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Anotace

Práce vychází z předpokladu, že mikrob, na kterého působil dezinfekční

prostředek, byl vystaven selekčnímu tlaku a vytvořil si vůči dezinfektantu rezistenci. Je

tedy odolnější než mikrob, který tomuto selekčnímu tlaku vystaven nebyl.

Cílem je pomocí stěrů z prostředí, ve kterém se denně pohybuje mnoho lidí,

izolovat bakterie, které byly a které nebyly vystaveny selekčnímu tlaku, a pomocí

standardní kvalitativní suspenzní metody zjistit, jestli platí předpoklad, že dříve

dezinfikované bakterie jsou vůči dezinfekci odolnější než dříve nedezinfikované. Pokud

se předpoklad potvrdí, může být velice obtížné testované bakterie zničit. Tyto pak

mohou způsobovat závažné nozokomiální infekce.

Klíčová slova: Dezinfekce; rezistentní bakterie; standardní kvalitativní suspenzní

metoda; Incidur



Annotation

The treatise is based on the assumption that microbe on which was used

disinfectant was exposed to selection pressure and became resistant to the disinfectant.

So the microbe is more resistant than the microbe which was not exposed to the

selection pressure.

The target is to isolate bacteries which were exposed to selection pressure and

which were not by smears from surroundings in which there are daily many people and

by the standard qualitative suspension test to ascertain if the assumption is true. The

assumption is that the disinfected bacteries earlier are more resistant to disinfection than

the others. If the assumption is true, it may be very hard to destroy the tested bacteries.

These can cause serious nosocomial infections.

Key words: Disinfection; resistant bacteries; standard qualitative suspension test;

Incidur
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0. Úvod

Lidstvo je na každém kroku obklopeno miliardami různých mikroorganismů.

Jedněmi z nich jsou i bakterie. Některé z nich jsou neškodné, či jsou dokonce

s člověkem v symbiotickém vztahu (takovým příkladem může být například

Escherichia coli). Jiné člověka kolonizují bez jakýchkoliv vedlejších efektů, ale při

přemnožení mohou svého hostitele ohrozit na zdraví i životě. Takovéto přemnožení

je nebezpečné pro lidi s oslabenou imunitou, např. po úrazech, operacích a

popáleninách, zvláště pak pro novorozence a staré lidi. Nejnebezpečnějším místem,

kde se vyskytuje velké množství bakterií a lidé s oslabenou imunitou, je nemocnice.

Proto se lidstvo snaží nemocniční mikroorganismy z prostředí odstranit, a to

nejjednoduššími a nejlevnějšími metodami. Tomu odpovídají dezinfekční

prostředky, které však skrývají, stejně jako antibiotika, obrovské nebezpečí. To

spočívá ve špatném používání těchto přípravků. Mezi nejčastější pochybení patří

špatné ředění prostředku, nedostatečná expozice a chybná aplikace na dezinfikovaný

povrch. Tím mikrobi získávají vůči dezinfektantům odolnost a spolu

s vybudouvanou rezistencí na antibiotika se jedná o skutečnou biologickou hrozbu,

neboť odstranění takovéhoto „supermikroba“ z prostředí nemocnice je velice

obtížné, nákladné a v mnoha případech, kvůli rozloze prostoru, prakticky nemožné.

Tato práce vychází z předpokladu, že mikrob, na kterého působil dezinfekční

prostředek, je vystaven selekčnímu tlaku, a pokud přežívá, vytváří si vůči tomuto

přípravku rezistenci. Naproti tomu mikrob, který nebyl vystaven působení

dezinfekce, si tuto rezistenci nevytváří.

Ve své práci si kladu za cíl otestovat některé kmeny bakterií, které byly

vystaveny působení dezinfekce, jestli vykazují větší rezistenci než ty kmeny, které

dezinfekčnímu procesu vystaveny nebyly. Všechny testované kmeny byly izolovány

z prostředí a nebyly uměle navyknuty na dezinfektanty. Nanejvýš prošly pouze

standardním dezinfekčním procesem ve zdravotnických zařízeních.

Téma jsem si vybral kvůli svému budoucímu zaměření. Chtěl bych studovat na

Farmaceutické fakultě Univerzity Karlovy v Hradci Králové. Původní nápad pro

tuto práci byl výzkum rezistence bakterií vůči antibiotikům, kde bych používal tzv.
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e-testy1. Bohužel tyto jsou velmi drahé a v praktické bioanalytice se používají jen

zřídka. Po diskuzi s MVDr. Lenkou Jourovou jsme se dohodli na tomto tématu,

které není tak finančně náročné, a celkovou formu a metodiku jsem doupravil po

konzultaci se SZÚ.

1 epsilometer test – diagnostický proužek, kde se logaritmicky snižuje koncentrace léčiva
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1. Teoretická část

1.1. Dezinfekce

„Záměrné odstraňování, ničení choroboplodných zárodků fyzikálními nebo

chemickými prostředky.“ [8: 116]

Zničení patogenních zárodků v prostředí nebo na předmětech. Po dezinfekci mohou

v prostředí zůstat neškodní mikrobi2. Tím se dezinfekce liší od sterilizace3.

Dezinfekční prostředky nejčastěji přímo poškozují strukturu mikroorganismů nebo

naruší jejich metabolické procesy. Rozlišují se látky bakteriocidní a bakteriostatické.

Bakteriocidní látky přímo mikroby usmrcují, kdežto bakteriostatické pouze brání jejich

množení.

Druhy dezinfekce:

a) Dezinfekce fyzikálními prostředky (teplo, záření, filtrace)

b) Dezinfekce chemickými prostředky (louhy, kyseliny…)

Požadavky na dezinfekční prostředky:

a) Dezinfekční přípravek neboli dezinfektant nesmí poničit dezinfikovaný předmět.

b) Krátká expozice4.

c) Snadná aplikace.

d) Široké spektrum účinnosti (Měly by účinkovat na všechny druhy

mikroorganismů), která by neměla být ovlivňována přítomností bílkovin, teplem

nebo počtem mikroorganismů.

e) Usmrcení co největšího počtu mikroorganismů. Účinnost musí být 100 %, nebo

se této hodnotě co nejvíc blížit.

2 mikroorganismus, např. bakterie, prvok apod.
3 usmrcení všech mikrobů, jak patogenních, tak nepatogenních
4 doba působení
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f) Netoxicita pro lidi a zvířata.

g) Stálost při působení vnějších podmínek (teplo, pH…)

1.2. Laboratorní metody

1.2.1. Kultivační půdy

Existuje mnoho druhů půd, na kterých se bakterie kultivují. Liší se složením,

vlastnostmi a velice často i barvami. Zde uvedené půdy jsou ty nejzákladnější a

nejpoužívanější.

1.2.1.1. Masopeptonový bujón

Neboli živný bujón. Tekutá nažloutlá půda. Slouží ke kultivaci bakterií. Složení:

Pepton5 10,0 g

Chlorid sodný 5,0 g

Masový vývar 1 000,0 ml

pH 7,2 ± 0,1

Tabulka č. 1: Složení živného bujónu. Zdroj: AHEM 7/1992.

5 štěpný produkt bílkovin, obsahuje peptidy a aminokyseliny
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Obrázek č. 1: Živný bujón.

1.2.1.2. Masopeptonový agar

Neboli také živný agar. Čirá, mírně zakalená želatinová pevná půda. Slouží ke

kultivaci a stanovení počtu bakterií. Složení:

Agar6 20,0 g

Masopeptonový bujón 1 000,0 ml

pH 7,2 ± 0,1

Tab. 2: Složení živného agaru. Zdroj: AHEM 7/1992.

6 polysacharid získávaný z mořských řas, za tepla je tekutý, po vychladnutí má rosolovitou strukturu,
do půd se přidává kvůli jejich zpevnění



14

Obr. 2: Živný agar.

1.2.1.3. Masopeptonový krevní agar

Červená želatinová pevná půda. Slouží ke kultivaci a diagnostice bakterií. Složení:

Masopeptonový agar 1 000,0 ml

Defibrinovaná7 beraní krev 70,0 ml

Tab. 3: Složení krevního agaru. Zdroj: AHEM 7/1992.

Obr. 3: Krevní agar.

7 zbavená fibrinu, tudíž se nemůže vytvořit krevní koláč
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1.2.2. Odběrové metody

Odběrových metod existuje velké množství. Zde uvedené jsou jednoduché a vhodné

pro rychlý a účinný sběr mikrobů.

1.2.2.1. Otisková metoda

„Jedná se o přímý otisk předmětu či plochy na živnou půdu nebo nepřímý otisk

zvlhčeným sterilním filtračním papírem. Ten se po otisku přenese na kultivační půdu.“

[2: 7]

1.2.2.2. Stěrová metoda

Nejjednodušší odběrová metoda. Stěr se provádí sterilním vatovým tamponem

zvlhčeným fyziologickým roztokem. Výhodou tamponu je, že se dostane i do velice

úzkých míst a manipulace s ním je jednoduchá. Nejvhodnější pro stěr je výtěrová sada

obsahující sterilní vatový tampon a odběrovou zkumavku s transportní půdou. Po stěru

se tampon umístí do přiložené zkumavky. Tam může mikrob díky půdě přežívat i

několik dnů, než bude vyočkován na pevnou půdu.
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Obr. 4: Výtěrová sada.

1.2.3. McFarlandova zákalová stupnice

Udává přibližný počet CFU/ml, neboli počet jedinců v 1 ml bakteriální suspenze

schopných tvořit kolonie, v bakteriové suspenzi. Zákal bakteriální suspenze se určuje

buď starší metodou, vizuálním srovnáváním, nebo novější a rychlejší metodou,

měřením pomocí denzitometru (obr. 5).

Při přípravě bakteriové suspenze se bakterie rozmíchají ve fyziologickém roztoku,

což je sterilní 0,9% roztok chloridu sodného (NaCl). Suspenze musí být homogenní,

nesmí obsahovat shluky nebo „chuchvalce“ bakterií. Ty se případně rozmělní kličkou,

lépe však sterilním vatovým tamponem.

V případě vizuálního srovnávání se připraví suspenze smícháním roztoků chloridu

barnatého (BaCl2) a kyseliny sírové (H2SO4). Vznikne nerozpustná sraženina síranu

barnatého (BaSO4). Roztoky se míchají v určitém poměru, podle toho, jakého stupně

McFarlandovy stupnice chceme dosáhnout. Následně pohledem srovnáváme zákal

síranu barnatého s bakteriovou suspenzí. Závislost na poměru roztoků, stupni

McFarlandovy stupnice a přibližném počtu mikrobů ukazuje tabulka:



17

Číslo stupně

0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,175%

roztok

BaCl2 (ml)

0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

1% roztok

H2SO4

(ml)

9,95 9,9 9,8 9,7 9,6 9,5 9,4 9,3 9,2 9,1 9

Přibližný

počet

bakterií

(x108/ml)

1,5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tab. 4: McFarlandova zákalová stupnice. Zdroj: www.microbiol.org.

Při měření pomocí denzitometru se použije čistá nepoškrábaná zkumavka. Provede

se alespoň dvakrát kontrolní měření sterilního fyziologického roztoku. Pokaždé musí

vyjít 0 McF (McFarlandů). Při přimíchávání ředidla nebo bakterií se zkumavka vždy

vytáhne.

Obr. 5: Denzitometr.
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1.2.4. Ředění dezinfekčního prostředku

Ředí se dle návodu výrobce. Pokud se testuje neznámý prostředek, provede se

předpokus v ředěních mezi 10-1 až 10-5 (1:10 až 1:100 000) a dle výsledků se vyberou

vhodné koncentrace. Poměr ředění je uváděn v procentech, gramech na litr (g/l) či

mililitrech na litr (ml/l). Při posledních dvou zmíněných je nutné ředit dle znění

objemového procenta: Objem v procentech udává, kolik látky v mililitrech (v případě

g/l v gramech) je rozpuštěno v 1000 mililitrech roztoku.

Např. pokud výrobce uvádí ředění přípravku 15 ml/l, ředíme 15 ml přípravku s 985

ml vody.

Ředí-li se dezinfektant sterilní destilovanou vodou, hovoří se v tomto případě o tzv.

práci bez zátěže. Jeho účinnost však ovlivňuje přítomnost organických látek v roztoku,

a tak se prostředek testuje i ředěním 20% vodným roztokem krevního séra8. V tomto

případě se jedná o tzv. práci se zátěží.

Přípravek by měl mít rezervu v účinnosti. Tzn., že při práci bez zátěže by měl

účinkovat ještě v 10x nižší koncentraci, než uvádí výrobce, neboť v praxi není známo

skutečné zatížení organickými a anorganickými látkami. V případě práce se zátěží tato

rezerva vycházet nemusí, protože dezinfektant pracuje již v zatíženém prostředí. Pokud

rezerva nevychází ani u bezzátěžových testů, je prostředek účinný dle výsledků

u vyšších ředění, ale v zatíženém prostředí jeho účinnost klesá.

Pro testování se použijí minimálně čtyři ředění:

1. Ředění uváděné výrobcem.

2. Ředění vyšší, než uvádí výrobce (předpoklad, že je účinné).

3. Ředění nižší, než uvádí výrobce (předpoklad, že je neúčinné).

4. Ředění 10x nižší, než uvádí výrobce (rezerva v účinnosti).

8 nažloutlá tekutina, nebuněčná složka krve, vzniká po sražení krve a následném odstranění krevního
koláče
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1.2.5. Expozice

Neboli doba působení. Je to čas, po který dezinfekce působí na mikroby. Měla

by být co nejkratší. Účinnou expozici dezinfektantu uvádí jeho výrobce. Když ji známe,

při testování se jí přizpůsobíme tak, abychom použili hodnoty, které se co nejvíce blíží

hodnotám evropské normy (1, 2, 4, 8, 16 atd. min.), ale které nejsou příliš daleko od

hodnoty doporučené. Je zbytečné nechávat působit dezinfekci 64 min., když má

účinnou expozici 2 min. A naopak u prostředku s expozicí 64 min. sledovat jeho

působení již po 2 min.

Pokud účinnou expozici neznáme, provedeme předpokus. U kvalitativní

suspenzní metody se v předpokusu používá čas 1, 2, 4 atd. min., u kvantitativní

suspenzní metody 1, 10, 20 a 30 min. Pak zvolíme vhodné časy.

1.2.6. Suspenzní metody pro stanovení účinnosti

dezinfekčních látek

Zde popsané metody jsou základní a jednoduché. V Evropě jsou prvním a druhým

stupněm při testování nových dezinfekčních prostředků. V první fázi se používají pouze

pro zjištění účinnosti daného prostředku. Podmínky při testování se v této fázi

standardizují a dalece se odlišují od těch skutečných. Druhá fáze je rozdělena na dva

kroky. Při prvním se znovu používají suspenzní metody, ale tentokrát se podmínky co

nejvíce přizpůsobují praxi. Ve druhém kroku se testuje praktické využití (např.

dezinfekce rukou, různých povrchů apod.). V závěrečné fázi se prostředek testuje

v terénu.
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1.2.6.1. Kvalitativní suspenzní metoda

Nelze při ní stanovit počet přeživších mikroorganismů. Je možno pouze stanovit,

jestli mikrobi po působení testované látky rostou a množí se.

1.2.6.1.1. Standardní suspenzní metoda

„Technicky nejjednodušší metoda, která umožňuje jednak určení nejkratší účinné

expozice při určité koncentraci, jednak určení nejnižší účinné koncentrace při

standardní expozici. Je vhodná pro rychlou kontrolu účinnosti dezinfekčních prostředků

i pro srovnávání účinnosti různých přípravků.“ [1: 14]

Není náročná ani na pomůcky a lze provést v jakékoliv mikrobiologické, hygienické

nebo epidemiologické laboratoři.

Postup:

Pokud známe účinnou koncentraci a expozici (od výrobce):

1. Zkoušený dezinfekční prostředek se naředí na požadovanou koncentraci. Objem

se zvolí dle předpokládané spotřeby.

2. Připraví se bakteriální suspenze o denzitě 5 McF. Objem se opět zvolí dle

předpokládané spotřeby.

3. Nachystají se zkumavky s 5 ml bujonu. Co expozice a koncentrace, to jedna

zkumavka.

4. Do Petriho misek se nalije 9,9 ml dezinfekčního prostředku a k němu se přidá

0,1 ml bakteriální suspenze. Vše se důkladně promíchá.

5. Po expozici se kličkou o průměru 4 mm (objem 10 µl) mikrob inokuluje do

zkumavek s bujonem.

6. Zkumavky se kultivují v inkubátoru podle růstových podmínek mikroba.
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7. Hodnotí se zákal, případně sedimentace v bujonu. Pokud je v něm zákal, je

dezinfekce neúčinná, pokud je bujon čirý, dezinfekce je účinná.

8. Za účinný se považuje prostředek, u něhož při dané koncentraci a expozici

nedošlo k růstu mikrobů v minimálně 3x opakovaném pokusu.

Pozn.: Provádí se tzv. kontrolní pokus, kdy se zjišťuje, jestli je mikrob vůbec

schopen růstu v bujonu a jestli není bujon kontaminován mikroorganismy.

Průběh kontrolního pokusu:

1. Mikrob se ze suspenze ihned inokuluje do bujonu, aniž by byl vystaven

působení dezinfekce. Zkumavka se kultivuje v termostatu.

2. Inkubuje se čistý bujon.

Pokud neznáme účinnou koncentraci a expozici:

1. Účinnost se určí předpokusem v ředěních v rozmezí 10-1 až 10-5 při použití

jednoho standardního mikroba. Postup viz výše uvedené body 1-7.

2. Vyhodnotí se nárůsty a zvolí se vhodné ředění a doby působení. Následně

postupujeme jako v případě, kdy známe účinnou koncentraci a expozici.

1.2.6.1.2. Suspenzní mikrometoda

„Modifikovaná standardní suspenzní metoda. Využívá mikroředění a kultivace

v polystyrenových mikrodestičkách, které obsahují 96 jamek. Do každé jamky se plní

0,1 ml ředidla pro zkoušený přípravek nebo 0,1 ml kultivačního media. Na jednu

destičku je možné umístit ve vodorovné řadě 4 vzorky, každý ve třech jamkách. Tím se

získá trojí opakování v jednom pokusu.“ [2: 105]

Tato metoda je velice rychlá a efektivní. Lze s ní stanovit citlivost většího počtu

mikrobů k dezinfekčním prostředkům.
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1.2.6.2. Kvantitativní suspenzní metoda

Jedná se o něco náročnější metodu, než je metoda kvalitativní. Lze z ní však zjistit

přesný počet CFU/ml v závislosti na různých proměnných, jako je koncentrace

dezinfektantu, teplota a expozice. Pro hodnocení účinnosti se zavedl pojem

mikrobicidní efekt (ME). Ten udává řádový pokles počtu CFU/ml. Pro výpočet se

používá vzorec:

= = −
Kde N0 je počet CFU/ml v kontrolním pokusu (mikrob se z počáteční suspenze

inokuluje přímo do bujonu) a Nd je počet CFU/ml po vystavení mikroba dezinfekci.

Dezinfekční prostředek je účinný, pokud je pokles počtu CFU/ml alespoň o 5 řádů

(ME = 5), tj. o 99,999 %. (Pokud ME = 1 je pokles o 90 %, pro ME = 2 je 99 %.)

Postup:

Pokud známe účinnou koncentraci a expozici (od výrobce):

1. Prostředek se naředí do požadované koncentrace. Objem se zvolí dle

předpokládané spotřeby.

2. Připraví se bakteriová suspenze o denzitě 5 McF. Objem se opět zvolí dle

předpokládané spotřeby.

3. Pro každou expozici a koncentraci se nachystá 5 zkumavek. V první z nich je

4,5 ml neutralizátoru, v následujících čtyřech 4,5 ml bujonu nebo 1%

peptonové vody (roztok peptonu v destilované vodě s 0,5 % NaCl). Navíc se

pro každou zkumavku připraví 1 nebo 2 agarové plotny.

4. Do Petriho misek se nalije 9,9 ml testovaného přípravku a k němu se přidá

0,1 ml bakteriální suspenze. Vše se důkladně promíchá.

5. Po zvolené expozici se odebere 0,5 ml z roztoku z Petriho misky do

zkumavky s neutralizátorem. Tento nový roztok se promíchá a opět se z něj

odebere 0,5 ml do zkumavky č. 2 (tentokrát s bujonem). Zde se postup opět

opakuje, dokud se nedostaneme ke zkumavce č. 5.
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6. Z každé z pěti zkumavek se přenese 0,5 ml na agarové plotny (viz bod č. 3)

a tekutina se nechá rozlít po celé ploše plotny.

7. Otevřené plotny se usuší v termostatu při teplotě 30-35°C. Po usušení se

uzavřou víčkem a kultivují dle podmínek mikroba.

8. Po inkubaci se spočítají jednotlivé kolonie, které na agaru vyrostly,

a vypočítá se počet CFU/ml (Na každou plotnu jsme přenesli 0,5 ml

suspenze, čili nám na ní vyrostl počet kolonií z 0,5 ml. Pokud jsme si

připravili pouze jednu plotnu na zkumavku, násobíme počet zjištěných

kolonií dvěma. Pokud jsme si připravili na každou zkumavku dvě, sečteme

hodnoty z obou ploten.).

9. Hodnocení účinnosti dle výše uvedeného vzorce.

Pokud neznáme účinnou koncentraci a expozici:

1. Provede se předpokus s ředěními 10-1 až 10-5 při použití jednoho

standardního mikroba. Postup viz výše uvedené body 1-9.

2. Vyhodnotí se nárůsty a zvolí se vhodné ředění a doby působení. Dále

postupujeme jako v případě, kdy známe účinnou koncentraci a expozici.
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2. Praktická část

Všechny pokusy a laboratorní práce probíhaly v prostředí akreditované

zdravotnické laboratoře v objektu polikliniky na ulici Vltavínská 1289 v Třebíči.

Laboratoř vlastní společnost UniLAB, s.r.o. Po celou dobu práce prováděla odborný

dozor MVDr. Lenka Jourová, která také určila všechny narostlé druhy bakterií.

Předpoklad: Ve zdravotnických zařízeních se vyskytují nemocniční kmeny9

bakterií, které jsou vystaveny účinkům dezinfekčních prostředků. Jsou tedy vystaveny

selekčnímu tlaku a vytvářejí si vůči dezinfektantům rezistenci. Ta vzniká kvůli výskytu

velice odolných jedinců, kteří odolávají účinkům dezinfekce a dále se množí, nebo kvůli

špatnému postupu při dávkování či aplikaci dezinfekčních prostředků.

Cíl: Zjistit, jestli bakterie vystavené dezinfekci (dále jen dezinfikované) jsou

vůči ní odolnější než bakterie, které působení dezinfekčních prostředků vystaveny

nebyly (dále jen čisté).

Průběh: Sběr mikrobů, jejich selekce, izolace z prvotního stěru a testování na

dezinfektant, který se používá ve zdravotnických zařízeních, odkud byly izolovány

dezinfikované bakterie.

2.1.  Odběr vzorků a jejich kultivace

Sběr mikrobů se prováděl pomocí stěrů vatovým tamponem. Cílem bylo získat

dva k sobě kompatibilní jedince od stejného druhu, jednoho dezinfikovaného a jednoho

čistého. Stěry byly provedeny na poliklinice v Třebíči (Vltavínská 1289, 674 01,

Třebíč) a na Gymnáziu Třebíč (Masarykovo nám. 9/116, 674 01, Třebíč). Vzhledem

k malému počtu získaných kompatibilních dvojic byly dva nemocniční kmeny získány

z Nemocnice Třebíč (Purkyňovo nám. 2, 674 01, Třebíč) a k nim čisté od anonymních

9 Bakteriální kmen vyskytující se ve zdravotnickém zařízení. Vyvolává nákazu u hospitalizovaných
pacientů s oslabenou imunitou.
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dětských pacientů, kde byla předpokládána jejich primoinfekce z komunity, kde mikrob

nebyl vystaven významnému dezinfekčnímu procesu jako ve zdravotnickém zařízení.

Větší počet stěrů je důvodem toho, že nebylo známo, kolik bakterií se na

jednotlivých místech objeví a pokud se objeví, zdali budou vzájemně kompatibilní.

Stěry byly provedeny pomocí výtěrové sady (obr. 6 a 7).

Obr. 6: Odběr vzorků z automatu na poliklinice v Třebíči.

Obr. 7: Odběr vzorků z odtoku umyvadla na poliklinice v Třebíči.
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Vzorek z výtěrové zkumavky se pak přenesl na agarovou plotnu.

Postup:

a) Popíše se Petriho miska s krevním agarem (název sběrného místa), na který se

bude stěr kultivovat (obr. 8).

Obr. 8: Popisování Petriho misky s krevním agarem.

b) Vatový tampon se vytáhne ze zkumavky a otírá se na agar (obr. 10) tak, aby

potřená plocha zaujímala zhruba 1/3 plochy půdy (obr. 9, nejtmavší zóna).
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Obr. 9: Očkování na plotnu.

Obr. 10: Inokulace vzorku na plotnu pomocí tamponu.

c) Poté se tato plocha rozředí bakteriologickou kličkou (obr. 11). Z plochy, odkud

se ředí, se vede několik vodorovných čar (obr. 9, šipka 1). Na ploše inokulované

tamponem většinou vyroste souvislý povlak různých druhů bakterií a jejich
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určení je složité. Proto se provádí ředění, po kterém na agaru vyrostou jednotlivé

kolonie (obr. 12, zelené šipky – směr ředění, 1 – plocha inokulovaná tamponem,

2 – jednotlivé kolonie).

Obr. 11: Rozřeďování vzorku na plotně pomocí kličky.

Obr. 12: Kultivovaná plotna. Zdroj: www.komonews.com.

d) Provádí se zhruba další 3 ředění (obr. 9, šipky 2 – 4). Každé se vede z toho

předchozího a na každé se použije nová klička. Použité kličky se odkládají do

nádoby s dezinfekčním prostředkem (obr. 13).
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Obr. 13: Použité kličky.

e) Plotna se kultivuje v inkubátoru 24 hodin při teplotě 36 – 37°C.

Celkově bylo provedeno 15 stěrů na 14 místech (automat na poliklinice v lékárně

byl setřen dvakrát, podruhé kvůli cílenému získání rodu Micrococcus luteus, viz níže).

Dva kmeny byly získány z Nemocnice Třebíč (jednalo se o kmeny nemocniční) a dva

od anonymních dětských pacientů.

2.1.1.  Místa stěrů s předpokládaným výskytem čistých

bakterií

Jako nejvhodnější místa pro výskyt čistých mikrobů se jevily nápojové

automaty. Denně je s nimi v kontaktu velké množství lidí (potencionálních nosičů) a

nejsou dezinfikované, tudíž se předpokládalo, že z provedených stěrů naroste velké

množství rozmanitých druhů bakterií.
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2.1.1.1. Automaty na teplé nápoje na poliklinice v Třebíči

Na poliklinice se nacházejí dva z odběrových automatů. První automat na kávu a

jiné teplé nápoje se nachází v přízemí na levé straně po vstupu do lékárny. Druhý stojí

v přízemí vedle trafiky. Oba jsou hojně využívané a ani jeden není dezinfikovaný. Stěry

byly provedeny na ovládacích prvcích (tlačítkách) a u automatu v lékárně i ve schránce

na vrácené mince.

Obr. 14: Automat v lékárně. Obr. 15: Automat u trafiky.
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Obr. 16: Kontaminace automatu.

2.1.1.1.1.  Automat v lékárně – ovládací prvky

Obr. 17: Ovládací prvky automatu v lékárně.
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Obr. 18: Nárůst stěru z ovládacích prvků automatu v lékárně.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie, vyskytuje se na kůži savců,

onemocnění vyvolává jen u osob se sníženou imunitou

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie, vyskytuje se na sliznici

nosohltanu a kůži, napadá oslabené pacienty (po popáleninách, složitých

chirurgických zákrocích apod.), často se drží na předmětech zaváděných do těla

(katetry, umělé klouby…)

c) plíseň

V lednu 2013 byl proveden ještě jeden stěr (první proveden v říjnu 2012), který, dle

výsledků prvního, vedl k cílenému získání rodu Micrococcus luteus.
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Obr. 19: Nárůst druhého stěru z ovládacích prvků automatu v lékárně.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) plíseň

2.1.1.1.2.  Automat v lékárně – schránka na vrácené mince

Obr. 20: Schránka na mince automatu v lékárně.
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Obr. 21: Nárůst stěru ze schránky na vrácené mince automatu v lékárně.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie

c) Bacillus sp. – šedá kolonie s nejasnými okraji

2.1.1.1.3.  Automat u trafiky – ovládací prvky

Obr. 22: Ovládací prvky automatu u trafiky.
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Obr. 23: Nárůst stěru z ovládacích prvků automatu u trafiky.

Nárůst: Negativní záchyt mikroorganismů.

2.1.1.2.  Automat na teplé nápoje na Gymnáziu Třebíč

Na Gymnáziu Třebíč se nachází celkem tři automaty. Ten, na kterém byly

provedeny stěry, se nachází v druhém patře u výtahové šachty. Vedle něj je automat na

chlazené nápoje a potraviny. Stěry byly provedeny na ovládacích prvcích a ve schránce

na vrácené mince.

Obr. 24: Automat na teplé nápoje na Gymnáziu Třebíč.
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2.1.1.2.1.  Automat na gymnáziu – ovládací prvky

Obr. 25: Ovládací prvky automatu na gymnáziu.

Obr. 26: Nárůst stěru ovládacích prvků automatu na gymnáziu.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie
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2.1.1.2.2.  Automat na gymnáziu – schránka na vrácené mince

Obr. 27: Schránka na vrácené mince automatu na gymnáziu.

Obr. 28: Nárůst stěru ze schránky na vrácené mince automatu na gymnáziu.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie
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2.1.1.3.  Počítačové klávesnice v bakteriologické laboratoři na

poliklinice v Třebíči

Setřeny byly dvě klávesnice v mikrobiologické laboratoři, v níž byly prováděny

všechny pokusy. Obě klávesnice se nacházejí v laboratorní místnosti. Jedna u počítače

vlevo, druhá u počítače vpravo.

2.1.1.3.1.  Počítačová klávesnice levého počítače

Obr. 29: Levý počítač.
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Obr. 30: Nárůst z klávesnice levého počítače.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie

c) Bacillus sp. – šedá kolonie s nejasnými okraji

2.1.1.3.2. Počítačová klávesnice pravého počítače

Obr. 31: Pravý počítač.
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Obr. 32: Nárůst z klávesnice pravého počítače.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie

c) Bacillus sp. – šedé kolonie s nejasnými okraji

2.1.2.  Místa stěrů s předpokládaným výskytem

dezinfikovaných bakterií

Jako nejvhodnější byla vytipována místa, s nimiž přijde pacient často do styku a

která jsou pravidelně dezinfikována. (Např. kliky na toaletách, zábradlí, umyvadla,

apod.)
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2.1.2.1. Umyvadlové výpusti na poliklinice v Třebíči

Zde se předpokládal výskyt většího množství různých druhů bakterií, které se

smyjí proudem vody a ulpí na výpusti. Stěry byly provedeny v umyvadlových

výpustech pánských a dámských toalet v prvním patře na poliklinice v Třebíči a

v umyvadlové výpusti v bakteriologické laboratoři, taktéž na třebíčské poliklinice.

2.1.2.1.1.  Umyvadlová výpusť pánských toalet v prvním patře

polikliniky v Třebíči

Obr. 33: Nárůst stěru z umyvadlové výpustě pánských toalet v prvním patře.

Nárůst:

a) G+ koky

b) G- tyčinky

c) Proteus sp.
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2.1.2.1.2.  Umyvadlová výpusť dámských toalet v prvním

patře polikliniky v Třebíči

Obr. 34: Nárůst stěru z umyvadlové výpustě dámských toalet v prvním patře.

Nárůst:

a) G+ koky

b) G- tyčinky

c) Proteus sp.

2.1.2.1.3. Umyvadlová výpusť v bakteriologické laboratoři na

poliklinice v Třebíči

Stěr byl proveden na výpusti v laboratorní místnosti.
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Obr. 35: Nárůst stěru umyvadlové výpustě bakteriologické laboratoře.

Nárůst:

a) G+ koky

b) G- tyčinky

c) Proteus sp.

2.1.2.2. Kliky vstupních dveří pánských toalet na poliklinice

v Třebíči

2.1.2.2.1. Klika vstupních dveří pánské toalety v přízemí na

poliklinice v Třebíči
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Obr. 36: Dveře toalet v přízemí.

Obr. 37: Nárůst stěru z kliky pánských toalet v přízemí.

Nárůst:

a) G- tyčinky – lesklé kolonie

b) Corynebacterium – suché kolonie, odolné v prostředí
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2.1.2.2.2.  Klika vstupních dveří pánské toalety v prvním

patře na poliklinice v Třebíči

Obr. 38: Dveře toalet v prvním patře.

Obr. 39: Nárůst stěru z kliky pánských toalet v prvním patře.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie
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2.1.2.3.  Kliky vstupních dveří dámských toalet na poliklinice

v Třebíči

2.1.2.3.1.  Klika vstupních dveří dámské toalety v přízemí na

poliklinice v Třebíči

Obr. viz obr. 36.

Obr. 40: Nárůst stěru z kliky dámských toalet v přízemí.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie

c) G- tyčinky – šedé kolonie
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2.1.2.3.2. Klika vstupních dveří dámské toalety v prvním

patře na poliklinice v Třebíči

Obr. viz obr. 38.

Obr. 41: Nárůst stěru z kliky dámských toalet v prvním patře.

Nárůst:

a) Micrococcus luteus – žluté kulaté kolonie

b) Staphylococcus epidermidis – bílé kulaté kolonie

c) Bacillus sp. – hnědé kolonie s nejasnými okraji

d) G- tyčinky – šedé kolonie
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2.1.3.  Mikrobi získaní z prostředí Nemocnice Třebíč a k nim

čistí od dětských pacientů

Pseudomonas aeruginosa:

Obr. 42: Pseudomonas aeruginosa.

Vyskytuje se v odpadních vodách, v půdě, ve stolici domácích zvířat i lidí.

Onemocnění vyvolává u jedinců s oslabenou imunitou. Má charakteristickou vůni a na

plotně tvoří „zrcátka“.

Klebsiella pneumoniae:

Obr. 43: Klebsiella pneumoniae.
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G- tyčinka. Nachází se ve střevním traktu. Je původcem infekcí na

novorozeneckých odděleních a jednotkách intenzivní péče.

2.2. Testování vybraných mikrobů

Z výsledků stěrů se vybraly vhodné kompatibilní dvojice, které byly dále

testovány na rezistenci vůči dezinfekci. Jako dezinfekční prostředek byl vybrán

Incidur10 (šarže 4501 F1 0104, expirace 12/2013), který se používá jak na třebíčské

poliklinice, tak v Nemocnici Třebíč.

Obr. 44: Incidur.

Vybrané druhy bakterií:

a) Staphylococcus epidermidis

10 Kapalný koncentrovaný dezinfekční a čisticí prostředek určený pro povrchovou dezinfekci a čištění
všech omyvatelných ploch a předmětů. Je vhodný na podlahy, stěny, kachlíky, nábytek apod., i na plochy
z plexiskla. Výrobce Ecolab Hygiene, s.r.o. Bezpečnostní list přiložen v příloze.
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b) Micrococcus luteus

c) Klebsiella pneumoniae

d) Pseudomonas aeruginosa

Cílem tohoto testování bylo potvrdit předpoklad, že mikrob, který byl vystavený

působení dezinfekce, je vůči ní odolnější (a tudíž i nebezpečnější pro člověka) než

mikrob, který nebyl tomuto působení vystaven.

Při testování byla použita standardní kvalitativní suspenzí metoda (viz

1.2.6.1.1.). Práce probíhala bez zátěže (viz 1.2.4.).

Měření hodnoty při ředění bakteriové suspenze na požadovanou hodnotu 5 McF bylo

prováděno denzitometrem (viz 1.2.3.).

Výrobce Inciduru doporučuje následující expozice a koncentrace:

Doporučené ředění pro použití
Koncentrace

(%)

Koncentrace

(ml/l)
Expozice

Plošná dezinfekce v nemocniční profylaxi11 a

všeobecné praxi

0,50

1,00

1,50

2,00

5

10

15

20

4 h

1 h

30 min.

15 min.

Plošná dezinfekce proti bakteriím a

mikroskopickým kvasinkovitým i vláknitým

houbám při pravid. použití (kumulativní12 efekt)

0,25

0,50

2,5

5

4 h

1 h

Omezeně virucidní (x HIV, HBV, HCV) 0,50 5 30 min.

Účinnost proti adenovirům 0,50 5 1 h

Účinnost proti rotavirům 1,00 10 15 min.

Dezinfekce ochranných plynových masek 2,00 20 15 min.

Tab. 5: Doporučené ředění Inciduru. Zdroj: obal Inciduru.

11 konkrétní ochrana před určitou nemocí
12 hromadný
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Podle této tabulky, konkrétně druhého řádku (plošná dezinfekce proti bakteriím)

a požadavků standardní kvalitativní suspenzní metody (viz 1.2.6.1.1.) se pro testování

zvolily následující koncentrace přípravku:

1%, 0,5%, 0,25% a 0,05%

Dle tabulky se 0,5 % roztok dostane smícháním 5 ml přípravku s 995 ml vody. 1 %

roztok tedy dostaneme smícháním dvojnásobného množství přípravku s 990 ml (poměr

1:100) sterilní destilované vody (dále jen vody). Z tohoto výpočtu se dále vycházelo při

ředění všech koncentrací.

Cílem bylo dostat 10 ml (nebo násobek, viz níže) výsledného roztoku dané

koncentrace, protože při testování standardní kvalitativní suspenzní metodou je třeba

9,9 ml dezinfekce na jednu Petriho misku. Pokud bylo Petriho misek pro jednu

koncentraci více, zjistilo se celkové potřebné množství výpočtem:

potřebné množství roztoku (v ml) = počet Petriho misek * 10 ml

Dle výsledku se upravila i předchozí množství, aby bylo z čeho ředit.

Pro lepší výpočty a provedení se nejprve ředil 10 % roztok poměrem 1:10 (1 ml

dezinfektantu a 9 ml vody). Z něj se ředilo opět poměrem 1:10 (1 ml 10% roztoku a 9

ml vody) na koncentraci 1 %.

5 % roztok byl namíchán poměrem 5:100 (při požadovaném množství 10 ml se

smíchalo 0,5 ml dezinfektantu s 9,5 ml vody). Z 5 % se získal 0,5 % ředěním v poměru

1:10 (1 ml 5 % roztoku a 9 ml vody). 0,05 % roztok je desetkrát zředěný 0,5 % (1 ml

0,5 % roztoku a 9 ml vody).

0,25 % roztok se získá zředěním 0,5 % v poměru 1:1 (5 ml 0,5 % roztoku a 5 ml

vody).
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Obr. 45: Ředění dezinfekce.

Obr. 46: Kádinky s naředěnou dezinfekcí.

Z každé požadované koncentrace se napipetovalo 9,9 ml na Petriho misku. Pak

se přidalo 0,1 ml bakteriové suspenze.

Obr. 47: Misky s napipetovanou zředěnou dezinfekcí.
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Obr. 48: Pracovní prostředí.

Expozice se volila opět dle tabulky (tab. 5, plošná dezinfekce proti bakteriím,

doporučená koncentrace 0,5 % a k ní expozice 1 h) a přizpůsobovala se evropské normě

(viz 1.2.5.), časy použité v pokusu proto byly:

8, 16, 32 a 64 minut

Po těchto časech od času 0 (smíchání 0,1 ml bakteriové suspenze a 9,9 ml

dezinfekčního roztoku) se mikrob inokuloval kličkou o objemu 10 μl (0,01 ml) do

zkumavky s bujónem (obr. 49). Tyto pak byly inkubovány dle růstových podmínek

daného mikroba.

Obr. 49: Inokulace do bujónu.
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Každý testovaný kmen byl při testování vystaven působení 1 %, 0,5 %, 0,25 % a

0,05 % Inciduru při časech působení 8, 16, 32 a 64 minut. V jedné sérii tedy bylo

dosaženo 16 výsledků. Celkem byly provedeny 3 série pro každý kmen, aby byly

výsledky přesnější a vyloučila se případná chyba.

Po kultivaci se pro výsledné zhodnocení a porovnání odolnosti kompatibilních

dvojic vytvořila tabulka, kde + značí nárůst mikroba a – značí sterilní bujón. Zákal se

hodnotil vizuálně, při nejasném vizuálním výsledku se daná zkumavka proměřila

denzitometrem.

Obr. 50 : Vizuální hodnocení nárůstů.

Prováděl se také kontrolní pokus (viz 1.2.6.1.1.)
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2.2.1. Staphylococcus epidermidis

Obr. 51: Staphylococcus epidermidis. Zdroj: www.microbeworld.org.

Dezinfikovaný kmen z kliky vstupních dveří pánských toalet v prvním patře (viz

2.1.2.2.2.).

Čistý kmen z ovládacích prvků automatu v lékárně (viz 2.1.1.1.1.).
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Staphylococcus epidermidis - čistý

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,05 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 6: Staphylococcus epidermidis – čistý. Výsledky.
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Staphylococcus epidermidis - dezinfikovaný

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I - - - -

II + - - -

III - - - -

0,05 %

I + + + +

II + + + -

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 7: Staphylococcus epidermidis – dezinfikovaný. Výsledky.

Zhodnocení:

Ani jeden kmen z této kompatibilní dvojice nevykazuje zvýšenou rezistenci vůči

Inciduru. Výsledky pokusů jsou téměř totožné. Nárůst u dezinfikovaného rodu

Staphylococcus vystaveného ve 2. sérii 8 minut 0,25 % Inciduru lze vysvětlit několika

způsoby:

1. Výskyt několika odolných jedinců, kteří přežili po tuto dobu působení

dané koncentrace dezinfekce.
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2. Vznik koagula 13 , např. při přípravě bakteriové suspenze špatným

rozmícháním nebo až následně v Petriho misce.

2.2.2.  Micrococcus luteus

Obr. 52: Micrococcus luteus. Zdroj: newscenter.lbl.gov.

Dezinfikovaný kmen z kliky vstupních dveří dámských toalet v prvním patře

(viz 2.1.2.3.2.)

Čistý kmen z ovládacích prvků automatu v lékárně (viz 2.1.1.1.1.).

13 sraženina několika jedinců, kde ti, co jsou na povrchu, uhynou kvůli působení dezinfekce či antibiotik,
ale ti, co jsou uvnitř, přežívají a vytvářejí si vůči dezinfekci nebo antibiotikům rezistenci
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Micrococcus luteus - čistý

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,05 %

I + + + -

II + + + +

III + + + -

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 8: Micrococcus luteus – čistý. Výsledky.
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Micrococcus luteus - dezinfikovaný

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I - - - -

II + - - -

III - + - -

0,05 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 9: Micrococcus luteus – dezinfikovaný. Výsledky.

Zhodnocení:

Dezinfikovaný Micrococcus je odolnější než čistý. Je patrný jasný rozdíl

v nárůstu ve všech třech sériích 0,05 % koncentrace při expozici 64 minut. Nárůst ve

druhé sérii po působení 0,25 % roztoku 8 minut se objevil pouze jednou a nebyl

potvrzen ani v jednom z dalších dvou pokusů. Může se tedy jednat o vznik koagula či

o skutečně odolnou jednotku. Tímtéž způsobem se dá vysvětlit růst mikroba

vystaveného ve 3. sérii 16 minut 0,25 % Inciduru.
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2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Obr. 53: Pseudomonas aeruginosa. Zdroj: www.beama.org.uk.

Dezinfikovaný nemocniční kmen z Nemocnice Třebíč.

Čistý kmen od anonymního dětského pacienta, u kterého byla předpokládaná

primoinfekce.
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Pseudomonas aeruginosa - čistá

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - + - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I + - - -

II - - - -

III - - - -

0,05 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 10: Pseudomonas aeruginosa – čistá. Výsledky.
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Pseudomonas aeruginosa - dezinfikovaná

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,25 %

I - - + -

II - - - -

III - - - -

0,05 %

I - - + +

II + + - +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 11: Pseudomonas aeruginosa – dezinfikovaná. Výsledky.

Zhodnocení:

Čistá Pseudomonas se jeví jako odolnější, i když dříve nebyla vystavena

působení Inciduru. To by platilo za předpokladu, kdy negativní nárůsty u dezinfikované,

vystavené působení 0,05 % Inciduru, jsou způsobeny odumřením všech CFU a nikoli

lidskou chybou při průběhu pokusu.
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2.2.4.  Klebsiella pneumoniae

Obr. 54: Klebsiella pneumoniae. Zdroj: www.tagesspiegel.de.

Dezinfikovaný nemocniční kmen z Nemocnice Třebíč.

Čistý kmen kmen od anonymního dětského pacienta, u kterého byla

předpokládaná primoinfekce.
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Klebsiella pneumoniae - čistá

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I + - - -

II + - - -

III + - - -

0,5 %

I + + - -

II + + - -

III + + - -

0,25 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

0,05 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 12: Klebsiella pneumoniae – čistá. Výsledky.
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Klebsiella pneumoniae - dezinfikovaná

Koncentrace

dezinfektantu
Číslo série

Expozice (min)

8 16 32 64

1 %

I - - - -

II - - - -

III - - - -

0,5 %

I + + - -

II + - - -

III + + - -

0,25 %

I + + + -

II + - + -

III + + + -

0,05 %

I + + + +

II + + + +

III + + + +

Kontrola
bez dezinfekce +

bujón -

Tab. 13: Klebsiella pneumoniae – dezinfikovaná. Výsledky.

Zhodnocení:

Čistá Klebsiella je odolnější než dezinfikovaná, i když dříve nebyla vystavena

působení Inciduru. Anomálii u dezinfikované, vystavené ve 2. sérii 16 minut působení

0,25 % Inciduru, lze vysvětlit několika způsoby. Buď se jedná o lidskou chybu při

provádění pokusu, nebo o skutečné uhynutí všech CFU.
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3. Závěr

Z každého ze dvou úseků praktické části (stěry, testování rezistence) lze vyvodit

samostatné závěry.

Při provádění stěrů z prostředí byly očekávány bohaté nárůsty rozmanitých

druhů bakterií. Jako nejslibnější se jevily automatové schránky na vrácené mince. Jsou

uzavřené, lidé jsou s nimi často v kontaktu, a pokud se automat umyje, je velice

nepravděpodobné, že by byla řádně umyta i tato schránka. Dalším místem, u kterého se

předpokládal výskyt různorodých bakterií, jsou kliky na toaletách. Jsou velice

frekventované a kvůli tomu, že někteří lidé zanedbávají či dokonce vynechávají

hygienickou očistu, byl taktéž zde očekáván zajímavý nárůst. Zde však má, na rozdíl od

nápojového automatu, na výskyt mikrobů vliv dezinfekční proces, který se provádí

denně po určitých časových úsecích.

Z výsledků těchto stěrů je patrné, že nárůsty nebyly z hlediska rozmanitosti moc

významné a všude se vyskytují stejné druhy (Micrococcus luteus, Staphylococcus

epidermidis, Bacillus sp.) bez ohledu na dezinfikovanost prostředí. Tyto bakterie jsou

běžnou mikroflórou lidské kůže, ale při přemnožení způsobují svému hostiteli zdravotní

potíže. Vzhledem k tomu, že se vyskytovaly jak v prostředí nedezinfikovaném, tak i

v dezinfikovaném, lze je považovat za bakterie odolné v prostředí.

Také nárůsty stěrů z umyvadlových výpustí byly všechny totožné, s výskytem

třech druhů (Proteus sp., G- tyčinky, G+ koky). Tyto přežívají i v nepříznivých

podmínkách odpadního odtoku. Dalo by se očekávat, že bakterie, jež byly nalezeny

na klikách a automatech, kam se dostaly z rukou, budou při umývání smyty proudem

vody a taktéž ulpí ve výpusti a budou se zde množit. To se však nestalo, z čehož

vyplývá, že v umyvadlové výpusti jsou pro ně nevhodné podmínky k životu.

Na ovládacích prvcích automatu v lékárně se objevila i plíseň. Je otázkou, zda

spory, které se na tlačítkách uchytily, jsou ze vzdušného spadu nebo je sem dotykem

přenesl zákazník. Vzdušný spad by se dal prokázat pokusem, kdy se otevřená Petriho

miska s krevním agarem nechá nějakou dobu v blízkosti automatu. Pak se nechá

kultivovat, a pokud plíseň naroste, jedná se o spory ze vzduchu.
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Výsledky pokusů testování na Incidur se dají porovnat různými způsoby. Ten,

ke kterému tato práce měla dospět, je vzájemné porovnání odolnosti čistého a

dezinfikovaného kmenu téhož druhu bakterie.

V případě rodu Staphylococcus epidermidis nevykazoval ani jeden testovaný

kmen zvýšenou rezistenci na Incidur. Výsledky se téměř shodovaly.

Jediným případem, kdy se potvrdil předpoklad, je testovaný Micrococcus luteus.

Dezinfikovaný kmen vykazoval zvýšenou rezistenci. Sice jen nepatrnou a v nejnižších

hodnotách koncentrace (0,05 %), ale i tak zde měl o dva kladné výsledky více než čistý

kmen.

Zajímavé skutečnosti vyplynuly z testování nemocničních kmenů a k nim

kompatibilních od anonymních dětských pacientů. Zde se dalo také očekávat, že

dezinfikované kmeny budou odolnější, ale zjištění ukázalo pravý opak. Rezistentnější

jsou kmeny čisté, od dětských pacientů s primoinfekcí z komunity. Výrazněji se to

projevilo u testované Klebsiella pneumoniae, kde jsou nárůsty i po působení 1 %

Inciduru a po působení 0,25 % 64 minut. U testované Pseudomonas aeruginosa nejsou

výsledné hodnoty tak výrazné jako v předchozím případě, ale i tak se čistá jeví jako

odolnější.

Tento neočekávaný výsledek se dá vysvětlit tím, že mikrob kolonizující

jakýkoliv organismus (na povrchu i uvnitř) je vystaven velkému selekčnímu tlaku.

Tento tlak je větší než u mikroba žijícího ve zdravotnickém zařízení. Na toho jsou

aplikovány pouze dezinfekční prostředky a antibiotika, a tak si vytváří odolnost pouze

vůči nim. Kdežto jedinec kolonizátor se musí bránit rozličnějším vnějším podmínkám a

obaluje se silnější kapsulou14.

Další způsob, jak porovnat zjištěné hodnoty, je porovnat odolnost druhů bakterií

navzájem. Jako nejodolnější ze všech testovaných bakterií je Klebsiella pneumoniae.

„V poslední době přibývají její kmeny rezistentní na antibiotika“ [5: 265] a pokud by se

objevovaly i kmeny odolné vůči dezinfektantům, jednalo by se o nastupující

biologickou hrozbu. To by však vyžadovalo další a rozsáhlejší testování.

14 pouzdro chránící bakterii, je tvořené polysaridy a proteiny
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Další příčky nelze určit, neboť zbylé testované kmeny (Micrococcus luteus,

Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus epidermidis) vykazovaly srovnatelnou

odolnost.

Celkově lze tedy výsledky shrnout tak, že předpoklad, který byl vysloven na

začátku této práce, se potvrdil pouze v jednom případě, konkrétně u rodu Micrococcus

luteus. Při testování nebyl objeven kmen, který by projevoval vůči Inciduru vysokou

odolnost. Testovaný dezinfekční prostředek (Incidur) je při výrobcem doporučené

koncentraci a expozici účinný na všechny testované kmeny bakterií. Některé ničí i při

menších hodnotách. Je však lepší dodržovat postupy stanovené výrobcem, neboť tyto

menší hodnoty mohou být pouze bakteriostatické, nikoli bakteriocidní.

Výsledky, případně i postupy této práce jsou aplikovatelné do praxe (např.

zjištění viz odstavec výše).

Ve výzkumu by se také dalo pokračovat a zkoumat a následně i porovnávat

odolnosti různých nemocničních kmenů získaných v daném zdravotnickém zařízení na

různých odděleních a místech. Na bakterie by byly aplikovány rozlišné dezinfektanty od

různých výrobců. Testování by se také mohlo periodicky opakovat, např. po půl roce.

To vše by však znamenalo práci navíc pro hygienické a epidemiologické laboratoře.

Takovýto výzkum by byl efektivní jen v případě celosvětového rozšíření, kdy by se

všechny získané hodnoty ukládaly do centrální databáze. Pak by se dal efektivně

sledovat vývoj rezistence vůči dezinfekčním prostředkům, jak je tomu např. u sledování

vývoje rezistence na antibiotika.
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