Léekarska mikrobiologie pro
/ZDRL

e Tyden 5:
e Mikroby a vnéjsi vlivy
e Dekontaminacni metody

Upraveno podle
Ondreje Zahradnicka



Moznosti ,boje"™ s mikroby

e Imunizace - vyuziva prirozenych
. o .
mechanismu makroorganismu

e Dekontaminacni metody - hrubé
fyzikalni a chemické vlivy, pusobeni vné
organismu

e Antimikrobialni latky - jemng, cilené
pusobeni uvnitf organismu s cilem
maximalniho zasahu mikroba a
minimalniho vlivu na makroorganismus



Co nas dnes ceka

e Budeme si povidat o vztahu mikrob a
vneéjsiho prostredi, ve vztahu k jejich
preziti a mnozeni

e Nasledné probereme dekontaminacni
metody zahrnujici desinfekci,
sterilizace a nekolik pribuznych metod



Pohadka

e Byl jednou jeden kral, a ten mél tri
syny. Protoze mél na noze skaredy
hnisavy vred a zaroven potreboval
rozhodnout, kdo bude naslednikem
trunu, prohldsil, Ze panovat bude ten
princ, ktery ho toho skaredého
vredu definitivné zbavi.



Co udélali prvni dva
princove

e Prvni dal vysterilizovat skalpel.
Sterilizoval dost dlouho, ale prilis
nizkou teplotou. Skalpel nebyl dost
sterilni, a kdyz princ tatinkovi vred
vyrizl, za neékolik dni zase zhnisal.

e Druhy dal také vysterilizovat skalpel.
Sterilizoval dost vysokou teplotou,
ale prilis kratkou dobu - a vedlo se
mu stejne jako bratrovi.



Co udélal treti princ

e Dal skalpel vysterilizovat na
teplotu, ktera byla dost vysoka3,
po dobu, ktera byla pri dané
teploté vhodné dlouha. Tak se
mu podarilo ucinit nastroj skutecne
sterilni. Tatinkovi tedy vyrizl vred,
stal se kralem, vzal si sexy
princeznu a jestli nezemrel, zije
dodnes s tou princeznou ve svém
kralovstvi a ma kupu deti.



Pouceni z nasi pohadky

e Pokud se snazime zahubit mikroby
fyzikalnimi ¢i chemickymi faktory,
musime dodrzet jejich parametry.

e Tyto parametry jsou pritom vzajemne
zavislé, tj. hodnota jednoho se meéni
v zavislosti na druhém parametru.

e Cas je v naprosté vétdiné pripadd jednim
z velice vyznamnych parametru.



Mikroby a vnejsi vlivy

U dekontaminacnich metod je
bezpodminecné nutné dosahnout takovych
hodnost pusobiciho fyzikdlniho ¢i
chemickeého faktoru, aby dosSlo k usmrceni
mikroba a ne jenom k potlaceni rustu
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dolni mez preaiti dolni mezristu ! horni mez rlstu horni mez preziti
(letalni, mikrobicidni) {inhibi€ni) optlmum (mez mnoZeni) ({usmrcujici hodnota)

RUzné mikroby maji rdzné parametry!



Jak to prakticky rozlisime?

e Mikroby premistime z optimalnich
podminek do podmlnek neprlznlvych
jejichz vliv na zivot mlkrobu chceme zjistit.
Pokud nerostou, znamena to, Ze je |nh|bovan
jejich rust, aIe zatim nemdme dukaz, ze
opravdu chC|pIy

e Abychom Zzjistili i tohle, musime mikroby ve
druhém kroku vratit do optimalnich
podminek. Pokud byly jenom inhibovany,
oziji a budou se zase mnozit. Pokud
chciply, nepomohou jim ani ty nejdokonaleji
optimalni podminky.



Metodologicky rozdil

eAbychom pochopili rozdil mezi usmrcenim a pouhou
inhibici rdstu, provedeme pokus:

eNachystame si testovaci kmen bakterie, u ktereho
chceme urcit, jak zvysena teplota ovliviuje jeho
schopnost mnozit se a prezit. Tento kmen naockujeme do
tekuté pady - bujonu. Tu rozdélime do $esti zkumavek

eNastavime inkubatory na teploty 37, 40, 50 a 60 °C.
eZkumavky rozdélime nasledujicim zpusobem

otfi dame do zvysenych teplot (po jedne do 40 °C,
50 °C, 60 °C) na celych 24 h

otri dame do zvysenych teplot (opét po jedné do

40 °C, 50 °C, 60 °C) jen na 4 h a pak na zbylych
dvacet hodin do 37 °C (ovérena optimalni teplota dané
bakterie)




Vysledky pokusu

Pri 60 °C je bujon v obou variantach pokusu ciry.
Mikroby byly zabity a ani pokus o ,vzkriseni® v optimalni
teploté nemuze byt udinny.

PFi 50 °C byly jen inhibovany a jejich rust muze byt

obnoven navratem do optimalni teploty.

Pri 40 °C nebyly ani
inhibovany, zakalené jsou
oba bujony.
mez preziti

Vyhodnoceni: Mez ristu
daneho kmene bakterie neroste 5 ©C
lezi mezi 40 °C a 50 °C,
mez preziti mezi 50 °Ca [so°c
60 °C.

(Poznamka: u kazdého kmene  FFEvawi{ ) Bad @
bakterie budou meze jiné, tj.
jiného kmene by vysledky vysly
zase jinak)

., mez riistu
i

40 °C




Mikroby a vnejsi vlivy II

Néekdy se ucinek faktorll kombinuje (napriklad
teplota a tlak)

Faktor, ktery se s ostatnimi faktory kombinuje
vzdy, je cas

Plati pro rezistentni, RI1O{CEERVIIRI®
sporulujici bakterie

preziva preziva

preziva hyne

hyne hyne

Zde samozrejmé jde jiz pouze o meze preziti.



Kombinace vnéjsich vlivu: priklady

e Mikroby Iépe snaseji suché teplo (horky
vzduch) nez vihkeé teplo (prehrata para)

e Bacily tuberkulézy dobre snaseji vyschnuti
ve sputu (v pritomnosti bilkovin), ale
spatné na starych, vysychajicich
kultivacnich ptidach

e Formaldehydova sterilizace probiha za
teplot vyssich nez pokojovych, ale
samozrejme mnohem nizsich nez
autoklavovani nebo horkovzdusna sterilizace



Dekontaminacni metody

odstranéni mikrobu z prostredi

Jsou to

e fyzikalni a chemické postupy likvidace mikrobd,
hmyzu a hlodavcl mimo organismus.

e MUZeme na né pohliZzet jako metody vzuzngajlq
nase znalosti mirY odolnosti mikrobu vuci zevnim
podminkam (fyzikalnim Ci chemickym)

e Mezi dekontaminacni metody nepatri likvidace

mikrob{ v organismu, byt by byla lokalni (pouziti
antiseptik).

e Patri tam ale plsobeni na povrch klize (desinfekce
rukou ¢i kuZe pacienta pred operaci).

Antllsept/kum je lék, podléha legislativé stanovené pro
eciva

Dezinfekcni prostredek neni lék, podléha jiné
legislative, které se tykéa tzv. biocidnich preparatd.



Prehled dekontaminacnich
metod (Prvni tfi Fadky dle Vyhlasky 195/2005)

Sterilizace Zniceni vsech mikrobtl v daném
prostredi

Vyssi stupen |Zniceni naprosté vétsiny mikrobd,
desinfekce nekteré formy zivota mohou prezivat

Dezinfekce |Zniceni patogennich mikrobu (zavisi
na okolnhostech)

Desinsekce |Zniceni skodlivého hmyzu

Deratizace |Zniéeni skodlivych hlodavcii




Sterilizace x dezinfekce

Sterilizace je postup, ktery vede ke sterilité, tj.
ni¢i vSechny formy zivota. Je zbytecné uvadét v
definici ,vCetné spor" — kdyz vsechny, tak zkratka
vSechny, i cysty parazitl, houby, neobalené viry,
zkratka vsechno.

Dezinfekce je postup, ktery nici patogeny
pritomné v daném prostredi. Protoze spektrum
patogenu je jiné v ordinaci praktického lékafe a jiné
v TBC lecebné, je jina i spravné dezinfekce.
Oproti klasickym predstavam existuje i
chemicka sterilizace a fyzikalni dezinfekce.



Dusledek

e Co je spravne provedena sterilizace
jednou, je spravne provedena sterilizace
vzdycky

e Co je spravne provedena dezinfekce za
urcitych podminek, nemusi odpovidat
definici spravné provedené dezinfekce za
jinych podminek, v jiném zarizeni apod.

Proto ma kazdé zdravotnické zarizeni svij
vlastni protiepidemicky rad s uvedenim
konkrétni pouzivané desinfekce podle
mistnich podminek



Zasady spravneé dekontaminace
(bez ohledu na typ metody)

. Vybrat vhodnou sterilizacni/dezinfekcni

metodu/prostredek. ,Vhodny" znamena:

- musi bezpecné nicit ty organismy, které pripadaji
v daném prostredi v ivahu (u sterilizace ovsem to
znamena, ze musi nicit vSechny mikroby)

- nesmi niCit dezinfikovany Ci sterilizovany
material (povrch, ruce a podobné)

- musi byt prakticky pouzitelny (dostupny mistnée i
cenove, musi ho zvladat personal apod.)



Zasady spravneé dekontaminace

(bez ohledu na typ metody)
pokracovani

2. Musime pouzit dostatecnou
intenzitu faktoru (teplotu, intenzitu
gama zareni, koncentraci pusobici
latky)

3. Prisludny faktor musi pusobit
dostatecneé dlouho (rozhoduje cista
doba plsobeni faktoru, tj. napr. u
sterilizace se nepocita doba zahrivani a
chladnuti, ale jen Cisty ¢as plsobeni
nadprahové teploty)



Sterilizace - priklady I

e 1. Sterilizace horkou parou pod tlakem
(autoklavovani). Para musi byt prave nasycena (to
znamena, ze kdyby obsahovala jen nepatrné vice vody,
zacala by se voda srazet). Hodi se na predméty ze skla,
kovu, keramiky, kameniny, porcelanu, textilu, gumy a
nékterych plastu. Teploty 121-134 °C.

e 2. Sterilizace horkym vzduchem (u pfistrojd
s nucenou cirkulaci vzduchu 180 °C 20 minut nebo
170 °C 30 minut nebo 160 °C hodinu). Hodi se na
kovy, sklo, porcelan a kameninu.

e 3. Sterilizace horkou vodou pod tlakem - jiz se
vV praxi nepouziva



www.prodenta.cz
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Horkovzdusne sterilizatory

www.optingservis.cz




Sterilizace - priklady II

e 4. Sterilizace gama zarenim: pouziva se
vV, V. V. (o) 7 7 v v .
vetsinou pri prumyslove vyrobe, napr. rukavic
na jedno pouziti.
e 5. Plasmova sterilizace ve
vysokofrekvencnim elektromagnetickem poli

e 6. Chemicka sterilizace parami
formaldehydu nebo ethylenoxidem (musi byt

presné dodrzen postup). Pouziva se tam, kde
nelze pouzit fyzikalni metody.



Plazmovy
sterilizator




Formaldehydovy
sterilizator

www.optingservis.cz



Sterilizace - priklady III
(co neni ve vyhlasce)

e 7. Sterilizace ohném se pouziva
prakticky jen u mikrobiologickych klicek,
protoze vétSinu materidlu silné poskozuije.
Spalovani se hodi u odpadu.

e 8. Paskalizace je sterilizace tlakem,
pouzivana v potravinarstvi

e 9. Ostatni metody: frakcionovana
- . o) . .
sterilizace, filtrace roztoku aj. jsou
specialni, pouzivaji se vyjimecnée




A\ 4V 4

Vyssi stupen dezinfekce

,heco mezi" sterilizaci a dezinfekci

na rozdil od sterilizace nemusi znicit
napriklad cysty prvoki nebo vajicka cervul.

pouzivan glutaraldehyd, Sekusept
(glutaraldehyd+formaldehyd) nebo
Persteril, ethylenoxid

koncentrace vzdy jsou vyssi nez pro béznou
desinfekci

k osSetrovani flexibilnich endoskopti, kde
nelze pouzit zadné metody sterilizace.



Dekontaminace
endoskopu

www.steripak.cz



Dezinfekce

e Pred pouzitim novée desinfekce je treba
oveéerit ucinnost - je uvedeno v tabulce
Ci schvalovacim ovéreni (A = bakterie a
kvasinky, B = viry, C = spory, T = TBC,
M = mykobakteria, V = vlaknité houby)

e Kazda dezinfekce funguje na neco
jiného (predmeéty X ruce x povrchy
apod.)

e Téz je potreba zkontrolovat dobu
deszekce (mlsto konkrétniho casu
muze byt ,z" = ,do zaschnutl“),
koncentraci pripravku a zpusob pouziti




Dezinfekce

 Nej casteJ| jde o poskozeni struktury
mikrobll nebo naruseni jejich
metabolickych pochodu.

e A. FYZIKALNI METODY
e 1. Var:

- a) za normalniho tlaku - ve zdravotnictvi alespon
30 minut. V kuchyni i méng, ale jidlo se musi
provarit (i uvnltrlg

- b) v tlakovych hrncich - zkraceni Casu - ani v tom
pripade vsak nejde o sterilizaci!!!

e 2, Jiné fyzikalni metody - filtrace, zihani,
slunéni, UV zareni apod.



Dezinfekce

e B. DEZINFEKCNI PROSTREDKY

e 3. Peroxidy: kyselina peroctova
(CH,COOOH, u nas Persteril). Na spory,
houby, a tuberkuldzu; 0,5% roztok =
vySsi stupen desinfekce. Nevyhodou je
agresivita, odbarvovani textilii a
nestabilita roztokU.

e 4. Peroxid vodiku (H,0,) - podobny,
mene agresivni, také ale méné ucinny.



Peroxid vodiku

www.coopharma.dz www.growshop-ostrava.com



Peroctova
kyselina

L T 1T

www.persteril.cz



Dezinfekce

e 5, Halogenové preparaty - chlornany:
- chlornan sodny (NaOCl), u nas Savo
- chlornan vapenaty (Ca(OCIl),; chlorove vapno)

e 6.Chloramin (Chloramin B; Chloraminy BM
a BS jsou s prisadami).

e 7.Jodova tinktura + novéjsi Jodonal B a
Jodisol (alkoholovy roztok) a Betadine,
kde je jod vazan v komplexu. U
nealergickych pacientu by mél mit Jodonal B
prednost pred Ajatinem pri osetrovani
chirurgickych ran.



Chloramin B
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J O d OVé Betadine ..

povidonum iodatum

p re pa I‘é ty 20,

Betadine’

chirurgicky roztok

povidonum iodatum

jedinecné
dezinfekéné
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VSe ze stranek: wwww.eshop.zdravmat.sk




www.i-lekarna.cz

Klasickée
jodoveé
pero take
dnes
obsahuje
jodisol,
ne
jodovou
tinkturu
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Dezinfekce

8. Manganistan draselny se jiz neuziva.
9. Formaldehyd - ve smésich

10. Kresol (lysol) je ucmny, Jenze pro zapach a
agresivitu se jiz témeér neuziva.

11. Ethylalkohol - pouze ve smeési, sam neni prilis
ucinny; nejucinnéjsi je asi 70% vodny roztok,

12. Tenzidy: Orthosan BF 12

13. Ajatin - bezny pro desinfekci pokozky, mene
ucinny

14. Septonex - spise antiseptikum.

15. Anorganické kyseliny a louhy, t&Zké kovy aj.
16. Kombinované pripravky, napr. Incidur



Alkoholové prostredky
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Uc¢innost dezinfekce na rlzné
mikroorganismy

V priruckach a jinych materialech se zpravidla
pouziva abecedni system:

e A = UCinné na bakterie (vegetativni formy) a
kvasinky

e B = ucinné na viry - virucidni

e C = ucCinné na bakterialni endospory

e T = UucCinné na tuberkulozni mykobakteria
¢ M = UcCinné na atypicka mykobakteria

e V = ucinné na vilaknité houby



Dezinfekce

Vybér vhodného dezinfekcniho prostredku
Siroké spektrum Gdinnosti

Kratka doba expozice (minuty, sekundy)
Inertnost k dezinfikovanému objektu okoli
Nizka toxicita pro Cloveka a zvirata
Stabilita pracovnich roztoku

Dobra kozni snasenlivost

Baleni a davkovani

Ekonomicka dostupnost



Vhodnost k ruznym uGcéelum

Nekteré prostredky se hodi jen k nécemu:
jsou treba jen na povrchy, nebo jen na
kuzi. Zpravidla desinfek&ni prostredky
delime na

e prostredky na nastroje

e prostredky na povrchy

e prostredky na ruce (+ desinfekcni mydlIa)
e desinfekce potrubi v potravinarstvi

e desinfekce vhodna pro kuchyné

Volba prislusneho dezinfekcniho prostredku
zavisl i na typu zdravotnickeho zarizeni




Stridani dezinfekce

e Na dezinfekcCni prostredky nevznika
prava rezistence jako na antibiotika,
bakterie se vSak mohou stat docasne
nevnimavymi vuci pusobeni urcitych
latek

e \Ve zdravotnickych zarizenich tedy byva
predepsano stridani desinfekce (napr.
jeden prostredek 1. - 15. den v meésici,
druhy prostredek 16. - 31. den)

e DuleZité je stfidat 1atky s rdiznymi
ucinnymi slozkami



Pred a po dekontaminaci

e Pred dekontaminaci je casto nutna priprava
— mechanické ocisteni, zajisténi, aby
dekontaminace spravné probéhla. Tyto postupy
opét presne upravuje vyhlaska

e Po dekontaminaci je v nekterych pripadech
nutno ucinit urcité kroky (napr. odvetrat zbytek
pUsobici chemikalie). Je nutno dbat na pravidla
uchovavani dekontaminovanych predmétu.

e Uchovavani dekontaminovanych predmétu
(jak dlouho vydrzi sterilni) rovnéz upravuje
vyhlaska



VsV

Dezinfekce a cisteni

e Pozor! Cistéeni nenahrazuje dezinfekci,
desinfekce nenahrazuje cCisténi! To plati pro
nastroje i ruce. U nastroju vetSinou mechanické
myti predchazi dezinfekci, u rukou spise

naopak.
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Umyvani a dezinfekce rukou

Pro ruce plati jina pravidla nez pro povrchy.
Zpravidla na rukou nemate tlustou vrstvu spiny ©
Soucasna legislativa pouziva nasledujici pojmy:
eMechanické myti rukou (MMR) je bézné myti
mydlem jako soucast osobni hygieny nebo jako
krok predchazejici CHDR

eHygienické myti rukou (HMR) pouziva
desinfekCni mydla; je ucinnejsi nez MMR, ale
meéné ucinné nez HDR

eHygienicka dezinfekce rukou (HDR) napr.
alkoholovymi prostredky, doporucena ve
zdravotnictvi

eChirurgicka dezinfekce rukou (CHDR)



Jak by mél vypadat zdravotnikuv
den z hlediska myti a desinfekce?

e Pri prichodu do prace by si méel umyt ruce
mydlem a otrit rucnikem. Poté na suché ruce
aplikovat alkoholovou desinfekci

e Behem pracovniho dne pouzivat napr. mezi
pacienty pouze alkoholovou desinfekci, myti
zaradit jen pri pocitu ,lepivych rukou"

e Pred cestou domu ruce zase umyt

Behem pracovniho dne je tedy doporuceno
spise jen desinfikovat, nikoli umyvat ruce,
jinak si ruce znicite, ale mikroby neznicite



www.aegisindia.in



Spravny postup pri myti Ci
desinfekci

1. krok: Dlan proti dlani.

2. krok: Dlan prave ruky pres hrbet leve a
naopak.

3. krok: Dlan proti dlani s propletenymi prsty.
4. krok: Vnéjsi ¢ast prstu proti dlani

S ,uzamcenymi" prsty.

5. krok: Sevrit pravy palec v leve dlani a vtirat
krouzivym pohybem a naopak.

6. krok Krouzwe pohyby sevienych konedku
prstu pravé ruky v levé dlani a naopak.

(7. krok: Zapésti leve ruky prsty prave a
naopak.)



Jak si myt ¢
desinfikova
ruce

http://www.labor28.de/igel/mrsa.html




Na ktera mista se nejcasteji
zapomene

NejCasteji opomijena mista jsou znazornena
bledémodre, tmavomodre tak mista rovnéz
pomerne casto opomijena.

.
|
5

http://www.chilledfood.org/_gallery/Handwash%20poster.gif




Oblibena povera

, KIWZ_pouzivam rykeavice,
nemusimslaTvyt a
desinfiktvat ruces

velmi nebezpecny nesmysl!



Why Wash Your Hands? When Must You Wash Your Hands?

Before... After...

Handling high risk area clothing. Handling raw food.
Changing into high risk area clothing.  Handling waste.

Putting on gloves. Using the toilet.

Going into food handling areas. Blowing your nose.

Handling ready to eat food. Carrying out cleaning duties.

HANQDWASHING

How To Wash Your Hands..

When Using Gloves... e gt
1 Wash and sanitise your hands the line or before handling 5 Dispose of gloves safely.
as above. non-food items. 6 Thoroughly wash, dry and sanitise
2 Puton gloves, taking care not 4 Always change your gloves if hands before re-applying a new
to tear them. there are any holes or tears, and pair of gloves. %
3 Remove gloves when leaving report them to a line manager. e y

http://www.chilledfood.org/_gallery/Handwash%20poster.qgif



Existuji systémy, umoznujici
pod UV zarenim zkontrolovat
stav desinfekce rukou

http://www.newhamuniversi pital.nhs.uk/press.php?15a2e%d35a31864e72c9a857450ee983




Navyky personalu obecne
Dllezité od sanitarti az po primare.
Neni vubec samoziejmosti spravna technika
myti rukou - pro nacvik je nejlepsi praktické
otestovani
Pouzivani rukavic, popr. ustenek aj.
Spravna manipulace s jehlami po pouziti
Organizace prace (oddéleni ,Ciste"™ a
,Spinaveé" manipulace mistem a/nebo casem
na vSech urovnich: Spinavé a Cisté voziky,
vyclenéni mista pro pripravu infuzi a jiného
pro manipulaci s biologickym materialem
apod.)



Kontrola ucinnosti dekontaminace

e Orientacné - smyslove, napr. pomoci
charakteristického zapachu

e Stanoveni skutecné koncentrace
desinfek&nich prostfedku (chemicky)

e Chemicka kontrola sterilizace
vyuziva indikatoru, které pfi urdité
teploté meéni vlastnosti (napr. zbarveni)

e Zplisob biologicky uziva odolné
kmeny rodu Bacillus. Ty absolvuji cely
cyklus a pak se zjistuje, zda prezily.
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Biologicky zpusob - co obnasi

e Pro tuto metodu existuji zive, ale vysusené
kmeny v podobé ,,pecicek™. Ty se rozmisti
do sterilizatoru rovhomeérné na nekolik (4 az
12, podle velikosti sterilizatoru) mist

e Poté se kmeny poslou do laboratore. Zde
se kultivuji ve specialnich bujonech - je-li
pristroj v poradku, bujon musi zustat &iry

e Pouzivaji se odolné sporulujici kmeny
Bacillus subtilis a Bacillus stearothermophilus



Pojmy asepse a antisepse

e Asepse: opatreni k zachovani sterilniho
prostredi a zabraneni pruniku §
mikroorganismu do tkani lidskeho tela
(uzivani ochrannych pomucegk, filtrace
vzduchu, sterilizace nastroju,
chirurgicke myti rukou)

r\ = / 1 4 [ O 1 4 .
e snizit mnozstvi mikrobu v okoli pacienta

e pasivne brani vniknuti infekce do
prostredi



Pojmy asepse a antisepse

e Antisepse: niceni patogennich
mikroorganismu, zejména na povrchu
nebo v dutinach lidského téla, v zivych
tkanich (napr. lokalni aplikace antibiotik,
vyplachy antiseptickymi roztoky atd.)




Dekontaminace - siroky
pOJem

e P
e Odstranovani a niceni prenasecu
infekci

- Od uklidu po
- dezinsekci - cilené potlaceni skodlivych
a epidemiologicky vyznamnych &lenovci



http://www.google.cz/url?url=http://www.firmy-svitavy.cz/f997973-ddd-sluzby-cr-dezinfekce--dezinsekce--deratizace--svitavy-dezinfekce--dezinsekce--deratizace/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=Yks-VIfhAcrTaJn_gogN&ved=0CBYQ9QEwAA&usg=AFQjCNEUoHY9dswZdM6r8uCNGmPxLNWErg

Dekuji za pozornost
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http://www.vodarna.cz/drive-krysari-dnes-deratizatori.html



