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Pomen bakterioloskega testa
za dokaz uspesne sterilizacije

Pogoj za asepso v bolnisnici je delo s sterilnim materialom. V bakterioloSkem
smislu je material sterilen, kadar ni na njem niti v njem nobenih Zivih mikrobov.
V vsakdanji praksi se izraz »sterilen« pogosto uporablja napatno za dezinficirane
predmete, ki niso bili izpostavijeni pravemu procesu sterilizacije.

Sterilizacija je udinkovita, kadar prekine vse Zivljenjske procese prisotnih
mikrobov in tudi najodpornejsih bakterijskih spor. S sterilizacijo temeljiteje uni-
¢imo vse mikrobe kakor z dezinfekcijo, s katero unic¢imo le nekatere, predvsem
patogene bakterije. Zaradi temeljitega uniCenja mikrobov je sterilnost — kot
konéni ucinek sterilizacije — vselej absolutna. Predmet, ki je prestal sterilizacijo,
je bodisi sterilen ali nesterilen. Ne more pa biti bolj ali manj sterilen. UspeSnost
sterilizacije kot procesa za unicenje vseh mikrobov lahko dokazemo edinole tako,
da na steriliziranih predmetih potrdimo popolno odsotnost vseh Zivih mikrobov,
ne glede na to, kak$§no metodo sterilizacije uporabimo. Odsotnost mikrobov pa
pomeni dejansko odsotnost najodpornejSih oblik bakterij.

Mikrobi se namre€ zelo razlikujejo po odpornosti na fizikalne in kemidne vplive
okolja. NajobcutljivejSe vegetativne oblike po vedini ubije toplota pri 650 C v nekaj
minutah. Odpornej§e od njih so gliviCne spore in nekateri virusi. Virusi hepatitisa
preZivijo 20 ur pri 60° C. Zelo odporne so spore klostridijev — povzrogiteljev plinske
gangrene, tetanusa in botulizma. NajodpornejSe od vseh oblik mikrobov pa so spore
nekaterih aerobnih bacilov, kot so npr. Bacillus subtilis, B. stearothermophilus in B.
anthracis. Spore B. subtilis preZivijo v vreli vodi pet ur, v pari pod pritiskom pri tem-
peraturi 120° C pa 10 minut.

Bakterijske spore so kot najodpornej$e oblike mikrobov izbrali za indikatorje
sterilnosti. Svoje dni so v ta namen uporabljali spore B. anthracis in Cl. tetanij,
ker so s sterilizacijo hoteli uniciti prav te spore. Delo s temi sporami pa ni bilo
brez nevarnosti okuzbe. Zato so preizkusali uspeSnost sterilizacije z vzorci po-
sufene zemlje, v kateri so vselej razli¢ne vrste bakterijskih spor. Zaradi velikih
razlik v odpornosti zemeljskih spor je kmalu nastala potreba po standardizaciji
metode. Danes priporoajo za vsako metodo sterilizacije posebno izbrano vrsto
bakterijskih spor s preizkuseno odpornostjo.

Odpornost bakterijskih spor je v zvezi z njihovo zgradbo. Elektronski mikro-
skop pokaZze gosto sredico, obdano z vlaknato skorjo in zunanjim veéslojnim
plas¢em. Odpornost proti toploti je v zvezi z neznatno koli¢ino nevezane vode,
— spore so dehidrirane — in v zvezi s sintezo kalcijevega dipikolinata, ki ga ni
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v vegetativnih bakterijskih celicah. Odpornost proti sevanju pa je v zvezi z beljako-
vino, podobno keratinu. Ta vsebuje veliko disulfidnih vezi, ki se rade veZejo s
prostimi radikali.

Spore so mirujoce oblike bakterij z izredno sposobnostjo za preZivetje neugod-
nih okoli§¢in. Sporulacijo pri bakterijah bi lahko primerjali s prezimovanjem pri
vi§jih organizmih. Ves metabolizem v sporulirani celici je ustavljen. Spora se ne
razmnoZuje in lahko ostane v stanju mirovanja Se potem, ko je prisla v ugodne
okolis¢ine. Kaljenje spor se ne pojavi vedno v predvidenem casu in se lahko
zelo zakasni.

Kadar pripravljamo spore, da preizkusimo uspeSnost sterilizacije, gojimo bakte-
rijsko kulturo najprej nekaj dni pri temperaturi, ki najbolj ustreza bakterijski vrsti.
Kulturo nato speremo z agarja in pripravimo suspenzijo, ki vsebuje milijon spor v ml
fizioloske raztopine. S to suspenzijo prelijemo droben pesek, papirnate ali aluminijaste
trakove in vrvice ter jih posusimo na zraku. Tako fiksirane spore v papirnatem ovitku
polagamo na razlina mesta med material v sterilizatorju. Po konanem postopku
sterilizacije poSljemo te zavitke s sporami v bakterioloski laboratorij. Tu s sterilnimi
Skarjami prereZemo ovitek in vsebino stresemo v tioglikolatni bujon.

Ker je vidno znamenje Zivljenja bakterij razmnoZevanje, imamo spore za
uniCene, kadar iz njih ne kalijo vegetativne oblike, ki so sposobne za razmnoze-
vanje. Ce sterilizacija ni bila uspesna in so spore ostale Zive, se pokaZejo znamenja
Zivljenja navadno Ze po 24 urah inkubacije ob primerni temperaturi. Za B. stearo-
thermophilus je to 55° C, za B. subtilis pa 37° C. Ce so pa spore s sterilizacijo
uniene, moramo pocakati sedem dni, da to lahko zanesljivo potrdimo s sterilno
kulturo.

K preizkusu spada $e enak nesteriliziran zavitek spor v enakem goji§cu, inkubiran
pri enaki temperaturi in za negativno kontrolo vzorec distega gojisca brez spor.

Ko ugotovimo unidenje acrobnih bakterijskih spor, hkrati utotovimo tudi
uspe$nost sterilizacije in potrdimo sterilnost predmetov, steriliziranih v tem pro-
cesu. Vsak bakterioloski preizkus pa velja samo za ta edini proces sterilizacije.
Ker vsak as lahko nastanejo napake in nepravilnosti, je treba vsak proces kontro-
lirati posebe;j.

Slaba stran bakterioloSkega preizkusa je v tem, da je treba na izvid iz bak-
terioloskega laboratorija ¢akati sedem dni, preden so spore uni¢ene. Vemo pa, da
lahko, kadar spore niso unicene, izvemo to najveckrat Ze v 24 urah. Za hitrej$o
informacijo o uspeSnosti sterilizacije so na voljo komercialne spore (Kilit ampule
in Attest), ki zanesljivo vzklijejo v 24 urah inkubacije, Ce so prezivele sterilizacijski
postopek. Za hitro orientacijo so v rabi kemi¢ni indikatorji, ki se pri dolo¢enih
temperaturah talijo ali pa spremenijo barvo (Brownove cevke, Chiftain indikatorji,
3M trakovi). Kemicni indikatorji pokaZejo, da je bila doseZena dolodena tem-
peratura, ne pokaZejo pa uspesSnosti sterilizacije tako kot bioloski preizkus s
sporami.

Prva stopnja v procesu sterilizacije je temeljito mehani¢no o¢iS¢enje pred-
metov, namenjenih sterilizaciji. V prisuSenih organskih ostankih je namre¢ odpor-
nost vseh vrst mikrobov proti zunanjim vplivom Se vecja. Nacin sterilizacije pa
izberemo glede na kvaliteto materiala, glede na uporabo steriliziranih predmetov
in pa na moZnosti, ki so na voljo. V bolniSnicah Se vedno najve¢ uporabljamo
sterilizacijo z vrodino.

187



Toploto, ki je potrebna, da v celicah potekajo Zivljenjski procesi, lahko spre-
minjamo tako, da z njo Zivljenjske procese ustavimo. Pri nizkih temperaturali
celice mirujejo in lahko ostanejo dolgo Casa Zive. Visoke temperature povzrocajo
v zivih celicah spremembe, ki niso zdruzljive z Zivljenjem. Toploto lahko urav-
navamo in uni¢imo samo vegetativne oblike bakterij (dezinfekcija) ali pa jo stop-
njujemo tako, da uni¢imo tudi najodpornejSe spore (sterilizacija).

‘ Sterilizacija z vro¢ino ima v medicini prednost pred kemi¢nimi postopki ste-

rilizacije in dezinfekcije, ker ne zapu$¢a toksicnih ostankov, ki bi utegnili §kodo-
vati tkivom. Poleg tega je mogole proces sterilizacije z vrocino zanesljivo kon-
trolirati.

Letalni ulinek toplote je v denaturiranju beljakovinskih makromolekul v
celicah mikrobov. Vrodina prekinja vezi v strukturi nukleinskih kislin in raztaplja
lipide v lipoproteinih celicnih membran. Vlazna vrocina ubija mikrobe s koagula-
cijo beljakovin, pri suhi vro€ini pa nastopi smrt celic zaradi oksidacijskih procesov.

Da toplota doseZe letalni ucinek na mikrobe, mora ob doloéeni visini delovati
ustrezen Cas pri doloCeni vlaZnosti. Bakterijsko celico lahko primerjamo z jajénim
beljakom, ki ima

80 9/y vlage in koagulira pri 56° C,

pri 259/ vlage koagulira pri 74—80° C,
pri 18 0/yp vlage koagulira pri 80—90¢ C,
pri 69/, vlage koagulira pri 1450 C,

v suhem jajénem beljaku pa se Zivljenjski procesi ustavijo pri 1700 C.

VlaZnost je torej eden izmed odlocilnih dejavnikov za uspe$no uniCevanje
bakterij. Vlogo ima koliCina vode v notranjosti bakterijskih celic, ki so zaradi
tega obcutljivejSe od spor, kakor tudi vlaga v komori.

Tudi s PH je mogoCe vplivati na uniCevanje bakterij. Z dodajanjem natrijevega
karbonata vodi za prekuhavanje ne prepreCujemo samo oksidacije kovin, ampak do-
seZemo z vecjo alkalnostjo tudi boljsi baktericidni uinek.

Prekuhavanje v vreli vodi ne velja za metodo sterilizacije. Vrela voda uni¢i vege-
tativne oblike bakterij, ne unici pa njihovih spor. Konéni ucinek prekuhavanja se ne
ujema s pojmom sterilnosti, ki je potrebna za aseptino delo Poleg bakterijskih spor
preZivijo v vreli vodi tudi virusi hepatitisa. Toplota, uravnana na 1000 C, deluje le kot
dezinfekcijsko sredstvo.

Industrija nam dandanes nudi Ze zelo izpopolnjene avtoklave. V njih steri-
liziramo s paro pod pritiskom pol ure pri 121¢ C celo vrsto snovi, ki ne prenesejo
suhe vrocine pri 160° C eno uro, kolikor je potrebno za sterilizacijo. Ceprav ima
postopek s suho vrocino nekatere prednosti pri sterilizaciji kovinskih in steklenih
instrumentov, ima pa to pomanjkljivost, da temperatura v komori ni enakomerna,
ker se vro¢ zrak dviga v gornji del. Ce poloZijo zavitke s sporami na razli¢na
mesta v suhem sterilizatorju, se lahko zgodi, da niso na vseh mestih enako unicene.

Za bioloski preizkus sterilizacije z vro¢ino so izbrali spore Bacillus stearother-

.....

nih okolis¢inah. Njegove spore so izredno odporne, para jih ubije pri 121°C v 15
minutah.
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Ob vsakem sterilizacijskem aparatu je treba voditi knjigo, iz katere so po
dnevih razvidne vse okoli§¢ine njegovega delovanja, seznam steriliziranih predme-
tov in njihova uporaba ter podatki o vseh kontrolah vsakega procesa sterilizacije.

Tudi z infra rdeéimi Zarki je mogole doseéi toplotno sterilizacijo v komori,
iz katere je izérpan zrak. V komoro je vdelan elektri¢no ogrevan element, ki od-
daja toploto 180—200° C. Oksidacijo kovin preprecuje dovajanje filtriranega du-
§ika med hlajenjem po konéani sterilizaciji. To metodo uporabljajo ponekod v
kirurgiji za hitro sterilizacijo instrumentov. Vsak proces je treba kontrolirati bak-
teriolo$ko in kemic¢no.

Predmete iz snovi, ki ne prenesejo visokih temperatur, je treba sterilizirati na
drug nadin. Obveze, $ivalni material, katetre, brizgalke, igle, proteze in druge
predmete za enkratno rabo v industriji Ze uspe$no sterilizirajo z gama Zzarki. S teh-
niko, ki je v rabi, ni nevarnosti, da bi predmeti postali radioaktivni. Pri vsakem
materialu je treba najprej preizkusiti, ¢e Zarki ne okvarijo kvalitete snovi. Gama
tarki, ki jih oddajajo radioaktivni izotopi Cobalt 60 in Cezij 137, so zelo prodorni.
Njihov letalni ionizirajoci ucinek je usmerjen v razgradnjo molekul DNA. Pri
ionizaciji molekule se vezejo med seboj in z neioniziranimi molekulami. S preki-
nitvijo ogrodja molekul DNA nastanejo okvare, ki niso zdruZljive z nadaljnjim
razmnozevanjem bakterijskih celic.

Uspesnost sterilizacije z gama Zarki se kontrolira s sporami B. subtilis ali B.
pumilus, embaliranimi na enak nadin, kot so med sterilizacijo drugi predmeti.

Rentgenski zarki so sicer zelo prodorni, vendar je njih izkoristek le neznaten. Pre-
izku$ali so jih in ugotovili, da za sterilizacijo v medicini ne pridejo v postev.

Ultra vijoli¢ni Zarki nimajo sterilizacijskega uéinka, uporabljajo se samo kot sred-
stvo za dezinfekcijo zraka in povrSin. Unidujejo bakterije, viruse in glive samo na
predmetih, na katere padajo neposredno. Tarca delovanja UV Zarkov v mikrobni celici
so aminokisline v molekulah nukleinskih kislin. Udinek Zarkov z oddaljenostjo slabi.

Hladna sterilizacija s plini (fumigacija) je dobila svoje mesto, ko so ugotovili,
da so bakterijske spore za kemiéno delovanje plinov ob&utljivejie kot za toploto.
Medtem ko so spore proti toploti 1000-krat do 10.000-krat odpornejie kot vege-
tativne oblike, so proti nekaterim plinom komaj 15-krat odpornejSe. Hkrati je
plinska sterilizacija izpolnila vrzel, ki jo pusCa sterilizacija s toploto. S plini je
mogoce sterilizirati snovi, ki ne prenesejo visoke vro€ine.

Za sterilizacijo so izbrali pline, ki delujejo baktericidno, fungicidno, viro-
cidno in sporicidno pri obi¢ajnih temperaturah, vrh tega pa ne reagirajo kemicno
s steriliziranim materialom ter se hitro odstranjujejo in ne zapu$cajo neprijetnega
vonja ali okusa. Za sterilizacijo v medicini je najve¢ v rabi etilenoksid, ki deluje
pri stalni kontroli koncentracije plina, temperature in relativne vlaznosti (60 9/).
Baktericidni ulinek temelji na kemicni reakciji plina s funkcionalnimi skupinami
nukleinskih kislin in proteinov. Vsak proces sterilizacije je treba kontrolirati s
sporami B. subtilis. Za sprotno hitro kontrolo je v rabi tudi dodatna kemicna
metoda z vrecicami Royce.

Beta-propiolakton je 4000-krat udinkovitej$i od etilenoksida. Za baktericidni
uCinek so potrebne manjse koli¢ine plina. Ne deluje pa pri vlaznosti pod 75 ¢/q.
Uporabljajo ga ponekod za sterilizacijo le¢ in oftalmoskopov v oesni kirur-
giji, za sterilizacijo kosti, hrustanca, arterij, vakcin in tudi za sterilizacijo zgradb.
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Uporabljati se sme samo ocisCen plin, ki vsebuje 99 ¢/, aktivne oblike laktona
sicer deluje zelo toksitno. Zaradi karcinogenega ucinka ga ne priporocajo.

Formaldehid, kot sredstvo za dezinfekcijo prostorov in opreme, je v rabi le
za posebne primere. Deluje pocasi in samo na povrsini predmetov. Nima vred-
nosti kot sredstvo za sterilizacijo. Ima neprijeten vonj in lahko sprozi senzibili-
zacijo pri preobcutljivih osebah.

Zakljucek

Pri veCini sterilizatorjev kontrolne naprave Ze same registrirajo pravilno ali
nepravilno delovanje aparata. Preizkus na prezivetje bakterijskih spor ima smisel
v tem, da potrdi uspeSnost ali neuspesnost sterilizacije. PreZivele spore v 24 urah
opozorijo na napako v postopku.

Obvezna je redna kontrola vsakega procesa sterilizacije z bakterioloskim
testom, ki potrdi sterilnost steriliziranih predmetov. Dodatno se uporabljajo za
hitro orientacijo kemicni testi, ki pa niso enakovredni bakterioloSkemu preizkusu.

VOTEL KAMEN — VRAZA ALI ZDRAVILO?

Valvasor piSe v »Slavi vojvodine Kranjske«, da je v bliZini turjaSkega gradu
»voteukamenc, ki takoj ozdravi v hrbtu boleéne tistemu, ki se splazi skozi to votlino.
V sodobni medicini izvajamo manualnc manipulacijo hrbtenice pri ishiasu in podobnih
boledinah v hrbtu. Ta terapevtska metoda je zelo podobna gibanju hrbienice pri pla-
zenju skozi votlino. Zato je upravifeno vprasanje, ali je Slo pri opisanem postopku za
vrazo ali pa je imel tudi svojo terapevtsko vrednost.

Dr. Slobodan Grobelnik
Zdrav. vest. 1975, §t. 7—38
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