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Mikroorganismy a vnéjsi prostredi

» Fyzikalni a chemickeé faktory:
Kultivace — zajima nas mez rustu

Usmrceni mikroba — zajima nas mez preziti — pro
ovéreni skuteCného usmrceni mikroba je treba je
premistit do optimalnich podminek - pokud
nevyrostou, mez preziti overena (neslo pouze o
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Mikroorganismy a vne€jsi prostredi
» Nékdy je nezbytné kombinovat vice vlivl
dohromady pro dosazeni optimalniho vysledku.

» Vzdy se ale kombinuje pusobeni chemického Ci
fyzikalniho vlivu a €as (doba pusobeni).
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Sporulace

» Spora — klidové stadium, v némz bakterie muze
preckat nepriznive podmmky Spora nemetabolizuje,
nemnozi se, je vysoce odolna proti vysychani a
dalsim fy2|kaln|m a chemickym vlivim. Bunka je
geneticky stejna jako ,aktivni® stadium, ale
morfologicky se lisi.

» Endospora — vznika zevnitr bakterialni bunky — rody
Bacillus, Clostridium, Geobacillus.

» Exospora — tvoreny nékterymi zastupci rodu
Actinomyces a Streptomyces.

» Sporulace zacCina na konci exponencialni faze
rustoveé krivky (v prostredi zaCina ubyvat zivin). Trva
priblizné 10 hodin.



Sporulace

1)

Replikace DNA a asymetrické déleni buniky (menSi Cast
-> vznika z ni spora obalena dvojitou membranou a
vétSi Cast = sporangium, které lyzuje po dokonceni
spory).

Mensi Cast (budouci spora) se vchlipi dovnitr materske
bunky - vznik predspory (forespore), ktera je jiz
obalena dvemi membranami.

Mezi dvéma membranami vznika peptidoglykanovy
komplex a hromadi se vapnik a dipikolinova kyselina.

Je tvoren plast spory z proteint pomoci vnéjsi
membrany.

Dozravani endospory — ziskavani odolnosti proti
nepriznivym vlivum.

Lyza materske bunky a uvolnéni spory ze sporangia.



Sporulace
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Stavba endospory
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cornell.

Cytoplazmaticka membrana
Peptidoglykan (stejného typu jak
v bunécné stene)

Kortex — zajistuje mechanickou
odolnost, slozen z peptidoglykanu
Vneéjsi membrana

Plast’ spory — odolnost proti
chemickému pusobeni a proti zarenim,
slozen z bilkovin

Coat

QOuter Membrane

Cortex

Germ Cell Wall

nner Membrane

Protoplast (cytoplasma) — kyselina dipikolinova a

lonty vapniku
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Spory
» Tvar
Ovalné - Bacillus anthracis,

Clostridium botulinum
Kulaté — Clostridium tetani

4 VelikOSt 1,4 - centrdlni ulozeni
Bubfii buniku — Clostridium tetani, 23,5 terminalniulozeni
6 - centralné-laterdlni ulozeni

Clostridium botulinum 3,4, 5, 6- bubfi buriku
Nebubri bunku — Bacillus anthracis
» Ulozeni
Terminalni - Clostridium tetani
Subterminalni — Clostridium botulinum
Centralni — Clostridium novyi
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Kliceni spor

1)

2)

3)

Aktivace spory — mechanicky (poruseni
plaste), fyzikalne (teplota) Ci chemicky
(pritomnost specifickych aminokyselin)
Germinace — hydrolyzuje kortex, dipikolinat
vapenaty je uvolnén do prostredi, do bunky
vstupuje voda a ionty) — trva asi 1 minutu

Diferenciace ve vegetativni bunku



Dekontaminac¢ni metody

» Fyzikalni a chemické postupy slouzici k likvidaci
mikrobu, hmyzu a hlodavcu mimo organismus. K
likvidaci mikroorganismu uvnitf organismu se
pouzivaji antiseptika.

» Asanace — nekdy zvlast oznacCeni odstraneni hmyzu
a hlodavcu.

» Asepse — pasivni zabrana vniknuti infekce (zabrana
kontaminace vzorku, dodrzovani postupu, sterilni
pomucky, jednorazové pomucky...).

» Antisepse — postupy aktivne zasahujici proti infekci
(dezinfekce, sterilizace).

» Asepsi a antisepsi zavedli do chirurgie lord Joseph
Lister a do porodnictvi Ignaz Semmelweis.



Dekontaminacni metody

» Predpis €. 306/2012 Sb.: Vyhlaska o
podminkach predchazeni vzniku a sireni
infekCnich onemocnéni a o hygienickych
pozadavcich na provoz zdravotnickych zarizeni
a ustavu socialni péce

Dezinsekce Zniceni skodlivého hmyzu

Deratizace Zni¢eni Skodlivych hlodavcu




Zasady spravné dekontaminace

» Klicovy je vyber vhodné metody/prostredku.
Vhodny:

= musi bezpecné znicCit vSechny organismy v prostredi
(sterilizace)
= musi bezpecné znicit vSechny patogenni organismy
v prostredi (dezinfekce)
= nesmi nicCit dekontaminovany material
= musi byt prakticky pouzitelny

» Pouzit dostatecnou intenzitu po dostatecné
dlouhou dobu.



Pred a po dekontaminaci

» Pred dekontaminaci: casto nutné mechanicke
ocCisténi a osuseni (napr. chirurgické nastroje).
Postupy jsou upraveny vyhlaskou.

» Po dekontaminaci: muze nasledovat oplachnuti
nebo odvétrani pusobici chemikalie. Nutno dbat
spravného uchovavani predmétu (udrzeni
sterility) - upraveno vyhlaskou.



Dezinfekce (1)

» Fyzikalni metody:
Var za atmosférického tlaku po dobu nejméne 30
minut

Var v pretlakovych nadobach po dobu nejméneée
20 minut

UV zareni

Filtrace

Zihani / spalovani

Pasterizace (zahrati na 62,5 °C / 30 minut)



Dezinfekce (2)

» Chemické metody:

Peroxidy:

kyselina peroctova (Persteril) — pusobi i na spory, houby,
TBS. 0,5 % roztok kyseliny peroctové = vysSi stupen
dezinfekce. Nevyhody: agresivita, odbarvovani textilii,
odbarvovani.

Peroxid vodiku — podobné ucinky jako kyselina peroctova,
ale méné ucCinky a méne agresivni
Chlorové preparaty:

Chlornan sodny (Savo), chlornan vapenaty (chlorové
vapno), chloramin (chloramin T)



Dezinfekce (3)

» Chemické metody:
Oxidaéni €inidla:
Jodoveé preparaty — jodova tinktura, Jodonal B, Jodisoal,
Betadine (obsahuji jod v komplexu)
Manganistan draselny (jiz se v praxi nevyuziva)
Formaldehyd — konzervant ve smésich, kresol (lysol)
Etanol (70 % roztok, ve smésich)

Tenzidy (Orthosan BF 12, Ajatin — dezinfekce pokozky,
Septonex)

Anorganické kyseliny a zasady
Tezké kovy
Kombinované pripravky (Incidur)



Uc¢innost dezinfekce na rtizné MO

» Zpravidla je pouzivan abecedni systém:

A — baktericidni (uCinné na vegetativni bakterie a
mikroskopické kvasinky)

B — virucidni (UCinné na viry)

C — sporocidni (uCinné na bakterialni endospory)

T — tuberkulocidni (uCinné na tuberkulozni
mykobakteria)

M — mykobaktericidni (UCinné na atypicka
mykobakteria)

V — fungicidni (u€inné na mikroskopickeé kvasinky a
vlaknité houby)
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VyS$S§i stupen dezinfekce

» Dezinfekcni pripravek s vyssim spektrem
ucinnosti (Persteril, glutaraldehyd, apod.)

» Nemusi nicit cysty prvoku a vajicka ¢ervu.

» Pouziti: zdravotnické prostredky, které nemohou
byt dostupnymi metodami sterilizovany. K
vykonum a vySetfovani mikrobialné fyziologicky
neosidlenych télnich dutin (endoskopy).

» Dvoustupnova dezinfekce = vyssi stupen
dezinfekce + oplach pitnou/precistenoy vodou.
Pouziva se k vykonum a vySetfovani mikrobialné
fyziologicky osidlenych telnich dutin.



Sterilizace (1)

» Fyzikalni metody:
Vihkym teplem pod tlakem — syta vodni para,
autoklavovani. Vhodné na predmety z kovu, skla,
porcelanu, keramiky, textilu, plastu, gumy, aj.
121 °C, pretlak 1,05 bar / 20 minut
134 °C, pretlak 2,04 bar / 10 minut
134 °C, pretlak 2,04 bar / 60 minut (priony)
Cirkulujicim horkym vzduchem — vhodné na
predmety z kovu, skla, porcelanu, keramiky
160 °C / 60 minut
170 °C /30 minut
180 °C / 20 minut



Sterilizace (2)

» Fyzikalni metody:

plazmou — vysokofrekvencni elektromagnetické pole
nebo vysokonapéetovy nabo;.
Ve vysokém vakuu pusobenim na pary peroxidu vodiku
nebo jiné chemicke latky uvolnuji volné radikaly kusliku
(hydroxyl, hydroxyperoxyl).
Uginek je dan nizkoteplotni plazmou plynu (peroxid
vodiku, kyselina peroctova) prite ploté 50 °C /30 - 75
minut. Vhodné na termolabilni nastroje a pomucky.



Sterilizace (3)

» Fyzikalni metody:
zareni — vyuziti gama zareni v davce minimalne 25
kGy. Vhodné pro sterilizaci novych vyrobkd,
predevsim Iékarfskych prostfedku na jedno pouziti
vyrobenych z plastu Ci textilii (napr. pro sterilizaci
jednorazovych rukavic).
Ohnéem — mikrobiologické klicky, spalovani — odpady
Tlakem — paskalizace, 6000 baru, vyuziti v
potravinarstvi

DalSi moznosti: frakcionovana sterilizace, filtrace, ...



Sterilizace (4)

» Chemické metody:

» Pouzivaji se v pripade termolabilnich materialu,
na které nelze pouzit fyzikalni metody.

» Sterilizuje se pomoci plynu (pary formaldehydu
nebo ethylenoxidu) predepsaneho slozeni a
koncentrace za predepsaného pretlaku/podtlaku
a teploté do 80 °C.



Kontrola t¢cinnosti dekontaminace

» Orientacne — smysloveé: napr. pomoci
charakteristického zapachu

» Stanoveni skuteché koncentrace
dezinfekénich prostredku

» Chemicka kontrola sterilizace — vyuziva
indikatoru, které pri uréit teploté mnéi
vlastnosti (napr. zbarveniu.

» Biologicky zpusob — pouziti odolnych kmenu
rodu Bacillus nebo Geobacillus (B. atrophaeus,
G. stearothermophilus). Jejich spory absolvuji
cely cyklus - zjistuje se, zdali byly pouze
inhibovany Ci skutecne eliminovany.



Umyvani a dezinfekce rukou

<
<

Pojmy ze soucasné legislativy:

Mechanické myti rukou (MMR) — bezné myti
mydlem jakou soucast osobni hygieny nebo jako
krok predchazejici CHDR

Hygienické myti rukou (HMR) — pouzivaji se
dezinfekCni mydla, ucinngjsi nez MMR, ale ménée
ucinné nez HDR

Hygienicka dezinfekce rukou (HDR) — pomoci

alkoholovych prostfedku, doporucena ve
zdravotnictvi

Chirurgicka dezinfekce rukou (CHDR)

Myti rukou a spravna dezinfekce je nezbytna i pri
pouzivani rukavic!!!



Umyvani a dezinfekce rukou — zdravotnik

» Prichod do prace: umyt ruce mydlem a otfrit
ruchikem. Na suché ruce aplikovat alkoholovou
dezinfekci.

» Behem dne: pouzivat pouze alkoholovou dezinfekci
(napr. mezi jednotlivymi pacienty), myti mydlem
zaradit pouze pri viditelne spinavych rukou Ci pri
pocitu ,lepkavych rukou®

» Pfed odchodem z prace: umyt ruce mydlem.

» Béhem pracovniho dne tedy spiSe dezinfikovat, nez
myt = zniCili byste si ruce, ale mikroorganismy
neznicili.



Ukol 1: Vliv raznych faktortl na rust a

preziti bakterii

» Ukol 1a: vliv teploty na bakterie — posudte, kdy
jde pouze o inhibici rustu a kdy o usmrceni.

» Ukol 1b: vliv dezinfekéniho éinidla na
bakterie — urcete minimalni baktericidni
koncentraci daného dezinfek¢niho Cinidla.

» Ukol 1c: vliv éasu v kombinaci s teplotou na
rust bakterii — posudte, jaky je vztah mezi
teplotou a dobou pusobeni.



Ukol 2: Praktické dezinfekéni a sterilizac¢ni

postupy

» Ukol 2a: vypiste do tabulky riizné situace a
pouzité dezinfekCni prostredky.

» Ukol 2b: vypiste do tabulky vlastnosti
dezinfekCnich prostredku.

» Ukol 2c: zvolte vhodny steriliza&ni postup.



Ukol 2: Praktické dezinfekéni a sterilizaéni

postupy
» Ukol 2b:

Nazev Skupina Pouziti

Persteril Ox. cCinidlo, kys. peroctova pomtucky, ucinny i na spory, TBC, houby

Peroxid vodiku [Ox. cinidlo, peroxid pomucky, ucinny i na spory, TBC, houby - méné ucinny nez Persteril
Chloramin Ox. Cinidlo, halogen povrchy, pomucky

Chlornan sodny |Ox. ¢inidlo, halogen Savo, povrchy

Jodisol Ox. ¢inidlo, halogen rany, klze, véetné spor, vird

Jodonal B Ox. cCinidlo, halogen plochy, teploméry

Ajatin Tenzidy (kvarterniamoniové soli) (klZe, ruce, rany

Septonex Tenzidy (kvarterniamoniové soli) |k(iZe, ruce, rany




Ukol 3: Kontrola ticinnosti dezinfekce

» Ukol 3a: zkontrolujte uginnost horkovzdudného
sterilizatoru a zhodnotte, jestli je mozné ho pouzivat.

» Ukol 3b: zkontrolujte autoklav a zhodnotte, zdali je
mozné ho pouzivat.

» Ukol 3c: zapiste si misto stéru z prostiedi a jeho
(ne)sterilitu.

» Ukol 3d: zkuste zjistit gGichem, o které dezinfek&ni
cinidlo se jedna (kys. Peroctova, Ajatin, Jodonal B,
Chloramin B, Promanum).



Ukol 3: Kontrola ticinnosti dezinfekce

» Ukol 3d:

Kyselina peroctova — Cislo 1
Ajatin — Cislo 4

Jodonal B — Cislo 5

Chloramin B — Cislo 2
Promanum (alkoholovy) — Cislo 3



Po tomto cviceni byste méli umeét

» Popsat proces sporulace a stavbu spory.
» Znat rozdil mezi dezinfekci a sterilizaci.

» Vyjmenovat moznosti chemicke a fyzikalni
dezinfekce.

» Vyjmenovat moznosti chemicke a fyzikalni
sterilizace.

» Umet si spravné umyt a dezinfikovat ruce.



