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1. UvOoD

Sterilacni techniky jsou nedilnou soucasti v boji proti pfenosnym nakazam
ve zdravotnictvi. Piedev§im bakterialni a virovd onemocnéni zplisobuji velké problémy
pacientiim, které mohou ohrozit na Zivoté. Mikroorganismy neustale mutuji a vytvari si
rezistenci vuci lécebnym a dekontaminacnim piipravkim. Proto je velmi dulezita
prevence a predchazeni jejich vyskytu v nemocni¢nim prostiedi.

Existuje nékolik osvédcenych typu sterilizace, které se lisi typem pouziti, Casem
expozice a parametry steriliza¢nich médii. Mezi nejpouzivané;si sterilizaéni média patii
para a horky vzduch. V posledni dobé se pro Setrn&jsi sterilizaci termolabilnich
materiald voli plazma. Funkce téchto metod je pfisn¢ kontrolovana a dokumentovana.
Problém miiZze nastat v uzivatelské sféfe. Dal§imi nedostatky jsou pfedev§im casova
narocnost sterilizaéniho procesu a vysoka potizovaci cena pfistroji.

V dnesni dob¢ jsou kladeny vysoké naroky na urychleni procesu sterilizace,
proto by bylo potieba najit metodu, kterd je rychld a zaroven uc¢innd. Na zéakladé
ptedeslych vyzkumi (na TUL i v odborné literatute) vlivu elektromagnetického pole na
mikroorganismy byly zjiStény inhibi¢ni az devastujici ucinky na bakterie. Obecné
se ultrafialové zafeni uplatiiuje v dezinfekci povrcht, vysokofrekvenéni ultrazvukové
vinéni se vyuziva pro dekontaminaéni ¢isténi nastroju, existuje tedy velka
pravdépodobnost, ze elektromagnetické pole bude mit velky pfedpoklad jako vhodna,
rychla a levna nova metoda sterilizace.

Cilem prace bylo ovéfit vieobecné znamé a dostupné techniky sterilizace, jejich
ucinnost pouziti na riznorody materidl a zaroven navrhnout vyuZziti novych metod
s vyuzitim elektromagnetickych poli.

Bakalafska prace je rozdélena na dvé casti — teoretickou a praktickou.
V teoretické ¢asti jsou popsany sterilizacni metody a postupy sterilizace v praxi bézné
pouzivané. Bakalaiskd prace se téZ zabyva legislativni upravou kontrol a validaci
sterilizacnich pftistrojii. Prakticka ¢ast obsahuje zhodnoceni ucinnosti sterilizanich
a dezinfek¢énich metod a ndvrh nové metody, kterd by byla vSeobecné dostupna, rychla

a cenove nenarocna.
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TEORETICKA CAST

2. Vymezeni pojmu

2.1 Sterilizace

Sterilizace® je proces, ktery vede ke zniCeni viech choroboplodnych zarodki
(viry, bakterie, plisn€, spory) v ur€itém prostiedi. Jednorazovy zdravotnicky material
se dodava jiz sterilni, zabaleny ve speciadlnim obalu. Ostatni pomucky se opakované
sterilizuji  schvalenymi sterilizaénimi metodami. Sterilizace se fidi predpisem

€.306/2012 Sb.[1]

2.2 Dezinfekce

Neoddé¢litelné patii k procesu sterilizace. Postup, pii kterém se likviduji
mikroorganismy na daném ptedmétu ¢i prostiedi. Provadi se chemickymi prostfedky
na bazi chloru, jodu, alkoholu, slouc¢eniny peroxidu atd. Pii dezinfekci pradla a lizkovin
se uplatiuje fyzikalni dezinfekce tj. prani ve specialnich prackdch nebo parnich

ptistrojich pii teploté vyssi nez 90 °C.[1]

2.2.1 Persteril

Dezinfekéni piipravek Persteril ® 36 je roztok kyseliny peroxyoctové, peroxidu
vodiku, kyseliny octové a vody. Oxidaci narusuje bunééné membrany a tim zptsobuje
rozpad bun¢k. 36 % koncentrace se fedi na 0,5 % roztok tj. 950 ml vody a 50 ml
Persterilu ® 36. Nastroje se do roztoku ponofi po dobu 15 minut. Dalsi fedéni se
pouzivaji na pokozku (0,2 %), ovzdusi salid (5 %), Textil (0,7 g/l), sterilni boxy
(1,2 %).[2]

2.2.2 Chirosan plus
Dezinfekéni praskovy prostiedek je urcen k dezinfekci zdravotnickych pomucek
anastroji. Zakladem je kyselina peroctovd, peroxoboritan sodny, enzymy, TAED.

Utinné likviduje viry, bakterie, plisn& a spory.[3]

1 s AL Yrot A1%E v . Co S . s
Sterilizace ma v 1ékatstvi dalsi vyznam, da se chapat jako cilené znemoznéni reprodukce.
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2.3 Sterilni material

Za sterilni lze pokladat material, ktery prosel né¢jakym druhem sterilizace a tim
padem je zbaven vSech forem choroboplodnych mikroorganismu. Sterilni material je
balen do specialnich obalii, aby nedoslo k zadné kontaminaci a mohl byt nésledné
pouzit ve zdravotnictvi kriznym ucelim, jako material bez zivotaschopnych

mikroorganismu.|[9]

2.4 Asepticka prace

Komplex opatfeni znemoznujici kontaminaci vzorkll, nastrojii a ploch Zivymi
mikroorganismy v priubéhu lékatskych vykont. Soubor zasad k ochrané zdravi pacientl
a zdravotnickych pracovniki.

Pro aseptickou praci je velmi dilezité dodrzovat pravidla a hygienu préce,
aby byl pierusen infekéni fetézec. Jednim z divodi pienosu infekénich chorob je
nedostate¢na hygiena rukou zdravotnického personalu pted a po manipulaci se
zdravotnickym materidlem. V praxi se pouzivaji ptipravky, které rychle znic¢i az 99,9 %

mikroorganismi bez nutnosti oplachu vodou (Septoderm gel, Sterilium) [4]

2.5 Neasepticka prace

Nespravnym zachdzenim s dezinfikovanym materidlem muize dojit k opétovné
kontaminaci z prostiedi. Kiize ¢lovéka obsahuje stejny pocet bakterii, jako bunék v téle.
Nékteré znich mohou byt v jistych ptfipadech patogeny. NepouZivanim ochrannych
pomucek (rukavice, rouska) se mohou tyto bakterie pfenést na material, ktery se tim
stane nesterilni. Pfi aplikaci nesterilntho materidlu na pacienta mize dojit

napf. K zaneseni mikrobti do rany ¢i vyvolani alergické reakce.
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3. Druhy sterilizace

Vsechny sterilizatory uzivané ve zdravotnictvi musi spliiovat Ceské technické
normy. Pro viechny typy sterilizace plati, e Uroveti bezpecné sterility (SAL) musi byt
men§i & rovna 10° tj. vyskyt maximaln¢ jednoho nesterilniho pfedmétu mezi jednim

milionem vysterilizovanych predméti.[5]

3.1 Fyzikalni

3.1.1 Parni sterilizace

Provadi se nasycenou vodni parou pod danym tlakem 170 — 300 kPa a rozmezi
teploty 115 — 134 °C. Vlastnosti parni sterilizace musi odpovidat fyzikalnim zakondm.
Se zvysujici se teplotou, tlak pary nad kapalinou roste. Doba je urCena charakterem
pouziti od 4 do 60 minut. Vyhlaskou ¢. 306/2012 Sb. je dano, ze sterilizace pfi teploté
121 °C (205 kPa) musi trvat nejméné 20 minut a pti 134 °C (304 kPa) 10 minut.
Pro nebalené kovové néstroje k okamzitému pouziti 1ze aplikovat zkraceny sterilizacni
program o teploté¢ 134 °C po dobu 4 minut. Zde se vyuziva odvzdusSnovaciho tlaku
13 kPa. Celkova expozice trva priblizné hodinu.

Parni sterilizatory se ¥idi normou CSN EN 285+A2. Validace steriliza¢niho
procesu se provadi dle normy CSN EN ISO 17665-1 (85251), ktera stanovuje
pozadavky na vyvoj, validaci a kontrolu. Pozadavky na steriliza¢ni médium a zkousky
parnich sterilizator biologickymi indikatory jsou uvedeny v normé CSN EN ISO
11138-3 (847111).

Vyhodou sterilizace parou je dobra schopnost pronikat do poréznich materiald.
Steriliza¢ni médium je nekarcinogenni a netoxickeé.

Nasycena para miize vyvolat korozi kovovych materidlii. Dalsi nevyhodou je
vysokd pofizovaci cena sterilizatoru, avSak naklady na jednotlivé sterilizacni cykly jsou

velmi nizké.[6][7][14]
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Obrazek 1: : Ktivka sytosti pary [8]
Bod A — trojny bod, kapalina a syta para v rovnovaze.
Bod K — kriticky bod, vyrovnani hustot kapaliny a pary.
Sterivap 6612 v Krajské nemocnici Liberec disponuje s vlastnim vyvijecem

pary, ktery je pfipojen na piedem upravenou vodu.

3.1.1 Horkovzdusna sterilizace

Je provadéna cirkulujicim horkym vzduchem o teploté 160 — 180 °C. Pouziva se
predevsim na predméty ze skla, keramiky, kovu, porcelanu. Lze ji také pouzit pro tcely
sterilizace 1ékti predevSim masti a praskd. Vyhlaska ukladd presny cas expozice

pro danou teplotu.

Tabulka 1: Zavislost doby expozice na teploté

Teplota vzduchu (°C) | Cas (min)

160 60
170 30
180 20

Teplota expozice se upravuje na zakladé sterilizovaného materidlu. Kazdy
materidl mé odliSnou tepelnou vodivost, schopnost vést teplo a pfedavat ho chladnéj$im
mistam (jednotka W.m™.K™). Cim lepsi vodivost, tim rychleji se teplo dostane
do celého obsahu sterilizované vsazky.

Negativem této metody je del§i expozi¢ni Cas. Horky vzduch muiize poSkodit

nékteré typy materialti napt. guma, tkanina ¢i plast.[5]
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3.1.2 Radiacni sterilizace

Tento druh sterilizace se pouziva piedev§im v primyslové vyrobé. Bézna davka
ozafeni je 27 kGy, pro tento ucel se uziva radioaktivni kobalt (60 Co). Pouziva se ke
sterilizaci novych (pfipadn€¢ exspirovanych) pfedméti =z plastické hmoty,
které plisobenim ozéieni nezmeéni sviij vzhled ani vlastnosti. Dale pro textilie, bunicinu,

Sici material, farmaceutické vyrobky, radiovakciny a radioantigeny. [9]

3.1.3 UV zafeni

Slozka elektromagnetického spektra o vinové délce 400 — 4 nm a frekvenci
10"-10"" Hz. Ultrafialové zafeni se d&li na UVA (320 — 400 nm), UVB (280 — 320 nm)
a UVC (méné nez 280 nm).

Nejvetsi sterilizacni G€inek ma zafeni UVC o vinové délce 250 nm — zéfeni je
optimalné absorbovano nukleovymi kyselinami mikroorganismti. Tim dojde k jejich
naruSeni anasledné k usmrceni. Zdrojem zafeni jsou germicidni lampy, které se
pouzivaji ke sterilizaci vzduchu, pracovnich ploch a prostor zejména operacnich sald,
piteven, odbérovych mistnosti.

Primarn¢ se tato metoda vyuziva ke sterilizaci pracovnich ploch a prostori, jeho
ucinnost klesé s ¢tvercem vzdalenosti od ozafovaného mista.

Vyhodou jsou nizké pofizovaci a provozni naklady, spolehlivost a jednoduchost
pouziti. UV zéfeni lze aplikovat pouze na fotostabilni materialy.

Germicidni lampy se vyuZivaji v potravinaistvi, lazenstvi, septickych systémech,

laboratoftich, zdravotnictvi atd. [10]

3.1.4 Sterilizace plazmou

Velmi Setrna metoda, ktera se pouziva pro termolabilni materialy. Para Peroxidu
vodiku (58 % H,0,) se vlivem vysokofrekvenéniho elektromagnetického pole rozlozi
na extrémné malé Castice, volné radikaly kysliku — plazma (Ionizovany plyn slozeny
Z iontl, elektronl, jenz vznika odtrzenim elektronli z elektronového obalu atomu
plynu). Sterilizace probiha pii teploté priblizné 50 °C.

Hlavni nevyhoda je ve vysoké potizovaci cené ptistroje i spotfebniho materidlu.
Pouzivaji se specialni steriliza¢ni obaly z polypropylenu ¢i umélé hmoty.

Uplatiiuje se pfi sterilizaci endoskopické optiky ¢i katetrii. Nepouziva se na savé

a porézni materialy, jelikoz u téchto vyrobki je tento typ sterilizace neucinny. [9]
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3.1.5 Ultrazvuk

Principem této techniky je rozruseni bun€k pomoci vysokofrekvencniho
ultrazvuku atoo frekvenci 25kHz (20 000 cykld/s). Ultrazvukové vlivy pisobi
na mikroorganismy nékolika zptisoby.

Akusticko mechanické kmity pronikaji do bunék, které za¢nou rezonovat, a tim
se narusi integrita bunééné stény. Vlivem ultrazvuku dochdzi k chemickym zménam
ve struktufe bunky.

Ultrazvukovy c¢isti¢ je soucasti predsterilizacni pfipravy. Jedna se box s vodni

lazni — destilovanou vodou.[10]

3.1.6 Mikrovinné zareni

Mikroviny o frekvenci 2,5 GHz a vlnové délce 12,25 cm maji schopnost
rozkmitat molekuly, které se zahtivaji a vzniklé teplo se $ifi do okolniho prostiedi.

Elektromagnetické zateni reaguje S dip6ly vody, které kmitaji stejnou frekvenci
jako mikrovlny. Tim dochazi k rezonanci molekul, zvySuje se jejich kineticka energie
a tedy i teplota.

Cytoplasma bakterii obsahuje 65 — 90 % vody. Mikroviny pronikaji pftes
bunéénou sténu do buriky, kde dojde k reakci s molekulami vody a tepelnému ohfevu.
Burika vlivem vysoké teploty ztrati integritu a rozpadne se.

Mikrovlnné zéteni nelze aplikovat na kovové predméty. Viny rozkmitaji volné
elektrony v kovu. Pohybem elektrond vznikne elektricky proud, ktery zplsobi tepelny
ohtev pfedmétu. Kov uvolni pfebytecnou energii ve forme fotonii — zajiskfeni. Timto

postupem se zcela zni¢i.[11]

3.2 Chemicka

3.2.1 Sterilizace Formaldehydem

U této metody se vyuziva odpafovani plynu formaldehydu z formalinu
(40% vodny roztok formaldehydu). V prvni fazi se z komory odsaje vzduch. Poté se
formaldehyd smisi s vodni parou pfi teplot¢ 60 — 80 °C, vlhkost v komote stoupne
na 75-100%. Velmi reaktivni molekuly formaldehydu G¢inn€ zachycuji spory 1 bunky
mikroorganismi. Sterilizace probiha v podtlaku. Po expozici se formaldehyd odpusti
a komora se procisti vzduchem a ¢istou vodni parou. Tento zpisob se pouziva

U nastroji a pomucek, které nesnesou vysokou teplotu.
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Tato metoda nese i sva rizika. Formaldehyd je siln¢ karcinogenni. Pokud
procistovaci faze neni 100 % ucinna, mohou zbytky formaldehydu ulpivat na nastrojich
a tim nasledné¢ velmi vazné ohrozit pacienta. Proto se ve zdravotnictvi piilis
neuplatiuje.

Norma CSN EN 14180 (847110) stanovuje vykon, zkusebni metody, pozadavky
na konstrukci a vybaveni. Kontroly a validaéni proces jsou uvedeny V normé
CSN EN 25424 (855254) [7][12]

3.2.2 Sterilizace Etylenoxidem

Stejn¢ jako predchozi metoda, i tato se vyuziva pro nastroje, které neodolaji
vysokym teplotam. Misi se s dusikem nebo oxidem uhli¢itym (10 % etylenoxidu, 90 %
oxidu uhli¢itého). Doba expozice je pfiblizné 3 az 6 hodin. V Ceské republice jsou
pouze 3 piistroje. Uplatiuji se pii pramyslové sterilizaci nebo sterilizaci kovovych
kloubnich nahrad. Validace a priibézna kontrola dle normy CSN EN 11135-1 (855252).
[7109]
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4. Predsterilizac¢ni priprava

Pouziti wvysterilizovanych zdravotnickych prostfedkii znamena poskozeni
sterilniho obalu a naslednéd aplikace pifimo na pacienta. Zdravotnicky personal musi
evidovat Cislo sterilizace daného instrumentaria. VSe je dohledatelné ve zdravotnické
dokumentaci pacienta. Predsterilizaéni ptiprava zahrnuje dezinfekci, fyzikalni ocistu,

suseni, setovani, baleni a vlastni sterilizaci. [5][13]

4.1 Dekontaminace

Kontaminovany material se nasklada do pfipravenych kovovych sit a vlozi se do
dekontaminac¢niho kontejneru s dezinfekénim roztokem po dobu 15 minut. Tento krok
je velmi dulezity, pii nespravné dekontaminaci se snizuji kvalitativni vlastnosti nastroju.
Pro efektivnéj$i omyti od necistot, zbytkil tkdné a biologického znecisténi se uplatiiuji
velkokapacitni mycky. Ty se pouzivaji pfedevsim ve velkych provozech (fakultni,
vSeobecné nemocnice). Na dociSténi nastroji se pouzivaji ultrazvukové pristroje
(viz obrazek 2), které zpuisobuji rozpad bunék na zakladé pisobeni vysokofrekvencnich
akusticko mechanickych kmit. Poté se oplachnou cistou tekouci vodou, vysusi

a ptipravi ke sterilizaci. [14]

Obrazek 2: Ultrazvukovy piistroj na myti nastroji
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4.2 Steriliza¢ni boxy

Kazdy chirurgicky vykon ma dany pfesny pocet instrumentl. Zdravotnik
zkontroluje, zda né&jaké neschazeji a nasledné se nastroje naskladaji dle pifedepsanych
norem do kovovych ko$i. Zabali se do netkané textilie a vlozi se do steriliza¢nich box,
které se opatii kontrolnimi S$titky. Poté se odeSlou do steriliza¢niho centra® k dal§imu

zpracovani.[14]

4.3 Centralni sterilizace

Nemocni¢ni oddéleni, které ma za ukol konecnou fazi sterilizace. Na piijmu
materialu se zkontroluji vSechny dokumenty a nastroje se vyjmou z kontejneru.
Nasledné se kazdy néstroj zvlast’ zatavi do sterilizaéniho obalu. U parni sterilizace se
pouzivaji obaly z papiru slouzici jako bariéra pted vnéj$im zne€iSténim a kontaminaci.
U plazmy je tento obal nevhodny, nahrazuje se nesavym materialem z polypropylenu.
Obaly jsou polopropustné, proto maji vysterilizované néstroje uréitou dobu exspirace.

Sterilizaci mtize provadét pouze proskoleny zdravotnicky personal.[14]

?Zde se provadi pouze sterilizace.
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5. Zkousky steriliza€ni ucinnosti

Zkousky se provadéji za ticelem prokazani ucinnosti sterilizacnich ptistrojt, fidi
se metodickym navodem AHEM ¢.1/2014.

Proskoleny pracovnik provadi sterilizaci, resterilizaci, bézné provozni zkousky
biologickymi a nebiologickymi systémy. Pracovnik vede evidenci sterilizacnich cykli
anasledn¢ je vyhodnocuje. Zpravidla se testuje nejpouzivangj$i program pomoci
mikroorganismull — bioindikéator a chemickych testovacich prouzkd.

Pouziti bioindikatort schvaluje hlavni hygienik CR. Testuji se vSechny typy
sterilizatorti. Kazda kontrola se dokumentuje schvalenymi formulatfi dle vyhlasky

&.306/2012 Sb., archivuji se po dobu 5 let. Cetnost méfeni je dana narodni legislativou

CR. [5][14]

5.1 Bioindikatory

Mikroorganismy, které jsou uréitym zplisobem rezistentni vici sterilizaénimu
médiu. Jeho destrukei pii sterilizacnim procesu se pfi nasledném vyhodnoceni prokaze
ucinnost sterilizace. Bioindikator obsahuje 10° bakterii tvoficich kolonie.

Kontrola sterilizatorii biologickymi indikatory je déna ¢. 440/2000 Sb a CSN EN
ISO 11138-1 (847111). Jeji postup ma piesné standardizovanou metodiku.[15][16]

5.1.1 Geobacillus stearothermophilus

Bioindikator pouzivany pro testovani uUCinnosti parnich, plasmovych
a formaldehydovych sterilizatori. Termorezistivni sporotvorna bakterie schvélena
pro testovani Gc¢innosti sterilizatord. Prouzek potazeny kulturou B.stearothermophilus
umistény v plastové zkumavce. Bioindikator typu ,,self contained. Zkumavka obsahuje
zivnou padu s bromkresolpurpurem, po sterilizaci se prouzek spoji s zivnou pudou
a provede se kultivace. Dle piedpist ,,Bioindikator musi piezit teplotu nad 120 °C po
dobu 5 minut v¢etné trojnasobného odvzdusnéni a nasledného 10 minutového suseni po

expozici, nesmi pii stejnych parametrech prezit expozici 15 minut“[1]
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5.1.2 Bacillus subtillis, Bacillus atrophaeus

Tyto bakterie se uplatiiuji pfitestovani horkovzdusnych a etylenoxidovych
sterilizatori. Predpokladem je, aby mikroorganismus piezil teplotu 160 °C po dobu
9 minut, avsak nepfiezil za stejnych podminek 30 minut. Ampulka obsahuje gluk6ézovy
bujon slouZici jako zivna pida. Pozitivni rist se projevi prstencem, ktery se vytvoii

na povrchu zivné pudy.[1][17]

5.1.3 Postup testovani

Tabulka 2: Zavislost poctu testerti na objemu steriliza¢ni komory

Objem komory (litry) | Pocet testerti (prouzkii)

<3
3-15

15-40

40-75

75-120
120 - 325 12

> 325 12-15

Ol Of ] W DN

Pro sterilizator BMT Sterivap 6612 o objemu komory 600 litri se pouziva
12 testert. Testuje se nejpouzivanéjsi program tj. 121 °C po dobu 20 minut. Testovaci
média se oznaci Cislem a vlozi do jednorazového steriliza¢niho obalu (viz obrazek 3)

a nasledné se umisti mezi sterilizovany material.[14]

Obrazek 3: Bioindikator ve steriliza¢nim obalu

28



Do testovaného kontejneru (viz obrazek 4) se piikladaji rtutové teploméry
0 rozsahu do 180 °C pro kontrolu teploty uvnitt komory. Rozmisténi testerd a teploméra

se zapisuje do protokolu o provedeni kontroly (vzor viz Piiloha A).

Obrazek 4: Testovaci kontejner pfipraveny ke sterilizaci

Po vysterilizovani se provede kultivace. Testery se vyjmou z obald a vlozi se
do inkubatoru. Pfi vkladani praskne oblast s zivnou puidou a testovaci prouzek se spoji
s tekutinou.  Inkubator (viz obrazek 5) udrzuje stalou teplotu 56 °C
(G. Stearothermophilus) nebo 37 °C (B. subtilis, B. atrophaeus). Kultivace trva 3 dny.
Za pozitivni riist se povazuje vzorek, ktery se zbarvi doZluta. Negativni vzorky maji
fialovou barvu. V kazdém testu je jeden bioindikator referenéni — tzv. pozitivni
kontrola. [13][16]
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Obrazek 5: Kultivaéni inkubator s testery

5.2 Nebiologické/chemické testy

Nebiologické indikatory pro kontrolu sterilizace. Spravny vysledek se projevi
zménou barvy §titku napf. z rizové na hnédou, z modré na zlutou (viz obr. 6). Oznacuji
se jimi jednotlivé obaly. Dalsi se vkladaji do mist, kde se predpokladé Spatné pronikani

steriliza¢niho média. Jejich pocet se odviji od poétu sterilizovanych predméti.[13][14]

Obrazek 6: Typy nebiologickych indikatori

1A/1B, 1C — identifikacni S$titky steriliza¢nich boxl. Zapisuji se tdaje o dané
vsazce, datum sterilizace; datum exspirace sterilizovanych ndstrojii; identifikacni Cislo

sterilizace; ndzev oddéleni, odkud néstroje jsou.
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2 — TST kontrolni stitek. Vklada se mezi sterilizovany material. Reaguje zménou
barvy z modré na Zlutou a to pfi teploté 134°C po dobu 7 minut nebo pfi teploté 121°C
po dobu 20 minut. 2A je Stitek pted sterilizaci, 2B po sterilizaci.

3 — Kontrolni S$titek, kam se mohou psat dodatkové informace o nastrojich.
Na pravé strané je barevny prouzek, ktery zméni barvu z rizové na hnédou.

4 — Lepici paska pro upevnéni netkané textilie uvnitf sterilizacniho boxu.

5 — touto etiketou je opatfeny vysterilizovany materidl. Obsahuje tidaje o Sarzi

sterilizace, datu provedeni a exspiraci materialu.

5.2.1 Dutinovy test

Tento test se provadi za Gcelem zjisté€ni GcCinnosti sterilizace u dutych predméth
(jehly, kanyly, trubi¢ky, hadicky). Kontrolni prouzek zluté barvy se vlozi do specialniho
ptipravku simulujici dutinu v ptedmétu. Jedna se o kovovy uzaviratelny valec s vickem,

kde se upevni tester. Vysledny prouzek ma tmavé modrou barvu. (viz obrazek 7)
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Obrazek 7: Testovaci prouzky s ptipravkem pro dutinovy test

5.2.2 Bowie - Dick test

Test mé za kol kontrolovat prinik pary do poréznich materidlii a spravné
odvzdusnéni sterilizacni komory. Testovaci papirek se vklada do pfipravku simulujici
sterilizovany material. Patii mezi zakladni kontroly parni sterilizace dané vyhlaskou

¢.306/2012 Sb. Clanek ¢&. 17 normy EN 285+Al obsahuje postup vykonani
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BD — zkousky. Pozadavky na indikatory préniku pary jsou uvedeny v normé CSN EN
ISO 11140-3 (847121)
Provadi se kazdy den pied zacatkem sterilizaCnich cykli bez vsazky. Test

se nasledné vyhodnocuje a pisemné se dokumentuje jeho vysledek.[7][14]

5.3 Fyzikalni testy
Fyzikalni testy dopliuji zkousSky sterility. Kontroluji ptfesny tlak a teplotu

v komote pomoci stanovenych métidel.

5.3.1 Vakuovy test

Zkouma tésnost sterilizaéni komory. Provadi se pred zacatkem sterilizaéniho
dne. Program je soucasti sterilizatoru a trva 10 minut. Po ukonceni testovani sterilizator
vyhodnoti stav sterilizacni komory a posoudi, zda je piistroj zpusobily k provadéni

sterilizace.’

5.3.2 Teplotni test

Pti této kontrole se uplatiuji rtutové teploméry s rozsahem meéteni do 180 °C.
Stanovené méfidlo urcené pro meéfeni teploty ve sterilizacni komotfe v pribéhu
expozi¢niho cyklu. Kazdy teplomér ma své identifikacni Ccislo, které se uvadi

do protokolu o provedené kontrole. [14]

® Plati pro sterilizator od firmy BMT Sterivap 6612 pouzivany v SC Krajské nemocnice Liberec.
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6. Bezpe€nostné technické kontroly

Poskytovatel zdravotnich sluzeb je povinen zajistit udrzovani zdravotnickych
prostiedktt v souladu S provoznimi a bezpe¢nostnimi piedpisy. Nadale musi byt
udrzovany ve stalém stavu kontrolami, sefizovanim a zkouSkami, které jsou provadény
vsouladu spfedpisy od vyrobce, pravnimi predpisy a piedpisy pro provoz
zdravotnickych prostredku.

Kontroly se #idi dle zikona & 346/2003 Sb., CES 33.03.95 a CSN EN
62353/2008. V normach jsou stanovené piipustné hodnoty, které sterilizator musi
spliiovat. Pro unikajici proudy do zemé je povolena hodnota do 1000 pA. Krytem
mohou unikat proudy do 500 pA. Dale se méii prechodovy odpor mezi pfistrojem
a ptivodnim kabelem, pfipustna hodnota je do 0,3 Q.

Souc¢asti kontroly je také zhodnoceni funkcénich parametri pfistroje,
které zahrnuje celkovou mechanickou prohlidku pfistroje a funk¢énost vSech jeho ¢asti
tj. kontrola signalizace a ovladaciho zafizeni, kontrola té€snosti komory a tepelné
pojistky, kontrola vnitfniho teploméru a méteni teploty pii stanoveném programu.

Ve vystupnim protokolu se uvadéji nameétené hodnoty, a zda piistroj prosSel
kontrolou a je vyhovujici pro bezpe¢ny provoz. Dale se zde eviduji podminky méteni
(teplota, sitové napéti) a pouzité pfistroje ke kontrole s validaénim a kalibraénim
Cislem.

BTK se u novych pfistrojii provadéji jednou za rok, u star§ich typu je
vyzadovana kontrola jednou za pul roku. Vystupni protokol je archivovan po dobu

10 let.[7][18][19]
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7. Validace

Provadi se za Gcelem zjisténi GCinnosti sterilizace a zaruku, ze vyrobek bude
splnovat kritéria sterility. Normy pro validaci jsou EN ISO 14937, coz jsou obecné
pozadavky a EN ISO 17665-1 urcena pro parni sterilizaci.

Validace potvrzuje, Ze pfistroj trvale spliiuje podminky pro spravnou ucinnost
sterilizace. Proto validace vyrobku sestava i z pribézného monitorovani a zkousek.

(viz kapitola 5 teoretické Casti)

7.1 Instalacni kvalifikace (1Q)
Pfi dodani pristroje se kontroluji pfilozené dokumenty, instalace, spravné

napéjeni a celkova bezpecnost a funk¢nost pfistroje.

7.2 Provozni kvalifikace (QQ)
Prokazani vykonani definovaného sterilizaéniho programu dle nastavenych
parametri. Méfeni dosahovanych parametri se provadi tzv. naprdzdno. U parnich

sterilizatorii se kontroluje rozloZeni teplot, tlak a sytost pary.

7.3 Funkeéni kvalifikace (PQ)

Sterilni vyrobek musi vykazovat stanovenou hladinu steriliza¢ni jistoty (SAL)
1x10° dle normy CSN EN 556-1 (855255). Tato hodnota znamena pravd&podobnost
vyskytu jednoho Zivotaschopného organismu v 1 ze 10° vysterilizovanych polozek.
K tomuto testu se pouzivaji vhodné bioindikatory (viz kapitola 4).

Dalsi zplsob kontroly je méfeni fyzikdlni parametri, které maji splnovat
vyhléasku ¢. 306/2012 Sb. Provadi se u fyzikalni sterilizace (parni, horkovzdusna).
[71[18][19]
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8. Bakterie

Pro experimenty jsem zvolila bakterie dle Ceského 1ékopisu, rok vydani 2009.

8.1 Escherichia coli

Jeji bunéény obal je tvofen vrstvou peptidoglykanu, ktery je piekryt tenkou
membranou z liposacharidti. Dokaze ptezit bez piisunu kysliku. Bakterie je vsak velmi
citlivd na vlhkost. Pokud neni prostfedi, ve kterém Zije, dostate¢né¢ vlhké, buitka
vyschne.

Bézné se vyskytuje v travicim aparatu teplokrevnych zivocichti. Patii mezi
prvni prospésné bakterie, se kterymi se v nasem zivoté setkame, osidluje lidské stfevo
jiz par hodin po porodu. Pfitomnost E.coli je potiebna pro spravny proces traveni
Vv tlustém stfeveé. Produkuji spoustu chemickych latek napt. laktat, ethanol, oxid uhlicity,
vitamin K. PouZivaji se jako indikatory pro zjisténi fekalniho zneciSténi. Jejich
pfemnozeni nebo naopak absence v lidském organismu muze vyvolat zdravotni obtize.

Existuje n€kolik patogennich kment této bakterie, které mohou vyvolat vazné
zdravotni komplikace. Do lidského téla se dostanou s jidlem, a to nespravné omytou
zeleninou ¢i Spatné tepelné zpracovanym masem. Mohou zpisobit zanét zaludku,
infekci mocovych cest a pohlavniho ustroji, u novorozencti jsou piivodci meningitidy.

Infekcim zplGsobenym touto bakterii lze predejit dostate¢nou hygienou.
Po kazdém pouziti toalety bychom si méli umyt ruce mydlem a teplou vodou. Zeny by

mély dbat na hygienu intimnich partii.[20]
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Obrazek 8: Bakterie E. coli [23]

8.2 Pseudomonas aeruginosa

Tuto bakterii muzeme béZzné nalézt ve vodé, zeminé ¢i na lidské kazi. Jedna se
0 anaerobni organismus, avSak pfezije 1 v prostiedi s nizkou koncentraci kysliku. Jeji
kolonie osidluji pfirodni i umélé povrchy. Bunky produkuji barviva fluorescein
(zlutozelena barva), a pyocianin (modra barva).

Pseudomonas aeruginosa je pfirozené rezistentni na antibiotickou 1écbu diky
malé propustnosti gelového pouzdra buiiky. Obsahuje efluxni pumpy, pomoci nich se
zbavuje 1ékt, které by narusili jeji strukturu. Pokud pomoci tohoto mechanismu
zaznamenaji latku, ktera by je chtéla poskodit, vytvofi si na ni rezistenci a 1¢k se stava
neucinnym. Rezistenci mohou také ziskat, a to mutaci chromosomalnich genti

Pfi proniknuti do téla napadd vnitini orgdny a zpiisobuje vaZznad onemocnéni
(infekce plic, moCovych cest, ran), patii mezi hlavni pfi¢iny nosokomidlnich nakaz.
Tento stav muze vést k sepsi. NejcCast€jsSi misto vniku je pres kizi pii koupeli
na vetejnych koupalistich ¢i v 1dznich. Pfi kontaminaci v nemocni¢nim prostfedi mohou
vazné ohrozit pacienty sumélou plicni ventilaci. Velké komplikace vyvoléavaji
pacientim s cystickou fibrézou. Pacientim s timto onemocnénim se tvoifi nadmérné
mnozstvi vazkého hlenu v dychacich cestach, coz je idedlni prostfedi pro usidleni
bakterii a jejich mnozeni. Do téla se muze dostat pfes dlouho zavedené kanyly

¢i mocové katetry.[21]
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Obrazek 9: Bakterie Pseudomonas aeruginosa [24]
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PRAKTICKA CAST

1. Materialy a metody

Densi-La-meter Il — kurCeni zakalu roztoku (pouzit zakal 1 McF).
Optoelektronicky pristroj, ktery porovnava vstupni paprsek s vystupnim a na
zaklad¢ toho urci optickou hustotu suspenze.

Vortex MP 110 — pfistroj k promichdvani vzorkii pro ziskani homogenni
suspenze.

Flowbox Schoeller SafeFast classic — box s laminarnim proudénim slouZici
jako bariéra pfed vzdusnou kontaminaci, je urfeny pro praci ve sterilnim
prostiedi.

Sklenény lihovy kahan — k opalovani hrdel lahvi, nadob a nastroji, které byly
pouzity pro zpracovani vzorkd.

Kovova pinzeta, délka 12 cm — K pfenaseni testovaného materialu

Kovové ntizky, délka 12 cm — pouzity pro rozstiithani gazy na vzorky 2x2 cm.
Mikrovinna trouba Electrolux Returntable compact 800W — elektromagnetické
zafeni vyvijené timto pfistrojem jsme pouZili pro sterilizaci nekovovych
materiald.

Germicidni UVC lampa, vykon 30 W, vinova délka 254 nm (soucast flow boxu),
zivotnost 5000 hodin — slouzi k dezinfekci pracovniho prostoru v laminarnim
boxu. Lampa se zapina pied i po pracovnim vykonu pro zamezeni kontaminace
nasledné zpracovanych vzorkd.

Zatizeni na upravu vody, Typ: MID 10, piikon: 0,55 kW, vyrobni
¢islo:372/2012, Goro spol s.r.0. — vyvije¢ destilované vody. Upravena voda byla
pouzita pro piipravu zivnych ptd a kultiva¢nich médii.

Ethanol C,HsOH - dezinfekéni testovanych vzorku, Vpraxi se vyuziva
Kk osetfeni nastrojii, u¢inné likviduje bakterie a viry, uplatiuje se jako
konzervacni ¢inidlo v kosmetice a farmacii.

Dezinfekce Desident® CaviCide, SpofaDental — prostiedek s baktericidnim,
virucidnim, fungicidnim a tuberkulocidnim u¢inkem.

Sterilizacni sacky Septodont 51x241 mm
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e Horkovzdusny sterilizator HS 62 A
Vyrobni ¢islo: 871820
Technické parametry: napéti AC 220 V, frekvence 50 Hz, el.vykon
2,1 kVA
komora o objemu 60 litra s nucenou cirkulaci vzduchu
vnitini rozméry komory 27x53x41 cm

e Autoklav PS 20/A 7020
Vyrobni ¢islo: 89301
Technické parametry: napéti AC 220 V, frekvence 50 Hz, tlak 0,35 MPa,
el.vykon 2,1 kVA
Ptistroj obsahuje ukazatel teploty a tlaku. Nastavuje se pozadovana
teplota a Cas
Maly stolni parni sterilizator o objemu komory 20 litrt. K vyvoji pary
vyuziva destilovanou vodu ze zasobniku.

e Plasmovy sterilizator Laoken LK/MJG-100 — objem komory 100 litrd

Vyrobni ¢islo: 120809080003

1.1 Materialy k testovani sterilizaénich postupt

e Gadza - Sterilni kryti Steriluxg ES 10 cm>10 cm, Hartmann

e Hadice transparentni silikonovd 8/10 mm, délka 4 cm, teplotni stalost -60°C
az +200°C, Deutsch & Neumann GmbH,

e Sklenéna roztiraci ty¢inka o priméru 3,5 mm.

e Nesterilni EKG elektroda pé€nova kulata, 45 mm, Dahlhausen — material byl
zvolen k experimentim na zakladé pozadavku laboratore CXI a prof. Ing. Alese
Richtera, CSc. z Technické univerzity v Liberci pro doporuceni nejvhodnéjsi
metody dezinfekce (sterilizace) tohoto materialu.

e Navazovaci lzicka Kopist 140 mm
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1.2 Zivné pidy

Zpusob kultivace a zpracovani vzorkil jsem zvolila dle Ceského Iékopisu
(rok vydani 2009), ktery uvadi nejvhodnéjsi typy zivnych pud, optimalni dobu kultivace
a nasledné vyhodnoceni vysledkd.

Sterilizace médii probihala v parnim sterilizatoru — autoklavu PS 20/A Z020.

1.2.1 Soyabean Casein Digest Medium
Tekuté kultivaéni médium odpovidajici pozadavkim Ceského 1ékopisu, které ma

regeneracni schopnosti. Dochazi k opétovné aktivaci ¢astecné poSkozenych bakterii.

Slozeni (g/1): Enzymaticky hydrolyzat 17,0
Séjovy pepton 3,0
Chlorid sodny 5,0

Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,5

Dextrosa 2,5

pH pii25°Cje 7,3+£0,2

Vyrobce: Bio-rad

Exspirace: 10/2016

Ptiprava: 9 g s6jového média jsem rozmichala ve 300 ml destilované vody a pfi
teploté 121 °C po dobu 15 minut sterilizovala.

Pfipravené nadoby, které byly pfedem vysterilizované parni sterilizaci, jsem
naplnila 50 ml s6jového bujonu. Presné mnozstvi zivného roztoku jsem odméfovala
ve sterilnim odmérném valci a pied kazdym pielitim jsem hrdlo ozehla plamenem,
abych eliminovala moznost vzdusné ¢i jiné kontaminace.

Do naplnénych nadob jsem poté umistovala vysterilizované ¢i vydezinfikované

vzorky materiala
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1.2.2 Fyziologicky roztok

9% vodny roztok. Pomér 2,7 g NaCl pfidano do 300 ml destilované vody.

Fyziologicky roztok jsem pouzila pro fedéni bakteridlnich suspenzi E.coli
a P.aeruginosa o zékalu 1 McF tj. 3x10® bakterii v cm® inokula. Piesné urdeni zékalu

jsem provedla pomoci Densi-La-meteru II a referen¢niho vzorku.

1.2.3 Tergitol 7
Zivna pida uréena pro bakterie Escherichia coli. Pozitivni riist se projevi
zménou barvy média ze zelené na zlutou. Pfi mnozeni bakterie dochazi k fermentaci

laktézy a hodnota pH média se snizuje.

Slozeni (g/1): Masovy pepton 10,00
Kvasni¢ny extrakt 6,00
Masovy extrakt 5,00
Laktoza 20,00
Tergitol 7 0,10
Agar 16,00
pH pii 25°C 6.9 + 0.2

Vyrobce: HiMedia laboratories

Exspirace: 8/2016

Ptiprava: 17,15 g ptipravku jsem smichala s 300 ml destilované vody a pfi
teploté 121 °C po dobu 15 minut vysterilizovala. Nasledné jsem médium ochladila
na 45 °C, smisila s2,5 ml 1% roztoku 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu a nalévala

do sterilnich Petriho misek.

1.2.4 Plate count agar without dextrose

Standartni mikrobiologické médium vyuzivané ke kultivaci a pomnozovani

mikrobialnich bunék.

Slozeni (g/1): Zelatinovy pepton 10,0
Chlorid sodny 5,0
Glukoza 5,0
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Agar 15,0

pH7,2+0,2

Exspirace: 30. 3. 2018

Ptiprava: 6,3 g PCA jsem smichala s 300 ml destilované¢ vody a pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut vysterilizovala. Nasledné jsem médium nechala zchladnout na

teplotu 45 °C a nalévala do sterilnich Petriho misek.

1.2.5 CN agar
Specialni zivna puda pro bakterie Pseudomonas aeruginosa. Pozitivni rist se
projevi zménou barvy média z ¢iré na modrou V disledku produkce barevného

pigmentu pyocianinu.

Slozeni (g/1): Zelatinovy pepton 16,00
Cetrimid 0,20
Hydlolyzovany kasein 10,00
Kyselina nalidixova 0,015
Bezvodny siran draselny 10,00
Agar 13,00
Chlorid hotfecnaty 1,40

pH pti 25°C 7,1 £0,2

Vyrobce: Bio-Rad Laboratiories

Exspirace: 9/2016

Ptiprava: 12,65 g média jsem smichala s 250 ml destilované vody a pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut vysterilizovala. Nasledné jsem médium ochladila na 45 °C,

smisila s 2,5 ml glycerinu a nalévala do sterilnich Petriho misek.

1.2.6 STE Dulab 500-S
Tekuta pida podporujici rust B. stearothermophilus je urcena pro kontrolu
funkce steriliza¢niho pfistroje.
Slozeni (g/1): Enzymaticky kasein. hydrolyzat 10,00
Glukéza CL 97 5,00
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Myo — Inositol SIGMA 0,80

Riboza SIGMA 0,20
Fruktoza SIGMA 0,50
Bromkrezolpurpur DIFCO 0,04

pH6,9-7,0

Vyrobce: DULAB s.r.0

Exspirace: 10/2015

Ptiprava: Do kultivacniho média se prida 500 ml destilované vody, poté se 4 ml

média rozplni do zkumavek a vysterilizuje v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

1.2.7 SUB Dulab
Kultiva¢ni médium ur¢ené pro bioindikator B.subtilis, pomoci néhoz se
kontroluje spravna funkce sterilizdtoru. Médium je pfipraveno z ingredienci dle
ISO 9001:2000/EN 46001.
Slozeni (g/1): Pankreaticky natraveny kasein 17,0
Soéjovy pepton 3,0
Chlorid sodny 50
Hydrogenfosforecnan draselny 2,5

Glukoza 25

pH 7,3+0,2

Vyrobce: DULAB s.r.o

Exspirace: 10/2015

Ptiprava: PomnoZovaci plida se smisi s 1000 ml destilované vody a sterilizuje se

pii 121 °C po dobu 15 minut. Nasledné se 4 ml média steriln€ rozplni do zkumavek.

1.3 Pouzité bakterialni kmeny

Pro experimenty byly pouzity kmeny dodané Masarykovou univerzitou v Brng,
ato Pseudomonas aeruginosa, ¢islo Sarze 0307201421821 s datem exspirace 7/2016
a Escherichia coli, ¢islo sarze 2405201321193 s datem exspirace 5/2015.
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Kmeny jsou zakonzervovany v zelatinovych discich. Ptred jejich pouzitim je
nutné bakteriadlni kmen zaktivovat vyockovanim na PCA agar a ponechat v inkubatoru

pfi teploté 37°C po dobu 48 hodin.

1.4 Priprava inokula

Pro tucely experimentii jsem zvolila vys$si koncentraci inokula 1 McF
(3x10° bundk/cm®), aby p¥ipadny pozitivni rist byl dobfe znatelny. Z vyockovanych
bakterialnich ploten jsem sterilni ockovaci klickoue odebrala vzorek, ktery jsem smisila
se 100 ml fyziologického roztoku. Pro ziskani homogenni suspenze jsem inokulum
promichala pfistrojem Vortex MP 110. Optickou hustotu jsem uréila pomoci
Densi la meteru 11. Pozadovana hodnota optické hustoty se nastavi pomoci referenéniho
vzorku, u n€hoz je zakal piesné nastaven. Poté se do pristroje vlozi zkumavka se
suspenzi, u které chceme zméfit optickou hustotu.

Piistroj vyuziva princip spektrofotometrie, kdy prosvécovanim méfeného
vzorku svétlem o vinové délce 525 nm porovnava vstupni intenzitu s vystupni a z toho

nasledné urci koncentraci bunék v suspenzi.

Tabulka 3: Opticka hustota Densi-la-meter 11

Opticka hustota dle normy Koncentrace E.coli Teoreticka opticka hustota
[MCcF] [Pocet bun&k/cm?] (pfi 525 nm)

0,5 1,5 x 10° 0,125
1,0 3,0 x 10° 0,25
2,0 6,0 x 10° 0,50
3,0 9,0 x 10° 0,75
4,0 12,0 x 10° 1,0

5,0 15,0 x 10° 1,25
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2. Vysledky a diskuze

2.1 Predsterilizacni priprava

V této kapitole praktické Casti jsem se pokusila simulovat situaci, kdy dojde
ke kontaminaci materialu mikrobialnimi zarodky a nasledna dezinfekce neni adekvatné
provedena. Ovéfeni ucCinnosti dezinfekce vybranymi prostredky k likvidaci
mikrobidlnich zarodkd na zkontaminovaném materidlu. Dekontamina¢ni metody byly

na testovany material aplikovany bez nasledné mechanické ocisty.

2.1.1 Priprava vzorki

Vsechny vzorky byly zpracovany v pfedem vysterilizovaném laminarnim boxu
za pouziti sterilnich médii a vSech pomiicek. Box se pfed zacatkem i po skonceni prace
vysviti germicidni lampou, ktera je soucasti vybaveni pfistroje, a to po dobu 30 minut.

Pro docileni sterility a znemoznéni kontaminace jsem pied a po pouZiti nastroju
jejich konce (ptichazejici do styku se sledovanym materidlem) smocila do ethanolu
a ozehla nad plamenem.

Pied a po umisténi sdjového bujonu do kultivaéni nadoby se hrdlo oZehlo
plamenem, aby se docililo sterilniho pfeliti.

Kontrolni referen¢ni vzorky jsem zkontaminovala a vlozila do kultivaéniho
média. Tyto vzorky slouzi jako pozitivni kontrola pro kazdy sledovany material.
(j. vyhodnoceni, zda skute¢né doSlo ke spravnému zkontaminovani vzorku a také
ke zhodnoceni vysledné u¢innosti dezinfekce a sterilizace)

Na vzorek gazy (o rozméru 2x2 cm) jsem napipetovala 3uL suspenze z divodu
zachovani stejné kontaminace pro lepsi porovnavani vzork.

Silikonovou dutou hadicku, EKG elektrodu a sklenénou roztiraci ty¢inku jsem
uchopila sterilni pinzetou a ponofila do kadinky s bakterialni suspenzi do pfiblizné
2 centimetrti hloubky kapaliny. Kontaminovany material jsem lehce nechala okapat nad

kadinkou a umistila na Petriho misku.
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2.1.2 Pouziti Ethanolu

Gazu jsem oSetfila 1 postiikem ethanolu a nechala jsem jej pusobit po dobu
1 minuty. Poté jsem vzorek vlozila do nadoby se s6jovym bujonem.

Hadic¢ka byla oSetfena 1 postiikem z kazdé strany, nikoli z vnitiku. Po 1 minuté
jsem trubicku umistila do zivné pudy.

Sklenénou ty¢inku jsem OSetiila 1 postfikem z kazdé strany a po 1 minuté vlozila
do kultivacniho média.

Na EKG elektrodu jsem aplikovala 1 postiik ethanolu z obou stran, po 1 minuté

pusobeni jsem vzorek vlozila do s6jového média.

2.1.3 Dezinfekce Desident® CaviCide

Gazu jsem oSetfila 1 postiikem Desidentu a nechala jsme jej ptisobit po dobu
1 minuty. Poté jsem vzorek pomoci pinzety vlozila do kultiva¢niho média.

Silikonova duta hadic¢ka byla oSetiena 1 posttikem z obou stran, nikoli z vnitiku.
Ptipravek piisobil 1 minutu, poté byla hadicka pinzetou pfenesena do média.

Sklenénou ty¢inku jsem oSetfila 1 postiikem z obou Stran a po 1 minuté vlozila
do nadoby s Zivnou ptidou.

Na EKG elektrodu byl aplikovan 1 postiik z kazdé strany, po uplynuti 1 minuty

od oSetieni jsme elektrodu umistila do s6jového bujonu.

2.1.4 Mikrovinné zareni

Pro tento pokus jsem, jako generator mikrovinného zafeni, zvolila nejdostupné;jsi
zafizeni, kterym byl magnetron v mikrovinné troub&. Mikrovinou troubu jsem nastavila
na nejvyssi mozny vykon 800W, mikrovlny jsem na vzorky nechala ptisobit 3 minut.

Vzorky jsme umistili na sklenéné Petrihno misky. Po sterilizaci byly vzorky
neprodlené umistény do kultivaéniho média.

Tuto metodu nelze aplikovat na materidly, které obsahuji kovové ¢asti tj. EKG
elektrody. Mikrovlny interaguji s volnymi elektrony v kovu a zpisobuji zvySovani

teploty. Po dosazeni kritické hodnoty zac¢ne kov jiskfit a dojde k jeho destrukci.
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2.1.5 Germicidni UV zafreni
Kontaminovany materidl jsem umistila na sterilni Petriho misky a nasledn¢ jsem
vzorky vlozila do laminarniho boxu. UV svétlo o vinové délce 254 nm pisobilo po

dobu 30 minut ve vzdalenosti 60 cm od vzork.

2.1.6 Kultivace vzorku

Vsechny zpracované vzorky se pfed vyhodnocenim kultivovaly 7 dni pfi teploté
37°C, coz je idedlni teplota pro rist bakterii. Dobu kultivace jsem zvolila dle Ceského
1ékopisu. Rust E.coli a P.aeruginosa se projevi jiz po 48 hodinach. Pokud by ve vzorku
byly pfitomny dal$i mikroorganismy napt. kvasinky nebo plisné, jejich pfitomnost se

prokaze za 5 az 7 dni.

2.1.7 Hodnoceni vzorku
Po sedmi denni inkubaci jsem vzorky zhodnotila z hlediska zakalu s6jového
média, z ¢ehoz Ize urcit, zda jsou ve vzorku pfitomny néjaké mikroorganismy.

Pro vyockovani vzorkl jsem zvolila Zivnou piidu specidlné ur¢enou pro dany
typ bakterie Pozitivni rdst bun€k E.coli se projevi zménou barvy kultivaéniho média
Tergitolu 7 vlivem fermentace laktézy (snizeni pH), a to ze zelené na Zlutou.
(viz. Obrazek 10) Bunky P.aeruginosa obsahuji fluorescenéni barvivo, které zptsobi

obarveni CN agaru na modrou barvu. (viz Obrazek 11) Kultivace trvala 48 hodin.

Obrazek 10: Vyockovani vzorkt E. coli na Tergitol 7
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1. tadek — Gaza kontrola, mikrovlny, dezinfekce, 1ih, UV zatfeni
2. tadek — Trubicka (hadicka) kontrola, mikroviny, dezinfekce, lih, UV zafeni
3. tadek — hokejka (sklenénd tycinka) kontrola, mikroviny, dezinfekce, lih, UV

zafeni

P.aeruginosa produkuje modré barvivo pyocyanin. CN agar, ktery jsem pouzila pro
vyockovani, podporuje produkci pyocyaninu, v tomto piipad¢ indikatoru rastu

bakterie.

Obrazek 11: Vyockovani P.aeruginosa na CN agar

1. tadek — Gaza kontrola, mikrovlny, dezinfekce, 1ih, UV zatreni
2. tadek — Trubicka (hadicka) kontrola, mikroviny, dezinfekce, lih, UV zafeni
3. tadek — Hokejka (sklenéna ty¢inka) kontrola, mikrovinné zafeni, dezinfekce, lih,

UV zareni
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Escherichia coli

Vysledky vyockovani vzorkt Escherichia coli na Tergitol 7

- pfitomnost E.coli

Tabulka 4: Vysledky dekontaminace gazy E. coli

nepfitomnost E.coli

Gaza
Mikrovinné
Kontrola UV zéfeni Ethanol Dezinfekce zafeni
~ (]
% (] (]
E (] (] (]

Pro tento experiment byla pouZita gaza, kterd sestava z vice vrstev. UV svétlo

proniklo pouze prvni vrstvou materialu, tudiz tato metoda nebyla Gi¢inna.

Ethanol a dezinfekce Cavident byly aplikovany stejnym zptusobem (viz kapitola

2.1 Piiprava vzorkll Vv praktické c¢asti), avSak ucinnost byla rozdilna. Dezinfekéni

prostfedek ucinkoval pouze u jednoho vzorku, naproti tomu ethanol byl aspésny u dvou

vzorkl ze tii. Dtivod netspéchu u jednoho vzorku mize byt Spatnd davka (nedostate¢né

mnozstvi) piipravku Cavident na material. Mikroviny eliminovaly celou populaci

mikroorganismu. Nejvhodnéjsi metody oSetfeni gazy jsou mikroviny a ethanol.

Tabulka 5: Vysledky dekontaminace sklenéné ty¢inky E. coli

Sklenéna ty¢inka

Mikrovlnné

Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zareni

[
N~

2 O
(@)]
o

[ [

Sklenéna ty€inka je zneporézniho hladkého a katalyticky indiferentniho

materialu. Dezinfekéni ptipravky se na skle Spatn€ uchytévaly a stékaly dold, proto bylo

jejich ptisobeni zna¢né omezené.
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Na zéklad¢ téchto vysledki doporucuji pro sterilizaci skla mikrovinné zareni.

Tato technika zlikvidovala mikrobialni bunky u vSech testovanych vzorki.

Tabulka 6: Vysledky dekontaminace silikonové hadi¢ky E. coli

Silikonova duta hadicka

Mikrovinné
Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zafreni
N~
o
I
2 (] [

U tohoto materialu hraje velkou roli prifez a tvar (dutina). Pro experimenty jsem
zvolila pomémné Sirokou trubicku, aby byla VéEétsi pravdépodobnost ucinnosti
dekontaminacnich prostiedk.

Neuspéch metod je zdivodu Spatného pronikdni dezinfekénich Ccinidel
do hadicky. Mikrovinné zatfeni neproniklo pfes vrstvu silikonu do dutiny vzorku,
interagovalo pouze s bakteriemi, které byly vné hadi¢ky nebo po obvodu dutiny.

Pro dekontaminaci dutych ptedmétti bych doporucila mikrovinné zateni. Zatreni

bych vsak nechala ptisobit delsi dobu, aby bylo docileno vétsi ti¢innosti.

Tabulka 7: Vysledky dekontaminace EKG elektrody E. coli

EKG elektroda
Mikrovlnné
Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zareni
- X
S X
=
= [ X

Pii oSetfeni UV svétlem a ethanolem doSlo k poruSeni lepivé vrstvy mezi
pénovym povrchem a folii, kterd chrani kovovou elektrodu. Mikrovinné zafeni nelze na
EKG elektrody aplikovat, protoze obsahuji kovové ¢asti.

Dezinfekce sice nebyla natolik ucinna, aby zlikvidovala vSechny bakterie

na povrchu elektrody, avSak nijak material neposkodila. Neucinnost dezinfekéniho
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prostiedku piisuzuji vysoké bakterialni kontaminaci elektrody. Navzdory tomu bych pro

dezinfekci tohoto materidlu zvolila ptipravek na bazi kyseliny peroxyoctové napf.

Vv mych experimentech pouzivana dezinfekce Cavident.

Pseudomonas aeruginosa
Vzorky, které byly zkontaminované touto bakterii, jsem vyockovala na CN agar,

specialni zivnou pidu pro P. aeruginosu. Médium podporuje tvorbu pigmentu

pyocianinu — modra barva.

Eme piitomnost P.aeruginosa

Emmme piitomnost P.aeruginosa, slabé zeleny pigment

mmmmm nNepiitomnost P. aeruginosa

Tabulka 8: Vysledky dekontaminace gazy P. aeruginosa

Gaza
Mikrovinné
Kontrola UV svétlo Ethanol Dezinfekce zafeni
_ (] (] (] (] —
% (] (] (] L ]
5 (] (] = . —

Pfi aplikaci mikrovin se jeden vzorek vznitil. NejspiSe doSlo k vyssi tepelné

zatézi. P. aeruginosa ma kolem své buiiky gelové pouzdro, elektromagnetické vinéni

muselo proniknout pfes ochrannou bariéru bakterie. AvSak mikrovinné zatfeni

znesSkodnilo bakterie u vSech vzorku.

Zvysledkli lze usoudit,

pro dekontaminaci tohoto materialu.

o1

ze mikrovinné zéafeni je nedcinngjsi

metoda




Tabulka 9: Vysledky dekontaminace silikonové hadi¢ky P.aeruginosa

Silikonova duta hadicka
Mikrovinné
Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zareni
_ [I— [I— (I e [I—
% e e e e ]
5 [I— [I— (I e —

Dezinfek¢éni prostiedky reagovaly s bakteridlnimi builkami a cCastecné je

poskodily. Po vloZeni do s6jového bujonu se bakterie zregenovaly a zacaly byt znovu

aktivni. To zptsobilo slabé zabarveni vzorkda.
Pro tento typ materialu je vhodna dezinfekce prostiedkem na bazi kyseliny

peroxyoctové. Pripravek eliminuje bakteridlni populaci na vzorku silikonové duté
hadic¢ky, pfi niz§i koncentraci bakterii by zfejm¢ pisobil Gc€innéji. Dale bych pro
dekontaminaci dutych pfedméti doporucila mikrovinné zéfeni, kde bych volila delsi

expozi¢ni dobu, aby bylo docileno vétsi ucinnosti.

Tabulka 10: Vysledky dekontaminace sklenénych ty¢inek P. aeruginosa

Sklenéna ty¢inka

Mikrovinné
Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zafeni
_ [I— [I— (I (I —
% [I— e (I  — —
5 E— E— E— E— —

UV svétlo, ethanol ani dezinfekce nebyly vtomto experimentu uspésné.
Mikroviny zni¢ily mikrobialni kontaminaci na sklenéné ty€ince ve vSech ptipadech.

Lze tedy fici, Ze mikrovinné zafeni aplikované na testované vzorky je nejvhodnéjsi

metodou sterilizace.
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Tabulka 11: Vysledky dekontaminace EKG elektrod P. aeruginosa

EKG elektroda

Mikrovlnné
Kontrola uv Ethanol Dezinfekce zafeni
O O O [ X
s
= O O O . X
prd
© O O O O X

UV svétlo bylo jednozna¢né nejucinnéjs$i metoda, bohuzel elektromagnetické
zateni porusilo lepivou vrstvu mezi pénovym povrchem a ochrannou folii, elektroda
jiz nelze znovu pouzit. Stejnou reakci vyvolal i ethanol.

Proto bych pro dezinfekci EKG elektrod volila dezinfekéni prostfedek na bazi
kyseliny peroxyoctové, ktery neposkodi povrch elektrody.

2.1.8 Zhodnoceni vysledki

Predsterilizacni pfiprava a dezinfekce neodmyslitelné patfi mezi techniky,
kterymi bojujeme proti mikrobidlnim nakazam. Snaha byla zlikvidovat vsechny
mikroorganismy nebo alesponl sniZit jejich populaci na minimum, coZ se podafilo jen
u malého poctu testovanych vzorki/metod. Neucinnost aplikovanych metod ptikladam
vysoké kontaminaci materialti a délce kultivace testovanych vzorki, mikroorganismy
mély dostate¢né dlouhou dobu se zregenerovat.

Hlavnim divodem netc¢innosti dezinfekénich prosttedkll (Cavident, ethanol) je
nepouziti mechanické ocisty, pfipravky stékaly po povrchu a neptisobily stejnomérné,
proto jejich uspé$nost nebyla vysoka. Pokud se dezinfekéni piipravky aplikuji
na material bez nasledné mechanické ocisty, jejich ucinky se vyrazné snizuji. Souhra
postupt je velmi dilezitd. Diky mechanické ocisté se ptipravek lépe zapracuje

do materialu a zasahne do vSech mist na povrchu.
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UV =zafeni nepronikne ptekdzkami, nejvétsi uplatnéni mé pii dezinfekei
povrchd. Mikrovinné zafeni bylo v experimentech prokazatelné nejucinngjsi. Je to
zpusobeno tepelnym zahtivanim cytoplasmy. Bunky jsou mikrovlnami zahtivany
zevnitt, dochazi k naruSeni buncécéné integrity a nésledné destrukci bunécéné stény.
Aplikace mikrovln je vhodna pro nekovové povrchy bez dutin. Zvysena pozornost by se
méla vénovat hoflavym materialim (napf. textiliim), protoze vysoka teplota muze

zpusobit jejich vzniceni.

2.1.9 Sumarizace vysledku

Sumarizace vysledk je uvedena v grafu ¢. 1, ktery shrnuje pusobeni
jednotlivych metod na testovany material. Na ose y je znazornéno, u kolika vzorki (t;.
triplikat) se projevil pozitivni rast bakterie E.coli. Hodnoty v grafu uvadéji pozitivni

nalez bakteridlni kontaminace v testovanych vzorcich po 7 denni inkubacni

kontaminaci.
Pozitivni rist E.coli na vzorcich po pouZziti
dekontaminaénich metod
3
5 m Kontrola
m UV zareni
1 Ethanol
m Dezinfekce
0 m Mikrovlnné zafeni
Gaza Sklenéna Silikon. EKG
ty¢inka Hadicka  elektroda
Graf 1: Pozitivni rust E.coli na vzorcich
Tabulka 12: Sumarizace vysledkt kontaminace E.coli
Kontrola UV zafeni Ethanol | Dezinfekce | MikrovInné zafeni
Géaza 3 3 1 2 0
Sklenéna
tyCinka 3 3 3 3 0
Silikon.
Hadicka 3 2 3 3 2
EKG
elektroda 3 2 3 3 X
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Tabulky 12 a 13 znazornuji Cetnosti vyskytu bakterialni populace ve vzorcich,
které prosly dekontaminacnim procesem.

Graf 2 zobrazuje pusobeni dekontaminaénich metod na vzorky, které byly
kontaminované bakterii P.aeruginosa. Jedna se o shrnuti hodnot z tabulek 8 — 11.
Graf zobrazuje hodnoty, pocet kontaminovanych vzorkli ze vSech testovanych vzorka
(tj. triplikat) po 7 denni inkubac¢ni dobg¢.

Pozitivni rist P.aeruginosa na vzorcich po pouZziti
dekontaminacnich metod

3
o LN | _ = Kontrola
m UV zafeni
1 - [ | = Ethanol
m Dezinfekce
0 L m Mikrovlnné zafeni
Gaza Sklenéna Silikon. EKG
ty¢inka Hadicka  elektroda
Graf 2: Pozitivni rust P.aeruginosa na vzorcich
Tabulka 13: Sumarizace vysledkd kontaminace P.aeruginosa
Kontrola UV zafeni Ethanol | Dezinfekce | Mikrovlnné zareni
Gaza 3 3 1 2 0
Sklenéna
ty¢inka 3 3 3 3 0
Silikon.
Hadicka 3 2 3 3 2
EKG
elektroda 3 2 3 3 X
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2.2 Sterilizace

2.2.1 Predsteriliza¢ni dekontaminace
e Chirosan plus 0,5% — piipraven 1% koncentrace, 1g rozpustén ve 100ml sterilni
destilované vody, po 15 minutové aktivaci je pfipraven k pouziti.

e Detergent — prostiedek na myti nadobi Jar 500 ml.

2.2.2 Testy sterilizatoru

Sterilizaéni testy musi prokézat, Ze sterilizaéni proces zneskodnil 10° populace
bakterii na testovacim prouzku.

Biologické testy prokazaly spravnou Gc¢innost pfistroje. Pro kontrolu pfistroje
PS 20/A Z020 byly pouzity 2 ampulky s bioidinkatorem G. Stearothermophilus, sarze
GS 14/1B ZU Usti — Plzet, exspirace 31. 3. 2015

Obrazek 12: Vyhodnoceni bioindikatoru z ptistroje PS 20/A 2020

Do steriliza¢ni komory jsem umistila 2 biologické indikatory (prouzky), a to do

vvvvvv

komory. Zvolila jsem program pii teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut. Poté jsem vlozila
testovaci prouzky do zivné pady STE DULAB 500-S — médium uréené pro kultivaci
biologickych indikatort.
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Bioindikatory se inkubuji 48 hodin pfi teploté 55 °C. Na obrazku ¢. 8 lze vidét
vyhodnocené biologické testy. Na laboratornim stojanu jsou vlevo umistény zkumavky
s testovacimi prouzky, které prosly sterilizaci. Napravo od téchto zkumavek je
zkumavka s aktivnim bioindikatorem, kde zivna puda zménila barvu z fialové na zlutou
z davodu snizeni pH.

Pro dalsi kontrolu jsem do sterilizacni komory vlozila TST testovaci Stitek,
ktery pti spravné sterilizaci zméni barvu ze zlut¢é na modrou vlivem ptlisobeni

steriliza¢niho média.

Pro kontrolu pfistroje HS 62 A byly pouzity 4 ampulky s bioindikatorem
B. Atrophaeus, $arze BA 14/2A ZU Usti — Plzen, exspirace 31. 3. 2015.

Obrazek 13: Vyhodnoceni bioindikatoru z ptistroje HS 62 A

Testovani horkovzdusného sterilizatoru probihalo obdobné¢ jako u parni
sterilizace. Jelikoz je komora pfistroje vétsi, pouzila jsem 4 bioindikatory.

Pozitivni rist B. Atrophaeus se projevi utvofeni ,,prstence” na povrchu zivné
pudy, ktery je znatelny na vzorku umisténém vlevo na stojanu. Tento bioindikator
neprosel sterilizacnim procesem a slouzi jako kontrolni vzorek, Ze testovana bakterialni

populace byla aktivni (tj. ziva).
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2.2.3 Priprava vzorki
V tomto experimentu jsem se co nejvice chtéla pfiblizit metodice, ktera
se pouziva v praxi. Testovany materidl byl zpracovan v laboratornich podminkach,
dodrzovala jsem pravidla aseptické prace. Materidl jsem zkontaminovala bakteridlni
suspenzi a nasledné omyla vodou s detergentem. Poté jsem vzorky ponofila na 15 minut
do Chirosanu plus. Po uplynuti této doby jsem nastroje omyla pod tekouci vodou,
osusila a vlozila do obalu, které¢ jsou urceny pro parni a horkovzdusnou sterilizaci.
e U horkovzdusného sterilizatoru jsem zvolila expozi¢ni ¢as 60 minut
pfi teploté 160°C.
e Parni sterilizaci jsem provadéla po dobu 15 minut pfi teploté 121°C.
e Sterilizace plazmou probihala pfi kratkém cyklu tj. 10 minutova
expozice.
Horkovzdu$nou sterilizaci jsem neaplikovala na EKG elektrody, jelikoZz jsou

tepelné nestabilni a mohlo by dojit ke vzniceni.

2.2.4 Kultivace vzorku

Material jsem po sterilizaci umistila do kultivaéniho média a pfi teploté 37 °C
nechala kultivovat 7 dni. Dobu kultivace jsem zvolila dle Ceského 1ékopisu. Piitomnost
bakterii E.coli a P.aeruginosa je zjevna jiz po 48 hodinach. Vyskyt dalsich

mikroorganismu (napf. kvasinky nebo plisné) se projevi za 5 az 7 dni.

2.2.5 Vyhodnoceni vysledk
Escherichia coli
Vysledky vyockovani vzorkti Escherichia coli na Tergitol 7

- pritomnost E.coli @ - nepritomnost E.coli

Tabulka 14: Vysledky sterilizace Navazovaci 1zicka E.coli

Navazovaci 1zi¢ka

Kontrola Parni sterilizace Horko_v_zdué,né Plazma

sterilizace
~ [ ] [ ] [ ]
% [ [ ] [
2 — — —
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Tabulka 15: Vysledky sterilizace EKG elektroda E.coli

EKG elektroda
Horkovzdusna
Kontrola Parni sterilizace sterilizace Plazma
~ — X —
% — X —
et I— X I—
Pseudomonas aeruginosa
Vysledky vyockovani vzorka P.aeruginosa na CN agar
Eme piitomnost P.aeruginosa
mmmmm nepiitomnost P. aeruginosa
Tabulka 16: Vysledky sterilizace Navazovaci 1zi¢ka P.aeruginosa
Navazovaci 1zicka
Horkovzdusna
Kontrola Parni sterilizace sterilizace Plazma
_ [I— — — —
% [I— — — —
% [I— — — —
Tabulka 17: Vysledky sterilizace EKG elektroda P.aeruginosa
EKG elektroda
Horkovzdusna
Kontrola Parni sterilizace sterilizace Plazma
_ — (— X (—
S — — X —
5 ] — X —

Vsechny testované metody prokazaly stoprocentni ucinnost na vsech vzorcich

(tj. v triplikatu) a také u obou typu bakterialni populace. Parni a horkovzdusna
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sterilizace jsou samy o sob¢ ucinné. Predsterilizacni pfiprava je v procesu
dekontaminace materidlu nutnym dopliikem, aby byla zaruCena nejvys§i mira
spolehlivosti sterilizaéniho procesu.

Horkovzdusna sterilizace nebyla aplikovana na EKG elektrody (v tabulkach 14
a 15 oznafeno jako ,,X“) vysokad teplota by mohla zpisobit tepelnou destrukci
(zahoteni) vzorkd. Pouzitim parni sterilizace zménily elektrody svou strukturu, vysoka
teplota poskodila jejich integritu. Sterilizace plazmou je Setrnd metoda, avsak i tento

proces zpusobil strukturdlni zmény na elektrodé.

Laboratorni kovové navazovaci 1zicky jsou vyrobeny ze stejného materialu, jenz
se pouziva pro lékaiské nastroje. Castym pusobenim sterilizaénich médii jejich
zivotnost klesd. Horky vzduch pfispivd ke korozivni degradaci materidlu. VSechny
pouzité metody byly srovnatelné G€inné, Zadna z nich neptisobila na testovany material

destruktivné.

2.3 Likvidace odpadu

Prace v mikrobiologické laboratofi vyZzaduje zvlastni zachazeni s infekénim
materidlem, a to jak pro vlastni ochranu pracovnikii, tak i pro ochranu pracovniho
prostiedi.

Likvidace mikrobiologického materialu se provadi dle pokyni pro zachazeni
s biologickymi latkami. Kultury mikroorganismii na pevnych a tekutych mediich
(Petriho miska, zkumavka, jednorazové pomicky) se po ukonceni prace soustiedi do
mraziciho boxu. Odpad nésledné likviduje specializovana firma.

Zkontaminované nadobi a pomicky jsem nejprve dekontaminovala Savem,
autoklavovala a nasledné omyla v roztoku s detergentem. Poté jsem predméty oplachla
vodou a destilovanou vodou. Takto pfipravené nadobi se susilo pfi teploteé 121 °C po

dobu 30 minut a dale sterilizovalo horkym vzduchem.
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3. Zaveér

Cilem této bakalarské prace bylo ovéfit sterilacni techniky pouzivané
ve zdravotnictvi a jejich vhodnost pouziti na rizné typy materiala (sklo, kov, plast,
polyetylen, tkanina). Experimenty bylo ovéfeno, jak dulezita je v predsteriliza¢ni
ptipravé mechanicka ocista. Uinnost dezinfekénich prostiedki se vlivem nepouziti
mechanické ocCisty vyrazné snizuje. Nepouzitim mechanické ocisty jsem chtéla
simulovat stav, kdy mize dojit ke kontaminaci pomicek ¢i materidlu nestandartnim
postupem zdravotnickym personalem. Z tohoto divodu je dodrzovani ptredepsanych
postuptl dekontaminace materialu klicové.

Stoprocentni uc¢innosti sterila¢nich metod (parni, horkovzdu$na a plazmova
sterilizace) jsem docilila souborem dekontaminacnich postupt, kterymi jsem podpofila
ucinky steriliza¢nich médii.

Soucasti prace bylo taktéz nalezeni nové metody sterilizace elektromagnetickym
zatenim. Tento cil byl splnén, byla nalezena nova technika sterilizace pomoci
mikrovinného zéfeni. V experimentech bylo pouZzito zafeni generované magnetronem
mikrovinné trouby (dostupny a levny spotiebi€). Mikrovinné zateni zplsobi
desintegraci buné€k vlivem tepelného zahtivani bunééné cytoplasmy.

V porovnani s ostatnimi metodami lze usoudit, ze mikrovinné zafeni ma velice
dobré sterilaéni u¢inky na riznorody material (tkanina, sklo), avsak pfi aplikaci na duté
materidly jeho uUc¢inky klesaji, do budoucna by bylo vhodné otestovat také delsi
expozicni ¢asy, pfipadné jiné varianty experimentu.

Metoda sterilizace mikrovinnym zafenim je levnd a rychld, lze vyuZit bézné
dostupné generatory zafeni. Nevyhodou této metody je omezeni pouZiti na kovovy
material, ktery pii interakci S mikrovinnym zafenim jiskii. ZvySend opatrnost by se
méla vénovat hoflavym materialim, vysokd teplota by mohla zptlisobit vzniceni
sterilizovaného materialu.

Pii experimentech bylo pouzito mikrovinné zareni o frekvenci 2,45 GHz
a vlnové délce 0,122 m, expozice trvala 3 minuty. Zvolena intenzita pole byla G¢inna na
mikroorganismy, které¢ byly umistény na tkanin€ a skle, a to ze 100%. Zatfeni pfitom
neposkodilo testovany material. Niz§i G¢innost (pouze 30%) byla zaznamenana na
dutém materialu, proto by bylo vhodné upravit dobu expozice ¢i vinovou délku zéteni,

aby se docililo vy$s$i uc¢innosti i pro tyto typy materiald (duté predméty apod.).
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Kdybychom na vzorky aplikovali pole s vyssi intenzitou, mohlo by, vlivem vysoké
teploty nebo dlouhé doby expozice, dojit k poskozeni materialu.

Dalsi navrhy na rozsifeni prace jsou napiiklad vyzkum vlivu mikrovinného
zéaieni na bakterialni biofilm, ktery je obecné¢ mnohem vice rezistentni nez samotné
bakterie nebo také vliv na jiné druhy organismii (dal$i druhy bakterii, rostlinné buiiky,
tkanové buiky, kostni bunky). V dalsi praci bych se chtéla zamétit na vyzkum plisobeni
mikrovinného zafeni na bakterie, a detailnéji identifikovat za jakych podminek je

sterilizace nejucinné;si.
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PFilohy

Priloha A — Protokol 0 zkousce u¢innosti sterilizatorti bioindikatory

i T ZKOUSKA UCINNOSTI STERILIZATORU
Krajska nemocnice Libereg, as. POMOCI BIOLOGICKYCH TEST0
wmoowtl&a.,i@g&w& novsocnice Tuamor

RS
Liberec, Husava 10 addéleni a mistnost PouZité biologické testy
Vyrobce: pocet:
Exspirace testi:
PouZité chemické testy
Vyrobce: pocet:
Exspirace test:
Test po sterilizaci
vyhovuje: = ano ne
Druh pfistroje: Vyrobce: Typ: Vyrobni cislo:
Druh zkousky: Po instalaci Vsazka: 1/4 1/2 3/4 11
Periodicka
Mimetddna
Po opravé
Objem komory: vypis &islo Sarze:
Spusténi sterilizatoru cas: dosazené parametry (teplota, tlak, podtlak):
Program sterilizace:
Kontrolu provedia dne: jméno a padpis:
Vvysledky biologickych testii: zakresleni umist&ni testii a teploméri v komote:

Vysledek kantrolniho testu:

Zaveér:

Piistraj zkou¥ce bioindikatory VYHOVUIE a MUZE byt pouZivan

Pfistroj zkouSce NEVYHOVUIE a NESMI BYT POUZIVAN do dal3i zkousky
NavrZena opatfeni pfi nevyhovujici zkousce:

Vyhadnocenf provedla dne: jméno a podpis:
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