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1. Занятие № 1. «Санитарно-бактериологическое исследование смывов с объектов внешней среды, готовых лекарственных форм, воды, воздуха (1-й день). Исследование на бактерионосительство стафилококков студентов фармацевтического факультета. Определение чувствительности бактерий к антимикробным химиопрепаратам (В интерактивной форме). Ролевая игра».
2. Значение темы: 
Начиная с разработки новых фармацевтических препаратов, на всех этапах от производства до потребителя, необходимо оценивать вероятность риска выпуска некачественных средств и совершенствовать систему контроля, добиваясь обеспечения их качества. Особое место при этом занимают биологические методы исследований, относящиеся в первую очередь к области фармакологии и микробиологии. Основная задача санитарно-микробиологического исследования смывов с объектов внешней среды – гигиеническая и эпидемиологическая оценка с целью предотвращения контаминации лекарственных средств в процессе их изготовления.

С целью обеспечения выпуска отечественных лекарственных препаратов (ЛП) гарантированного качества в производственную практику фармацевтической промышленности с 1998 г. введены правила GMP (Good Manufacturing Practice) - Правила надлежащего производства (ОСТ 42-510-98). В основе правил лежит принципиально новый подход к обеспечению качества ЛП, при котором объектом контроля наряду с готовой продукцией становится сам процесс производства (С.В. Шилова, 1999), т.к. современное обеспечение качества не считает достаточным проведение одной лишь проверки готового продукта на стерильность или микробную загрязненностью Особенно важен мониторинг среды при производстве стерильных лекарств, в частности, препаратов, производимых в асептических условиях (когда лекарственное средство по ряду причин невозможно подвергнуть стерилизации в упаковке). Проводится мониторирование всех критических факторов, которые могут быть источником микробиологической контаминации продукта – воздушной среды, водных систем, чистых помещений и контролируемых зон, стерилизации, непосредственно производства, очистки и дезинфекции. 

Цели занятия: на основе теоретических знаний и практических умений обучающийся должен: 

знать: 

· особенности биологии микроорганизмов, взаимодействие с макроорганизмом, определяющие их роль в развитии инфекционного процесса и в порче лекарственного сырья и готовых лекарственных форм; 

· нормативные документы, регламентирующими правила работы с объектами, представляющими биологическую опасность; 

· правила работы в аптечном учреждении, на фармацевтическом производстве; 

· устройство микробиологической лаборатории и правила техники безопасности при работе с микроорганизмами; влияние факторов окружающей среды на микроорганизмы, цели и методы асептики, антисептики, консервации, стерилизации, дезинфекции; 

· аппаратуру и контроль качества стерилизации; роль микроорганизмов в порче лекарственного сырья и готовых лекарственных форм; фитопатогенную микрофлору и ее роль в порче лекарственного растительного сырья; 

· состав микрофлоры организма человека и ее значение; 

· фитопатогенную микрофлору и ее роль в порче лекарственного растительного сырья и готовых лекарственных форм; 
· санитарно-показательные микроорганизмы воды, воздуха, почвы и их значение для оценки санитарного состояния окружающей среды; 
· микробиологические методы оценки качества лекарственных средств, в соответствии требованиями нормативных документов; 

· сущность бактериологического метода исследования, как «золотого стандарта» клинической микробиологии; 

· цели и технику выполнения этапов бактериологического метода исследования; 

· значение бактерионосительства патогенного стафилококка у аптечных работников;

уметь:

· определять показатели микробиологической чистоты воды, объектов внешней среды воздуха, лекарственного сырья и готовых лекарственных препаратов, выполнять работу в асептических условиях; 

· выделять чистую культуру микроорганизмов (сделать посевы, идентифицировать чистую культуру); 

· анализировать лекарственные препараты, лекарственное сырье, объекты окружающей среды, воду, воздух, смывы с рук и посуды по показателям микробиологической чистоты 

· забрать материал из носа тампоном и провести посев на желточно-солевой агар (ЖСА) методом "штрих с площадкой";

· описать характер роста колоний на плотной питательной среде (культуральные свойства микроорганизмов);

· изучить морфологические и тинкториальные свойства бактерий в фиксированных препаратах из отобранных колоний; провести посев характерных изолированных колоний на скошенный питательный агар; 
· определить чистоту выделенной культуры; посеять выделенную культуру на соответствующий «пестрый ряд»;

владеть:
· владеть базовыми технологиями переработки информации: текстовые, табличные редакторы, поиск в сети Интернет; навыками интерпретации; навыками оценки микробиологической чистоты лекарственных препаратов, 

· навыками интерпретации результатов бактериологического метода диагностики;

3. План изучения темы:

4.1. Самостоятельная работа:

· Выполнение практических заданий – 90 мин.

· Заполнение протокола – 30 мин.

4.1.  Исходный уровень знаний:

Собеседование по контрольным вопросам:

1. Санитарная микробиология: понятие, цели и задачи применительно к фармацевтической практике.

2. Принципы и методы проведения санитарно-микробиологических исследований.

3. Санитарно-показательные микроорганизмы, их характеристика. Основные требования, предъявляемые к санитарно-показательным микроорганизмам.

4. Микрофлора воздуха закрытых помещений;

5. Воздух, как среда передачи возбудителей инфекционных заболеваний.

6. Общее микробное число воздуха (ОМЧ). 
7. Индикаторные микроорганизмы санитарного состояния воздуха;

8. Методы выделения микроорганизмов из воздуха;

9. Критерии оценки микробной обсеменённости воздуха помещений аптек;
10. Принципы санации воздушной среды производственных помещений аптек, фармацевтических заводов.

11. Мероприятия по предупреждению попадания микроорганизмов от человека в воздух производственных помещений аптек: ассистентская, асептический блок и др.
12. Объекты при санитарно-бактериологическом исследовании аптек, фармацевтических производств.

13. Особенности забора материалов и выявляемые критерии при санитарно-бактериологическом исследовании смывов с объектов внешней среды.

14. Какие требования предъявляют к микрофлоре внешней среды и объектов аптек, исследуемых методом смывов.
15. Какие требования предъявляют к микробиологической чистоте аптечной посуды, вспомогательному материалу (пробкам, воронкам, колбам, пипеткам, марлевым салфеткам, фильтровальной бумаге и т.д.).

16. Источники и пути попадания патогенных и условно-патогенных микроорганизмов – возбудителей кишечных инфекций в воду открытых водоёмов.

17. Принципы получения и очистки водопроводной воды, её санитарно-микробиологические показатели.

18. Вода, используемая в аптеках и на предприятиях фармацевтической промышленности как растворитель для изготовления лекарственных форм. Вода очищенная и вода для инъекций – их санитарно-микробиологические характеристики.

19. Методы получения воды очищенной и воды для инъекций: их достоинства и недостатки, используемые методы и аппаратура.

20. Правила получения, хранения и транспортировки воды очищенной и воды для инъекций (Приказ № 309 от 21 октября 1997 г.)

21. Пирогенность воды для инъекций, её характеристики, условия формирования. Пути предупреждения пирогенности воды для инъекций и инъекционных лекарственных форм. Методы определения пирогенности: их достоинства и недостатки.

22. Методы устранения пирогенности.

23. Правила забора воды в аптеке для микробиологического исследования и принципы лабораторного исследования воды. Влияние временного интервала между забором воды и началом исследования на конечные результаты.

24. Методы и режимы стерилизации воды для фармацевтических целей.

25. Контроль стерильности воды.

26. Питательные среды, используемые для определения микробной обсеменённости дистиллированной воды и воды для инъекций.

27. Микроорганизмы, определяемые при исследовании дистиллированной воды и воды для инъекций.

28. Методы исследования микробной обсеменённости дистиллированной воды и воды для инъекций.
29. Микрофлора лекарственных средств и пути повышения микробной чистоты нестерильных ЛС.

30. Особенности забора материалов и выявляемые критерии при санитарно-бактериологическом исследовании готовых лекарственных форм.

31. Критерии интерпретации результатов при санитарно-бактериологическом исследовании готовых лекарственных форм.

32. Какие условия нужно соблюдать при отборе готовых лекарственных форм для санитарно-микробиологического исследования.
33. Лекарственные препараты, стерилизуемые в конечной упаковке.

34. Лекарственные препараты, изготовляемые в асептических условиях.

35. Источники и пути контаминации микроорганизмами лекарственных препаратов.

36. Последствия контаминации стерильных и инъекционных лекарственных средств микроорганизмами.

37. Последствия возможной контаминации лекарственных форм микроорганизмами.

38. Правила, питательные среды и методики исследования на стерильность лекарственных препаратов.
Тесты:
1. ОБЪЕКТАМИ ИССЛЕДОВАНИЯ ПРИ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ КОНТРОЛЕ АПТЕК ЯВЛЯЮТСЯ:

1. дистиллированная вода для приготовления ЛС

2. сухие ЛС, используемые для приготовления инъекционных растворов

3. аптечная посуда, пробки

4. инвентарь, оборудование, руки и одежда персонала

5. все вышеперечисленное

2. МЕТОД, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ СМЫВОВ С ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ:

1. биологический 

2. проточный

3. глубинных посевов

4. аспирационный

5. бактериологический 

3. МЕТОД, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ ЗАБОРА МАТЕРИАЛА ПРИ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ ИССЛЕДОВАНИИ ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ:

1. биологический

2. аспирационный 

3. смывов

4. непрерывного культивирования

5. проточный 

4. ПОКАЗАТЕЛЬ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ СМЫВОВ С ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ (АПТЕЧНОЙ ПОСУДЫ, ОБОРУДОВАНИЯ, РУК И ОДЕЖДЫ ПЕРСОНАЛА И ДР.):

1. БГКП

2. Коли-титр

3. Количество бактериофагов

4. Перфрингенс-титр

5. количество термофилов

5. ПОКАЗАТЕЛЬ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ СМЫВОВ С ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ:

1. Золотистый стафилококк

2. Коли-титр

3. Количество бактериофагов

4. Перфрингенс-титр

5. количество термофилов

6. КОЛИЧЕСТВО БГКП И ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА В 1 СМ3 СООТВЕТСТВЕННО, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩЕЕ О САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ БЛАГОПОЛУЧИИ ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ (АПТЕЧНОЙ ПОСУДЫ, ОБОРУДОВАНИЯ, РУК И ОДЕЖДЫ ПЕРСОНАЛА И ДР.):

1. 50, 10

2. 5, 10

3. Не выявлены

4. 10, не выявлены

5. 3, 2

7. ВОЗМОЖНЫЕ ИСТОЧНИКИ И ФАКТОРЫ КОНТАМИНАЦИИ ЛС:

1. исходно загрязненное сырье

2. персонал, участвующий в приготовлении ЛС

3. воздух помещений, где готовятся ЛС

4. вода, используемая для приготовления ЛС

5. все вышеперечисленное

8. ФАКТОРЫ, СПОСОБСТВУЮЩИЕ КОНТАМИНАЦИИ ЛС:

1. хранение сырья и ГЛС в соответствии с нормативными требованиями

2. использование дезинфектантов

3. нарушение правил личной гигиены и асептики при приготовлении ЛС

4. качественное сырье

5. использование «холодовой цепи»

9. ЛАБОРАТОРИИ, В КОТОРЫХ ПРОВОДЯТ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОЕ СМЫВОВ С ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ ИССЛЕДОВАНИЕ СЫРЬЯ И ГОТОВЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ:

1. Роспотребнадзора

2. особо-опасных инфекций

3. СПИД-центров

4. лечебно-профилактических учреждений 

5. кожно-венерологического диспансера
10.
ВОДА КАК ОБЪЕКТ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО КОНТРОЛЯ В АПТЕКАХ:

1. плавательных бассейнов

2. открытых водоемов

3. централизованного снабжения

4. грунтовая

5. дистиллированная
12.
ДЛЯ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ДИСТИЛЛИРОВАННОЙ ВОДЫ ОПРЕ-ДЕЛЯЮТ КОЛИЧЕСТВО:

1. клостридий

2. мезофильных аэробных и факультативных анаэробных бактерий (МА-ФАМ)

3. мезофильных анаэробных бактерий

4. вируса гепатита А

5. холерного вибриона
13.
САНИТАРНО-ПОКАЗАТЕЛЬНЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ:

1. постоянно присутствуют в выделениях человека и теплокровных животных и попадают в окружающую среду в больших количествах

2. имеют иной природный резервуар, кроме организма человека или животных

3. размножаются активно во внешней среде (исключая пищевые продукты)

4. входят в состав нормальной микрофлоры почвы

5. не выживают во внешней среде 
14.
К ЧИСЛУ САНИТАРНО-ПОКАЗАТЕЛЬНЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ ОТНОСЯТСЯ:

1. бактерии группы кишечной палочки (БГКП)

2. гемофильная палочка

3. пневмококк

4. бактероиды

5. гонококки
16.
ОБЪЕМ ДИСТИЛЛИРОВАННОЙ ВОДЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ ПРИГОТОВЛЕНИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ (КРОМЕ ЛЕКАРСТВ ДЛЯ ИНЪЕКЦИЙ И ГЛАЗНЫХ КАПЕЛЬ), НЕОБХОДИМЫЙ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МАФАМ:

1. 0,1 мл

2. 0,5 мл

3. 1 мл

4. 2 мл

5. 3 мл
17.
ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ПРИ ПРОВЕДЕНИИ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ АПТЕК:

1. воздушная среда кабинета заведующей

2. лекарственные средства, изготовленные на фармацевтическом производстве

3. вода питьевая

4. руки персонала

5. руки посетителей

19.
ЦЕЛЬ КОНТРОЛЯ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ ВОЗДУХА В АПТЕКЕ:

1. профилактика воздушно-капельных инфекций среди сотрудников

2. предупреждение контаминации лекарственных средств

3. контроль текущей дезинфекции

4. контроль заключительной дезинфекции

5. изучение микрофлоры воздуха

20.
КОНТАМИНАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ В АПТЕКЕ МОЖЕТ ОСУЩЕСТВЛЯТЬСЯ В РЕЗУЛЬТАТЕ:

1. контакта с кожей аптечного работника

2. внесением микроорганизмов посетителями

3. использования дистиллированной воды, отвечающей требованиям

4. соблюдения правил асептики при их приготовлении

5. вакцинации сотрудников

21ДЛЯ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИ-ЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ВОЗДУХА АПТЕК ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. посев тампоном

2. аспирационный метод

3. заражение животных

4. метод глубинного посева

5. метод смывов

22. ПРЕДСТАВИТЕЛЬ МИКРОФЛОРЫ ВЕРХНИХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ В ВОЗДУХЕ:

1. кишечная палочка

2. спорообразующие бактерии

3. золотистый стафилококк

4. плесневые грибы

5. дрожжевые грибы

23. ОБЩИЙ ПУТЬ С ПАТОГЕННЫМИ МИКРООРГАНИЗМАМИ, ПЕРЕДАЮЩИХСЯ ВОЗДУШНО-КАПЕЛЬНЫМ ПУТЕМ, ИМЕЮТ:

1. клостридии

2. сальмонеллы

3. кишечная палочка

4. золотистый стафилококк

5. энтерококки

24. ОБЪЕКТАМИ ИССЛЕДОВАНИЯ ПРИ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ КОНТРОЛЕ АПТЕК ЯВЛЯЮТСЯ:

1. дистиллированная вода для приготовления ЛС

2. сухие ЛС, используемые для приготовления инъекционных растворов

3. аптечная посуда, пробки

4. инвентарь, оборудование, руки и одежда персонала

5. все вышеперечисленное

25. ВОЗМОЖНЫЕ ИСТОЧНИКИ И ФАКТОРЫ КОНТАМИНАЦИИ ЛС:

1. исходно загрязненное сырье

2. персонал, участвующий в приготовлении ЛС

3. воздух помещений, где готовятся ЛС

4. вода, используемая для приготовления ЛС

5. все вышеперечисленное

26. ФАКТОРЫ, СПОСОБСТВУЮЩИЕ КОНТАМИНАЦИИ ЛС:

1. хранение сырья и ГЛС в надлежащих условиях

2. использование фильтров для очистки воздуха помещений, где готовится ЛС

3. соблюдение правил асептики при приготовлении ЛС

4. исходная загрязненность сырья

5. использование «холодовой цепи»

27. МИКРОБНАЯ КОНТАМИНАЦИЯ ЛС МОЖЕТ ПРИВЕСТИ К:

1. скорому выздоровлению человека, их принимающего

2. появлению антимикробного эффекта 

3. образованию токсических продуктов в ЛС

4. повышению эффективности ЛС

5. повышению концентрации действующего начала ЛС в организме

28. СПОСОБЫ ДЕКОНТАМИНАЦИИ СЫРЬЯ И ГЛС:

1. фильтрование

2. обработка в сухожаровом шкафу

3. прокаливание

4. встряхивание

29. ЛАБОРАТОРИИ, В КОТОРЫХ ПРОВОДЯТ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ГОТОВЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ:

1. Роспотребнадзора

2. особо-опасных инфекций

3. СПИД-центров

4. лечебно-профилактических учреждений кожно-венерологического диспансера
37.
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ БАКТЕ-РИОНОСИТЕЛЬСТВА ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА У АПТЕЧНЫХ РАБОТНИКОВ ИСПОЛЬЗУЕТСЯ: 

1. микроскопия отделяемого из зева и носа

2. посев отделяемого из носа на ЖСА

3. закапывание индикатора в полость носа

4. определение антител в крови

5. рентгенологическое исследование пазух носа
38.
ДЛЯ ПЕРВИЧНОГО ПОСЕВА ОТДЕЛЯЕМОГО ИЗ НОСА ПРИ ДИАГНОСТИКЕ БАКТЕРИОНОСИТЕЛЬСТВА ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. среду Эндо

2. МПА

3. МПБ

4. желточно-солевой агар (ЖСА)

5. кровяной агар (КА)

39.
БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД ИСПОЛЬЗУЮТ ПРИ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ ИССЛЕДОВАНИИ:

1. аптечной посуды

2. санитарной одежды персонала

3. воздушной среды аптеки

4. лекарственного сырья

5. всего вышеперечисленного

40.
ВРЕМЯ ВЫДАЧИ ОТВЕТА БАКЛАБОРАТОРИЕЙ ПРИ ПРОВЕДЕНИИ БАКТЕРИОЛО-ГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ЗАВИСИТ ОТ:

1. времени забора материала

2. времени доставки материала

3. времени генерации выделяемого возбудителя

4. материальных возможностей лаборатории

5. профессиональной подготовки сотрудников

41.
ВРЕМЯ ВЫДАЧИ ОТВЕТА БАКЛАБОРАТОРИЕЙ ПРИ ПРОВЕДЕНИИ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ НА НОСИТЕЛЬСТВО ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА:

1. не позднее 3-х часов

2. 24-36 часов

3. 2-3 день

4. 3-4 день

5. 4-5 день

5. Основные понятия и положения темы.

Санитарно-бактериологическое исследование смывов с объектов внешней среды. Ориентировочный перечень объектов, подлежащих контролю методом смывов включает: рабочее место дефектара; стол для приготовления инъекционных растворов; стол для приготовления глазных капель; весы для взвешивания сухих веществ у дефектара; тара для хранения прокладок и пробок, используемых для укупорки инъекционных растворов и глазных капель; ступки; весы роговые; кран водопроводный в ассистентской; руки персонала; полотенце; санитарная одежда. 

Отбор проб для санитарно-микробиологического исследования предметов, аппаратуры, рабочих поверхностей проводятся с помощью следующих методов:

1. смыв с использованием стерильного тампона или салфетки; или ополаскивания мелких предметов и внутренней поверхности флаконов;

2.  контактный метод – метод “отпечатков”;

Метод смывов: При отборе проб с крупных плоскостей (поверхности рабочих столов, стен, ванн и др.) используют стерильные ватные или марлевые тампоны размером 2х2 см и не более 2-х слоев. Перед употреблением их смачивают физиологическим раствором хлористого натрия или питательной жидкой средой. Тампоны вмонтированы в пробирки, на дно которых наливается смачивающая жидкость (физиологический раствор, среда Кесслера) в объёме 3-5 мл.

На исследуемую поверхность для ограничения площади обследования накладывают рамку-шаблон площадью 100 см2 (10х10 см.), изготовляемый из проволоки диаметром 3-5 мм. Перед взятием пробы шаблон стерилизуют пламенем горелки.

Для взятия пробы тампон опускают до дна пробирки, затем влажным тампоном производят смыв и снова его погружают в жидкость. 
Мелкие предметы (пробки, прокладки и т.д.) погружают непосредственно в питательную среду (10 мл), встряхивают в течение 10 мин. Полученную смывную жидкость используют для посева.

Для забора смывов с рук: увлажненной стерильной марлевой салфеткой размером 5х5 см. протирают руки обследуемого, начиная с менее загрязненных участков кожи (тыльная часть ладони, ладонь, межпальцевые промежутки, ногтевые ложа и подногтевые пространства). Салфетки помещают в колбы с увлажняющей жидкостью и транспортируют в лабораторию с соответствующим сопроводительным документом.

Смыв с халатов: производится с площади в 100 см2. Обязательно исследуются передняя сторона халата и нижние части рукавов.

Смывы аптечной посуды проводят путём ополаскивания бутылок, флаконов и т.д. 10-30 мл стерильного физиологичечкого раствора с последующим мерным высевом. Параллельно исследуется не менее 3-5 ёмкостей.

Метод отпечатков. Метод применяется для определения микробной контаминации ровной гладкой поверхности (как горизонтальной, так и вертикальной).

Кусочки марли в виде кружков диаметром 3-6 см., мембранные фильтры или полоски фильтровальной бумаги (всё должно быть стерильным!) помещают в чашку Петри и заливают расплавленной плотной средой (3%-й МПА или среда Эндо двойной концентрации). После остывания стерильным пинцетом забирают кружочки марли, или полоски бумаги или фильтры, накладывают стороной, пропитанной средой, на исследуемую поверхность, осторожно прижимая пинцетом. Затем переносят в стерильную чашку Петри нижней поверхностью вверх для последующей инкубации в термостате.

Отбор проб для исследования проводят сотрудники Роспотребнадзора. Кратность обследований с отбором проб составляет не менее 2-х раз в квартал.
Санитарно-бактериологическое исследование воды

При производстве лекарственных средств, применение воды имеет различные направления. Вода может использоваться в качестве компонента готового продукта, в качестве сырья, а также в качестве моющего агента. На разных стадиях производства лекарственных препаратов используется вода различной степени очистки, поэтому выделяют несколько типов воды, отличающихся по требованиям к ее чистоте.

Вода питьевая используется на первой стадии мойки оборудования и посуды, а также для получения других типов воды (очищенной, для инъекций).

Вода очищенная применяется для конечного ополаскивания посуды и оборудования, а также в производстве препаратов наружного применения. В производстве инъекционных и инфузионных препаратов вода очищенная может использоваться на первых стадиях подготовки оборудования и емкостей, например, для мойки ампул.

Вода для инъекций применяется для конечного ополаскивания посуды и оборудования перед стерилизацией и при приготовлении лекарственных форм в качестве растворителя инъекционных и инфузионных препаратов.

Качество воды, используемой для аптечной и промышленной технологии, регламентируется ФС 42-2619-97 «Вода очищенная» и ФС 42-2620-97 «Вода для инъекций». Отбор проб дистиллированной воды производят сотрудники Роспотребнадзора. Кратность обследований с отбором проб составляет не менее 2-х раз в квартал.

Санитарно-бактериологическое исследование воздуха

Основная задача санитарно-микробиологического исследования воздуха – гигиеническая и эпидемиологическая оценка воздушной среды, а также разработка комплекса мероприятий, направленных на профилактику аэрогенной передачи возбудителей инфекционных болезней. При оценке санитарного состояния закрытых помещений в зависимости от задач исследования определяют общее микробное число (ОМЧ), наличие санитарно-показательных микроорганизмов СПМ (стафилококков,α- и β- гемолитических стрептококков, являющихся показателями контаминации микрофлорой носоглотки человека). Микробная загрязнённость воздуха имеет непостоянный и локальный характер, то есть микрофлора воздуха зависит от места и времени отбора проб. Основной источник загрязнения воздуха патогенными видами – бактерионосители. Уровень микробного загрязнения зависит главным образом от плотности заселения, активности движения людей, санитарного состояния помещения, в том числе пылевой загрязнённости, вентиляции, частоты проветривания, способа уборки, степени освещённости и других условий. 

Пробы воздуха в аптеках отбирают в следующих помещениях: в асептическом блоке, стерилизационной; ассистентской, фасовочной, комнате дефектара и материальной; в моечной; в зале обслуживания.

Отбор проб воздуха производят при соблюдении следующих условий:

· чистое, подготовленное к работе помещение;

· закрытые форточки и двери;

· определение в помещении % относительной влажности воздуха;

· уровень высоты отбора проб воздуха соответствует высоте рабочего стола;

· не ранее чем за 30 мин. после влажной уборки помещения.

Пробы воздуха отбирают аспирационным методом с помощью прибора Кротова. 

Прибор Кротова устроен таким образом, что воздух с заданной скоростью засасывается через узкую щель плексигласовой пластины, закрывающей чашку Петри с питательным агаром. При этом частицы аэрозоля с содержащимися на них микроорганизмами равномерно фиксируются по всей поверхности среды, благодаря вращению чашки под входной щелью. 
Санитарно-бактериологическое исследование готовых лекарственных форм

Обсеменение ЛС может обсеменяться микроорганизмами в процессе его приготовления: инфицирование происходит через воду, нестерильную аптечную посуду, воздух производственных помещений и руки персонала. Обсеменение происходит также за счет нормальной микрофлоры растений и фитопатогенных микроорганизмов - возбудителей заболеваний растений. Активному размножению микроорганизмов способствует увлажнение растений и растительного сырья. Размножившиеся микроорганизмы вызывают изменение фармакологических свойств препаратов, полученных из лекарственных растений, приводят к образованию токсических продуктов. Такие ЛС могут вызывать заболевания у принимающего их человека. Для соблюдения санитарного режима изготовления лекарственных препаратов проводят санитарно-микробиологический контроль объектов окружающей среды предприятия и каждой серии выпускаемой лекарственной формы. Отбор проб для исследования проводят сотрудники Роспотребнадзора. Кратность обследований с отбором проб составляет не менее 2-х раз в квартал.
Исследование на бактерионосительство стафилококков студентов фармацевтического факультета
Одной из мер профилактики контаминации лекарственных средств и оборудования в условиях аптеки является выявление носителей золотистого стафилококка среди персонала с последующей санацией. При проведении бактериологического обследования обязательным является исследование слизи из передних отделов носа; исследование слизи из зева проводят выборочно, прежде всего, при наличии воспалительных процессов в зеве. 
Определение чувствительности бактерий к антимикробным химиопрепаратам
Этиотропную антибактериальную терапию клиницисты проводят с учетом результатов бактериологического метода, который наряду с выделением возбудителя из клинического материала и его идентификацией включает определение чувствительности к антибиотикам. 
Определение чувствительности бактерий к антибиотикам:

1. диффузионные методы

· с использованием дисков с антибиотиками

· с помощью Е-тестов

2. методы разведения

· разведение в жидкой питательной среде (бульоне)

· разведение в агаре
Для определения чувствительности в России чаще всего используют диско-диффузионный метод (ДДМ), реже используется метод серийных разведений. 
При определении чувствительности ДДМ на поверхность агара в чашке Петри наносят бактериальную суспензию определенной концентрации (0,5 по стандарту мутности McFarland) и затем помещают диски, содержащие антибиотик, не более шести на чашку. Диффузия антибиотика в агар приводит к формированию зоны подавления роста микроорганизмов вокруг дисков в той зоне, где концентрация антибиотика превосходит МПК. После инкубации чашек в термостате при температуре 35-37 оС, учитывают результат путем измерения диаметра зоны отсутствия роста исследуемой культуры вокруг диска в миллиметрах, полученное значение позволяет отнести микроорганизм к одной из категорий чувствительности
При использовании метода серийных разведений критериями активности препарата являются минимальная подавляющая концентрация (МПК) и минимальная бактерицидная концентрация (МБК). МПК – это наименьшая концентрация антибиотиков, которая in vitro полностью подавляет видимый рост бактерий. Она выражается в мг/л или мкг/мл. МБК – это наименьшая концентрация антибиотика, которая вызывает бактерицидный эффект. Для ее определения необходимо провести высев из пробирок (визуально отсутствует рост) на плотный питательный агар, не содержащий антибиотик. Этот показатель имеет большое клиническое значение, особенно в случаях эндокардита. На основе метода серийных разведений созданы микрометоды, предусматривающие использование меньшего объема питательной среды. В настоящее время для проведения такого рода исследований выпускаются многочисленные коммерческие наборы, состоящие из высушенных стабилизированных разведений антибиотиков, которые разбавляются суспензией тест-микроба. Данные наборы могут храниться в обычных условиях, вследствие чего исключается необходимость в приготовлении разведений среды и антибиотиков в лабораторных условиях. Достоинством тестов микроразведений является также то, что они включаются в автоматизированную систему.

На основании полученных данных (диаметра зоны задержки роста или величины МПК) микроорганизмы подразделяют на чувствительные, умеренно-резистентные или резистентные. Для разграничения этих категорий используют так называемые пограничные концентрации антибиотиков, которые не являются неизменными величинами. Они пересматриваются по мере изменения чувствительности популяции микроорганизмов. Разработкой и пересмотром критериев интерпретации занимаются ведущие специалисты (химиотерапевты, микробиологи), входящие в специальные комитеты. Одним из них является национальный комитет по клиническим лабораторным стандартам (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI), организованный в США. В настоящее время стандарты CLSI признаются в мире и используются как международные для оценки результатов определения чувствительности бактерий при многоцентровых микробиологических и клинических исследованиях.

5.3. Самостоятельная работа по теме:
5.3.1. Определить наличие бактерий группы кишечной палочки (БГКП) и золотистого стафилококка в смывах с рук персонала и рабочего стола
Смывы осуществляют с помощью ватных тампонов, помещенных в пробирки с 2 куб. см 0,85% раствора натрия хлорида или 0,1% пептонной воды.

Методика исследования.

Для взятия пробы тампон опускают до дна пробирки, затем влажным тампоном производят смыв и снова его погружают в жидкость.

Взятие смывов с рук персонала производят путем тщательного протирания ладоней, околоногтевых и межпальцевых пространств обеих рук. Взятие смывов с объектов внешней среды производят в нескольких местах обследуемого объекта площадью в 100-200 см2, при контроле мелких предметов, смывы забирают с поверхности всего предмета. Далее производят отмывку тампонов в физ. растворе путем тщательного взбалтывания в течение 10 мин.

Объем исследования включает:

· определение бактерий группы кишечных палочек (БГКП);

· определение патогенных стафилококков (по показаниям).

При анализе смыва на наличие БГКП тампон помещают в пробирку с 9 мл среды Кесслера или Кода. Определение наличия патогенных (золотистых) стафилококков осуществляют путем посевов 1 мл смывной жидкости с помощью пипетки в пробирку с 5 см3 6,5% солевого бульона.
Посевы инкубируют при температуре 37 0С в течение 18-24 ч.
5.3.2. Провести забор проб воздуха с целью оценки санитарно-бактериологического состояния путем:

· определения общего количества микроорганизмов (ОМЧ);

· определения золотистого стафилококка;

· определения плесневых и дрожжевых грибов. 

Методика исследования.

Забор проб воздуха осуществляют с помощью прибора Кротова. При использовании прибора Кротова скорость протягивания воздуха должна составлять 25 литров в минуту, количество пропущенного воздуха – 100 литров для определения ОМЧ; 250 литров для определения золотистого стафилококка и 250 литров для определения плесневых и дрожжевых грибов.
Для определения ОМЧ в 1 куб. м. отбор производят на 2% питательный агар, разлитый в чашки по 12-15 мл. Для определения золотистого стафилококка используют желточно-солевой агар (ЖСА), для определения плесневых и дрожжевых грибов – среду Сабуро.
Посевы на питательном агаре и ЖСА инкубируют при 37 оС в течение 24 ч., посевы на ЖСА дополнительно выдерживают ещё 24 ч. при комнатной температуре. Посевы на среде Сабуро инкубируют при 22-28 0С  4 суток. Для определения количества золотистого стафилококка просматривают посевы на ЖСА. Подозрительные лецитиназоположительные колонии (вокруг колонии образуется радужный венчик) подсчитывают и проводят идентификацию согласно приложению №2 к Приказу Минздрава СССР № 720 от 31.07.78. После идентификации производят пересчет на 1 м3 воздуха. Для количественного определения плесневых и дрожжевых грибов подсчитывают количество их колоний на среде Сабуро и производят пересчет на 1 м3.
5.3.3 Санитарно-бактериологическое исследование воды
· Определите количество мезофильных аэробных и факультативных анаэробных бактерий (МАФАМ) в 1 см3 дистиллированной воды для приготовления лекарственных средств (кроме лекарств для инъекций и глазных капель).

Пробы дистиллированной воды, используемой для приготовления лекарственных средств (кроме лекарств для инъекций и глазных капель), отбирают в количестве 30 см3 в стерильные бутылки с последующим закрытием ватными пробками и стерильными колпачками. Пробы отбирают из бюретки, конец которой предварительно обжигают ватой, смоченной спиртом. При неудовлетворительных результатах анализа отбор пробы проводят из приемника.

При наличии в аптеке трубопровода для дистиллированной воды отбор проб осуществляют из бюретки над столом ассистента и дефектара.

Для оценки санитарного содержания трубопровода выемки дистиллированной воды производят непосредственно из трубопровода и затем из бюреток.

Оценка результатов бактериологического исследования проводится в соответствии с требованиями ФС 42-2619-97 «Вода очищенная». При исследовании воды для инъекций оценка результатов бактериологического исследования проводится в соответствии с требованиями ФС 42-2620-97 «Вода для инъекций».

Методика исследования.

Исследуемую воду вносят по 1 см3 в две параллельные чашки Петри, которые затем заливают питательным агаром и выдерживают 24 часа при температуре 37 0С и 24 часа при комнатной температуре. 

· Определите количество грибов в 0,5 см3  дистиллированной воды для приготовления лекарственных средств (кроме лекарств для инъекций и глазных капель).

Методика исследования.

Для выявления плесневых и дрожжевых грибов засевают по 0,5 см3 исследуемой воды на поверхность двух чашек Петри со средой Сабуро, растирают стерильным шпателем и инкубируют при температуре 20-22 0С в течение 3-4 суток.

· Определите наличие БГКП в 1 см3 дистиллированной воды для приготовления лекарственных средств (кроме лекарств для инъекций и глазных капель).

Методика исследования.

Исследуемую воду вносят 1 см3 в пробирку с 9 мл среды Кесслера и выдерживают 24 часа при температуре 37 0С. 

5.3.4. Определить количество МАФАМ и наличие БГКП в 1 см3 глазных капель, приготовленных в асептических условиях на стерильных основах.

Объем исследования для оценки санитарно-бактериологического состояния глазных капель, приготовленных в асептических условиях на стерильных основах, а также дистиллированной воды для приготовления инъекционных растворов и глазных капель, инъекционных растворов до стерилизации включает:

· определение количества МАФАМ в 1 куб. см;

· определение наличия БГКП в 1 куб. см;

· определение количества БГКП в 1 куб. см.

Методика исследования.

Для количественного определения МАФАМ исследуемое готовое лекарственное средство (глазные капли) вносят по 1 см3 в две параллельные чашки Петри, которые затем заливают питательным агаром и выдерживают 24 часа при температуре 37 0С.

Для определения наличия БГКП глазные капли засевают в количестве 1 см3 на 9 см3 разведенной глюкозо-пептонной среды или сред Кесслер и Кода. Посевы инкубируют при температуре 37 0С в течение 18-24 ч.

Для количественного определения БГКП применяют глубинный метод посева, для чего 1 см3 (грамм) лекарственных средств вносят в чашку Петри и заливают средой Эндо. Посевы инкубируют при температуре 370 С в течение 18-24 ч. после чего учитывают колонии, типичные для БГКП.
5.3.5. Исследование на бактерионосительство стафилококков студентов фармацевтического факультета
I этап бактериологического метода. Цель – получение изолированных колоний. 
Методика исследования.
Забор материала осуществляют из передних отделов носа одним стерильным сухим ватным тампоном, который сначала вводят в один, а потом в другой носовой ход (при наличии воспалительных процессов – также из зева). Посев проводят тампоном на ЖСА методом "штрих с площадкой". Посевы инкубируют при температуре 370 С в течение 18-24 ч.
II этап бактериологического метода. Цель – получение чистой культуры.

Методика исследования.
Исследование отобранных изолированных колоний проводят по следующей схеме:

Макроскопическое изучение колоний:
· в проходящем свете (чашку держат дном к себе):

1. форма (круглая, неправильная и т.д.);

2. величина (точечные - менее 1 мм, мелкие — 1-2 мм, средние — 2-4 мм, крупные — более 4 мм);

3. прозрачность (прозрачные, полупрозрачные, непрозрачные).

· в отраженном свете (чашку держат горизонтально крышкой вверх):

1. поверхность (гладкая, складчатая, радиально исчерченная, блестящая, матовая и т.д.);

2. рельеф (плоский, выпуклый и т.д.);

3. цвет (бесцветные - грязно-белые относятся к бесцветным; пигментированные - указать цвет пигмента.
Микроскопическое изучение колоний (х8):
· чашку Петри кладут вверх дном на предметный столик микроскопа, слегка опускают конденсор и с помощью объектива х8 изучают:

1. край колонии (ровный, волнистый, зубчатый и т.д.);

2. структуру (гомогенная, зернистая и т.д.).

На ЖСА стафилококк растет в виде круглых, диаметром 1-3 мм, непрозрачных, выпуклых, блестящих, пигментированных колоний, имеющих ровный или волнистый край, гомогенную структуру и маслянистую консистенцию. Вокруг колоний может образовываться радужный венчик (лецитиназа «+»).

При отсутствии на чашках лецитиназоположительных колоний исследованию подвергают колонии, сходные по морфологии с колониями стафилококков.

Из части отобранных изолированных готовят фиксированные препараты, окрашивают по Граму и микроскопируют. 
При приготовлении препарата определяют консистенцию, прикасаясь петлей к поверхности колонии (маслянистая, слизистая, крошащаяся и т.д.). 

В препарате, окрашенном по Граму, стафилококки — это грамположительные мономорфные кокки, располагающиеся, в основном, неправильными группами, гроздьевидно.

Оставшуюся часть изолированной колонии засевают зигзагом на поверхность скошенного агара в пробирке. 
Посев следует проводить со дна пробирки, не касаясь конденсата. Пробирки с посевом поместите в термостат на 18-24 часа при 37°С.

Для ориентировочного определения массивности роста используют её оценку в крестах, обозначая:

++++  - сливной рост;
+++    - сплошной рост изолированных колоний;

++      - значительный рост (до 100 колоний);

+        - единичные колонии (10-25).
III этап бактериологического метода. Цель – идентификация чистой культуры.
Определение чистоты выделенной культуры
О чистоте культуры свидетельствует однородность роста и наличие в препарате микроорганизмов одного вида. Поэтому при макроскопическом исследовании роста, отмечая его интенсивность, прозрачность, цвет, обратите внимание на его однородность. Приготовьте фиксированный препарат, коснувшись петлей нижней, средней и верхней части косяка, окрасьте по Граму и промикроскопируйте. В том случае, если выделенная Вами культура чистая, приступайте к дальнейшему исследованию.

Посев культуры на «пестрый ряд»: для определения способности ферментировать глюкозу и маннит в анаэробных условиях — посев проводится в высокие столбики полужидкой среды Гисса с указанными углеводами бактериологической иглой (или бак. петлей диаметром 1 мм) уколом в толщу столбика. Посевы инкубируют при 37°С в течение 18-24 часов.

Определение плазмокоагулазной активности культур изучается в реакции коагуляции плазмы (РКП): 0,3-0,5 мл плазмы кролика, разведенной 1:5, вносят в стерильную пробирку и суспензируют в ней одну петлю суточной агаровой культуры. Учет результатов: через 2, 3, 18, 24 часа визуально по наличию свертывания плазмы (образование сгустка)

5.3.6. Определение чувствительности бактерий к антимикробным химиопрепаратам диско-диффузионным методом (ДДМ)
Для определения антибиотикограммы ДДМ готовят взвесь исследуемой культуры в стерильном физиологическом растворе и доводят до мутности 0,5 по МакФарланду (1,5 х 108 КОЕ/мл). Для посева используют стерильный ватный тампон, который погружают в пробирку с суспензией, ротируют его, чтобы он равномерно пропитался, а затем тщательно отжимают о сухую стенку пробирки выше уровня жидкости путем покручивания. Посев культуры на чашку со средой Мюллера-Хинтона (МХА) проводят штрихами в трех направлениях под углом 60(, каждый раз поворачивая чашку вокруг своей оси. В заключение делают несколько вращательных движений тампоном по краям агаровой поверхности. После этого посевам дают возможность подсохнуть в течение нескольких минут при комнатной температуре в чашках с закрытыми крышками. Диски с антибиотиками наносят не позднее 15 мин после инокуляции стерильным пинцетом или с помощью автоматического диспенсора. Расстояние от диска до края чашки и между дисками должно быть 15-20 мм. Таким образом, на одну чашку диаметром 100 мм помещают не более 6 дисков. Каждый диск аккуратно прижимают пинцетом, чтобы обеспечить его контакт с питательной средой. Чашки после наложения дисков подписывают и помещают вверх дном в термостат при 37( С на 18-20 ч.

5.3.7. Заполнение протокола по теме занятия
ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ ПРОТОКОЛА ПРАКТИЧЕСКОГО ЗАНЯТИЯ    

Протокол-отчет №____от________Ф.И.О.____________№ группы________

ТЕМА:

	Цель
	Метод и его

содержание
	Полученные

результаты
	Выводы


6. Итоговый контроль знаний
Задача № 1. 

При санитарно-бактериологическом исследовании смывов с рук персонала аптек получены следующие результаты: БГКП 20 в 1 см3, золотистый стафилококк 10 в 1 см3 

1. Оцените полученные результаты. 

2. Составьте план необходимых мероприятий (если таковые требуются).

Задача № 2. 

При санитарно-бактериологическом исследовании смывов с рук персонала аптек получены следующие результаты: БГКП 0 в 1 см3, золотистый стафилококк 0 в 1 см3 

1. Оцените полученные результаты. 

2. Составьте план необходимых мероприятий (если таковые требуются).

Задача № 3. 

При плановом обследовании аптеки было выявлено наличие золотистого стафилококка в дистиллированной воде, предназначенной для приготовления лекарственных средств.

1. Назовите возможный источник контаминации дистиллированной воды.

2. Какие меры необходимо предпринять в данном случае?

Задача № 4. 

Аптечное учреждение было подвергнуто плановому обследованию сотрудниками Роспотребнадзора. Одним из объектов санитарно-микробиологического контроля была вода.

1. Какая вода может быть подвергнута санитарно-микробиологическому контролю в аптеке?

2. Какой метод исследования воды используют при санитарно-микробиологическом контроле?

3. Критерии санитарно-микробиологической оценки воды в аптеке?
Задача № 5. 

При санитарно-бактериологическом исследовании воды для инъекций было обнаружено: МАФАМ – 20 КОЕ\мл, БГКП, синегнойная палочка, S.aureus – отсутствовали в 1 мл.

1. Оцените полученные результаты.

2. Назовите возможный источник контаминации воды для инъекций?

Задача № 6. 

При исследовании воздуха асептического блока до начала работы ОМЧ в 1 м3 составило 1500 КОЕ, патогенного стафилококка в 250 л воздуха – 15 КОЕ. 

1. Оцените полученные результаты. 

2. Составьте план необходимых мероприятий (если таковые требуются).

Задача № 7. 

Работниками Роспотребнадзора было проведено исследование показателей микробной обсемененности воздуха в аптечном учреждении. 

1. Какой метод исследования был применен?

2. Назовите критерии оценки микробиологической чистоты воздуха аптечном учреждении?

3. Назовите условия отбора проб воздуха?

Задача № 9.
В бактериологическую лабораторию поступил исследуемый материал (мазок из носа обследуемой, работающей в аптеке ЛПУ, в которой осуществляется приготовление лекарственных препаратов?

1. С какой целью доставлен исследуемый материал в бактериологическую лабораторию?

2. С какой целью проводится обследование работников аптеки на носительство золотистого стафилококка.
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