Dezinfekce
a sterilizace



" A
Mikroby a vné&jsi vlivy

U dekontaminacnich metod je bezpodminecné

nutné dosahnout takovych hodnost ptsobiciho
fyzikalniho ¢i chemického faktoru, aby doslo k
usmrceni mikroba.

dolni mez preziti
{letalni, mikrobicidni)

(inhibi&ni)

orni mez risty horni mez preziti
{mez mnoZeni}\_ {usmrcujici hodnota)

Zajima nas tedy primarné mez pfeziti,
nikoli mez rastu (ta nas zajima, kdyz
chceme mikroby kultivovat).



" A
Praktické overeni meze preziti a rastu

B Pokud chceme ovéfit mez pieziti bakterti,
musime je po odstranéni testovanych
extrémnich parametr premistit do podminek
rastového optima a nechat je tam dostatecne

dlouho (pokud byly jen inhibovany, tak se zveti).

B V opacném pripade bychom ovefili pouze mez

rustu, nikoli mez preziti (nedali bychom jim
Sanct se zvetit).



"
Nad carou vzdy ptasobime urcitou teplotou 24 h

Pod carou jen 4 h, pak mikroby vratime do teploty optimalni
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Mikroby a vnéjsi vlivy 11

Nckdy se ucinek faktori kombinuje

Faktor, ktery se kombinuje vzdy, je €as




"
Faktor, ktery se vzdycky kombinuje
s ostatnimi: cas
B Vsimncte st: ¢im je teplota nizsi, tim musi byt
delsi cas, aby bylo dosazeno kyzeného
sterilizacniho ucinku. To je zohlednéno i ve

vyhlasce pfi stanoveni parametrt pro parni a
horkovzdus$nou sterilizaci.



" J
Dekontaminacni metody

B Jsou to fyzikalni a chemické postupy likvidace

mikrobd, hmyzu a hlodavch mimo organismus.
(Nékter? hygienici kladou metody k odstranéni hmyzu a hlodavei vldst jako

120. asanacni metody)

B Mezi dekontaminacni metody nepatii likvidace
mikrobud v organismu, byt’ lokalni (pouziti
antiseptik).

Antiseptikum je lék.

Desinfekcni prostiedek neni lék.



" A
Piehled dekontaminacnich metod
(Vyhlaska 195/2005)

Sterilizace Zniceni v§ech mikrobt v daném prostfedi

Vyssi stupen | ZniCeni naprosté vétSiny mikrob,

desinfekce nékteré formy Zivota mohou pfeZivat
(cysty prvoku apod.)

Desinfekce ZnicCeni patogennich mikrobu (zavisi na
okolnostech)

Desinsekce | Zniceni skodlivého hmyzu

Deratizace Zniceni skodlivych hlodavcii




" J
Zasady spravné dekontaminace

(bez ohledu na typ metody)

m Vybrat vhodnou sterilizacni/desinfekéni
metodu/prostredek. ,,Vhodny* znamena:
musi bezpecne nicit (St) vsechny organismy, resp. (Df)
vsechny, které pfipadaji v daném prostiedi v avahu
nesmi nicit desinfikovany ¢i sterilizovany material
musi byt prakticky pouzitelny
B Pouzit dostatecnou intenzitu faktoru (teplotu, intenzitu,
koncentract)

B Piislusny faktor mus{ ptisobit dostatecne dlouho



"
Pied a po dekontaminaci

B Pred dekontaminaci je casto nutna pfiprava —
mechanické ocisténi, zajisténi, aby
dekontaminace spravn¢ probchla. Tyto postupy
opct presne upravuje vyhlaska

m Po dekontaminaci je v nekterych pfipadech
nutno ucinit urcité kroky (napf. odvétrat zbytek
pusobici chemikalie). Je nutno dbat na pravidla
uchovavani dekontaminovanych predmecta.

m Uchovavani dekontaminovanych pfedmeéti (jak
dlouho vydrzi sterilni) rovnéz upravuje vyhlaska



" J
Dekontaminace a Cisténi
Mechanicky spinavé nastroje je treba pred
dekontaminaci mechanicky omyt, jinak nenf
dostatecn¢ ucinna
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Dezinfekce
m A.FYZIKALNI METODY
1. Var:

a) za normalniho tlaku — ve zdravotnictvi alespon 30
minut, ve zdravotnictvi zakazano

b) v tlakovych hrncich — zkraceni ¢asu— ani v tom
pripad¢ vsak nejde o sterilizaci
2. Jiné fyzikalni metody:
filtrace (membranové filtry)
UV zafeni
plazma

atd.
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= B. DEZINFEKCNI PROSTREDKY
1. Oxidacni Cinidla
a) Peroxoslouceniny: kyselina peroctova
(CH,COOQOH, u nas Persteril). Na spory, houby
a tuberkulozu; 0,5% roztok = vyssi stupen
dezinfekce. Nevyhodou je agresivita, odbarvovani
textilii a nestabilita roztokd.
b) Peroxid vodiku (H,0O,) — podobny, méné
agresivni, také ale méne ucinny.
3% roztok- antiseptikum

c) Manganistan draselny- hypermangan (koupele,
vyplachy, kloktani), dnes se uz nepouziva




2. Halogenové preparaty

a) chlornany:

chlornan sodny (NaOCI), u nas Savo

chlornan vapenaty (Ca(OCl),; chlorové vapno)
b) Chloramin (Chloramin B; Chloraminy BM a
BS jsou s pfisadami).
¢) Jodova tinktura + nov¢jsi Jodonal B, Jodisol a
Betadine, kde je j6d vazan v komplexu. U
nealergickych pacientd by mél mit Jodonal B
prednost pfed Ajatinem



3. Formaldehyd — ve smésich, drazdivy zapach,
prostorova dezinfekce

4.  Kresol (Iysol) je ucinny, pro zapach a agresivitu se
j1Z témer neuziva.

5. FEthylalkohol — ve smési, sam neni pfili§ ucinny;

Vevy

7. Tenzidy: Orthosan BIF 12
Ajatin — beézny pro desinfekci pokozky.
Septonex — spisSe antiseptikum.

8. Anorganicke kyseliny a louhy, tézké kovy aj.

9. Kombinované ptipravky, napf. Incidur



" A
Ucinnost desinfekce na razné
mikroorganismy

V pfiruckach a jinych materialech se zpravidla
pouziva abecedni systém:

B A = ucinné na (vegetativni) bakterie a kvasinky

B B = ucinné na viry

m C = ucinné na bakterialn{ endospory

BT = ucinné na tuberkul6zni mykobakteria

m M = ucinné na atypicka mykobakteria

BV = ucinné na vlaknité houby



Vhodnost k riznym ucelim

Nekteré prostiedky se hodi jen k nécemu: jsou
tfeba jen na povrchy, nebo jen na kuazi.

Zpravidla desinfekcni prostfedky délime na
m prostfedky na nastroje

B prostfedky na povrchy

m prostfedky na ruce (+ desinfekcni mydla)
m desinfekce potrubi v potravinarstvi

B desinfekce vhodna pro kuchyné



" J
Vyssi stupen desinfekce

B nc¢co mezi sterilizaci a desinfekei*

B na rozdil od sterilizace nemusi znicit napfiklad
cysty prvokl nebo vajicka cerv.

m olutaraldehyd, Sekusept nebo Persteril

m koncentrace vzdy jsou vyssi nez pro béznou
desinfekct

m U predmett, které nelze podrobit sterilizaci
(napt. endoskopy)



" A
Sterilizace

1. Sterilizace horkou parou pod tlakem
(autoklavovani). Para musi byt prave nasycena.
Hodi se na pfedmeéty ze skla, kovu, keramiky,
kameniny, porcelanu, textilu, gumy a nekterych

plasta. Teploty 121-134 °C.

2. Sterilizace horkym vzduchem (u pfistrojt
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



3. Sterilizace gama zafenim: pouziva se vetsinou
pfi pramyslové vyrobé, napf. rukavic na jedno
pouziti.

4. Plasmova sterilizace ve vysokofrekvencnim
elektromagnetickém poli (moderni metoda)

5. Chemicka sterilizace parami formaldehydu
nebo ethylenoxidem (musi byt pfesné dodrzen
postup). Pouziva se tam, kde nelze pouzit
fyzikalni metody.



" J
Kontrola, zda byla dekontaminace

provedena, a kontrola jeji iCinnosti

B Orientacne — smyslove — napf. pomoci
charakteristického zapachu

B Stanoveni skutecné koncentrace desinfekc¢nich

prostfedkd (chemicky)

m Chemicka kontrola sterilizace vyuziva indikatord,
které pfi urcité teploté meni vlastnostt (napt.
zbarveni)

m /pusob biologicky uziva odolné kmeny rodu
Bacillus. Ty absolvuyi cely cyklus a pak se zjist'uje,
zda pfezily.



Stanoveni citlivosti
bakterii
na antimikrobialni latky,
prukaz faktoru rezistence



" J
Druhy antimikrobialnich latek

m Latky pusobici celkové:
Antiparazitarni latky proti parazitim
proti kvasinkam a vlaknitym houbam
Antivirotika prott viraim
Antituberkulotika prott mykobakteriim
Antibiotika proti bakteriim (pfirodniho ptivodu)
Antibakterialni chemoterapeutika také proti bakteriim, ale
synteticka
I posledni dobeé se stiraji rozdily mezi poslednimi dvéma
m Latky pusobici lokalné:



"
Jesté dekontaminace, nebo uzZ antimikrobialni latka?

B Hranice mezi dekontaminac¢nimi metodami a
antimikrobialnimi latkami je neostra.

m /pravidla se za dekontaminaci jest¢ povazuje pusobeni na
neporusenou kuzi.

m Aplikace do rany uz znamena uziti antimikrobialni latky
(antiseptika)

B Dusledky 1 legislativni: dekontaminacni prostfedky schvaluje

hlavni hygienik, antimikrobialni latky (jako ostatni 1éky)
SUKL



" J
Pasobeni vlivi na mikroby

B Pri dekontaminaci trvame na usmrceni mikrobt
(mikrobicidni efekt)

B Pri uziti antimikrobialnich latek mdzeme pocitat se
spolupraci pacientovy imunity, proto obvykle staci 1
mikrobistaticky (inhibicni) tcinek

B Toto vSak neplati u akutnich stavu ¢i
imunokompromitovanych pacient(i, kde se snazime
o mikrobicidni pusobeni vzdy



"
MIC a MBC

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace je pojem,
ktery se u antibiotik pouziva pro oznaceni meze
rustu (mnozeni) mikroba

MBC — minimalni baktericidni koncentrace se
pouziva pro mez pteziti bakterie. (Mluvime pro
jednoduchost jen o bakteriich. U virt by se pouzil
pojem ,,minimalni virucidni* apod.)



" A
Primarné baktericidn{ a primarné
bakteriostaticka atb

Primarne baktericidni jsou atb, kde MIC a MBC
jsou si témeft rovny
Primarnée bakteriostaticka jsou atb, u kterych se

vyuziva hodnoty nad MIC, ale nikoli nad MBC
(svou podstatou bakterie jen inhibuyi)

V praxi je tfeba vyvarovat se pouZiti
bakteriostatickych antibiotik u zavaznych
akutnich stavi, imunosuprimovanych
pacienti apod.



" A
Primarné baktericidni a primarné
bakteriostaticka atb

ﬂ?rimérné baktericidni atb
MIC MBC

... DOODDODD
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Primarné bakteriostatické atb




"
Mechanismy pusobeni antibiotik

B Na bunécnou sténu (baktericidni)

Betalaktamova antibiotika (peniciliny, cefalosporiny,
monobaktamy a karbapenemy)

Glykopeptidova antibiotika (¢astecne)

m Na cytoplasmatickou membranu — polypeptidy
(baktericidni)

B Na nukleovou kyselinu — chinolony (baktericidni)

m Na proteosyntézu: aminoglykosidy (baktericidni);
makrolidy, tetracykliny, linkosamidy, amfenikoly
(bakteriostatické)

B Na metabolismus — sulfonamidy (bakteriostatické)



" A
Rezistence mikrobt na antimikrobialni
latky

m Primarni rezistence: vsechny kmeny daného

druhu jsou rezistentni.

Priklad: betalaktamova atb neptsobi na

mykoplasmata, ktera vibec nemayi sténu.

B Sekundarni rezistence: vznikaji necitlivé mutanty,

a ty pfi selekénim tlaku antibiotika zacnou

pfevaiovat.

(]

Hscherichie mohou byt citlivé na ampicilin, ale v

posledni dobé¢ vyrazn¢ pribyva rezistentnich

kment)



Mechanismy rezistence

m Mi
m Mi
m Mi

1O
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O]

m Mi

1O

b zabrani vniknuti antibiotika do bunky

b aktivne vypuzuje atb z bunky

b nabidne antibiotiku falesSny receptor

b enzymaticky stépi antibiotikum (napfiklad

betalaktamazy stepi betalaktamova antibiotika)

Znalost prislusného mechanismu nam umorinje pokusit se na

mikroba vyzrait
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Inhibitory betalaktamaz s Kavulanovs, subaktam, .

bt
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(betalaktamaza)
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" J
Inhibitory betalaktamaz vzdycky nestaci

e

B Bohuzel, inhibitory betalaktamaz zabiraji jen u
meéne ucinnych typt betalaktamaz

B Existuji velmi silné, Sirokospektré
betalaktamazy (viz také dale), u kterych
inhibitory nestaci (ani pfi jejich pouziti neni 1écba
spolehlive ucinna)



" J
Epidemiologicky vyznamné rezistence

B MRSA — methicilin rezistentni statylokoky. Nevpoustéi do
svych bunck oxacilin ant jiné betalaktamy. Mnohé MRSA
jsou rezistentni také na dalsi atb (makrolidy, linkosamidy).
Citlivé ztstavaji glykopeptidy (vankomyecin, tetkoplanin).

B VRE - vankomyecin rezistentni enterokoky. Snadno se §if{
— enterokoky ma spousta lidi ve streve

B Producenti ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase).
G- bakterie (klebsiely, ale 1 E. co/7 aj.) mohou tvofit
sirokospektre betalaktamazy, kde ani ucinek inhibitora neni
dostatecny. Ucinné byvaji jen karbapenemy a né¢kdy ncktera
ne-betalaktamova atb.
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Figure 5.8: Staphylococcus aureus: proportion of invasive isolates resistant to meticillin (MRSA) in 2010
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Figure 5.14: Escherichia coli: proportion of Invasive Isolates with resistance to third-generation cephalosporins in 2010

T

W

< 1%

O 1% to < 5%
O 5% to < 10%
I 10% to < 25%
. 5% 0 50%
. 50%

—= Mo data reported or less than 10 isolates
I Not imcluded

Mon-visible countries

3 Liechtenstein
= Luxembourg




" A
swyAntibioticka politika®, atb stfediska

B Pouzivani sirokospektrych antibiotik predstavuje
selekeni tlak — prezivaji rezistentni kmeny bakterii

m V zemich, kde se antibiotika pouzivaji volné, byvayi
vysoké pocty rezistenci na antibiotika

m U nas existuji ,,volna antibiotika®, ktera mohou lékari
predepisovat volné, a ,,vazana atb®, jez mus{
schvalovat antibiotické stredisko

m Atb stfediska byvaji zfizovana pfi mikrobiologickych
laboratofich velkych nemocnic. Délaji 1 poradenskou
¢innost.



" J
Metody zjist’ovani citlivostt in vitro

m ZjiSt’ovani citlivosti in vitro = v laboratofi
B Nezarudi stoprocentni ucinnost 1écby

B Presto vhodné u vétsiny nalezu kultivovatelnych
patogennich bakterii
V béZnych pfipadech kvalitativni testy (citlivy
— rezistentni)

V indikovanych pfipadech kvantitativni
(zjistujeme MIC). Jde zpravidia o rizikové kmeny u
rizikovych pacienti.



" J
Dituzni diskovy test

B Na MH (nebo jiny) agar se stétickou plosné
naockuje suspenze baktérie

m Pak se nanaseji tzv. antibiotické disky — papirky
napustené antibiotikem

m U standardn{ Petriho misky se pouziva zpravidla
Sest disk, nékdy se dava jeste sedmy doprostred

m Atb difunduje z disku agarem dal



m Koncentrace atb klesa se vzdalenosti od disku (a
tedy 1 jeho schopnost inhibovat)

B Pokud mikrob roste az k disku, nebo ma jen
malou zonu, je rezistentni (necitlivy)

B Je-li kolem disku dost velka zona citlivosti (vEtsi
nez stanovena hranice), je citlivy.



"
Difuzni diskovy test v praxi: zony se

vV V/ °

zmeti a porovnaji s referencnimi

www.medmicro.info




"
E-testy

B Podobné v principu difuznimu diskovému testu
m Misto disku se vsak pouzije prouzek

B V prouzku stoupajici koncentrace atb od jednoho
konce ke druhému (ziskano diky specialni
technologii — proto jsou tak drahé)

B /o6na neni kruhova, ale vejcita.
B Test je kvantitativni
B Na papirku je stupnice — jednoduché odecitani

(vig obrazek na dalsi obrazovce)



" J
E-testy — vyhodnocen{

Hodnota MIC se
odecita pfimo na
prouzku —

v misté, kde okraj
zony protina dany
prouzek




" A
Mikrodiluc¢ni test

m Atb je v fad¢ dalka v plastové desticce, koncentrace
postupne klesa

B Nejnizsi koncentrace, ktera inhibuje rast, predstavuje
hodnotu MIC

m V prilozené sabloné¢ je zpravidla oznacen breakpoint.
Je-li MIC niz§i nez breakpoint, je kmen citlivy. Je-li
MIC vyssi, je rezistentni

B Jedna desticka se zpravidla pouzije pro jeden kmen,
napt. 12 antibiotik, kazdé v 8 rliznych koncentracich
(presnéji: dvandcté jen v sedmt, rohovy dilek vbravo nahore je
kontrola reistu)
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Mikrodilucni test — odecitani

hi ;5

(Omic ()growth control — kontrola riistu
m Ve sloupcich 1, 3, 4 a 5 je hodnota MIC prilis

vysoka nez aby mohla byt zméfena.




" A
Pamatujte st:

vV V 7/ /

BV praxi sice porovnavame zony (mefime zonu
v milimetrech a porovnavame s hodnotou
referencni zony), ale nepfimo vlastné
porovnavame koncentrace: MIC versus lecebna
koncentrace (zvana téz breakpoint)



" J
Zjistovani faktora rezistence

m Nckdy je 1épe specialnimi metodami zjist’ovat
pritomnost konkrétnich faktoru rezistence, napt.
betalaktamaz.

B Divody mohou byt nasledujict:
testovani citlivosti nedava dostateCné spolehlivé

vysledky (Spatna difuse v difusnim testu,
antibiottkum nepracuje pfimo, ale pfes metabolit...)

chceme vedet, zda jde o resistenci urcitého
konkrétniho typu (ESBL, ampC)



