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Введение

Бактерии окружают нас повсюду. У нас в лицее созданы все условия для работы с бактериями. Обучающейся нашего лицея, Ивановой Варварой, в прошлом 2021году была сделана работа на тему: «Оценка эффективности различных антисептиков, используемых для обработки школьных помещений». Нам стало интересно расширить эту работу, а также узнать что-то новое об эффективности различных антисептиков, использующихся при обработке фомитов -  любых предметов, контаминированных (загрязненных) патогенными микроорганизмами или другими паразитами, при соприкосновении с которыми возникает риск заражения
.

Целью работы было изучить эффективность дезинфицирующих средств при обработке ими фомитов.

Задачи:

1) обучиться методам работы в микробиологической лаборатории;

2) определить эффективность различных антисептиков при обработке ими фомитов;

3) определить наиболее эффективный антисептик из числа исследуемых на основе полученных данных.
Ход и методика выполнения работы

Используемые материалы

При выполнении работы было проведено два эксперимента.

Для выполнения первого эксперимента использовались:

1) пластиковая разделочная доска;

2) мясо говядины для создания на поверхности разделочной доски питательной пленки для развития бактерий, которые потом использовались в опыте;

3) дезинфицирующие средства (Дез-хлор, спиртовой антисептик DESO C9, средство для обработки поверхностей Mr Muscle, антисептический гель для рук AURA, Over Dez) и дистиллированная вода (в качестве контроля).

4) Для выполнения второго эксперимента использовались:

5) пластиковая разделочная доска;

6) разведенная в жидкой среде культура бактерий Escherichia coli безопасного лабораторного штамма, которой обрабатывалась разделочная доска для использоваия в опыте;

7) дезинфицирующие средства (Дез-хлор, спиртовой антисептик DESO C9, универсальное дезинфицирующее чистящее средство Amway, жидкое антибактериальное мыло Kirei Kirei, Over Dez) и дистиллированная вода (в качестве контроля).
Описание этапов эксперимента по определению эффективности различных антисептиков при обработке ими фомитов.

1 этап. Приготовление питательной среды для бактерий и заливка среды в чашки Петри для эксперимента (рисунок 1).
В обоих опытах проводились следующие действия.

В колбу объемом 250 мл помещалось 100 мл дистиллированной воды и готовая смесь для приготовления питательной среды LB. Колба закрывалась ватно-марлевой пробкой. Все компоненты перемешивались. Далее колба с содержимым помещалась в микроволновку и несколько раз полученный раствор доводился до кипения и взбалтывался. Полученная среда после остывания до 50ºС разливалась в ламинарном боксе по маленьким чашкам Петри (диаметром 50 мм), где среда окончательно остывала и затвердевала.

[image: image1.jpg]


[image: image2.jpg]



[image: image3]
Рис. 1. Приготовление питательной среды для бактерий

Всего приготовлено 36 чашек – по 18 для каждого опыта и подписывались с использованием следующей кодировки:

· для первого опыта:

1А, 1В, 1С – для посева бактерий с поверхности, обработанной  Mr Muscle;

2А, 2В, 2С – Over Dez;

3А, 3В, 3С – AURA;

4А, 4В, 4С – Дез-хлор;

5А, 5В, 5С – Контроль (дистиллированная вода);

6А, 6В, 6С – DESO C9.

· для второго опыта:
1А, 1В, 1С – DESO C9;

2А, 2В, 2С – Amway;

3А, 3В, 3С – Дез-хлор;

4А, 4В, 4С – Over Dez;

5А, 5В, 5С – Kirei Kirei;

6А, 6В, 6С – Контроль (дистиллированная вода)

2 этап. Засев бактерий на разделочную доску (модель фомитов) и ее обработка антисептиками.

Для двух опытов пластиковую разделочную доску с помощью перманентного маркера разделили на 6 секций (рисунок 2).
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	Рис. 2. Разделённая на секции разделочная доска
	Рис. 3. Обработка разделочной доски мясом


Для первого опыта, далее протёрли куском мяса поверхность доски (рисунок 3). Оставили на ночь. На следующий день обработали каждый сектор ватными тампонами, которые были предварительно замочены в растворы дезинфицирующих средств и в дистиллированную воду (контроль).

Для второго опыта бралась готовая суспензия бактерий Escherichia coli в жидкой среде. Стерильная ватная палочка обмакивалась в раствор бактерий. Затем все сектора равномерно смазывались этой палочкой. После чего доска просушивалась. Далее 5 секторов обрабатывались антисептиками (рисунок 4), а 1 дистиллированной водой (контроль).


[image: image6]
Рис. 4. Обработка поверхности доски дезинфицирующими средствами 

и дистиллированной водой
3 этап. Подготовка дезинфицирующих средств для обработки фомитов.

Для двух опытов мы брали 6 стаканчиков, в каждый стаканчик наливали дезинфицирующие средства (в один стаканчик была налита дистиллированная вода), а в бутылку наливали спирт 96% (бутылка закрывалась чашкой Петри).

Для первого опыта в стаканчики были налиты такие дезинфицирующие средства как: Mr Muscle, Over Dez, AURA, Дез-хлор, DESO C9 и дистиллированная вода.

Для второго опыта в стаканчики были налиты такие дезинфицирующие средства как: DESO C9, Amway, Дез-хлор, Over Dez, Kirei Kirei и дистиллированная вода.

Все дезинфицирующие средства разводились в соответствие с инструкцией.
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Рис. 5. Образцы антисептических средств и дистиллированная вода (контроль)

4 этап. Взятие тестовых проб и культивирование бактерий.

После высыхания средств на доске она перемещалась в ламинарный бокс где проводились все дальнейшие действия. С каждого сектора доски с помощью отдельных стерильных влажных палочек делалось по три посева на среду LB в три чашки Петри. Для этого концом ватной палочки, при её равномерном вращении, протирался соответствующий сектор на доске (рисунок 6).
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Рис. 6. Работа с бактериями в ламинарном боксе

После чего этот конец перемещался на чашку Петри и осуществлялся посев методом штриховки. Таким образом, с каждого сектора было получено по три чашки с бактериями для культивирования. Все чашки были подписаны и перенесены в термостат с температурой 36⁰С на 24 часа (рисунок 7).
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Рис. 7. Помещение экспериментальных чашек в термостат

5 этап. Подсчёт колоний на экспериментальных чашках.

Через 24 часа чашки просматривались и число колоний подсчитывалось с помощью счётчика СКМ-2 (рисунок 8). Данные были занесены в таблицу, для каждого дезинфицирующего средства высчитывалось среднее значение.
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Рис. 8. Подсчёт количества выросших бактериальных колоний

Эффективность каждого дезинфицирующего средства определялась путём вычисления процента уничтоженных бактерий каждым из них. Для этого в каждом опыте за нулевую эффективность бралось количество выросших бактерий на чашках, засеянных с сектора, обработанного дистиллированной водой.

Наиболее эффективный антисептик определялся на основе сравнения результатов двух опытов.

Результаты и обсуждения

Способность различных антисептиков уничтожать бактерии при обработке ими фомитов

Результаты подсчёта количества выросших колоний бактерий в проведённых опытах представлены в таблицах 1 и 2.
Таблица 1. Результаты подсчёта количества колоний, выросших в первом опыте

	№
	Название дезинфицирующего средства
	Количество колоний, выросших на каждой чашке
	Другие наблюдения

	
	
	A
	B
	C
	Среднее значение
	

	1
	Mr Muscle
	0
	0
	0
	0
	-

	2
	Over Dez
	0
	0
	0
	0
	-

	3
	AURA
	0
	0
	0
	0
	-

	4
	Дез-хлор
	0
	1
	0
	0,3
	-

	5
	Дистиллированная вода
	3
	3
	6
	4
	-

	6
	DESO C9
	0
	0
	0
	0
	-


Таблица 2. Результаты подсчёта количества колоний, выросших во втором опыте

	№
	Название дезинфицирующего средства
	Количество колоний выросших на каждой чашке
	Другие наблюдения

	
	
	A
	B
	C
	Среднее значение
	

	1
	DESO C9
	2
	3
	0
	1,67
	-

	2
	Amway
	3
	9
	8
	6,67
	-

	3
	Дез-хлор
	2
	2
	3
	2,33
	-

	4
	Over Dez
	0
	2
	4
	2,0
	-

	5
	Kirei Kirei
	2
	4
	4
	3,33
	-

	6
	Дистиллированная вода
	165
	152
	280
	199,0
	-


Результаты подсчёта количества колоний позволили оценить эффективность каждого из дезинфицирующих средств, данные представлены в диаграммах (рисунки 9 и 10).
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Рис. 9. Эффективность антибактериальных средств на доске, обработанной мясом

Как видно из представленной диаграммы в первом эксперименте 100%-ю эффективность показали такие дезинфицирующие средства как спиртовой антисептик DESO C9, Mr Muscle, Over Dez, AURA. А Дез-хлор показал более низкую эффективность - 92,5%.
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Рис. 10. Эффективность антибактериальных средств на доске, суспензией бактерий

Результаты, отражённые в диаграмме, позволяют говорить о том, наибольшую эффективность (выше 98%) показывают такие дезинфицирующие средства как: спиртовой антисептик DESO C9, Over Dez, Дез-хлор и Kirei Kirei. А наименьшую эффективность показало универсальное дезинфицирующее чистящее средство Amway-96,6%.

Обобщение результатов двух опытов позволили выделить антибактериальное средство с наивысшей эффективностью-DESO C9. Его эффективность по двум опытам в среднем составляет 99,6%.

Заключение и выводы

При выполнении этой работы авторами были освоены методы культивирования бактерий, посева бактерий на твёрдую среды, работы в стерильных условиях в ламинарном боксе, приготовления и заливки твёрдой питательной среды для бактерий.

Было установлено, что такие дезинфицирующие средства как спиртовой антисептик DESO C9, Amway, Дез-хлор, Over Dez и Kirei Kirei обладают высокой антибактериальной активностью (свыше 96%). При этом самый низкоэффективный из этих антисептиков это Amway, а самое высокоэффективное дезинфицирующее средство — это спиртовой антисептик DESO C9.
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