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ANOTACE

Dezinfekce zdravotnickych prostor pomoci UV zareni

Bakalatska prace se zaméfuje na dezinfekci prostorti operacnich sali pomoci
vyuziti LED zaficu, které emituji ultrafialové C zafeni. Zabyva se obecnym popisem
elektromagnetického zareni a dale podrobnéjsim popisem pravé UVC, které je diky svym
kratkym vlnovym délkdm bakteriocidni, sporicidni a virucidni (She et al., 2020). Popisuje
technické parametry umélych zdroji UV, a to hlavné halogenidovych vybojek a LED
zariCu. Prace zkouma, jaké vyhody a jaka rizika s sebou tato technologie pfinasi. Zkouma,
jak ndm nové a ¢im dal dostupné€jsi LED technologie mohou zpfistupnit tento zptsob
dezinfekce prostori a umoznit realizaci v nemocnicnich zafizenich. BP se pokousi
kvalitativné zhodnotit pfitomnost mikroorganismu, které mohou byt vyznamnymi
puvodci HAI, na operacnich silech. Také kvantitativnim stanovenim mikrobialni
kontaminace povrcha a procentualnim ubytkem mikrobialniho znecisténi po chemické a

UVC dezinfekci.

Klic¢ova slova

UV, UVC, dezinfekce, mikroorganismy, LED



ANNOTATION

The title of the Thesis:

Medical facilities disinfection by using UV radiation

The bachelor's thesis focuses on the disinfection of operating theaters by using
LED that emit ultraviolet C radiation. It deals with a general description of
electromagnetic radiation and a more detailed description of UVC, which is bactericidal,
sporicidal and virucidal thanks to its short wavelengths (She et al., 2020). It describes the
technical parameters of artificial UV sources, mainly halogen lamps and LED emitters.
The work examines the advantages and risks of this technology. He investigates how new
and increasingly affordable LED technologies can make this way of disinfecting spaces
accessible to us and enable implementation in hospital facilities. The work tries to
qualitatively assess the presence of micro-organisms, which can be important organic
agents of HAIL. Also by quantitative determination of microbial contamination of surfaces
and percentage reduction of microbial contamination after chemical and UVC

disinfection.

Keywords
UV, UVC, disinfection, microorganisms, LED



Obsah

3

2.1 Dezinfekce

2.1.1  Definice dezinfekce, zakladni rozd€leni
2.1.2  UVC dezinfekce

2.2 Popis elektromagnetického zatfeni

2.2.1  Obecny popis elektromagnetického zafeni
2.2.2  Popis UV zéfeni

2.2.3  Radiometrie

2.3 LED

2.3.1  Princip fungovéni diod

2.3.2  Princip fungovéani LED

2.4 Halogenidové vybojky

2.4.1  Princip fungovéni

2.4.2  Srovndni halogenidovych vybojek a LED
2.5 Soucasny stav dezinfekénich metod
2.5.1  Pravidla a normy dezinfekce nemocnic v CR

2.5.2 Soucasny stav a vyvoj dezinfekcnich metod ve svété

Praktickd Cast................
3.1 Cile a vyzkumné pfedpoklady/otazky
3.2 Metody

3.2.1 Kultivace mikroorganismu
3.2.2 Vyhodnoceni procentualni a€innosti z poctu CFU

3.2.3  Diagnostika bakteridlni kontaminace

10

15

17

18

18

20

21

23

23

23

24

24

25

25

26

27

28

28

29

29

33

38



3.3 Analyza vyzkumnych dat a vyhodnoceni cili 44

3.4 Vyhodnocent cilt a vyzkumnych otazek/predpokladi 45
A DIHSKUZE . . . oo e 48
5 Navrh doporu€eni Pro Praxi.............cooooororiom i 52
6 VL. 53
Seznam POUZité Iteratury. .. .........oooiiiiiii 54
Seznam tabulek. ... ... .o 58
Seznam OBTAZKU. .. ... .o 59

11



Seznam symboli a zkratek

BP

CFU

CLSI

DNA

DP

ESBL

HAI

HIV

IR

IR-A

IR-B

IR-C

LED

MDRO

MRSA

RNA

TSA

TVC

UV

UVA

UVB

UvC

Bakalarska prace

Jednotka tvorici kolonie (colony forming units)

Clinical and Laboratory Standards Institute
Karbapenem-rezistentni Enterobacterales

Deoxyribonukleovd kyselina

Diplomova prace

Sirokospektra beta-laktamaza (extended-spectrum beta-lactamase)
Infekce ziskané pii hospitalizaci (healthcare-associated Infections)
Virus lidské imunitni nedostatecnosti (human immunodeficiency virus)
Infracervené zareni

Infracervené zafeni typu A

Infracervené zafeni typu B

InfraCervené zateni typu C

Svétlo emitujici dioda

Multirezistentni organismy

Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

Ribonukleova kyselina

Trypton Soya agar

Total visible count

Ultrafialové zateni

Ultrafialové zatfeni typu A

Ultrafialové zatfeni typu B

Ultrafialové zatfeni typu C

12



VRE Vankomycin rezistentni enterokoky

VRGB Violet red bile glucose agar

13



1 Uvod

V zdjmu snizeni poctu infekci spojenych se zdravotni péci je tieba zavést
ucinnou strategii pro dezinfekci povrchti v okoli pacienta a jeji kontrolu s cilem snizit
mnozstvi mikroorganismu na nich, a tim i moznost jejich prenosu. Dezinfekce povrchu,
se kterymi pacient nebo personal pfichazi ¢asto do kontaktu, patii mezi nejdalezitéjsi
opatfeni pro zastaveni mozného Sifeni infekce. Infekce spojené se zdravotni péci
se Casto mohou §ifit pfes plochy s opakovanym dotykem pacienti a personalu. Tyto
povrchy jsou zaclefiovany do bézného rezimu uklidu a dezinfekce. Pravé proto se stavaji
velkym rizikovym faktorem v prenosu infekci, zasluhujicim velkou pozornost. Obtizna
je také dezinfekce pfistroju a drahych zafizeni, které jsou konstruovany z rtuznych
materiald, Casto velmi citlivych vici agresivnim dezinfekénim prostfedkim. K
povrchové dezinfekci nejcastéji pouzivané chemické preparaty, které mohou navodit
vznik rezistence a alergie a jsou zatézi pro Zivotni prostiedi. Resenim téchto problémd
by se mohlo stat doplnéni standardizovanych postupti o UVC dezinfekci (Haque et al.,
2020)

Bakalatska prace se zaméfuje na dezinfekci prostord opera¢nich salti pomoci
LED emitujicich UVC zafeni. Zabyva se obecnym popisem elektromagnetického a UV
zatfeni a dale podrobné&j§im popisem pravé UVC, které je diky svym kratkym vlnovym
délkam bakteriocidni, sporicidni a virucidni. (She et al., 2020). Popisuje technické
parametry umélych zdroji UV zafeni o vinovych délkach ucinnych praveé k dezinfekci,
a to halogenidovych vybojek a LED zaficu. Prace zkouma4, jakd s sebou tato technologie
prinasi rizika, ale také vyhody. Také, jak nam nové a ¢im dal dostupnéjsi LED
technologie mohou zpfistupnit tento zptusob dezinfekce prostorti a umoznit realizaci

v nemocni¢nich zafizenich.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Dezinfekce

2.1.1 Definice dezinfekce, zakladni rozdéleni

Dezinfekce je definovana jako proces, pii némz dochazi k likvidaci patogennich
organismi. Narozdil od sterilizace pfi procesu dezinfekce nedochazi k likvidaci spor,
tedy bakteridlnich buné€k, které slouzi k dlouhodobému pfeziti i za nepfiznivych
podminek. Dezinfekce se provadi z divodu minimalizace Ci zabranéni Sifeni infekci
na mistech, kde jsou zvySené naroky na cCistotu (napf. vyrobny potravin a 1éCiv ¢i
nemocni¢ni zafizeni) (Melicher¢ikova, 2015). V nemocnicich je dezinfekci nutné
provadét kvuli snizeni pfenosu infekci spojenych se zdravotni péci neboli
Healthcare-associated infections (HAI). HAI je onemocnéni, které vznika v souvislosti
s pobytem pacienta v nemocnici nebo jiném zdravotnickém zatfizeni. Nejcastéjsi infekce
tohoto typu jsou infekce krevniho tecisté, MRSA (meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus), infekce mocovych cest, infekce chirurgickych ran a pneumonie. (Monegro et

al. 2023)

Nejrizikove€jsimi oblastmi, které je nutno dezinfikovat kvili riziku §ifeni HAI,
jsou mista s ¢astym dotykem (napt. madla dvefi, poCitacova myS nebo ulozné prostory).
Proto jsou tato mista doporuCovana Cistit Castéji nez bézné povrchy. Studie zabyvajici
se zlepSenim uklidovych standarda uvadéji, ze 5-30 % povrchu zistava potencionalné
kontaminovano kvuli nedostateCné ucinnosti detergentti a dezinfek¢nich prostiedkt

(Casini et al., 2019).

Dezinfekci mizeme rozdélit na tfi zakladni typy, a to dezinfekci chemickou,
fyzikdlni a fyzikéalné-chemickou. Pfi fyzikalni dezinfekci dochazi k likvidaci
mikroorganismli za pomoci tepla, zafeni, filtrace nebo zvySeného tlaku. Metody
spadajici do fyzikalni dezinfekce jsou napt. var ve vod¢, var v pretlakovych nadobach
nebo pouziti UV =zareni. Chemicka dezinfekce je proces, pii kterém jsou
mikroorganismy ni¢eny roztoky nebo aerosolem chemickych dezinfekénich pripravku
o urcité koncentraci u€inné latky. Pfi ¢astém pouzivani stejného chemického ptipravku
Casto dochazi k tzv. rezistenci mikroorganismi. Rezistence je CasteCna nebo uplna

odolnost vici nepfiznivym Cinitelam. Kvili zabranéni vzniku rezistence mikrobu
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se aktivni latky v dezinfek&nich piipravcich stiidaji. Uginnym zesilenim chemické
dezinfekce prostor je napf. doplnéni o UVC dezinfekci. Pti fyzikalné-chemické
dezinfekci jsou mikroorganismy niCeny soucasnym pusobenim chemickych
a fyzikalnich postupd. Do tohoto typu spada napt. dezinfekce v paroformaldehydové

komote (vodni para pfi teploté 45—75 °C a pary formaldehydu) (Melichercikova, 2015).

Dezinfekcni jev je proces, ktery byl poprvé matematicky popisovan jiz od roku
1908 tzv. Chick-Watsonovym modelem. Rychlostni model dezinfekce se uddva

zékladni rovnici
dN
— = —kN 1
It (D
kde N je poCet mikroorganismi po Case t a k je rychlostni konstanta dezinfekce. Pokud

je prostfedkem k dezinfekci UVC zareni, rovnice ma nasledujici tvar

dN
_— 2
i ZIN (2)

kde I (uW/cm?) a Z (cm*uWs) jsou intenzita UV zifeni a faktor citlivosti
mikroorganismti. Parametry citlivosti se liS§i podle podminek prostfedi napf. podle
relativni vlhkosti, umisténim lampy nebo proudénim vzduchu. Davka pfijata jednotkou
povrchu v dané vzdalenosti r (cm) od sanitaéniho prostfedku zavisi na vykonu P (uW)

emitované UVC lampy podle nésledujici rovnice:
Pt

D = 3
2nLr )
kde L (cm) je délka lampy a t (s) expozicni ¢as, ktery l1ze odhadnout podle rovnice
2nLrD
t= 4
. @

pro vyjadfeni relativniho poc¢tu zivych mikroorganismi odstranénych dezinfekénim
prostfedkem se uzivd matematického terminu logaritmicka redukce. K vypoctu se

pouziva tohoto vzorce:

N,
Log10reduction = log WO (5)

kde No je pocet mikroorganismi pied vystavenim UVC svétlu a N je pocet
mikroorganismii po vystaveni UVC svétlu. Snizeni o 1 log 10 —to je ¢astéji psano jako

1-log — odpovida inaktivaci 90 % cilového mikroba, pfiCemz pocet je snizen faktorem
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10. Snizeni napf. o 5 log tedy znamend inaktivaci 0 99,999 % mikroba nebo jednotky

tvorici kolonie (Guettari, Gharbi a Hamza, 2021).

2.1.2 UVC dezinfekce

UVC dezinfekce patti do skupiny fyzikalnich dezinfek¢énich metod spolu
s dezinfekci za pomoci tepla, gama zareni, filtrace nebo zvySeného tlaku. UVC zareni
muze vznikat pii vyboji ve halogenidovych vybojkach, v LED nebo je jeho zdrojem
slunecni zafeni (Michalkova, 2014). UVC poskozuje mikroby tim, ze inhibuje jejich
bundnou replikaci. Uginnost dezinfekce nezavisi na velikosti mikrobu,
ale na koncentraci pyrimidinu v RNA nebo DNA. UV zafeni indukuje dimerizaci
pyrimidinu v nukleovych kyselinach, coz vede k ndsledné mutaci. Pokud neni
poskozeni opraveno, vede mutace dulezitych geni k bunécné smrti. Pokud jsou
pyrimidinové dimery vystaveny viditelnému svétlu, aktivuji se enzymy fotolyasy, které
tyto dimery §tépi. Tento proces se nazyva fotoreaktivace (oprava svétlem). Druhy
mechanismus opravy probihd nezavisle na svétle. Dimery jsou odstranény
endonukleasou, DNA polymerasa nahradi baze a DNA ligasa spoji fetézec. (She et al.,

2020).

Znamym omezenim tohoto typu technologie je stinéni UVC, kdy nekteré
povrchy nejsou vystaveny zafeni z duvodu prekazky nebo nepfistupnosti. Stinéni
a vzdalenost vyrazné€ snizuji intenzitu UVC, a omezuji tak ucinny proces dezinfekce.
Necistoty a organické zneCisténi jsou nejvét§i vyzvou pro efektivni vyuziti této
dezinfekce, protoze UVC nedodava dostatek energie k inaktivaci bakteridlnich
a virovych patogenud ulozenych v takovém materialu (Diab-El Schahawi et al., 2021).
Utinnost UVC dezinfekce klesa se zvySujici se relativni vlhkosti. Dezinfekci také
ovliviiuji pohyby vzduchu v mistnosti, umisténi lampy, mnozstvi prachu, mechanickych
necistot na dezinfikovaném povrchu, dezinfikovany material a jeho chemické slozeni
(Guettari, Gharbi a Hamza, 2021). UVC zafeni neni schopné projit pevnou hmotou,
a tak dezinfikuje pouze povrchy, které jsou pfedem dobfe oCisténé a na néz zafeni primo
ptisobi. U¢innost UVC zavisi na délce expozice a intenzitd vykonu zdroje. Pokud mé
zdroj vyssi vykon, Ize dobu expozice zkratit a naopak — pokud vykon snizime, mizeme

ucinnost zvysit prodlouzenim ¢asu ozarovani (She et al., 2020).

17



Dezinfekci je nutné provadét v opusténé mistnosti po propusténi pacienta
a za nepritomnosti personalu. UVC roboti jsou Casto vybaveni senzorem pohybu, ktery
zajisti, ze pokud je v mistnosti nékdo ptitomen, pristroj se vypne. Germicidni lampy se
pouzivaji také k ¢isténi odpadnich vod za ucelem ni¢eni mikroorganismu (Casini et al.,
2019). Nékteré materialy mohou po ozafovani UVC svétlem degradovat (vysokotlaké
akrylové materidly) (She et al., 2020).

2.2Popis elektromagnetického zareni

2.2.1 Obecny popis elektromagnetického zareni

Elektromagnetické zafeni je pri¢né a postupné vinéni elektromagnetického pole.
Slozky elektrického a magnetického pole jsou na sebe navzajem kolmé i kolmé na smér
Sifeni. Jsou formou energetickych vin, které maji jak elektrické, tak magnetické pole.
Tyto viny mohou, narozdil od mechanickych vin, pfenaset energii a prochazet vakuem.
Charakteristické pro toto zafeni jsou &asticovo-vlnové vlastnosti. Castice slouzici
k Casticovému popisu zafeni nazyvame fotony. Vlnova charakteristika umoziiuje popsat

zareni, vinovou délku a frekvenci na zakladé rovnice

c=f-2 (6)

kde ¢ je rychlost Sifeni elektromagnetického zafeni vakuem, f je frekvence zafeni

a A vlnova délka (Valkovi¢ova, Bernard a Staffa, 2016).

Kazdé elektromagnetické vinéni je urceno svou vlnovou délkou a frekvenci.
Elektromagnetické zafeni se déli na radiové, mikrovinné, infracervené, viditelné, UV,
rentgenové a gama zareni. VSechny tyto viny jsou soucasti tzv. elektromagnetického

spektra. Energie kazdého z téchto zareni se lisi (Benes, Kymplova a Vitek, 2015).

Fotony pohybujici se s frekvenci vtadu 10° az 10'° maji nejmensi energii,
a proto toto zafeni nema zadné negativni ¢i poskozujici u€inky vici biologické tkani.
Tento typ zafeni nazyvame radiové viny. Dle primyslového vyuziti mizeme tyto viny
rozdélit na ultra kratké, velmi kratké, kratke, stiedni, dlouhé, velmi dlouhé a extrémné
dlouhé vIny. Ultra kratké a velmi kratké viny se pouzivaji k pfenosu televizniho signalu,
rozhlasovému vysildni a zasahuji sem i frekvence mobilnich telefonnich siti. Kratké
viny maji dosah az nekolik desitek kilometri a vyuzivaji se predevsim k rozhlasovému

vysilani stejné jako stfedni a dlouhé viny, jejichz dosah je vSak stovky az tisice
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kilometri. Viny velmi dlouhé a extrémné dlouhé se uplatiiuji jen velmi malo,

napt. pro komunikaci ponorek (Phillips a Fritzsche, 2023).

Krat$i vinovou délku nez radiové viny ma mikrovinné zatreni s frekvenci
3x 10°Hz az3 x 10" Hz Plisobeni mikrovin je podobné jako infradervené zateni
predevsim tepelné. Mikroviny jsou schopné proniknout hluboko do tkan€ a zptsobit jeji

ohtev. Nejvétsi podil na absorpci ve tkani maji molekuly vody.

VInéni o frekvenci 10'! az 10" Hz ma infradervené zateni (IR), které vyzaiuje
kazdé téleso s teplotou vyssi, nez je absolutni nula. Pfedstavuje asi 45 % slune¢niho
zateni. VInové délky IR lze dale délit na IR-A (780-1400 nm), IR-B (1400-3000 nm)
a IR-C (nad 3000 nm). IR-A ma vlastnosti podobné viditelnému svétlu a jeho hlavnim
zdrojem je Slunce. Také je toto zafeni jen velmi malo absorbovano vodou a diky tomu
je ze vSech tfi nejpronikavéjs§i. IR-B aIR-C jsou silné¢ pohlcovany vodou.

Na infraCervené zafeni navazuje ¢ervena oblast viditelného spektra.

Viditelné svétlo ma nejuzsi frekvenéni pasmo, a to mezi 3,9 x 10'* Hz
27,9 x 10" Hz. Toto zafeni Ize vnimat pomoci lidského oka. Mozek pak vnimé tyto
vjemy jako spektrum barev od Cervené po fialovou. Oko je nejcitlivéjsi na vinovou
délku 550 nm. Pfi kombinaci vSech barev viditelného zareni vznikd bilé svétlo.
Viditelné svétlo je nepostradatelné pro zivot na Zemi. Diky tomuto zafeni mohou

probihat fotosyntéza rostlin a jiné dalezité funkce u vétSiny organismu.

S fialovou barvou viditelného spektra hranici UV, které ma frekvenci
10" az 10" Hz. Generuji ho télesa s velmi vysokou teplotou (napf. Slunce). Od téchto
frekvenci ma zafeni ionizujici G€inky, jelikoz fotony nesou energii, ktera je dostatecna
k ionizaci. Ionizacni energie je minimalni energie potifebna k odstranéni nejvolnéji
vazaného elektronu v izolovaném plynném atomu, kladném iontu anebo molekuly

(Benes, Kymplova a Vitek, 2015).

Vyssi energii nez UV zareni nesou fotony pohybujici se ve frekvencnim pasmu
rentgenového zafeni, které je od 15 x 10'° aZ 3 x 10** Hz. Fotony rentgenového zateni
nesou energii od 5-200 keV a jsou schopné ionizace. Hvézdy a jiné kosmické objekty
jsou pfirozenym zdrojem rentgenového zareni. Umélym zdrojem je napf. rentgenova

lampa. Tohoto typu zéfeni se velmi Casto vyuziva pii Iékarské diagnostice.
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Gama zafeni je zafeni s frekvenci vyssi nez 10" Hz. Obvykle vznikd
pfi radioaktivnim rozpadu jadra. Toto zafeni ma velmi vysokou pronikavost

(Benes, Kymplova a Vitek, 2015).
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Obrézek 1 Elektromagnetické spektrum (Anon., 2020).

2.2.2 Popis UV zareni

UV zafeni je elektromagnetické zafeni s vinovymi délkami mezi 10—400 nm.
Spektrum tohoto zareni je mezi rentgenovym a viditelnym zafenim. Nejkrat§i vinoveé
délky UV maji schopnost ionizace. Ve védecké literature se Casto pouzivaji tfi rozdéleni
podle vinovych délek, a to sice: UVA (315400 nm), UVB (280-315 nm) a UVC
(<280). VInové délky pod 200 nm jsou klasifikovany jako UV vakua a jsou silné
absorbovany vzdu$nym kyslikem. Klasifikace UV zatfeni podle vinovych délek se v
odborné literatufe Casto mirné li§i. Kazdy rozsah UV ma specifické ucinky na
biologicky material. UVC je znamé pro své germicidni uCinky. Toto zafeni muze
poskozovat patogenni mikroorganismy, jelikoz v tomto frekven¢nim rozsahu dochazi

k absorpénimu maximu DNA.

UVA zafeni tvoii 90-99 % slune¢niho UV zafeni dopadajictho na zemsky
povrch. Jedna se o tzv. mékké UV zareni. Dale je rozdélovano na UVAI1 s vlnovymi

délkami mezi 340400 nm a UVA2 s 315-340 nm. UVA zareni, narozdil od UVB, neni
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absorbovano ozonovou vrstvou ani sklem. Fotony UVA pronikaji do kuze
(pfes 100 um) a mohou poskodit bunky kiuze. Neékteré studie prokazuji, Ze energie
UVA  neni dostate€nd  pro vyvolani pfimého poskozeni molekul
(Rajnochovéd Svobodova, 2012). VA vSak muze inaktivovat mikroorganismy tim,
Ze zpusobi oxidacni poruchu ostatnich biomolekul vcetné proteind a lipidi produkci

reaktivnich forem kysliku (Hinds et al., 2019).

UVB zateni tvoii piiblizné 1-10 % UV zateni dopadajiciho na zem. Vétsinou je
pohlcovano ozonovou vrstvou. Je povazovano za silny karcinogen, asi tisickrat
ucinngjsi nez UVA. UVB neni schopno prochéazet standardnim okennim sklem. UVB
prostupuje do mensi hloubky kiize nez UVA. Pasobeni UVB fotona vyvolava primé

poskozeni molekul.

UVC zafeni ma ve srovnani s ostatnimi UV pasmy nejvyssi energii a kviili tomu
i nejintenzivnéjsi uCinky na biologickou tkan. Pisobi vysoce mutagenné a genotoxicky
na vSechny formy zivota i pfi velmi kratkych expozicich, nebot jeho vinové délky
zahrnuji absorpéni maximum DNA (260-265 nm). Z tohoto divodu se pouziva jako
ucinny germicidni prostfedek k prostorové dezinfekci (operacni saly, laboratofe atd.)
(Rajnochova Svobodova, 2012). UVC zéfeni o vinové délce 254 nm je nejucinngjsi pri
zabijeni bakterii, virt, plisni, a dokonce i spor (Fiiszl et al, 2021). Dosah
mikrobicidniho G¢inku ve vzduchu je 30-50 cm. Ve vodé pusobi na mikroorganismy
do hloubky 0,1-1,0 mm. Zpisobuje reverzibilni i ireverzibilni zmény mikroorganism,
kdy nejcitlivéjsi jsou streptokoky a stafylokoky. Dobie citlivé jsou 1 virus chiipky
a virus polio. Virus hepatitidy B, C a HIV jsou pomérné rezistentni (Michalkova, 2014).

2.2.3 Radiometrie

Fyzikalni veliiny zabyvajici se méfenim elektromagnetického zafeni a jeho
popisem nazyvame radiometrické fyzikalni wveli¢iny. Jednou z pouzivanych
radiometrickych veli€in je zafiva energie, coz je energie elektromagnetického zarent,
ktera je vyzarovana zdrojem zafeni do okoli. Znaci se E. a jeji jednotkou je joule [J].
Dalsi z radiometrickych veliCin je zafivy tok. Zafivy tok je vykon elektromagnetického
zafeni prochazejici plochou za jednotku ¢asu nebo také zariva energie prochazejici

plochou za jednotku ¢asu. Zativy tok lze vyjadfit vzorcem:
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_dE,
de = M

kde ¢, je zarivy tok, E. zafiva energie a t Cas za ktery projde zafiva energie plochou.
Jednotkou zafivého toku je watt [W]. Dale mizeme rozlisSovat spektralni a integralni
zafivy tok. Spektralni zarivy tok je zafiva energie vztazena k urcité vinové délce
prochazejici plochou za jednotku Casu, zatimco integralni zafivy tok je pro cely interval

vinovych délek. Spektralni zativy tok lze vyjadfit rovnici:

_do,
ber =5 (8)

kde ., je spektralni zarivy tok, ¢, zarivy tok a urcita vinova délka prochazejici

plochou za jednotku ¢asu. Integralni zafivy tok je definovan rovnici:

%=L¢dﬂ ®)

kde ¢, je integralni zafivy tok, ¢,y spektralni zafivy tok, ktery je derivovan podle
vlnové délky A. Dalsi jednotkou radiometrickych veli¢in je zafivost, kterd vyjadruje

zarivy tok vyzateny do prostorového uhlu bodovym zdrojem. Lze vyjadrit rovnici:

_d,
L= ©

kde 1, je zativost, ¢, zafivy tok vyzareny do prostorového uhlu €1 bodovym zdrojem.
Q) je cast prostoru, kterd je vymezena rotacni kuzelovou plochou, jehoz jednotkou je
steradian [sr]. Jednotkou zafivosti je W.sr'l. Zafivy tok vychazejici z plochy zdroje
dopadajici na jednotku povrchu ozatrovaného je popsan fyzikalni velicinou nazyvanou

intenzita vyzafovani. Popisuje ji rovnice:

_ e

Me ds

(10)

kde M, je intenzita vyzafovani, ¢’, zafivy tok vychazejici z plochy zdroje S a dopadé

na jednotku povrchu ozafovaného télesa. Zarivy tok dopadajici na element plochy

vyjadiuje intenzita ozafeni, ktera je popsana rovnici:
doe
E =
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kde E, je intenzita ozareni, ¢, zarivy tok a dA element plochy, na ktery dopada
zakivy tok. Jednotkou intenzity ozareni je W.m™2. Davka ozafeni je jednotkou, ktera
vyjadiuje intenzitu ozareni, ktera dopadla na danou plochu v ¢asovém intervalu. Jedna

se o soucin intenzity ozafeni a doby, po kterou ozafeni puisobi. Lze vyjadfit rovnici:
H, = E,t (12)

kde H, je davka ozafeni, E, je intenzita ozafeni a t doba, po kterou zafeni plisobi.
Jednotkou davky ozafeni je W.m™2. VSechny tyto vztahy nim mohou pomoci
pii urCovani doby expozice kontaminovanych povrchi UVC svétlu, vzdalenosti zdroje

svétla od ozafované plochy a velikost plochy zafice (McCluney, 2014).

23 LED

2.3.1 Princip fungovani diod

Polovodic¢ové diody jsou elektronické soucastky obsahujici P-N pfechod. P-N
prechod je rozhrani mezi dvéma typy polovodi¢ovych materialt, typu P a typu N, uvnitf
jednoho krystalu polovodice. Kladna strana P obsahuje piebytek dér, zatimco zdporna
strana N obsahuje prebytek elektroni ve vnéjsich obalech elektricky neutralnich atoma.
Diky tomu je mozné, aby elektricky proud prochazel pouze jednim smérem. Dioda je
zapojena v propustném sméru, pokud je na katodu (N oblast) pfipojen zaporny pél
zdroje a na anodu (P oblast) pfipojen kladny pol zdroje. Pokud je anoda a katoda

zapojena opacng, pak je dioda zapojena v zavérném smeru (Wojnar, 2013).
2.3.2 Princip fungovani LED

LED neboli svétlo emitujici dioda je schopna emitovat zafeni (fotony) diky
preskoku elektronti v PN prechodu. Jeji historie saha az do roku 1962, kdy Nick
Holonyak Jr. ptedstavil prvni v praxi pouzitelnou diodu emitujici viditelné svétlo. Bylo
to jesté pét let pred tim, nez byla objevena halogenidova vybojka. Osvétleni typu LED
se vSak zacalo vice rozvijet az na zac¢atku dvacatého prvniho stoleti (Baxant, 2011).
Prochdzi-li pfechodem elektricky proud v propustném sméru, prechod vyzatuje
nekoherentni svétlo s izkym spektrem. Mize emitovat i jiné druhy zafeni, napt. UV
¢1 infraCervené. VInova délka zafeni se da upravovat chemickym slozenim
polovodiového materialu, coz ndam umoziuje vybér emisniho pasma LED. Kromé

vysoce vykonnych LED jsou tyto diody konstruovdny na vykony mezi 30-60 mV

23



(Wojnar, 2013). Polovodic¢ je pomérn¢ homogenni a Cistd struktura, diky tomu je energie
presné ur¢ena chemickym slozenim jednotlivych ¢asti a zafeni probiha jen ve velmi
malém rozsahu vinovych délek. Nejpouzivan€jSimi typy polovodi¢i jsou aluminium
indium galium fosforid (AllnGaP) a indium galium nitrid (InGaN), které nahrazuji diive
pouzivané polovodi¢e galium arzenid fosforid (GaAsP), galium fosforid (GaP)
a aluminium galium arzenid (AlGaAs). K transformaci se pouziva napt. luminofor
na bazi Ce3+:YAG (cerem dopovany synteticky yttrito-hlinity granat). Zdroj LED je
napajen stejnosmeérnym proudem ve velikostech fadové stovky miliampéra. Napéti
na jedné LED je do 3,5V. Zdroj tedy nelze pfipojit pfimo na sitové napéti a je nutné
pouzit predfadny prvek, proudovy zdroj. Predfadny prvek je elektronickd soucastka
parametri obvodu. Diody se fetézi do sériovych a paralelnich vétvi. Pfi sériovém
zapojeni jsou pii nefunk€nosti jednoho LED zdroje vyfazeny vSechny ostatni zdroje
v dané vétvi. Doposud byla tradi¢ni svitidla vétSinou standardizovana za ucelem
vzajemné kompatibility, tak ze je zdroj snadno nahraditelny za jiny. Slozit&jsi je to
s vybojkami, které potfebuji prediadné a startovaci prvky, i v tomto pifipadé vsak lze
po doziti zdroj vymeénit a nahradit jinym. V tom je z hlediska praktického pouziti rozdil
od svételnych diod. Svitidla jsou konstruovana s vestavénymi zdroji a napdjeci obvod
je vét§inou soucast svitidla a je navrzen na konkrétni topologii LED sité. Svitidlo, zdroj
1 predfadné prvky jsou tedy jeden komponent. Pfi poruse pak neni mozna jednoducha
oprava a zprovoznéni je vétSinou nakladnéjsi, nebot’ je nutné celé svitidlo nahradit
to mozné. Vyhodou oproti jinym svitidlim, a to napf. halogenidovym vybojkam, je

dlouhodobé zivotnost, nizka spotieba energie a relativné malé velikost (Baxant, 2011).

2.4 Halogenidové vybojky

2.4.1 Princip fungovani

V halogenidovych vybojkach vznika svétlo zafenim par kova (napf. rtuti)
nebo plynt (napf. xenonu) spolecné s produkty Sté€peni halogenidi (Guettari, Gharbi
a Hamza, 2021). UVC muze byt generovano z nizkého tlaku rtutové vybojky, které
produkuji kontinudlni UVC s maximélni vlnovou délkou 253,7 nm nebo z pulznich
xenonovych lamp, které emituji pulzni svétlo o vysoké intenzité, a to ve spektru UVC

(100-280 nm) i ve spektru viditelného svétla (380-700 nm). Rtutové vybojky mohou
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byt bud’ nizkotlaké nebo vysokotlaké. Nizkotlaké vybojky emituji pfiblizné 80 % UV
zafeni a rezonanéni Cary se vyskytuji ve vlnovych délkach 185 a 253,7 nm.
Ve vysokotlakych rtutovych vybojkach prevazuji prechody mezi vys§imi excitovanymi
stavy za vyzafeni vinovych délek ve viditelné oblasti, ale Cast zafeni je opét v UV oblasti
spektra. Vysokotlaké rtutové vybojky jsou Siroce pouzivany piitpraveé vod, jelikoz jsou

velice intenzivnim zdrojem zafeni (Casini et al., 2019).

2.4.2 Srovnani halogenidovych vybojek a LED

UV LED jsou alternativnim zdrojem pro aplikaci UV svétla. Cena LED se
v poslednich letech snizila a jejich zivotnost je mnohem vyssi nez u UV lamp. Navic
emise tepla z LED je mnohem nizs§i a diky tomu spotfebuji méné energie. Jejich
vyhodou je také kompatibilni velikost. Rtutové vybojky predstavuji pfi uziti
v nemocnic¢nim prostiedi urcité riziko kvuli toxicité rtuti. Kromé toho hromadéni rtuti
muze mit nezadouci ucinky na zivotni prostiedi i lidské zdravi. Dalsi nevyhodou je
nizka mechanicka stabilita a produkce ozonu. Ozon je pro vétSinu ucelt Skodlivym
vedlej§im ucinkem provozu lampy. Aby se jeho produkci zabranilo, vétSina lamp je
konstruovana tak, aby absorbovala 185 nm, coz je nejdelsi vinova délka rtutového
svétla, ktera ionizuje kyslik. V nekterych piipadech (pfi upravach vody) je vSak
produkce ozonu vyzadovana a lampy pro toto pouziti nemaji specialni povrchovou
upravu (Guettari, Gharbi a Hamza, 2021). UVC rtutové vybojky zlstavaji

nejpouzivanéj§im zdrojem UV svétla diky své nizké cené (Hinds et al., 2019).

2.5 Soucasny stav dezinfek¢nich metod

Nejcastéji pouzivanou dezinfekci povrchi v nemocni¢nich zafizenich je
chemicka dezinfekce. Chemické dezinfek¢ni prostfedky jsou v podstaté aktivni latky
ve vodnych roztocich, pouzivané v riznych formach podle jejich konecného ucelu.
Na trhu je k dispozici Siroka Skala dezinfek¢énich prostfedkl, vcetné halogenovych
slouCenin, jako je chlornan sodny, alkoholy, peroxidové slouceniny, jako je peroxid
vodiku, a aldehydy, jako je glutaraldehyd, z nichz vSechny maji Siroké spektrum
ucinnosti, pokud se pouzivaji spravné. Bézn¢ se k dezinfekci povrchll pouzivaji smési
vice aktivnich latek, které jsou podle pouziti koncentrovany ve vodném roztoku.
Chlornan sodny je bézné znamy jako chlorové bélidlo (SAVO) a pouziva se predevsim

jako belidlo a prostfedek k upravé vody. Americké predpisy jej dovoluji pouzivat
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pro sanitaci zafizeni a povrchu, které jsou ve styku s potravinami. Velmi ¢astou slozkou
chemické dezinfekce povrchi jsou alkoholové smési. Peroxid vodiku se diky svému
oxidacnimu uc¢inku pouziva po fadu let jako antiseptikum a dezinfektant. Prestoze
s ristem popularity jinych snadno dostupnych prostiedkt vyuzivani peroxidu vodiku
pokleslo, stale ho pouziva mnoho nemocnic. Nejbéznéji se pouziva k dezinfekci ran,
1ze ho vSak pouzit i k povrchové dezinfekci. Jiné typy dezinfekcnich prostiedki, jako
jsou fenoly, kvartérni amoniové slouceniny a biguanidy (vCetné chlorhexidinu), jsou
vétsinou neucinné u bakterialnich spor a vétsina z nich ma omezenou schopnost zabijet

mykobakterie (Saccucci et al., 2018).

2.5.1 Pravidla a normy dezinfekce nemocnic v CR

Podle vyhlasky ¢. 306/2012 se uklid nemocni¢nich prostorech provadi kazdy
den na vlhko, pokud je to nutné, tak i Castéji. Povrch podlah by mél byt uzptisoben
k dklidu danych prostor podle charakteru provozu. V prostorech, kde dochazi
k invazivnim vykontim (operacni saly a zakrokové saly), se uklid provadi pred zacatkem
operacniho programu, a to po kazdém pacientovi. Na oddé€lenich s akutni lizkovou péci
a pracovistich, kde dochazi k odbéru biologického materidlu, se uklid provadi tfikrat
denng. Uklid jinych pracovist je piizptisoben charakteru provozu (Cesko. Ministerstvo

zdravotnictvi, 2012).

Na nemocnicnich operacnich salech i na jinych pracovistich, které jsou ureny
provoznim fadem, se provadi uklid béznymi Cisticimi prostfedky a dezinfekénimi
ptipravky s virucidnim ucinkem. Pracovi$té maji urCeny vlastni uklidové prostredky
nebo uklidové stroje podle ucelu pouziti, vyjimku tvofi standardni ambulantni a lazkova

oddé¢leni stejného typu a slozeni fyzickych osob.

V nemocni¢nich zafizenich se mohou pouzivat pouze pfipravky, které byly
dodany na trh v souladu s predpisem Evropské unie o biocidnich ptipraveich. Tyto
ptipravky pak miize osoba povérena dezinfekci pouzivat tak, aby bylo dosazeno ucelu
ochranné dezinfekce, ale jen v takové mife, aby nebyly poSkozeny zivotni a pracovni
podminky. Aplika¢ni dezinfekéni pfistroje musi spliiovat bezpecnostni parametry
k ochrané zdravi. Osoba provadéjici dezinfekci musi podle zakona ¢. 258/2000 Sb.,
o ochrané vefejného zdravi dosdhnout plnoletosti, mit platné osvédCeni o odborné

zpusobilosti k vykonavani ¢innosti, absolvovat odborny kurz a mit dostatecné odborné
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znalosti a praktické dovednosti, které stanovuje vyhlaska ¢. 490/2000 Sb., o rozsahu
znalosti a dalSich podminkach k ziskani odborné zpusobilosti v nékterych oborech
ochrany vefejného zdravi. Po vykonani dezinfekce je pak tato osoba povinna

kontrolovat jeji u¢innost (Cesko, 2000).
2.5.2 Soucasny stav a vyvoj dezinfek¢énich metod ve svété

Potieba spravného Cisticiho mechanismu se stala nevyhnutelnou kvuli stile se
zvySujici rezistenci bakterii k antibakterialnim pfipravkim, ktera souvisi s uzivanim
Sirokospektralnich antibiotik nebo stale stejnych chemickych prostredka, které po urcité
dobé Casto ztraci svoji  ucinnost. Novymi dezinfekénimi  prostiedky
na trhu jsou antimikrobidlni povrchy, automatizované systémy rozptylovini, UV
ozafovani, dekontaminace peroxidem vodiku a oSetfeni parou. Tyto metody by mohly
predstavovat nové dezinfek¢ni standardy nebo doplnéni tradicnich metod cisténi.

(Saccucci et al., 2018)

Vyvoj novych dezinfek¢nich pripravka v soucasné dobé také smétuje k integraci
robotiky do zdravotnickych a hygienickych postupt, které by pomohly zpomalit Sifeni
nemoci. Roboti jsou vyuzivani ¢asto k redukci mezilidskych kontakti v dobé karantény
v nemocnicich a dalSich zafizenich. Zajistuji Cidténi, sterilizaci i jinou podporu. Diky
tomu se snizuje riziko nakazy infekénim onemocnénim, které diive podstupoval
nemocnicni personal. Vyvoj dezinfekCnich prostfedkll zvlasté nastartovala pandemie
covid-19. Bylo nutné najit zpasob, jak udrzovat dezinfekci na vysoké urovni, ale presto
nevystavovat personal riziku nakazy. V roce 2018 Aladin Begi¢ et al. predstavil aplikaci
servisnich robotl pro dezinfekci ve zdravotnickych zafizenich. Pacharwan Chanprakan
et al. v roce 2019 predstavili koncept UV sterilizacni technologie, kterd ma pomoci
snizit mnozstvi mikroorganismi, které mohou zlstat na povrSich po standardnim
Cisténi, na minimum. Mnoho odbornych studii se zabyva vyvojem senzord k detekci
kontaminovanych povrchi, pfitomnosti lidi v mistnosti a vyvojem autonomnich

systému robota (Undaravel, 2022).
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady/otazky

Cile praktické ¢asti BP:

1. Kvantitativné a kvalitativné zhodnotit UCinnost chemické a UVC dezinfekce
v prostorech operacnich salit nemocnice

2. Stanoveni limitd UVC dezinfekce

3. Porovnani uéinnosti UVC dezinfekce s tradiénimi metodami

Cilem praktické ¢asti BP je kvantitativni a kvalitativni stanoveni mikrobidln{
kontaminace na povrSich operacnich sali pfed pusobenim a po pusobeni UVC
dezinfek¢niho robota. Kvantitativni mikrobidlni kontaminace (kultivovatelnych
mezofilnich mikroorganismi) povrcht operacniho salu pied ptisobenim a po pusobeni
UVC robota bude stanovena pomoci otiskové metody. Je predpokladano, ze bude
zjisténa ucinnost dezinfekEnich metod vyuzivanych v soucasnosti na operacnich salech
a nasledné¢ bude porovniana s Cistotou prostor po dezinfekci UVC zarenim.
Je predpokladano, ze bude na povrchu ptitomna koagulaza negativnich stafylokoku, rod
Bacillus a jinych zastupct kozni mikrofléry, ktefi rostou pii 36 °C kultivaci na Trypton
Soya agaru (TSA). Na selektivné diagnostickém médiu violet Red Bile Glucose agaru
bude sledovana ptipadnd pritomnost gramnegativnich enterobakterii (kvalitativni

a kvantitativni test).

Kvalitativni stanoveni pfipadné bakteridlni kontaminace ploch oportunnimi
patogeny (kultivovanych mezofilnich mikroorganismi) pfitomnych na povrsich
operacniho salu bude sledovdno po ozafeni UVC svétlem ke stanoveni konkrétnich
mikroorganismi, které mohou byt pfitomny v nemocniCnich zafizenich a jsou
vyznamnymi pivodci HAI, a to pfedevs§im multirezistentnich organismi (MDRO).
Je predpokladano, Ze zastupci MDRO nebudou na povrchach operaé¢nich salt ptitomni,
jelikoz jejich nalez by vykazoval zavazné hygienické selhdni. Je predpokladano,

ze UVC dezinfekce zvysi kvalitu Cistoty operacnich salt a tim i pfenos HAL

Jak bylo popsédno v kapitole 2.1.2 o UVC dezinfekci, tato metoda ma nékolik
omezeni. Povrchy nemusi byt dostateCné ozateny z divodu piekazky, nepfistupnosti,

stinéni Ci vys§i vzdalenosti. Ucinnost UVC dezinfekce také klesa se zvySujici se
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relativni vlhkosti. Dezinfekci ovliviiuji pohyby vzduchu, umisténi lampy, mnozstvi
prachu, mechanickych necistot, dezinfikovany material a jeho chemické slozeni
(Guettari, Gharbi a Hamza, 2021). Cilem préice je proto zjistit, jak limitujici mohou byt

tyto aspekty pro kvalitu dezinfekce prostor a do jaké miry je mizeme ovlivnit.

Dalsim cilem je stanoveni bezpecnostnich rizik UVC dezinfekce. Posoudit, zda
po pouziti nedochazi k degradaci materiali a zda nemuze byt poskozen personal
nemocnice ¢&i pacient. Uginnost zafeni zavisi na délce expozice ozafované plochy
a vzdalenosti robota. Prili§ dlouha expozice by mohla zpusobit poskozeni materialu
a zhorSeni vykonu zdroje zateni. UVC zafeni také muze zpisobit poskozeni elektroniky
a citlivych pfistroji jako jsou pocitaCe, tablety a mobilni telefony. Je dualezité také
stanovit podminky uzivani pro nemocni¢ni personal, tak aby nedochizelo k poranéni

ozarenim (Heimbuch a Harnish, 2019).

3.2 Metody

Cely experiment probihal v prostiedi nemocni¢nich prostor na operacnich
sdlech. Pro chemickou dezinfekci byl pouzit PERSTERIL a pro dezinfekci zafenim
UVC LED robot se spektralnim rozptylem zéafeni o vinovych délkach 265-280 nm.
Mezi sledované plochy operacnich salu patfily povrchy s vysokou frekvenci kontaktu

s rukama zdravotnického lékarského i nelékarského personalu.

3.2.1 Kultivace mikroorganismu

Kvantitativni mikrobidlni kontaminace, tedy pocet kontaminujicich
kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismi na povrSich operacniho salu, byl
stanoven pted aplikaci a po aplikaci chemické dezinfekce a pred ozarfenim a po ozareni
plochy UVC svétlem. Prvnim krokem kultivace bylo pfeneseni mikroorganismu
z testovaného  povrchu do  zivného  prostiedi, tedy vtomto pripadé
na univerzalni, pevné kultivaéni médium. Tomuto pienosu fikdme ockovani
(inokulace). OCkovani bylo provedeno tak, aby béhem prenosu nedoslo k zavedeni
nezadoucich mikroorganismti na plochu média ze vzduchu, rukou, dychacich cest nebo
pracovni plochy. Pfi o¢kovani byla vyuzita tzv. asepticka technika, coz je sled kroku
pouzivanych k zabranéni kontaminace sterilnich pfedmétt nebo mikrobidlnich kultur

béhem manipulace. VSechna média byla ptfed pouzitim sterilizovana.
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Pro kontrolu ucinnosti chemické dezinfekce byla vyuzita otiskova metoda. Jeji
princip spoc€iva v priloZzeni kulaté agarové plotny o priméru 5,5 cm (tedy s plochou
25 cm?) na sledovanou plochu a sejmuti tzv. ,,otisku®. Pro tuto metodu byl vyuZit TSA
s disinhibitorem. TSA je bohaté kultivacni médium, které dovoluje rist Siroké skaly
mezofilnich bakterii. PERSTERIL otistény agarovou plotnou by v médiu (agaru) mohl
sledované bakterie poskodit, a narusit tak jejich kultivaci, proto je v médiu vyuzivan
neutralizator dezinfekce (disinhibitor). Disinhibitor deaktivuje zbytky dezinfek&nich
a konzerva¢nich piipravkti pro obnovu mikroorganismi. Toto médium se v praxi
pouziva pro stanoveni poctu kolonii z povrchu po dklidu a dezinfekci (Murray,

Rosenthal a Pfaller, 2020).

Pro stanovovani kvantitativni mikrobidlni kontaminace probéhly dva pokusy.
Prvni byl stanoveni ucinnosti chemické dezinfekce, tedy v naSem pripade
PERSTERILU, a to tak, ze byly snimdny vzorky pted aplikaci a po aplikaci prostfedku.
Druhy pokus hodnotil ubytek mikroba pii aplikaci UVC svétla, takze otisky byly
snimany pred ozafenim a po ozareni ploch. Z kazdé testované plochy (mimo klévesnice
PC, mys PC a madlo dveti salu) byly sejmuty tfi otisky a kone¢ny vysledek byl uveden
jako pramérna hodnota poctu kolonii. Nadoby obsahujici kultivacni media byly zavieny
do doby, nez s nimi bylo pracovéno, a ani poté nebyly ponechany oteviené. Pii inokulaci
bylo vicko ponechano oteviené jen nezbytné dlouhou dobu. Experiment se provadél
celkem na 20 plochach operacniho salu. Jednalo se napf. o povrchy pfistrojového
vybaveni, pomucek, Gloznych prostor nebo nabytku. Byly voleny piedev§im povrchy
vyznacujici se vysokou frekvenci doteku, tedy 1 vysokou frekvenci kontaktu s kozni
mikroflorou 1ékarského a nelékarského persondlu. Tyto plochy jsou vyznamnym
zdrojem pienosu HAI. Sedmnact ploch bylo sledovano tfemi otisky kontaktnich agara
pro ziskani reprezentativniho a statisticky vyznamného vysledku poc¢tu kontaminujicich
bunék pritomnych mikroorganismu. Tti plochy byly sledovany pouze jednim otiskem
(vzhledem k jejich velikosti): tlacitko enter klavesnice stolniho pocitace, pocitacova
myS a madlo posuvnych dveti salu. Byly testovany povrchy rovnobézné s UV lampami
robota i povrchy kolmé k zafeni lamp. Délka pusobeni UV svétla na jednotlivych

stanovistich ¢inila 7 minut.

Kultivace, tedy pé€stovani mikroorganismu na umélych zivnych ptdach, byla
provadéna v laboratofi na zivném mediu, které zohledfiuje nutri€ni potieby

mikroorganismil. Zivna media musi obsahovat zdroj energie, makroprvky a rustové
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faktory (vitaminy, aminokyseliny). Kultivace probihala v inkubatoru Q-CELL s teplotni
stabilitou +0,5 °C a teplotnim rozsahem pfistroje 8—40 °C.

Kultivaéni media Ize délit dle slozeni na syntetickd a komplexni. Chemické
slozeni syntetickych prostiedi je presné definovano. Zdrojem uhliku je zde obvykle
glukéza a zdrojem dusiku amonné soli. Komplexni media nejsou chemicky presné
definovana a jako zdroj uhliku a dusiku zde slouzi proteiny a peptidy, které jsou dodany
ve formé extraktl a hydrolyzatt kaseinu, masa, kvasnic, sdjovych boba a jinych
ptirodnich materialt Ci ¢asteéné proteolyzovanych rostlinnych a zivoci§nych proteint.

Vétsina chemoheterotropnich bakterii je rutiné kultivovana na komplexnich médiich.

Dle rustu mikroorganismi lze zivna media délit na univerzdlni, selektivni
a selektivné diagnostickd. Univerzdlni media vyhovuji pozadavkim na vyzivu Sirokého
spektra organismi. Tento druh média byl vyuzit ke kvantitativnimu stanoveni
mikrobialni kontaminace povrchli operacnich salti. Selektivni médium inhibuje rtst
urc¢itého druhu nebo skupiny mikroorganismi napt. Sabouraudiv agar, kde je rust
bakterii je potlacen niz§im pH a je tak zvyhodnén rust kvasinek a plisni. Na selektivné
diagnostickych médiich roste jen velmi mala skupina organismu, jejichz rust se projevi
typickou biochemickou reakci napt. Enduv agar, ktery potlacuje rust grampozitivnich

bakterii.

Kultiva¢ni média 1ze dale délit podle konzistence na média tekutd, pevna
a polotekuta. Tekuta média slouzi napf. k mnozeni mikroorganismu, piipravé Cistych
kultur nebo oziveni mikrobialnich kultur. Po inokulaci mikroorganismi a jejich
inkubaci se tekuta puda zakali nebo se biomasa mikroorganismut usadi na dn€ kultiva¢ni
nadoby, pfipadné se koncentruje na povrchu média. V tekutém médiu jsou projevy rustu
malo charakteristické a vice druhti mikroorganisma Casto neni mozné rozlisit. Pevna
média jsou nejrozsifenéjsim typem kultivaénich médii, kterd obsahuji ztuzujici slozku.
V mikrobiologii se pro vyrobu tuhych pud vyuziva nejcastéji zelirujicich vlastnosti
agaru. Agar je prirodni polysacharid ziskavany ze stélek Cervenych moitskych fas.
Z pevného média mizeme na rozdil od tekutého zjistovat pocet jednotek tvoricich
kolonie (CFU). Polotekuté pudy maji krémovitou konzistenci, nebot” obsahuji nizkou

koncentraci ztuzujicich ptisad (Frébortova, 2017)
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Misky s agarem byly kultivovany pfi teploté 37 °C a pocty kolonii byly pocitany
po 24 hodindch a kvili pomalu rostoucim bakteriim déle po 48 hodinidch. VétSina
bakterif roste v uritém teplotnim rozmezi. Minimalni teplota rastu je nejnizsi teplota,
pii které je mikroorganismus jesté schopen rastu. Jednotlivé druhy rostou nejlépe
pii optimalni teploté rustu. Nejvyssi teplota, pii které organismus roste, se nazyva
maximalni teplota rustu. Prokaryotické organismy jsou podle pozadavku na teplotu
klasifikovany do péti skupin. Psychrofilni bakterie, které rostou pii teplotach pod 20 az
0 °C nebo i méné. Také psychrotrofni bakterie jsou schopny rastu pfi velmi nizkych
teplotdch. Optimdlni rozmezi je od 20 do 30 °C. Vhodna teplota pro mezofilni bakterie
je mezi 25 az 40 °C, pro termofilni mezi 45 az 65 °C. Hypertermofilni bakterie rostou
nejlépe pii teplotich 80 °C a vice. Rozsah preferovanych teplot je geneticky din
a souvisi se stabilitou enzyma a dalSich biopolymerd buriky. Rust populace
mikroorganismil 1ze popsat tzv. rustovou kiivkou (Obrazek 2). Po inokulaci bakterii
do Cerstvého zivného média se pocet bunék témer neméni, buriky se adaptuji na nové
prostiedi (adaptacni neboli lag faze). Poté se buriky zacinaji exponencialné mnozit
(exponencidlni neboli logaritmickd faze). Po vyCerpani zivin nebo nahromadéni
toxickych produktt buriky prestavaji rast a jejich pocet se neméni (stacionarni faze).
Po urcité dobé buriky zaCinaji exponencialné odumirat (fize odumirdni) (Rios Pinto,

Ferreira a Tasic, 2021).
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Obrazek 2 Ruastova kiivka mikroorganismt (upraveno) (Labster, 2021).

3.2.2 Vyhodnoceni procentualni acinnosti z poctu CFU

Procentualni ucinnost dezinfekce byla vypocitana jako rozdil poctu CFU
na ploSe pred dezinfekci a po dezinfekci. Ke stanoveni poctu bunek se vyuziva bud’
pfimé nebo nepiimé metody. Mezi pfimé metody fadime stanoveni poc¢tu bun¢k pomoci
mikroskopu, tedy pocitani samotnych bunék v preparatu ze vzorku bez kultivace.
Vyhodou je rychlost a stanoveni poctu jak zivych, tak mrtvych bunék ¢i jejich pomér,
napf. porovnanim pomeéru neobarvenych zivych bunék s poctem mrtvych, které se

obarvuji.

Neptimé techniky jsou kultivacni kvantitativni metody, které umoziiuji stanovit
pocet zivotaschopnych bunék. Kultivaci vzorku se zjiS§tuje pocet zivotaschopnych
bunék, které jsou schopny vytvofit kolonie. Pfi vyhodnocovani vzorku v této praci byla
Gginnost vztazena ke snizeni podtu CFU/25 cm? mikrobidlni kontaminace
na sledovaném povrchu. Plotnova metoda (kultivaéni nepfimd metoda) spociva
ve stanoveni poCtu narostlych kolonii za predpokladu, ze kazda Zivotaschopna burika
vytvaii pravé jednu izolovanou kolonii (Murray, Rosenthal a Pfaller, 2020). Kolonie

byly pocitany ze dna misky a byly oznaceny popisovacem na sklo teckou. Ze ziskanych
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hodnot vzorki odebiranych ze stejnych ploch byl vypo¢&itan primér poétu CFU/25 cm?.
Pti provedeni otiskové metody pied dezinfekci a po dezinfekci operacniho salu ziskame
tedy pomér podtd bakterialnich (popt. kvasinkovych) bunék na 25 cm? sledovanych
ploch. Zpravidla byly provedeny tfi otisky z plochy, kterd to umoziiuje svou velikosti.
Z hygienicky vyznamnych ploch, které jsou ale malé a otisk tfi misek neumoziiuji, byl
odebran otisk pouze jedné misky (vicko nadoby na dezinfekcni ubrousky; mys pocitace,

uchytka dvefi...).

Vysledek, ktery je uveden v tabulce 1 a 2, je ziskan zprimérovanim tfi hodnot
(pokud nenf uvedeno jinak) CFU/25cm? pred dezinfekci a po dezinfekci, vypodtenim
rozdilu  té€&chto dvou hodnot a  stanovenim  procentualniho  ubytku
bakterialnich/kvasinkovych bunék. Primérny procentudlni tibytek podtu CFU/25 cm?
pted chemickou dezinfekci a po chemické dezinfekci je pro kazdy testovany povrch
uvedeny v tabulce 1. Pro vyhodnoceni ucinnosti UVC dezinfekce jsou vysledky

uvedeny v tabulce 2.

Obrazek 3 TSA po kultivaci otisktl ploch (vlevo vzorek pied aplikaci PERSTERILU
vpravo po aplikaci PERSTERILU) (vlastni obrdazek).

2
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Obrazek 4 TSA po kultivaci otiskti ploch (vlevo vzorek pied aplikaci UVC svétla,
vpravo po aplikaci UVC svétla) (vlastni obrazek).
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Tabulka 1 Procentualni sniZeni poctu CFU/25¢cm? pied dezinfekci a po dezinfekci
PERSTERILEM (vlastni tabulka).

Sledovana plocha operacniho salu

Snizeni poctu kultivovatelnych
mezofilnich mikroorganismu uc¢inkem
chemické dezinfekce
na sledované plose

Podlaha mezi operacnim stolem a mobilnim
stolkem

100 %

Podlaha mezi anesteziologickym pfistrojem
a operac¢nim stolem

Plocha bez mikrobialni kontaminace jiz pred
pouzitim dezinfekce

Operacni stal

Bez uéinku

Pracovni plocha mobilniho stolku

33 %
Madla mobilniho stolku

75 %
Tlacitka monitoru anesteziologického
pfistroje 71 %
Pocitacova mys (1 kontaktni miska)

100 %

Madla lampy nad operacnim stolem
(1 kontaktni miska)

Plocha bez mikrobialni kontaminace jiz pred
pouzitim dezinfekce

Folie klavesnice u monitoru pocitace
(1 kontaktni miska)

Bez uéinku

Stolek anesteziologického pristroje

(1 kontaktni miska) 29,2 %
Viko plastového boxu na material

12,5 %
Plastové viko boxu na dezinfekéni ubrousky

100 %

(1 kontaktni miska)

Manzeta opera¢niho stolu

Bez uéinku

Supliky plastového stolku
anesteziologického pfistroje

66,7 %

Uchytka dvefti operac¢niho salu (1 kontaktni
miska)

35,3 %
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Tabulka 2 Procentualni sniZeni po&tu CFU/25¢cm? pred pouzitim a po pouziti UVC
dezinfekce (vlastni tabulka).

Sledovana plocha operacnich sala (pouzity
3 kontaktni misky otiskové metody, neni-li
uvedeno jinak)

SniZeni poctu kultivovatelnych
mikroorganismu (%)

Operacni stul

e plocha vzdalena 20 cm od zdroje zareni 100 %

e plocha vzdalena 30 cm od zdroje zareni 100 %

o tr;igie(;t)a operacniho stolu  (koZenka, 100 %

Madlo lampy nad operacnim stolem 90 %

Mobilni odkladaci stolek

e madlo 100 %

. kf)vlm&’i plocha vzdélend 20 cm od zdroje 89 %
zafeni

. kf)vlm&’i plocha vzdélend 30 cm od zdroje 50 %
zafeni

Anesteziologicky pristroj

e monitor pristroje v mist¢ tlacitek 100 %

. g;?;?g;f plocha odklddaciho stolku 100 %

e madla tlozn¢ho prostoru 100 %

e sténa ulozného boxu 100 %

Stolni pocitac

. 333111()0 enter klavesnice (1 kontaktni 100 %

e pocitacova my$ (1 kontaktni miska) 100 %

e stolek kldvesnice (kolm4 plocha) 75 %

Plastové ulozné boxy

e viko plastového boxu (kolmd plocha) 81 %

e sténa ulozného boxu 100 %

Nasténna skiinka

e dvirka skfinky 100 %

e pracovni plocha pod skfinkou 100 %

Dvere operacniho salu

o lista dvefi 100 %

e madlo dvefi (1 kontaktni miska) 97 %

e plastova vypln dvefi

Plocha bez mikrobialni kontaminace jiz
pied pouzitim dezinfekce
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3.2.3 Diagnostika bakterialni kontaminace

Diagnostika bakterialni kontaminace stanovuje pfitomnost oportunnich
patogent, které mohou byt pfitomny na povrSich nemocni¢nich prostor a jsou
vyznamnymi pivodci HAL

Prvnim krokem tohoto experimentu bylo pfeneseni mikroorganismu z povrchu
do zivného prostredi, tedy vtomto piipad€, pfi kvalitativni diagnostice bakteridln{
kontaminace, na nabohacujici médium. Mikroorganismy, jejichz pfitomnost byla
zjistovana, se mohou vyskytovat jen ve velmi nizkém poctu, a proto bylo nezbytné
nabohacovani kultur provést. Ockovani bylo provedeno tak, aby béhem pienosu
nedoslo ke kontaminaci z vnéjSiho prostfedi. Pfi oCkovani byla vyuzita asepticka
technika. VSechna média byla pfed pouzitim sterilni. Odbér byl provadén pomoci stért
ploch sterilnimi tampony, které byly ndsledné pfeneseny na nabohacujici médium.
Osoba, kterd vzorek odebirala, na sobé vzdy méla sterilni odév, sterilni rukavice,
respirator a méla Cisté odezinfikované ruce. Po nabohaceni byly vzorky aplikovany
na diagnostické Ci selektivné diagnostické pudy. Média, ktera byla pouzita ke kultivaci
mikroorganismi, byla uzpisobena ke kultivaci specifického patogenu. Slozeni zivnych
pud vzdy odpovidalo pozadavkim daného organismu, jehoZz pfitomnost byla zji§tovana
na vyzivu, pH a osmotické podminky.

Po uplynuti predepsané doby kultivace se dle morfologie kolonii, popf.
fluorescence, precipitace média v okoli narustu odecitaji vysledky. Pfi vyhodnocovani
kultivovanych vzorkd je mozné morfologicky identifikovat kultury, a tak zjistit jejich
fyziologicky stav. Makroskopické hodnoceni spociva v popisu kolonii. Vzhled kolonii
je ovlivnén typem zivného média, stafim kultury a typem kultivace. Na Petriho miskach
lze pfi spravné provedeném odbéru pozorovat a hodnotit jednotlivé kolonie (Obrazek
5), ato nejCastéjiz

e velikost (pramér),

e tvar (pravidelny, kulaty, ovalny, nepravidelné laloCnaty, vlaknity, rhizoidni,

plazici se),

e profil (vyvySeny, plochy, pupkovity, miskovity), okraj (pravidelny, filiformn,
lalo€naty, okrouhly), povrch (hladky, leskly, matny, drsny),

e transparence (prihledna, prasvitna, neprisvitna),

e barva (bezbarva, pigmentace).
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Dalsi charakteristiky, které se mohou posuzovat, jsou zapach, tvorba mycelia, zmény

média a konzistence, ktera se zji§tuje bakterialni klickou.
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Obrazek 5 Tvary bakteridlnich kolonii (Rosypal, 1981).

Mikroskopicky pak lze posuzovat tvar, velikost, usporadani bunék,
pritomnost zvlastnich Gtvart na bufice nebo viditelny zpiisob rozmnozovani. Preparat
lze pozorovat nativni nebo zvyraznit morfologii butiky a jeji struktury fixaci a barvenim
(napt. Gramovo, Ziehl-Nielsenovo barveni). U nativniho prepardtu (pozorovani
suspenze) se na podlozni sklicko vzdy ptiklada kryci sklicko. Pti pozorovani plisni,
kvasinek ¢i aktinomycet se vyuziva sklickovych kultur. U bakterii se rozlisuji
nasledujici typy bun¢k dle tvaru:

o koky (sférické, zplostélé, diplokoky, streptokoky, tetrady, sarciny, stafylokoky)
e tyCinky (rovné, zaktivené, vétvici se, palisady, pleomorfni)
e kokobacily

e buiiky s pupeny ¢i prostékami
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e spirily
e hvézdice
e mycelia

(Prescott, Harley a Klein, 1996).

i diplokok enkapsulovany stafylokok
o diplokok
Pneumococcus A A W
AN A NN
protaZena tycka
Fusobacterium
A
: {
: \
streptokok ) i vibrio kviovitv tvar
sarcina tetrada Bdellovibrio
Bacili
J— { o C/{)
. P - neo e
"""""""" tvar palice helikalni tvar
kokobacilus bacilus 1./" '\,_ !ﬂ«ym‘g‘“\\ Corynebacteriaceae  Helicobacter pylori
{ ¢ i %
¥ 8 £% 1
¥ 7 \ 11 E;’ ﬁ B \
{ Y ¢ { 4 A\ Y
{ A ; i E 13| \ }
N, AN s ‘\ / Fi ‘\-«“f
ol 5
diplobacilus lisad
palisadv spirala, vyvrtkovity tvar
P v W v "} Borrelia burgdorteri
\, N .4)“-..._.._ — - 4

K o Sonka filamentarni spirochéty

Obrazek 6 Tvary bakteridlnich bun€k (Rosypal, 1981).

Pro hodnoceni kultur je ve spornych pfipadech mozné pfifadit jednoduché
biochemické testy (napf. test na oxidazu, katalazu) popfipadé kultivaci na krevnim
agaru pro prukaz hemolyzy nebo mikroskopii. Jednotlivé typy pouzitych kultur jsou

popsany v tabulce 2.
Na plochach operacnich salti byla sledovana pfitomnost:
e enterobakterii

e MRSA kmenud
e VRE kmenu
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e ESBL kmenu
e pseudomonas
e kvasinek

e anaerobnich klostridii

Enterobakterie jsou skupina gramnegativnich anaerobnich bakterii bézné
ptitomnych v lidskych stfevech. Rod zahrnuje 17 druhd, z nichz vyznamné jsou
zejména E. aerogenes a E. cloacae. Bézn€¢ nebyvaji patogenni, mimo stfevo vSak
mohou zpusobit napt. zanét mocovych cest, coz je jedno z nejcastéjSich onemocnéni

typu HAI Pfirozené jsou rezistentni na fadu antibiotik.

MRSA neboli methicilin rezistentni Staphylococcus aureus je oznaCeni
pro kmeny bakterie, které jsou rezistentni vii¢i antibiotiku meticilin. Tyto kmeny se
rozsitily zejména v nemocnicich kvuli pouzivani Sirokospektralnich antibiotik. Spadaji
mezi nejcastéjsi typy HAL. MRSA je ptivodce upornych koznich a systémovych infekci
a sepsi. Stala rezistentni 1 na fadu dalSich antibiotik a roce 2022 byly objeveny kmeny
VRSA neboli vankomycin rezistentni Staphylococcus aureus, ktery je rezistentni i vici
vankomycinu. V nemocnicich je nutné dodrzovat specialni pfistup k pacientim

pozitivnich na tyto infekce a drzet je v izolaci.

VRE neboli vankomycin rezistentni enterokoky jsou pivodci HAI a zptsobuji
zejména prijmovita onemocnéni. Podobné jako u jinych oportunnich patogeni, VRE

jsou Casto pritomny ve stievu pacientd bez jakychkoli ptiznakd.

ESBL neboli Sirokospektré beta-laktamizy jsou enzymy produkovény
nékterymi bakteriemi, a to predev§im gramnegativnimi tyCinkami. Mohou pusobit
rezistenci k antibiotikim vcCetné penicilinu a Sirokospektrym cefalosporinim teti

generace. Zpusobuji napt. infekce mocového tstroji ¢i pneumonie.

Pseudomonas je rod gramnegativnich bakterii coz je pfirozené Cini odolné
k antibiotikim  jako jsou penicilin a ostatni beta-laktamovad  antibiotika.
aeruginosa. Jsou pohyblivé a maji tyCinkovy tvar, obvykle jsou
aerobni a netvorici spory. Zpusobuji napf. sepsi Cirespiracni onemocnéni (Murray,

Rosenthal a Pfaller, 2020).
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Kvasinky jsou jednobunétné houbové mikroorganismy, které byvaji Castou

pfi¢inou onemocnénim mocového traktu a kiize (Barnett, Payne a Yarrow, 2000).

Anaerobni klostridie jsou rod bakterii, pro které je charakteristickd
tvorba endospor. Pro ¢lovéka jsou patogenni predevsim klostridie produkujici toxiny.
Jen nékolik malo druha je schopno tvofit toxiny, které mohou byt pro ¢lovéka smrtelné
nebezpecné. Mezi takové patii napiiklad botulotoxin a tetanicky toxin. Mezi nej€ast¢jsi
postizeni témito toxiny patii neurotoxikéza, sepse, nekrotizujici infekce mékkych tkani

a enterotoxik6za (Murray, Rosenthal a Pfaller, 2020).

Vsechny tyto mikroorganismy jsou vyznamnymi puavodci HAI a jejich
ptritomnost v nemocni¢nich zafizenich by mohla prodlouzit hospitalizaci pacienta nebo
ho dokonce vazné ohrozit. K prevenci HAI a snizeni pracovni zatéze zdravotnického
personalu je proto nutnd u€innd dezinfekce. Je piedpokladano, ze zadny z téchto
mikroorganisml nebude na povrsich operacnich salii nalezen, jelikoz jeho pfitomnost

by znamenala vazné hygienické selhani.
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Tabulka 3 Vyhodnoceni mikrobidlni kontaminace specifickymi patogeny

(vlastni tabulka).
Plochy, kde byly
Pouzita diagnosticka a Tl pousiti média sledované
selektivné diagnostickd média mikroorganismy
prokazany
Trypton Soya Broth USP pomnoZzovaci médium
(TV5002E)
kvantitativni stanoveni mezofilnich
mikroorganismu na sledovanych plochach
Trypton soya AG+ disinhibitor | opera¢niho silu; médium pro stanoveni
contact (PO5024C) poctu kolonii z povrchu po uklidu a
dezinfekci
Violet Red Bile Glucose Agar sel?ktigni mél()iium pro detekci a stlell?oveni
(ISO) (Contact) (PO5323C) poctu Enterobacteriaceae z povrchii
selektivni chromogenni médium
pro presumptivni identifikaci a vzajemné
Brilliance™ VRE Agar rozli$eni vankomycin rezistentnich
(PO1175A) Enterococcus faecium a Enterococcus
faecalis ptimo z klinickych vzorku, za 24
hodin
selektivni médium pro screening
Brilliance™ MRSA 2 Agar klinickych vzorkl na ptitomnost meticilin
(PO5310A) rezistentniho Staphylococcus aureus
(MRSA) Na zadnych plochach
s ™ stanoveni mikroorganismu produkujicich | operacnich sala
](3; (1;15121(1)31) ESBL Agar Sirokospektré beta-laktamazy nebylg diagnostikoyéna
bakteridlni kontaminace

Slanetz Bartley sel. médium
(PO5018A)

médium pro detekci enterokokt

Colombia CNAaesc./McConkey
3 agar (PB5224E)

pro selektivni izolaci grampozitivnich
koku, enterobakterii a Acinetobacter sp.

Pseudomonas CFC selective
agar (PO5132A)

selektivni médium pro izolaci
Pseudomonas sp.

Cetrimide agar (USP, EP)
(PO5181A)

stanoveni piitomnosti Pseudomonas
aeruginosa/ fluorescens

Brilliance Candida/Sabourad
GC Agar (PO5258E)

pro soucasnou izolaci dermatofytu, jinych
hub a kvasinek a izolaci a presumptivni
identifikaci klinicky dulezitych Candida
spp.

Biggy Agar (Nickerson médium)
(PO5011A)

médium pro izolaci a presumptivn{
identifikaci Candida sp.

Braziers Clostridium difficile
selective Agar (HBA)
(PB1055A)

médium pro izolaci a presumptivn{
identifikaci klinickych izolati anaerobnich
klostridif

Columbia Agar + Sheep Blood
(PB5008A)

pomnozovaci médium, prukaz hemolyzy

oportunnimi patogeny
(kultivovanych
mezofilnich
mikroorganismii)

po aplikaci UVC svétla
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3.3 Analyza vyzkumnych dat a vyhodnoceni cili

Pocet CFU/25 cm? se po chemické dezinfekci PERSTERILEM sniZil priimérné
0 45,5 % (porovndni je zobrazeno v grafu 1). U 3 z 15 sledovanych kritickych ploch
nedoslo k zadnému ubytku bakterialni kontaminace (plochy operacniho stolu, folie
klavesnice u monitoru pocitace a manzeta operacniho stolu). Chemické dezinfekce byla
tedy v tomto pfipadé¢ zcela neucinna. U 3 ploch byla dezinfekce PERSTERILEM 100%
ucinna (povrh podlah mezi opera¢nim stolem a mobilnim stolkem, pocitacova mys$
a plastové viko boxu na dezinfek¢ni ubrousky). Nejvyraznéjsi snizeni poctu CFU bylo
na povrchu pocitatové mysi. Lze fici, ze existuji povrchy vhodné k chemické
dezinfekci, jsou vsak i takové, kde 1 po pouziti standardizovanych bézné pouzivanych

postupu Cisténi na povrchu zistava bakterialni znecisténi.

Priimérny podet CFU/25 cm? byl pied pouzitim UVC robota o 93 % vyssi nez
pted jeho pouzitim (graf 2). Plochy, kde byla UVC dezinfekce 100% tucinna, byly
plastové materidly a lamino, které byly rovnobézné se zafici (lampami). Byly tedy
bez kultivovatelnych mikroorganismi. Na plochach kolmych k UV zafeni lamp robota
se pocet kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismu na testovanych plochach snizuje
v zavislosti na vzdalenosti od zdroje. Do pulmetrové vzdalenosti klesa pocet mikrobu
0 50-91 %. U madel (madlo dvefi a madlo lampy operacniho stolu) se i pres zakiiveni
plochy madla prokazalo snizeni kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismi o 90 %
(madlo lampy UV stolu), 97 % (madlo dveti opera¢niho sdlu) a 100 % (madlo mobilniho
stolku). Vzhledem k dosazenym vysledkaim se predpoklada vyuziti a¢innosti UV robota
v kombinaci s chemickou dezinfekci; u testovanych ploch predchazejici predvyzkum
potvrdil vyssi ucinnost dezinfekce za pomoci UV zafeni, nez za pomoci samotné
dezinfekce PERSTERILEM. Dezinfekce UVC zafenim prototypu robota byla 100 %
ucinna v pripadé rizikovych mist operacniho salu, u nichz dezinfekce PERSTERILEM
vykazovala narust mikrobu i po sanitaci (manzeta operac¢niho stolu, madlo mobilniho
stolku, monitor anesteziologického pfistroje, madlo ulozného boxu anesteziologického
ptistroje, PC klavesnice, PC myS). Dezinfekce UVC zafenim snizila pocet
kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismi 0 97 % a 90 % v piipadé rizikovych mist
operacniho salu, kde je diskutabilni dosvit UVC zafeni. Tyto plochy zaroven
vykazovaly narust mikrobu i po sanitaci PERSTERILEM (madlo dvefi operacniho sélu,

madlo lampy operacniho stolu). Mlzeme tak fici, ze pii zavedeni UVC robota
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do nemocnicnich zafizeni by se pravdépodobné zlepsila kvalita Cistoty prostor a diky

tomu se snizilo riziko pfenosu HAIL

Pravidelné omyvané plochy, které neptichazi do kontaktu s lidskou pokozkou,
vykazovaly minimalni bakteridlni kontaminaci/narust pied dezinfekci 1 po ni.
Hygienicky vyznamné plochy operacniho salu, které jsou pravideln€ pouzivany
personalem a mohou na nich ulpivat bakterie zejména kozni mikroflory, jsou ucinné
dezinfikovany v zdvislosti na tvaru a slozeni jejich povrchu. Je-li povrchem folie
klavesnice pocitace (napf. se zahyby), folie na monitoru anesteziologického pfistroje,
plastova pokryvka operacniho stolu, manzeta s porovitym povrchem ¢i s drobnymi
zahyby, neni chemicka dezinfekce 100% ucinna a na plochach zistavaji bakterialni
bunky 1 po dezinfekci. Kritické povrchy, které byly sledovany, se nemusi vzdy dostat
pfimo do bezprostfedniho kontaktu s operovanym pacientem ¢i pokozkou operujiciho
lékare, ale mohou byt vyznamny rezervoar pro prenos HAI ¢i ATB rezistentnich

patogent kontaktem s pokozkou ¢i rukavicemi lékaiského ¢i nelékarského personalu.

Jak Dbylo predpokladano, pii vyhodnocovani kultivovanych vzorku
diagnostickych a selektivné diagnostickych médii nebyla zjisténa pritomnost
sledovanych bakterii, které jsou Castymi puvodci HAI, jelikoz pfitomnost téchto
specifickych patogena je striktné sledovana a mohla by znamenat vazné ohrozeni
pacienta i persondlu. Je proto vysoce pravdépodobné, zZe se v prostorech operacniho sdlu
tyto mikroorganismy nevyskytovaly ani pred dezinfekci povrcha. V tomto pfipadé tedy
nebyl diagnostikovan zadny specificky mikroorganismus rezistentni vac¢i dezinfekci
UVC zafenim. Ze znalosti pfedchozich studii se vSak d& pfedpokladat, ze existuji
i takové druhy bakterii, vira a plisni, které jsou schopny piezivat i po aplikaci UV svétla

(Heimbuch a Harnish, 2019).
3.4 Vyhodnoceni cili a vyzkumnych otazek/piedpokladu
Celkové bylo prokdzdno zlepSeni kvality dezinfekce kritickych ploch
operacnich sali s Castym kontaktem zdravotnického personalu pouzitim UVC zafeni

namisto standardizovanych postupt, a to pramémé o 93 %. Dezinfekce

PERSTERILEM zlepsila sterilitu povrchil o 46 %, coz je 0 47 % méné, nezli dokazala
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dezinfekce UVC zafenim. Jako nejvice kritické povrchy s nejniz§im procentem ubytku
CFU z hlediska dezinfekce chemickym prostiedkem byly pfedevsim plochy opera¢niho
stolu, f6lie klavesnice u monitoru pocitace a manzeta operacniho stolu. U téchto 3 ploch
zcelkovych 15, tedy u?20 % testovanych kritickych povrchi, nedoslo k

zadnému ubytku kultivovatelnych bakterii po pouziti chemické dezinfekce.

Ubytek mikroorganismi po pouziti UVC dezinfekce ovliviiovalo predevsim
zakfiveni plochy, vzddlenost od zdroje zafeni a dezinfikovany materidl. Uginnost
vztazena na konkrétni oportunni mikroorganismy, které byly kultivovany
na diagnostickych a selektivné diagnostickych agarech, nelze hodnotit, jelikoz po UVC
dezinfekci nebyla zjisténa jejich pfitomnost a nelze fici, zda byly plochy prosté mikrobti

1 pfed aplikaci UV svétla.

I pfes znamé omezeni UVC dezinfekce bylo prokazano snizeni poctu
kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismu, napf. u madel (madlo dvefi a madlo
lampy operacniho stolu) se 1 pres zakiiveni plochy prokazalo snizeni o 90 % (madlo
lampy UV stolu), 97 % (madlo dveti operac¢niho sdlu) a 100 % (madlo mobilniho
stolku). I pfes vyrazné snizeni intenzity se zvySujici se vzdalenosti byl pocet
mikroorganismi do pulmetrové vzdalenosti snizen o 50-91 %. Tyto vysledky dokazuji,
ze vyuziti UVC robota se vyplaci 1 na zakiivené a kolmé plochy. Po vyhodnoceni
vysledkt ucinnosti UVC robota nebyla nalezena plocha, na niz by UVC zafeni alesponi
CasteCné nesnizilo pocet kultivovatelnych mezofilnich mikroorganismt. Zaroven
nebylo zjisténo, ze by po pouziti UVC svétla dochazelo k degradaci materidlu nebo

poskozeni elektrickych pfistroja.

Zdravotnicky personal ani pacient by nemél byt UVC zarenim ohrozen, pokud
bude dodrzovat bezpecnosti podminky pro pouzivani dezinfekéniho pfistroje, jako je
nepfitomnost v dezinfikované mistnosti, popfipadé ve vyjimecnych situacich bude
pouzivat dostatecné ochranné pomticky (ochranné kryti pokozky a bryle). Pfi spravném
pouziti by tedy nemél byt dezinfek¢ni proces spojen s zadnym rizikem. Robota je vzdy

mozné spoustét a vypinat na dalku.

Shrnuti vyzkumnych cila a otazek:
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UVC robot prokazal vysokou uc¢innost pii likvidaci S§irokého spektra
kultivovatelnych mikroorganisma

UVC dezinfekce prokazala vys$si acinnost redukce bakteridlni kontaminace
na kritickych plochach, nezli bézny zpusob likvidace mikrobti chemickymi
prostiedky

UVC dezinfekci se wvyplati pouzivat u ploch, které jsou cCasto zvySené
kontaminované i po dukladné chemické dezinfekci

I ptes znamé limity je UVC dezinfekce ucinna i na kolmé a nerovné povrchy

UVC dezinfekce je stale velmi nova metoda, proto je nutné jeji ucinnost nadale
sledovat

Pred timto typem dezinfekce je nutné dostateCné chranit personadl nemocnice
a kvalitné ho proskolit, aby nedoslo k poranéni ozarenim

Je nutnd pravidelnd kontrola pfistroje, aby nedochazelo ke snizeni vykonu

svételného zdroje nebo jinym zavadam
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4 Diskuze

Hlavni zjisténi prace je prokazani vyssi t€innosti pfi likvidaci mikroorganismu
na specifickych plochiach a materidlech, nezli ma chemicka dezinfekce. Pti srovnani
s jinymi studiemi jsou Casto dohledatelné podobné vysledky testovani ucinnosti.
Napriklad studie zabyvajici se mikrobiologickou kontaminaci operacnich salt
a kvalitou chemické dezinfekce z roku 2017 se pokousela zjistit, jak dochazi k infekcim
souvisejicim s chirurgickym zdkrokem (SSI). Cilem této priace bylo posoudit
mikrobiologickou kvalitu provozniho prostiedi a dodrzovani kontrolnich opatfeni
na operacnich salech. Celkem sledovala deset salt, kde byla zjistovana mikrobiologicka
kontaminace povrchi po uklidovych procedurach v, klidovych® podminkach
i v podminkach provoznich pti 10 chirurgickych operacich. Byly testovany pfedevsim
kritické povrchy, které se vyznacuji zvySenym dotykem ruky. Tyto plochy byly oSetfeny
detergentem a dezinfekénim prostfedkem aktivniho chloru po dobu plsobeni 5 min.
Vzorkovani povrchi bylo provadéno dvéma riznymi zpasoby v zavislosti
na zkoumaném povrchu. Na pravidelnych a plochych povrchiach byla zvolena metoda
kontaktni desticky s pouzitim otiskové techniky. K odbéru vzorka z nepravidelnych
povrcht byly pouzity sterilni tampony. Kazdy tampon byl poté umistén do zkumavek
s 10 ml transportni kapaliny (Ringeriv roztok). Celkem bylo ziskano 200 vzorku
(kontaktni desticky: 140; vytéry: 60). V této BP bylo k posouzeni u¢innosti chemické
dezinfekce odebrano celkem 33 otiski z 15 ploch. Statisticky soubor, ktery byl
vytvoren, je proto nizsi. Studie, se kterou je BP diskutovdna, mtze poskytnout urcitou
referenci k vyslednym datim, a¢ byly vysledky ziskavany za odliSnych podminek. Aby
se hodnota CFU/miska povazovala za prfijatelnou, musela byt pod hranici
15 CFU/miska. Tato kritickd hodnota byla piekrocena u 2,1 % sledovanych povrchu.
Nevyhovujici povrchy byly stejné tak jako v této BP predevsim plochy s pdérovitym
povrchem Ci s drobnymi zdhyby. V téchto pfipadech nebyla chemicka dezinfekce 100%
ucinna a na plochach zustavaly bakterialni bunky i po sanitaci. Celkové u 40,5 % bylo
CFU 0 au dalsich 56,5 % odpovidalo normam. V této BP méla chemicka dezinfekce
100% ucinnost na 20 % testovanych povrchii (povrh podlah mezi operaénim stolem a
mobilni stolek, poéitacovd my$ a plastové viko boxu na dezinfekéni ubrousky). Chemicka
dezinfekce tedy velice dobfe pusobi predev§im na hladké povrchy. Ani v této praci

nedoslo
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pti diagnostice bakteridlni kontaminace k ndlezu zadnych potencialné patogennich

bakterii nebo plisni.

Tato studie tedy podobné jako na$ vyzkum dokazuje, ze ac jsou soucasné
dezinfekéni techniky z hlediska norem dostacujici, nejsou dokonalé a objevuji se
i povrchy, které jsou kritické a vykazuji zvysSenou miru mikrobialni kontaminace.
Resenim téchto nedostatkd by se mohlo stat pravé doplnéni standardi o UVC dezinfekei

(Dallolio et al., 2017).

MDRO nebyly nikdy v pribehu testovani zaznamendny, a tak lze rozporovat,
zda by je UVC zafeni dokéazalo uc¢inné redukovat. Pokud bychom se chtéli dozvédét, jak
by UVC dezinfekce mohla potencionalné ovlivnit pfitomnost MDRO, mizeme dohledat
Clanky zabyvajici se pfimo vlivem UVC na razné druhy MDRO. Napfiiklad ve studii
zroku 2022, kterd se zabyvala zkoumdnim ucinnosti UVC dezinfekce v prostorech
nemocni¢nich pokoji a prenosem HAI z predchozich obyvatel na nové prichozi
pacienty. Béhem sledovaného obdobi vSechny nemocnice bézné pouzivaly dezinfekci
povrchii na bazi chloru. Vysledek byl méfen pro infikovani jednim ¢i vice MDRO
a pro jednotlivé sledované MDRO: MRSA, VRE, karbapenem-rezistentni
Enterobacterales (CRE), ESBL a C. difficile. Byla provedena retrospektivni pozorovaci
studie, aby byla porovndna pravdépodobnost, Ze exponovany pacient ziska stejny druh
MDRO jako zdroj. Testovano bylo 5 802 pokoji v 6 nemocnicich, kde probihalo
oSetfeni UVC dezinfekci. Nebyl zde zjistén zadny vyznamny rozdil v poctu jednoho
nebo vice MDRO pienesenych na jiného pacienta. Ve 27 969 pokojich nebyla UVC
dezinfekce pouzita. Celkova mira pfenosu byla 1,6 % mezi mistnostmi, které dostdvaly
pouze dezinfekci na bazi chloru, ve srovndni s 2,4 % mezi mistnostmi s dezinfekci UVC
jako doplnék k dezinfekci na bazi chloru. Celkova mira pienosu pred obdobim
a po obdobi, kdy byl prenos sledovan, nevykazal zadnou vyznamnou zménu. Vysledky
této studie ukazuji, ze dopliikovda UVC dezinfekce neposkytuje Zzadny piinos
pii snizovani pfenosu MDRO nad ramec standardni péce. Uvadi se zde vSak, ze tato
prace je v rozporu s jinymi studiemi, které naznacuji ochranny ucinek dopliikové UVC
dezinfekce, ktery je spojen s vérohodnym biologickym zdivodnénim. Mira pfenosu
ovSem byla rizna pro kazdy patogen (50Tabulka 4 Mira pienosu pro jednotlivé
patogeny (Hodges et al., 2022) (Tabulka 4). Tato analyza neposkytuje podporu

pro hypotézu, ze pouziti dopliikového UVC dezinfekce snizuje riziko pfenosu patogent
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z pacienta na pacienta nad ramec pouziti standardniho dezinfek¢niho prostfedku na bazi

chléru (Hodges et al., 2022).

Tabulka 4 Mira pfenosu pro jednotlivé patogeny (Hodges et al., 2022)

Unadjusted Pathogen Transfer Rate by Cleaning Room Condition

Possible Pathogen Transfer No. Standard Cleaning Standard Cleaning +UV-C P Value
No. Transfers/Total (%) No. Transfers/Total (%)
Clostridioides difficile 2,513 8/1,018 (0.8) 10,/1,495 (0.7) 73
MRSA 13,922 75/12,323 (0.6) 9/1,599 (0.6) 82
VRE 16,330 286/13,455 (2.1) 962,875 (3.3) <.001
CRE 1,283 1/992 (0.1) 1/291 (0.3) 40
ESBL 4,869 14/4,055 (0.3) 4/814 (0.5) 55
Any Pathogen 29,259 382/24,277 (1.6) 118,/4,982 (2.4) <.001

Note. UV-C, ultraviolet-C disinfection; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; VRE, vancomycin-resistant enterococci; CRE,

carbapenem-resistant Enterobacterales; ESEL, extended-spectrum B-lactamase-producing organisms.

P-hodnota je pravdépodobnost, ktera se vyuziva k urCeni, zda jsou vysledky studie
statisticky vyznamné (pokud je P-hodnota niz§i nez 0,05 vysledek je povazovan

za statisticky vyznamny).

Tato prace je tedy jednou z téch, které nepfinesly pozitivni vysledky ohledné
testovani UVC dezinfekce. Existuji vSak relevantni vyzkumy, jez potvrzuji piinos
ve snizeni prenosu téchto mikroorganismut pii pouziti UVC. Napfiiklad studie z roku
2016, ktera se zajima o miru snizeni prenosu infekce po pouziti pulzniho xenonového
UV svétla (PX-UV) v nemocnicich, naopak tvrdi, ze pouziti UV zéfeni jako dopliikové
dezinfekce muize vyrazné prispé€t ke snizeni pfenosu HAI. Od listopadu 2012 byl
zaveden dezinfek¢ni systém PX-UV jako doplnék k tradicnim metodam Ccisténi
pii vyprazdnovani vybranych pacientskych pokoji. Studie testovala 3 typy MDRO:
C. difficile, MRSA a VRE. Pouzita technologie vyuzivala xenonové vybojky
ke generovani celospektralniho germicidniho svétla. Na jednotkach intenzivni péce bylo
cilem provést bezdotykovou dezinfekci po standardnim c¢iSténi pred tim, nez se
na pokoji usadi dalsi pacient. Vysledky této studie naznacuji, ze dezinfekce prostiedi
doplnéna o PX-UV hraje vyznamnou roli pfi zmirtiovani rizika HAI. PX-UV dezinfekce
byla implementovana na vice nez 200 pacientskych pokojich od listopadu 2012 do srpna

2014. V celém zafizeni byl zaznamenan pokles o 29 % u vSech 3 sledovanych MDRO
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(P =0,01). Nejvyssi pokles incidentl v celém zafizeni byl pozorovanu VRE ato z 34 na

15 infekci (P = 0,07) (Vianna et al., 2016).

Na rozdil od porovnavanych studii byla tato BP limitovana z hlediska Casu, ktery
ndm byl v nemocnici na vyzkum poskytnut. Vysledky proto nevytvari tak velky
statisticky soubor a vtomto ohledu se daji rozporovat s vyzkumy, které dosly
k odlisnym zavérim. Testovan byl také pouze jeden operacni sal v jediné nemocnici,
proto by se napiiklad plochy vyznacujici se zvySenym nalezem bakterialni kontaminace
1 po pouziti dezinfekce mohly v odliSném prostfedi liSit. Omezeni na jeden typ
operacniho salu mize mit vliv na obecné doporuceni pro praxi vzhledem k vysledkim
specifickym pouze pro jedno prostiedi. Je tedy nutné brat v uvahu, Ze se tato studie mize
odliSovat od jinych v zavislosti na konkrétnich podminkach, vybaveni a mnozstvi

ziskanych vzorkd.
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S Navrh doporuceni pro praxi

Operacni saly nemocnic maji velmi vysoké naroky na sterilitu prostiedi, jelikoz
pfi chirurgickém zakroku miize dojit ke kontaminaci rany a naslednému zhorSenému
hojeni ¢i celkové infekci. Podle ziskanych dat bychom proto doporucili zavedeni UVC
robott do prostord operacnich sali v kombinaci se standardizovanymi postupy, jelikoz
bylo prokazano celkové zlepSeni Cistoty prostor, a to zvlasté na mistech, kde nebyla

chemicka dezinfekce dostate¢na. (Hodges et al., 2022).

Na rozdil od dfive pouzivanych UVC dezinfek¢nich pfistroji je v soucasné dobé
zafeni emitovano pomoci LED, které jiz neobsahuji jedovatou rtut’, proto se tento typ
dezinfekce stava bezpecnéjsi a snadné€ji implementovatelny do nemocni¢nich zatizeni
(Rodriguez-Chueca et al. 2019). Pred zavedenim do nemocnit by mélo byt
samoziejmosti spravné proskoleni personalu nemocnice, a to nejen toho, ktery bude
s robotem piimo pracovat. Pfi poruseni bezpecnostnich podminek by totiz mohlo dojit
k poskozeni zdravi (napf. k popélenindm kiize) (Rodriguez-Chueca et al. 2019). Je tedy
nezbytné zajistit, aby byl pfistroj pouzivan v souladu s pfisluSnymi predpisy a standardy
a aby byl personal spravné skolen a informovdn o rizicich a spravném pouziti.
Zohlednéni téchto faktord mize vést k bezpeCnému a ucinnému pouziti UV zafeni pro
dezinfekci sala. Také je nutna edukace o spravném umisténi robota — pokud neni lampa
spravné umisténa nebo neni spravné pouzita, mize byt snizena jeji u€innost. UVC
zafeni muze poskozovat nékteré materialy (napf. vysokotlaké akrylové materialy) a
proto je v praxi nutné spravné vyhodnotit, na ktery material je vhodné zatfeni pouzit

(She et al., 2020).

Pii zafazeni UVC dezinfekce do standardizovanych dezinfekénich postupt
na operacnich salech je nutné zvazit pridani nékterych ochrannych prostiedku, tak aby
byl personal vzdy dostatecné chranén pred rizikem zafeni a zaroven bylo vzdy jasné, ze
v dané mistnosti probihd tato dezinfekce (napf. upozornéni u vchodu dezinfikované

mistnosti). Bylo by tak minimalizovano riziko ozafeni pacienta i personalu.

Vzhledem k tomu, Ze tato technologie je stale velmi nova, je nutné zvazit ¢astéjsi
monitoraci a kontrolu kvality Cistoty prostor nezli je u bézné pouzivanych zavedenych
postupt. Také je nutné provadét pravidelny servis a kontrolu UVC robota, aby nedoslo

k poklesu vykonu a t€innosti.
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6 Zavér

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkim lze konstatovat, ze pouziti UVC ma
pro dezinfekci operacnich sali velky potencial a dokaze konkurovat standardnim
postupim. Dezinfekce UV zafenim se ukdzala jako slibnd metoda diky své ucinnosti
pfi inaktivaci Sirokého spektra patogent. UVC dezinfekce ma oproti tradi¢nim metodam
nékolik vyhod, vCetné schopnosti rychle inaktivovat patogeny a nizkych narokt
na udrzbu a vytizenost nemocnicniho persondlu. Jako kazda technologie ma vSak
1 néktera rizika, zejména pokud se nepouziva spravné. Je tedy nezbytné zajistit, aby byl
pfistroj pouzivan v souladu s pfislusnymi pifedpisy a standardy a aby byl personal
spravné Skolen a informovan o rizicich a spravném pouziti. Zohlednéni téchto faktort
muze vést k bezpecnému a ucinnému pouziti UV zafeni pro dezinfekce sali. Omezeni
UVC zafeni zahrnuje jeho neschopnost proniknout povrchy ajeho potencidlni

poskozeni lidského zdravi.

Celkove se dd vyuziti dezinfekce UV zafenim pro operacni saly hodnotit kladné,
jelikoz podle vyzkumu pfind§i mnoho vyhod. Jsou snim vSak spojena
i nezanedbatelnd rizika, kterym je nutné vénovat pred zavadénim téchto technologii
pozornost. Lze fici, ze vyuziti UVC pro dezinfekci operacnich sali ma potencial
pro snizeni pfenosu infekci a zlepSeni hygienickych podminek ve zdravotnickych
zafizenich. Proto by mélo byt nadale zkoumano a podporovano jako soucast strategie
pro prevenci a kontrolu infekci. Cile, které jsem si na zacatku prace stanovila, byly

uspesné splnény. Také bylo uspésné naplnéno ocekavani pro zadani této prace.
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