МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ АСПИРАНТАМ 

ПО ПОДГОТОВКЕ К ПРАКТИЧЕСКИМ ЗАНЯТИЯМ ПО ДИСЦИПЛИНЕ «ИНФЕКТОЛОГИЯ»

Практическое занятие - это одна из форм учебной работы, которая ориентирована на закрепление изученного теоретического материала, его более глубокое усвоение и формирование умения применять теоретические знания в практических, прикладных целях. На практических занятиях особое внимание уделяется выработке учебных или профессиональных навыков. 
При подготовке к практическому занятию выделяют организационный этап и этап закрепления и углубления теоретических знаний. На первом этапе  аспирант планирует свою самостоятельную работу, которая включает: понимание задания на самостоятельную работу; подбор рекомендованной литературы; составление плана работы, в котором определяются основные пункты предстоящей подготовки. Составление плана дисциплинирует и повышает организованность в работе. Второй этап включает непосредственную подготовку аспиранта к занятию. Особое внимание при работе с рекомендованной литературой необходимо обратить на содержание основных положений и выводов, объяснение явлений и фактов, уяснение практического приложения рассматриваемых теоретических вопросов. В процессе этой работы аспирант должен стремиться понять и запомнить основные положения рассматриваемого материала, примеры, поясняющие его, а также разобраться в иллюстративном материале. Заканчивать подготовку следует составлением плана - перечня основных пунктов по изучаемому материалу, который позволит составить концентрированное, сжатое представление по изучаемым вопросам.

В процессе подготовки к практическому занятию при необходимости следует обращаться за консультацией к преподавателю. Идя на консультацию, необходимо хорошо продумать вопросы, которые требуют разъяснения.

Практическое занятие.
Принципы и методы диагностики инфекционных заболеваний, используемые в инфектологии.
ЦЕЛЬ: Изучить принципы и методы диагностики инфекционных заболеваний, используемые в инфектологии.
.
Задачи:
1. Изучить бактериологический метод диагностики инфекционных заболеваний 

2. Изучить вирусологический метод диагностики вирусных инфекций
3. Изучить результаты экспресс-диагностики хеликобактериоза.
Работа 1. Освоить бактериологический метод диагностики.

Методика

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	1 этап Выделение чистой культуры
	2 этап

	1 день
	2 день
	3 день

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

	
	
	
	
	
	
	

	2 этап Идентификация чистой культуры

	4 день Биохимические свойства

	Энтеротест

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

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Стафитест

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	
	
	
	
	
	
	
	


Работа 2. Овладеть вирусологической диагностикой инфекционного заболевания.

Задача. В инфекционной клинике находится больной с предварительным диагнозом «Натуральная оспа». Содержимым пустул больного произведено заражение куриного эмбриона. Эмбрион погиб. После вскрытия необходимо исследовать материал из зараженного куриного эмбриона на наличие вируса путем постановки реакции гемагглютинации,  а также идентифицировать его в реакции задержки гемагглютинации.

Методика 1. Культивирование вируса в курином эмбрионе (возраст 10-12 дней). Тупой конец куриного яйца (над воздушным мешком) протирают слабым раствором йода, после чего в скорлупе делают отверстие острым зондом. Затем с помощью туберкулинового шприца осуществляют заражение эмбриона. После извлечения иглы место отверстия протирают йодом и запечатывают расплавленным парафином (Рис.6.1.2.). Зараженные эмбрионы инкубируют при 370 С в течение 48-72 часов. Затем их вскрывают и хорионаллантоисная оболочка исследуется с целью обнаружения макроскопических изменений в форме белых резко ограниченных точечных образований. Для обнаружения вируса в курином эмбрионе используют реакцию гемагглютинации, а для идентификации – реакцию задержки гемагглютинации.

Методика 2.

Реакция гемагглютинации для обнаружения вируса.

Ставится на стекле, стерильной пипеткой вносят ингредиенты по схеме:

Схема опыта

	Ингредиенты 
	Опыт 
	Контроль 

	Хорионаллантоисная жидкость, содержащая вирус
	1 капля
	-

	Эритроциты 
	1 капля
	1 капля

	Физиологический раствор
	-
	1 капля


После обнаружения вируса осуществляют его идентификацию.

Методика 3. Идентификация вируса в реакции задержки гемагглютинации
Ставится на стекле, стерильной пипеткой вносят ингредиенты по схеме:

Схема опыта

	Ингредиенты 
	Опыт 
	Контроль 

	Вирус, содержащийся в хорионаллантоисной жидкости
	2 капля
	2 капли

	Специфическая иммунная сыворотка
	2 капли 
	-

	Эритроциты 
	2 капля
	2 капля

	Физиологический раствор
	-
	2 капля


ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ:

	Исследуемый материал
	Объект заражения
	Результат экспериментальной инфекции

	
	
	Состояние эмбриона
	Результат РГА
	Результат реакции задержки гемагглютинации

	
	
	
	опыт
	контроль
	опыт
	Контроль

	
	
	
	
	
	Сыворотка оспенная
	Физ.раствор


Работа 3. Проведение и оценка результатов экспресс-диагностики хеликобактериоза.

Методика. Для выявления Нelicobacter ру1оri (Нр) в тканях слизистой оболочки желудка (СОЖ) используют различные варианты уреазного теста, основанного на способности этих бактерий продуциро​вать большое количество уреазы. В присутствии уреазы про​исходит гидролиз мочевины до аммиака, рН среды сдвигается в щелочную сторону и при этом меняется цвет индикатора. Учтите результат реакции, полученной при инкубации био​птата в пробирке с жидкой средой Кристенсена (забуференный питательный бульон с мочевиной и индикатором). Изменение окраски свидетельствует о наличии Helicobacter pylori в биоптате слизистой оболочки желудка. В контрольной пробирке цвет среды остается без изменений. 
ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Исследуемый материал
	Результаты уреазного теста (цвет среды)

	
	Опыт 
(среда Кристенсена + биоптат)
	Контроль 

(среда Кристенсена)

	
	
	


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтвержден ли диагноз «Хеликобактериоз»? Какие методы лабораторной диагностики используются для обнаружения H. pylori в исследуемом материале?)
