ЛПЗ 2

Тема: Методи стерилізації при проведенні робіт з біотехнології.
Мета: Набути практичних навичок із стерилізації приміщення, рук, інструментів, ламі нар-боксу.

Завдання:  Стерилізація при проведенні робіт з культурою ізольованих клітин і тканин: стерилізація приміщення, рук, інструментів, ламінар-боксу.

Стерилізація:

1. Підготувати приміщення – вимити з участю миючих засобів

2. Вимити руки і простерилізувати їх 96% етил. Спиртом

3. Простерилізувати ламінар-бокс

4. Простерилізувати інструменти

5. Простерилізувати посуд

Матеріали та обладнання для виконання завдання:

1. Спирт

2. Марля

3. Вата

4. Сушильна шафа

Роботи по отриманню первинного калюсу, суспензії клітин, живців отриманих рослин-регенерантів, посіву бактеріальних культур проводять без асептичних умов.

Стерилізація приміщення:

1)
Підлогу кімнати миють водою з будь-яким миючим засобом,

2)
Проводять стерилізацію кімнати ультрафіолетовим опроміненням, використовуючи лампи ГГРК-7 (потужність 1000 Ви) або ПРК-4 (потужність 500 Вт) на протязі 1,5-2 годин, в залежності
від потужності ламп. Працювати в кімнаті можна через 2 години після виключення ламп.

Стерилізація ламінар-6оксу: ламінар-бокси, як правили, обладнані УФ лампами, які можна залишати на ніч ввімкнутими для стерилізації внутрішньої поверхні. Крім того, перед роботою робочу поверхню ламінар-боксу протирають 96° етиловим спиртом.

Стерилізацію рук проводять з допомогою 96° етилового спирту, попередньо вимивши їх мильним розчином.

Стерилізацію інструментів: ножиці, ланцети, пінцети, голки прожарюють в сушильній шафі протягом 2-3 годин при температурі 160-180°С. Перед роботою інструменти стерилізують 96° спиртом і обпалюють над полум'ям спиртівки. Після цього їх кладуть на підставку для охолодження і використовують тільки для однієї маніпуляції. Перед повторним використанням інструментів, стерилізацію їх в полум'ї спиртівки повторюють.

Стерилізація посуду: весь посуд миють кислотним або лужним методом, промиваюсь проточною водою і споліскують 2 рази дистильованою водою і один раз — бідистилятом. Після висихання посуд прожарюють в сушильній шафі при температурі 160-180°С на протязі 2-2,5 годин. Посуд ще можна автоклавувати, попередньо загорнувши його в пергаментний папір. Стерильний посуд зберігають у закритих шафах, не допускаючи забруднення навіть слідами хімічних речовин.

У випадку, коли культуральні рослини, або клітини виявились інфікованими, то перед їх знищенням і наступним миттям посуду, їх автоклавують при тиску 2 атм на протязі 50-60 хвилин.

Методи стерилізації під час проведення робіт в умовах in vitro
	Прилади і
об'єкт
	Тривалість
	Метод стерилізації
	Примітка

	Ламінар-бокс
	2 год
	Бактеріальними фільтрами
Бактерицидними УФ лампами
70 %-м етиловим спиртом
	Нагнітання повітря

Опромінення 

Протирання поверхні

	Посуд
	2 год
25-30 хв
	Детергентами
Хромпіком

Дистильованою водою
Сухим жаром - 160°
Вологим жаром - 2 атм
	Миття
Миття

Ополіскування
Сушильна шафа
Автоклав

	Інструменти
	2 год
1 год
	Сухим жаром -140°
Кип'ятінням

96 %-м етиловим спиртом

(ріжучі, колючі)

96 %-м етиловим спиртом
	Сушильна шафа
У воді
Протирання

Обпалювання в
полум'ї

	Матеріали
	25-30 хв
	Вологим жаром - 2 атм (вата, марля, ватні корки, паперові матрасики, фільт-рувальний папір, халати, косинки)
	Автоклав

	Рослинний
матеріал
	Залежно

від виду
рослинного

об'єкта і
стерилізуючого

розчину
	0,1 %-ю сулемою
0,1 %-м диацидом 13-20 %
перекисом водню 3-6 %
хлораміном 10 %-м
гіпохлоратом №, Са
Стерильна вода
	Прополіскування
декілька разів

	Поживне середовище
	20 хв
	Вологим жаром - 120°, 1 атм
	Автоклав

	Холодна
стерилізація
	
	Стерильні дрібнопористі бактеріальні фільтри, з 0 пор
0,45 мкм

Звільнення від бактерій
	Органічні
сполуки, які не
витримують нагрівання (напр. ферменти)


Контрольні питання:

1.Для чого потрібна стерилізація при проведенні робіт з культурою ізольованих клітин і тканин?

2.Які особливості стерилізації приміщення?

3.Який спирт використовується для стерилізації рук?

4.Як необхідно стерилізувати інструменти?

5.Як дотримуються умов стерильності при початку роботи в ламінар-боксі?

