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Цели и задачи практики:

1. Закрепление в производственных условиях профессиональных умений и навыков по методам  микробиологических и иммунологических  исследований.
2. Расширение и углубление теоретических знаний и практических умений по методам микробиологических и иммунологических  исследований.
3. Повышение профессиональной компетенции студентов и адаптации их на рабочем месте, проверка возможностей самостоятельной работы.
4. Осуществление учета и анализ основных клинико-диагностических показателей, ведение документации.
5. Воспитание трудовой дисциплины и профессиональной ответственности.
6. Изучение основных форм и методов работы в    КДЛ.

Программа практики.
    В результате прохождения практики студенты должны уметь самостоятельно:

1. Организовать рабочее место для проведения лабораторных исследований.
2. Подготовить лабораторную посуду, инструментарий и оборудование для анализов.
3. Приготовить растворы, реактивы, дезинфицирующие растворы.
4. Провести дезинфекцию биоматериала, отработанной посуды, стерилизацию инструментария и лабораторной посуды.
5. Провести прием, маркировку, регистрацию и хранение поступившего биоматериала.
6. Регистрировать проведенные исследования.
7. Вести учетно-отчетную документацию.
8. Пользоваться приборами в лаборатории.

По окончании практики студент должен
представить в колледж следующие документы:
1. Дневник с оценкой за практику, заверенный подписью общего руководителя и печатью ЛПУ.
2. Характеристику, заверенную подписью руководителя практики и печатью ЛПУ.
3. Текстовый отчет по практике (положительные и отрицательные стороны практики, предложения по улучшению подготовки в колледже, организации и проведению практики).
4. Выполненную самостоятельную работу.

В результате преддипломной практики обучающийся должен:
Приобрести практический опыт:
- приготовления питательных сред для культивирования различных групп микроорганизмов с учетом их потребностей
- техники посевов на чашки Петри, скошенный агар и высокий столбик агара.

Освоить умения:
- готовить материал к микробиологическим исследованиям;
- определять культуральные и морфологические свойства; 
- вести учетно-отчетную документацию; 
- производить забор исследуемого материала;
- принимать, регистрировать материал;
- утилизировать отработанный материал.
Знать:
- задачи, структуру, оборудование, правила работы и техники безопасности в микробиологический  лаборатории; 
- основные методы и диагностическое значение  исследований протеолитических , сахаралитических, гемолитических свойств микроорганизмов, антигенной структуры.











Тематический план 

	№
	Наименование разделов и тем практики
	Всего часов

	
	
	

	
	
	

	
	Проведение лабораторных микробиологических исследований
	144

	1
	Ознакомление с правилами работы в  бак лаборатории
	6

	2
	[bookmark: _Hlk70024210] Подготовка материала к микробиологическому исследованиям: прием , регистрация биоматериала
	6

	3
	[bookmark: _Hlk70024281]Приготовление питательных сред общеупотребительных, элективных, дифференциально-диагностических для выделения возбудителей гнойно-воспалительных, кишечных и нозокоминальных  инфекций.
 
	12

	[bookmark: _Hlk70024435]4
	 Иммунодиагностика : РА, РП, РСК,РИФ,ПЦР
	12

	5
	[bookmark: _Hlk70024546]Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных)
	36

	6
	[bookmark: _Hlk70024615]Микробиологическая диагностика возбудителей госпитальных инфекций.
	36

	7
	Дисбактериоз. Этапы исследования .
	12

	8
	[bookmark: _Hlk70024743]Санитарно – бактериологическое  исследование воздуха, смывов.
	12

	9
	  Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация  использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты.
	6

	10
	Дифференцированный зачет 
	6

	Вид промежуточной аттестации
	Дифференцированный зачет





 
График прохождения практики.


	№ п/п
	Дата
	Часы
	оценка
	Подпись руководителя.

	1
	19.04
	09:00-15:00
	
	

	2
	20.04
	09:00-15:00
	
	

	3
	21.04
	09:00-15:00
	
	

	4
	22.04
	09:00-15:00
	
	

	5
	23.04
	09:00-15:00
	
	

	6
	24.04
	Методический день
	
	

	7
	26.04
	09:00-15:00
	
	

	8
	27.04
	09:00-15:00
	
	

	9
	28.04
	09:00-15:00
	
	

	10
	29.04
	09:00-15:00
	
	

	11
	30.04
	09:00-15:00
	
	

	12
	01.05
	Методический день
	
	

	13
	03.05
	Методический день
	
	

	14
	04.05
	09:00-15:00
	
	

	15
	05.05
	09:00-15:00
	
	

	16
	06.05
	09:00-15:00
	
	

	17
	07.05
	09:00-15:00
	
	

	18
	08.05
	Методический день
	
	

	19
	10.05
	Методический день
	
	

	20
	11.05
	09:00-15:00
	
	

	21
	12.05
	09:00-15:00
	
	

	22
	13.05
	09:00-15:00
	
	

	23
	14.05
	09:00-15:00
	
	

	24
	15.05
	Защита дневников
	
	



                                         








Лист лабораторных исследований.

	Исследования.
	
	итог

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	

	Приготовление питательных сред для культивирования патогенных кокков, возбудителей кишечных инфекций, ВКИ.  
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Изучение культуральных, морфологических св-в 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Изучение сахаралитической, протеолитической, гемолитической активности
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Серодиагностика РА
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	РП
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	РСК
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	РИФ
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	РНГА
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты;
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 участие в проведении внутрилабораторного контроля качества лабораторных исследований
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Санитарная микробиология исследование воздуха
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 Санитарная микробиология исследование смывов с рук и объектов 
окружающей среды
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	




ОТЧЕТ ПО ПРОИЗВОДСТВЕННОЙ (ПРЕДДИПЛОМНОЙ) ПРАКТИКЕ

Ф.И.О. обучающегося ____________________________________________________

группы______________________   специальности   Лабораторная диагностика

Проходившего (ей) преддипломную практику 
с ______по ______20__г

За время прохождения практики мною выполнены следующие объемы работ:
1. Цифровой отчет

	№
	Виды работ 
	Количество

	1.
	- изучение нормативных документов, регламентирующих санитарно-противоэпидемический режим в КДЛ:
	

	2.
	- прием, маркировка, регистрация биоматериала.
	

	3.
	Приготовление питательных сред для культивирования патогенных кокков, возбудителей кишечных инфекций, ВКИ.  
	

	4.
	Изучение культуральных, морфологических свойств исследуемой культуры.
	

	5
	Изучение сахаралитической, протеолитической, гемолитической активности исследуемой культуры.
	

	6
	Серодиагностика РА
	

	7
	РП
	

	8
	РСК
	

	9
	РИФ
	

	10
	РНГА
	

	11
	Утилизация отработанного материала, дезинфекция и стерилизация использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты;
	

	12
	 участие в проведении внутрилабораторного контроля качества лабораторных исследований
	

	13
	Санитарная микробиология исследование воздуха
	

	14
	 Санитарная микробиология исследование смывов с рук и объектов 
окружающей среды
	




2. ТЕКСТОВОЙ ОТЧЕТ

	1. Умения, которыми хорошо овладел в ходе практики:

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	2. Самостоятельная работа:

	

	

	

	

	

	

	

	3. Помощь оказана со стороны методических и непосредственных руководителей:

	

	

	

	

	

	

	

	

	4. Замечания и предложения по прохождению практики:

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	


Общий руководитель практики   ________________  ____________________
                                                              (подпись)                              (ФИО)
М.П.организации
День 1 (19.04.21). Ознакомление с правилами работы в бактериологической лаборатории
К работе в бактериологической лаборатории допускаются лица не моложе 18 лет, не имеющие медицинских противопоказаний, обученные безопасным методам работы, прошедшие инструктаж по охране труда.
Требования безопасности перед началом работы:
· Снять верхнюю одежду в гардеробной личной одежды для медицинского персонала, сменить уличную обувь на специальную сменную рабочую;
· Одеть положенную по нормативным документам спецодежду;
· Для соблюдения безопасного выполнения работ с биологическим материалом до входа в рабочую зону снять с рук и запястий все ювелирные и иные украшения;
· Проверить наличие дезинфицирующих средств, средств гигиенической обработки рук в помещениях, где производятся работы с биологическим материалом и патогенными биологическими агентами;
· Ознакомиться с методиками выполнения предстоящих работ.
Требования безопасности во время работы:
Во время работы персоналу ЗАПРЕЩАЕТСЯ: 
· Хранить личную одежду и личные вещи в рабочей зоне лаборатории;
· Хранить и принимать пищу, пользоваться косметикой в рабочей зоне лаборатории;
· Работать без комплекта специальной одежды и СИЗ;
· Выполнять в лабораторной зоне работы, не связанные с заданием и не предусмотренные должностными и рабочими инструкциями;
· Хранить и применять вещества и реагенты без этикеток и маркировки;
· При эксплуатации термостата запрещается ставить в него ЛВВ
· Оставлять без присмотра зажжённые горелки нагревательные приборы, держать вблизи вату, марлю, спирт;
· Оставлять на столах нефиксированные мазки, чашки Петри, пробирки и др. посуду с инфицированным материалом.
Во время работы персоналу РЕКОМЕНДУЕТСЯ:
· Проведение лабораторных исследований и иных работ следует выполнять с учётом безопасных приёмов и методов работы;
· Работать в комплекте специальной одежды;
· При приёме биологического материала, доставленного в лабораторию для исследования, емкости, содержащие биоматериалы, размещать на специальных подносах в помещении для приёма анализов;
· При подозрении на разбрызгивание биоматериала при транспортировке, разбор контейнера производить в ламинарном укрытии/ боксе биологической безопасности;
· При проведении посева инфекционного материала в пробирки и чашки Петри выполнять действия около пламени спиртовой горелки.
Требования безопасности по окончании работы:
· По завершению работ по мере загрязнения, но не реже одного раза в неделю, протереть наружную поверхность оборудования салфеткой с дезраствором и вытереть насухо;
· Лабораторный инструментарий, подлежащий дальнейшему использованию, поместить в ёмкость, предназначенную для его обработки;
· При необходимости убрать емкости, содержащие биоматериалы, в специальные места для их размещения и хранения;
· Отключить не используемое оборудование;
· Поверхности рабочих столов обработать дезинфицирующим раствором, обладающим бактерицидным, фунгицидным и вирусоцидным действием;
· Использованные перчатки и другие одноразовые СИЗ снять и поместить в пакет для сбора отходов класса Б;
· Произвести гигиеническую обработку рук, смазать руки регенерирующим кремом;
· Снять специальную одежду, убрать её в индивидуальный шкафчик.
[bookmark: _Hlk67831247]В лаборатории «АБВ» нам провел инструктаж по технике пожарной безопасности инженер по охране труда. Старший врач-бактериолог микробиологического отдела провел инструктаж по технике безопасности работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности, а также ознакомил с помещениями лаборатории и объяснил принцип её организации.


День 2-3 (20-21.04.21). Подготовка материала к микробиологическим исследованиям: прием, регистрация биоматериала
[image: ]Приём и распределение материала по лабораториям происходит на первом этаже в кабинете «12».
-курьер доставляет сумку с биоматериалом в «ЦЛТ АБВ» через входную дверь в помещение № 12 первого этажа (тамбур), извещая персонал о своем приходе с помощью звонка находящегося на входной двери. 
-сотрудник отдела разбора должен принять термоконтейнер с биоматериалом у курьера через передаточное окно и начать разбор.
-содержимое термоконтейнера: хладоэлементы, термометр, в штатив установлены вакутейнеры с кровью и мочой, в пакете находятся контейнеры с калом и пробирки на энтеробиоз. В другом пакете находятся контейнеры с мочой, контейнеры для транспортировки урогенитальных препаратов, Эппендорф с транспортной средой для молекулярно-биологических (ПЦР) исследований- маркированных кодом и наименованием контрагента. В отдельных папках, маркированных кодом и наименованием контрагента, находятся направления на исследования, сопроводительная накладная, требование на расходные материалы (при необходимости).  
-в сопроводительной накладной контрагент указывает количество отправляемых наименований емкостей с биоматериалом и количество бланков направлений (см. рисунок ниже). На сопроводительной накладной промаркирован трех- или четырехзначный код, уникальный для каждого контрагента, который соответствует первым цифрам штрих-кода, наклеенного на каждую емкость с биоматериалом и направление. Соотнесение биоматериала и принадлежности к отправившему его контрагенту основано на сопоставлении этого кода.
Все емкости с биоматериалами, штативы с пробирками из термоконтейнера сотрудник отдела разбора должен поместить на лоток для разбора биоматериала, который должен быть покрыт ветошью смоченной дез.средством.
Открыть папку одного из контрагентов и достать из нее сопроводительную накладную, на которой поставить подпись для идентификации сотрудника, осуществившего прием и сортировку биоматериала, отметить время приезда курьера, как это показано на рисунке.
Пересчитать бланки направлений, просмотреть правильность их оформления (отмечены исследования, присутствуют штрих-кода и т.д.) и сверить с количеством, обозначенным в сопроводительной накладной, при совпадении обвести число вокруг; при несовпадении зачеркнуть и поставить фактически полученное число.
Пересчитать количество пробирок, транспортных сред Эймса, зондов, контейнеров с калом/мочой, транспортных сред ПЦР, предметных стекол, отправленных данным контрагентом. Сверить с количеством, обозначенным в сопроводительной накладной. 
Рассортировать полученный биоматериал по отделам. При сортировке емкостей по лоткам отделов можно ориентироваться на исследования, отмеченные в направлениях.
[image: ][image: ]В соответствие с документом: «Правила взаимодействия персонала ЛПУ с ООО «Центр лабораторных технологий АБВ» на преаналитическом этапе лабораторных исследований» для каждого вида материала имеются свои правила взятие, хранение и транспортировки.	
[image: ][image: ][image: ][image: ]
[image: ]В «ЦЛТ АБВ» применяется маркировка биоматериала посредством нанесения штрих-кодов, что повышает организованность и согласованность оформления биоматериала и направленных бланков.

 























День 4-5 (22-23.04.21). Приготовление питательных сред общеупотребительных, элективных, дифференциально-диагностических для выделения возбудителей гнойно-воспалительных, кишечных и нозокоминальных  инфекций.
[image: ]MASTERCLAVE 09 используется для приготовления культуральных сред, разбавителей и питательных бульонов. 

Работа состоит из нескольких этапов.

 I этап (подготовительный): 

1) Подготовка
	[image: ]
	Подсоединение труб и включение прибора
· Установите все трубы на задней панели.
· Откройте водопроводный кран.
· Включите прибор.

	[image: ]
	Заполнение внешней ёмкости
· Заполните ёмкость деминерализованной водой до отметки, расположенной возле нагревательного элемента. Если прибор используется в первый раз или следующим шагом будет полный слив жидкости, необходимо залить 1,5 литра воды.
[image: ]Уровень воды необходимо проверять перед началом каждого цикла.
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	Установка внутренней ёмкости
· Установите внутреннюю ёмкость и зафиксируйте её с помощью фиксирующих зажимов. Проверьте, чтобы перемешивающая лопасть размещалась на своей оси.
· Убедитесь, что ручка внутренней ёмкости расположена сзади или слева и не мешает закрытию люка.

	[image: ]
	Компоненты
· [bookmark: _Hlk70368340]Поместите во внутреннюю ёмкость компоненты, необходимые для приготовления культуральной среды (максимальный объём – 9 литров: деминерализованная вода + основа питательной  среды – не менее 1 литра).

	[image: ]
	Закрытие люка и проверка 
· Убедитесь, что съёмный уплотнитель люка установлен надлежащим образом, и закройте люк, с силой нажимая на его край, чтобы сработал механизм затвора.
· Убедитесь, что добавочный и заправочный колпачки надлежащим образом закрыты и фильтр установлен.



2) Взвешивание питательной среды
[image: ][image: ]
Взвесить 34 г обезвоженной среды Мюллера-Хинтона на электронных весах и растворить в 8 л дистиллированной воды. 
Поместить во внутреннюю ёмкость компоненты, необходимые для приготовления культуральной среды.



3) Выбор и запуск цикла

	[image: ]
	Введите номер программы + <ENTER>.
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	Проверьте параметры цикла и подтвердите нажатием ENTER.
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	Введите нужный объём приготовленной среды + <ENTER>. 
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	Введите номер цикла + <ENTER>.
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	Да

Цикл запускается
	Нет

[image: ]



4) Подготовка APS One

[image: ]Перед началом автоматического розлива питательной среды необходимо загрузить в карусельный механизм нужное количество пустых чашек Петри дном вниз. Для загрузки чашек надо воспользоваться навигационной панелью, для этого в главном меню выбрать меню «Загрузка карусели» (Carousel loading), затем подтвердить. Используя клавиши A и B для выбора поворота 1 колонки   или 5 колонок, затем с помощью навигационной клавиатуры активировать поворот карусельного механизма: влево, вправо. Каждая колонка может содержать максимум до 40 чашек.

После загрузки карусельного механизма необходимо погрузить один конец магистрали с заправочной трубкой в средоварку MASTER CLAVE 09, а другой конец с дозирующим соплом полностью поместить в держатель сопла. Подключить магистраль к насосу, для этого рукоять повернуть так, чтобы выбранным оказался максимальный внутренний внутренний диаметр трубки. Вставляем трубку в насос и закрываем его. 

Перед началом дозирования убеждаемся, что температура при дозировании жидкости составляет 42°C, а скорость работы насоса скорректирована (170 об/мин).

5) Розлив среды
[image: ]
По окончанию варки и розлива питательных сред происходит очистка аппаратов. Чашки со средами ставятся на суточную пробу в термостат при 37 градусов.



День 6-7 (26-27.04.21). Иммунодиагностика: РА, РП, РСК,РИФ,ПЦР.
Реакция агглютинации
Реакция агглютинация (РА) - это склеивание и выпадение в осадок микробов или других клеток под действием антител в присутствии электролита (изотонического раствора натрия хлорида). Образовавшийся осадок называют агглютинатом. 
Компоненты реакции:
Антиген – крупный, корпускулярный, целая клетка (бактерия или эритроцит)
Антитело – IgM (валентность 5)
Физраствор

Агглютинация с О-диагностикумом (бактерии, убитые нагреванием, сохранившие O- антиген) происходит в виде мелкозернистой агглютинации.
Агглютинация с Н - диагностикумом (бактерии, убитые формалином,сохранившие жгутиковый Н-антиген) - крупнохлопчатая и протекает быстрее.
Способы постановки: РА на стекле; развернутая РА
[image: ]
         РА на стекле используется в основном для серотипирования выделенной чистой культуры возбудителя, реже для ускоренного обнаружения антител
Постановка реакции:
-На предметное стекло помещают каплю сыворотки (Опыт) и каплю физраствора (Контроль)
-В каждой капле распределяют взвесь бактерий
-Появление мелкозернистой или хлопьевидной агглютинации – положительный результат
-Равномерное помутнение – отрицательный результат
[image: C:\Users\Алла\Downloads\Monostaphkit.jpg]

[image: ][image: Ð¢Ð°Ð±Ð»Ð¸Ñ�Ð° 16. Ð¡Ñ�ÐµÐ¼Ð° Ñ�Ð°Ð·Ð²ÐµÐ´ÐµÐ½Ð¸Ñ� Ñ�Ñ�Ð²Ð¾Ñ�Ð¾Ñ�ÐºÐ¸ Ð´Ð»Ñ� Ñ�Ð°Ð·Ð²ÐµÑ�Ð½Ñ�Ñ�Ð¾Ð¹ Ð Ð�]Развернутая РА- используется в основном для обнаружения антител в сыворотке больного
Постановка реакции:
Развернутую РА проводят в пробирках или лунках пластин. 
При этом готовят десятикратные разведения исследуемой сыворотки и вносят одинаковые количества антигена. 
При положительном результате на дне пробирки образуется рыхлый осадок и сам раствор становится прозрачным,
отрицательный результат- помутнение раствора сохраняется
Реакция преципитации
В реакции преципитации происходит выпадение в осадок специфического иммунного комплекса, состоящего из растворимого антигена (лизата, экстракта, гаптена) и специфического антитела в присутствии электролитов.
Образующееся в результате этой реакции мутное кольцо или осадок называют преципитатом. От реакции агглютинации эта реакция в основном отличается размером частиц антигена.
Реакцию преципитации обычно применяют для определения антигена при диагностике ряда инфекций (сибирская язва, менингит и др.); в судебной медицине - для определения видовой принадлежности крови, спермы и др.; в санитарно-гигиенических исследованиях - при установлении фальсификации продуктов; с ее помощью определяют филогенетическое родство животных и растений. Для реакции необходимы:
1. Антитела (преципитины) - иммунная сыворотка с высоким титром антител (не ниже 1:100000). Титр преципитирующей сыворотки устанавливают по наибольшему разведению антигена, с которым она дает реакцию. Сыворотку обычно применяют неразведенной или в разведении 1:5 - 1:10.
2. Антиген - растворенные вещества белковой или липоиднополисахаридной природы (полные антигены и гаптены).
3. Изотонический раствор.
Основные методы проведения реакции преципитации: реакция кольцепреципитации и реакция преципитации в агаре (геле).
Внимание! Все компоненты, участвующие в реакции преципитации, должны быть совершенно прозрачными.
Реакция кольцепреципитации. В преципитационную пробирку с помощью пастеровской пипетки вносят 0,2-0,3 мл (5-6 капель) сыворотки (сыворотка не должна попадать на стенки пробирки). На сыворотку осторожно наслаивают антиген в таком же объеме, наливая его тонкой пастеровской пипеткой по стенке пробирки. Пробирку при этом держат в наклонном положении. При правильном наслаивании между сывороткой и антигеном должна получиться четкая граница. Осторожно, чтобы не перемешать жидкости, пробирку ставят в штатив. При положительном результате реакции на границе антигена и антитела образуется мутное "кольцо" - преципитат.
Реакцию сопровождают рядом контролей (табл. 18). Очень важна последовательность внесения в пробирку ингредиентов реакции. Нельзя наслаивать сыворотку на антиген (в контроле - на изотонический раствор), так как относительная плотность сыворотки больше, она опустится на дно пробирки, и граница между жидкостями не выявится.
Таблица 18. Схема постановки реакции кольцепреципитации
[image: Ð¢Ð°Ð±Ð»Ð¸Ñ�Ð° 18. Ð¡Ñ�ÐµÐ¼Ð° Ð¿Ð¾Ñ�Ñ�Ð°Ð½Ð¾Ð²ÐºÐ¸ Ñ�ÐµÐ°ÐºÑ�Ð¸Ð¸ ÐºÐ¾Ð»Ñ�Ñ�ÐµÐ¿Ñ�ÐµÑ�Ð¸Ð¿Ð¸Ñ�Ð°Ñ�Ð¸Ð¸]
Примечание. + наличие "кольца"; - отсутствие "кольца".
Учет результатов производят через 5-30 мин, в некоторых случаях через час, как всегда начиная с контролей. "Кольцо" во 2-й пробирке свидетельствует о способности иммунной сыворотки вступать в специфическую реакцию с соответствующим антигеном. В 3-5-й пробирках "колец" не должно быть - там нет соответствующих друг другу антител и антигенов. "Кольцо" в 1-й пробирке - положительный результат реакции - говорит о том, что испытуемый антиген соответствует взятой иммунной сыворотке, отсутствие "кольца" ("кольцо" только во 2-й пробирке) свидетельствует о их несоответствии - отрицательный результат реакции.
Реакция преципитации в агаре (геле). Особенность реакции в том, что взаимодействие антигена и антитела происходит в плотной среде, т. е. в геле. Образующийся преципитат дает в толще среды мутную полосу. Отсутствие полосы свидетельствует о несоответствии компонентов реакции. Эту реакцию широко применяют при медико-биологических исследованиях, в частности при изучении токсинообразования у возбудителя дифтерии.
[image: http://nsau.edu.ru/images/vetfac/images/ebooks/microbiology/stu/immun/pict/rsk.gif]Реакция связывания комплемента
РСК - сложная серологическая реакция. В ней участвуют комплемент и две системы антиген-антитело. 
Первая система – специфическая: антиген, антитело (испытуемая сыворотка) и комплемент (сыворотка морских свинок)
[image: http://nsau.edu.ru/images/vetfac/images/ebooks/microbiology/stu/immun/pict/rsk2.gif]Вторая система – неспецифическая индикаторная – гемолитическая (эритроциты барана с гемолитической сывороткой, лишенной собственной активности комплемента).
PCK проводят в две фазы 1-я фаза - инкубация смеси, содержащей антиген + антитело + комплемент, 2-я фаза (индикаторная) - выявление в смеси свободного комплемента путем добавления к ней гемолитической системы, состоящей из эритроцитов барана, и гемолитической сыворотки, содержащей антитела к ним.
При соответствии друг другу антигенов и антител они образуют иммунный комплекс, к которому через Fc-фрагмент антител присоединяется комплемент (С), таким образом происходит связывание комплемента комплексом антиген - антитело, и тогда во 2-й фазе гемолиз сенсибилизированных антителами эритроцитов не произойдет (реакция положительная)
Если антиген и антитело не соответствуют друг другу (в исследуемом образце нет антигена или антитела), комплемент остается свободным и во 2-й фазе присоединится к комплексу эритроцит - антиэритроцитарное антитело, вызывая гемолиз (реакция отрицательная).

Peaкция иммунофлюоресценции
В реакции иммунофлюоресценции (РИФ) используют люминесцентную микроскопию (см. главу 2) для серологических исследований. Реакция основана на том, что иммунные сыворотки, к которым химическим путем присоединены флюорохромы, при взаимодействии с соответствующими антигенами образуют специфический светящийся комплекс, видимый в люминесцентном микроскопе. Такие сыворотки называются люминесцирующими*. Метод высокочувствителен, прост, не требует выделения чистой культуры (можно обнаружить микроорганизмы непосредственно в материале от больного: кале при холере, мокроте при коклюше, мозговой ткани при бешенстве). Результат можно получить через полчаса после нанесения на препарат люминесцирующей сыворотки. Поэтому РИФ широко применяют при экспресс (ускоренной)-диагностике ряда инфекций.
Для приготовления препаратов предметное стекло с фиксированным мазком (отпечатком, срезом) помещают во влажную камеру. Камеру готовят следующим образом. На дно чашки Петри кладут влажную фильтровальную бумагу. На нее параллельно укладывают две стеклянные палочки (можно использовать широкую часть пастеровских пипеток). На них мазком вверх помещают предметное стекло.
На мазок наносят каплю люминесцирующей сыворотки. Закрывают чашку и помещают в термостат или оставляют при комнатной температуре на 20-30 мин. После инкубации промывают забуференным изотоническим раствором (рН 7,4), ополаскивают дистиллированной водой, высушивают, наносят каплю забуференного глицерина, накрывают покровным стеклом (не толще 0,17 мм!) и рассматривают в люминесцентном микроскопе. Если в препарате есть микробы, гомологичные антителам люминесцирующей сыворотки, они ярко светятся на темном фоне. Этот метод называется прямой (рис. 36). Неудобство прямого метода РИФ состоит в том, что для его постановки необходимы люминесцирующие сыворотки к каждому определяемому антигену, готовить которые сложно, а полного набора готовых люминесцирующих сывороток к любому антигену нет. Поэтому пользуются часто непрямым методом. Он заключается в том, что на первом этапе препарат обрабатывают нелюминесцирующей иммунной специфической сывороткой к искомому антигену. В случае, если в препарате имеются искомые антигены (микробы), то образуется комплекс антиген - антитело, который увидеть нельзя. После высушивания, на втором этапе препарат обрабатывают люминесцирующей сывороткой, содержащей антитела не к искомому антигену, а к глобулинам того вида животного, от которого получена специфическая сыворотка. Например, если первая сыворотка получена при иммунизации кролика, то вторая должна содержать антитела к кроличьим глобулинам (см. рис. 36). Эти антитела соединяются с глобулинами специфической сыворотки, которые адсорбировались на искомом антигене, и комплекс светится при рассматривании препарата в люминесцентный микроскоп.
[image: Рис. 36. Схема реакции иммунофлюоресценции (РИФ). I - прямой метод: II - непрямой метод: а - 1-й этап постановки реакции; б - 2-й этап постановки реакции: 1 - изучаемый антиген: 2 - люминесцирующее антитело к изучаемому антигену; 3 - нелюминесцирующее антитело к изучаемому антигену 4 - люмннесцирующее антитело к глобулинам животного, от которого получены антитела к изучаемому антигену; 5 - светящийся иммунный комплекс: 6 - несветящийся иммунный комплекс]
Рис. Схема реакции иммунофлюоресценции (РИФ). I - прямой метод: II - непрямой метод: а - 1-й этап постановки реакции; б - 2-й этап постановки реакции: 1 - изучаемый антиген: 2 - люминесцирующее антитело к изучаемому антигену; 3 - нелюминесцирующее антитело к изучаемому антигену 4 - люмннесцирующее антитело к глобулинам животного, от которого получены антитела к изучаемому антигену; 5 - светящийся иммунный комплекс: 6 - несветящийся иммунный комплекс
Полимеразная цепная реакция

Одним из основных методов молекулярно-генетического типирования бактерий является анализ генома с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР-анализ).

Для проведения ПЦР необходимо наличие в реакционной смеси (РС) ряда основных компонентов.
· Праймеры – искусственно синтезированные олигонуклеотиды, имеющие, какправило, размер от 15 до 30 нуклеотидов, идентичные (комплементарные) противоположным концам противоположных цепей искомого участка ДНК-мишени. Служат затравкой для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-полимеразы и играют ключевую роль в образовании и накоплении продуктов реакции амплификации.
· Taq-полимераза – термостабильный фермент, который обеспечивает достраивание 3'-конца второй цепи ДНК согласно принципу комплементарности.
· Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) –– строительный материал, используемый Taq-полимеразой для синтеза второй цепи ДНК.
· Буфер – смесь катионов и анионов в определенной концентрации, обеспечивающей оптимальные условия для реакции, а также стабильное значение рН.
· Анализируемый образец 
Каждый цикл амплификации состоит из трех этапов: 
1.Денатурация – это переход ДНК из двухнитевой формы в однонитевую при разрыве водородных связей между комплементарными парами оснований противоположных цепей ДНК под воздействием высоких температур.
2. Отжиг – это присоединение праймеров к одноцепочечной ДНК-мишени. Праймеры подбирают так, чтобы они ограничивали искомый фрагмент ДНК и были комплементарны противоположным цепям ДНК. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности Чаргаффа. Если это условие не соблюдено, то отжига праймеров не происходит.
3. Элонгация (синтез). После отжига праймеров Taq-полимераза начинает остраивание второй цепи ДНК с 3'-конца праймера с использованием дНТФ.
[image: ]


День 8-11 (28-03.04-05.21). Микробиологическая диагностика возбудителей инфекционных заболеваний (гнойно-воспалительных, кишечных).
Постановка антибиотикограммы (классический метод)
ПРИГОТОВЛЕНИЕ ИНОКУЛЯТА
1. Для приготовления инокулята использовать стерильную ватный тампон.

2. Тампоном собрать 1-2 изолированные колонии (грамотрицательные палочки, Staphylococcus spp., Moraxella catarralis) или 3-5 изолированных колоний (Enterococcus spp. и Streptococcus spp., Haemophilus spp.) и перенести в пробирку с 2 мл стерильного физиологического раствора, всѐ тщательно перемещать.
[image: ][image: ]	
3. Для измерения концентрации суспензии рекомендуется использовать стандарту мутности МакФарланд 0.5.

4. Если приготовленная суспензия меньше 0,5 по МакФарланду добавить  0,5 - 1 колонию.

5. Если приготовленная суспензия больше 0,5 по МакФарланду добавить стерильной одноразовой  пипеткой 0,5 - 1 мл стерильного физиологического раствора.
6. [image: ]Нанести стерильным ватным тампоном приготовленную суспензию на поверхность питательной среды штриховыми движениями в трѐх различных направлениях, поворачивая чашку Петри на 600С. После этого сбросить тампон. 


7. [image: ]Не позже 15 минут после инокулирования на подсушенную поверхность питательного агара наложить диски с антибиотиками. Суспензия должна быть использована в течении 15 минут оптимально, но не позднее 60 минут после приготовления. После нанесения на поверхность агара  диски нельзя передвигать.



[image: ]

8. Максимальное количество дисков на одной чашке Петри диаметром 90 мм составляет 6 дисков.

9. Расстояние между центрами дисков составляет 24 мм (рис 2).





10. После окончания работы убрать диски с антибиотиками и питательные среды в холодильник
[image: ]












[image: ][image: ][image: ]Исследование чашек после инкубации

Интерпретация результатов и определение клинической категории чувствительности проводится в соответствии с актуальной версией таблиц пограничных значениях диаметров зон подавления роста.
[image: ][image: ]При формировании двойной зоны или изолированных колоний внутри зоны подавления роста следует убедиться в чистоте культуры и при необходимости повторить исследование. Если культура чистая, колонии внутри зоны следует учитывать при измерении диаметра зоны подавления роста.
[image: Изображение выглядит как внутренний

Автоматически созданное описание]Рисунок  – двойная зона подавления роста


 Рисунок  – зоны подавления роста микроорганизмов

Результаты заносятся в журналы в соответствии с исследуемым биоматериалом и в ЛИС.

[image: Описание: https://sun9-43.userapi.com/impg/mzH1Pt0de6gAqzr4Z4UST3oL6U-dbIGsL3ay5g/4UKdINyE3p0.jpg?size=1322x992&quality=96&sign=cd37114cb5d3ac27289eed82e26149dd&type=album]

Постановка антибиотикограммы при помощи Vitek 2XL
[image: ]
[image: ] 	Vitek 2XL - Анализатор для идентификации и определения чувствительности к антибиотикам микроорганизмов (бактерий и грибов). Система предназначена для идентификации грамотрицательных, грамположительных бактерий и дрожжей, а также определения чувствительности грамотрицательных, грамположительных бактерий и дрожжей к антимикробным препаратам.
[image: ]Залогом получения результата на анализаторах серии VITEK 2 является соблюдение всех правил по пробоподготовки.
[image: https://sun9-37.userapi.com/impg/PzZ5_DB4URgIWtyID6Bgo8tc9CE-14ysyWGa8w/lSMMvW820h8.jpg?size=1620x2160&quality=96&sign=3a05ca8627a3e323acb8330d56461319&type=album] Для этого выбираем соответствующую карту и приступаем к приготовлению микробной взвеси: стерильно вносим 3,0 мл стерильного солевого раствора (0,45% NaCl) в прозрачную пробирку VITEK. Микробиологической петлей переносим в пробирку с солевым раствором, одну или несколько морфологически идентичных колоний. Приготовленная гомогенная суспензия должна соответствовать 0,5-0,63  Ед стандарта плотности по Мак-Фарланду для карт- AST GN, AST GP.  
[image: https://sun9-73.userapi.com/impg/zhLiQ7jAid82EeC-6DTyssUQP8SnR9MGPa73dw/y62hOZ1A10k.jpg?size=992x1322&quality=96&sign=02c19268e46581b30f382bd265fa8e0a&type=album]Для определения плотности гомогенной суспензии используем калибровочный денситометр VITEK 2 DensiCHEK™ Plus.
Помещаем пробирку с готовой суспензией в кассету в паре с пустой пробиркой, в которую устанавливаем выбранную карту для определения чувствительности. Загружаем пробирки с суспензией для карт AST в анализатор не позже, чем через час после её приготовления. Анализатор автоматически разведет суспензию с микроорганизмами.

Помещаем кассету на лодочку (лоток) в модуль для загрузки/выгрузки кассет, закроем дверцу. При работе с модулем для загрузки/выгрузки кассет обращаем внимание на световой индикатор зеленого цвета. У цветового индикатора выделяют следующие состояния:
· Индикатор горит- дверца для загрузки кассет не заперта. Разрешается открыть дверцу для загрузки кассет;
· Индикатор не горит- дверца для загрузки кассет заперта, открыть её невозможно;
· Мигает- лодочка с пустой кассетой подана в модуль. Дверца для загрузки кассет не заперта. Откройте дверцу и извлеките кассету. После закрытия дверцы мигание прекратится.
[image: https://sun9-58.userapi.com/impg/qejOLCuFOMSwuOZv76ezNnU1gaJ3LY5QBU49YA/q5KdLrmxpMc.jpg?size=2560x1920&quality=96&sign=fc3cd24087e0eb5fa5dc9a9550250e3f&type=album]После загрузки кассеты в лодочку система транспорта перемещает её вдоль всего модуля анализатора, где карта проходит все этапы (сканирование штрих-кода карты, автоматическое разведение суспензии, вакуумная станция, модуль для запаивания, инкубирование и считывание данных с карт, оптическая система, извлечение карт в модуль сбора отходов).

Посев биологического материала на дизентерию и сальмонеллы 

Дизгруппа – анализ, благодаря которому можно получить информацию о наличии патогенных микроорганизмов, обитающих в ЖКТ пациента.
Посев биоматериала производится в первые сутки на среды Эндо, сальмонелла-шигелла агар (SS-агар) и висмут-сульфитный агар (ВСА) (первичный посев) и селенитовый бульон (среда накопления).

[image: Изображение выглядит как чашка, внутренний, еда, морс

Автоматически созданное описание]
Рисунок -  питательные среды для анализа на дизентерию и сальмонеллез: 
ВСА (слева) и SS-агар (справа)

Чашки и пробирку маркируют номером штрих-кода, который закреплен за пациентом. Тампоном с биоматериалом делают площадку, затем выполняют рассев одноразовой петлей, которую тут же погружают в дезсредство. В 3-5 мл селенитового бульона погружают тампон с биоматериалом, закрывают пробкой.
Посевы помещают в термостат на сутки.
Во вторые сутки делают пересев с селенитового бульона на чашку со средой ВСА (повторный посев), изучают колонии на ВСА, SS-агаре, агаре Эндо.
Salmonella
[image: ]На среде Эндо сальмонеллы формируют серо-белые(бесцветные) или розоватые лактозоотрицательные колонии.




[image: ]
На висмут- сульфитном агаре сальмонеллы образуют черные колонии с ртутным блеском, среда под колонией прокрашивается.





[image: ]На «сальмонелла шигелла агар» (SS) образуют прозрачные колонии с чёрным центром.





Для видовой идентификации проводят серологическое исследование – реакцию агглютинации.
Серологическую идентификацию сальмонелл начинают с испытания их в реакции агглютинации (РА) на стекле с агглютинирующей адсорбированной поливалентной сывороткой к сальмонеллам групп (А, В, С, Д, Е), а в случае получения отрицательного результата с агглютинирующей адсорбированной поливалентной сывороткой к сальмонеллам редких групп. При получении положительных результатов агглютинации со смесью О-сывороток, культуру испытывают с каждой О-сывороткой, входящей в смесь. После установления принадлежности культуры к одной из О-групп, выявляют наличие дополнительных О-антигенов, присущих представителям указанной группы. После этого проводят реакцию агглютинации с Н-сыворотками. При этом вначале используют Н-сыворотки, соответствующие Н-антигенам 1 фазы, а потом Н-антигенам 2 фазы. Начинают с Н-сывороток, соответствующих более распространенным сероварам данной группы.
Постановка реакции агглютинации на стекле. На предметное стекло наносят пипеткой каплю растворённой сыворотки, вблизи нее петлю культуры, выращенной в течение 18-25 ч на агаре при температуре 37 градусов и растирают её с сывороткой. Для определения О- антигена следует брать культуру с верхней части агара, а для определения Н- антигена- с нижней части агара. Предварительно культуру контролируют на отсутствие спонтанной агглютинации. Для этого её растирают в капле с 0,9% раствором натрия хлорида.
	
	Учёт результатов РА производят в течение 2-3 минут при помощи лупы с увеличением (2х) по четырёхкрёстной системе, мягко покачивая стекло:
++++ – отчетливый агглютинат при полном просветлении жидкости в капле (100%);
+++   – отчетливый аггютинат на фоне мутноватой жидкости (75%);
++     – незначительный агглютинат на фоне мутной жидкости (50%);
+       – незначительное количество агглютината на фоне мутной жидкости
- гомогенная мутная жидкость.

[image: ][image: ]Положительная агглютинация с групповой сывороткой (D), с типовой, с О-сывороткой (1, 9, 12) и Н- сывороткой 1 фазы (g, m). Выделена Salmonella enteritidis









День 12-14 (04-07.05.21). Микробиологическая диагностика Streptococcus agalactiae
[image: ]Streptococcus agalactiae
	В плановом порядке с целью выявления колонизации беременных СГВ проводят сбор вагинально-ректальных мазков беременным женщинам из группы риска в соответствии с прогностическими маркерами инфицирования плода (новорожденного) во время беременности. Взятие образцов проводят в амбулаторно-поликлинических учреждениях, отделениях родовспомогательных стационаров или беременными женщинами самостоятельно, после предварительного информирования о порядке взятия в устной или письменной форме. Стерильный тампон вводят круговыми движениями по стенке влагалища, затем тот же тампон вводят в анальное отверстие на расстояние 1,5-2 см.Streptococcus agalactiae

[bookmark: _GoBack]	Стрептококк группы В (СГВ, GBS, Streptococcus agalactiae) вызывает тяжело протекающие заболевания у новорожденных детей и представляет опасность для определенных пациентов других возрастных групп. В подавляющем большинстве случаев новорожденные инфицируются СГВ во время родов от матери, причем чаще это происходит при вагинальном родоразрешении.
	Streptococcus agalactiae входит в состав бактерий рода Streptococcus и является единственным представителем стрептококков группы классификации Р. Лендсфилд. Имеют вид  грамположительных факультативно анаэробных β-гемолитических бактерий. СГВ - грамположительные кокки, образующие цепочки вариабельной длины. По типу дыхания СГВ являются факультативными анаэробами. Типичные штаммы слабо лизируют in vitro эритроциты жвачных животных (гемолиз типа β), что стало основой для отнесения бактерии к бета-гемолитической группе стрептококков. 
	
	

На кровяном агаре большинство штаммов S. agalactiae образует гладкие, блестящие, мелкие (диаметром 0,5-2 мм) колонии с зоной β-гемолиза, реже встречаются бактерии с α-гемолизом или культуры без гемолиза.

Определение чувствительности к антибиотикам: Фунгитест

Тест система для определения чувствительности дрожжей к антимикробным препаратам. Основан на определении роста дрожжей в присутствии 6 антигрибковых препаратов в 2 различных концентрациях, с цветовым индикатором.

[image: Описание: https://sun9-69.userapi.com/impg/aYqy-OmixYRUhBjiQ4653jCNRyU4zNuUxTeZ8Q/5PYsaNamCgU.jpg?size=1322x992&quality=96&sign=8fd2bf60c2725dc54b722cfc8488dbcc&type=album]
Рисунок  – Набор для определения чувствительности к антибиотикам: Фунгитест / FUNGITEST, Bio-Rad

[image: ] 
Рисунок  – микропланшетка для фунгитеста

На микропланшетке обязательно указывают номер штрих-кода пациента, вид биоматериала, дату и время постановки теста.
[image: ]
Рисунок  – схема постановки фунгитеста

Берут 2 колонии, выросшие на среде Сабуро, и вносят их в 3 мл стерильной дистилированной воды, чтобы получить посевной материал плотностью 1,0 по стандарту мутности МакФарланда. Переносят 100 мкл данного посевного материала во вторую пробирку с 1,9 мл стерильной дистилированной воды. Вносят 20 мкл полученного разведения в суспензионную среду, входящей в комплект. 
С помощью дозатора распределяют по 100 мкл суспензии в каждую лунку микропланшетки, которую накрывают липкой пленкой. 
Планшетки инкубируют при 32°C в течение 48-72 часов.
Учет результатов ведут визуально по изменению цвета лунок:
· Резистентный  – обе лунки розового цвета.
· Умеренно-устойчивый – одна лунка – розового цвета, вторая – фиолетового.
· Устойчивый – обе лунки фиолетового цвета.
[image: ]

Рисунок  – учет результатов фунгитеста

[image: ]VITEK MS представляет собой систему для идентификации бактерий и грибов. VITEK MS позволяет использовать быстрый метод для идентификации микроорганизмов на основании клинических культур. VITEK MS представляет собой масс-спектрометр, в котором используется матрикс-ассоциированная, лазерно-десорбционная, времяпролетная ионизация (MALDI-TOF MS). VITEK MS анализирует материал микробных культур с целью идентификации организмов. Микробные образцы анализируются на основании динамических свойств частиц, вылетающих под воздействием лазерного луча в вакуумную трубку. Полученный в результате спектр распределения масс интерпретируется в соответствии с базой знаний, разработанной фирмой bioMerieux.
1. Подготовка образцов
[image: Изображение выглядит как кухонная посуда

Автоматически созданное описание]1.1	Для выполнения измерения в масс-спектрометре VITEK MS, необходимо подготовить свежую культуру калибровочного штамма Escherichia coli ATCC® 8739, которая размещается в следующих позициях: xA1, xB1, xC1, в зависимости от количества анализируемых образцов (одна калибровочная точка на группы сбора данных из 16 точек), после того как все исследуемые образцы нанесены на слайд.


    xA1      xB1      xC1

1.1.1 Подготовка бактерий. 
[image: ]Выполняем отбор части подходящей колонии с помощью петли на 1 мкл., при этом убеждаемя, что вместе с колонией не был взят агар , так как это отрицательно повлияет на спектр. Если колонии достаточно мелкие, выполняем отбор нескольких колоний и размещаем их в центре одной точки как показано на рисунке. Если количество размещенной колонии недостаточно, необходимо взять новой петлей еще одну часть колонии.
[image: ]
Слишком много    Слишком мало        В норме  	В норме
[image: ]Размазать образец тонким слоем на точке, после чего выбросить использованную петлю.
Открыть микропробирку, содержащую матрикс VITEK MS-CHCA. 
[image: ]Добавить ровно 1,0 мкл матрикса в центр точки. Выбросить наконечник пипетки. После этого оставить суспензию из микроорганизмов и матрикса для полного высыхания. Выполнить те же действия для последующих образцов. Примерно через 5 минут произойдет кристаллизация матрикса на точках с образцами, при этом кристаллы матрикса видны в виде желтоватой пленки.
[image: Изображение выглядит как теннис

Автоматически созданное описание]
После подготовки слайдов VITEK MS-DS необходимо в течение 48 часов выполнить их анализ. До проведения анализа подготовленные слайды следует хранить при комнатной температуре.

2. Подготовка слайдов VITEK MS-DS в ПО станции пробоподготовки VITEK MS
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1	-строка заголовка
2	- панель навигации
3	- рабочая область образца
4	- рабочая область VITEK MS
5	- строка состояния
6	- панель операций
7	-рабочая область VITEK 2

Для того чтобы запустить процесс идентификации микроорганизмов необходимо ввести с помощью штрих-сканера идентификационный номер слайда (4), который размещен на слайде в виде штрих-кода. После этого каждой лунке на слайде необходимо присвоить лабораторный номер (3). Для этого нажмите на поле лабораторный номер, введите номер вручную либо с использование штрих-сканера и нажмите кнопку F4 на клавиатуре. Повторите данную процедуру необходимое количество раз. Автоматически в программу вносится Тип изолята- Бактерии. Все данные о слайде поступят программу Myla. 
3. Запуск прибора VITEK MS и вставка адаптера
[image: http://www.opt-union.ru/l1663575/images/photocat/1000x1000/1000937134.jpg]На экране компьютера дважды щелкните значок «VITEK MS Acquisition Station Software» ,приложение запускается. Нажмите кнопку открыть, выдвигается Держатель. Снимите с держателя адаптер и поместите в него слайды так, чтобы штрих-код слайда находился со стороны скошенного угла адаптера. Используя сканер, выполните сканирование штрих-кодов на слайдах VITEK MS-DS. После сканирования штрих-кода в приложении отображаются положения точек образцов. Разместите адаптер в держателе, направив его скошенными углами вперед. Вставьте адаптер в держатель до упора (при этом задняя кромка адаптера не будет выдаваться за пределы держателя). Теперь можно запустить сбор данных.
4. Запуск сбора данных
Нажмите кнопку Запуск; адаптер втягивается в VITEK MS и начинает работать вакуумная система. Сбор данных начнется автоматически, как только вакуумная система создаст рабочее давление. Это занимает несколько минут. Прибор сканирует образец для сбора данных. После получения достаточного объема данных данные спектра передаются в аналитический сервер для анализа, а VITEK MS переходит к следующей группе сбора данных. VITEK MS выполняет переход к следующей группе, пока сбор данных не будет завершен. В конце сбора данных можно: извлечь слайды VITEK MS-DS из прибора, для чего требуется нажать кнопку Открыть.
	Нажимаем кнопку Запись. Теперь вся информация о идентификации с системы Myla поступила в систему QMS.



День 15 (08.05.21). Дисбактериоз. Этапы исследования.
Дисбактериоз
По Отраслевому стандарту 91500.11.0004-2003 "Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника" под дисбактериозом понимают клинико-лабораторный синдром, связанный с изменением качественного и/или количественного состава микрофлоры кишечника с последующим развитием метаболических и иммунологических нарушений с возможным развитием желудочно-кишечных расстройств. 
Показания для бактериологической диагностики дисбактериоза кишечника: длительно протекающие инфекции и расстройства, при которых не удается выделить патогенные энтеробактерии; затяжной период реконвалесценции после перенесенной кишечной инфекции; дисфункции ЖКТ на фоне или после проведенной антибиотикотерапии или у лиц, постоянно контактирующих с антимикробными препаратами. Исследования также следует проводить при болезнях злокачественного роста, у страдающих диспептическими расстройствами, лиц подготавливаемых к операциям на органах брюшной полости, недоношенных или травмированных новорожденных, а также при наличии бактериемий и гнойных процессов, трудно поддающихся лечению (язвенные колиты и энтероколиты, пиелиты, холециститы и др.).
Посевы изучают на наличие патогенных микроорганизмов и на нарушение соотношения различных видов микробов. Результаты исследования следует считать объективными при анализе роста изолированных колоний в том числе, если можно изучить морфологию и подсчитать количество колоний на чашку Петри. После идентификации проводят пересчет содержания микроорганизмов каждого вида на 1 г исследуемого материала. При обнаружении патогенной микрофлоры необходимо изучить ее чувствительность к антибактериальным препаратам и бактериофагам.
Отбор и доставка материала на дисбактериоз
Материалом для исследования является кал не позже 2 часов после дефекации.
Для получения достоверного результата стул должен быть обязательно утренним, самостоятельным, не на фоне лечения. У грудных детей забирать материал не с памперсов и пеленок.
Одну столовую ложку фекалий помещают в стерильную одноразовую ёмкость.
Лабораторная диагностика дисбактериоза кишечника
Метод исследования - бактериологический: мерный посев исследуемого материала с целью определения количества микроорганизмов наиболее значимых групп.
Этапы исследования:
· приготовление серийных разведений суспензии испражнений;
· посев на питательные среды из разведений;
· учет результатов посева и ориентировочная идентификация микроорганизмов;
· оценка результатов.

[image: ]


День 16 (06.05.21). Санитарно – бактериологическое  исследование воздуха, смывов.
Выписка из МУ 4.2.2942-11 
«Методы санитарно-бактериологических исследований объектов окружающей среды, воздуха и контроля стерильности 
в лечебных организациях»

Исследования бактериальной обсемененности воздушной среды.
  Исследования бактериальной обсемененности воздушной среды проводят в помещениях лечебных организаций в зависимости от их функционального назначения на санитарно-микробиологические показатели:
- общее количество микроорганизмов в 1 м3 воздуха (КОЕ/м3)
- количество колоний S. aureus в 1 м3 воздуха (КОЕ/м3)
- количество плесневых и дрожжевых грибов в 1 м3 воздуха
  Пробы воздуха отбирают аспирационным методом с помощью «Автоматического устройства отбора биологических аэрозолей ЕВКН 4.014 РЭ».
Количество пропущенного воздуха должно составлять:
· 100 дм3 -для определения общего количества микроорганизмов, дрожжевых и плесневых грибов;
· 250 дм3- для определения S. aureus. Исследование воздуха седиментационным методом не допускается.
ПРИМЕЧАНИЕ: при переносе устройства для отбора проб воздуха из одного помещения в другое их поверхность обрабатывают дезинфицирующим раствором. Столик, внутренние стыки, крышку и прочие части прибора с внутренней и внешней стороны протирают спиртом (70 %).
!!!Исследование воздуха седиментационным методом не допускается.
Определение общего количества микроорганизмов (ОКМ):
При определении ОКМ в 1 м3 воздуха, забор проб проводят ГРМ-агар. Посевы инкубируют при температуре 370С в течение 48±2 часов, подсчитывают количество выросших колоний и производят перерасчет на 1 м3 воздуха(т.е если выросла 1 колония, то при перерасчете будет 10 КОЕ/ м3).
Определение количества дрожжевых и плесневых грибов:
 При определении количества дрожжевых и плесневых грибов в 1 м3 воздуха, забор проб проводят на среду САБУРО. Посевы инкубируют при температуре 320С в течение 48±2 часов, подсчитывают количество выросших колоний и производят перерасчет на 1 м3 воздуха (т.е если выросла 1 колония, то при перерасчете будет 10 КОЕ/ м3). В протоколе количество дрожжевых и плесневых грибов указывают отдельно.

Определение количества золотистого стафилококка (S.aureus):
При определении количества S. aureus в 1 м3 воздуха, забор проб проводят на желточно- солевой агар. Посевы инкубируют при температуре 370С в течение 48±2 часов.
На 2-3 день на выше указанной среде стафилококк растет в виде круглых, блестящих, маслянистых, выпуклых, пигментированных колоний. Следует учитывать, что стафилококки, выделенные от человека, дают положительную лецитовителлазную реакцию в 60-70% случаев. При одновременном наличии на чашках колоний стафилококка, отличающихся по пигменту, следует брать на исследование не менее двух колоний различного вида. Определение вида стафилококка производится на масс-спектрометре VITEK MS.
После проведения идентификации и подсчета выросших колоний на питательных средах, результаты вносятся в рабочий журнал «Микробиологического исследования воздуха».
В соответствии с МУ 2.1.4.1057-01, допускается рост ОКМ на чашке при исследовании аспирационным методом не более 500 КОЕ/м3 , рост дрожжевых и плесневых грибов не нормируется; присутствие S. aureus в 1 м3 воздуха не допускается. При неудовлетворительных  результатах проводят внеплановую генеральную уборку, а затем повторяют контроль микробной обсемененности воздуха.
Схема исследования бактериальной обсемененности воздуха
Воздухоотборник
ЕВКН 4.014 РЭ



	100 дм3                                250 дм3                                                     100 дм3            Определение плесневых и         дрожжеподобных грибов

Определения ОМЧ


	Определение S.aureus
ГРМ
ЖСА
Сабуро



     Инкубация: 370С, 48 ч.                                Инкубация: 370С, 48 ч.                                        Инкубация: 320С, 48 ч
Выписка из МУ 4.2.2942-11 
«Методы санитарно-бактериологических исследований объектов окружающей среды, воздуха и контроля стерильности 
в лечебных организациях»
Исследования микробной обсемененности объектов внешней среды.
Бактериологическое исследование микробной обсемененности объектов внешней среды предусматривает определение стафилококков, бактерий группы кишечных палочек, сальмонелл, синегнойной палочки. Отбор проб с поверхностей различных объектов осуществляют методом смывов. По эпидемиологическим показаниям номенклатура исследований микробной обсемененности объектов внешней среды может быть расширена.
Взятие исследуемого материала.
Взятие смывов производят стерильными ватными тампонами, вмонтированными в пробирки. Для увлажнения тампонов в пробирки наливают по 2,0 мл стерильной 0,1% пептонной воды с добавлением нейтрализаторов дезинфицирующих средств. 
При контроле мелких предметов смывы забирают с поверхности всего предмета. При контроле предметов с большой поверхностью смывы проводят в нескольких местах исследуемого предмета общей площадью примерно 10х10 см (100 см2).
Посев исследуемого материала.
Обнаружение стафилококков:
0,2-0,3 мл смывной жидкости (0,1% пептонной воды) добавляют в пробирку с 5,0 мл 6,5% солевого бульона. Засеянные пробирки инкубируют при 370С в течение  24±2 часов, после чего делают высев на желточно-солевой агар.
Дальнейшее исследование выделенных культур проводят на масс-спектрометре VITEK-MS.
Обнаружение бактерий группы кишечных палочек (БГКП):
0,2-0,3 мл смывной жидкости (0,1% пептонной воды) добавляют в пробирку с 5,0 мл среды Кесслера. Засеянные пробирки инкубируют при 370С в течение  24±2 часов, после чего делают высев на среду Эндо. Выросшие колонии на среде Эндо подвергаются идентификации на масс-спектрометре VITEK-MS.
Обнаружение сальмонелл:
0,2-0,3 мл смывной жидкости (0,1% пептонной воды) добавляют в пробирку с 5,0 мл среды обогащения (селенитовая среда). Засеянные пробирки инкубируют при 370С в течение  18±20 часов, делают пересев на среду Эндо и висмут-сульфит агар. При обнаружении подозрительных колоний проводится идентификация на масс-спектрометре VITEK-MS.В случае положительного результата производится типирование с видовыми и групповыми сыворотками.

Определение антибиотикочувствительности на анализаторе ADAGIO

Анализатор АDAGIO представляет собой анализатор с программным обеспечением на основе веб-приложений и визуализационной системы для измерения и анализа размера зоны ингибирования вокруг дисков с антибиотиками, а также для интерпретации результатов анализа на чувствительность. ADAGIO имеет встроенную экспертную систему, которая обеспечивает определение резистентных фенотипов и корректировку полученных результатов.

Принцип работы заключается в автоматическом определении диска с антибиотиком, считывании зон задержки роста на чашке Петри с последующей интерпретацией и комплексным анализом полученных данных.

1. Запустите интернет-браузер на компьютере, подключенном к локальной сети. В адресной строке введите IP-адрес ведущей камеры (192.168.100.125), затем подтвердите его, нажав клавишу Enter на клавиатуре компьютера. При этом блок регистрации должен быть предварительно включен (кнопка включения на задней панели) и на передней панели должен гореть значок [image: ]
2. Введите Имя пользователя и Пароль (Password).
[image: ]
Регистрация результатов

3. В правом верхнем углу системы ADAGIO проверьте, что выбрана соответствующая камера для регистрации изображения Master Camera.
4. Выберите меню Пациенты, команда Ускоренное Чтение.
5. В левой части экрана введите минимальный (обязательный) набор данных: 
-код пациента (номер истории болезни);
-фамилия;
-тип пробы (выберите из выпадающего списка);
-микроорганизм (выберите из выпадающего списка) 
6. Нажмите кнопку Сохранить
7. Поместите чашку в анализатор и нажмите кнопку Чтение для запуска процедуры регистрации результатов чашки. На информационной панели анализатора появятся и будут меняться значки статуса считывания.
[image: ]8. В окне анализа изображения будут представлены зоны ингибирования для конкретных антибиотиков
[image: Изображение выглядит как текст

Автоматически созданное описание]
Используя кнопки мыши Вы можете поправить зоны, удалить/переназначить антибиотик, добавить/удалить взаимодействие (синергизм/антагонизм). Нажмите кнопку Сохранить в левом нижнем углу экрана.
8. Появится окно работы с результатами считывания. Вы можете выбрать требуемый стандарт интерпритации результатов (по умолчанию установлена экспертная система EUCAST 2018).
9. Внизу экрана появится предварительное экспертное заключение системы (клинициста или биолога). Комментарии врача выводятся черным цветом, биолога-синим. Комментарии, вопросы и фенотип инициируются по правилам подтверждения для стандарта антибиотиков, заданного по умолчанию в системе.
[image: ]10. Нажмите кнопку Подтвердить, случае если данный анализатор подключен к LIS все данные будут экспортированы в систему.
11. Если анализатор не подключен к системе LIS в левом нижнем углу экрана нажмите соответствующие кнопки Печати заключения клинициста или биолога.
















День 10 (29.04.21). Подготовка инструментария до начала работы. Дезинфекция и стерилизация использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты. Утилизация отработанного материала. 
[image: https://sun9-5.userapi.com/impg/04zCBLaVqkJTnBD-yE75kfQeicO_eiehoUTa7w/fmb_Jrhd0RY.jpg?size=1200x1600&quality=96&sign=4a2a502f4d76df0ecbd6d87a5d8873a8&type=album]В микробиологической лаборатории каждый день используется большое количество расходных материалов и инструментов. Шпатели, ректальные петли, физ. раствор и пробирки, все они подвергаются стерилизации с помощью автоклава в стерилизационной. После стерилизации материалы и инструментарий располагается на столе с пометкой «После стерилизации».
После окончания работы весь отработанный материал собирается в одноразовые жёлтые пакеты и подвергается убивке в «грязной» автоклавной. 
Классификация медицинских отходов:
Медицинские отходы в зависимости от степени их эпидемиологической, токсикологической и радиационной опасности, а также негативного воздействия на среду обитания подразделяются на пять классов опасности:
класс А - эпидемиологически безопасные отходы, приближенные по составу к твердым бытовым отходам (далее - ТБО);
класс Б - эпидемиологически опасные отходы;
класс В - чрезвычайно эпидемиологически опасные отходы;
класс Г - токсикологически опасные отходы 1-4 классов опасности;
класс Д - радиоактивные отходы.

	Класс отходов
	Характеристика класса
	Утилизационная тара
	Способ утилизации

	Класс А
Неопасные отходы
	Отходы, не имеющие контакта с биологическими жидкостями пациентов, инфекционными больными, нетоксичные отходы
	Белые полиэтиленовые многоразовые емкости или одноразовые пакеты с маркировкой. Многоразовая тара после сбора и опорожнения подлежит мытью и дезинфекции.
Тара заполняется полностью

	Уничтожение или захоронены  на полигоне ТБО ( Твердые Бытовые Отходы) 


	Класс Б
Опасные отходы
	Потенциально инфицированные отходы - имеющие контакт с биологическими жидкостями пациентов
	Желтые одноразовые  полиэтиленовые пакеты и контейнеры с маркировкой, закрепленные на специальных стойках (тележках).
Тара заполняется на ¾ после чего производится удаление воздуха и гермитизация
	После дезинфекции физическими методами ( автоклав,пароформалиновые камеры и тд) отходный материал уничтожаются на специальных установках по обезвреживанию отходов ЛПУ термическими методами.
Органические отходы собираются в одноразовую твердую герметическую упаковку.Сбор острого инструментария осуществляется отдельно от других видов отходов в одноразовую твердую упаковку.

	Класс В
Чрезвычайно опасные отходы
	Материалы, контактирующие с больными особо опасными инфекциями.
	Красные одноразовые пакеты и контейнеры с плотно прилегающей крышкой

	После дезинфекции упакованные отходы собирают: в специально оборудованную комнату временного хранения (с вентиляцией, бактерицидными лампами, приборами для мытья и дезинфекции) и уничтожаются на специальных установках по обезвреживанию отходов ЛПУ термическими методами.


	Класс Г
Токсикологическиопасные (Отходы близкие к промышленным)
	Отходы от лекарственных и диагностических препаратов, цитостатики, ртутьсодержащие предметы
	Черная одноразовая герметичная упаковка с маркировкой.
	Дезинфекция и утилизация специальными службами с лицензией на этот вид деятельности.
Захоронение на специальном полигоне, без обеззараживания.

	Класс Д
Радиоактивные отходы
	Все виды отходов, содержащие радиоактивные компоненты.
	Цвет тары синий.
Обязательна специальная метка «радиоактивно»
- жидкости собирают в специализированные герметичные контейнеры
- Любые вещества с активностью излучения выше установленной нормы собирают в пластиковые или бумажные пакеты, которые складываются в герметично закрывающуюся экранированную емкость
	Сбор, дезинфекцию и утилизацию этих отходов проводят специализированные организации с лицензией на этот вид деятельности.
Когда радиационный фон приходит в норму, мусор утилизируют на обычном полигоне для ТБО.
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POGHPIa BaKyyMHAR 6¢3 HATOAHNTEIR C ACPAKATEIEM LI
TIepeHOCa MOUH H3 MCXOIHOTO KOHTEHHEPa.-

[CMIOAE3YETCH T8 BIATHS MOH Ha ODINEKTHHHHETKHE 1
HOXHMHHECKHE HCCTICAOBAHHS.

(061em Moun a1 B3aTua: 9 M.

Xpanchue: npy 4-8°C, PEKOMEILYSTCA AOCTABKTE B
AGOPATOPHIO B MAKCHMATLHO KOPOTKHiE CPOK-

CorrTeliHep AUTA COOPA MOMH GO BCTPOCHHAIM YCTPOHCTBOM
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COMILICKTE C FIMIEPHHOM.

8°C, 1 cyrku.
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rapiioBanHO} ¢ yriem (A) 1 6e3 yras (B),
HHBEPCAILHEIM JOHIOM.
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CTI0/B3Y<TCA 1A BIATHA OOPA3LIOB H3 Pasbix
(OKATI3AUNHiH Ha GAKTEPHONIOTHICCKHE HCCIEAOBANNA
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flokan3AIAH Ha GAKTCPHOTOTHIECTKIC, MOTCKYASPHO-
Buonoruseckie (TTLIP) 1 oG UIEKIHERHECK C HeCTea0Ba
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BHomaTepHanom

BHewHHii B KOHTEHHEDA MOET OTAMHATECS OT

NIEAICTABICHHOTO HA KAPTHHKE
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 В главном меню выбрать меню « Циклы   дозирования » ( Dispensing Cycles )   

 Затем подтвердить  

 Выбрать программу.   

 Затем подтвердить  

 Перед подтверждением программы можно  изменить указанный объем приготовленного  агара и/или дозируемый объем.   

 Затем можно начать дозирование, нажав  клавишу А   («Дозирование» [«Dispense»]).     

 Перед дозированием можно откалибровать (см.  главу 5.2) или заполнить насос.  
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WMHkybauuma yawek

MepeBepHy T JaLIKN M Y6RAUTLCS, HTO AMCKH He NAAZIOT ©
nosepxHoCTH arapa.

Hauamh WHkyGaLMIO HE NIOSKE, Yem B TeueHe 15 MAHYT nocne
HaHECeHUS AUCKOB C aHTHOMOTUKEMM.

KonuuecTso auuiex ETpu B CTONKE MOXET OK3bIBATb BIMSHIE
Ha paIMep 30H NORABNEHNS POCTA BCNACTBME HEPABHOMEPHOTD
HarpeBanus. TOHHOCTb PAGOTHI TEPMOCTATOB MOKeT
BBPLAPOBATS, HO AN1A GOMBLIMHCTEA TEPMOCTATOR
LENecooGpaIHO He COGMPaTS GoMee MATH HaeK B OaHy CTOMKY.

Yatukw ¢ MXA uikyGupyloTcs npu 351°C B 0GbIMHOI
ammoccbepe.

Yawkw ¢ arapom MX-T1 - npu 35+1°C 8 amoceepe,
‘conepxawei 4-6% CO, (kpome Campylobacter).
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XpaHeHue AUCKOB C AHTUOMOTUKaMKN

* OCHOBHO KOTIMHECTEO AUCKOB C aHTNGOTHKAMM OMKH! XPHWTLCS &

COOTBETCTBMM C PEXOMEHAALMAMM NPOUIBOANTENS.
~ Hexoopsie npenaparl sensioTca wevee CTaGWTSHAM 1 MoTYT TpeGosart
CheuansHsx yonosu spanenss.

+ PaGouue HaGopsi QUCKOB C aHTHGHOTHKAMM CrEnyeT XpaHWTL &
3aUMLEHHLIX OT CBETa U MNOTHO 3AKDLIBAIOLLINXCS CYXUX KOHTEHEPaX
C MHOWKATOpHLIM BRaronOMOTTENEM.

+ UroBit W3GexaTs 0BPaI0BaHHS KOHIEHCATa HA AVICKAX HE CrieayeT
OTKDLIEATS KOHTEMHEPHI C AUCKAMM 10 AOCTIKEHHS UM KOMHATHOM
‘Temmeparypsi

~ Ny aepars ancor npw KowaTHOR TeumepaType 8 Tesene paBouErD A, e
HeGKonKo paa nepeewLaTS 1 2 XONORHALHKR W OBRATHO.

+ Hens3s MCrOnb308aTS ACKY C BHTUGHOTUKEMM MOCIE UCTENEHNS CPOK2

FORHOCTH, YKA3AHHOM NPOU3BOAMTENEM.
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cBeToM.
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KPBILLIKY CHUMAKOT.
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