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Лабораторное занятие № 15.

Тема: МИКРОФЛОРА ТЕЛА ЧЕЛОВЕКА. САНИТАРНАЯ 

МИКРОБИОЛОГИЯ.  УИРС II ЭТАП.

Цель: усвоить основные принципы исследования микрофлоры тела 

человека и внешней среды. Провести II этап УИРС.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Нормальная микрофлора тела человека, значение. Микробиоценоз различных биотопов тела. 

2. Дисбиозы, характеристика, причины возникновения. Препараты для восстановления нормальной микрофлоры: пробиотики.

3. Учение о санитарно-показательных микроорганизмах. Микрофлора воздуха и методы ее исследования и оценки. Инфекции, передающиеся через воздух.

4. Методы санитарно-бактериологического исследования воды, показатели ее качества. Заболевания, передающиеся через воду.

5. Вирусы, циркулирующие в сточной воде, методы индикации. 

6. Санитарно-микробиологическое исследование почвы. Почва, как фактор передачи инфекционных заболеваний.

7. Санитарно-микробиологическое исследование предметов окружающей среды (рук, инвентаря, оборудования). Контроль хирургического и перевязочного материала на стерильность.

8. Санитарно-микробиологическое исследование пищевых продуктов (мясо, молоко, консервы).

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА: 

1. Приготовить мазок из зубного налета, окрасить по Граму, промикроскопировать, зарисовать и подписать представителей резидентной и транзиторной микрофлоры ротовой полости.

2. Изучить методику исследования испражнений на дисбиоз. Записать основных представителей нормальной микрофлоры кишечника.

3. Описать состав и применение пробиотиков.

4. Описать методы изучения воздушной микрофлоры. Вычислить ОМЧ воздуха в готовых посевах. Записать и оценить результат.
5. Подсчитать БГКП воды при исследовании методом мембранных фильтров. Зарисовать, дать заключение.

6. Учесть и оценить результат посева водопроводной воды на висмут-сульфитный агар.

7. УИРС: II этап работы

8. Уборка рабочего места.

9.  Защита протокола.

Работа № 1: Мазок из зубного налета в окраске по Граму. 

В ротовой полости выделяют более 100 видов бактерий: бактероиды, бифидобактерии, эубактерии, фузобактерии, лактобактерии, актиномицеты, гемофильные палочки, лептотрихии, нейссерии, спирохеты, стрептококки, стафилококки, вейлонеллы и др. Обнаруживаются также грибы рода Candida и простейшие. Микрооранизмы нормальной микрофлоры и продукты их жизнедеятельности образуют зубной налет.
Резидентная флора:



Транзиторная флора:

1.__________________


1._____________________

2.__________________


2._____________________

3._________________



3._____________________

4.__________________


4._____________________

5._________________



5._____________________

6.__________________
_

6._____________________

7.___________________


7._____________________

Работа №2: Методика исследования фекалий на дисбиоз. 

Для анализа на дисбиоз 1 гр. испражнений разводят стерильным физ.раствором 10-кратно до 10-12 степени. Из разных разведений проводят высев на элективные и дифференциально-диагностические среды: из разведения 10-1 по 0,1 мл высевают на селенитовый бульон для _____________, среду Плоскирева – для______________________. Из 10-3 – по 0,1 мл на среду Эндо для____________________ ЖСА – 

для_________________, кровяной агар – для ____________________

_______, агар Сабуро – для_____________________, 10-1 и 10-3 – посев по Щукевичу для____________________, на МРС (молочно-растительная среда) для___________________________. 10-7 – 10-11 на жидкую тиогликолевую среду для ___________________________.

Учет результатов в зависимости от скорости роста различных бактерий: большинство микробов дают рост через сутки,  стафилококки, грибы родаCandida –через ____суток, лактобактрии – до ______ суток, бифидобактерии – до ______ суток.

На плотных средах подсчитывают количество колоний одного вида, делают перерасчет на 1 г, на жидких средах - степень разведения, при котором еще растут бактерии. Полученные результаты сравнивают с существующими нормами.

Бланк анализа при исследовании фекалий на дисбиоз
	Бактерии
	Норма
	Количество в 1г

	бифидобактерии
	
	

	лактобактерии
	
	

	эшерихии Lac+
	
	

	эшерихии Lac ±  и Lac -
	
	

	эшерихии   Hem +
	
	

	протеи
	
	

	клебсиеллы
	
	

	прочие энтерорбактерии
	
	

	стафилококк золотистый
	
	

	другие виды стафилококков
	
	

	энтерококки
	
	

	грибы Candida
	
	

	грибы плесневые
	
	


Работа №3: Пробиотики, пребиотики, синбиотики
1.                                       
2.                                          
3.                                              
4.                                                 
5                                                 
6. 

7.                                                          
8.                                                          
9.

10. 

Механизм действия  

Область применения                                          
   Работа №4: Методы изучения санитарного состояния воздуха:

Определение ОМЧ воздуха в готовых посевах.

1.Седиментационный – метод Коха                             
2. Аспирационный – с помощью аппаратов                        
Определение ОМЧ воздуха при использовании аппарата Кротова.





Среда:





Время работы аппарата:





Скорость работы аппарата:





Количество колоний:

Учет: ОМЧ воздуха бак.лаборатории =
Заключение:                                                  
ГОСТ для воздуха
Работа №5: Определение БГКП воды при исследовании методом мембранных фильтров.







Объем воды

фильтр




Количество Lac+ колоний:










       Эндо

Учет: 1 БГКП содержится в                воды.

Заключение:                                                 
ГОСТ Р 512332-98 для воды 

 

Работа №6: Результат посева водопроводной воды на висмут-

сульфитный агар.





ВСА – это среда для

Заключение:                                                
потому, что                                               
Работа №7: УИРС II этап

Результаты посева: 

А) волоса на МПА: - нет роста, есть рост (ОМЧ).

Колонии одного вида (величина, форма, цвет), несколько видов. Приготовить мазки, окрасить по Граму, промикроскопировать, зарисовать.

Б) отпечатка пальца на Эндо - нет роста, есть рост (ОМЧ).

Колонии одного вида (величина, форма, цвет), несколько видов.

Количество Лак + колоний            Приготовить мазки, окрасить по Граму, промикроскопировать, зарисовать.

В) посева мазка из носа на ЖСА. - нет роста, есть рост (ОМЧ).

Количество лецитиназо(+) колоний-         . С них приготовить мазок по Граму, промикроскопировать, зарисовать.

Поставить антибиотикограмму. Для этого приготовить взвесь данной культуры в 0,5 мл физ.раствора и вылить ее на чашку с МПА. Пинцетом

наложить диски с антибиотиками, подписать свой номер. Сдать в термостат.

Мазки в окраске по Граму со среды:

МПА


   Эндо


      ЖСА


Подпись преподавателя                       
Вопросы для самоконтроля:

1. Что такое экосистема?

2. Что такое микробиоценоз?

3. Что лежит в основе антагонизма бактерий?

4. Что такое комменсализм?

5. Что такое дисбиоз?

6. Причины развития дисбиозов?

7. Препараты, для лечения и профилактики дисбиоза кишечника.

8. Какие препараты относятся к пробиотикам? 

9. Представители резидентной и транзиторной  микрофлоры кожи.

10. Микрофлора полости рта: резидентная и транзиторная.

11. Микрофлора дыхательных путей.

12. Микрофлора толстого кишечника: резидентная и транзиторная.

13. По каким показателям оценивают санитарное состояние воздуха?

14. По каким показателям оценивают санитарное состояние 

хирургического материала?

15. Санитарно-показательные микроорганизмы воды, методы их 

определения.

16. Санитарно-показательные микроорганизмы почвы, методы их 

определения.

17. Методы определения общего микробного числа  (ОМЧ) воздуха, 

воды, почвы, пищевых продуктов.

18. Методы  и среды для определения БГКП  в воде, молоке, мясе, 

почве.

19. ГОСТы для воздуха различных помещений, питьевой воды, 

молочных продуктов.

20. Заболевания, передающиеся через воздух, воду, пищевые 

продукты, почву, предметы обихода.

Дополнительная информация.

Лабораторное занятие № 16
Тема: ВЛИЯНИЕ НА МИКРООРГАНИЗМЫ ФИЗИЧЕСКИХ

И ХИМИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ. АНТИБИОТИКИ И ХИМИОПРЕПАРАТЫ.

Цель: усвоить получение и применение химиотерапевтических 

веществ, дезинфектантов, антисептиков и антибиотиков. 

Уметь определять чувствительность бактерий к антибиотикам.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Действие физических и химических факторов на микроорганизмы. Асептика и антисептика.

2. Понятие о стерилизации и дезинфекции. Способы стерилизации, аппаратура. 

3.  Понятие о химиотерапии и химиотерапевтических препаратах. История их открытия. 

4. А. Флеминг, Г. Флори, Э. Чейн, З. Ермольева. Антибиотики: классификация по источнику и способу получения. 

5. Классификация антибиотиков по химической природе, механизму и спектру действия. 

6. Осложнения антибиотикотерапии. Их предупреждение.

7. Механизмы лекарственной устойчивости бактерий, пути ее преодоления.

8. Методы определения чувствительности бактерий к антибиотикам.

9. Принципы рациональной антибиотикотерапии.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА:

1. Познакомиться с правилами подготовки посуды к стерилизации, с устройством и режимом работы автоклава, сухожарового шкафа, другой аппаратуры.

2. Усвоить принцип работы и применение фильтра Зейтца, свечей Шамберлана и Беркефельда.

3. Дать заключение о действии фитонцидов чеснока на рост микроорганизмов.

4. УИРС 3 этап:  оценить результаты антибиотикограммы - дать заключение о чувствительности стафилококков к антибиотикам, зарисовать.

5. Оценить чувствительность бактерий к антибиотикам методом серийных разведений, определить МИК, зарисовать.

6. Уборка рабочего места.

7. Отчет по протоколу.

Работа №1: Правила подготовки посуды к стерилизации. Устройство и режим работы автоклава и сухожарового шкафа.

1. Подготовка посуды к стерилизации.

Посуда должна быть тщательно вымыта и просушена.

1. Пробирки, флаконы, бутылки, колбы закрывают ватно-марлевыми пробками, поверх которых надевают бумажные колпачки (кроме пробирок). Резиновые, корковые, стеклянные пробки стерилизуют отдельно.

2. Чашки Петри стерилизуют завернутыми в бумагу по 1-5 штук.

3. Пипетки заворачивают в бумагу по 5-15 штук, предварительно поместив в верхнюю часть предохранительную вату.


2.Устройство и режим работы автоклава.

В автоклаве производят стерилизацию с помощью _____________________________________________________

Автоклав состоит из 2 котлов, вставленных один в другой, кожуха и крышки (или двери). Наружный котел – водопаровая камера, внутренний – стерилизационная камера. Крышка (дверь) герметически привинчивается к кожуху.

Снаружи имеются манометр, предохранительный клапан, воздушный и конденсационный краны. Манометр служит для определения давления, создаваемого паром. Работать с автоклавом может только специально обученный специалист.

Режим автоклавирования

	Стерилизуемый материал
	давление
	температура 
	время

(кратность)

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


3. Устройство и режим работы сухожарового шкафа

    (печи Пастера).
Шкаф с двойными стенками, изготовленный из термостойких материалов: металла и асбеста. Для контроля температуры имеется термометр, вставленный в отверстие верхней стенки шкафа. Стерилизуемый материал располагают на полках шкафа так, чтобы он не соприкасался со стенками. Началом стерилизации считается подъем до нужной температуры. Режим стерилизации зависит от стерилизуемого материала и выбранной температуры, например при

                           . Материал вынимают только после полного охлаждения шкафа. Сухим жаром стерилизуют:                                                             .

Работа №2: Принцип работы и применение бактериальных фильтров (Зейтца, Шамберлана, Беркефельда).

Фильтры Зейтца -                 пластинки толщиной 3-5 мм. Перед употреблением их монтируют в прибор Зейтца и вместе с ним стерилизуют в автоклаве. Используются однократно.

Мембранные фильтры из                        толщиной 0,1мм с различной величиной пор (0,3-1,2 мкм). Стерилизуются кипячением и помещают в аппарат перед работой.

Фильтры (свечи) Шамберлана и Беркефельда представляют собой полые цилиндры, закрытые с одного конца. 1-й изготовлен из                               2-й – из                        .

Фильтры закрепляют в специальном держателе, который вставляют в колбу Бунзена. 

Работа №3: Дать заключение о действии фитонцидов чеснока на рост микроорганизмов.






патогенный стафилококк





долька чеснока





зона задержки роста=

Заключение: фитонциды относятся к                            
Работа №4: УИРС 3 этап: Результаты антибиотикограммы  патогенного стафилококка.


Заключение: Для лечения рекомендуются антибиотики  _____________

____________________________________________________________                                                    
Работа №5: Определение чувствительности бактерий к антибиотикам методом серийных разведений (определение МИК).

Метод серийных разведений позволяет по минимальной ингибирующей концентрации (МИК) рассчитать терапевтическую дозу.

В 2- кратные разведения антибиотика в МПБ с 256 мкг/мл (ЕД/мл) и далее добавляют по 1 мл культуры микроба, инкубируют 20 часов в термостате. 



256
178
89
44,5
22,25
11,13
    КА
       КК

Минимальная ингибирующая концентрация данного антибиотика – то наибольшее разведение, при котором                             
Заключение: МИК данного антибиотика для данной культуры =        
Подпись преподавателя                    
Вопросы для самоконтроля:

1. Понятие об асептике, антисептиеа, дезинфекции, стерилизации?

2. Характер воздействия на бактерии лучистой энергии: УФО, 

Рентгена, микроволновых лучей и др.

3. Что стерилизуют действием лучистой энергии?

4. Механические способы стерилизации.

5. Какие существуют фильтры и что с их помощью стерилизуют?

6. Термические способы стерилизации, конкретное применение.

7. Методы дробной стерилизации и когда они применяются?

8. Принцип работы печи Пастера, режим, стерилизуемый материал.

9. Принцип работы автоклава, режимы для различного материала.

10. Пастеризация, тиндализация, режимы, стерилизуемый материал.

11. Химические способы стерилизации.

12. Классификация химических веществ по действию на белок.

13. Основные дезинфектанты, механизм их действия.

14. Основные антисептики, механизм их действия.

15. Какие химические вещества являются окислителями белков?

16. Основные группы лекарственных химиопрепаратов, представители.

17. Какие препараты относятся к антиметаболитам?

18. Механизм действия сульфаниламидов и хинолонов.

19. Противоопухолевые химиопрепараты, механизм действия.

20. Основы классификации антибиотиков.

21. Характеристика антибиотиков.

22. Антибиотики, продуцируемые грибами, актиномицетами, 

бактериями.

23. Беталактамы, тетрациклины, макролиды, аминогликозиды, 

полиеновые, ароматические и другие группы антибиотиков: 

механизмы их действия.

24. Антибиотики, нарушающие синтез клеточной стенки.

25. Антибиотики, нарушающие функции мембран (ЦПМ) бактерий.

26. Антибиотики, ингибирующие синтез белка бактерий.

27. Осложнения антибиотикотерапии.

28. Методы борьбы с антибиотикорезистентностью бактерий.

29. Методы рациональной антибиотикотерапии.

30. Методы определение чувствительности бактерий к антибиотикам.

Дополнительная информация.

Лабораторное занятие № 17.

Тема: ГЕНЕТИКА БАКТЕРИЙ И ВИРУСОВ. МОЛЕКУЛЯРНО-

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ.

КОЛЛОКВИУМ ПО РАЗДЕЛАМ: «ЭКОЛОГИЯ И ГЕНЕТИКА БАКТЕРИЙ».

Цель: усвоить основные принципы генетики микроорганизмов, ее  практическое использование, получение и применение вакцинных штаммов микроорганизмов. Оценить степень усвоения теоретического и практического материала по пройденным разделам.

ВОПРОСЫ  ДЛЯ  ПОДГОТОВКИ:

1. Геном бактерий. Генотип и фенотип. Виды изменчивости.

2. Плазмиды бактерий, их функции и свойства. Использование плазмид в генной инженерии.

3. Передача наследственного материала у бактерий. Подвижные генетические элементы: транспозоны и IS- элементы, их роль в эволюции бактерий.

4. Молекулярно- биологические методы, используемые в диагностике инфекционных заболеваний: ПЦР, рестрикционный анализ и др.

5. Медицинская биотехнология, ее задачи и достижения. 

6. Генетика вирусов.

7. Теоретические и практические  вопросы, занятий №№ 9 -11.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ  РАБОТА:

1. Изучить влияние фенола на фенотип протея, зарисовать и дать заключение.

2. По готовой демонстрации описать свойства R и S –формы колоний.

3. Зарисовать схему постановки и результаты опытов по генетическим рекомбинациям: трансформации, трансдукции и конъюгации.

4. Оценить и  зарисовать  результат действия акридинового оранжевого на антибиотико-резистентность культуры..

5. Описать методы получения вакцин: БЦЖ, антирабической, сибиреязвенной, энджерикс В.

6. Изучить и записать принцип постановки и учета  полимеразно-цепной реакции (ПЦР).

7. Ответить на 20 вопросов ЭВМ - тестирования, включающих теоретические и практические аспекты раздела.

8. Уборка рабочего места.

Работа №1: Влияние фенола на фенотип протея

(посев по Шукевичу)



    МПА


с фенолом

    МПА

Результат:                                                  
Заключение:                                                   
Работа №2: Cвойства S и R –форм колоний.

	Свойства
	S-колонии
	R-колонии

	Форма
	
	

	Жгутики
	
	

	Капсула
	
	

	Биохимические
	
	

	Антигенные
	
	

	Вирулентные
	
	


Работа №3: Генетические рекомбинации:

схемы постановки опытов и учет результатов.

Трансформация –это                                        
донор

 


реципиент






смесь


Селективная среда
Заключение:                                                   
Трансдукция- это                                             
донор





реципиент





  смесь



Селективная среда
Заключение
Конъюгация – это 
донор

  


реципиент





смесь


Селективная среда
.

Заключение:                                                                                                               
Работа №4: Действие акридинового оранжевого 

на резистентность культуры к антибиотикам


Исходная культура


культура, обработанная







акридиновым оранжевым

Результат: по результатам антибиотикограммы исходная культура обладает                                                    .

После обработки культуры акридиновым оранжевым антибиотикограмма показала                                     
что говорит о                                                  .

Заключение: Множественная лекарственная устойчивость культуры была связана с                , потому, что                      
                                                             .

Работа 5:Генетические основы получения вакцин: противотуберкулезной, антирабической, против гепатита В.

1. Вакцина БЦЖ (BCG)                               
3. Антирабическая вакцина 

3. Вакцина Энджерикс В 

Работа 6:Полимеразно-цепная реакция (ПЦР) 

и рестрикционный анализ.

ПЦР в основе имеет 3 этапа:

а)                                                           
б)                                                           
в)                                                            

Основной этап –                   проводится в аппарате                      , где имеются комплементарные праймеры, полимеразы и нуклеотиды, а также задается определенный температурный и временной режим. Цикл                  может задаваться                  раз, в результате чего образуются миллионы копий исходной ДНК.

Последний этап проводится с помощью 
Рестрикционный анализ основан на                             
Сравнивая полученные нуклеотиды изучаемой ДНК с нуклеотидами контрольной ДНК (известного возбудителя), можно говорить об идентичности или различии возбудителей.

Работа №7: Коллоквиум по пройденным разделам.

Ответить на 20 вопросов, включающих теоретические знания и практические навыки. 

Подпись преподавателя                   
Вопросы для самоконтроля:

1. Отличительные особенности генотипа бактерий.

2. Внехромосомные факторы наследственности.

3. Что такое плазмиды, их функции и роль. Виды плазмид.

4. За что отвечают R - , F -, Col-, Tox-, Hem- плазмиды?

5. Отличия транспозонов  от IS- элементов.

6. Что такое модификационная изменчивость, виды?

7. Что лежит в основе адаптационных реакций бактерий?

8. Особенности фенотипической изменчивости бактерий?

9. Что такое мутационная изменчивость, виды?

10. Особенности генотипической изменчивости бактерий?

11. Что  такое рекомбинационная изменчивость, виды?

12.  Что лежит в основе трансдукции, трансформации, конъюгации?

13. Что используют для постановки опытов трансдукции, 

трансформации, конъюгации?

14. Что такое репарация, механизм, виды, значение.

15. Виды фенотипической изменчивости вирусов.

16. Примеры генотипической изменчивости вирусов.

17. Что такое диссоциация, ее значение?

18. Материальная основа наследственности вирусов.

19. Основные этапы полимеразной цепной реакции (ПЦР).

20.  Что представляет собой амплификация?

21. Принцип постановки и назначение рестрикционного анализа.

22. Основные задачи современной биотехнологии.

23. Основные принципы генной инженерии, применение.

24. Что лежало в основе получения противотуберкулезной вакцины?

25. Вакцины, полученные методом генной инженерии.
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