготовления окрашенных и неокрашенных микропрепаратов (Работа 2):

а) приготовить из агаровой культуры препарат и окрасить метиленовым синим или фуксином;

б) приготовить из взвеси дрожжей препарат и окрасить негативным методом.

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Ознакомиться с различными методами микроскопии.

МЕТОДИКА
Рассмотреть демонстрационный препарат: «раздавленная» капля из дрожжей,- при иммерсионной и фазово-контрастной микроскопии. Рассмотреть окрашенный флюорохромом препарат из дрожжей под люминесцентным микроскопом. Необходимо обратить внимание на качество изображения объектов. Сравнить способы микроскопии.

Протокол исследования:

	Исследуемый материал

(материал для приготовления мазка)
	Микроскопический метод исследования

	
	Иммерсионная микроскопия

(рис.)
	Фазово-контрастная микроскопия

(рис.)
	Флуоресцентная микроскопия

(рис.)

	
	
	
	



Вывод: (ответить на вопросы: 1. Какие преимущества имеет метод флуоресцентной микроскопии? 2. Какой принцип лежит в основе фазово-контрастной микроскопии? Какие преимущества имеет метод иммерсионной микроскопии?)
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Работа 2
ЦЕЛЬ: Овладеть методом приготовления простой окраски мазков и иммерсионной микроскопии микропрепаратов из чистой культуры бактерий.

МЕТОДИКА.
I. Приготовление препарата из агаровой культуры 

Для приготовления мазка необходимо взять чистое обезжиренное стекло. На предметном стекле обозначают стеклографом место нанесения материала. На обратную сторону стекла от обозначенного места наносят петлей каплю физиологического раствора. В левую руку берут пробирку с агаровой культурой, а в правую – петлю за петледержатель. Петлю обжигают на пламени горелки. Пробку прижимают к ладони 4 и 5 пальцами и медленными вращающими движениями извлекают из пробирки. Край пробирки обжигают. Петлю вводят в пробирку и остужают о стенки. Скользящим движением петлей берут материал и осторожно, не задевая о стенки, извлекают. Пробирку снова обжигают и закрывают пробкой. 

В каплю физиологического раствора вносят исследуемую культуру и смешивают петлей до образования слегка мутноватой взвеси. Полученную взвесь равномерно распределяют на поверхности стекла, чтобы диаметр мазка был 1 – 1,5 см. Препарат высушивают на воздухе и фиксируют, для этого проводят стекло над пламенем горелки три раза, при этом мазок должен быть сверху. Препарат окрашивают фуксином (1-2 мин) или метиленовой синькой (3-5 мин). 

Для окраски негативным способом на стекло наносят каплю взвеси дрожжей в физиологическом растворе и смешивают с каплей туши. Препарат высушивают. 

Окрашенные препараты рассматривают под микроскопом с использованием масляной иммерсии.

Подготовка микроскопа для работы: поднять конденсор до уровня предметного столика, полностью открыть диафрагму, поставить плоское (при естественном освещении) или вогнутое (при искусственном освещении) зеркало. Осветить поле зрения под контролем объектива х 8. 

Нанести на препарат каплю масла, положить препарат на столик микроскопа и закрепить зажимами. Установить иммерсионный объектив. Под контролем зрения (смотреть на объектив сбоку!) медленно опустить объектив макровинтом до погружения в масло. Затем, глядя в окуляр, медленно поднимать объектив до появления объекта. Провести окончательную фокусировку препарата микрометрическим винтом, медленно вращая его только в пределах одного оборота.

Протокол исследования:

	Позитивный метод окраски
	Негативный метод окраски тушью (рис.)

	Фуксином (рис.)
	Метиленовым синим (рис.)
	

	
	
	


Обозначения к рисункам: 

1. Название микроорганизма.

2. Фон (окрашен/не окрашен)

Вывод: (ответ на вопросы: 1. Какие красители наиболее часто используются для позитивной окраски микроорганизмов? 2. В чем преимущества негативной окраски микроорганизмов? 3. Почему в микробиологических исследованиях используется метод иммерсионной микроскопии (преимущества метода)?)
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Письменные задания

для самостоятельной работы во внеучебное время

Заполнить таблицу по микроскопическим методам исследования.

Методы микроскопии
	Вид микроскопии
	Принцип
	Разрешающая способность
	Применение

	Иммерсионная
	
	
	

	Темнопольная
	
	
	

	Фазово-контрастная
	
	
	

	Люминесцентная (флуоресцентная)
	
	
	

	Электронная
	
	
	


Занятие 2

ТЕМА: СТРОЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ
ЦЕЛЬ: 

1. Изучить строение бактериальной клетки.

2. Освоить сложные методы окраски бактерий по Граму 
ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Строение бактериальной клетки как результат эволюционной адаптации микроорганизмов:

- клеточная стенка грамположительных и грамотрицательных бактерий: роль, методы обнаружения;

- капсула: роль, методы обнаружения;  

- спора: роль, методы обнаружения; 

- жгутики: роль, методы обнаружения; 

- внутрибактериальные включения: роль, методы обнаружения.

2. Понятие о сложных методах окраски бактерий и их назначение. Механизм окраски по Граму.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ 

1. Сложные методы окраски. Метод Грама. Окрасить по методу Грама препарат из смеси грамположительных и грамотрицательных бактерий (Работа 1). 

2. Строение бактериальной клетки (Работа 2): 

а) жгутики: 

- рассмотреть препарат из бактерий со жгутиками, окрашенный по Грею; 

- обнаружить движение бактерий при темнопольной микроскопии в препарате «раздавленная капля»; 

б) капсула: 

- рассмотреть препарат из бактерий (клебсиелла с капсулой), окрашенный по Бурри-Гинсу;

в) оболочка: 

- рассмотреть препарат из плазмолизированных дрожжей, окрашенный по Бурри-Гинсу; 

г) внутриклеточные включения:

- рассмотреть препарат из дифтерийных палочек с зернами волютина, окрашенный метиленовой синькой; 

д) споры бактерий: 

- рассмотреть препарат из палочек со спорами, окрашенный по Граму. 

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Освоить метод окраски по Граму.

МЕТОДИКА
Готовят препарат из смеси грамположительных кокков и грамотрицательных палочек. Окрашивают по методу Грама.

1. На фиксированный мазок наносят карболово-спиртовой раствор генцианового фиолетового через полоску фильтровальной бумаги. Через 1-2 мин её снимают, а краситель сливают.

2. Наносят раствор Люголя на 1 мин.

3. Обесцвечивают препарат этиловым спиртом в течение 30- 60 сек. до прекращения отхождения фиолетовых струек красителя.

4. Промывают препарат водой.

5. Докрашивают мазок водным раствором фуксина в течение 1-2 мин, промывают водой и высушивают.

Рассматривают окрашенный препарат под микроскопом с масляной иммерсией. Необходимо обратить внимание на цвет, в который окрашены кокки и палочки. 

Протокол исследования:

	Исследуемый материал
	Ингредиенты окраски по Граму и время их действия
	Назначение основных ингредиентов
	Результат (рисунок с обозначениями)

	
	
	
	


Вывод: (ответ на вопрос: каков механизм окраски по Граму?)
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2

ЦЕЛЬ: Изучить компоненты бактериальной клетки.

МЕТОДИКА
Рассмотреть демонстрационные препараты под световым микроскопом с масляной иммерсией:

1) Плазмолиз дрожжей, окраска по Бурри-Гинсу;

2) Палочка со спорой, окраска по Граму;

3) Палочка со жгутиками, импрегнация серебром

4) Палочка с капсулой в органе, окраска фуксином

5) Дифтерийная палочка с зернами волютина, окраска метиленовым синим.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ: 

	Компонент

бактериальной клетки
	Исследуемый материал
	Метод обнаружения, окраска
	Результат (рисунок с обозначениями)

	Клеточная стенка
	
	
	

	Капсула
	
	
	

	Споры
	
	
	

	Жгутики
	
	
	

	Внутриклеточные

включения
	
	
	


Вывод: (ответы на вопросы: 1. Какое функциональное значение имеют изученные компоненты бактериальной клетки? 2. Какие два рода клинически значимых спорообразующих микроорганизмов Вы знаете? Чем они отличаются друг от друга по морфологическим свойствам?)
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Занятие 3
ТЕМА: «СРАВНИТЕЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ»
ЦЕЛЬ: 
1. Освоить сложный метод окраски бактерий по Цилю-Нильсену. 

2. Изучить сравнительную морфологию групп микроорганизмов: бактерий, спирохет, риккетсий, вирусов. 

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Основные группы микроорганизмов и их взаиморасположение в природе. 

2. Связь формы и содержания, морфологии и функции на примере морфологии отдельных групп микроорганизмов.

3. Сравнительная морфология простейших, грибов, бактерий (разных таксонов), спирохет, риккетсий, микоплазм, хламидий, вирусов. 

Механизм окраски по Цилю-Нильсену.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ:

1. Сложные методы окраски. Метод Циля-Нильсена. 

а) Окрасить по методу Циля-Нильсена готовый препарат из кислотоустойчивых и некислотоустойчивых бактерий (Работа 1).   

б) Рассмотреть препарат из палочек со спорами, окрашенный по Цилю-Нильсену.
2. Морфология микроорганизмов (Работа 2): 

а) определить в готовых препаратах кокковидные, палочковидные и извитые формы бактерий; 

б) рассмотреть спирохеты в темнопольном микроскопе;

в) рассмотреть риккетсии в препарате из чистой культуры;

г) рассмотреть вирионы в препарате, обработанном по методу Морозова.

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1
ЦЕЛЬ: Овладеть методом окраски по Цилю-Нильсену.

МЕТОДИКА
Окрашивают готовый препарат из смеси кислотоустойчивых и некислотоустойчивых бактерий по Цилю – Нильсену. 

Окраска по Цилю – Нильсену:

1. На фиксированный мазок наносят карболовый раствор фуксина через полоску фильтровальной бумаги и подогревают до появления паров в течение 3-5 мин.

2. Снимают бумагу, промывают мазок водой.

3. На мазок наносят 5% раствор серной кислоты или 3% раствор солянокислого спирта на 1-2 мин для обесцвечивания.

4. Промывают водой.

5. Докрашивают мазок водным раствором метиленового синего в течение 3-5 мин.

6. Промывают водой, высушивают и микроскопируют.

	Исследуемый материал
	Ингредиенты окраски по Цилю-Нильсену
	Назначение основных ингредиентов
	Результат

(рисунок с обозначениями)

	
	
	
	


Вывод: (ответы на вопросы: 1. Каков механизм окраски по Цилю-Нильсену? 2. В диагностике каких заболеваний используется микроскопический метод с применением окраски по Цилю-Нильсену?)
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2
ЦЕЛЬ: Изучить морфологию основных групп микроорганизмов: бактерий, спирохет, риккетсий, вирусов.

МЕТОДИКА
Рассмотреть демонстрационные микропрепараты под световым микроскопом с масляной иммерсией. Препараты стафилококка, стрептококка, кишечной палочки, стрептобацилл, холерного вибриона, риккетсий Провачека окрашены по Граму. Препарат лептоспир окрашен негативным способом. Вирус оспы – по Морозову. 
Протокол исследования:

	Микроорганизмы
	Рисунок
	Метод окраски

	Бактерии
	Стафилококки
	
	

	
	Кишечные палочки
	
	

	Спирохеты
	Трепонемы
	
	

	Риккетсии
	Риккетсии

Провачека
	
	

	Вирусы
	Вирус 
натуральной оспы
	
	


Вывод: (ответ на вопрос: как окрашиваются по Граму стафилококки, кишечная палочка?)
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Письменные задания

для самостоятельной работы во внеучебное время
Заполнить таблицы.
Таблица 1

Обязательные и необязательные компоненты бактериальной клетки
	№ п/п
	Обязательные компоненты
	Необязательные компоненты

	1
	
	

	2
	
	

	3
	
	

	4
	
	

	5
	
	

	6
	
	


Таблица 2

Отличительные признаки основных групп микроорганизмов
	Основные группы микроорганизмов
	Место в системе

организмов
	Ядро
	Оболочка

	Простейшие
	
	
	

	Спирохеты
	
	
	

	Грибы
	
	
	

	Бактерии
	
	
	

	Риккетсии
	
	
	

	Вирусы
	
	
	

	Хламидии
	
	
	

	Микоплазмы
	
	
	


Модуль II
ФИЗИОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Занятие 2.1

ТЕМА: ПИТАНИЕ, ДЫХАНИЕ И РАЗМНОЖЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ

ЦЕЛЬ:

1. Изучить особенности дыхания, питания и размножения микроорганизмов.

2. Овладеть методами культивирования микроорганизмов.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Физиологическая роль питания и дыхания у бактерий.

2. Ферменты бактерий и их практическое использование. Биотехнология.  

3. Дифференциация микроорганизмов по типу дыхания, питания и отношению к температуре.

4. Динамика роста бактериальной популяции в жидкой питательной среде.

5. Практическое использование знаний о физиологии микроорганизмов. Условия культивирования бактерий:

а) типы питательных сред;

б) культивирование облигатных паразитов;

в) культивирование анаэробов.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1. Изучить типы питательных сред (демонстрация). (Работа 1).

2. Ознакомиться с термостатом (демонстрация).

3. Изучить методы культивирования анаэробов (Работа 2).

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1.

ЦЕЛЬ: Изучить состав и назначение питательных сред для культивирования микроорганизмов.

МЕТОДИКА

Изучить демонстрационные препараты. Используя аннотации к питательным средам, заполнить протокол.
Типы питательных сред

	Название среды
	К какой группе питательных сред относится (назначение)
	Селективные и дифференциальные компоненты

	МПА
	
	

	Кровяной агар
	
	

	Среда Эндо
	
	

	ЖСА
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: Какую питательную среду следует применить для выделения смеси грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Работа 2

ЦЕЛЬ: Изучить методы культивирования анаэробов.

МЕТОДИКА

1. Рассмотреть прибор анаэростат и ознакомиться с принципом его работы. 

Анаэростат – прибор для создания бескислородной воздушной среды представляет собой толстостенную металлическую емкость для помещения чашек Петри или пробирок. Система газоотводных трубок и вакуумметр позволяют откачивать из емкости воздушную смесь, одновременно замещая ее инертным газом (гелием), и замерять давление.

2. Ознакомиться с условиями создания анаэробиоза в эксикаторе (свеча, тиогликолевая кислота).

Эксикатор – толстостенная стеклянная емкость с притертой крышкой и подставкой для чашек Петри. На дно эксикатора ставится горящая свеча либо наливается тиогликолевая кислота (химический редуцент кислорода), затем крышка притирается.

3. Рассмотреть чашку с сокультивированием аэробов и анаэробов (способ Фортнера).

В чашку Петри на поверхность питательного агара, разделенного пополам посредине чашки, производят посев на одной половине аэробов, на другой – анаэробов. Чашку герметизируют парафином и помещают в термостат. При остаточном кислороде растут аэробы, после его утилизации начинают расти анаэробы.

4. Рассмотреть и изучить состав специальных сред для культивирования анаэробов.

Среда Китта-Тароцци – питательный бульон с глюкозой и кусочками свежих органов животных. Глюкоза и кусочки органов обладают редуцирующей способностью. Сверху среду заливают слоем стерильного масла. 

Среда контроля стерильности (СКС) – 0,3% агар с добавлением тиогликолевой кислоты (редуцент О2), посев уколом.

Среда Вильсона-Блер – высокий столбик питательного агара с добавлением солей натрия и железа, посев уколом. Анаэробы образуют черные колонии в глубине столбика за счет химической реакции с солями металлов.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Методы, среды
	Условия создания анаэробиоза

	Физический
	

	Химический
	

	Биологический
	

	Специальные среды
	Китта-Тароцци
	

	
	Вильсона-Блер
	

	
	СКС
	

	Высокий столбик агара
	


ПИСЬМЕННОЕ ЗАДАНИЕ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу.

Среды для культивирования разных групп микроорганизмов
	Группы

микроорганизмов
	Тип питания
	Тип дыхания
	Пример

питательной

среды

	Стафилококки
	
	
	

	Клостридии
	
	
	

	Вирусы
	
	
	


Занятие 2.2

ТЕМА: БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ

ЦЕЛЬ: 

1. Изучить методы выделения чистых культур бактерий

2. Овладеть бактериологическим методом диагностики инфекционных заболеваний.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Правила забора и транспортировки исследуемого материала для бактериологического исследования.

2. Правила оформления направления на бактериологическое исследование.

3. Методы выделения чистых культур микроорганизмов.

4. Бактериологический метод диагностики. Цель. Этапы. Диагностическая ценность.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ
1.  Изучить таблицы «Методы выделения чистых культур бактерий» и «Выделение и идентификация чистой культуры».

2. Выделить из смеси бактерий чистую культуру и осуществить ее идентификацию – овладеть бактериологическим методом диагностики (Работа 1)

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ
Работа 1

ЦЕЛЬ: Освоить бактериологический метод диагностики.

ЗАДАЧА. В бактериологическую лабораторию поступил исследуемый материал (испражнения) от больного с предварительным диагнозом: «Пищевая токсикоинфекция?». При микроскопии материала обнаружены грамположительные кокки и грамотрицательные палочки.

Выделите чистые культуры микроорганизмов, проведите их идентификацию. Определите этиологию пищевой токсикоинфекции.

МЕТОДИКА

Все этапы бактериологического метода условно осуществляются в течение одного занятия: студент выполняет манипуляции очередного этапа, относит материал в термостат и сразу получает готовый результат для выполнения следующего этапа исследования.

1. Посев исследуемого материала на агар в чашке Петри методом механического разобщения с целью получения отдельных колоний (1-ый день).

Простерилизованной в пламени горелки и охлажденной петлей берут материал для посева и вносят в чашку, слегка приоткрыв крышку. На поверхности питательной среды материал распределяют петлей следующим образом: у края чашки частыми штрихами образуют овальную площадку, на которой остается значительная часть материала, затем проводят параллельные штрихи на расстоянии 0,5 см от одного края чашки к другому. При посеве петлю следует держать параллельно агару, чтобы не царапать его. После рассева петлю вынимают из чашки и немедленно обжигают в пламени, одновременно закрывая чашку Петри крышкой. Чашку маркируют и помещают вверх дном в термостат на сутки.

2. Изучение культуральных свойств выросших колоний (2-ой день).

Через сутки при правильном посеве на последних штрихах вырастают отдельные колонии. Дифференцируют разные типы колоний по величине, цвету, форме, прозрачности, характеру поверхности (гладкая, шероховатая) и края (ровный, зазубренный). Из материала части колоний готовят мазок, окрашивают по Граму и микроскопируют. Остаток изучаемой колонии отсевают петлей в пробирку на скошенный питательный агар для получения чистой культуры. Посев ставят в термостат на сутки.

3. Идентификация выделенной чистой культуры (3-ий день).

Через сутки выросшую чистую культуру идентифицируют по основным видовым признакам. Изучают морфологию при микроскопии мазка из чистой культуры. Осуществляют посев чистой культуры на дифференциально-диагностические тест-системы (стафитест, энтеротест) для изучения биохимической активности. Для этого готовят 1-миллиардную взвесь бактерий в физиологическом растворе, затем дозаторными или пастеровскими пипетками вносят 0,1 мл взвеси в лунки тест-системы. Планшет относят в термостат на сутки.

4. Определение вида выделенных микроорганизмов (4-ый день).

Через 24 часа оценивают результаты биохимической активности по изменению цвета индикатора в лунке и сопоставляют их с дифференцирующими таблицами тест-системы. По результатам изучения свойств выделенных чистых культур определяют виды микроорганизмов, что является одной из конечных целей бактериологического метода диагностики. Используют определитель Берджи.

Результат выполненной работы оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	1 этап Выделение чистой культуры
	2 этап

	1 день
	2 день
	3 день

	Исследуе

мый материал
	Микроскопия исследуемого материала (рис.)
	Метод выделения чистой культуры
	Среда для посева
	Характеристика колоний
	Микроскопия колоний (рис.)
	Микроскопия чистой культуры (рис.)

	
	
	
	
	
	
	


	2 этап Идентификация чистой культуры

	4 день Биохимические свойства

	Энтеротест

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Стафитест

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	
	
	
	
	
	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. Виды выделенных микроорганизмов (латинская транскрипция). 
2. Можно ли на основании полученных результатов сделать заключение об этиологии ПТИ? Почему?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

ПИСЬМЕННОЕ ЗАДАНИЕ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу.

Характеристика этапов бактериологического метода диагностики инфекционных заболеваний

	Объект исследования
	Этап выделения чистой культуры

(методика)
	Этап идентификации чистой культуры (методика)
	Результат исследования

	Исследуемый материал
	1.

2.

3.


	
	

	Чистая культура бактерий
	
	1.

2.

3.


	


Занятие 2.3

ТЕМА: ГЕНЕТИКА БАКТЕРИЙ

ЦЕЛЬ:

1. Изучить особенности строения бактериального генома.

2. Ознакомиться с основными формами изменчивости микроорганизмов.   

3.Усвоить принципы генной диагностики инфекционных заболеваний.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Строение бактериальоного генома.

2. Плазмиды и их роль в жизнедеятельности бактерий.

3. Модификации и мутации бактерий. Практическое использование (популяционный анализ).

4. Рекомбинативная изменчивость - механизмы трансформации, трансдукции, конъюгации.

5. Генная инженерия в медицинской микробиологии. Цели. Задачи.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1. Изучение плазмидных признаков бактерий (демонстрация) (Работа 1)

2. Изучение механизмов генотипической изменчивости: трасформации и трансдукции (Работа 2).

3. Изучение методов генной диагностики (ПЦР, ДНК-зонд) по таблице «Методы генной диагностики»

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Изучить плазмидные признаки бактерий на примере антилизоцимной активности (АЛА).

ЗАДАЧА. У кишечных палочек, выделенных из организма человека и из водопроводной воды (в условиях эксперимента после 2-х недельного инкубирования) было определено наличие антилизоцимной активности. Оцените полученные данные. Ответьте на поставленные вопросы.

МЕТОДИКА
Для определения бактерий с АЛА-признаком в плотную питательную среду добавляют необходимое количество лизоцима, затем на поверхность засевают в виде бляшек исследуемые бактерии, а через сутки после обработки хлороформом наносят второй слой агара с тест-штаммом микрококка, чувствительного к лизоциму. Учет проводят по росту микрококка над культурами, инактивировавшими лизоцим. 

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Исследуемый материал
	Количество АЛА+культур
	Рисунок с обозначениями

	1.
	
	

	2.
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: Почему у штаммов кишечных палочек из водопроводной воды отсутствует АЛА-признак?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2

ЦЕЛЬ: Воспроизвести явление трансформации.

МЕТОДИКА

1. Для воспроизведения явления трансформации берут штаммы стафилококка, чувствительного (культура-реципиент) и устойчивого (культура-донор) к стрептомицину. 

2. Культура-донор помещается в специальный лизирующий буфер для выделения чистой ДНК.

3. Культуру-реципиент помещают в буферный раствор с выделенной ДНК и инкубируют в термостате в течение суток. 

4. Проводят  высевы на селективные среды, содержащие стрептомицин из контрольных и опытной пробирок.

5. Посевы инкубируют в течение суток в термостате.

СХЕМА ОПЫТА

           1





          2

1. ДНК культуры-донора 
2. Культура-реципиент




Среда со стрептомицином

    контроль 1                        опыт                          контроль 2

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:
	Ингредиенты
	Наличие роста на среде со стрептомицином

	Контроль1
	

	Контроль 2
	

	Опыт
	


Вывод. (Ответить на вопросы: Объясните результат опыта. Какое практическое значение для медицины имеет данный механизм генетической изменчивости бактерий?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу.

Формы генетической изменчивости бактерий

	Определяющий фактор изменчивости
	Формы генетической изменчивости бактерий.

	УФЛ, гамма-излучение
	

	F-плазмида
	

	Бактериофаг
	

	Питательная среда с фрагментами ДНК бактерий.
	


Занятие 2.4

ТЕМА: БАКТЕРИОФАГИ

ЦЕЛЬ: 

1. Определить практическое значение бактериофагов для медицины.

2. Овладеть методами диагностики с использованием бактериофагов. 

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ

1. Структура бактериофага.

2. Этапы взаимодействия бактериофага и клетки бактерии.

3. Умеренные и вирулентные бактериофаги, их практическое использование в медицине.

4. Роль бактериофагов в изменчивости бактерий.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1. Определить фаготип исследуемой культуры (демонстрация) (Работа 1).

2. Оценить явление трансдукции (демонстрация) (Работа 2). 

3. Изучить препараты бактериофагов для диагностики, лечения и профилактики бактериальных инфекций. (Работа 3). 

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАДАНИЯ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Определить фаготип исследуемой культуры.

ЗАДАЧА. В районе произошла вспышка брюшного тифа. Из воды у места водозабора выделен возбудитель S.typhi. С целью установления пути распространения инфекции рекомендовано определить фаготипы выделенных бактерий (из воды и от больных людей). Оцените результат. Сделайте вывод.

МЕТОДИКА

1. На чашки Петри засевают шпателем взвеси исследуемых культур.

2. На засеянную поверхность агара пастеровскими пипетками наносят аккуратными каплями сальмонеллезные индикаторные бактериофаги различных типов. Места нанесения фагов маркируют на дне чашки. Пипетки и шпатель помещают в стакан с дезраствором.

3. Посев помещают в термостат на 24 часа.

4. Через сутки учитывают результат. На поверхности выросших исследуемых культур определяют зоны лизиса бактерий соответствующим типом фага.

5. Сравнивают фаготипы выделенных из разных источников культур бактерий.

Результат выполненной работы оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Вид возбудителя
	Результат

	
	Исследуемая культура № 1 
(вода)

(рис. с обозначениями)
	Исследуемая культура № 2 (больной А)

(рис. с обозначениями)

	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: Явилась ли вода фактором распространения данной инфекции? Почему?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2

ЦЕЛЬ: Оценить результаты опыта по трансдукции.

МЕТОДИКА

1. Для проведения опыта в качестве реципиента берут штамм кишечной палочки, не сбраживающий лактозу (E.coli lac-), и фаголизат, содержащий умеренный бактериофаг, полученный при облучении УФЛ штамма E.coli lac+.

2. Культуру реципиента и фаголизат смешивают и инкубируют 15 минут в термостате.

3. Делают высевы на среду Эндо из пробирки с культурой-реципиентом (контороль) и из опытной пробирки. Посевы инкубируют в течение суток.

Оцените результат опыта, оформите протокол.
СХЕМА ОПЫТА

1





  2

1. Культура-реципиент E.coli lac-

2. Умеренный фаг, полученный 

при лизисе E.coli lac+
3. Среда Эндо.  



3
     Контроль

            Опыт

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Ингредиенты
	Характеристика колоний

	Контроль
	

	Опыт
	


Вывод: (ответить на вопросы: Почему была использована среда Эндо? Как назвать выросшие лактозоположительные бактерии в опытной чашке. Почему колонии в опытной чашке неоднородны?)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ
В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу.
Практическое применение бактериофагов.

	Наименование
	Состав
	Применение
	Механизм

действия

                       Метод

               диагностики
	Получение

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Занятие 2.5

Рубежный контроль «Физиология и генетика микроорганизмов»

Вопросы для самоподготовки:
1. Основные типы биологического окисления субстрата бактериями. 

2. Элективные питательные среды. Цель применения. Примеры. 

3. Классификация микроорганизмов по типам питания.

4. Фазы размножения бактериальной популяции.

5. Генотипическая изменчивость у бактерий: рекомбинации и мутации. Роль в эволюции микроорганизмов.

6. Правила заполнения бланка направления на бактериологическое исследование.  
7. Ферменты микроорганизмов. Практическое использование биохимической активности микрорганизмов.

8. Популяционный анализ, практическое применение.

9. Организация генетического аппарата у бактерий. Гено- и фенотип.

10. Способы размножения патогенных микроорганизмов.

11. Плазмиды бактерий, их роль в биологии и медицине.

12. Методы выделения чистых культур микроорганизмов.

13. Отличие облигатных и факультативных паразитов. Примеры питательных сред для разных групп.

14. Цели и методы генной инженерии. Практическое использование генной инженерии в медицинской микробиологии, вирусологии, иммунологии и биотехнологии.

15. Питательные среды для бактерий. Их классификация. Назначение.

16. Методы молекулярной гибридизации (ПЦР).

17. Этапы бактериологического метода лабораторной диагностики инфекционных заболеваний, их характеристика.

18. Механизм питания бактерий.

19. Способы создания условий для культивирования анаэробов.

20. Дифференциально-диагностические питательные среды. Цель применения. Примеры.

21. Генетика микроорганизмов, ее задачи, значение для медицины.

22. Чистая культура бактерий и методы ее выделения.

23. Морфология и структура бактериофагов.  

24. Правила забора и доставки исследуемого материала для бактериологического исследования.

25. Особенности физиологии вирулентного и умеренного бактериофагов.

26. Питательные среды для культивирования анаэробов. 

27. Бактериологический метод диагностики. Цель, задачи. Методика проведения. Диагностическая ценность. 

28. Применение в медицине вирулентного и умеренного бактериофагов.

29. Методы молекулярной гибридизации (ДНК-зонд).

30. Фаготипирование. Цель. Методика проведения.

Макропрепараты:

1. Среда Эндо с ростом ЛАК+ и ЛАК –

2. ЖСА с ростом ЛВ+ и ЛВ-

3. Сокультивирование

4. Среда Китта-Тароцци

5. Среда Вильсона-Блер

6. Среда СКС

7. Чашка с рассевом колоний

8. Стафитест, энтеротест

9. Чашка с фаготипированием

10. Бактериофаги в ампулах и флаконах
Модуль III
ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Занятие 3.1

ТЕМА: МИКРОФЛОРА ОРГАНИЗМА ЧЕЛОВЕКА И ЕЕ ФУНКЦИИ. РАСПРОСТРАНЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ. САНИТАРНО-ПОКАЗАТЕЛЬНЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ ВОДЫ, ПОЧВЫ, ВОЗДУХА

ЦЕЛЬ:

1. Ознакомиться с микрофлорой организма человека и ее функциями. 
2.Изучить микрофлору воды, воздуха и почвы. 

3. Овладеть методами санитарно-микробиологических исследований состояния воды и воздуха.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Формы симбиоза. Особенности паразит-хозяинных взаимодействий.

2. Микрофлора тела человека, ее роль в норме и при патологии. 

3. Микрофлора окружающей среды (вода, воздух, почва) ее роль в распространении патогенных микроорганизмов.

4. Методы проведения санитарно-микробиологических исследований. Определение понятий: Общее микробное число (ОМЧ) и Санитарно-показательные микроорганизмы (СПМ).

5. Основные группы санитарно-показательных микроорганизмов и их значение.

6. Санитарно-показательные микроорганизмы для воды. Методы оценки санитарно-микробиологического состояния воды. Определение коли-титра и коли-индекса.

7. Санитарно-показательные микроорганизмы для воздуха. Методы оценки санитарно-микробиологического состояния воздуха.

8. Санитарно-показательные микроорганизмы для почвы. Методы оценки санитарно-микробиологического состояния почвы.

План самостоятельной работы:

1. Учесть результат посева воздуха различных помещений лечебно-профилактического учреждения (Работа 1).

2. Оценить результат определения ОКБ в питьевой воде (Работа 2).

Самостоятельные практические работы
Работа 1
ЦЕЛЬ: Бактериологическим методом определить качественный и количественный состав микрофлоры воздуха лечебно-профилактического учреждения.

ЗАДАЧА. В родильном доме возникли случаи внутрибольничной инфекции: нагноение пупочного кольца у новорожденного, нагноение послеоперационного шва у роженицы. Из гноя выделены штаммы золотистого стафилококка. С целью выяснения механизмы заражения проведено бактериологическое исследование воздуха по методу Коха родильного зала, операционной, палаты новорожденных, послеоперационной палаты. Оцените результат исследований, оформите протокол опыта, сделайте вывод.
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ ВОЗДУХА ПО МЕТОДУ КОХА.

Чашки Петри с желточно-солевым агаром оставляют открытыми на 40 минут, затем чашки закрывают и сутки инкубируют (37°С).

Учет результатов посева воздуха проводят путем подсчета общего числа колоний, определения типов колоний (по цвету, размеру, структуре краев и поверхности). Изучают морфологию микроорганизмов (окраска по методу Грама) в различных типах колоний.

Для подсчета выросших колоний при густом росте можно использовать прозрачные сетки с площадью квадрата 1 см2:

1. На дно чашки положить сетку и подсчитать количество колоний в 10 квадратах, расположенных по 2 диагоналям.

2. Определить среднее число колоний в одном квадрате.

3. Для определения общего числа колоний в чашке Петри необходимо среднее число колоний в одном квадрате умножить на площадь (S, см2) дна чашки Петри (S = πR2, где R – радиус, равен 5 см). Число колоний соответствует числу микробов, так как одна микробная клетка дает рост одной колонии.

4. Рассчитать количество микробов в 1м3 воздуха, для чего общее число колоний, выросших на чашке Петри, умножить на 100 (так как за 40 минут нахождения чашек открытыми оседает примерно столько микробов, сколько их содержится в 10 л воздуха).

Результат выполненной работы оформляют в виде протокола исследования

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Объекты исследования воздуха

(помещения)
	Результаты посева воздуха

	
	Количество

колоний
	Число типов

колоний
	Микробное число или обсемененность воздуха (количество микробов в 1 м3 воздуха)

	
	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы. 1. Соответствует ли санитарное состояние исследуемых помещений нормативным требованиям или превышает их? 2. Какие мероприятия следует провести для улучшения санитарного состояния помещений, если обсемененность воздуха выше нормы?).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Работа 2

ЦЕЛЬ: Оценить результат определения фекального загрязнения воды по количеству общих колиформных бактерий.

ЗАДАЧА. В населенном пункте возникли случаи кишечных заболеваний. В санэпидемстанцию направлена водопроводная вода для определения фекального загрязнения. Дайте оценку качества воды по количеству общих колиформных бактерий (ОКБ) и определить пригодность использования ее для питья.

МЕТОДИКА.
ОКБ воды определяют с использованием мембранных фильтров, задерживающих БГКП. Воду (100 мл) фильтруют через фильтр, который после окончания фильтрации помещают на поверхность среды Эндо. После суточной инкубации (37°С) подсчитывают количество БГКП.

Согласно СанПиНу на питьевую водопроводную воду, в ней должны отсутствовать общие колиформные бактерии в 100 мл.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ: 

Результат: рисунок с обозначениями.

Вывод: (ответить на вопросы: 1. Чему равно ОКБ исследуемой воды? 2. Пригодна ли вода для питья?)
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
ПИСЬМЕННОЕ ЗАДАНИЕ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу

	Формы симбиоза
	Механизм

взаимодействий
	Примеры

взаимодействий

	1. Комменсализм

(паразит-хозяин)
	
	

	2. Мутуализм
(паразит-хозяин)
	
	

	3. Паразитизм

(паразит-хозяин)
	
	

	4. Антагонизм

(межмикробные взаимодействия
	
	

	5. Синергизм

(межмикробные взаимодействия)
	
	

	6. Индифферентность/Нейтрализм

(межмикробные взаимодействия)
	
	


Занятие 3.2.

ТЕМА: АСЕПТИКА

ЦЕЛЬ:

1. Изучить действие физических и химических факторов деконтаминации на микроорганизмы.

2. Ознакомиться с практическим использованием в медицине результатов действия факторов внешней среды на микроорганизмы.

3. Усвоить принципы микробиологической оценки качества стерилизации и дезинфекции.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Факторы внешней среды, действующие на микроорганизмы.

2. Результаты действия факторов внешней среды на микроорганизмы.

3. Условия, определяющие результат действия факторов.

4. Практическое использование знаний о воздействии факторов внешней среды на микробы – культивирование, стерилизация, дезинфекция и антисептика.

5. Понятие об асептике.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1. Действие физических и химических факторов на бактерии:

· поставить опыт по действию бетасептина на взвесь стафилококка (Работа 1);

· учесть результат опыта по действию УФЛ на бактерии (Работа 2).

2. Практическое применение действия факторов внешней среды на микроорганизмы:

· ознакомиться с устройством и работой автоклава – экскурсия в автоклавную (Работа 3).

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ
Работа 1
ЦЕЛЬ: Оценить действие бетасептина на стафилококк.

ЗАДАЧА: Лабораторную посуду после работы с патогенным стафилококком необходимо подвергнуть дезинфекции бетасептином. 

Отработайте временной режим губительного действия бетасептина на стафилококк.

МЕТОДИКА

1. Пастеровской пипеткой добавляют 5 капель взвеси стафилококка в пробирку с 1 мл бетасептином.

2. Из пробирки с бетасептином 4-5 капель жидкости засевают на скошенный агар: первый раз – через 5, а второй раз через 20 минут после начала опыта.

3. Посевы помещают в термостат на 24 часа.

4. Через сутки учитывают результаты опыта. Просматривают пробирки и определяют наличие или отсутствие роста микроба.

Результат работы оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Вид бактерий
	Результат действия бетасептина

	
	Через 5 минут

Рост (есть, нет)
	Через 20 минут

Рост (есть, нет)

	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. От чего зависит результат эффективного действия бетасептина на стафилококк? 2. Какой режим обработки лабораторной посуды Вы рекомендуете?).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2

ЦЕЛЬ: Оценить действие УФЛ на взвесь неспорообразующих бактерий.

ЗАДАЧА. При посеве воздуха из операционной выделена культура золотистого стафилококка. Необходимо установить эффективный временной режим стерилизации воздуха операционной ультрафиолетовыми лучами.

МЕТОДИКА

1. Готовят 1-миллиардную взвесь выделенного стафилококка по стандарту мутности. Для этого чистую культуру микроба суспензируют в 2 мл стерильного физиологического раствора.

2. Производят посев шпателем по 0,1 мл взвеси стафилококка на питательный агар в две чашки Петри для получения сполошного роста бактерий. Для этого на поверхность агара наносят пипеткой 0,1 мл взвеси и затем стерильным шпателем осторожно гладящими движениями распределяют материал по всей поверхности чашки. Шпатель и пипетку помещают в стакан с дезраствором.

3. С чашек Петри после посева снимают крышки, прикрывают чашки картоном, в центре которого вырезана буква «М».

4. Помещают чашки под лучи кварцевой лампы на расстоянии 30-40 см на 10 минут и на 30 минут соответственно.

5. После облучения чашки накрывают крышками, маркируют и помещают в термостат на 18-24 часа.

6. Через сутки учитывают результат опыта. Определяют наличие стерильной зоны в виде буквы «М» на фоне сплошного роста стафилококка при эффективном режиме кварцевания.

Результат выполненной работы оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Вид бактерий
	Результат действия УФЛ

	
	Экспозиция 10 мин. (рис.)
	Экспозиция 30 мин (рис.)

	
	
	


Вывод: (ответить на вопрос: Какой режим воздействия УФЛ Вы рекомендуете для стерилизации операционной и почему?)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 3

ЦЕЛЬ: Ознакомиться с правилами и режимом работы автоклава, основными методами стерилизации.

МЕТОДИКА

1. Внимательно прослушать информацию во время экскурсии в автоклавную.

2. Ознакомиться с устройством, правилами и режимом работы автоклава.

3. Ознакомиться с принципами основных методов стерилизации.

4. Изучить методы контроля стерильности сред и материалов.

5. Оформить протокол исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Метод стерилизации
	Действующие факторы
	Режим

стерилизации
	Контроль качества стерилизации

	Автоклавирование
	
	
	

	Сухожаровой шкаф
	
	
	

	Дробная стерилизация
	
	
	


ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ
 В тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу

Основные методы дезинфекции и контроля качества дезинфекции

	Объект
	Метод

дезинфекции
	Метод

контроля

	Воздух в перевязочных, операционных
	
	

	Поверхности
	
	

	Инструменты, белье, перевязочный материал
	
	


Занятие 3.3.

ТЕМА: МИКРОБНЫЙ АНТАГОНИЗМ. АНТИБИОТИКИ.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ БАКТЕРИЙ К АНТИБИОТИКАМ

ЦЕЛЬ:

1. Изучить действие антибиотиков на микроорганизмы.

2. Изучить действие бактериоцинов на микроорганизмы.

3. Овладеть навыком оценки антибиотикограммы.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Антибиотики. Природа, происхождение, спектр, механизмы и типы действия на микроорганизмы.

2. Устойчивость микроорганизмов к антибиотикам и пути ее преодоления.

3. Методы определения чувствительности бактерий к антибиотикам.

4. Осложнения антибиотикотерапии.

5. Бактериоцины. Свойства. Практическое значение.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

1. Изучить действие антибиотиков на бактерии:

· определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом диффузии в агар (индикаторных дисков) (Работа 1);

· определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом серийных разведений (Работа 2).

2. Изучить действие бактериоцинов:

· рассмотреть явление бактериоциногении стафилококков (Работа 3).

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Овладеть навыком определения чувствительности бактерий к антибиотикам методом индикаторных дисков.

ЗАДАЧА. В клинику поступил больной с диагнозом «Стафилококковая пневмония». Для успешного этиологического лечения с целью выбора эффективного антибиотика было рекомендовано определение антибиотикограммы возбудителя. Проведите  исследование. Оцените результат. Сделайте вывод.

МЕТОДИКА

1. Исследуемую культуру суспензируют в 2 мл стерильного физиологического раствора и готовят 1-миллиардную взвесь по стандарту мутности.

2. Бактериальную взвесь (1 мл) стерильной пипеткой наливают на поверхность среды в чашку Петри и равномерно распределяют путем покачивания (либо шпателем). Избыток жидкости удаляют пастеровской пипеткой. Шпатель и пипетки помещают в стакан с дезраствором.

3. На различные участки засеянного агара пинцетом помещают диски с антибиотиками (6-8), стараясь не касаться агара. Диск пинцетом слегка прижимают к агару.

4. Чашки с посевами помещают в термостат на 18-24 часа.

5. Через сутки проводят  оценку результата опыта путем измерения зоны задержки роста (в мм) бактерий по диаметру, включая бумажный диск.

Результаты выполненной работы оформляют в виде протокола исследования.

Шкала оценки чувствительности бактерий к антибиотикам

	Размер зоны задержки роста в мм
	Чувствительность

	До 10 мм

Более 10 мм
	Не чувствителен

Чувствителен


ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Вид возбудителя
	Результат посева на чувствительность к антибиотикам (рисунок с обозначениями)
	Антибиотики

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	
	
	
	
	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. К каким антибиотикам чувствителен выделенный возбудитель? Какой антибиотик Вы рекомендуете для лечения и почему?)
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Работа 2
ЦЕЛЬ: Определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом серийных разведений.

ЗАДАЧА. С целью назначения больному рациональной схемы лечения пенициллином потребовалось определить бактериостатическую и бактерицидную концентрацию препарата по отношению к возбудителю – золотистому стафилококку.

МЕТОДИКА

1. В пробирки разливают стерильный мясо-пептонный бульон (МПБ) по 1 мл.

2. Добавляют исследуемый антибиотик в различных концентрациях: от 1 ед/мл до 128 ед/мл.

3. Заливают в пробирки 18-часовую бульонную культуру стафилококка по 1 мл.

4. Инкубируют посевы в термостате 24 часа.

5. Через сутки учитывают результаты опыта: 

а) Определяют минимальную подавляющую (бактериостатическую) концентрацию антибиотика (МПК). За нее принимают наименьшую концентрацию антибиотика, при которой не происходит размножение бактерий, и содержимое пробирки остается прозрачным.

б) Определяют минимальную бактерицидную концентрацию антибиотика (МБК). Для этого из пробирок с отсутствием видимого роста и из пробирки с минимальной концентрацией антибиотика, где рост есть (контроль), производят высев секторами на мясо-пептонный агар в чашки Петри. На секторах обозначают концентрацию антибиотика, из которой сделан высев. Чашки относят в термостат на 18-24 часа.

6. Через сутки просматривают чашки и определяют МБК по отсутствию роста бактерий на агаре в соответствующих секторах.

Результат выполненной работы оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Концентрация антибиотика в МПБ (ед/мл)
	128
	64
	32
	16
	8
	4
	2
	1
	К
	

	Наличие роста микроба в МПБ (мясо-пептонный бульон)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	МПК

	Наличие роста микроба при высеве на МПА (мясо-пептонный агар)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	МБК


Вывод: (ответить на вопросы: Почему МБК выше, чем МПК? Может ли быть наоборот? Почему?)
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 3

ЦЕЛЬ: Изучить явление бактериоциногении стафилококков.

Бактериоцины – продукты летального биосинтеза бактериальной клетки, вещества белковой природы, играющие важную роль в формировании микроэкологических отношений в биоценозе. Бактериоцины определяют внутривидовую конкуренцию. Бактериоциногения детерминируется плазмидными факторами и свойственна лишь небольшой части бактериальной популяции.

МЕТОДИКА

1. На чашку Петри шпателем засевают культуру бактериоциночувствительного штамма стафилококка.

2. На поверхность засеянного агара наносят петлей (в виде «пятачка») различные штаммы стафилококков.

3. Посев инкубируют в термостате в течение 24 часов.

4. Через сутки учитывают результат. Вокруг колоний бактериоциногенных штаммов стафилококков определяют зоны задержки роста бактериоциночувствительного штамма.

Результаты наблюдений оформляют в виде протокола исследования.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Вид микроорганизма
	Явление бактериоциногении

(рис. с обозначениями)

	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. Укажите основные отличия бактериоцинов и антибиотиков. 2. Для производства каких лекарственных препаратов используют штаммы с выраженной бактериоциногенной активностью?).

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

Составить и заполнить таблицу.

Общая характеристика основных групп антимикробных химиотерапевтических препаратов

	Группа

химиопрепаратов
	Спектр действия (узкий/ широкий)
	Тип действия (статический/цидный)
	Механизм действия (мишень)
	Пример

	Сульфаниламиды
	
	
	
	

	Хинолоны/ фторхинолоны
	
	
	
	

	Нитрофураны
	
	
	
	

	Имидазолы
	
	
	
	

	Оксазолидоны
	
	
	
	

	(-Лактамы
	
	
	
	

	Гликопептиды
	
	
	
	

	Тетрациклины
	
	
	
	

	Аминогликозиды
	
	
	
	

	Макролиды
	
	
	
	

	Хлорамфеникол
	
	
	
	

	Полипептиды
	
	
	
	

	Полиены
	
	
	
	


МОДУЛЬ IV
ИНФЕКЦИЯ И ИММУНИТЕТ

Занятие 4.1

ТЕМА: ИНФЕКЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС. РОЛЬ МИКРООРГАНИЗМОВ И ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ В ИНФЕКЦИОННОМ ПРОЦЕССЕ

ЦЕЛЬ:

1. Выяснить роль микроорганизмов, объектов внешней среды в инфекционном процессе;

2. Овладеть умением оценить результат идентификации факторов вирулентности и персистенции микроорганизмов.
ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1.
Определение понятий: «инфекция», «инфекционный процесс», «инфекционное заболевание».

2.
Движущие силы инфекционного процесса.

3.
Роль микроба в инфекционном процессе. Патогенность и вирулентность. Факторы колонизации, вирулентности и персистенции.

4.
Роль внешней среды как движущей силы инфекционного процесса. 

5.
Формы инфекционного процесса по происхождению, по числу возбудителей.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ:

1.
Изучить макропрепараты, демонстрирующие факторы колонизации, вирулентности и персистенции бактерий (Работа 1);

2.
Ознакомиться с таблицами «Типы токсинов» и «Факторы патогенности»;

3.
Определение бактерицидности кожи (учет реакции) (Работа 2). 

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1.

ЦЕЛЬ: Изучить некоторые факторы колонизации, вирулентности и персистенции бактерий и методы их выявления.

МЕТОДИКА

Гемолизины – для выявления гемолизинов делают посев чистой культуры на 3-5% кровяной агар и после суточной инкубации при 370С определяют зоны гемолиза вокруг выросших колоний. 

Плазмокоагулаза – выявляется путем посева чистой культуры на цитратную плазму крови. Реакцию ставят в двух узких пробирках. В каждую наливают по 0,5 мл цитратной плазмы. В опытную пробирку вносят петлю агаровой культуры микробов. В контрольную пробирку культура не вносится. Пробирки ставят в термостат при 370С на 24 часа. При положительном результате в пробирке с культурой появляется сгусток, в контроле плазма остается жидкой.

Лизоцим (микробный) – для определения лизоцимной активности на поверхность агара с засеянным в него тест-микробом (микрококком) наносится в виде бляшек исследуемая культура. Появление зон лизиса микрококка вокруг культуры свидетельствует о лизоцимной активности микроорганизмов. 

Гиалуронидаза – для определения гиалуронидазы в опытную пробирку вносят бульонную исследуемую культуру бактерий, гиалуроновую кислоту, в контрольную – только гиалуроновую кислоту. После 20-минутной инкубации в термостате в обе пробирки добавляют 15% уксусную кислоту. При наличии у микробов гиалуронидазы жидкость в опытной пробирке остается гомегенной, при отсутствии – появляется сгуток муцина. В контрольной пробирке сгусток муцина образуется всегда в результате взаимодействия гиалуроновой и уксусной кислоты. 

Лецитиназа(лецитовителлаза) – выявляется путем посева чистой культуры на чашку с желточно-солевым агаром (ЖСА) штрихом или бляшкой. Чашки инкубируют в термостате при 370С в течение суток. При положительном результате вокруг колоний образуется радужный венчик. Учитывают в отраженном свете. 

Адгезины – оцениваются по способности бактерий прилипать к эритроцитам. Для этого эритроциты человека 1 группы, предварительно отмытые буферным раствором и доведенные до концентрации 106кл/мл, смешивают на предметном стекле с чистой культурой в соотношении 1:3 и инкубируют 30 мин. при 37 С. Затем делают мазок, окрашивают синькой Мансона и подсчитывают индекс адгезии (количество микробов, адгезированных на эритроцитах/количество эритроцитов, участвующих в адгезии).

Персистентные свойства микроорганизмов – антилизоцимная активность (АЛА) – для определения АЛА в плотную питательную среду добавляют определенное количество лизоцима, на поверхность засевают в виде бляшек исследуемые бактерии, а через сутки, после обработки хлороформом, наносят 2-й слой агара с микрококком. Учет проводят по росту микрококка вокруг культур, инактивировавших лизоцим.

Зарисуйте результаты выявления разных факторов вирулентности, сделайте обозначения к рисункам, определите назначение каждого фактора.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Фактор патогенности
	Результат

	
	Рисунок

с обозначениями
	Назначение факторов (вывод)

	Адгезины
	
	

	Гемолизин
	
	

	Плазмокоагулаза
	
	

	Гиалуронидаза
	
	

	Лизоцим
	
	

	Лецитиназа
	
	

	Антилизоцимная активность
	
	


Работа 2

ЦЕЛЬ: Овладеть методом определения бактерицидности кожи  

МЕТОДИКА

Учесть результат опыта по определению бактерицидной активности кожи путем подсчета индекса бактерицидности, считая количество выросших колоний на пластинках из расчета на 1 см2 (считать не менее, чем в трех полях).

Пример: 1-ая пластинка: 9 + 100 + 85 (число колоний после нанесения культуры); 2-ая пластинка: 2 + 4 + 6 (число колоний через 10 мин контакта с кожей). Среднее: 1-ая=64,7; 2-ая=4. Индекс бактерицидности – это % погибших микробов.

ИБ = 100 – 4 х 100 = 93,8%

             64,7

В норме бактерицидная активность кожи должна быть не ниже 85%.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Время исследования
	Количество колоний
	Индекс бактерицидности

	После нанесения

культуры
	
	

	Через 10 минут
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. Соответствует ли индекс бактерицидности значениям нормы? 
2. Возможные причины снижения бактерицидности кожи?)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

В тетрадь для практических занятий переписать и заполнить данные таблицы по классификации факторов вирулентности бактерий.

	Название фактора

(заполняют студенты)
	Назначение фактора
	Факторы, предлагаемые для внесения в незаполненный столбец таблицы

	1.
	1. Фермент защиты
	Плазмокоагулаза

Лизоцим

Лецитовителлаза

Антилизоцимная активность

Капсула

Гемолитическая активность (гемолизин)

Гиалуронидаза

	2.
	2.Экзотоксин
	

	3.
	3. Фактор микробного антагонизма
	

	4а.

4б.
	4. Ферменты, усиливающие проницаемость (ферменты агрессии)
	

	5.
	5. Секретируемый фактор персистенции
	

	6.
	6. Иммуносупрессивный фактор (подавляет фагоцитоз)
	


Занятие 4.2

ТЕМА: ИНФЕКЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС. РОЛЬ МАКРООРГАНИЗМА В ИНФЕКЦИОННОМ ПРОЦЕССЕ. БИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ

ЦЕЛЬ:

1. Выяснить роль макроорганизма и внешней среды в инфекционном процессе 

2. Изучить методы воспроизведения и оценки экспериментальной инфекции 
3. Овладеть навыком оценки результатов биологического метода диагностики
4. Овладеть методами оценки факторов естественной резистентности и бактерицидной активности кожи. 
ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Роль макроорганизма в инфекционном процессе (понятие о восприимчивости, инфекционной чувствительности)

2. Причины и условия, влияющие на восприимчивость и инфекционную чувствительность макроорганизма.

3. Факторы естественной резистентности организма человека.

4. Влияние внешней среды на устойчивость макроорганизма к действию патогенных микробов.

5. Роль социальных факторов в возникновении и развитии инфекционного процесса.

6. Этапы в развитии инфекционного заболевания.

7. Пути распространения микробов и токсинов в организме.

8. Формы инфекционного процесса по длительности и по выраженности клинических проявлений.  

9. Экспериментальная инфекция и ее значение в научных исследованиях и практической медицине. Биологический метод диагностики (биологическая проба).

10. Возрастные изменения чувствительности организма ребенка к токсинам микробов (педиатрический факультет).

11. Характер проявления инфекционного процесса в зависимости от возрастных особенностей ребенка (педиатрический факультет)

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ:

1. Экспериментальная инфекция (биологический метод) (Работа 1)

2. Демонстрация способов заражения животных.

3. Воспроизведение экспериментальной бактериальной инфекции на мышах.

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ
Работа 1

ЦЕЛЬ: Овладеть навыком оценки результатов биологического метода диагностики.

ЗАДАЧА. В хирургическое отделение поступил больной с ранением голени. В отделяемом раны микроскопическим методом обнаружены грамположительные палочки. Чистую культуру бактериологическим методом выделить не удалось. С целью выделения возбудителя, изучения его вирулентных свойств исследуемый материал был доставлен в лабораторию для проведения биологической пробы. Проведите исследование и оцените его результат. Оформите протокол опыта.

МЕТОДИКА

Экспериментальная инфекция. 

Закономерности инфекционного процесса могут быть изучены в биологическом методе диагностики при воспроизведении экспериментальной инфекции. Заражение экспериментальных животных может производиться с целью:

1) изучения вирулентности микробов;

2) воспроизведения и изучения инфекционного процесса;

3) испытания лечебного эффекта химиотерапевтических и иммунологических препаратов;

4) выделения чистой культуры возбудителя и ее идентификации.

В зависимости от цели исследования пользуются различными способами заражения: внутрикожным, подкожным, внутримышечным, внутрибрюшнным, внутривенным, пероральным или эндоназальным. Во всех случаях, за исключением перорального и эндоназального способов, заражение осуществляется с помощью шприца. Вскрытие трупов животных производится стерильными инструментами, соблюдая правила асептики. При вскрытии производят осмотр органов, осуществляют посев тканей и органов на питательные среды для бактериологического исследования, готовят мазки-отпечатки для обнаружения микроорганизмов, для изучения их вирулентных свойств (обнаружение капсулы). Для оценки степени вирулентности микробов определяют LD50 (доза микробов, вызывающая гибель 50% зараженных животных), а затем выделяют чистую культуру и изучают ее вирулентные свойства.

Изменения, обнаруженные при вскрытии трупа животного, а также результаты бактериологического исследования вносят в протокол вскрытия.

Помощник фиксирует мышь, держа ее головой вниз, при этом кишечник перемещается к диафрагме Левой рукой оттягивают заднюю лапку в сторону, протирают спиртом паховую область и, чтобы не поранить кишечник, инъекции делают в нижнюю часть живота в середине паховой области. Направление иглы перпендикулярно телу мыши. Сначала прокалывается кожа, затем брюшная стенка и игла «проваливается» в брюшную полость. Этим методом вводится исследуемый материал в объеме 0,1 мл.

Зараженные животные помещаются в клетку, на которой приклеивают этикетку, где указывается дата заражения, количество зараженных животных, доза и использованный исследуемый материал.

После гибели животного производится вскрытие трупа с целью обнаружения возбудителя путем микроскопического исследования мазков-отпечатков из органов и выделения чистой культуры.

· на специальную доску, покрытую ватой, смоченной дезинфицирующим раствором, помещают труп мышки вверх брюшком и фиксируют за лапки металлическими булавками;

· вскрытие трупа производят стерильными инструментами;

· проводят отсепаровку кожи от подлежащей ткани, вскрывают грудную полость, делают посев крови из сердца на кровяной агар и готовят мазок на предметном стекле;

· вскрывают брюшную полость, осматривают органы брюшной полости, проводят посев ткани печени и селезенки (при необходимости других органов и тканей) на кровяной агар и готовят мазки-отпечатки из этих органов на предметном стекле. Микропрепараты окрасить, исследовать на обнаружение капсулы.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Первый день

	Дата

заражения
	Вид животного
	Материал для заражения
	Микроскопия материала для заражения (рис.)

	
	
	
	

	Второй день

	Дата гибели животного
	Дата вскрытия трупа животного
	Результат микроскопического исследования (рис.)

	
	
	крови
	печени
	селезенки

	
	
	
	
	


	Третий день

	Результат посева из (микроскопия выросших бактерий (рис.)):

	Крови
	Печени
	селезенки

	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1.Вирулентна ли палочка для мышей? 2. Какие факторы вирулентности бактерий Вы обнаружили? 3. От какой формы инфекции по локализации и длительности течения погибла мышь?)

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ
В тетрадь для практических занятий переписать и заполнить данные таблицы по классификации роли факторов естественной резистентности бактерий.

	Название фактора(ов)
	Роль в антимикробной защите

	Нейтрофилы
	

	Естественные киллеры (NК-клетки)
	

	Белки системы комплемента
	

	Белки острой фазы (БОФ)
	

	Лизоцим
	

	Дефенсины
	

	Макрофаги
	

	Дендритные клетки
	

	Тромбоцитарный катионный белок (ТКБ)
	


Занятие 4.3

ТЕМА: ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ РЕАКЦИЙ ИММУНИТЕТА В РЕАЛИЗАЦИИ
I и II ПРИНЦИПА ДИАГНОСТИКИ.
ЦЕЛЬ:

1. Изучить практическое применение реакций иммунитета в реализации I и II принципа диагностики. 
2. Ознакомиться с принципами изготовления и применения диагностических препаратов.
3. Ознакомиться с основными группами препаратов, использующихся для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Иммунитет. Определение понятия. Виды иммунитета по происхождению и условиям формирования.

2. Антигены. Определение. Свойства. Химическая природа. Материальная основа специфичности.

3. Антигенная структура бактериальной клетки. Виды антигенов по специфичности. Значение для практической медицины.

4. Серологическая диагностика инфекционных заболеваний.

5. Реакция агглютинации. Механизм, практическое использование.

6. Реакция  преципитации, ингредиенты. Механизм. Практическое использование. 

7. Диагностические препараты: виды, определение, получение, применение. 
8. Антитела. Классы иммуноглобулинов, их определение.

9. Современные модификации реакции агглютинации: РНГА, РКоА. Механизм, практическое использование.

10. Препараты для специфической профилактики и лечения инфекционных заболеваний.

ПЛАН САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ:

1. Рассмотреть таблицу «Диагностические препараты»;
2. Учесть реакцию агглютинации для определения вида микроба (Работа 1);
3. Учесть результат реакции преципитации в агаре для определения токсигенности дифтерийных бактерий (Работа 2). 

4. Рассмотреть таблицу «Специфические лечебные и профилактические препараты».

5. Ознакомиться с механизмом реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) для определения антител в динамике и методикой учета результатов (Работа 3)

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Работа 1

ЦЕЛЬ: Овладеть методикой оценки результатов реакции агглютинации для определения вида бактерий (реакция Грубера).

ЗАДАЧА. В бактериологической лаборатории выделили культуру бактерий от больного с предположительным диагнозом: «Брюшной тиф». Поставлена реакция агглютинации (реакция Грубера) со специфическими иммунными сыворотками, титр которых 1/1600. Учтите развернутую реакцию с набором иммунных сывороток для определения  антигенов.

МЕТОДИКА

Учет производится после 24-часового пребывания пробирок в термостате. В каждой пробирке разведенная диагностическая сыворотка – известные антитела (1:100, 1:200 и т.д.) и чистая культура бактерий – неизвестный антиген. В контрольной пробирке – вместо сыворотки – физиологический раствор. При положительном результате осадок из хлопьев покрывает все дно пробирки в виде раскрытого зонтика, обращенного куполом вниз. Жидкость над осадком прозрачная. При встряхивании осадок распадается на зерна или хлопья, жидкость остается прозрачной. При отрицательной реакции на дне пробирки образуется небольшой осадок, надосадочная жидкость остается мутной. При встряхивании осадок  поднимается вверх в виде змейки и равномерно распределяется в жидкости, которая приобретает первоначальную мутность.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Название иммунной сыворотки
	Разведение сыворотки больного

	
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	1/1600

	Брюшнотифозная
	
	
	
	
	

	Паратифозная А
	
	
	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. К какому виду относится выделенная чистая культура бактерий? 2. Как объяснить положительную реакцию с обеими сыворотками?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 2

ЦЕЛЬ: Изучить механизм и овладеть методикой оценки результатов реакции диффузной преципитации в геле для определения токсигенности бактерий (дифтерийной палочки).

МЕТОДИКА

Рассмотреть чашку с поставленной реакцией, выявить токсигенные штаммы.

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

Результат опыта оформить в виде рисунка с обозначениями.

Вывод: (ответить на вопросы: 1.Токсигенная ли исследуемая культура дифтерийной палочки? Почему? 2. Какой тип дифтерийного токсина (экзотоксин, эндотоксин? Почему?)

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Работа 3
ЦЕЛЬ: Познакомиться с механизмом реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) для определения антител в динамике и методикой учета результатов. Научиться дифференцировать истинную реакцию иммунитета от анамнестической.

ЗАДАЧА. В клинику поступил больной с предполагаемым диагнозом «Грипп?», «Парагрипп?». Для выяснения диагноза провести серологическое исследование в динамике с постановкой РПГА.

МЕТОДИКА

Учет проводится после 24 часов инкубации при 370С. При положительном результате осадок из красных хлопьев покрывает все дно лунки или пробирки в виде раскрытого зонтика, обращенного куполом вниз. При отрицательной реакции на дне лунки или пробирки виден компактный осадок красного цвета в виде пуговки с ровным краем (осадок из несклеившихся эритроцитов).

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Диагностикумы
	Разведение сыворотки

	
	1/20
	1/30
	1/160
	1/380
	1/640
	К

	Гриппозный

3 день

10 день
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Парагриппозный

3 день

10 день
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


Вывод: (ответить на вопросы: 1. Какой диагноз подтвердился? Почему? 2. Какая реакция является истинной, а какая анамнестической? Почему? 3. В чем преимущества РПГА перед РА?)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

ПИСЬМЕННЫЕ ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ

ВО ВНЕУЧЕБНОЕ ВРЕМЯ

Задание 1

В тетрадь для практических занятий переписать и заполнить данные таблицы по основным препаратам для специфической диагностики инфекционных заболеваний.

ПРИМЕРЫ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Агглютинирующая ОВ-сыворотка против серогруппы энтеропатогенных кишечных палочек О26. Получена путем гипериммунизации кроликов взвесью бактерий серогруппы О26. Применяют для постановки реакции агглютинации с целью определения серогруппы кишечных палочек (бактериологический метод). При учете реакции обратить внимание на титр сыворотки. Реакция считается специфической, если она положительна в разведении сыворотки не меньше, чем половина ее титра.

Люминесцирующая брюшнотифозная сыворотка содержит антитела, окрашенные флуорохромами. Применяется для определения вида бактерий в исследуемом материале в реакции иммуно-флуоресценции (РИФ) – экспресс-метод.

Дизентерийныйдиагностикум состоит из взвеси убитых бактерий Флекснера и Зонне. Используется для постановки реакций иммунитета в серологическом методе.

Брюшнотифозный Ви-бактериофаг получен из фаголизата брюшнотифозных бактерий. Применяется для типирования брюшнотифозных бактерий в бактериологическом методе.

	№ п/п
	Название препарата
	Состав
	К какой группе диагностических препаратов относится
	Практическое использование (метод диагностики)
	Указать разведение диагностической сыворотки, при котором РА считается положительной

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


Задание 2

В тетрадь для практических занятий переписать и заполнить данные таблицы по основным препаратам для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний.
ПРИМЕРЫ СПЕЦИФИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Чумная живая вакцина содержит высушенную культуру чумных бактерий штамма ЕV. Применяется для активной профилактики чумы по эпидпоказаниям.
Инактивированнная вакцина против японского энцефалита содержат вирус японского энцефалита инактивированный формалином. Применяется по эпидпоказаниям.

Адсорбированный дифтерийно-столбнячный анатоксин (АДС) состоит из смеси очищенных дифтерийного и столбнячного анатоксинов, адсорбированных на гидроокиси алюминия. Применяется для плановой иммунизации против дифтерии и столбняка детей в возрасте от 3-х месяцев.

Противодифтерийная антитоксическая сыворотка содержит антитела против экзотоксина дифтерийных палочек. Получают из крови лошадей гипериммунизированных дифтерийным анатоксином. Применяется для лечения и экстренной профилактики дифтерии. Вводится дробно по Безредке.

Антистафилококковый иммуноглобулин содержит антитела к стафилококковому экзотоксину. Готовится из крови иммунизированных доноров. Применяется для лечения больных стафилококковым сепсисом и другими стафилококковыми заболеваниями.

Сальмонеллезный поливалентный бактериофаг представляет собой фильтрат фаголизата типичных штаммов сальмонелл групп А, В, С, Д, Е. Применяют для лечения и экстренной профилактики.

	№

п/п
	Название препарата
	Состав
	К какой группе лечебно-профилактических препаратов относится
	Показания для применения
	Какой вид иммунитета

(по происхождению) создается в организме
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