Fyzikalni a chemické prostiedky pro kontrolu ristu mikroorganismu

1) Teoreticka cast:
DEZINFEKCE A STERILIZACE

Odstranéni mikroorganismQ z prostredi - dekontaminace - muZe byt zabezpeceno
rdznym zpUsobem a tomu odpovida téZ dosazeny efekt. Prosty uklid, myti nebo prani a
Zehleni snizuje vyskyt mikroorganismi az 090 %. Dezinfekce s pouZitim chemickych
dezinficiencii nebo desinfekce fyzikdIni je definovana jako nieni ¢&i zneSkodnovani
patogennich mikroorganismd na neZivych predmétech, ve vnéjSim prostredi (ve vodé, ve
vzduchu apod.) a vinfekénim materidlu. Cilem dezinfekce je ucinit predméty (zevni
prostiedi) neinfekéni. Ucinnost dezinfekce je zavisld na rezistenci mikroorganism@ vigci
témto prostredkiim. Dobré dezinficiens by mélo mit cidni Ucinek na vétSinu patogennich
mikroorganismu.

Antisepse je zneSkodriovani patogennich zarodk( v prostredi Zivych tkani, v ranach,
na_sliznicich _a na k0Zi s pouZitim antiseptik. Je namifena hlavné proti mikroblim
vyvolavajicim hnisani. U antiseptik neni striktni poZadavek na baktericidni Ucinek jako
u dezinficiencii, staci bakteriostatické putisobeni. Antiseptika musi splfiovat poZadavek
nejedovatosti a dobré snasenlivosti Zivymi tkanémi. Na rozdil od dezinficiencii proto
podléhaji schvaleni jako kazdy jiny lék.
U antiseptik neni nutna dobra rozpustnost ve vodé.

Asepse je souhrn opatfeni vedoucich ke stavu, kdy v prostfedi je minimum
mikroorganisma. Asepse si klade za cil zabranit pFistupu mikroorganismu k Zivym tkanim pfi
chirurgickych operacich a to pouzivdnim sterilnich nastroji, obvazovych latek, Siciho
materidlu, pryZovych rukavic, pfipravou operacniho pole, dezinfekci chirurgovych rukou,
pouzivanim ustenek apod.
Pojem asepse zahrnuje také laboratomi a vyrobni metody, unichZz je snaha zabranit
mikrobidlni kontaminaci napf. u mikrobiologickych laboratomich praci a pfi vyrobé
nékterych léka.

Sterilizace je zni¢eni vSech Zivych mikroorganismi, véetné vysoce rezistentnich
bakterialnich spor fyzikalnimi nebo chemickymi postupy.

FYZIKALNi METODY STERILIZACE

VIhké teplo
Prerusovana, frakcionovand sterilizace je sterilizace varem (100°C) plsobicim po

dobu 30 minut v 18-24 hod. intervalech tfi dny po sobé. Sterilizovana latka musi byt
v mezidobi uloZzena pfi pokojové teploté, aby termorezistentni spdry, které var prezily, mohly
vyklic¢it. Nasledujici var je pak nici jako vegetativni formy bakterii.



Tyndalizace se pouziva ke sterilizaci termolabilnich roztokd bilkovin, které koaguluji
jiz pfi teploté 60°C. Postup je podobny jako pfi frakcionované sterilizaci. Roztok se zahfiva ve
vodni lazni pfi 56-58°C (resp. pti 60-80°C) po 30-60 minut 3 dny po sobé.

Sterilizace nasycenou vodni parou pod tlakem (v autokldvu) se provadi nejcastéji za
pretlaku 100 kPa pfi teploté 120°C po dobu 20-30 minut. Tento zpUsob sterilizace umoziuje
znicit bezpecné vsechny formy mikroorganism(. Autokldv je tlakovy sterilizator opatieny
vodoznakem pro stav vody ve vyvijeCi pary (pokud neni pfimo napojen na pfivod pary
z centrdlniho zdroje). Ddle je vybaven pojistnym ventilem, dvéma manometry (jeden
k méreni pretlaku pary ve vyvijeci, druhy v pracovnim prostoru), odvzdusnovacim ventilem,
vodni vyvévou a teplomérem (obr.1). Dokonalé odvzdu$néni pracovniho prostoru na
zaCatku sterilizace je predpokladem uspésného autokldvovani (smés pary se vzduchem pfi
120°C a 30 minutové expozici nema spolehlivy sterilizacni efekt). V autoklavu lze sterilizovat
obvazovy material, operacni pradlo, rGzné roztoky, kovové l|ékarské nastroje, pryzZovy
material. Pri sterilizaci bakteriologickych pld je tfeba dat pozor na moznost hydrolyzy
disacharid(l a poskozeni termolabilnich latek. Textilni materidl se uklada do sterilizacnich
bubn(. Tyto vkldadame do autoklavu oteviené a po skonceni sterilizace je ihned uzavirame
(posuvny pds na obvodé bubnu). Material uzavieny v bubnu se povazuje za sterilni jen dny
po sterilizaci. Potom je nutno buben znovu presterilizovat, i kdyz nebyl otevren.
Vysterilizované textilie musi byt pred vyjmutim bubnu z autokldvu ususeny ve vakuu
zapojenim vodni vyvévy.

Suché teplo
je méné ucinné nez pdara pod tlakem. Ma nizsi koeficient vodivosti a proto sterilizace
probiha pfi vyssi teploté a po delsi expozi¢ni dobu.

e Otevreny plamen
se pouziva pfi zihani bakteriologické klicky, k likvidaci pokusnych zvifat a nékterych
predmétd malé hmotnosti, napf. kontaminovanych obvaza.

e Horkovzdusna sterilizace
skla, porcelanu, kovd, se provadi v horkovzdusnych sterilizatorech. Doba vlastni
sterilizace se pocita od okamzZiku dosazZeni predepsanych teplot. V pfistrojich
s nucenou cirkulaci vzduchu sterilizujeme obvykle bud' pfi 160°C 60 minut, nebo pfi
180°C 20 minut.

Sterilizace filtraci

slouzi k odstrafiovani bakterii z tekutin tam, kde je jiny zpGsob dekontaminace
nevhodny. Viry prochazeji vétsinou bakterialnich filtr(. Podle konstrukce a pouZitého
materidlu délime filtry na:

e Azbestové Seitzovy filtry - lisované z azbestu a celuldzy. Filtry zadrzujici bakterie jsou
oznaceny EK (Entkeimung). Filtracni vlozky jsou jednoucelové a sterilizuji se i
s filtra¢nimi nadlevkami v autoklavu.

e Sklenéné jenskeé filtry - z borosilikatového skla ve formé poréznich desticek
zatavenych v nalevkach. PouZivaji se opakované. Po poufiti se Cisti konc. kyselinou
sirovou nebo chromsirovou a promyvaji diikladné vodou. Sterilizuji se horkym
vzduchem nebo v autoklavu.




e Membrdnové ultrdfiltry - z nitroceluldzy s riznou velikosti pord a priiméru se u nas
vyrabéji pod nazvem Synpor. Vkladaji se do specialnich kovovych nalevek a sterilizuji
se v autoklavu nebo UV zafenim germicidni lampou po dobu 20-30 minut ze
vzdalenosti asi 50 cm. Filtrace vySe uvedenymi filtry se provadi za pouZziti negativniho
tlaku pomoci vyvévy.

Sterilizace zarenim

e Ultrafialové zareni (UV)
Optimalni baktericidni ucinek je pti vinové délce kolem 254 nm, kdy je zareni
maximalné absorbovadno nukleovymi kyselinami. Jako zafice se pouZivaji obvykle
germicidni lampy. UV zéareni slouZi ke sterilizaci vzduchu a pracovnich ploch pfimo
vystavenych paprsklim. PouZiva se k vyzatovani operacnich sal(, aseptickych box,
piteven, odbérovych mistnosti v Ié¢ebndch tuberkuldzy apod. Vyzareni nemUze
nahradit Gklid pomoci dezinfekénich prostfedk(. Uginnost UV klesa se ¢tvercem
vzdalenosti ozafovaného objektu.

e lonizujici zareni
je vyhodné, protoze penetruje, ale nezahriva sterilizovany predmét a neméni
vlastnosti vétsiny sterilizovanych latek. Zdrojem gama zareni v praxi je obvykle
radioaktivni kobalt (60CO). Gama zareni se pouziva k primyslové sterilizaci (obvazovy
material, plasty). Mezindrodné stanovena steriliza¢ni davka je 27 kGy.

CHEMICKE PROSTREDKY DEZINFEKCE‘

Vzorkovani a mikrobiologické vySetfeni naredénych pouZivanych dezinfekénich
roztokd se testuje na standardnich kmenech mikrob(, vysledky se odborné interpretuji s
ohledem na specifické davody provadéné kontroly. Ve zdravotnickych zafizenich se
odeberou vzorky natredénych pouzivanych dezinfekénich roztokl a co nejrychleji se
transportuji do mikrobiologické laboratore ke stanoveni jejich Ucinnosti na sbirkové kmeny
mikrobU, pfipadné ucinnosti na mikroby izolované na konkrétnim zdravotnickém pracovisti.
Stanovit lze dezinfekéni Ucinnost baktericidni, bakteriostatickou, fungicidni (vldknité a
kvasinkovité houby), fungistatickou, tuberkulocidni, mykobaktericidni, sporicidni,
sporistatickou, virucidni (obalené a neobalené viry). Testovani Ize pfizplUsobit podminkdm
Cistého, Spinavého, vysoce nebo malo znecisténého prostredi.

Specificky ucinek chemickych latek na mikroorganismy se projevuje v zavislosti na jejich
koncentraci a dobé plsobeni (expozice).
Kriteria kvality dezinfekcnich prostiedk( pro volbu jejich pouziti:

o Siroké spektrum ucinku, jen malo latek plsobi zaroven baktericidné, virocidné i

fungicidné,

e pfitrvalém pouzivani nevznika rezistence,

e nejsou toxicka,

e maji rychly dezinfekéni ucinek,

e maji afinitu k mikroorganism(m,

e k dezinfikovanému predmeétu jsou inertni,



e dezinfekeni Ucinek je staly za riznych zmén vnéjsich podminek (teplota, vihkost
vzduchu, pH).

Mechanismus u¢inku

Antimikrobni latky nejcastéji pfimo poskozuji strukturu mikroorganism{ nebo narusuiji jejich
zakladni metabolické procesy, napf. oxidaci (slou¢eniny chléru, peroxidy, peroxid kyseliny),
redukci (aldehydy), hydrolyzou (kyseliny, louhy), dehydrataci (alkoholy), koagulaci bilkovin
(alkoholy, fenoly), zménou perneability (detergencni latky).

Zasady a kyseliny:

Silné anorganické kyseliny a zasady se pro své toxické a agresivni Uéinky pouzivaji v praxi
ztidka. Napf. vapenné mléko, kyselina borita, kyselina peroctova, persteril (32-36% roztok
kyseliny peroctové s 10 % H202 a 1 % H2SOA4.

Oxidacni prostredky:
peroxid vodiku, manganistan draselny.

Slouceniny halogen:
chlorové vapno, Chloramin B, Dikonit.

Jéd a jeho slouceniny:
jodova tinktura, jodofory, Jodonal B, Jodisol.

Slouceniny tézkych kovu:
Famosept, Merfen, Merthiolat, Thiomersal.

Alkoholy:
etanol, n-propanol, etylenoxid.

Aldehydy:
formaldehyd, formalin, glutaraldehyd.

Fenolové derivaty:
krezoly, Lysol, Orthosan BF 12.

Povrchové aktivni latky:
Ajatin, Septonex, Ophthalmo-Septonex.

KONTROLA UCINNOSTI DEZINFEKCE A STERILIZACE

Ke kontrole se pouziva fada testl podle povahy sterilizované latky a zplsobu provadéni
sterilizace nebo dezinfekce, napf. papirové indikatory nebo bioindikatory, stéry sterilnim
vatovym tampénem.



2) Prakticka cast:

Cil cvi€eni: Testovani ucinku vybranych fyzikalnich a chemickych prostredk( pro kontrolu
rastu mikroorganisma (UV zéareni, desinfekcni latky — SAVO, Incidur a Ajatin).

1) Fyzikalni metody kontroly mikrobialniho ristu: UV zareni

Ukol: Sledovat vliv UV zafeni na rdst mikroorganism

Experimentalni vybaveni: Petriho misky s MPA, sterilni vatové tycinky, papir, alobal
10x10 cm, UV lampa, Erlenmeyerovy barky se sterilni destilovanou vodou a 20ml
Mikroorganismy: kultivované v bujonu, ve sladince

Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Serratia marcescens

Postup:
- Pomoci hokejky peclivé rozetfeme 100 ul kultury po celém povrchu agaru (na vSechny

Ctyfi plotny s MPA)
- Tri misky rozdélime fixou na poloviny, umistime do boxu s UV lampou a odklopime vicko.
- Polovinu kazdé misky zakryjeme alobalem.
- Prvni misku ozafujeme 10 s, druhou 30 s a posledni 60 s.
- Po ozareni vratime misku zpét a zakryjeme vickem. Misky inkubujeme dnem vzhiru 24 h
pri 30°C.
Pozn: je nutno dbdt na fddné a dostatecné rozetieni kultury, kterou jsme v dostatecném
mnoZstvi nabrali na vatovy tampon!!

Vyhodnoceni:
Prohlédnéte vSechny agarové plotny, vysledky zaznamenejte. Zhodnotte vliv UV zafeni na

rast bakterie podle jeho délky ucinku. Zhodnotte i rlst v zakryté ¢asti agarové plotny.

Otdzky:
Jak je pri ozarovadni agaru na misce UV svétlem nutno odstranit vicko?

Vicko by pohltilo UV zateni .

Mnohé mikroorganismy nachdzejici se v prostredi jsou zbarvené. Jakou vyhodu miZe pigment
pfedstavovat pro organismu?

Pigment znamena pritomnost barviv. Tato barviva mohou pohlcovat urcitou vinovou délku
svétla a mikroorganismu tuto svételnou energii mlze pouzit na energii chemickou

potfebnou pro syntézu Zivin a pro dal$i mechanismy dllezité pro Zivot. V této Uloze ma
pigment souvislost s ochrannou funkci pfed UV zafenim — zareni je odraZzeno a pohlcovdno
barvivem. Bylo by mozné srovnani s tmavymi slune¢nimi brylemi.

Zavér:
e Provedené cviceni nam dokazalo, Ze mikroorganismy jsou/nejsou ovlivnény UV
zarenim.
e Tento vliv zavisi/nezavisi na druhu mikroorganismu a na dobé expozice.




e Cim déle zaFeni na plotnu psobilo, tim byl/nebyl nardst mensi, co do kvality, tak i
kvantity. Proto se také vyuziva ke sterilizaci laminarnich boxt UV lampa.

e UV zareni neni pfiliS pronikavé. Dostane se spolehlivé pres list papiru, ale vrstva
alobalu uzZ pro néj byla/nebyla pfekazkou, jak bylo ukazano v pokusu.

| 2) Chemické prostredky kontroly ristu — desinfekéni latky

Ukol: Zjistit U¢innost réiznych chemickych latek jako antimikrobidlnich cinidel

Experimentalni vybaveni: Petriho miska s MPA, sterilni mikrobiologické zkumavky, sterilni
voda, MPB (10 ml), Petriho miska s Mueller-Hintonovym agarem nebo s MPA, sterilni vatova
tycinka, sterilni pinzeta, automaticka pipeta, sterilni Spicky, klicka, desinfekéni Cinidla (Savo,
Incidur, Ajatin)

Mikroorganismy: kultivované v bujonu (bakterie) nebo ve sladince (kvasinky)
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, ,
Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae

Postup:
a) Ucinnost desinfekénich prostiedki: vliv doby kontaktu

- Do sterilni zkumavky si ptipravime desinfekcni prostredek v koncentraci doporucené na
obale vyrobcem

- ProIncidur je to 0,5% roztok, tedy do celkového objemu 5 ml pfiddme 25 pul prostfedku a
doplnime 4,975 ml vody

- ProSavo je to 100 ml do 3 |, tj. 3,33% roztok, tedy do potfebnych 5 ml odpipetujeme
166,7 ul Sava

- Pro AJATIN je to 1% roztok

- Misku s MPA rozdélime na 3 sektory, které oznac¢ime 0 minut, 1 minuta a 10 minut (nebo
alternativa: 0 minut, 2,5 minut, 5 a 10 minut)

- Do zkumavek priddme asepticky 0,5 ml kultury

- do sektoru 0 pipetujeme kulturu v roztoku se suspenzi v ¢ase 0 (aletrnativa — Ize
vyzkouset pipetovat pouze samotnou kulturu — pak slozi jako kontrola rlstu)

- Protfepeme. Ze zkumavky po 1 a po 10ti minutach (nebo po 2,5, 5ti a 10ti minutach)
oc¢kujeme do odpovidajicich sektori na misce. Inkubujeme 24 h pti 37°C.

b) Ucinnost desinfekénich prostiedk: vliiv koncentrace. Stanoveni minimalni inhibiéni
koncentrace rfedici metodou.

- Sadu sterilnich zkumavek si oznacime Cisly 1-6

- Do prvni zkumavky si pfipravime 2% roztok Inciduru nebo 3% roztok Sava v MPB, tak aby
celkovy objem ¢inil 2 ml (v pfipadé Inciduru napipetujeme 40 pl a doplnime 1,960 ml
bujonu, u Sava odpipetujeme 60 pl a doplnime 1,940 ml bujonu).

- Do dalsich 5ti zkumavek asepticky napipetujeme 1 ml MPB

- Z prvni zkumavky odpipetujeme 1 ml roztoku a napipetujeme ho do druhé zkumavky,
protfepeme



- Postupujeme obdobné k predposledni zkumavce (zkumavka 5). 1 ml objemu z této
zkumavky vypustime do odpadni nadoby.

- Posledni zkumavka (€. 6) tak nebude obsahovat Zadny desinfekéni prostredek a bude
slouzit jako kontrola rustu.

- Ostatni zkumavky ted obsahujici 1 ml roztoku desinfekéniho cCinidla (s klesajici
koncentraci) v MPB. Koncentrace prostfedku v kazdé nasledujici zkumavce je polovi¢ni ve
srovnani s predchazejici zkumavkou. Do kazdé zkumavky naockujeme 50 pl kultury.
Inkubujeme 24 h pfi 37°C.

- Kontrolni zkumavka 6 — rist desinfekci neovlivnéné kultury

- Ostatni zkumavky — rtizna koncentrace desinfekce ovliviiuje minimalni inhibi¢ni
koncentraci desinfekce podle 1) bakteridlniho druhu, 2) podle tipu pouzité desinfekce
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