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STERILIZAREA, DEZINFECTIA
SI CONSERVAREA

Sterilizarea este distrugerea sau indepariarea tuturor microorganismelor, inclusiv a
sporilor;

Dezinfectia este distrugerea formelor vegetative ale microbilor patogeni, dar nu
obligator si a sporilor, din substanie sau de pe suprafete, care inceteaza astfel a mai fi
vehicol al infeciiei.

Conservarea are dou aspecte:

m unul priveste prezervarea unor substanie (alimente, medicamente, cosmetice, reac-
tivi biologici) de degradarea microbiani;

» altul priveste pastrarea viabila a unor microbi in vederea studierii lor (conservarea
unor prelevate patologice) sau a utilizarii lor repetate la nevoie (tulpini de referinja).

2.1. STERILIZAREA

In laboratoarele de microbiologie sterilizarea se obtine prin tehnici bazate pe
urmatorii agenti:

m cildura uscata:

— incalzirea la rogu,

— flambarea,

-~ incinerarea,

— aer cald;

m caldurd umeda:

— peste 100°C (autoclavare);

— la sau sub 100°C (tyndallizare);

» filtrare.

Sterilizarca chimica prin oxid de elilen, utild pentru chirurgie si stomatologie, nu
este justificatd in microbiologie,

2.1.1. Sterilizari prin caldura uscata

Incalzirea la rosu este indicatd pentru firul drept, ansa si spatula de insAmaniare.
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Flambarea, adica infierbantarea obiectului de sterilizat
prin trecere repetata in flacdra timp de cateva secunde,
este indicatd pentru capilarul pipetelor Pasteur, gura
eprubetelor si flacoanelor (figura 2.1). Aceste tehnici
sunt contraindicate peniru sterilizarea obiectelor
voluminoase care seé incdlzesc si se racesc prea incet
pentru a fi utilizate imediat (pipete gradate eic.) sau pe
care caldura flacarii le degradeazd (ace de seringa, in-
strumentar chirurgical etc.).

Incinerarea este indicatd pentru sterilizarea ma-
terialelor cu unici folosingad contaminate prin utilizarea
in laborator.

Sterilizarea prin aer cald. Indicatii: obiecte de
laborator din sticla (eprubete, flacoane, pipete} san
portelan (mojare, pistile), seringi Luer din sticld, in-
Fig. 2.1. Sterilizarca prin ardere in fla-  Strumentar chirurgical, substante grase, pulberi termos-
card: J — incalzirea la rosu: @ — pozitia tabile. Contraindicatii: solutii apoase, obiecte din
corectd, b — pozitia incorecia a ansei In cauciuc sau cu garnituri din cauciuc, seringi din sticla
flacird; 2 — flambarea captlarutui pipetel cu metal, fesAturi si vatd din bumbac sau fibri sintetica,
Pasteur; 3 — f(lambarea gurii unei materiale contaminate din laborator.
< Sterilizarea prin aer cald se realizeaz3 in etuva la

160—180°C timp de o ora. Timpul de sterilizare creste
peste o ora in cazul ambalajelor voluminoase sau obiectelor gi substangelor care se incilzesc
greu {(tabelul 2.1).

Etwuva este o incintd cilindricd sau paralelipidick cu pereti dubli, din tabla, ter-
moizolati. Rezistentele electrice si un termostat permit menginerea constanti a temperaturii
de sterilizare. Un sistem de ventilatie pune in migcare aerul in interiorul incintei pentru
uniformizarea temperaturii. Obiectele de sterilizare se asaza in etuva pe rafturi din sita
metalicd (figura 2.2).

Procedura:

1. Se asaz3 obiectele pregatite pentru sterilizare (vezi mai jos) pe rafturi, fara a
umple incinta pana la refuz, respectand mici spafii intre ambalaje pentru circulajia nestanjenita
a aerului cald.

2. Se inchide usa aparatuiui, se deschid orificiiie de ventilatie si se conectcazi
aparatul ia refeaua electrici. Etuvele mari au ventilator cu palete, care porneste o data cu

rezistentele electrice.

3. Se marcheaza timpul de sterilizare

AeromE(e (conform tabelului 2.1) din momeniul in
_ care termometrul indica 160—180°C.
b —t— f—1 ‘ 4, Se scot obiectele sierilizate numai
dupa racirea aparatului,
A .
t bl t 2.1.2. Sterilizari prin caldura umeda
3 - O
i ftkiniee 2.1.2.1. Sterilizari la peste 100 C

Fig. 2.2. Etuva pentru sterilizarea prin aer ¢ald, schemé: . Accs’te Sterlhzarl se fac in am?clave
A — sectiune longitdinali; B — sectiune (ransversald, prin vapori sub presiune, care realizeaza

sagetile marcheaz3 circulagia aerului cald in incinta de
sterilizare 115°C 12 0,5 atmosfere, 121°C la o atmos-
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Tabeluf 2.1. Parametrii sterilizdrii prin aer cald §i prin vapori de apd sub presiune

’ ) . '
Materialul $i volumul in 'ﬁmpu!' Timpul Timpul
care esle supus sterilizarii | de egalizare a temperaturii| de omordre a microbilor total al operatiei

Sterilizare in etuvi la 160— 180°C

Sticlarie, instrumentar
metalic in ambalaje cu
volum redus 35 25 60

Ibid., in ambalaje
voluminoase; seringi Luer
din siicld ambalate in
tuburi, pulberi in cutii
Petri in strat mai subtire
de 0,5 cm §i nu mai mult
de 10 g/cutie

95-125 25 120—150

Ulei (maximum 85% din
volumul recipientului):
= in fiole pana la 20 mi
a in flacoane de 100 ml
w in flacoane de 300 ml 25 25 50

c 45 25 70

50 25 75

Auraclavare la 121°C

Solutii apoase (maximum
75—=80% din volumul
recipientului):

m volum de 10 ml in

eprubete

a volum de 500 ml 0 18 18

w volum de 1000 mf 2—7 18 20—25
a volum de 2000 mi 7-—12 18 25—30

1727 18 3§~45

i
Timpul masural in mioute.
Misural din momentul in care presiunea din incinta de sterilizare a atins valoarea sclectata.

NOTA: Este contraindicat a steriliza concomitent volume mari cu volume mici, pentru ca la aceeasi
duratd de expunere volumcle mici se suprainciizesc, iar cele mari pot rimane nesterilizale (e. g. la o
expunere de 2§ minute).

fera si 134°C 1a 2 atmosfere. Aceasta corespondenid temperaturi— presiune a vaporilor de
apa se realizeazi numai intr-o incintd complet lipsita de aer. Prezenia aeruiui compromite
sterilizarea, Vaporii de api, mai usori, incalzesc partea superioara a incintei, iar aerul,
mai greu, ramane in partca inferioard cu temperaturi insuficientec pentru sterilizare,
Parametrii sterilizarii 1a autoclavi sunt prezentati in tabelul 2.1,

Autoclava este un cazan cu pereti rezistenti, in care, dups inchiderea etansi cu un
capac masiv, presat cu buloane sau cu un sistem cabestan, vaporii de apa se comprima la
presiunea necesara sterilizarii,

A. Autoclavele cu perete simplu pot fi verticale sau orizontale. Sunt cele mai indicate
pentro sterilizarea solutiilor si materialului contaminat din laborator. Aici se mai
sterilizeaza sticlaria pentru culturi de celule $i aparatelc de filtrare.
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La acest tip de autoclave vaporii provin din apa afiatd in cazanul de presiune §i
patrund in camera de sterilizare de jos in sus prin suportul de 1abla perforatd pe care se
asaz obiectele de sterilizat. Un manometru controleaza presiunea din interiorul cazanului.
Un robinet de vapori, aflat in partea superioard a  autoclavei, pune in legiturd cazanul
cu exteriorul. Un al doilea robinet, aflat la partea inferioard, permite evacuarea apei din
cazan, O supapi de sigurantd permite evacuarea vaporilor, cand presiunea lor depasesie
limita de securitate. Cazanu! este cuprins intr-un manson de tabla groasa, care la partea
inferioard formeaza un locas pentru adaptarea sursei de caldura.

Procedura:

i. Se toarni ap3 in cazan, prin incinta de sterilizare, pana la 2—3 cm sub nivelul
suportutui.

2. Se asazi pe suport obiectele de sterilizat in ambalajul lor. Ambalajele sunt:
flacoane, eprubete, cosuri din sirmé& pentru eprubete si flacoane mici, cutii, casolete, hartie
pentru impachetarea unor obiecte, galeti sau saci din plastic termorezistent pentru
materialul de Jaborator contaminat. Flacoanele se introduc cu capacul semiingurubat, cutiile
cu capacul iniredeschis, casoletele cu orificiile deschise, galetile fara capac.

3. Se inchide etans capacul stringind buloanele diametral opus, mai intdi cu mana,
apoi complet cu o parghie.

4, Se conecteaza sursa de calduri.

5. Se deschide robinetul pentru evacuarea aerului. O daia cu vaporii de apa, prin
robinetul deschis, se evacueazi si aerul din incinta de sterilizare, asigurand astfel o con-
vectie puternici: vaporii in contact cu obiectele reci le cedeaza cildura si se condenseazi;
presiunea lor tinde sa scada si atrage altd cantitate de vapori care transporta si cedeaza
caldura s. a. m. d. Aprecierea corectd a evacudrii aerului se face cufundand intr-un vas cu
apa un tub de cauciuc adaptat la robinetul de vapori. Aerul este complet evacuat din incinta
de sterilizare, cand inceteazi a mai barbota prin apa.

6. Se inchide robinetul de evacuare a aerului.

7. Cand presiunea ajunge la valoarea aleas3, se regleazi sursa de cildura, pentru a
mentine aceasta presiune pe toatd durata timpului de sterilizare (tabelul 2.1),

8. Se intrerupe sursa de caldurd si se lasi aparatul si se raceascid pand cand
manomeirul indicd zero (presiunea atmosferica). Numai in acest moment se deschide lent
robinetul de vapori, apoi capacul. Nu se deschide autoclava cat presiunea este peste zero,
pentru ca lichidele fierbingi vor fierbe exploziv si pot sparge flacoanele.

9. Se lasa materialele pentru uscare in autoclava deschisd. Cand matcrialele ajung
la cca 80°C pot fi scoase. Aceasta dureazi in funcpie de volumul ambalajelor si vascozitatea
solutiilor. Flacoanele mari cu mediu de culturd agarizat pot necesita i cateva ore.

Dezavantaje: In ambalaje pot persista pungi de aer, precum si o cantitate mare de
condens in cursul sterilizdrii, Uscarea dificila dupa sterilizare impune o serie de precautii
(e. g. evitarea contactului obiectelor ambalate in hartie cu suprafete nesterile pan3 la
perfecta uscare a ambalajului).

B. Autociavele cu manta de abur sunt concepute pentru sterilizarea matcrialelor
chirurgicale din bumbac, obicctelor si instrumentelor din cauciuc, instrumentarului
metalic, seringilor cu componente metalice etc., pentru ci asigura uscarea rapida si perfecta
a materialelor sterilizate. Pot fi verticale sau orizontale,

In lipsa unei autoclave cu perete simplu, pot fi utilizate si pentru sterilizarea solufiilor
sau a altor materiale din laborator.

w Autoclava verticald cu manta de abur. Vaporii de apa provin din rezervorul de apa
plasat in partca inferioard a cazanului de presiune si patrund in incinta de sterilizare, de
sus in jos, dupa ce au trecut prin mantaua de abur §i au incalzit-o. Aceastd autoclavi prezint}
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urmatoarele accesorii in plus faja de autoclava cu perete simplu: o palnie de alimentare
si 0 nivela pentru controlul apei din sursa de vapori, robinete care pun in comunicare sursa
de vapori cu aceste piese, un robinet de evacuare a aburului §i un robinet prin care se
elimina apa de condens acumulala in partea decliva a incintei de sterilizare.

Procedura:

1. Se deschid robinetele painiei de alimentare cu apa si ale nivelei.

2, Se toarna apa in rezervor pan# la marca indicata pe nivela.

3. Se asazi in incinta de sterilizare materialele in ambalajele lor.

4. Se inchide etans capacul cazanului.

5. Se conecteaza sursa de caldura.

6. Se deschide robinetul pentru evacuarea acrului si se inchid toate celelalte robinete
ale aparatului.

Peniru sterilizarea solutiilor se procedeazi in continuare ca la autoclava cu perete
simplu (etapele 5—9). In acest caz nu se opereazi deloc nici cu robinetul de evacuare a
aburului, nici cu cel de evacuare a condensului (acestea raman inchise).

Pentru sterilizarea materialelor chirurgicale si a seringilor, dupé epuizarca timpului
de sterilizare:

— se intrerupe sursa de calduri,

— se deschide robinetul de evacuare a aburului si, cand presiunea a coborat la 0,5
atmosfere,

— se deschide robinetul pentru evacuarea condensului, iar cand presiunea a coborat
la zero,

— se deschide capacul autoclavei,

— se scot casoletele si se inchid orificiile numai dupa ce s-au racit in autoclavi. In
caz contrar, prin ricire in exterior, pAni Ja o treime din volumul lor va absorbi aer
atmosferic contaminat.

s Autoclava orizontald cu evacuare gravitationald a aerului poate fi cilindrica sau
rectangulara. Usa se inchide cu sistem cabestan (figura 2.3).

Vaporii provenifi din sursi exterioarid cu mare presiune frec spre manta si incinta
de stcrilizare printr-un regulator de presiune.

Aburul este obligat s& patrundi prin partea superioard a incinici de sterilizare,
forjand astfel acrul si condensul si se scurgd gravitational prin conducta dc la partea
inferioars a incintei, care este prevazuta cu site peniru refinerea impuritatilor,

Valvele termostatice (capcane pentru abur pur) asigurd retinerea in incinta de
sterilizare si manta numai a aburului pur. Ele se deschid cand temperatura scade cu peste
2°C sub cea a aburului pur evacudnd automat aerul si condensul si se reinchid cand
temperatura revine la mai putin de 2°C faja de cea a aburului pur.

Un termomeitru indich temperatura aburului din canalul de scurgere deasupra cap-
canei de abur, cdt mai aproape de partea inferioard a incintei de sterilizare.

Un sistem de vacuum favorizeazad uscarea finala a materialclor sterilizate, iar un
sistem de racire previne fierberea violenti a lichidelor i grabeste scaderea presiunii la
sfarsitul sterilizarii.

Procedura:

L. Prin admisie de abur, se incilzeste mantava pana la temperatura de sterilizare,
reduclnd astfel formarea condensului in incinta de sterilizare si grabind uscarca finala.
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2. Se plaseaza in incinta autoclavei materialele
de sterilizat si se inchide usa etans.

3. Se deschide accesul vaporilor de apa in incirta
de sterilizare cu valva canalului de evacuare a aerului
$i condensului deschisa.

4. Se urmireste ilermometrul canalului de
evacuare a incintei de sterilizare. Cand alinge
temperatura selectatd pentru sterilizare (uzual 5—10
minute), se marcheazi timpul de sterilizare conform
indicatiilor din tabelul 2.1. Indicatiile manometrului
sunt mai putin fidele pentru cd nu atestd prezenga
aburului pur in incinta.

NOTA: Se curatd zilnic sitete canalului de cvacuare, pentru a-i asi-
Fig. 2.3 Membrana filirantd montatd in  gura permeabilitatea perfecta.
e 10 i O e 5. La epuizarea timpului de sterilizare se opreste
filtranid; 3 — suportul membranei (sticts  accesnl vaporilor in incinta de sterilizare, dar se con-
_';°'_°“§,’,‘;;';$ﬁ;‘;“i”;:,’; Jhcls.  tinua circularea lor prin manta.
7 == clemd; § — fuidul filirat; 9 ~ spre La sterilizarea solutiilor se lasad presiunea sa
pompa de vid; !0 — capcand o S
scadi spontan pand la zero in incinta de sterilizare.
Pierderea de cldura prin uga fird mania a autoclavei
realizeaza scaderea presiunii in 10—30 minute, in raport cu volumele de lichid sterilizate.
La volume mari de medii agarizate scaderea presiunii poate dura mai mult de o ora, ceea
ce poate degrada mediile termosensibile. Autoclavele moderne suni prevdzute ¢u sisteme
de ricire a flacoanelor fara fierbere exploziva. In lipsa acestora, la sfarsitul operatiunii,
racirea poate fi grabitd prin deschiderea foarte lenta a valvei de evacuare a incintei.

La sterilizarea materialelor chirurgicale si seringilor:

w Scaderea presiunii in incinta de sterilizare este provocatd prin deschiderea im-
ediata a valvei de evacuare. Uscarea poate fi grabitd prin actionarea sistemului de vacuum.

» Deschiderea autoclavei se face numai dupa ruperea vidului din incinta de steri-
lizare prin deschiderea valvei de acces a aerului filtrat., Casoletele trebuie sa se riceascd
in autoclava aproape de temperatura camerei.

Protectia operatorului

I. Nu se deschide capacul autoclavei inainte de cobordrea presiunii la zero i
deschiderea lent3 a robinetului de evacuare a incintet. Volumele mari de solutii pot avea
insa peste 100°C si la contactul cu aerul la temperatura camerei pot exploda.

2. Pentru deschiderea capacului, se utilizeazd manusi protectoare termoizolante gi
fata se protejeazd cu un vizor care acoperi de asemenea pielea gatului 5i pieptul.

2.1.2.2. Tyndallizarea sau sterilizarea fractionata

Tyndallizarea ori sterilizarea fractionati cvitid incilzirea la temperaturi de peste
100°C.

Principiu: In medii care permit germinacea sporilor, incilzirile repetate omoara atat
formele vegetative existente inifial, cat §i pe cele germinate din spori in intervalele dintre
incalziri.

Indicatii: Sterilizarea unor medii de culturd, a alimentelor.
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Necesar: Autoclava pentru tyndallizare 1a 100°C, in vapori fluen{i (auteclavare cu
robinetul pentru vapori deschis), baie de apa sau de nisip pentru tyndallizari sub 100°C.

Procedura: Substangele de sterilizat, in volume mai mici de ur litru, se mentin 30—60
minute, 3—8 zile consecutiv, la temperatura impusd de compozifia lor. In intervalele dintre
incalziri recipientele cu substantele supuse sterilizérii s¢ menin la temperatura camerei pentru
germinarea sporilor.

2.1.3. Filtrarea

Filtrarea este trecerea unui fluid printr-un corp poros — filtru. Filtrele cu porozitati
convenabile pot debarasa de microorganisme fluidul filtrat, acestea fiind retinute mecanic
si electrostatic in porii filtrului. Metoda este indicaild peniru sterilizarca aerului, a unor
medii de culturd pentru microbi, a medicamentelor care nu suportd incdlziri. Filtrele
clasice, din portelan sau pAmant de infuzorii, cu forma unor lumanari goale pe dinduntry
si inchise la un capat (bujii filtrante), placile filtrante din azbest impregnat cu caolin
(filtre Seitz) sau sticla poroasi (filtre Schott), sunt astdzi inlocuite prin membrane
filtrante din acetat de celufozd cu porozitdyi intre 8 §i 0,025 um. O membrana cu
porozitatea de 0,22 #m retine toate bacteriile. Filtrarea se face prin aspiratie (figura 2.4)
sau prin presiune pozitivi (¢. g. membrana filtrantd adaptata la o serings). Pentru a evita
colmatarea porilor, suspensiile cu mare densitate a particulelor sunt prefiltrate printr-un
material fibros sau granular.

2.1.4. Sterilizarea chimica

Pentru sterilizarea chimica se folosesc gaze. Mai cunoscut este oxidul de efilen, un
gaz incolor, cu miros usor eterat (detectabil la concentratii de 700 ppm}, usor solubil in
apa si inflamabil (pericol de explozie la concentragii mai mari de 3% in spatii inchisc).
Toxicitatea este moderata: dupd inhalare acutd apar greata, varsaiuri, dezoricniare men-
tald (concentratia maxima admisa in zona de lucru e de 50 ppm), iar solutiile in contact
cu tegumentul au efect vezicant (e. g. dupi virsare pe lenjerie).

Indicatii: Sterilizarea echipamentului de plastic termosensibil se efectueazid in
laboratoarele de microbiologie. Mai larg folosit este insid in serviciile de endoscopie
(sterilizarea cateterelor $i componentelor termosensibile ale endoscoapelor), de chirurgie
sau de stomatologie.

Se utilizeaza in amestec cu 15% CO2 (pentru a preveni explozii). In incinte elanse,
la $5—60°C si 40% umiditate relativa, in concentratie de 450—800 mg/i oxidul de tilen
asigura sterilizarea in interval de 2,5—3 ore. Penetrarea in porozitdti este slaba.

Alt gaz utilizat pentru sterilizari este S-propiolactona, Formaldehida, desi are bune
efecte sporocide, fiind iritanta, se utilizeazd mai mult ca dezinfectant (vezi mai jos}.

2.1.5. Controlul eficientei sterilizarii

Se face prin indicatori fizici (manometru, termomectru}, chimici (tabeiul 2.2) si
biologici. Indicatorii fizici si chimici nu dau indicatii asupra timpului cat s-a mentinut
temperatura. /ndicatorii biologici, tuburi cu fire de bumbac impregnate cu spori bacterieni
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Fig 2.4.Autoclava orizontald cu manta de abur §i evacuare gravitajionald a aerului, secjiune schematica

si uscate, au o mare fidelitate. Dupa sterilizare se testeaza viabilitatea sporilor prin insa-

mantarea lor in medii de culturd adecvate.

Tuburi cu indicatori chimici sau biologici se plaseaza la diferite niveluri ale incintei
de sterilizare, in centrul ambalajului. Uzual sterilizarea fiecarui lot de materiale se testeaza
prin indicatori fizici si chimici, iar saptdmanal aparatele sunt verificate prin indicatori

biologici.

Tabelul 2.2. indjcatori chimici pantru sterilizares prin céldurd

Pentru autoclavd

Pentru ewvd

substanja punct de fuzione substana punct de fuziune
Floare de sulf 115°C Tiouree 180°C
Acid benzoic 121—122°C Sulfametoxipiridazina 180—182°C
Fenacetina 134°C
1,3,5-Tribromfenol 120°C
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2.1.6. Prezervarea sterilitatii materialelor

Se face diferentiat in functie de natura materialului §i metoda de sterilizare.

Eprubetele si flacoanele se sterilizeaza prevazute cu dopuri de vata si tifon, prolejate
cu capison de hartie sau foijd de aluminiu. Foarte eficientd este proiejarea prin capac
ingsurubat.

Tuburile pentru pipcte Pasteur se sterilizeaza cu extremitafile infundate cu filiru de
vati. Pipetele gradale se sterilizeaza prevazute cu filtru de vata, invelite individual in benzi
de harlic pergament sau grupate in culii din tabli de aluminiu prevazute cu capac si
amortizor din vata dc sticld pentru protectia varfurilor.

Placile Petri se sterilizcaza invelite, individuval sau grupate, in hartie pergament.
Mojarele si pistilele se invelesc separat in hartic.

Umezireca ambalajelor de hartie, a dopurilor si filtrelor din vati compromite
sterilitatea. Sporii fungici omniprezenti in pulberile de contaminare a dopurilor si am-
balajelor germincaza in condifii de umezeald, iar hifele lor se dezvoltd in profunzime,
pitrund si elibereaza spori care contamineazad continutul.

Instrumentele chirurgicale se sterilizeaza la etuva in cutii metalice speciale.

Inventarul chirurgical din bumbac se sterilizeaza la autoclavi in casolete (cutii
ctlindrice din (abla previzuie cu capac si orificii prin care patrund vaporii de apa in cursul
autoclavarii si care se obtureaza la scoaterea din autoclavd).

Seringile cu armaturi metalica (Record, Luer) se sterilizeazs la autoclava cu manta
de abur, demontate, fiecare seringd alaturi de pistonul ei si 1—2 ace in cutie proprie pentru
a cvita schimbarea pistoanclor intre seringi. Seringile Luer din sticla se sterilizeaza la etuva
cu acul montat si introduse intr-un tub de sticld astupat cu dop de vati. Este o greseala
sterilizarea seringilor Luer din sticld la autoclava: uleiul cu care este gresat pistonul pentru
etanseizarea seringii nu permite udarea suprafetfei si face ineficienta sterilizarea.

2.2. DEZINFECTIA

Peatru dezinfectie in laboratorul de microbiologie se utilizeaza in principal agenti
chimici, subsiante cu cfect antimicrobian nespecific. Asemenea substanie le nemim dezin-
fectante, dacad din cauza efectelor iritante sau loxice Je putem aplica numai pe suprafete
inerte, sau antiseptice, dach toxicitatea mai redusa permite aplicarea lor pe tegument, unele
mucoase sau plagi. Uneori, aceeasi substanta (e. g. cloramina B} in solutii diluate este
antiseplic, iar in solutii mai concentrate dezinfectant.

Agentii chimici dc dezinfectie diferd prin eficientd antimicrobiani, activitatea in
prczenta substantelor organice si toxicitate. Cele mai sensibile la substantele dezinfectante
sunt organismele in forma vegetativa (bacterii, fungi, protozoare) si virusurile cu invelig
lipidic; relativ rezistente sunt micobacteriile si virusurile nude, sporii fiind foarte rezistenti
(tabelul 2.3).

2.2.1. Precautii privind siguranta dezinfectiei chimice
m Necesiratea diferentierii «curat» de «murdary. Prezenta substaniclor organice

reduce eficienja antimicrobiani a dezinfectantelor, De accea in regimul tor de utilizare
difcrentiem conditia «curats de «murdars. Prin «curat» intelegem lipsa substantelor or-
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Tabeful 2.3, Proprietdfile unor substanfe dezinfactante uzuale (dupd C. H. Collins, 1988)

Substanta Active contra
Fungi Bacierii Micobacterii Spori
G+ G—
Fenoli et 4t -+ 44 —
Hipoclorigi + 4+ -+ 4+ ++
Alcooli _— ++ ot ++ ++
Formaldchida -t o H HH At
Glutaraldehida 3
. Ea s ++ LRt
lodofori -+ -+ ++ ++ +
Compusi de amoniv
quaternar + bt + = ==
"Pesle 40°C  +++ = bun NP = neprecizat
Peste 20°C  ++ = mediu G = gram
+ =~ slab C = cationic
- = deloc A = anionic

ganice, care poate fi realizatd prin spalarea suprafetelor cu apa si sipun sau detergenti.
Prin «murdar injelegem prezenia substantelor organice (e. g. leajerie murdara, suprafete
contaminate cu sange, excretii, produse patologice, culturi microbiene). Frecvent nu putem
realiza spalarea inaintea dezinfectiei. Ca atare pentru dezinfectic vom utiliza solutii an-
timicrobiene mai concentrate in circumstanta «murdars decdt in circumsiania «curat».

Din aceleasi rajiuni, nu se introduc mainile in solutia antiseptica, ¢i sc toarna solutia
antiseptica peste maini.

m Necesitatea penelrdrii agentului dezinfectant in anfractuozitiiile si porii echipamen-
tului contaminat impune o bund etalare si dispersie a echipamentului expus la agentii in
forma gazoasa (e. g. formaldehida), scufundarea completd cu indepirtarea bulelor de aer
in solutiile dezinfectante.

n Necesitatea testelor de eficientd a dezinfectantelor. Testari efectuate de producdtori
st de laboratoare de referinid atestd capacilatca antimicrobiand a dezinfectantelor si
stabilitatea solutiilor.

Cogficientul fenolic aratd cu cat csic mai acliv un compus fenolic in comparafie cu
fenolul pur. Testul Rideal-Walker determini coeficientul fenolic cu substanie pure, iar
testul Chick-Martin il determind in prezenta de substania organica. Coeficientul fenolic se
exprimd printr-o cifrd urmata de initialele R.M. sau C.M., care precizeaza conditiile de
testare. Substaniele cu coeficienti fenolici mai mari au efect antimicrobian mai mare.
Cocficientul fenolic C.M. este mai mic decat cel R.M. din cauza testidrii in prezenla de
substania organici.

Testul de capacitate Kelsey-Sykes este mai adecvat diversitatii actuale a substanielor
dezinfeciante. Testul reproduce circumstanjele de utilizare «curat» gi «murdars prin ada-
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Tabelul 2.3 ( continuare)

Inactivate de Toxicitate
proieine alte substanie apa durd detergengi piele ochi pulmoni
organice

+ + + C + + _
+++ + + C + + +
! + + + _ + +

+ + + - + + +
NP + + = + + +
At + + A + + -
ot ++ e A + +

ugarea de substanj2 organici la dilufiile testate, Testul Kelsey-Sykes precizeazi con-
centratiile de dezinfectant indicat pentru situatiile «curat» §i «murdars. Amanuntele privind
testarea depasesc scopurile acestui capitol. Cei interesati pot consulta lucrarile de referinta
ca: Kelsey, J. C., Maurer, I. M.: An improved Kelsey-Sykes test for desinfectants. Phar-
maceutical Journal, 1974, 213:528—536.

Testarea dezinfectantelor tn conditiile de utilizare revine fiecirui laborator si se
impune ca test periodic,

Principiu: Prezenta unui numir redus de microorganisme viabile in solutia unui
dezinfectant este posibild, deplgirea unei anumite limite indicd ins3d deficiente in

prepararea, manipularea sau conservarea solujici,

Necesar;

— pipete gradate de 1 ml sterile,
— flacoane de 25 ml sterile cu capac insurubat,

— dilucnt neutralizant (tabelul 2.4},

— pipete Pasteur care picurd 50 picaturi/ml,

— placi cu agar autritiv.
Procedura:
1. Se preleva aseptic 1 ml solutie dezinfectanta din fiecare borcan sau galeat folosind
pipete separate.
Prelevarile se fac din containerele cu solutii stock diluate pentru utilizare, borcanele
si containerele pentru echipament contaminat (pipete, iame de microscop, instrumente

etc.), galetile cu carpa sau peria pentru podele etc.

2. Se transvazeazj fiecare proba de 1 ml solutie dezinfectanta in cate un recipient
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cu 9 m! diluent neuiralizant, marcat pentru identificarea probei, §i se omogenizeazi.
3. In intervaiul de cel mult o ord dupi omogenizarea probelor de dezinfectant, se

Tabeluf 2.4.Diluentii neutralizafi pentru testarea dezinfactantelor in conditii de utilizare (dupa
C.H. Collins si colab., 1989)

Diluent Grup de substanje dezinfectante

Bulion nutritiv Alcooli
Aldehide
Hipocloriti
Fenoli

Bulion nutritiv + Ripoclorifi + detergengi,

+ Tween 80 solugie 3% w/v Todofort

Fenoli + detergenti

Compusi de amoniu quaternar

preleva cu pipete Pasteur separate un mic volum din fiecare amestec dezinfectant — diluent
neutralizat si se insamanteazi in spoturi separate, cate 10 picaturi pe suprafata bine uscata
a doua placi cu agar nutritiv,

4, Se incubeaza cele doua placi astfel:

= Una timp de 3 zile la 32 sau 37°C. Bacteriile patogene cultiva optim fa 37°C, dar
celor afectate de dezinfectant le poate fi mai convenabila temperatura de 32°C.

w A doua timp de 7 zile la temperatura camerei pentru cultivarea bacteriilor saprofite
st a fungilor.

S. Se numara coloniile dezvoltate pe spoturile de insamanjare.

Interpretare:

Numérul microorganismelor/mi NXD
solutie dezinfectanta s ) insamanjat ’

unde:

N — numir de colonii;

D — factorul de dilutie {inversul dilutiei};

volumul insamanjat = 10 picaturi X 0,02 mi = 0,2 ml.

Dect daca am numarat 6 colonii, in solujia dezinfectanta verificatd au fost:
% = 300 microorganisme viabile/ml, Peste 250 microorganisme viabile/mi indica o
solutie dezinfectanti ineficient.

Protectia personalului. Multe dezinfectante sunt iritante pentru ochi, céile
respiratorii, piele. La manipularea substanjelor stock pentru prepararea solutiilor
operatorul va purta, dupa caz, manusi si ochelari de protectie (vezi 2.2.2.).

2.2.2. Dezinfectante uzuale in laboratoarele de microbiologie

Hipoclorigi. Sunt comercializati ca solutii pentru uz industrial sau in laboratoare
(100 000 ppm clor activ), sau pentru uz casnic (10 600 sau 50 000 ppm clor activ). Pentru
uz casnic sunt de asemenca livrati hipocioriti in form3 solida, tabletatd. Toate acesie
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preparate pot fi utilizate in laborator daci se fine cont de concentrafia in clor activ. Au
efect germicid asupra unei game largi de microorganisme: bacterii in forma vegetativa
(inclusiv smicobacterii), fungi, spori, virusuri. Activitatea antimicrobiand scade mult in
prezenta proteinelor, altor substanie organice si maselor plastice. Detergentii i inactiveaza.

Indicatii: Dezinfeciia suprafefelor, borcanelor pentru pipete si echipamentuiui mic
contaminate

Circumstanja Concentrafia indicati a solutiei dezinfectante, ppm
clor activ
Suprafeje relativ curate 1 000
Borcane peniru pipete contaminate 2 500
Suprafete contaminate cu sange 10 0600

Solutiile raman active 24 ore.

Contraindicatu: Corodeaza metalele. Nu se aplicA pe suprafefele metalice ale
centrifugilor si aparaturii supuse la solicitari mecanice.

Precautii: Efecte iritante, in functie de concentratie, asupra pielii, ochilor, cailor
respiratorii,

Derivatii fenolici. Efectul germicid se limiteazi 13 bacterii in forma vegetativa (in-
clusiv micobacterii) si fungi, nu este afectat de proteine, dar eficienta scade pe suprafetele
de cauciuc, lemn sau material plastic. Sunt ineficienti asupra sporilor $i virusurilor nude.

Indicatii: Dezinfectia suprafetelor, borcanelor pentru pipete si echipamentulni mic
contaminat. Solujiile 1% sunt indicate peniru circumstante «curate», cele 2—35% pentru
circumstanie «murdare». Solutiile se schimbi la 24 ore.

Precautii: Efect iritant posibil asupra ochilor §i pielii.

*  Formaldehida este un gaz foarte iritant, stabil numai fa temperaturi peste 80°C; la
temperatura camerei polimerizeazi repede si formeaza pe suprafete un depozit alb. Sc
comercializeazi sub doui forme:

w paraformatdehida, polimer solid, alb cu miros usor intepitor din cauza degajarii
de formaldehida;

= formolul, solutie apoasa de 37--40%, formaldehidi stabilizatd cu 8—15% metanol
contra polimerizarii la temperaturi mai joase.

Efectul germicid puternic se extinde asupra tuturor microorganismelor, fari a fi
inactivat de proteine sau delergenti.

Forme de utilizare si indicatii:

1. Forma gazoasd este indicatd pentru dezinfectia suprafeelor, echipamentului si
efectelor care nu pot fi udate (saloane de spital, saltele, perne, paturi, haine groase, carti,
lana etc.), instrumentarului termosensibil. Principala indicatie in laboratorul de
microbiologie este dezinfectia periodica a incintelor de sccuritate microbiologica.

Are efect antimicrobian mai puternic ia temperaturi peste 20°C si umiditatea mai
mare de §0% (cea optima fiind de 80—90% ). Se obtine prin incaizirea formoluniui (I volum
formol + doua volume apa in fierbator elecmc} sau paraformaldehidei (pec resou electric).
Concentratii maxime de 2 g fonnaldchldgf m? se obtin, la 20°C, dar suficientd pentru
dezinfectie este concenlralla de 0,05 g/m”. Pentru dezinfectia unei incinte de securitate
(cca 0,3—0,4 m%) suat suficienti 25 ml formol sau 3—4 g paraformaldchidi, iar pentruy
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incaperi 1§ mi formol/ m*® aer.

Penetrabilitatea formei gazoase este redusad, deci suprafejele supuse dezinfectiei
trebuie bine etalate. Formaldehida fiind foarte iritanta, incintele de dezinfectat vor fi
inchise etans. Paraformaldehida depusd pe suprafefele dezinfectate emite timp indelungat
vaport iritanti, ceea ce impune fie aerisire prelungita, fie neutralizarea paraformaldehidei
prin vapori de amoniac,

2. Solutii cu 4%, formaldehidi (formol diluat de 1/10) sau mai concentrate, pana la
10%,, sunt indicate pentru dezinfectia suprafetelor sau culturilor. Solutiile 0,04—1% sunt
folosite pentru inactivarea suspensiilor bacieriene aglutinabile.

Glutaraldehida are efect antimicrobian foarte bun (inclusiv asupra virusurilor
hepatitelor B si C), neinfluentat de proteine. Se utilizeazs in concentratii de 2%, activata
in solutie alcalina (tamponat) cu bicarbonat de sodiu ia pH 7,5—8,35). Este indicatd pentru
dezinfectia suprafejelor metalice pe care nu le corodeaza. Desi este mai putin iritantd decat
formaldehida, contactul cu pielea §i conjunctiva trebuie prevenit.

Detergentii cationici sunt compusi de amoniu quaternar activi asupra bacieritlor (mai
ales grampozitive), mai pugin asupra fungilor §i inactivi asupra micobacteriilor gi sporilor.
Sunt inactivaii de proteine, alte substante organice, mase plastice, detergenti anionici si
sapunuri, Solutiile apoase de 1—2% sunt larg utilizate pentru spilarea (agenti tensioactivi
de udare si spumanti) si dezinfectia suprafetelor. Nu corodeaza metalele, nu sunt toxici,
nici iritanii.

Alcootii utilizati pentru dezinfectie sunt etanolul si propanolul in solufii apoase de
70—-80%. Au efect antimicrobian relativ lent $i sunt ineficienti asupra fungilor §i sporilor.
Nu sunt inactivati de proteine sau detergenti, iar activitatea antimicrobiani creste mult
prin asociere cu hipoclorifi (la concentrafie finala de 2 000 ppm clor activ) sau cu formol
(10% formo! in alcool de 70%).

Sunt utilizafi ca atare, mai bine in amestec cu hipocloriti sau formol, pentru dezin-
feciia suprafeielor si pentru echilibrarea cupelor de centrifuga. Alcoolii sunt iritanti pentru
conjunctivi, dar nu afecteazd pielea normala.

Iodoforii (iodo = iod; phor = purtator, purtator de iod) sunt detergenti neionici din
clasa propilenglicolilor, care complexeazi iodul §i, in sclutii apoase, il elibereaza lent cu
efecte germicide asupra bacteriilor (inclusiv micobacteriile), fungilor, sporilor i virusurilor
cu invelis lipidic sau nude. Sunt ins3 inactivaji de proteine si alte substanje organice, mase
plastice gi detergenti anionici. In solufii apoase cu 75—150 ppm iod pot fi utilizali, in
borcanele pentru pipete si echipament contaminat, pentru dezinfeciia suprafeselor, iar
solugiile in 50% alcool cu I 600 ppm iod au efecte sporocide $i sunt utilizate pentru
antiseptizarca mainilor. Petele 1asate de iodofori pe piele i suprafete sunt usor indepartate
cu o solutie de tiosulfat de sodiu.

La manipularea iodoforilor trebuie evitat contactul cu conjunctiva.

2.3. DECONTAMINAREA $I CIRCUITUL MATERIALELOR IN
LABORATORUL DE MICROBIOLOGIE

Este interzis ca materiale contaminate s& paraseasca laboratorul sau sa patrundi in
ariile cu activitate «curatd» din laborator,

Prima barierd de aparare antiinfecfioas3 care se aplich este dezinfectia echipamen-
tului contaminat de 1a masa de lucru, cdt mai curdnd completata prin autoclavare sau
incinerare finala. Culturile bacteriene nu trec prin dezinfectie, bariera cu eficienia greu de
controlat in aceasti conditie, ¢i trec direct la autoclavare.
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2.3.1. Colectarea materialelor contaminate

Galetile cu capac pentru colectarea recipienielor cu culturi sau resturi de prelevate
patologice, trebuie s3 fie lipsite de fisuri sau gduri pentru a evita scurgeri contaminante
periculoase. Sigure sunt galegile din tabla de cupru, din tabld emailatd sau din plastic
rezistent la autoclavare (polipropilens). Nu trebuie si fie mai adanct de 25 cm, pentru a
permite ¢ buni peneirare a vaporilor de apa, cu diametrul corespunzitor unei manipulari
facile in autoclavi. Niciodatd nu se vor umpie pand la refuz,

Pungi din plastic autoclavabil este de dorit 54 dubleze interiorul galegilor. Trebuie
sa fie rezistente si manipulate atent, pentru a evila spargerea sau ruperea. Legate la gura
cu sArma, vor fi transportate in camera de sortare impreuna cu galeata suport. Galetile si
pungile colectoare vor fi marcate distinct pentru materialul reutilizabil i pentru cel dis-
pozabil.

Borcanele cu solutie dezinfectantd stau pe masa de lucru pentru colectarea
echipamentului mic contaminat $i, separat, a pipetelor contaminate. Prea frecven! sunt
alese si manipulate incorect,

Alegerea borcanelor. Cele din sticld sunt casabile §i, ca atare, periculoase. De dorit
sunt recipiente rezistente din polipropilend. Pentru echipamentul mic convin borcane de 1
litru cu capac ingurubat (permite in final inclinari repetate, pentru imersarea completa a
articolelor supuse dezinfectiei). Borcanele inalte permit imersarea completa a pipetelor fara
riscul scurgerilor contaminante.

Umplerea cu solutie dezinfectantd. Borcanele pentru echipamentul mic vor fi marcate
cu vopsea la nivelul de 750 ml. Cu o mensurk se introduce in borcan dezinfectant in
cantitate suficientd s3 asigure concentrajia recomandatd penilru «circumstania murdar»
dupi compietarea volumului la 750 ml cu diluent.

La fel se procedeaza si cu borcanele pentrn pipete, $indnd cont de volumui lor.
Adaugarea unui detergent compatibil cu dezinfectantul utilizat (vezi tabelul 2.3) usureaza
spalarea finala a pipetelor,

Utilizarea corectd a solutiilor dezinfectante:

1. Borcanul nu se supraincirca, peniru a evila scurgeri contaminante la mobilizare,

2. Nu se introduc obiecte care plutesc, decat daci pot fi umplute si imersate complel
sau daca borcanul! are capac si poate fi inclinat repetat.

3. Nu se introduc materiale cu confinul proteic mare, c¢i se colecteaza separat pentru
autoclavare directa.

4. Nu se dilueaza dezinfectantul prin scurgen de lichide. Pentru supernatantul din
tuburile de centrifuga se foloseste un borcan separat cu solutie mai concentrati de dezin-
fectare si prevazut cu palnie pentru rejinerea aerosolilor contaminangi.

5. Nu se lasd mai mult de 24 ore materialele in solujia dezinfectantd si nu se
refoloseste solutia, pentru ¢i se pot selecta si inmulfi bacterii de contaminare rezistente.

6. Solutiile dezinfectante nefolosite 24 ore se arunca.

2.3.2. Tratarea materialelor pentru reutilizare sau dezafectare

Bariercle antiinfectioase prin care trece materialul contaminat din laborator in
vederea reutilizarii sau dezafectdrii sunt marcate in figura 2.5. Incinerarea este admisa
numai sub supravegherea laboraiorului. Dezinfectia cu suniarea autoclavarii este admisa
numai pentru pipetele gradate.

Circuitul materialelor contaminate de la mesele de Incru pana ta dezafectare sau
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MATERIAL
CONTAMINAT

CU UNICA
FOLOSINTA

REUTILIZABIL

-
- L N
-
DEZINFECTIE AUTOCLAVARE DEZINFECTIE AUTOCLAVARE
~
-~
\\

INCINERARE

SPALARE

Conduita uzuala
--------- Numai incinerator controlat de laborator

DE GUNOI - — —— = Pipete gradate

Fig 2.5. Barierele antiinfecfioase prin care trece materialul contaminat din laborator (dupz C.H. Collins, 1989)

reutilizare (figura 2.6) este organizat gi supravegheat de geful laboratorului, pentru a
preveri incrucisari cu materialele decontaminate sau sterile §i iesirea din laborator a unor
materiale contaminate.

1a intrarea in sectorul de pregatire a materialului (vezi figura 1.1} se rezervi o masa
pentru reccptia containerelor cu materiale contaminate.

Controlat de laborator
---------- ==== Incinerare

COLECTOR
INCINERARE | DE GUNOI I
s’ ;

| ZONA DE SORTARE

/l ZONX DE RECEPTIE I___... AUTOCLAVARE el

LABORATOARE
\ REUTILIZARE CONDITIONARE
I I I STERILIZARE I SPALARE

Fig. 2.6. Circuitul materialelor contaminate de ta mesele de lucru pand la dezafectare sau reutilizare (dupa
C.H. Collins, 1989)
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Autoclave separate sunt prevazute pentru sterilizarea materialelor contaminate de
aruncat si a materialelor reutilizabile. Giletile se introduc 1n autoclava fird capac, iar
pungile dezlegate, deschise la guri $i mentinute in containerul lor. Dispunerea con-
tainerelor in incinta de sterilizare trebuie s asigure acces liber vaporilor de apa.

Sticlaria contaminatid. Dup4 autoclavare mediul de culturd este scurs sau raclat din
recipiente, Urmeazi spalarea mecanici saw manuala cu apa calda si detergent. Pentru spalarea
manuali esie nccesar un set de perii adaptate fiecArui tip de recipient (eprubete, baloane etc.),
o chiuvetd adanca (bac) cu doui compartimente: unul pentru spalare, altul pentru clatire, si
lighene din plastic pentru clatirea final2 cu apa distilata sau deionizata.

Garniturile din cauciuc pentru etansarea capacelor insurubate vor fi scoase, spalate
separat inir-o strecuratoare $i reasamblate dupa uscarea ambelor piese.

Sticldria calcosodicd noud poate elibera alcali in cursul autoclavarii, ceca ce altereaza
pH-ul continutului. Poate fi neutralizata prin imersare cateva ore in solutie 2—39%, de acid
clorhidric. Pentru verificare, un esantion din fiecare lot va fi umplut cu apd neutrad plus
cateva picaturi dintr-un indicator adecvat; pH-ul trebuie s3 raman2 neschimbat dupa
autoclavare. Sticldria din borosilicat nu impune aceste precautii.

Materialele colectate in solutie dezinfectanta. Dupa ce au fost mentinute peste noapte
imersate in solutia dezinfectantd, sunt manipulate in continuare cu mana protejatd cu
manusd de cauciuc,

Pipetele gradate sunt scoase din solutia dezinfectanta, dopul de vati este aspirat
printr-un tub de cauciuc cu capcana conectat la trompa de apa sau este scos cu un carlig
fin si sunt introduse in dispozitivul de spalare prin apa sub presiune sau prin sifoniri
repeiate.

Echipamentul mic este retinut intr-0 strecuratoare din polipropilena dupa scurgerea
borcanului in chiuveta conectati la o fosa septicd. In aceeasi chiuveta se scurg §i borcanele
din care au fost scoase pipetele. Strecuritoarea cu conginutul ei este apoi plasati intr-un
container pentru autoclavare,

Borcanele colectoare, golite de solutia dezinfectanta, sunt autoclavate pentru dis-
trugerea contaminangilor reziduali.

Incinerarea. Cat timp laboratoarele noastre nu dispun de incinerator special
supravegheat de personal calificat corespunzitor, e¢ste precaut a incinera numai materiaie
autoclavate, care nu sunt acceptate de serviciul de salubritate. Pentru a preveni poluari
periculoase, este de dorit ca masele plastice s3 fie sub 20% din materialul incinerat.

2.4. CONSERVAREA

2.4.1. Conservarea prin agenti fizici

Pasteurizarea foloseste acjiunea combinatld a caldurii umede s$i frigului pentru conser-
varea lichidelor alimentare, In laboratorul de microbiologie nu are aplicatii. Incalzirea lichidelor
alimentare la temperaturi intre 62° 5i 85°C (tabelul 2.5) distruge formele vegetative, dar nu
omoara sporii si nici enterovirusurile. Refrigerarea imcdiatd fa 4°C completcaza, prin soc
termic, efectul microbiocid al cildurii i impiedicA multiplicarea microorganismelor.
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Tabelul 2.5. Tipuri de pasteurizare si aplicafiile lor

Tip de pasteurizare Temperaturd Timp pentru

lapte sucur de fructe, vin alte alimente
Inaka 85°C 8—15 secunde 2 minute —
Mijlocie 71—14°C 40—45 secunde 15 minute
Joasa 62—65°C 30 minute 30 minute

Refrigerarea la 4°C este larg folosita pentru conservarea alimentelor si a unor
medicamente, La 4°C se conservi majoritatea prelevatelor patologice care nu pot fi ex-
aminate imediat $i, pentru perioade de 3—6 luni, tulpinile de referinjd insimanjate in
coloana de agar nutritiv moale,

Congelarea esie o excelentd metoda de conservare a alimentelor. Efectele congelarii
asupra microbilor sunt minime cand se realizeaza brusc la temperaturi inferioare punctului
eutectic (—21,3°C), care evita formarea cristalelor de gheata si hiperconcentrarea salina,
nocive pentru structurile celulare si starea coloidala a proteinelor. Congelarea in azot lichid
(—196°C) conserva indefinit proprietatile biologice ale microbilor, iar congelarea intre
—70°C si —80°C (amestec de acool cu gheata carbonici) sau la —25°C (congelatoare de
laborator) conserva cateva luni viabilitatea virusurilor gi reactivitatea anticorpiior.

Desicarea este folosita in microbiologie pentru conservarea indefinita a tulpinilor
unor bacterii sporulate $i, pentru perioade limitate, a unor bacterii (Janghete din hartie de
filtru impregnate cu suspensie microbiana si uscate). Numeroase alimente sunt conservate
in stare desicaia,

Liofilizarea ¢ste o excelentd metoda de conservare a microorganismeior, a serurilor
imune si a unor reactivi biologici (e. g. alexina). In esenta este o criodesicare: suspensia
microbiana intr-un mediu protector este congelatd brusc in amestec de alcoo! cu gheagd
carbonicd, uscatd in vid i pastrati in fiole ermetic inchise in atmosfera de gaz inert.

2.4.2. Conservarea chimica

Exemple de conservaniyi chimici cu utilizarile lor apar in tabeiul 2.6.

Tabeluf 2.6. Domenii $i modul de ufilizare a unor prezervanti

Substant Domeniu de aplicare Concentragic, %

Fenol Seruri imune 0,3—0.,5
Yaccinuri

Meriiolat de sodiu Seruri imune 0,004—0,02
Preparate injectabile

Fenol + mertiolat Seruri imune 0,2 + 0,005
Cotire 0,002 + 0,01

Benzoat de sodiu Unguente 0.2—1
Emulsii 0,21
Alimente 0,1=—1
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2.5. ASEPSIA IN MICROBIOLOGIE

Asepsie inseamni manipularea la adapost de microorganisme.

Pentru o manipulare aseptick uzuald de material microbian se lucreaza la adipost
de curentii de aer §i se respectd urmitoarele exigente (figura 2.7):

1. Se oranduieste pe masa echipamentul strict necesar.

2. Se asazd comod pe scaun cu antebragele complet
pe biatul mesei si se fac toate migcarile sub controlul
vederii.

3. Se tine ansa in mana dreaptl, ca pe un creion, de
exiremitatea opusa firniui.

4, Se tine in mana stangi recipientul din care se
preleva sau in care urmeazi si se introduci materialul de
manipulat, cat mai aproape de exiremitatea inferioars,
incat continutul si traiectul ansei si rimana sub controlul
vederii.

5. Se scoate dopul recipientului, cuprinzandu-{ intre
auricularul, inelarul i palma mainii drepte. Se mentine
inclinat recipientul fard dop pentru a preveni depunerea
de pulberi in interior. Similar, se evitd expunerea orizon-
tals a suprafejei placilor cu mediu agarizat.

6. Se sterilizeaza prin flambare gura recipientelor
busate cu vati.

7. Se introduce ansa in recipient pentru prelevarea
sau depunerea materialului microbian. Se evitd cu atentie
atingerea cu ansa a gurii §i peregilor in zona superioar? a
recipientului.

8. imediat dupa retragerea ansei, se flambeaz3 gura
recipientului si se introduce dopul sau se insurubeaza
capacul.

9. Se resterilizeaza ansa.

Repartizarca aseptici a mediilor de culturi se face,
ideal, in incinte sterile cu flux de aer laminar. manipuldri  aseptice de material

NOTA: Este interzlsa utilizarea acestor incinte in scopul microbian

manipuldrit prelevatelor patologice §i culiurilor microbiene,

deoarece [luxul de aer sterilizat este proiectat spre operaior. In

lipsa unet incintte sterile cu acr laminar, pentru repactizarea aseplica a mediilor de culturd se pot folosi

incintele de siguranti microbiclogica de clasa [L

Descrierea manipularilor aseptice in condifii maxime de exigen$a (incintele pentru
condijionarea medicamentelor injectabile etc.) depdseste obiectivele acestui manual.

Fig 2.7. Etapele succesive ale unei



