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Предисловие

Основной задачей клинико-диагностических микробиологических исследований служит выявление в исследуемом материале этиологического агента, вызвавшего инфекционное заболевание. В связи с этим при изучении общей микробиологии особое внимание уделяется:

–знанию основных морфологических форм возбудителя,

–условиям и формам существования микроорганизма,

–анализу современных методов культивирования бактерий,

–соблюдению оптимальных сроков исследования,

–четкой формулировке целей и задач на каждом из этапов лабораторного исследования,

–использованию адекватных и экономически рентабельных методов диагностики,

–правильной трактовке полученных результатов.

Правила работы и поведения вбактериологическойлаборатории

•В помещение бактериологической лаборатории нельзя входить без специальной одежды – халата и белой шапочки.

•Нельзя вносить в лабораторию посторонние вещи.

•В помещении бактериологической лаборатории категорически запрещается курить, принимать пищу, хранить продукты питания.

•Весь материал, поступающий в бактериологическую лабораторию, должен рассматриваться как инфицированный. Переливание жидкостей, содержащих патогенные микробы, производят над сосудом, наполненным дезинфицирующим раствором.

•Если посуда, содержащая заразный материал, разбилась и взвесь микробов попала на платье, участки тела, предметы, рабочее место, надо немедленно сообщить преподавателю и принять меры по их обезвреживанию.

•При исследовании инфицированного материала и работе с патогенными культурами микробов необходимо строго соблюдать общепринятые в бактериологической практике технические приемы, исключающие возможность соприкосновения рук с заразным материалом.

•Зараженный материал и использованные культуры подлежат обязательному уничтожению по возможности в тот же день. Инструменты сразу после употребления дезинфицируют, как и поверхность рабочего места.

•При выполнении бактериологических работ нужно строго следить за чистотой рук; по окончании работы с заразным материалом их дезинфицируют. Рабочее место в конце дня приводят в порядок и тщательно дезинфицируют 1% раствором хлорамина или 70 % этиловым спиртом.
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Дезинфекция рук после работы с заразным материалом и при попадании его на кожу

После работы ватный шарик или марлевую салфетку смачивают 0,5% раствором хлорамина или 70% этиловым спиртом. Протирают сначала левую, а затем правую кисть в определенной последовательности: тыл кисти, ладонную поверхность, межпальцевые пространства, ногтевое ложе. Сначала обрабатывают наименее загрязненные места, затем переходят к наиболее загрязненным участкам кожи. Протирают руки в течение 2 мин двумя тампонами последовательно.

При загрязнении рук культурой патогенного микроба или патологическим материалом в первую очередь дезинфицируют загрязненные участки кожи. С этой целью их покрывают на 3–5 мин ватой, увлажненной 1% раствором хлорамина, затем вату выбрасывают в бачок или ведро с отработанным материалом, а руки обрабатывают двумя тампонами так же, как и при профилактической дезинфекции. При работе с бактериями, образующими споры, обработка рук проводится 1% активированным хлорамином с экспозицией дезинфицирующего вещества до 5 мин.
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ЗАНЯТИЕ 1

Тема: МИКРОБИОЛОГИЯ И ЕЕ ЗНАЧЕНИЕ ДЛЯ МЕДИЦИНЫ. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРИЯ. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ. МОРФОЛОГИЯ МИКРОБОВ

Цель занятия: ознакомиться с правилами работы в микробиологической лаборатории, с методами изучения микроорганизмов; освоить технику иммерсионной микроскопии; технику приготовления простых методов окраски мазков-препаратов.

План занятия

1.Медицинская микробиология, ее цели и задачи, отношение к другим медицинским наукам.

2.Возникновение и развитие микробиологии. Роль отечественных уче- ных-микробиологов в развитии мировой науки.

3.Распространение микробов в окружающей среде. Роль микробов в живой и неживой природе.

4.Микробиологическая лаборатория. Оборудование, правила работы, организация рабочего места.

5.Методы изучения микроорганизмов (микроскопический, бактериологический, экспериментально-биологический, серологический, кожноаллергический, молекулярно-генетический).

6.Микроскопический метод исследования. Виды современных микроскопов. Иммерсионная микроскопия.

7.Тинкториальные свойства бактерий. Этапы приготовления мазковпрепаратов. Простые методы окраски.

8.Морфология бактерий. Измерение размеров микробных клеток. Классификация микробов по морфологии.

Задания для выполнения лабораторной работы

1. Ознакомиться с правилами работы в микробиологической лаборато-

рии.

Выполняя микробиологические исследования, необходимо соблюдать следующие правила:

-в лаборатории должны работать в медицинских халатах, шапочках и сменной обуви. Вход в лабораторию без халата категорически воспрещен. В необходимых случаях работающие надевают на лицо маску. Работа с особо опасными микробами регламентируется специальной инструкцией и проводится в режимных лабораториях;

-с инфицированным материалом работают только с помощью инструментов (бактериологические петли, пинцеты, корцанги и др.);

-прикасаться руками к исследуемому материалу запрещается;

-при посеве материала делают надпись на пробирках, чашках Петри и пр.;
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-материал высевают в пробирки и чашки Петри вблизи от пламени горелки с обжиганием бактериологической петли и краев пробирки;

-растворы, содержащие патогенные микроорганизмы, забирают пастеровской пипеткой или с помощью пипетки-микродозатора;

-в лаборатории запрещается курить и принимать пищу;

-рабочее место должно содержаться в образцовом порядке. Личные вещи следует хранить в специально отведенном месте.

Входе работы и по ее окончании применяются следующие способы дезинфекции:

-при случайном попадании инфицированного материала на стол, пол и другие поверхности это место необходимо тщательно обработать дезинфицирующим раствором;

-руки обрабатывают дезинфицирующим раствором, а затем моют с мылом;

-помещение дезинфицируют с помощью бактерицидных ламп и путем обработки поверхности лабораторной мебели дезинфицирующим раствором.

2.Ознакомиться с оборудованием микробиологической лаборатории. Лаборатория снабжена рядом обязательных приборов и аппаратов:

1.Приборы для микроскопии: биологический иммерсионный микроскоп с дополнительными приспособлениями (осветитель, фазово-контрастное устройство, темнопольный конденсор и др.), люминесцентный микроскоп.

2.Термостаты и холодильники.

3.Приборы для приготовления питательных сред, растворов и т.д.: аппарат для получения дистиллированной воды (дистиллятор), технические и аналитические весы, рН-метры, аппаратура для фильтрования, водяные бани, центрифуги.

4.Набор инструментов для манипуляций с микробами: бактериологические петли, шпатели, иглы, пинцеты и др.

5.Лабораторная посуда: пробирки, колбы, чашки Петри, матрацы, флаконы, ампулы, пастеровские и градуированные пипетки, микродозаторы, аппарат для изготовления ватно-марлевых пробок и др.

6.Аппаратура для стерилизации: автоклавы, сухожаровые шкафы, бактерицидные лампы.

Каждое рабочее место снабжается спиртовкой и сосудом с дезинфици-

рующим раствором.

3. Приготовить мазок с агаровой культуры стафилококка, окрасить метиленовым синим, изучить под микроскопом.

Этапы приготовления мазков-препаратов

Приготовление состоит из нескольких последовательных операций:

1)подготовка мазка,

2)высушивание,

3)фиксация,

4)окраска.
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Техника приготовления мазка из бактериальной культуры:

-исследуемый материал наносят на чистое обезжиренное предметное стекло, очертив предварительно с обратной стороны стекла восковым карандашом границы препарата.

-если препарат готовят из бактериальной культуры, выращенной на плотной среде, то на предметное стекло предварительно наносят каплю стерильного физиологического раствора;

-нагревают до покраснения бактериальную петлю в пламени горелки;

-берут пробирку с исследуемой культурой в левую руку так, чтобы видеть поверхность среды; вращательным движением вынимают пробку из пробирки, прижимая ее мизинцем и безымянным пальцами правой руки к ладони;

-обжигают край пробирки, осторожно вводят петлю (петлю остужают о внутреннюю стенку пробирки) и берут исследуемый материал;

-вынимают петлю, обжигают край пробирки и закрывают пробкой;

-микробиологический материал осторожно распределяют по предметному стеклу тонким слоем, после чего бактериальную петлю стерилизуют в пламени спиртовки;

-мазки высушивают на воздухе при комнатной температуре или в токе теплого воздуха, удерживая предметное стекло высоко над пламенем горелки. Нельзя допускать закипания материала, так как при этом может нарушиться структура микроорганизмов;

-фиксация препарата: высушенные мазки подвергают термической (предметное стекло мазком вверх проводят несколько раз через пламя горелки) или химической (фиксирующие растворы: формалин, спирты, глутаральдегид, жидкость Карнау, ацетон, пары осмиевой кислоты) обработке, в результате которой бактерии погибают и плотно прикрепляются к поверхности стекла.

Методы окраски препаратов

Существуют простые и сложные методы окраски. При окраске простым методом используется только один краситель, позволяющий отличить клетки от неокрашенного фона, например водный фуксин (окрашивание производят 1–2 мин) или метиленовый синий (окрашивание производят 3–5 мин). После истечения времени окрашивания препарат промывают дистиллированной водой до тех пор, пока стекающая вода не станет бесцветной. Затем мазки высушивают фильтровальной бумагой. Простые методы окраски позволяют определить наличие бактерий в препарате, их форму, размеры и взаиморасположение клеток.

При окраске сложным методом используют несколько последовательно наносимых красителей (окраска по методу Грама).

4. Приготовить мазок бульонной культуры кишечной палочки, окрасить водным раствором фуксина, изучить под микроскопом.

Ведущим методом исследования морфологии бактериальной клетки в микробиологической лаборатории является микроскопический. Для микроскопического исследования применяют биологические микроскопы отечест-
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венных моделей: «Биолам – Р11», «Биолам – Р15», «Биолам – Р17» и др. Также используют еще несколько типов микроскопов: люминесцентный, электронный (просвечивающий электронный микроскоп, сканирующий электронный микроскоп) и специальные методы микроскопии: иммерсионная световая, фазово-контрастная, аноптральная (амплитудноконтрастная, фазовотемнопольная), интерференционная, поляризационная, темнопольная люминисцентная, метод сколов (замораживание – скалывание), иммунофлуоресцентные методы.

5.Освоить технику иммерсионной микроскопии.

Установить микроскоп на малое увеличение (×8)

Навести максимальную освещенность

Установить исследуемый препарат на предметный столик и закрепить его зажимами

Найти изображение предмета на малом увеличении (×8)

Нанести на препарат каплю иммерсионной жидкости

Установить микроскоп на большое увеличение (×90) до щелчка

Под контролем глаза макровинтом опустить объектив микроскопа максимально вниз, пока он не коснется иммерсионной жидкости

Наблюдая в окуляр, поднимать макровинтом вверх тубус до тех пор, пока не появится изображение предметов

Микровинтом установить более четкое изображение

Провести микроскопию препарата-мазка

При завершении работы:

Поднять вверх тубус макровинтом

Снять исследуемый препарат

Объектив ×90 отвести в сторону и чистой салфеткой удалить остатки иммерсионной жидкости

Установить микроскоп на малое увеличение (×8) и опустить тубус вниз

Предметный столик покрыть марлевой салфеткой

Вопросы для обсуждения

1. Предмет микробиология, основные понятия, этапы становления. 2. Роль микробов в живой и неживой природе 3. Роль медицинской микробиологии в прогрессе медицины и ее значение в практической деятельности лечащего врача. 4. Правила работы в микробиологической лаборатории. 5. Оборудование и организация работы современной микробиологической лаборатории. 6. Методы изучения микроорганизмов: микроскопический, бактериологический, экспериментально-биологический, серологический, кожноаллергический, молекулярно-генетический. 7. Виды современных микроскопов и методов микроскопии. 8. Правила работы со световым микроскопом. 9. Изучение микроорганизмов микроскопическим методом. 10. Изучение микробов методом иммерсионной микроскопии. 11. Тинкториальные свойст-
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ва микроорганизмов. 12. Техника приготовления мазков-препаратов. 13. Простые методы окраски микроорганизмов. 14. Морфология бактерий, морфологические группы (кокки, палочки, извитые, нитевидные) 15. Измерение размеров микробной клетки с помощью окуляр-микрометра и объектмикрометра.

Оформление лабораторной тетради

Записать правила работы в микробиологической лаборатории; зарисовать самостоятельно приготовленные и демонстрационные микропрепараты с различной морфологией микробов.

Дополнительный материал





Глаз

Линза окуляра

Линза объектива

Исследуемый образец

Линза конденсора

Источник света




Световой микроскоп – оптический прибор, позволяющий наблюдать мелкие объекты, посредством проходящих световых лучей. Увеличение изображения достигается системой линз объектива и окуляра. Источник света и конденсор с диафрагмой направляют световой поток и регулируют освещение объекта. Первичное увеличение изображения дает линза объектива, вторичное – линза окуляра; общее увеличение – произведение увеличивающей способности обеих линз.






Рис. 1. Принципиальная схема светового микроскопа

Устройство микроскопа. В микроскопе имеется механическая и оптическая части.

Механическая часть включает штатив, тубус, столик и систему винтов для передвижения.

Штатив цельнометаллический или пластмассовый с подковообразной или прямоугольной ножкой (микроскопы серии Биолам) обеспечивает устойчивость микроскопа. С основанием микроскопа соединена коробка, в которой размещен механизм микрометрической фокусировки. К верхней части коробки прикреплен предметный столик, к другой стороне – тубусодержатель. В верхней части имеется револьверное устройство, соединенное с тубусом. Передвижение тубуса осуществляется при помощи винтов. Для грубой наводки служит макрометрический винт, для более точной – микрометрический, полный оборот которого поднимает или опускает тубусодержатель на 0,1 мм. При вращении рукояток макрометрического и микрометрического винтов по часовой стрелке тубус микроскопа опускается, при вращении против часовой стрелки – поднимается.
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Оптическая часть включает объективы, окуляры, осветительное устройство – зеркало, конденсор, диафрагму.

Объективы представляют систему линз, закрепленных в металлическую оправу. Все объективы по способу употребления делят на сухие и им-

	 
	мерсионные (погруженные в масло или воду).

	 
	У сухих между фронтальной линзой и рас-

	 
	сматриваемым препаратом находится воздух.

	 
	Поэтому они дают слабое увеличение (в 8-20

	 
	раз).

	 
	Иммерсионные объективы позволяют по-

	 
	лучить увеличение в 40-90 раз из-за наимень-

	 
	шего фокусного расстояния между фронталь-

	 
	ной линзой и препаратом. При иммерсионном

	 
	микрокопировании на препарат наносят кап-

	 
	лю иммерсионной жидкости (глицерин, вазе-

	 
	лин, кедровое масло и др.) с показателем пре-

	 
	ломления света 1,48-1,52, близким к показате-

	 
	лю преломления стекла.

	 
	Зеркало служит для направления свето-

	 
	вых лучей от объекта к объективу. Плоская

	 
	сторона применяется при искусственном ос-

	Рис. 2. Микроскоп лабораторный
	вещении, вогнутая – при дневном.

	тринокулярный
	Окуляры увеличивают изображение объ-

	 
	ектива от 7 до 15 раз.



Конденсор служит для собирания лучей, идущих от зеркала к одной точке – фокусу. Состоит из систем линз. Для яркого освещения при изучении неокрашенных объектов поднимают вверх, для уменьшения освещенности опускают вниз.

Диафрагма находится над конденсором и состоит из металлических пластинок, которые рычажком раздвигаются и сдвигаются для увеличения или уменьшения доступа света. При сужении пластин света в объектив попадает мало, при открытии – больше.

Разрешающая способность для современных микроскопов находится в пределах 0,2 мкм и зависит от длины световой волны.

Измерение размера микробной клетки. Проводится по ходу микро-

скопирования с помощью окуляр-микрометра (для непосредственного измерения объекта – пластинка с 50 делениями в окуляре) и объект-микрометра (определяет цену деления окуляр-микрометра – стекло, закрепляющееся на предметном столе). В начале работы добиваются совпадения их делений. Затем отмечают число делений объект-микрометра, в которые умещается исследуемый микроорганизм.
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