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LP1
Controlul cresterii microorganismelor
- n practica medical a
- spitale — seti medicalesi chirurgicale — infegi nozocomiale
- cabinete medicale, stomatologice
- Tn microbiologie
- material infegos — risc pentru contaminarea mediului, imigirea
personalului
- diagnostic corect: prevenirea contaaminprobelor din mediul extern
Definifii:

DECONTAMINARE: reducereaumarului de germeni de pe un obiect sau dintr-o sulpszéra
la 0, poate fi efectuatprin mai multe metode:

ANTISEPSIE: decontaminarea tegumentejomucoaselor cu ajutorul unor subsgchimice
antisepticebacteriostatice (netoxice pentru tegument): alcool etiliccyinctuia de iod 5%,
KMnO4 0,1%, deterggncationici. Distruge doar formele vegetative

DEZINFEC TIE: distrugerea patogenilor (maifua sporilor) de pe supraée din aer, cu
ajutorul unor substae chimice dezinfectanteactericide (toxice pentryesuturi vii): fenol,
formol, H,COs. Impiedici raspandirea bolilor infease.

STERILIZARE: distrugerea sau indaparea tuturor formelor viiiiclusiv spori)

ASEPSIE: absema patogenilor — meimerea sterilitii — presupune aplicarea tehnicilor aseptice
pentru a impiedicagbrunderea microbilor Tntr-un substrat steril.

SANITIZARE — masuri pentru asiguraredrsitatii publice

PREZERVARE, CONSERVARE - pastrarea viabilitii microorganismelor o duratvariabik de
timp

CURAT - lipsit de murdrie organi@/anorgania (fara referire la microorganisme)

Factori care influenteaza eficacitatea metodelor de control

* marimea populdei bacteriene
0 moartea bacteriilor este expomiafi (mai muti germeni = mai mult timp)
* timpul de expunere la agentul decontaminant
0 cresterea timpului de expunere gte rata distrugerii
» efectul concentrgei, a temperaturigi a pH-ului
0 cresterea concentteei creste rata distrugerii
o0 temperatura, concentra, pH-ul la care goneaz agentul
o stabilitatea agentului la pH, temperatur
e structura germenului
o0 endospori - clostridii
o chist — Protozoa
o peretele celular - Mycobacterium
e interagiunea cu mediul Tnconjator — prote@a germenilor
0 prezema substatelor organice protejedanicroorganismele (curat — murdar)
o dezinfegie in spitale — selectarea rezigtan
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Metode de decontaminare

Metodele se aleg in fufie de situéa practi@. (materialele care urmeaa fi tratate sunt
termostabile/ termorezistente, etc. ?)

Nu toate metodele de decontaminare sumtetode de sterilizare!

Metode fizice

l. Caldura

a. Caldura uscata:
- Incilzirea la rgu — ansa de platin
- Flambare — completarea sterilig — trecerea obiectului prin flaca
- Incinerarea — arderea cu reducere la g&nu
» indicatii: materiale dispozabile din plastic, reziduuri amga solide,
carcasele, cadavrele animalelor
- Sterilizarea prin aer cald — mecanism dguae: oxidare
» indicatii: sticlarie de laborator, vase din pelan, instrumentar
chirurgical, pulberi termostabile
= contraindicatii: soluii apoase, obiecte din cauciuc, plastesituri
si vatd din bumbac sau filirsintetic, materialele contaminate din
laborator
» se realizeazin etuv (cuptorul Pasteur, Poupinel)
= 160°C 2h, 180C 1h

b. Caldura umeda:
- Fierberea — mecanism dgiaae: denaturare
= distruge formele vegetative, gusporii
* nu este metadde sterilizare eficietit
= 100°C, 30 minute
- Vapori flueni — in vasul Koch, Arnold
- Tindalizarea — sterilizarea fra@nat: evita incalzirea la temperaturi
de pestel(T
= incalzire in 3 zile consecutive, intre #ziri incubare la termostat
pentru germinarea sporilor
= tindalizare la 108C in vasul Koch (Arnold) utilizand vapori flugn
» tindalizare la 65C in baie de ap
= sterilizarea unor medii de cultyralimente
- Sterilizare prin vapori sub presiun@dtoclavareg mecanism de #cne:
denaturare
= temperatura vaporilor de ajntr-un spéu inchis crgte propotional
Cu presiunea
= 0,5atm-11%C
= 1atm-121C
= 2atm 134C
= Tn microbiologie: 123C timp de 15’- 30’
* n blocurile operatorii: 134 timp de 30’
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= indicatii: sterilizarea materialului inf¢gios din laborator, medii de
cultura termostabile, instrumente chirurgicale, halatenari
operatorii, etc.

= contraindicatii: material plastic, piele, blan
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Il. Pasteurizarea
= denaturarea proteinelor — expunere la temperatusuth 100C
= produse alimentare termolabile
* nu se distrug: micobacteriile, enterovirusurile
- joasi (LTLT — low temperature long time)
- Tnalta (HTST — high temperature short time)
- (UHT — ultra high temperature)

[l Filtrarea
» reinerea microorganismelor din medii lichide sau aer
= trecerea prin membrane cu poréagitliferite (0,234, 0,454, 0,84)
= membrane: acetat, nitrat celuippolicarbonat, teflon
= gterilizarea lichidelor termolabile sterilizarea aerului pentru crearea unui
mediu aseptic (boxe cu flux de aer laminar — HERArf High-efficiency
Particulate Air)

V. Centrifugarea — pentru virusuri se folosesc viteze mari (10080 )

V. Radiatii
* jonizante — distrug ADN-ul
- penetrge mare
- sterilizarea instrumentelor chirurgicale, stomagaie
- nu este o metaddes folosii
* neionizante — alterarea ADN-ului
- ex. razele UV — lampa germiéid
- nu sunt penetrante
- sterilizarea suprafelor de lucru netede, curate, sanitizarea
saloanelor, &ilor de operge
VI. Vibra tii ultrasonice
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Substan te chimice
l. Agentii alkilan ti:

* au agiune sporosi bactericidi (glutaraldehida, oxidul de etilen); formaldehida
are doar efect dezinfectant

= sterilizarea instrumentelor medicale, a echipamenendoscopice, a
medicamentelor

= oxidul de etilen: subst@hgazoas cu penetrabilitate mare

» glutaraldehida: solie apoas 2%

. Solutii dezinfectantesi antiseptice

= Halogenii
- Clorul si derivaii de clor, hipocloriii
- lodoforii

= Derivaii fenolici

= Detergem

= Alcooli — etanol 70-80%
Substate chimice utilizate Th microbiologie:
- pentru dezinfege: cloramiri 5%, fenol 3%, etc.
- pentru antisepsia mainilor: bromocet d%loramira 1%, etc.

Metode de prezervare

1. Frigul
= refrigerare: 4C: stare de via latenti
= congelare la -ZLC — sterilizare
= congelare bruscla -70C: prezervare
2. Desicare
= liofilizarea — congelare brusei desicare: prezervarea pe termen lung a
culturilor,

= presiune osmotic— indefrtarea apei din alimente (fructe, lapte praf)

Controlul sterilizarii si al sterilitafii

Controlul steriliz arii : controlul procesului de sterilizare

= metode fizice — controlul temperaturii (termometgiesiunii (manometru), timpului de
expunere

= metode chimice: se folosesc subgtaru punct de fuziune apropiat de temperatura la
care se face sterilizarea (acidul benzoic are plidet fuziune la temperatura de 12}

" metode biologice: fiole Stearotest — suspensigdd de Bacillus
stearotermophilus; atingerea temperaturii deC2duce la distrugerea sporilor,
indicatorul din fiole vireaz

Controlul sterilit atii: eficierta sterilizrii si meninerea steriliitii; se realizeaz prin metode
bacteriologice (recoltarea probelor de pe supeadterile, cultivare)



Disciplina de Microbiologie UMF Tg.Muge
LP1

Recoltareasi transportul produselor patologice

Tn examenul virusologic

Ohtinerea unui rezultat corect la examenul microbimagpune respectarea unor reguli privind:

. modul de recoltare al produsului patologic (PP)
. metodele de conservare
. modalittile de transport

Se pun urritoareleintrebdri:
. Ce se recoltea?? — care este PP sugestiv pentru stabilirea didigohs

- Cautam virusul:

- la poarta de intrare

- in organginta

- caile de aispandire (sange, ganglioni)

- caile de eliminare (intestin, sectielichid vezicular)
- Cautam antigenele virale

- umori
- exsudate
- sange
- urina
- Cautam anticorpii specifici antivirali
- sange
. Cum se recoltea?”? — care este calea de acces indipantru prelevarea PP
. Cat se recolteai#”? — cantitatea produsului prelevat
. Cand se recolteai”? — care este momentul optim de recoltare
. in ce scopse recoltea?? — precizarea examenelor de laborator solicitate

Setine cont de urritoarelereguli:

. se folosesc recipiente curatesterilizate pentru a preveni contaminarea prabelo

. evitarea contactului cu substarantiseptice/dezinfectante a produsului

. in unele cazuri trebuie folosite medii de transport

. recipientele de transport se inchid ermetic peatpueveni contaminarea mediulilia

personalului care manipulea?P
. produsul 8§ fie Tnsait de un bilet de trimitere completat corect

. probele & fie etichetatai transportate la laborator in cel mai scurt tinggipil
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Pentru examen virusologic

- se transpoitimediat in recipiente inchise ermetic, pe gfiensaite de formular de cerere de
analiz completai corespunitor

- unele virusuri sunt deosebit de labike Tsi pierd viabilitatea/infectivitatea rapid (ex:
citomegalovirus, varicella-zoster virus, virususpeator sinaial), de aceea dagrodusele nu
pot fi prelucrate imediat trebuie congelate rapid10C

- produsele nu se congel@da -20°C (virusurile §i pierd viabilitatea)

Nr. Produsul Examen virusologic

Crt. patologic

1. | Exudatul » sesterge ferm mucoasa faringi@ou un tampon uscat
faringian » tampoanele frccate se geaz in mediu de transport, se

pastreaz/se transpoitla laborator pe gheéa

* izolarea virusurilor de pe tampoane este mainpeficiena
decéat izolarea din aspirate sau lavaje, dar reealtacu
tamponul este mult makar de efectuat

» se transpoitla laborator pe gh¢a

2. | Secrga nazai e se rotgte tamponul umectat cu mediu de transport in
cavitatea nazal
e tampoanele irizcate se geaz in mediu de transport, se
pastread/se transpottla laborator pe ghea
» se transpoitla laborator pe gh¢a
3. Secraa nazo- « tamponul inserat pe #ijflexibila se introduce printr-o nar
faringiara pari ce se atinge peretele posterior al nazofaringedai,
asteapt cateva secundg se retrage
e In primele 5 zile de la ap@a simptomelor
» se transpoitla laborator pe gh¢a
Sputa » se transpoitla laborator pe ghea
5. | Sange » Tn cursul diagnosticului serologic
0 se recolteaz sange in vacutaineréri anticoagulati
(dop rau)
0 sangele recoltat se transporfara refrigerare, |3
temperatura camerei
o serul este separat in laborator.
e Tn cazul determirii statusului imun
0 se recolteaxzo singué proka
0 pentru detectarea infgitor acute se recoltedzprobe
perechi
= 0 prola de sange in perioada de stare a bolii
= 0 proli in starea de convalese¢&ninterval de 10-14
zile intre probe

B

6. | LCR * Recoltarea se face in primele 7 zile de la debut
» se transpoitla laborator pe ghea

6
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Urina

se recolteazjetul mijlociu in recipient steril cu capac fileta
se transpo#timediat la laborator pe ghga
recoltarea se face
0 Tn primele 2 sptaméani de boal
o pentru CMV — oricand pe durata boli
se transpodtla laborator pe ghea

Secrdile
genitale — la
femei

se transpodtla laborator pe ghea

Secrdile
genitale — la
barbai

se transpodtla laborator pe ghea

10.

Materii fecale

scaun emis spontan
primele 2 — 3 zile de baal
NU conservati, medii de transport
NU recoltare cu tamponul — o mare parte de virughbs®arbe
pe tampon
conservare
o refrigerare la 2C
o congelare la -AT
container steril
5—10 cm

11.

Leziuni
tegumentare

Lichid vezicularsi raclaje

0 sansa izdlrii virusurilor din vezicule este cea mai mare
primele 3 zile de la apaia leziunilor

0 se aspit cortinutul veziculelor cu ac steril stite si se
introduce Tntr-un volum mic de mediu de transport

0 daa vezicula se sparge, se poate efectua recoltarea
tampon, racland baza veziculei pentru airabsi celule,
tamponul indrcat se introduce in mediu de transport

n

0 se transpoitpe ghegi
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Schema diagnosticului virusologic

l. Metode directe
1. Determinarea virusului, antigenelor virale, acizthoicleici virali direct din
produsul patologic
0 examen microscopic
= evidenierea incluziilor virale — microscopie opiic
* microscopie electronic
0 reagii antigen-anticorp (evideierea antigenului)
0 reagii de hibridizare, amplificare geri¢PCR)
2. Cultivarea virusurilor pe:
0 culturi celulare, linii celulare
o oul de gina embrionat
o0 animale de laborator
3. Identificarea virusului izolat
o prin modificirile caracteristice a@pute pe culturile celulare, OGE,
animale de experign
0 prin metodele de la punctul 1.
Il. Metode indirecte
- detectarea anticorpilor din serul bolnavilor
- anticorpii se urriresc in dinamit
Seroconversia: cgeerea titrului de anticorpi in probele de ser reatella interval
de 10-14 zile (demonstrarea unei infle@cente, actuale)

titrul de anticorpi
A

momentul infedei A B C D timp

\ 4

probele A, B: cresterea titrului de anticorpi = seroconversie — ifilececend, diagnostic
pozitiv
probele C, D nu se detecteaseroconversia; infgia a avut loc in trecut;
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Morfologia viral a

* Virion = virus
0 unitatea viral, morfofungionak, compled, intact, infegioasi, cu diametrul cuprins
intre, capabil Zinfecteze bacterii, plante, animale, omul
Se multiplia doar Tn interiorul unei celule vii

« Structura virusurilor
o genom viral - ARN/ADN
0 capsida
o Tnvelis viral

Morfologia viral a
0 cubici/icosaedria: v. herpetic, adenovirus (d), polio (e)
o0 helicoidak: v. gripal, v. rabic (a,b)
o0 bina: bacteriofag (c)

Aspectul electrono-microscopic al virusurilor
o sferic: v.gripal (b), v.herpetic (d), v. HIV (f)

o cilindric, bastong v. mozaicului tutunului
o paralelipiped: v. variolic, v. vaccinia
0 cartw: v. rabic (a)
o filamentos: v. Ebola @
o sferic cu coaidt bacteriofag (c) @
0

e Dimensiuni

o variabile, variind de la 20-900 nm
0 se evidetiaza doar la microscopul electronic

E. coli (bacterie

V. vaccina

ﬁ — (e]

. V. mozaicului tutunului poliovirus
adenovirus



Disciplina de Microbiologie UMF Tg.Muge
LP1

Examenul microscopic
Examinare prin microscopie optici (MO)

Prin MO pot fi urndrite incluziile virale (aglomeiri de particule virale situate intranuclear
sau intracitoplasmatic).

Coloratia Mann
Permite evidefierea incluziilor pe sewni de organe incluse in parafin
Modul de lucru:
» Deparafinare — hidratare inagistilat
* Amestec de colorant: albastru de metil + edgiibuie (24 de ore la 3T, 1,5-2
ore la 56C)
» Spalare: alcool absolut
» Difereniiere cu alcool sodat (preparatul devine roz)
e Spalare: alcool absolut
» Trecere rapid prin acid acetic (preparatul devine albastru)
» Clarificare cu xilol
* Montare in balsam de Canada
Se vor colora:
» citoplasma in albastru
* nucleul in violet
e nucleolii in rgu violet
e incluziile in rasu stilucitor
» Ex.: studierea incluziilor virale Balpd\egri formate de virusul rabiei

Microscopia electronici (ME)

Permite studierea morfologiei, structurii virale.
Pentru ME pot fi prelucrate materiale sub farde suspensii sau semi.
Prepararea s@anilor din fragmente deesut sau culturi celulare:

* Dupa un anumit tratament (prefixare cu glutaraldéhfckare cu tetraoxid de osmiu,
deshidratare) fragmentele se includagin sintetice polimerizabile (Durcupan,
Vestopal), intr-o capsiilde gelatifi. Rasinile au proprietatea de a se solidifica in
urma polimerizrii la 65-95C.

» Din segiunile incluse in &sina si solidificate se decupeasediuni avand grosimea
ntre 56-200A cu ajutorul ultramicrotomului.

* Pentru sugnerea preparatului examinat se folosesc grileiafge(plag metalia
tesuli). Pe aceasta se depune aic din suspensie sau seme pregtita in
prealabil.

» Se efectuedizo colorare negatiivcu acid fosfotungstic.

» Dupa uscare se examinegala ME, cu o ndrire de 20000-40000x, se efectugaz
fotografii.

» Se studiaz particula virad, forma, detaliile de suprata incluzii.

Metode Tmbuatatite

» ultracentrifugarea suspensiilor direct pedgfilpermite o depunese atasare mai
fermi a particulelor, a celulelor

-10-
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e criomicroscopia electronic- se prelucre@azsegiuni congelate
e imunomicroscopie electroriic- pe grila imhtcat cu anticorpi se ajeaz
virusurile cu antigenele coresputzare

-11-



