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Standardni metody bpro testovidnl dezinfekinich prostiedks
jsou urdeny k stanoveni baktericidnich a tekieriosteticikych
viastncsti téchto ldtek v habDrﬁLOTPlch podminkdch. Jsou uxdeny
tém pracov1st1m hyglenLOK slugby i vvykumnxv LaL:ratofﬂm jinﬁoh
ingtituci a vyrobnich podnikll, kiexé sge zabfvajl hodnocenim de-
zinfekdnd u01nnost¢ ohemw,kqu 1étek, TUvedenéd metody joou me o=
demi volby, umoznugl zofaoovan dané problematily z riznych hlee
disek & podle moZnosti uzivetele

Jednotlivé metocy JSOH ur eny jednak pro hodnoceni 0921n~
fekéni Uclinnosti p¥ip avxu pou % vanvcn ve Z\rﬂVDtthKyPh zeldl-
zenich ve formé pracovnlcn i origlnylm“u roztokld 2 substarn 01,
Jednak pro hodnoceni ddinnosti novyeh virobkd, event. experimen~
tdlnich vzorkﬁ doddvanych vyrobniml podnily.

Laboratore hygienic ké gsluzby votPebuli pro rutinal kon=
trolu Lvallty dezinfekdnich roztsi? JOQZ;,ahyuu ve zdravotnickych
zatizenich jednoduchou metodu. Temu poZedavku vyhovuje modifi-
kovand kvalitativnl susneﬂqnl me oﬂa Te uj cnodugendn proveﬁanz
kterd dovoluge redukovat vybér teatoy TEC fch wikrobl i podey kone
V
i
7

-

centraci a exposic na mnozssvi uﬂo & pro brdci v terédnu (4s2 255
Zékladni pozadavxy ne standardni pZ 1avu mikrobidind suspense,

kultivaci i Zivné pd&dy zletdveji nezménény.

S(D

Zvlagtnd postupv pro hodncceni dezinfek¢ni ddinnosti 14~
tek existuji v mnohe ”emwoh v rézném rozgahus Cestc Jjsou rizné
spe01f1kovane, re nri urcanc jen pro ndékteré typy piripravkid nebo
nekteré zplsoby pouZiti. Velmi podrobne jsou zprac 0VANY né pre
metody Deutsche Ges sellachaft fir Hygiene und Mikrobiologie IDGEM'
které Jsou vZdy po ndkclika letech novelizovdny v souladu g vyse

ledky vyzkumu,.

Centrdlni védecho~v§2kumny Ustav dezinfekee & mteriliza~
ce (VNIIDIS) v Moskvé pFripravule ve spoluprécﬁ g ostatnimd st~
ty RVHP soubor metodik, k*@r obsdhne danou problematiku zcels
vycerpavaalclm zpuqOﬁpma Kronfé rdnoduch"“h szrnn;n zovyceh metod

%
§ v

"l‘

hodnoceni dezinfekdni udinn oetd bude obsahovat ké toxikolo gﬂew
ké kriteria pro zavadéni pFiprevid s testy pro vqe s 7pi 10 by
pou21t1 v praxi. Metodiky budou v Jadru vvcmazeﬁ z postupl po-
uzivanych v SSSR a bu 1dou copinﬁro vhodnimi metodaml denotl¢vvcb
zemi RVHP, Jejich pouZivédni bude zévazné pro ziskivdnl Gdejd o
novych dezinfekénich nrlpr9v0¢cug h bude,ﬁfed)ok d pIro

’(

“ ]

gpoledné pou21vanl v zemich RVHP. re. n at me =
todik se predpoklada po r. 1985, pek bude wmplikove; nege

podminky. Do té doby je ﬂJZfO pougzivasr zde pPfedioiend stendard=
ni metody. PPi Jejich sestaveni ;,ww hazeld metod pouzivae
nych v lesboratori dezinfexce v IIE covall & mo=
difikovali na zakleoo metod DGIM el, kiteréd vyplynuly

Z opakovanych recensd proved@nrcr “chﬂfiw odbornlwy CSD v tombo
oboru, Pfedpokladeeg e se nebudou pods LE1] onedné«
ho- znéni metod RVHP. Soubor metodlk zpro c: &neif104

s ? '
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2. Faktory ovliviujici dezinfekdni proces,

00 G cn Bt B B D B A DD ) k8 et . Send it T G G i G B il

Dezinfek&ni proces ovlivauje PYads fysikédlnich a chemickych
faktorl: teplota, vlihkost, koncentrace dezinfekdni latky a doba
jejiho pusobeni, prostiedi, ve kterém dezinfekce probihd, den-
sita mikrobl, entimikrobni spektrum pFipravkd,

Vliv téchto faktord ne prib&h dezinfekce je cherakteri-
zovin t.zv. koeficienty, Nejdast&ji jou pousividny koncentradni,
teplotnf a bilkovinny koeficient,

Tyto koeficienty je treba stanovit zejména u novych pHi-
pravkld, protoZe jejich znalost je pro praektické hodnoceni dezin-
fekénich vlastnosti velmi vyznemnd. X jejich stanoveni se PO~
uZivé suspensni metoda (4e2.)e

2,1. Koncentracni koeficient énl vyjed¥fuje zdvislost ddinnosti
latky na” jeji koncentraci a Udavd zminy rychlosti Gdinku dezipe
fekini létky v souvislosti se zm&nou koncentrsce. Je~li koncen-
tracni koeficient vysoky, mohou mit i malé zmény v koncentreci
za nésledek velké vykyvy v G8innosti ldtek. Pomér mezi koncen-
traci a Casem pot¥ebnym k dezinfekei se vyjadruje logaritmicky:

log t2 = log tl log tB - log tz
nl TN o s st e mn i v e e oo e W . aan cmee W e _n,z T e ke e o e et s o v o e o dne sk o

log Cl - log 02 log 02 -~ log 03
etds pro keZdou dvojicl koncentraci v serii pokusd., 7 visledki
se stanovi primérnd hodnote n. Vztah mezi koncentraci & expo-

siéni dobou je pak ddn obecnd vzbtahem

konstq = Cn . -b

(pPiklad: €=1, zdvojndsobenim koncentrace se Gdinek latky zvysd
2x (CR = 21) g exposici je mo¥no sni¥it na polovinu.

2e24 Teplotni koeficient: Zékladnim faktorem ovliviujicim pri-
béh hynuti mIK¥obi je teplotg. Zvydovinim teploty se urychluji
chemické reakce, které ovlivhuji dynamiku dezinfekce, Urychleni
dezinfekéniho procesu se stoupajici teplotou kolisd podle druhu
dezinfekiniho prost¥edku i podle poufitého mikroorganizmu. NEk-
teré létky, které jsou neddinné p¥i normdlni teplotd, mohou mit
za zvySené teploty letdlni dlinky (ne p¥., nékterd detergenty).
Meximdlni zvysSeni teploty dezinfekdniho roztoku je ddno hodnotou,
pri které se pouZity piipravek rozklddd, Na p¥, jodofory se. roz-
klddaji p¥i teploté nad 35°C, u chlorovych preparitt dochizi p¥i
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zvyBeni teploty k rychleiSimu uvolnovani chloru do ovzdudi,
T%plota nad 50°C plsobl na vétdinu vegetativnich mikrobd letdlns.,
Vztah mezi ddinkem a tepiotou vyjad¥uje t.zv. teplotni koefi-
cient, Jeho hodnoty joou pro jednotlivé chemicks I3TEKy rdzné

a kolisaji i s druhem mikroba. Ukazuji, jak rychle se méni dGdéie-
nek latky se zménou teploty. Teplotni koeficient zjistime stano=-
venim exposice nutné k usmrceni dvou sgtejnych ddvek kultury,
vystavenych stejnym koncentracim zkouSeného prost¥edku pFri riz
nych teplotdch, '

(Prikled: v dané koncentraci usmrti dezinfele¢ni 1litka mikrobs
pri teploté 22°C za 30 min. e pgi teploté 37°C za 5 min, Teplot-
ni koeficient pro rozmezi 22-37°C se vypodlte:

30 s 5 =6

Pro ka¥dy stupem daného teplotniho rozmezi (t.j- 15°¢) se vypod=
te TK takto:

108 8. - 0,0518
15

Pfisluéné éislo k tomuto logaritmu je 1,127 pro keZdy °¢ a zname-
néd o kolik se zméni exposice p¥i zméné teploty o 17C.

U létek

nizkym teplotnim koeficientem lze pFedpoklédat
pouzitelnost v g

8
$irdim teplotnim rozmezi,
2.3, Bilkovinng koeficient: P¥itomnost organickych ldtek ovlivnuje

G3inek chemickyeh dezinfekdénich prost¥edki. Mechanismus tohoto
pisobeni je sloZity, zdvisi na sioZeni dezinfekéniho prostredku
i na typu organické ldtky, Organickd hmote miZe reakci s dezin-
fekdnim prostiedkem vytvaret sloudeniny mdlo rozpustné nebo méné
toxické ne? je samotny dezinfekdni prost¥edek. Tim mlZ%e byt ze-
s{lens mechenickd ochrena mikrobi nebo sniZena koncentrace udin-
né létky. Pro stav, v jekém se mikrob nachézi béhem plsobeni de-
zinfekdni 1dtky v deném prost¥edi se zavdai pojem “"chrdnéné e
nechrinéné" bunky., Nechrdninym mikrobem pronikd 1lidtks ve zlom-
cich vteriny, u mikroba chrdndného orgenickym prostredim s vyso~-
kym obsahem bilkovin nebo tukd je jednak zpomeleno pronikéni,
jednak dochdzi obtiZn&ji k metebolickym a protoplazmatickim zmé-

' néme

Kriteriem pro hodnoceni vlivu orgeanickych lédtek na Uéin-
nost dezinfekdnich prostiedkl je t.zv. bilkovinny koeficient,
Vyjedfuje pomér baktericidniho G&inku d8HE00 prepardtu ve vod-
ném roztoku k Udinnosti téhoZ preparitu v roztokun bilkoviny.

P¥i tegtovéni se zkouSend 1dtkas Yedi 20% vodnym rozfokem krevniho
sers. Oim men¥i je hodnots BK, tim ménd ovlivpuje p¥itomnost bil-
kovin v prost¥edi ddinnost dezinfekéni latky.
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Priklad: Dezinfekéni’proétfedek usmrti mikroba za 6 min
ve vodném roztoku pFi Fedéni 1:250 a v roztoku 20% sere pii
Yeddni 1:50. Bilkovinny koeficient pro exp. 6 min

250 3 50 = §

(¢innost dezinfekdniho prost¥edku je tedy v p¥itomnosti bil-
kovin 5x mensi,

s O oo v sk o et oo GO0

Eeéidla.

- oo vt Sees Gn SN

Zkoudené latky jsou bud ve form& pevné substance nebo
roztokus. Subsgtance majl byt rozpustné ve vodé event. v binlo-
gicky neaktivnim rozpoudtédle, s moZnosti dalsiho fed&nis V -
p¥ipadé emulgovini vodou. RovnéZ roztoky meji byt Yeditelné
nebo emulgovatelné vodou. Pro Tedéni pripravki se pouzivd ste=
rilni destilovand vods. P¥i pou¥iti jingch rozpoudtédel neZ vo-
de je nutné kontrolnim pokusem zjistit, zde neovlivauji nega-
tivnd rist mikrobd. Vzorky se Yedi vZdy p¥ed pokusem.

Zplsob Fedéni,

B P Gt s S ame GO v B S

P¥i vyjad¥ovéni koncentrace zkoufenych p¥ipravkd v roz-
toku se piipravek povazuje za jednothou latku a jeho mnozZstvi

e

se udavd v g/1 nebo v ml/l, (Podle SI, tedy nikoliv v %)

Pokud se uviddi pouze mno¥stvi aktivni latky, Je treba
toto vyslovnd uvést, aby nedodlo k zaméné (ne pr. Persteril
- kyselina peroctova, formalin - formaldehyd).

P¥i Yeddni roztokd se doporuduje uzivat jednotnou stup-
A1l e aeml el L0 = T3 = 5,0 = 2,5 = 1,0 =.0,75~= 0,5 = 0526 =
~0,1 atd., P¥i testovdni zcels neznamé latky je vhodné vyzkou-
Set nejprve orientalné Tadu Yeddnf 101 « 105 a podle vysledku
zwolit prisludnou 84st stupnice,

Neutralizatox

%
Faig)
Prpetpighapipuhpenpuupepeiipe per ) B S

Neutralizdtory jesou latky, které prerusuji (neutralizu~
31) phsobeni dezinfekdni létky po dané exposici. U nékterych
dezinfelkdnich pPipravki mife jejich velml malé mnozetvi prene-
gend do kultivedniho bujonu pisobit dédle jako inhibitor ristu

. bakterii, zejméne kdyZ se jednd o mikroorganizmy pFfedem osla-
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bené a pofkozené plisobenim dezinfekdni 1dtky.

Neutralizitory se poufiveji rdznym zpiszobem:
- priddvaj{ se p¥imo do tekuté pady

- p¥iddveji se do prvni zkumavky pii ziedovany mikrobidlmi
suspense prl kvantitetivnim stenoveni podtu zdrodka

- priddvajl se do prvni vody na oplachovdni nosidd mikrobi.

Jeko univerzdlni neutralizdtor pro ruzné skupiny de-
zinfekénich prostredkd se osvéddila smes: '

Tween 80 30 g/1
\ lecitin 3 g/1
cystein 1 g/l

- Pro halogenové prepardty se doporuduje piidat girna-
tan sodny (5 g/l). Tuto neutralizadéni smés je moZno sterilie-
zovat pri 1207°C 20 min.

Univerzdlnl neutralizdtor je moZng ushradit pro vybra-
né skupiny dezinfekdnich litek jednotlivymi sloZkami:

aldehydy: histidin 5 g/1
halogeny: sirnatan sodny 5 g/l
organocinidité prep: Tween 80 30 g/l + lecitin 3g/1
kvarterpi amoniové slouleniny: Tween 80 30 g/l +
lecitin 3 g/l
nebo mydlovy roztok 5 g/l
organické slouceniny rtutl: thioglykoldt sodny 2,5 g/

Pozndmka: ProtoZe kultivadni bujoh jako smés organickyech
Iatek Thnaktivuje Sdstedn& plisobeni dezinfekdnich prostredky,
doporuduje se zjistit, zde je nutné piiddvat do bujonu neu=-
tralizdtor, nebo zda samotny bujon stadi k peutralizaci nebo
ziedéni latky prenesené klidkou p¥i vyolkovdni z pokusnéhe
roztoku, ‘

Postup: Do zkumevky g bujonem se naodkuje 1 klidka zkouSené-
Bo pFipravkuv nejvy3ii pou¥ité koncentraci a 1 klidke mikvo-
bié%ni suspense ziskané z origindlni suspense zredénim na
107<, Kontrolni zkumasvka s bujonem ge neolkuje pouze ziedde
nou suspensi. Po inkubaci 24 & 48 h se srovnavd zdkel tej.
intenzita rdstu mikroba v kontrolni a pokusné zkumsvce, Po-
kud je zdkal stejny, nedoSlo vlivem pienesené dezinfekini léte
ky k inhibici rdstu a nemusi byt pouZit zvliditni neutralie
Zatore
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2.6&' Eﬁggice °

-Smay sy 0g e

| (8innd exposidni doba dobrych dezinfekdnich prostred-
kG md byt co nejkratsi. Pro testovdni me pouZivd Yadae expo~

| gic 1, 2, 4, 8, 16, 30, 60 min ;, 2, 4 h. Podle piedpokld-

| daného pouziti a drinnogti pFipravki se zvoli vhodnd &dst
gtupnice, na p¥, minutové exposice pro p¥ipravky urdené k
dezinfekei pokoZky, hodinové exposice pro uklddani ndstrojd.

2eTe  Kultivadni pldy.

PouZivéni vhodnych a kvalitnich pid je jednim z pPed-
pokladl pro ziskdni sprdvnych vysledkl- sokusts: Dobrou repro-
dukovatelnost vysledkld zajistuji stendardni Zivné pldy vy-
rébéné primyslové v sufeném stavu. Vyhodou sudSenych Zivnych
pid je moZnost snadného skladovdni a p¥iprevy libovolného
mnozstvi pot¥ebné phidy.

| Vv §SSR jsou pou¥ivdny vyrobky SEVAC n.p. IMUNA, Sa-
riSské Michaleny, okr. PresSov. i

Pro kultivaci uvedenych mikrobd (4.1.1.) jsou vhodné
nasledujici pady. '

1. Zivnf bujon 3. 23

Obsahuje vhodné mnoZetvi Zivnych ldtek pro dobry rist bak-
terii z relstivné malych inokul. Recepture této pldy je
kvalitativné€ srovnatelnd s oznadenim "Nutrient Broth No. 2"
zehraniénich prepardtl.

sloZeni: masovy vyitaZek (susdina) 10 g/l
pepton pro bakteriologii 10 g/1
NaCl 5 &/1
pH + 7,0

2. Zivny ager . 23

Vhodny pro vBeobecné pouZiti v bakteriologii. Kvalitativné
odpovidd oznadeni "Nutrient eger No 2" gzshranilénich prepa-

L I‘é.tﬁc

: slo¥en{: Masovy vytaZek (sudinma) 10 g/1
smés peptonl SEVAC 10 g/1
NuaCl 5 g/l
agar 15 g/1
pH 7,2
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Sele

3+ Sabouraudova Euda SEVAC &

D AR D

Je urdena pro kultivaci kvesinek a plisni,
D

slo%eni: pepton pro baskteriologii 8,0 g/1
glukosga 18 0 g/l
maltosa 18, ‘0 g/l

4, Saboursudlv ags; SEVAC:

B R ]

Je urden pro isolmel a kultiveci kvasinek.
sloZeni: pepton pro bakteriologil 8,0 g/1
glukosa 18, 10 g/l
maltose 18,0 g/1
agar 15 0 g/1

5 Krevni agars

o s 3 AT A G e

Pro pripravu se pouZije Zivny agar &. 2, do kterého se asep-
ticky pridd 5-7% sterilni krve.

6. Kolmy serovy agars

Pouzivd ge pro uchovavani mikrobd v phdnich konzervdch: !
Zékladni sloZkou je zivny ager pH 7,2-7,4, obohaceny po ste-
rilizaci 10% sterilniho teleciho séra a rozplnény ze asgeptic~
kych podminek do zkumavelk po 5 ml,

Interpretace vysledkl,

33 750 TR T D g

Kvalitativni metody,

Vysledky ziskané kvalitativnimi metodami vyjed®uji pou-
ze schopnoqt mikrobd mnoZit se, Jsou-li po exposici v dezino
fekdnim roztoku vvookovany do zivné pudy, Pritom neni moZné
stanovit numericky presny pocet preZivajicich mikrobl., Nej-
Sagtéji se pouZivda hodnocenis

+ znamend, ¥e mikrob roste, tedy ldtka je nedcinnd,
-~ znamend, ¥e mikrob neroste, ldtke je tdinnd,

I p#i hodnoceni vysledkl ziskanych kvalltativnl guspen-
sni metodou (4.2,) lze uplatnlt poZadavek sniZeni poctu mikro-
bt vlivem pisobeni dezinfekdni 1dtky .o 99,99%. Vyplyvéd to 2z

redpokladane iniciilni density mlkrobialnl suspense a zpusobu
Sejiho z¥eddni béhem pokusu (4.1e5)s
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Kvantitatival metody,

Vysledky kvantitativnich pokusd poskytuji ddaje o vli-
vu réznych faktorl na dynamiku dezinfekéniho procesu. Pro
hodnoceni udinnosti je zaveden pojem mikrobicidni efekt (ME),
ktery uddvd Yddovy pokles poltu CFU (colony forming units,
tejs Jednotek schopnych tvo¥it kolonie) v daném systému mi-
krobidlni suspense a dezinfekdni ldtky, v zdvislosti na riz-
nyeh faktorech (koncentrace, teplota, cas).

N
ME = log PO - SRS log N, -~ log Nd
Ng
N_ = podet CPU v kontrolnim pokusu s H,0

o
N; - podet CFU po aplikaci dezinfekdéni latky

nnosti dezinfekdni

Zavyhovujici pro stanoveni ddinno
0 4 rady, tojo 0 993.99%9

latky je povaZovén pokles podtu CPU
tede ME = 4 (Tab. 3).

Laboratorni metody.

Laboratorni metody stanoveni dezinfekdnf ddéinnosti
p¥ipravki poddvaji zdkledni ddaje o antimikrobnich vlastnos-
tech zkoudenych ldtek. Wa jejich podkladé musi byt déle pro-
vddény modelové pokusy odpovidajici praktickym podminkdm i
konedné ovd¥eni v prexi, P¥i stanoveni ddinnosti jednou meto-
dou nelze vyslegky eplikovat i ng jinou metodu, KaZzdy pokus
musi byt alespon 3x opakovan, bud v casovém odstupu nebo
paralelné,

P¥ehled kmend,

P¥i zidklsdnim vyzkumu dezinfekce, p¥i testovdni a srovndvi-
ni rGznych ldtek a v3ude tam, kde jsou poZadoviny reproduko-
vatelné vysledky, je nutné pracovat s mikroby zndmych a pro-
véPenych vlastnosti, Tomuto pozadavku odpovidaji kmeny sou~
stfedéné ve sbirkich mikroorganizml, kde jsou odborné konzer-

voviny a evidovdny & odkud je moZné obdrzet pozadované kmeny
v lyofilizovaném stavu.

vV §SSR zaesfld mikrobidlni kmeny Cs, stdtni sbirka ty-
govjch kultur Ingtitutu hygieny a epidemiologie, Praha 10,
@robdrova 48, PSC 100 42, Mezindrodnl oznaldeni této sbirky
je Czechoslovak National Collection of Type Cultures (CNCIC).

84 18698




Vybér kmend vhodanych, pro Eeétovéni dezinfekénich pro=-
gtPedkd zahrnuje zdstupce G a G mikrobld, kvasinkovitych
organizmi a bakteridlnich sporx.

As Staphylococcus aureus CNCTC Meu 43/607F)
Escherichia coli CNCTC 324/70 (NCTC 8196) +)

Pseudomonas seruginoss var., erythrogenes
CNCTC Ps 79/70 (NCTC 6749) +)

Candide albicans CNCTC 49/64
Bacillus subtilis CNCTC 4/42

B: Proteus wvulgaris CNCTC Pr O 11/70 (NCTC4635) +)
Salmonella typhimurium CNCTC Tm 4/49

(NCTC National Collection of Type Cultures,
London)

*) mezindrodni standardni kmeny pro testovdni

dezinfekénich prostredkd

Z3kladni Yadu mikrobl ze skupiny A je moZno doplnit
o mikroby skupiny B, podle zamé¥eni "jednotlivych testi.

NékteFi autori zaPazuji mezi vybrané mikrobyv také Myco-
bacterium phlei, jako zdstupce mykobakterif, M, Phleil jako
nepatogenni, saprofyticky mikroorgenizmus md Fadu v:astnosti
odlisSnych od patogennich mykobakterii: na p¥., ristové ndroky,
rychlost réstu i rezistenci k rdznym faktorim. Neni tedy vhod-
né, zarazovat tento druh jako reprezentativniho zdstupce sku-
piny mykobakterii, Kromé toho byly zjistény rozdily v citli-
vogti k dezinfekdnim prostPedkiém 1 u patogennich druhl myko=
bakterii, Zavedeni M, phlei jako standardniho testovaciho kmene
by mohlo vést k mylné interpretaci vysledkl a k jejich gene-
ralizaci na celou skupinu mykobakterii, Proto je nutné, aby
se testovdnim pripravkd vhodnych k dezinfekci gatogennlch
mykobakterii zabyvala specializovand pracovigté.

Charakteristike jednotlivich mikrobi,

Sggggzlgcgccug‘aurQus Mau 43/60: G koky, velikosti 0,4=0,6 um.
P55 A KGTEIFSsT E3T 370C tvo¥i kolonie velikosti 0,1-0,5 fim,
hladké, lesklé, neprlsvitné, mazlavé, barvy Zlutobilé, V bu-
jonu tvo¥i zékel a mely gediment, bez povrchové blanky. Iso-
lovel dr, Ludwig Grun, Dusseldorf, “SG 511",

Kultivacéni pldy: Krevng agar, masopeptonovy bujon

Kultivadéni teplota: 37 C.
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Escherichia coli Ec 384/70: G; tydinky, velikosti 0,3~0,5x%
1,2=37am, Po kultivaci p¥i 37°C %voii kolonie velikosti 1-2 mm
hladkeé, lesklé, mazlavé, Sedobilé barvy. V bujonu tvord zdkal,
slaby sediment, Zddnou blanku,

Pochdzi ze sbirky NCTC 8196,

Kultivacni pldy: masogeptonovj bujon a ager

Kultivadni teplota 37°C.

Pseudomonas meruginosa var. eryihrogenes PS 79/70: G tydinky,
velikostI D373=0,5 x 0,5-1,2"um, Po"24 h kultivaci na masopep-
tonovém agaru tvo¥i kolonie/velikosti 0,6~lmm, hladké, lesklé
mazlaevé, barvy zelenoZluté, bez kovového lesku, Okraje kolonii
Jjsou hladké i roztrepané., Vyskytuje se ve formich Sy SR, R,

Na migté ndrostu tvori na agaru hnddy pigment. Pochdzi ze sbir-
ky NCTC 6749,

Kultivecni pldy: mesopeptonovy bujon a agar

Kultivaéni teplota: 37°C.

Capdida albicans 49/64: G*, velikost 2-7 x 3-5 ,um. Na Sabous~
F&UdoVe BEATU TVOPL po 48 h kultiveci kolonie felikosti
1-1,8mm, matné le¢sklé, hladké, bilé, V glukosovém bujonu tvoXi
sediment, Pochdzi z G_entralbureau Voor Schimmelcultures,

w3 bH" Baarn, Holland. ,

Kultivadni pudy: Saboursuddv agar; Saboutraudtv (glukosovy)
bujon

Kultivadni teplota: 30°C.

Bacillus subtilis 4/42: Gram-labilni, tydinky 0,4-0,8 x 1-3 um.
pory Jsou centralni, peracentrdlni, cylindrické, ovdlné, P
kultivaci 24 h ne masopeptonovém agaru tvo’ri kolonie 1~2,5 mm,
drsné, matné, ploché s hladkymi i rozt¥epenymi okraji, barvy
SedobélavoZluté, Kolonie jsou neadherentni a odlupuii se z PO~
vrchu agerus V bujonu roste v povrchové blance, &
Kultivacni pddy: masopeptonovy ager a bujon
Kultivacéni teplota: 37°C.

Profeus vulgarlg Pr 0 11/70 "OXL": G~ tyfinky i vlékna, veli-
kos¥170,3=0,5 % 0,8~3 um « Po kultivaci 24 h p#i 37°C na maso~
peptonovém agaru se téofi kolonie velikosti 0,1-1,6 mm, hlad-
ké, lesklé, mazlavé, barvy Sedobdlevé. Vyskytuje se ve forméch
S a SR. V bujonu roste v zékalu, se slabym prstencem ne povr-
chu e sedimentem., Pochdzi ze sbirky ATCC 6896, jako kmen pro
testovdnd desinficiencii.
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Sglgogglla_i% himurium Tm 4/49: G~ drobné tydky ve formd
kokobaciIu, gguifivaci 24 h p¥i 37°C tvo¥i na 2% asgaru kolo=-
nie velikosti 1,4~2 mm, hladké, lesklé, mezlavé, barvy Sedo-
bili. V bujonu roste v zdkalu. Kmen byl isolovdn z nutrie

ro 1949, .

Kultivadni media: masogeptonovj ager & bujon.

Kultivedni teplota: 37 C.

Konservace kmen(,

Bakteridlni kmeny pouZivané k testovdni musi byt udr~
Zovany za spriavinych podminek, aby nedoZlo k neZddoucim zmdndm
Jejich vlastnosti, Nejvhodnéjdi zplsob konservace kultur je
lyofilisace, p¥i které zlstanou zachovdny a nezméndny plivod-
ni vlastnosti mikrobd.

Pro krdtkodob&jsi uchovivdni kultur se doporuduje me-~
thoda t.zv. pldnich konserv, Princip metody spodivd v tom,
ze mikrob se nesodkuje vpichem do kolmého ageru ve zkumavce,
ktery se po inkubaci 24 h p¥i vhodné kultivadni teplotd pre=
vretvi sterilnim parafinovym olejem & uzavie se vatovou a
gumgvou zdtkou, Konservy se uchovdvaji p¥i teplotd +4 nebo
+20°Cs Tyto konservy maji trvanlivost 1-3 roky, pak je nutno
je preodkovat pasdZovinim pFes bujon a pevnou pldu. Z jedné
konservy fe moZno vyolkovavat mikrobe opakovane, dokud ne~
dojde ke ko-taminaci pidy.

- Pro vyde uvedené kmeny pouZivané k testovdni dezinfek-
énfch prostPedkl vyhovuje plnd pouZiti kolmého sérového aga~
ru, pro Candide albicang se doporuduje kolmy sladinkovy nebo
Sabouraudiv ager e pireodkovdni po 1 rocee (27 ’

Hejméné vhodny zpusob pPechovdvdni kmend, pFfi kterém
se ztrdceji nékteré vlastnosti kmenl, je dlouhodobé pasdZo=
véni na pevnych piddch s pFeodkovdnim v nékolikadennim inter-
value

PIfpreve suspense vegetativaich forem mikrobl,

Po vyockovdni z phdni konzervy nebo z lyofilisdtu se
mikrob pasdguje na vhodné pevné pidé., K pFipravé experimen=-
tédlni suspense ge pouZije 3-10 pasd®, teje Vv pribé8hu 3-10 dnl
se kultura denné preolkovdvd na agarové plotny a k pFipravé
suspenfse se pouZije vzdy 24h kultura., Nékolik kolonii se
suspenduje ve sterilnim fysiologickém roztoku nebo 0,1% pep-
tonové vodé, Densita suspense se upravi visudlnim srovnivd-
nim se zikalovym standardem podle Mcgarl%nda,6¢5 nebo nefe=-
lometricky. Suspense mid obgahovat 1l0°=10- zdrodkiu/ml. Objem

A

sugpense se stanovi podle predpoklidané potieby.
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P¥iprava suspense bakteridlnich spor.

nd wcw 20s sese g 2r®

y 0Kultivace B, subtilis probihd ns 3iiem ageru 48 h
p¥i 37°C & 5~6 dni p¥i pokojové teploté, Pak se na vysporu~
1ovanou kulturu nalije 5 ml sterilni destilované vody a
vznikld suspense se pFepipetuje do zkumaviky. Densita spgr
upravend podle stupnice lMcFarlanda &, 5 dosahuje asi 10
spor/mls

Kontrola sporulace se provddi mikroskopicky na pre-
pardtech barvenych podle Wirtze~Conklina: fixovany preperat
ge prevratvi 5% vodnym roztokem malachitové zelend a zahii-
v4 se do vystoupeni par 2-~3 min, barvivo se slije & postup
se opakuje celkem 3x. Pak se preparit opldchne a dobarvuje
Se 2 min zPeddnym kerbolfuchsinem. Sprévné vysporulovand

kulturse m& obsahovet alespon 80% spor.

Tepelnd inaktivace spor neni nutnd, Jestlize se vy~

o v

‘chézi z predpokladu, Ze spory jsou odolnéj&l nez vegetativ-

ni formy e pisobi se na né latkaml o vy$8i koncentraci, Je
milo prevd&podobné, Ze by citlivdj¥i vegetativni formy mohly
pre¥it a ovlivnit vysledek pokusu. Weproti tomu mG¥e tepelna
inaktivace (nebo i chemickd, doporufovand ndlkterymi autory)

podkodit bakteridlni spoxy a tim zmdnit i jejich citlivost.

o

Stanoveni podtu zdrodki v _suspensi,

P (] ey

Aby v¥sledky pokusld byly sgovnatelné, je t¥eba pra-

covet se stejnym mnosetvim zirodki. Hustota jedincd v sug-
pensi se miZe urcit nékolika zpdsoby:

~ mFenim optické density na nefelometru
~ poditdnim v poditaci komirce
- pomoci srovndvaciho zédkalového standardu.

Tento zplsob Je nejjednodussdi a p2 zacvideni jed-
noho pracovnike ddva dogtatesnd standardni vysledky. Srovnd-
v4 se podle zdkalové stupnice BaSOy, priprevené podle MeFar-
lagda. Srovnaveci standard 8. 5 odpovidd poctu mikrobd
108109 /mls Pro jednotlivé mikroby plati pribliZné tyto hod-
noty:

S. aureus 7,108 ~ 107

Ep 514 74108 = 109
4 ruginosa .108 - 10°
’ albicans 5,107

B, gubtilig (spory) 4,10°
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P¥{prave zdkelového standardu 3, 5.i.smich4 se 95 ml

1% H,50,"peas a 5 ml 1% B&Cl, ps&e VZRIKI4 suspense se v
mnoévtvﬁ asi_lé ml zatavi do bakteriologické zkumaviy.

noveni té¥o Hodnoty vyplyvé z poZadavku, aby se plsobenim
dezinfekdnfho progtiedicu sniZil podet mikrobh o 4 $4dy, tej.
0 39,98% & plvodniho podtu zdrodkl, P¥i stanoveni hodnoty
10”=10"se vychdzi z uspofdddni suspensnich testl, p¥i kte=
rych se plv dn{ mnoZstvi zdrod®d v prib&hu pokusu sni¥i po-
gtupnym z¥:do-édnim celkem o 4 Y&dy. Zbyvajici podet jedined
musi pak byt usmrcen phsobénim zkouené 1léatky,

\ Mikr&biﬁiﬁi'SuépeﬁSe\mé.oﬁéahovaﬁ 1082107 cPU/ml. Sta-

(P¥ikledt Mikrobidlni suspense density 109/ml se z¥edf
pf% provddéni suspensni metody (4¢2:) v Petriho miskdch na
10°(0,1 ml suspense se p¥idd k 10 ml zkoudeného nebo kontrol-
niho roztoku); P¥i vyodkovdni klidkou z pokusného roztolu
v Petriho misce do 5 ml bujogu,se prenese cca 0,01 ml rozto-
ku, ve kterém je mnoZstvi 10 4zérodkﬁ& Vysledny podet zdrod-
ki v buicnu pak bude cca 2,107/ml, JestliZe toto mnofstvi
bylo> usnroeno plsobenim zkouSené ldtky, mikroby v bujonu ne-
p-~0stuu & latke bude hodnocena jako udinng).

. PPi pouiigi 16 h bujonové kultury se pF¥edpoklddd podet
mikrobd cca 107/ml,

Pri p¥ipravé suspense 2z kolonii vyrostlych na agarové
plotné se hustota upravi podle nékterého z uvedenych zplsobi.

Presny podet zdrodkd se stanovi dodatednd zdedovaci me-
todou & kultivaci na egaru: PFipravi se 4 zkumavky s 9,9 ml
fysiologického roztoku nebo 0,1% peptonové vody. Ze zdkladni
suspense se pYenese 0,1 ml do prvni zkumavky & po promichdni
se vzdy novou pipetou p¥enese 0,1 ml do,gruhé zkumavky, z dru-
hé do_treti atds. Vznikne Pada Fedéni 1074, 10-4, 107°, 10-°,
z poslednich dvou zkumavek se pfenese po 0,5 ml na 2 agarové
plothy. Pootevienéd plotny se nechaji uschnout v termostatu
a pak se inkubujfi 24 h pri 37°C, Po spodteni kolonif se sta-
novi pocet zdrodkl v pivodni suspensi, Hodnoti se plothy, na
kterych vyrostlo 20-300 kolonii, '

pocet kolonii na obou plotndch = CPU/ml
CFU/ml x stupen ¥eddni = podet CFU v zdkladni suspensi

P¥iklad: v Heddni 10™° bylo stanoveno 55 CFU/ml, Podlet
CFU v zdkladni suspensi se vypodte 55410° = 5.109/ml.
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Kvalitativni suspensni metoda,

. L ) ]

Standardnf suspensni metodas

Suspensni metoda s kvelitastivaim hodnogenim vysledkd
je technicky nejjednodussi metoda, kterd umoZnuje jednak
uréeni nejkratdi Udinné exposice p¥i urdité koncentraci
jednak urdeni nejniZsi dcéinné koncentrace p¥i standardni ex-
posici. Je vhodnd pro rychlou kontrolu dlinnosti dezinfek=-
¢nich roztokd pouZivanych v prexi i pro srovndni déinnosti
rhznych pripravkie.

PomGckys sterilni Petriho misky plastikové nebo gklenéné
(podet podle zvolenjch koncenfraci), banky ne Tredé-
ni roztokl, pipety a 10 ml a & 1 ml d€lené, bakte-
riologické zkumavky s Zivinou pldou (podet koncen=—
traci x podet exposic), bakteriologické klidky
@ 4=5 mm, sterilni destilovend voda.

Provedeni pokusu:

l. U zkouBenéh~ pripraviku neznimé ﬁéinnisti se y predpokusu
stanovi jsho i&innost ve z¥eddni 10~t a¥ 107> pi¥i exposi-
cich 5, 15 & 30 min p¥i pouziti jednoho mikrobe (nejcas-
t8j1i S, aureud, podle ddle uvedeného postupu (bod 3-T).

2. Podle vysledku pPredpokusu se vybere 4=5 koncentraci vzor-
ku, u kterych se predpoklddd kladny i zdporny vysledek.
Vzorky se Yedi sterilni destilovanou vodou podle 2.4,2,

3. NaPedéné roztoky se rozplni po 9,9 ml do sterilnich Pe-
triho misek., Kontrolni miska obsahuje 9,9 ml dest. vody.

4o Do st¥edu kaZdé misky se p¥idd 0,1 ml mikrobidlni suspen-
se pFipravenéd podle 4.l.3. a krouzivym pohybem miskou se
zamichd,

5 Po exposici 1, 2, 4, 8, 16, 30, 60 min & 2, 4 h se vyol~
kuje bakteriologickou klickou o @ 4~5 mm do vhodné teku-
té pldy ve zkumavce. Podle vysledku p¥edpokusu je moZno
fadu exposic zkratit.

6 Zkumavky se subkulturou se inkubuji v termostatu p¥i te-
ploté 37°C (event. niZsf, podle rastovych ndrokl mikroba)
po dobu 48 h. Spory se inkubuji 5-7 dni,

7. Visledky pokusu se hodnoti po inkubaci podle zdkYalu bu~
jonu, sedimentu nebo povrchové blanky., Pro piesnou iden-
tifikaci vyrostlych mikrobd je nutné rv v’et kontrolni
vyodkovand na vhodnou pevnou pidu, s | dsle. ujiel kulti-
vaci 24-48 h, Pak se odelte definitivni vysledek.

Jako U8innd se hodnoti koncentrace (exposice) pPi niz
v nejménd 3x opakovaném pokusu nedoslo k ristu mikrobd

(3ela)e
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4e242s Modifikovand suspensni metoda pro_terénni kontrolu
-~ dezinfekdnich roztokl.

Pro rutinni kontrolu U¥innosti dezinfekdnich roztokd
pouzivanych ve zdravotnickych zarizenich lze _bostup uvedeny
V 4e241, zjednodusits Ke kontrole Jsou dodavany odebrané
provoznl roztoky dezinfekdnich prostredku u kterych je nut~
no overit jejich dcdinnost = spravnost pripravys Pokud neni
mozné s vhodné;gl proyést chemlcky rozbor a stanovit obssh
aktlvnl latky v _roztoku, pouzivd se hodnocent blologlcke,
pomoci suspensni metody a vybranych mikrobidlnich kmen@,

! Pracovini dezinfekéni roztoky se odeblrajl ne zdravotu
nlckych pracovistich do dob¥e uzav1ratelnych 1ahv1 Vv mnoZe
stvi asi 100 ml, Na kazdém vzorku se oznacl nédzev p¥ipravku,
udand koncentrace a zplsob apllkace (na pr. ne ruce, ha po=
vrchy a pod.)s Vzorky se zpracovdvajl tenty% dén. Podle mo¥=
nosti a vybaveni pracoV1ste by mélo byt & 3Feno pH roztoku
a provedena chemickéd analysa alespon u na.ogenovych p¥iprav-
k& (stanoveni aktivniho chloru a jodu).

Blologlcky pokus se proviadi suspensni metodou s mikro=-
by Se aureus, EH,coli a Pg.aeruginosa. Mikrobidlnd suspense
se prlpravugl podle 4,1.3, Pri provadenl suspensni metody se
odebrané dezinfekdni roztoky neredi, Prevedou 8 v mnoZstvi
9,9 ml do Petriho misky a pridd se 0,1 ml mikrobidlni suspen-
se, Exposicéni Cas sge zvoldl podle druhu p¥ipravku a zplsobu
jeho aplikace: u p¥ipravkl urcenych k dezinfekei rukou 18
min, u prlpravku na povrchovou dezinfekei aZ do 30 ming Dale
81 zpracovani je gtejné jako v 4.2,1ls, bod 5<7.

V uvedeném testu je nutné prldavat do kultivacéniho
bujonu neutrallzatory, které neutralizuji pusobenl dezinfek-
éni 1ldtky pPenesenéd pri vyodkovdni z pokusné Petriho misky
do bujonu (2 e o

4430 Kvantltatlvnl _suspensni metoda,

T WS S it P Salis S S e Y Y

£

Kvantitetivni suSpensnl metoda je vhodnd k posouzeni
prubehu hynuti mlhrobu v zdvislosti na koncentracil a &ases
Vychdzi ze suspersnl metody, polet preZivajicich mikrobd se
vsak hodnoti kvantltatlvne, po kultivaci na pevné phdé a
spolitdni kolonii, Polet kolonii se oznaduje jako CFU,

P¥i vybéru vhodanych koncentraci prlpravku nelze vy-
chézet mechanicky z vysledku kvalitativnil suspensni metody.
Vzhledem k odllsnym rustovym podmlnxam v bugonu & ne &gero-
vé plotne nemusi vysledky presne gouhlasit,. g tedy nutne
provést pFedpokus g roztoky redenyml 107+~10"° a podle vyg-
ledku vybrat 3~4 Fedéni ve vhodném rozsahu (2.4.2,)
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Pomicky: Petriho misky - podle podtu koncentraci, zkumavky
8- 4,5 ml neutralizdtoru, zkumavky s 4,5 ml bujonu
nebo peptonové vody, pipety a 1 ml d8lené, plotny
8 zivnou pldou, ’

Provedeni:

1. ZkouSené vzorky se na¥edi gterilnim rozpou¥tédlem & rozplni
do Petriho misek v mnoZstvi 9,9 ml,

2+ Pro kaZdou exposici a kefdou koncentraci se p¥ipravi Yada
5 zkumavek: v prvai je 4,5 ml neutrelizdtoru, v dellich
4,5 ml bujonu nebo 1% peptonové vody.

3« Pro kazZdou zkumavku se pPipravi 1l-2 agarové plotny, které
se nesudi, ale jen oh¥eji v termostatu,

4. Do stredu kaZdé misky s nareddnym roztokem g pridé 0,1 21
mikrobidlni suspense (4.l.3.) hustoty 10°-107/ml.

5 Po dané exposici (1, 10, 20, 30 min) se pFrenese 0,5 ml po-
kusného roztoku z Petriho misky do prvni zkumavky s neutra-
lizdtorems Novou pipetou se roztok probubld s prenese se
opét 0,5.ml do dalsi zkumevky s bujonem., Pos™np se opakuje
pro viech 5 zkumavek, Z ka®dé zkumavky se pgk pIrenese po
0,5 ml na 1-2 agerové plotny a nakldnénim w..:y se tekutina
rozlije po celé plosSe. Otevrené misky se nechaji uschnout
v termostatu nebo v susdrné pri 30-35-C, pak se zaviou &
kultivuji se béZnym zplsobem v. termostatu. Po inkubsaci
24-48 h ge spolitaji kolonie vyrostlé ne agaru & vypodte se
podet CPU/ml (medtenim kolonii ze dvou ploten, na kterych i
narostlo 20~300 kolonii).

6« Hodnoceni viz 3,2,

\ Touto metodou se stanovi mnoZstvi chemické 1ldtky, které
p¥i trvalém udinku (pPitomnosti v prost¥edi) je schopno zabri-
nit mnozZeni urditého mikroorgenizmu, ale nemusi jej usmrtite,
Princip metody spodivd v tom, Ze gkouSend litka se p¥idd p¥imo
do kultivedénfho bujonu s naockovanym mikrobem g hodnoti se,

v Jaké koncentraci stadi zabrdnit jeho rlstu,

Pomlcky: Dvojndsobné koncentrovend tekutd Zivnd plde ve zku-
) mavkdch, sterilni destilovend voda, pipety, bakterio-
logické klidkye. Je vyhodné pouZit zkumavky mensSich
rozmdri.

1, ZkouSend 1ldtkas se na¥edi ve dvojndsobné koncentraci, neZ
bude vyslednd koncentracg'(z.@,z.). Do zkumevek se napipe-
tuje po 2 ml takto naredéné latky,
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Pripravi se mikrobidlni suspense (4e1e3.), kterd se zredi
1:100 destilovanou vodou nebo bujonem & z této zreddnd
Suspense Se naolkuje dvojndsobné koncentroveny bujon v po=-
méru 1:100 (ha p#, 1 ml suspense do 99 ml bujonu), MnoZ-
stvi bujonut'se urdi podle predpoklidaného rozsahu pokusu,

Naolkoveny bujon se p#idd v mnofstvi 2 ml k pFipravenym roz~
tokim ve zkumavkdch,

Zkumavky se inkubuji p¥i vhodné teplotd 5 dni, Kontrola se
provédi zs 24, 48 a 120 h, Vysledek se hodnots podle zdkalu
bujonues Vyockovanim na pevnou pidu se identifikuji vyrostié
mikroby, event, se prokd¥e pFitomnost mikrobd schopnych
mnoZeni, jejich¥ rdst byl pouze inhibovén, Vyockovani je
nutné také vzhledem k tomu, e zakal bujonu mi¥e byt zpliso-
ben reskei zkousSené 1lédtky nebo kontaminsci.

Hodnocenis Jako minimdlni inhibidni koncentrsce (MIC) se
hodnoti nejmendf mnoZstvi latky, které brédn{ ristu mikrobd.
Kazdy pokus se opakuje nejmén& 3x,

ckfch létek ne mikrob

T G S A Rl WD G A g W et T TV B s Shoel S ol g M U B D S e S T S NS et s G B ot D

zaschlé na nosidich z_riznfch materidll,

P¥ed zavedenim novych dezinfekcnich prost¥edkd do
praxe se gvéfgge Jejich dezinfekini déinnost za réznych pod-
minek pouZivdni,

Ra 2dkladni leboratorni testy provdddné suspensnimi
metodami, které poddvaji informace o germicidnich vleste
nostech zkousSenych ldtek, navazuji laborstornf testy, v kte~
rych Jsou pou¥iviny jeko noside mikrobd predméty =z rﬁznjch
materidld, Jeko modelové noside jsou vhodné materidly po-
uzivané ve zdravotnickych ze¥izenich, chovech pokusnych
zvifet, v primyslu potravin a v oblasti komundlni hygieny.,

Na uvedené laboratorni metody hodnocent dezinfekdni
Uéinnosti ldtek navazuje testovdni pflprngg p#imo v prak-
tickém prost¥edi a za podminek b&%ného usivini.

Vybér nosilid,

Jako standardni nr>ide se pousivaji v bakteriologii
sklen&né matové perlidky ¢ primdru 4-~5 mm, Vyznaduji se
stejnou velikosti a stancucdni jakost{ materislu, Mikroby
ne nich dob¥e ulpivaji. ‘

Pro praktické hodnoceni Udinnosti dezinfekinfch pro=
st¥edkd se doporuduje vybirat noside z meteridld odpovida=-

i

jicich deanému zpGsobu poufiti p¥ipravkd, Pritom je treba
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ovéiit, zda samotny zvoleny materidl neptisobi na mikroby to-~

xicky.

Jako noside jsou vhodné desti&ky o rozmdrech 25x25 mm
ze skla, podlahové krytiny PVC, kovi a plastickych hmot.,
V zehraniéni literature se doporuduji -také keramické dlefdice.
Pro hodnoceni prepardtd urdenych pro prani textilu se pouzi~-
vaji bavlndné nebo polyesterové noside o rozmdrech 20x30 mm,

Vyber testovacich mikroo

rganizmi a p¥iprave mikrobidlni

Suspense.

ProtoZe se pracuje s mikroby zeschlymi na nogicéich,
musi byt pouZity mikroby odolné k vyschnuti. Na noside se na-
ndseji v_bujonové suspensi, proto¥e bujon pisobi jako ochran-
né prostiedi a umo¥nuje lep3T prefitf mikrobd pTi zasychéni,
Pouziveji se tyto testovaci kmeny:

Staphylococcus sureus CN CTC Mau 43/60
Escherichia coli CNCTC Ee¢ 324/70
Pseudomonas aeruginose CNCTC Ps 79/70

Mikrobidlni suspense se pPipravi podle uvedenédho postupu
(4¢1:3,) ve fysivlogickém rgztoku & zredi se bujonem v poméru
1:100 (tejo pribliZné na 10! CFU/ml. Pro kontemineci sklend—
nych perlicek se pou¥ivéd bujonovd suspense o hustotd 10 /ml,

Wetods se sklenenymi perliSkemi,

) Sklenéné matové perlidky o velikosti 4=5 mm jsou vhod~-
nym nosicem mikrobd, Proti Jinym nosicim meji vyhodu ve stejné
velikosti, povrchu, standardni jakosti meteridalu, mikroby na
nich dobre ulpivaeji, snadno se s nimi manipuluje.

Priprave perlidek: na sterilni perlilky v Petriho misce se
AaTIJe™20 ml bujonové mikrobidlni suspense o hustoté 109/ml.
Ke konteminaci perlidek se pouZivd S.aureus. Po 10 minutovém
kontaktu perlidek se suspensi se p¥ebytek suspense odsaje
pipetou & perlidky se p¥esypou do jiné Petriho gisky vyloZené
filtraénim papirem, Susi se v termostatu p¥i 37°C po dobu 60
minute Suché nosife se uchovdvaji v lednici a mohou se pousit
béhem 3 dnf, =y

Provedeni pokusus Do zkumavky s testovanym roztokem se vlozdi
konfeninovand periidky (pocet podle podtu exposic). § ohledem
na pracnost metody je moZné zdkladni ¥adu exposic zredukovat
podle potFeby, nejlépe na exposice 2, 15, 30 60 min. Po dané
exposicl se perlicky po jedné vyjimeji sterilni drdtdnou klil&-
kou, opléchnou se ve zkumevce se sterilnim neutralizadnim roz-
tokem (pro keZdou perlidku je zvldStni zkumevka) e pFenesou
se do kultivacniho bujonu,. Kontrolni pokus se provddi s desti-
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Tovanou vodou nebo ¥edidlem dezinfekdniho prostiedku, Kroms
toho se kontroluje rist mikrobl z neodet¥enfch nosidd.

Hodnocenis Vysledky se hodnotd kvalitativné, podle ristu mi-
krobi v bujonu: + mikrob roste
- mikrob neroste.

Metoda s nosifi z rdznych materidld,

S LD O VD e i e o s ot e e D) e €0 )

Wa materidlu, z kterého jsou nosile zhotoveny velmi
zdleZi, Nékteré hmoty, ha p¥. guma maji toxické vlastnosti
& mikroby na nich hynou. Proto je nuthé ovE¥it v predpokusu
prezivdni mikrobd ne zvoleném materidlu.

Predpokus: na 3isté npside_se napese mikrobidlni suspense

v bujonu o densité 10-, 10° a 10 CFU/ml, nechd se zaschnout

a z&a 60 min. se noside otisknou na agarovou plotnu., Jako kon-
trolni, stejné zpracovany materidl se pou¥ivaji sklendné no=~

sice., Porovndvd se hustota ndrostu kolonif na otisku ze zkou-
Seného a kontrolniho materidlu,

Priprava nogidl: Vybrané nosile se dtkladnd omyji e pokud to
materIaT"vydrEl, vyva¥i se v destilované vodd, P¥ed pokusem
se otTou 70% etenolem. Na suché noside se nanese 1 kapkas bu~
Jonové suspense mikroba a roztdhne se po celé plosSe noside,
Suspense se nechd zaschnout, Pro kaZdou koncentraci a exposi-
ci se pripravi 3~4 noside.

Provedeni pokusu: Nosile- se zaschlou suspensi{ se ot¥ou tampo-
nem namocenym do zkoudeného dezinfekdniho roztoku, Natiend
nosice sa ve stanovenych dasovych intervalech (5, 15, 30, 60
mine) otfiieknou na-agarovou plothu, Je nutné, aby agar obsa-
hoval vhodny neutralizdtor, aby zbytky dezinfekéni ldtky ne-
inhibovaly rdst mikrobl. Plotny s otisky se kultivuji 24 h p¥di
37°C, pak se hodnoti vysledek podle narostlych kolonif,

Hodnocenis Vysledky ziskand otiskovdnim nosidd na agarové

BT R s gt =8 £ o Sk D D . - I’y . - v s e 0}
pIothy 1ze hodnotit semikvantitativné, Kontrolni otisky jsou
porostlé masivnim ndrostem slitych kolonii. Otisky dezinfi-
kovanych nosicéd jesou bud sterilni nebo obsahuji razny polet
bekteridlnich kolonii, Po&t kolonif vzhledem ke kontrolnim
otiskim se hodnoti nasledujici stupnici:

otisk bez kolonii

1=-20 kolonii

21~100 kolonid

isolované kolonie, nelze spoditat

ndrost vice 3i méné slitfch kolonii, zPetelnd
slabéi ne? v kontrole

souvisly ndrost kolonii v kontrole

Ut WO
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P¥i hodnoceni udinku dezinfekdniho prostredku se vy-
chézi z tzho,sﬁe skuteCné mnoZstvi mikrobd nanesené na 1 ho-
gic¢ Je 107-10", JestliZe po dezinfekei je otisk noside stew
rilni nebo jmou isolovdny 0jedind1é kolonie, pTedpoklddd se
sniZenf podtu zdrodkd o 4-5 ¥4dl, které je kriteriem dostatele
né dezinfekdnf ¥Sinnosti. Pokud Jsou igolovidny desitky kolo-
nif dochdzi ke sniZeny poctu zdrodkd o 3~4 $4dy, cof u predem
dobfe o&iSténfeh predmdtd predstavuje je&td dobry dezinfekw
¢ni efekts Hodnoceni 0 a 1 tedy predstavuje dobry dezinfekdnt
Ulinek p¥{pravku na mikroby zaschlé na nosidich,

4545, Metods hodnocenf pracich prostfedkis

-

Ové¥eni dezinfekdnich vliastnosti precich p¥ipravki s
dezinfekdni pHisadou Jje nutno provddét ze podminek; které co
ne jvice napodobujf proces prani. Textilni noside umSle komtge
minované vybranym mikrobem se dezinfikujf testovanym p¥ipravkem
ve statickém nebo dynamickém pokusu. Ve statickém pokusu se
noside vklédaji do testovaného roztoku dané koncentrace a po
urdené exposici se vyjimaji, oplachuji sterilnd vodou a kule
tivuji, V dynamickém pokusu se nogice v experimentilnim roztolky
vklddajl do laboratornd pracky, po vyprini se vymdchaji ve
sterilni vodd g kultivuii,

Kultivace mikrob® se provadi dvéma zplsoby: vymdchané
nosice se nejprve otisknou ns, agarovou plothu a pak_se vlo3{
do zkumavky & tekutou pidou, Oplachovaci voda se bud sfiltrye
Je pres membrdnovy filtr, ktery se kultivuje obvyklym zplsoe

i bem na pevné agarové plotné, nebo se 0,5 ml této vody nalije
ne agarovou plotnu, nechd se zaschnout & kultivuje se 24 h

Priprave textilnich nosidl: Jako stendardni textil pro zhoto-
vovani nosI%E se pousziva Tenké bavindng pldtno. PFi" specidlnich
testech je n¥kdy trebe zvolit Jiny meteridl (vlna, hedvébi,
umé 14 vldkna), podle podmine. 4 poZadavkd pokusu. % vyprané
latky se nastriheji noside o velikosti 3x2 em, které se vyste-
rilizujl v autokldvu, Na noside se hanese 0,1 ml bujonové mi-
krobidlni suspense, Noside ge pouzivaji vlhké nebo se necheji

Uplné zaschnout,

Provedeni statického okusu: ZkouSeny vzorek se naPedd & YOZ~=
asIT™v pozadovenye "Egﬁaéﬁfracich po 20 ml do Petriho miselr,
Do roztokd se vlodi noside, v dvojndsobném mno¥stvi nes je
poset exposic, V danych dasovych intervalech se vyJimejl vidy
2 noside a opldchnou se postupnd v 2x 50 ml sterilni destilow
vené vodys Tim dochizi k neutralizaci s odstransni zbytkli pra-
ciho roztoku, Po michini se kaZdy nosid otiskne na agarovou

plotnu a po sejmuti se vlo¥{ do zkumavky s tekutou ¥ivnou pl-
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dous Po inkubsci 24 h p¥i 37°C se hodnoti podet kolonii na
agaru a rist mikrobd v bujonu,

Provedeni dynamického pokusus kontaminovené vzorky se perou

v 500" mI testovalldho Toztokii v laboratorni pradce., Laboratorni
pradka zrnelky Koltest nebo Linitest se sklédd z 6 hermeticky
uzaviratelnyeh kyvet, které jsou upevndny v otddivém nosniku
a otddeji se ve vytemperované vodni 1ldzni, Po stanovené dobé
prani ge noside vyjmou a zpracuji se stejnym zplsobem jako p¥i
gtatickém pokusu, ‘

Oplachovaci voda se zpracuje vySe uvedenym zpisobem,

Hodnocenis 28 dokonsly dezinfekdni ddinek preci ldzné se po~
vazuje vysle.ek, kdyZ otisky nosidl ani oplachovaci voda nevye
kdZi rist mikroba, Pokud je kultivace oplachovaci vody positive
nf a otisk a kultivace hoside negativni, dojde sice k podstat~
né redukeci podtu mikrobd a k jejich odstranéni z textilu, ale
nedojde k 100% usmrceni mikrobl vliivem praciho prostFedku,

84 18711
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Priklad v¥podtu_koncentradniho koeficienty (podle ddaji v tab.l)

]

t, =2 T
Cl -2,5 02 =

'b3 = 32
03 =""'0'75

1
)

log t, = log t
111 = 2 - ™ 1 ot = = 1,5

log té -~ log t2
nzn - e : =4’8
log 02 - log 03

Pifklad vypodtu teplotniho koeficientu,

Pfiprgvek v koncentraci 1% usmrti mikroba za 8 minut p¥i teplo-
té 20°C a za 1 minutu p¥i teploté 35°C.

7K = i 8 (pro teplotni rozmezi 15%¢)
1

n}-gga-@n = 0,06 .
15
Logaritmu 0,06 odpovidd ¢islo 1,15, které uddvéd, o kolik se
zméni exposice pFi zméné teploty o 1°C

P¥iklad vypodtu bilkovinného koeficientu

P#i exposici 8 minut usmrtimikroba tégtogagﬁ‘roztok p¥i Peddni
vodou v koncentraci 1% (1:100) a p¥i Pedéni 20% serem v koncen~
traci 5% (1:20), '

BK = 290 - 5 (pro exps 8 min.)
20
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