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Образовательная организация: Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Омский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации, колледж.

Автор работы: Грекова Юлия Николаевна, преподаватель

Конкурс: "Современные образовательные технологии и методики в профессиональной деятельности педагога"

Название материалов: Методическая разработка для проведения практического занятия по теме «Изучение окраски спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий (по Ожешко и Циль-Нильсену)»
ТЕХНОЛОГИЧЕСКАЯ КАРТА (ПЛАН) ПРАКТИЧЕСКОГО ЗАНЯТИЯ № 8

Тема занятия «Изучение окраски спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий (по Ожешко и Циль-Нильсену)»
Цели занятия: Изучить особенности строения клеточной стенки спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий, научить окрашивать препарат-мазок по методу Ожешко и Циль-Нильсону.  

1. Учебная

Умения: выполнять технику окраски по методу Ожешко и Циль-Нильсену. Подготовка химических реактивов, красителей, лабораторного оборудования и аппаратуры для проведения микроскопического метода исследования. Соблюдение правил техники безопасности, охраны труда и инфекционной безопасности.
Знания: особенностей строения клеточной стенки спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий. Механизм окраски по методу Ожешко и Циль-Нильсену. Понятие сложных методов окраски.

2. Развивающие

Психологических качеств личности студентов. Развитие их интеллекта мышления, познавательных умений, обще трудовых умений, воли и самостоятельности. 

3. Воспитательные

Акцентировать внимание. Вызывать чувство гордости, интереса, коллективизма, ответственности. Вырабатывать умения мыслить, трудолюбие, честность, аккуратность, вежливость, интеллектуальность, приветливость, принципиальность, пунктуальность, решительность, усердие, целеустремленность, чувство нового, прогрессивного. 

Формируемые компетенции

ОК 1. Понимать сущность и социальную значимость своей будущей профессии, проявлять к ней устойчивый интерес.

ОК 2. Организовать собственную деятельность, выбирать типовые методы и способы выполнения профессиональных задач, оценивать их   эффективность и качество.

ОК 3. Принимать решение в стандартных и нестандартных ситуациях и нести за них ответственность.

ОК 4. Осуществлять поиск и использование информации, необходимой для эффективного выполнения профессиональных задач, профессионального и личностного развития.

ОК 6. Работать в коллективе и команде, эффективно общаться с коллегами, руководством, пациентами. 

ОК 9. Ориентироваться в условиях смены технологий в профессиональной деятельности.

ОК 13. Организовать рабочее место с соблюдением требованием охраны труда, производственной санитарии, инфекционной и противопожарной безопасности.

ПК 4.1 Готовность рабочего места и аппаратуру для проведения лабораторных микробиологических и иммунологических исследований. 

ПК 4.2 Проводить лабораторные микробиологические и иммунологические исследования биологических материалов, проб объектов внешней среды и пищевых продуктов; участвовать в контроле качества.

ПК 4.3 Регистрировать результаты проводимых исследований.

ПК. 4.4 Проводить утилизацию отработанного материала, дезинфекцию и стерилизацию использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты.

Интеграционные связи ОП.06 Физико-химические методы исследования и ТЛР, МДК 01.01 Теория и практика лабораторных общеклинических исследований. 

Метод организации учебно-познавательной деятельности: частично-поисковый, беседа, рассказ, активизация мыслительной деятельности с использованием приема «Микроскоп ожиданий», составление интеллект-карт, рефлексия. 
Метод контроля учебно-познавательной деятельности: индивидуальный опрос.
Формы организации учебной деятельности: фронтальная, индивидуальная, групповая (малыми группами).
Оснащение занятия:

Материально-техническое оснащение: лабораторная посуда, лабораторное оборудование, медицинский лабораторный инструментарий, химические реактивы, красители, материал для исследования – бактериальная культура.  

ТСО: мультимедийное сопровождение, ноутбук.
Обучающие методические материалы: окраска препарата мазка по методу Ожешко и Циль-Нильсену.

Оснащение занятия 

Нормативная документация:  

· СП 1.3.2322-08 Безопасность работы с микроорганизмами 3-4 групп патогенности и гельминтами. 

· Приказ №535 от 22.04.1985 «Об унификации микробиологических методов исследования, применяемых в КДЛ Лечебно-профилактических учреждений».
· Приказ Министерства здравоохранения и социального развития Российской Федерации (Минздравсоцразвития России) от 23 июля 2010 г. N 541н г. Москва "Об утверждении Единого квалификационного справочника должностей руководителей, специалистов и служащих, раздел "Квалификационные характеристики должностей работников в сфере здравоохранения"
Литература: 

1. Основы микробиологии и иммунологии: учебник/под. ред. В.В. Зверева, М.Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014.-368с.:ил.

2. Лекционный материал.  

3. Интернет-ресурсы: www.medcollegelib.ru.

СТРУКТУРА И СОДЕРЖАНИЕ ПРАКТИЧЕСКОГО ЗАНЯТИЯ

	№
	Этапы занятия
	Код форми-руемых компе-тенций
	Вре-мя

	1.     
	Организационный момент
	ОК 1


	3

	2. 
	Целевая установка. Мотивация учебной деятельности
            Метод окраски по Цилю — Нильсену  предназначен для окраски микроорганизмов и выявления кислотоустойчивых микобактерий (возбудителей туберкулёза, микобактериозов, лепры), актиномицетов и других кислотоустойчивых микроорганизмов. Кислотоустойчивость микроорганизмов обусловлена наличием в их клетках липидов, воска и оксикислот. Такие микроорганизмы плохо окрашиваются разведёнными растворами красителей. Для облегчения проникновения красителя в клетки микроорганизмов нанесённый на препарат карболовый фуксин Циля подогревают над пламенем горелки. Окрашенные микроорганизмы не обесцвечиваются слабыми растворами минеральных кислот и спирта. Метод назван именами немецких медиков — микробиолога Франца Циля и патологоанатома Фридриха Нельсена (Нильсена), которые разработали его в 1882—1883 гг.
            Метод окраски по Ожешко предназначен для выявления спор у бактерий. Споры кислотоустойчивы, поэтому с трудом окрашиваются красителями. Объясняется это большой плотностью оболочки, низкой концентрацией в ней свободной воды и высоким содержанием липидов в спорах. В препаратах, окрашенных простыми способами или по Граму, споры остаются бесцветными (негативная окраска). В связи с особенностями физико-химического состава и плотной малопроницаемой оболочкой на первом этапе окраски спор применяют химические вещества, изменяющие структуру их оболочки. Однако при последующем прокрашивании споры одновременно прокрашивается и цитоплазма клетки, поэтому под микроскопом последняя выглядит однородно окрашенной. Для того чтобы на препарате оставались прокрашенными только споры, следует такой «перекрашенный» препарат частично обесцветить, забирая краситель у цитоплазмы и оставляя его в споре. Этого достигнуть нетрудно, так как краситель, адсорбированный спорой, удерживается прочнее, чем поглощенный цитоплазмой клетки. Таким образом, все способы окраски спор основаны на едином принципе: сначала споры протравливают различными веществами: хромовой, соляной, серной, уксусной кислотами, аммиаком, едким натром или перекисью водорода, затем окрашивают клетку со спорой при нагревании и, наконец, обесцвечивают цитоплазму и дополнительно окрашивают ее контрастным красителем.
  «Микроскоп ожиданий»
Студентам предлагается исходя из целей занятия подумать, и озвучить, какие сложности и опасения могут возникнуть на этапах самостоятельной работы, для того чтобы педагог мог их знать и учитывать в образовательном процессе.  Преподаватель предлагает обучающимся попробовать более четко определить, что они ожидают (хотели бы получить) от обучения и чего опасаются. Ожиданий и опасений может быть несколько. К числу ожиданий/опасений относятся формы и методы обучения, стиль и способы работы на практическом занятии, атмосфера, отношение преподавателей и однокурсников и т.д. 
Свои ожидания обучающимся предлагается записать на карточках – бактериях. Те, кто записал, подходят к соответствующим микроскопам и при помощи скотча прикрепляют бактерии. После того, как все обучающиеся прикрепят свои бактерии к микроскопам, преподаватель озвучивает их. После озвучивания ожиданий и опасений можно организовать обсуждение и систематизацию сформулированных целей, пожеланий и опасений. В процессе обсуждения возможно уточнение записанных ожиданий и опасений. В завершении метода преподаватель подводит итоги выяснения ожиданий и опасений
	ОК 1

ОК 2

ОК 9

ОК 13
	3

	3.
	Контроль исходного уровня знаний

Индивидуальный опрос:

1.  Назовите цель микроскопического метода.

2. Перечислите обязательные структурные компоненты бактериальной клетки.
3. Перечислите необязательные структурные компоненты бактериальной клетки.
4.  Назовите особенности химического состава клеточной стенки кислотоустойчивых бактерий.
5. Назовите метод окраски кислотоустойчивых бактерий.
6. Объясните биологическое значение спор бактерий.
7. Приведите примеры расположения спор у бактерий.
8. Назовите метод выявления спор бактерий.
9. Перечислите этапы приготовления препарата-мазка.

10. Назовите правила микроскопии окрашенных препаратов.
	ОК 1


	20

	4.
	Методические указания к проведению самостоятельной работы (актуализация опорных знаний)
Преподаватель акцентирует внимание студентов на основных этапах самостоятельной работы. Напоминает о необходимости соблюдать технику безопасности при работе со спиртовкой и правила работы с бактериальной культурой.
	
	5

	5.
	Самостоятельная работа студентов:

1. Работа с дидактическим материалом.

2. Организация рабочего места.

3. Приготовление препарата-мазка избульонной культуры и окраска по методу Циля-Нильсона.

4. Приготовление препарата-мазка из агаровой культуры и окраска по методу Ожешко.

5. Подготовка микроскопа к микроскопии препаратов.

6. Микроскопия окрашенных препаратов.     

7. Регистрация результатов исследования, оформление рабочего дневника.

8. Произвести расчет рецептуры красителей.

9. Уборка рабочего места.
	ОК 1

ОК 2

ОК 3

ОК 6

ОК  9

ОК 13

ПК 4.1

ПК 4.2

ПК 4.3

 ПК 4.4
	130

	6.
	Осмысление и систематизация полученных знаний и умений в виде создания интеллект-карты
Студентам предлагается разделиться на две - три группы и создать интеллект – карту. Это форма свободного творчества, но по определенным правилам. 
Правила создания интеллект-карт:
· Для создания карт используются только цветные карандаши, маркеры и т. Д
· Основная идея, проблема или слово располагается в центре.
· Для изображения центральной идеи можно использовать рисунки, картинки. Каждая главная ветвь имеет свой цвет.
· Главные ветви соединяются с центральной идеей, а ветви второго, третьего и т.д. порядка соединяются с главными ветвями.
· Ветви должны быть изогнутыми, а не прямыми (как ветви дерева).
· Над каждой линией – ветвью пишется только одно ключевое слово.
· Для лучшего запоминания и усвоения желательно использовать рисунки, картинки, ассоциации о каждом слове.
· Разросшиеся ветви можно заключать в контуры, чтобы они не смешивались с соседними ветвями.
После создания интеллект – карты студенты представляют свои работы.
Осуществляется рефлексия.
	ОК 2

ОК 3

ПК 4.1

ПК 4.2

ПК 4.3

ПК 4.4


	10

	7.
	Подведение итогов занятия.  Проводится оценка теоретических знаний и практических умений, тестового контроля, отмечаются активно работающие студенты, разбираются допущенные ошибки и делается вывод о достижении целей занятия. Выставляется оценка за занятие.
	ОК 6


	5

	8.
	Домашнее задание к практическому занятию № 9 Тема «Выявление капсул бактерий по методу Бурри-Гинса. Изучение подвижности бактерий».

Литература:

1. Основы микробиологии и иммунологии: учебник/под. ред. В.В. Зверева, М.Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014.-368с.:ил.

2. Лекционный материал.  

3. Интернет-ресурсы: www.medcollegelib.ru.
	ОК4


	4


Методические рекомендации для студентов к практическому занятию № 8

Тема: «Изучение окраски спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий (по Ожешко и Циль-Нильсену)».

Цели занятия: «Изучить особенности строения клеточной стенки спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий, научить окрашивать препарат-мазок по методу Ожешко и Циль-Нильсену»

Студент должен знать: Особенности строения клеточной стенки спорообразующих и кислотоустойчивых бактерий. Механизм окраски по методу Ожешко и Циль-Нильсену. Понятие сложных методов окраски.

Студент должен уметь: выполнять окраску по методу Ожешко и Циль-Нильсену. Готовить и рассчитывать химические реактивы, красители, лабораторное оборудование и аппаратуру для проведения микроскопического метода исследования. Соблюдать правила техники безопасности, охраны труда и инфекционной безопасности
Методические указания по выполнению самостоятельной работы

	№ п/п
	Этап
	Ориентировочное время
	Методические указания
	Форма отчетности

	1.
	Работа с методическим материалом.
	35
	Внести в рабочий дневник (приложение 1)
	Записи в рабочем дневнике.

	2.
	Физкультминутка
	5
	Выполнение комплекса упражнений для снятия напряжения с мышц плечевого пояса и рук под руководством физорга. Физкультминутка выполняется при открытой форточке.
	Демонстрационный отчет преподавателю

	3.
	Организация рабочего места. 
	5
	Оснастите рабочее место  необходимой лабораторной посудой, инструментами, реактивами, дезосредством.
	Демонстрационный отчет преподавателю

	4.
	Приготовление и окраска препарата-мазка по методу Циля-Нильсена.
	20
	Приготовьте и окрасьте мазок сложным способом из культуры, выращенной на питательной среде под руководством преподавателя. 
	Демонстрация практических умений. Оценка результатов приготовления и окраски мазка.

	5.
	Приготовление и окраска препарата-мазка по методу Ожешко.
	20
	Приготовьте и окрасьте мазок сложным способом из культуры, выращенной на МПА под руководством преподавателя. 
	Демонстрация практических умений. Оценка результатов приготовления и окраски мазка.

	4.
	Подготовка оборудования к работе.
	5
	Приготовьте микроскоп к микроскопии окрашенных и препаратов.
	Демонстрационный отчет преподавателю

	6.
	Микрокопирование окрашенных препаратов –мазков.   
	25
	Выполните микроскопию мазков согласно алгоритму действия окрашенного препарата. 
	Демонстрация практических умений. Оценка результатов микроскопии.

	7.
	Заполнение рабочего дневника.
	10
	Зарисуйте в дневник результаты микроскопии.
	Демонстрация рисунков в рабочем дневнике.

	8.
	Уборка  рабочего места.
	5
	Проведите  технический уход за микроскопом по окончанию работы. Проведите мероприятия по дезинфекции рабочих поверхностей.
	Демонстрационный отчет преподавателю.


Домашнее задание к практическому занятию № 9 Тема «Выявление капсул бактерий по методу Бурри-Гинса. Изучение подвижности бактерий».
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 Приложение 1
Окраска бактерий по методу Циль-Нильсена и Ожешко.

Окраска по методу Цилю-Нильсену необходима для выявления кислотоустойчивых бактерий (возбудители туберкулеза и проказы). Особенностью микробов этой группы является то, что они плохо воспринимают окраску. Для того чтобы окрасить кислотоустойчивые микроорганизмы, приходится применять более концентрированные растворы красителя в подогретом состоянии с протравами и удлиненным сроком окраски.
Этапы окраски мазка по методу Циля-Нильсена
1. На фиксированный мазок нанести карболовый фуксин Циля через полоску фильтровальной бумаги и подогреть до появления паров в течении 3-5 минут.

2. Снять бумагу, промыть препарат водой.

3. Нанести 5% раствор серной кислоты или 3% раствор смеси 96º этилового спирта с хлороводородной кислотой на 1-2 мин. Для обесцвечивания.

4. Промыть водой.
5. Докрасить препарат водным раствором метиленового синего в течении 3-5 мин.

6. Промыть водой. Высушить.

Микроскопия иммерсионная: кислотоустойчивые бактерии окрашены в красный цвет, некислотоустойчивые в голубой цвет. 
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Окраска по методу Ожешко служит для выявления у бактерий спор. Споры имеют вид круглых или овальной формы образований, находящихся в теле микробной клетки. Различают три вида расположения спор по отношению к длинной оси палочки: центральное – спора находится в центре тела микроба, субтерминальное – спора расположена ближе к одному из ее концов, терминальное – спора располагается на конце палочки.
Этапы окраски мазка по методу Ожешко
1. На нефиксированный мазок нанести 0,5% р - р хлороводородной кислот и подогреть на пламени 2-3 мин.

2. Кислоту слить, препарат промыть водой, просушить и зафиксировать над пламенем.

3. На фиксированный мазок нанести карболовый фуксин Циля через полоску фильтрованной бумаги и подогреть до появления паров в теч. 3-5 мин.

4. Снять бумагу, промыть препарат водой.

5. Нанести 5% р-р серной кислоты или 3% раствор смеси этилового 96 градусного спирта с хлороводородной кислотой на 1-2 мин. Для обесцвечивания.

6. Промыть водой.

7. Докрасить препарат водным раствором метиленового синего в теч. 3-5 мин.

8. Промыть водой, высушить.

Микроскопия иммерсионная: споры красного цвета, вегетативные формы бактерий синие.
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