INAKTIVACIA GENETICKY MODIFIKOVANYCH MIKROORGANIZMOV

Inaktivécia je proces, ktorym sa upravuju vedl'ajSie produkty a neziaduce latky vznikajuce pri
praci v zariadeni a neupotrebitelné zvySky zo zariadeni - GMMi v roztokoch, v tekutych
a tuhych médiach... (d’alej len ,,odpad*), pred ich kone¢nym zneSkodnenim. Tymto procesom
sa upravuju aj predmety a materialy, ktoré v zariadeni prichddzaju do kontaktu s GMM.i.

Inaktivacia je definovana ako ,,iplna alebo c¢iastocna deStrukcia GMMi“, ktorou sa zaisti, Ze
kontakt GMMi s l'udmi alebo Zzivotnym prostredim bude obmedzeny na uroven, ktorad
zodpovedd hodnoteniu environmentalneho rizika a ktord zabezpeci primerane vysokl trovei
ochrany pre I'udi a zivotné prostredie.

Cielom inaktivacie je teda =zaistit' taky stupenn zneSkodnenia mikroorganizmov, ktory
zodpovedd pravdepodobnosi vyskytu nebezpecenstva pdsobiaceho Skodu a stupiiu vaznosti
tejto Skody, t. j. riziku (d’alej len ,riziko*). Pre nebezpecnejSic GMMi sa vyzaduju také
metody inaktivacie, ktoré 100% zneSkodnia vSetky mikroorganizmy. Pre menej nebezpecné
GMMi moézu byt prijatelné aj metddy, ktorych Gc¢innost’ zneskodnenia je nizsia ako 100%
(napr. chemicka inaktivicia zvyc€ajne poskytuje réddovo logaritmickti redukciu
zivotaschopnosti mikroorganizmov).

Pri postupoch, ktoré predstavujii zanedbatené alebo malé riziko nemusi byt inaktivacia
samostatnym krokom, ale méze byt vysledkom inych krokov v postupe. Napr. Gpravy, ktoré
su nevyhnutné pri extrahovani produktu z GMMIi, nevyhnutne zabijaju aj GMMi. Vo
vSeobecnosti teda plati, Ze v kazdom konkrétnom pripade je potrebné zabezpecit' validovanu
metodu inaktivacie GMMi.

Inaktivacia vo vel’koprodukénych prevadzkach obycajne zahv¥iia teplovzduSnu sterilizdciu
kultur.

V laboratoriach sa na inaktivaciu vyuZivaju aj primerané postupy, ktorymi sa roznymi
Syzikalnymi a chemickymi metédami zniZuje mnoZstvo Zivotaschopnych mikroorganizmov.

Z hladiska pouzitych prostriedkov rozliSujeme vo vSeobecnosti inaktivaciu fyzikalnu
a chemicku:

» Fyzikalna inaktivacia:
e vlhkym teplom (fyzikéalna parna sterilizacia)
e suchym teplom (fyzikalna teplovzdusna sterilizacia)
e radiacna (fyzikdlna radiacnd sterilizcia)
e plazmova (fyzikalna plazmova sterilizacia)

* Chemicka inaktivacia:
e pouzitim vhodnych dekontamina¢nych prostriedkov



Fyzikalna inaktivacia

Pri fyzikdlnej inaktivacii sa vyuzivaju rozne pristroje, ktoré maji urené konkrétne
prevadzkové parametre. Z viacerych doévodov je vSak potrebné realizovat priebezny
monitoring u¢innosti inaktivacie. Vo vSeobecnosti je napr. doba expozicie zavisla na objeme
inaktivovaného roztoku. Tiez je dblezité¢ zabezpecit, aby bol sterilizatny ¢as pocitany az od
doby, kedy pristroj dosiahol pozadovanu teplotu sterilizacie, nie ¢as od zapnutia pristroja.
Ciel'om fyzikalnej inaktivacie je sterilizacia. Fyzikalna inaktivacia je teda proces, veduci k
dosiahnutiu sterilného stavu, t.J. stavu bez Zivotaschopnych mikroorganizmov.

VSeobecné parametre:

Fyzikalna parna sterilizacia

Pre vSetky typy parnych pristrojov platia parametre:

Teplota [°C] Tlak [kPa] Pretlak [kPa] Expozicia [min]*
121 200 100 20
134 300 200 10

*napr. primerane plné 5 litrova Erlenmayerova banka vyzaduje sterilizaciu 1 hodinu pri 121
°C.

Fyzikilna teplovzdusna sterilizacia

Pre pristroje s nutenou cirkulaciou platia parametre:

Teplota [°C] Expozicia [min]
160 60
170 30
180 20

Fyzikalna radiacna sterilizacia

» radioaktivnym kobaltom 60
= steriliza¢na davka Ziarenia je 25 kGy

Fyzikalna plazmova sterilizacia

= §tvrté skupenstvo hmoty
* chemickym prekurzorom aktivnych Castic je 58% H,0O,




Chemicka inaktivacia

Legislativa vyzaduje, aby sa mikrobiologické kultiry inaktivovali validovanymi metédami.
Ak sa pouzije metdda chemickej inaktivacie, musi byt tdto metdda overend v pracovnych
podmienkach.

Validacia je dolezita, pretoze Gcinok konkrétnych dekontamina¢nych prostriedkov méze byt
vyznamne ovplyvneny napr. pritomnostou organickych latok. Ak sa bunkové kultary
pouzivaji v podmienkach tlmivého roztoku, v pritomnosti bielkovin..., je potrebné tomu
prispdsobit’ sposob inaktivacie.

Z dostupnych metdd chemickej inaktivacie sa v laboratornych podmienkach vyuziva hlavne
dezinfekcia.

Definicie

Dezinfekcia je postup, ktorym sa roznymi fyzikalnymi a chemickymi metdédami znizi
mnozstvo zivotaschopnych mikroorganizmov. Dezinfekcia sa viac¢Sinou vztahuje na pouzitie
chemickych prostriedkov s cielom zni¢it’ moznll infekénost’ materialu, ale nezahiia uplnu
eliminaciu Zivych mikroorganizmov. Uinnost’ dezinfekcie zavisi od:

* ucinku pésobenia: G¢innost’ uréitého dezinfekéného prostriedku sa meni v zavislosti
od ciel'ového mikroorganizmu,

» Kkoncentracie: pouzity roztok md vhodnu koncentraciu vzhladom na konkrétne
okolnosti, napr. pri rozliati roztokov, pri posSkodenom, neupotrebiteI'nom laboratérnom
skle.... Uginna koncentracia moze zavisiet od veku roztoku, riedeny dezinfekény
prostriedok zvycajne straca ¢asom uc¢innost,

» kontaktu: po dostato¢ni dobu musi byt zabezpeCeny vhodny kontakt medzi
dezinfekénym prostriedkom a dezinfikovanym predmetom (napr. z predmetov
ponorenych v dezinfekénom prostriedku je potrebné odstranit’ vzduchové bubliny).

Dezinfekéné prostriedky

Najbeznejsie pouzivané dezinfekéné prostriedky su chlérnany, zlu¢eniny uvoltiujice chlor,
fenoly, alkoholy, aldehydy, povrchovo aktivne zluceniny, zluceniny kvartérneho amoniaku,
peroxidy.

» Chlornany, napr. Chloros, Domestos:
Chloérnany maju Siroké spektrum antimikrobiologickej aktivity, rychlo G€inkuju, ale su
leptavé, ich Gi¢inok sa straca v pritomnosti organickych latok.

»  Zluceniny uvolniujuce chlor (napr. NaDCC)
Zluceniny uvolniujice chlor maju Siroké vyuzitie a rychly biocidny ucinok, ale st
leptavé a l'ahko inaktivovate'né primesou organickych latok. Tablety alebo granule
NaDCC su stabilné, ak sa uskladiiuju v suchu. St rozpustné vo vode, pri€om uvoltiuji
chlor. Zluceniny uvoliiujuce chlor sa odporucaju v takych podmienkach, kde nie su
problémom ich leptavé alebo bieliace ti€inky. Stupent uvolfiovania chloru je urychleny
v kyslom prostredi.



Fenoly, napr. Hycolin, Stericol, Clearsol

Fenoly st neleptavé amaju Siroké moznosti vyuzitia. Sa neucinné proti
nebielkovinovym virusom. Pritomnost’ organickych latok na uc¢inok fenolov nema
vplyv. Antimikrobiologickd aktivita fenolov mdze byt ovplyvnend tvrdostou vody.
Fenoly by sa nemali skladovat’ zriedené.

Alkoholy, napr. 70% etanol, 60% izopropanol

Alkoholy rychlo aucinne nifia baktérie aniektoré virusy, ale kvoli relativnej
prchavosti nedokdzu zabezpecit' trvaly antimikrobiologicky ucinok. Alkoholy su
horlavé a pri skladovani a pouziti vyZaduji zabezpecenie vhodnych preventivnych
opatreni. Nemali by sa pouzivat’ v mikrobiologickych bezpecnostnych boxoch alebo
na vel’kych plochéch.

Aldehydy

Formaldehyd** ako plyn alebo kvapalina (formalin) je toxicky anie je vhodny na
vSeobecné pouZzivanie.

Zvykne sa vyuzivat na dezinfekciu mikrobiologickych bezpe¢nostnych boxov
a d’alSich miestnosti (napr. zariadeni zatriedenych do vyssich rizikovych tried).

Ostatné nadoby s dezinfekénymi prostriedkami by mali byt pocas dezinfekcie
bezpecne utesnené, najma ak su nekompatibilné s konkrétnym aldehydom.
Glutaraldehyd je tiez toxicky, ale ma relativne nizky tlak par a obycajne sa pouziva vo
forme roztoku. Ma Siroké moznosti vyuzitia, vratane nienia bakteridlnych spor. Je
neleptavy, ale tazSie prenikd organickymi latkami a pripraveny na pouzitie nie je
dostato¢ne stabilny.

Povrchovo aktivne zluceniny (Quaternary ammonium compounds, QAC)

QAC su fungicidne a bakteriocidne (menej proti gram-negativnym baktériam), ale nie
su sporicidné alebo tuberkulocidne a voci virusom preukazuji premenliva u€innost’.
Daju sa inaktivovat’ mydlom, anionovymi detergentami a organickymi latkami. Casto
sa predavaju v kombindcii s d’al$imi skupinami dezinfekénych prostriedkov.

Istu antimikrobiologicku aktivitu maju iba kationové a amfotérne detergenty a tie su
viac bakteriostatické ako bakteriocidne. Su relativne netoxické a nedrazdivé.

QAC tvoria zaklad vacsiny katidnovych detergentov. Avsak, iba obmedzené mnozstvo
amfotérnych detergentov bolo uréenych pre pouzitie ako antimikrobiologické
prostriedky.

Jodofor

Jodofor je kombinaciou jodu arozpustného ¢inidla alebo nosica, ktory zabezpeci
trvalé uvolniovanie jodu. Je bakteriocidny, fungicidny a virocidny, ale voc¢i sporam
preukazuje obmedzentl t¢innost’. Jodofor je inaktivovany pritomnost'ou organickych
latok (zavisi to od spdsobu pripravy a koncentracie) a méze rozrusovat kovy.

Peroxidy

Peroxidy maju Siroky rozsah mikrobiologickej aktivity, hoci ich ucinnost je
redukovand pritomnost'ou organickych latok. V zariadeniach sa pouzivaju na beznu
dezinfekciu. Pred ich pouzitim je vhodné informovat’ sa u vyrobcu, ¢i tento druh
dezinfekcie nemoze poskodit’ laboratérne vybavenie.



*  Roztoky hydroxidu sodného
Za istych okolnosti mozu byt pouzivané ako laboratorne dezinfekéné prostriedky aj
roztoky hydroxidu sodného (1%). Pri ich pouZivani sa vSak musi brat’ ohl'ad na ich
povahu zieraviny. Roztoky hydroxidu sodného sa casto pouzivaju na inaktivaciu
prionov, pretoze su menej leptavé ako koncentrované roztoky chlérnanu. Vhodné su
najma na dezinfekciu ocelovych povrchov.

kk

1 Formaldehyd ma maximalny expoziény limit (MEL) 2 ppm alebo 2.5 mg.m™
2 Plynny formaldehyd je explozivny pri 7.75 % v suchom ovzdusi. Jeho zépalny bod je 430°C

Vyber a pouZzivanie dezinfekéného prostriedku

Pri vybere dezinfekéného prostriedku by sa mali brat’ do uvahy toxické ucinky vybraného
prostriedku amali by byt zabezpefené primerané preventivne opatrenia zohladiujice
bezpe€nost’ pri praci a ochranu zdravia l'udi. Rozne dezinfekéné prostriedky sa nemozu
mieSat alebo pouzivat vo vzijomnej kombinicii, kym sa neposiidi moznost’ vzniku
nebezpecnych reakcii alebo toxickych produktov.

Na zabezpecenie pripravy vhodnych dezinfekénych prostriedkov, ich primeranych riedeni
aich spravneho pouzitia by mali byt pripravené vhodné metodické a pracovné postupy
a Skolenia pre zamestnancov pracujucich v zariadeni. Pocet roznych dezinfekénych
prostriedkov dostupnych v zariadeni by mal byt obmedzeny na nevyhnutné minimum.
Vyhodou tohoto obmedzenia je zabranenie zdmendm dezinfekénych prostriedkov a zniZenie
nakladov na prevadzku zariadenia. Po vybere a uréeni dezinfekéného prostriedku by sa malo
sledovat’ nielen uskutoc¢niovanie jeho pouZzivania v zariadeni, ale aj spdsob jeho pouZivania.
Cielom tejto kontroly je zabezpecenie zistenia pripadnych chyb pri jeho pouziti, napr.
nevhodnej koncentrdcie, pouzitia starého dezinfekéného prostriedku, pouzitia Spinavych
nadob, atd’.



