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3.5 ДЕЗИНФЕКТОЛОГИЯ
Методы оценки чувствительности микроорганизмов, циркулирующих в 

лечебно-профилактических учреждениях, к дезинфицирующим средствам

Методические указания

МУ 3.5. …      

1. Область применения

1.1 Настоящие Методические указания предназначены для определения чувствительности  микроорганизмов, циркулирующих в лечебно-профилактических учреждениях, к дезинфицирующим средствам.

1.2  Методические указания разработаны для специалистов бактериологических лабораторий лечебно-профилактических организаций и органов санитарно-эпидемиологического надзора.
2. Нормативные ссылки

2.1  СанПиН 2.1.3.2630-10. Санитарно-эпидемиологические требования к организациям, осуществляющим медицинскую деятельность.

2.2 Федеральный закон от 31.03.1999 N 52-ФЗ "О санитарно-эпидемиологическом благополучии населения". 

2.3  Руководство Р 1.1.2.3.5.-10. "Методы лабораторных исследований и испытаний дезинфекционных средств для оценки их эффективности и безопасности". 

3. Общие сведения
3.1 Возбудители внутрибольничных инфекций (ВБИ), циркулирующие в лечебно-профилактических учреждениях (ЛПУ), обладают полиантибиотикорезистентностью (не менее 5-6 антибиотиков), а также значительной устойчивостью к воздействию дезинфицирующих средств (ДС).
3.2 Эффективность дезинфекционных мероприятий зависит от чувствительности микроорганизмов, контаминирующих объекты внутрибольничной среды, к ДС.

Для обеспечения качества дезинфекционных мероприятий необходимо постоянно проводить мониторинг чувствительности этих микроорганизмов к ДС, применяемым в ЛПУ.

3.3 Система мониторинга циркуляции возбудителей ВБИ в ЛПУ является важной составляющей эпидемиологического надзора за ВБИ, обеспечивающей своевременную коррекцию проведения профилактических и противоэпидемических мероприятий. Мониторинг позволяет своевременно выявлять устойчивость (резистентность) возбудителей ВБИ к дезинфектантам, что является основой для оптимального применения дезинфицирующих средств и их своевременной ротации.

3.4 Чувствительность микроорганизмов к ДС определяют непосредственно на тест-объектах, имитирующих объекты внешней среды. Обработку тест-объектов проводят по режимам, указанным в Инструкции по применению каждого конкретного средства. При этом учитывают не только концентрацию и время обеззараживания, но и рекомендуемый способ обработки, загрязненность объекта, температуру рабочего раствора.

3.5 За основу предлагаемого метода оценки чувствительности микроорганизмов к ДС взяты методики, изложенные в руководстве «Методы лабораторных исследований и испытаний дезинфекционных средств для оценки их эффективности и безопасности» (Р. 4.2.2643-10).


4. Методы оценки чувствительности микроорганизмов, циркулирующих 
в лечебно-профилактических учреждениях, 
к дезинфицирующим средствам 
  4.1  Подготовка культуры микроорганизма


4.1.1  Посев и выращивание выделенного госпитального штамма микроорганизма на соответствующей питательной среде
Тест-микроорганизмы культивируют на следующих питательных средах: 
- бактерии – на казеиновом бульоне, мясо-пептонном бульоне, агаре Эндо, казеиновом агаре, мясо-пептонном агаре и др. питательных средах при температуре  плюс 370С в течение 18-24 ч;
 M. tuberculosis (особенно штаммы с МЛУ), нетуберкулезные микобактерии, выделенные от больных непосредственно в данном учреждении- на среде «Новая, Левенштейна-Йенсена при температуре плюс 370С в течение 10-21 суток;
 - грибы рода Candida - на бульоне Сабуро, агаре Сабуро при температуре плюс 270С в 
       течение 2-10 суток.
4.1.2  Приготовление микробной взвеси
Для приготовления микробной взвеси культуру смывают с агара стерильной питьевой водой. Полученную взвесь тест-микроорганизма фильтруют через ватно-марлевый фильтр и разводят стерильной питьевой водой до концентрации 2·109 клеток  в 1 мл, соответствующей по мутности № 20 оптического стандарта мутности (ФГУН «Государственный научно-исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича Роспотребнадзора»). 

4.2  Приготовление рабочих растворов дезинфицирующих средств

Рабочий раствор готовят с соблюдением мер предосторожности в соответствии с рекомендациями, изложенными в Инструкции по применению конкретного средства.

Рабочие растворы ДС  готовят непосредственно перед проведением исследований на нестерильной питьевой воде комнатной температуры (плюс 20 +20С) или при необходимости - умеренно повышенной температуры (плюс 45-50 0С). Навеску средства или отмеренное количество жидкого концентрата вносят в соответствующую емкость, добавляют воду, размешивают и закрывают крышкой. Работу с раствором начинают после полного растворения средства. Рабочие растворы из ДС в форме таблеток готовят путем добавления в отмеренный объем воды определенного числа таблеток.

Если ДС представляет опасность при ингаляционном воздействии, растворы готовят в вытяжном шкафу или в отдельном помещении, оборудованном приточно-вытяжной вентиляцией в респираторе РУ 60М или РПГ-67, кожу рук защищают резиновыми перчатками, глаза - защитными очками.

4.3  Приготовление нейтрализатора

Для нейтрализации действующего вещества (ДВ), которое может быть перенесено с материалом тест-объекта при его посеве в питательную среду, используют нейтрализатор – вещество, которое устраняет (нейтрализует) действие химического агента на микробную клетку, но не убивает и не задерживает рост тест-микроорганизма. В качестве нейтрализаторов ДВ из различных химических групп применяют для:

• галоидактивных (хлор-, бром- и йодактивные) и кислородактивных (перекись водорода, ее комплексы с солями, надуксусная кислота, озон) – 0,1-1,0% растворы тиосульфата натрия;

• четвертичных аммониевых солей (алкилдиметилбензиламмоний хлорид, дидецилдиметиламмоний хлорид и др.), аминов, производные гуанидина (полигексаметиленгуанидин гидрохлорид, хлоргексидин биглюконат и др.)  – универсальный нейтрализатор, содержащий Твин 80 (3%), сапонин (0,3-3%), гистидин (0,1%), цистеин (0,1%); 

• альдегидов (глутаровый альдегид, глиоксаль, формальдегид, ортофталевый альдегид) – 1,0% раствор пиросульфита (метабисульфита) натрия или универсальный нейтрализатор (см. ниже);

• кислот – щелочи в эквивалентном количестве;

• щелочей – кислоты в эквивалентном количестве;

• спиртов –вода;

• композиционных средств – универсальный нейтрализатор, содержащий Твин 80 (3%), сапонин (0,3-3%), гистидин (0,1%), цистеин (0,1%). Если в состав композиции входят окислители, в нейтрализатор дополнительно вводят тиосульфат натрия.

4.4 Выбор тест-объекта, используемого для оценки чувствительности 
выделенного штамма микроорганизма

 Выбор тест-объекта зависит от назначения ДС. 
 При определении чувствительности выделенного штамма микроорганизма к ДС, предназначенному для обеззараживания поверхностей в помещениях, в качестве тест-объекта используют тест-поверхности из различных материалов (не менее 3-х видов), например, линолеум, кафельная плитка, пластик. 

При определении чувствительности выделенного штамма микроорганизма к ДС, предназначенному для обеззараживания изделий медицинского назначения (ИМН), используют тест-изделия из различных материалов – металла, пластмасс, резин.  

При определении чувствительности выделенного штамма микроорганизма к ДС, предназначенному для обеззараживания посуды, в качестве тест-объекта используют столовую посуду (тарелки). 

При определении чувствительности выделенного штамма микроорганизма к ДС универсального назначения следует выбирать режимы обеззараживания объектов разными способами: способом протирания (например, поверхностей) и погружения (например, ИМН).
4.5. Оценка чувствительности выделенного щтамма микроорганизма 
к дезинфицирующим средствам, предназначенным для обеззараживания 
поверхностей 
4.5.1  Постановка эксперимента

При проведении исследований в качестве тест-поверхностей используют поверхности размером 10х10 см из различных материалов (поверхности из линолеумных покрытий, пластика, облицовочной плитки - кафельной и метлахской, фаянса и др.), но не менее 3-х видов поверхностей. Набор тест-поверхностей для исследований определяется назначением средства.

В качестве тест-микроорганизма используют штамм микроорганизма, выделенный с объекта внутрибольничной среды. Непосредственно перед проведением эксперимента необходимо убедиться в том, что тест-микроорганизм не загрязнен посторонней микрофлорой, для чего осуществляют микроскопию мазка выросшей культуры. 

Перед контаминацией тест-микроорганизмом поверхности подвергают механической очистке – моют водой с мылом и щеткой. Поверхности располагают горизонтально и на них пипеткой наносят микробную взвесь из расчета 0,5 мл 2-х миллиардной микробной взвеси на площадь в 100см2 и равномерно распределяют ее по поверхности стерильным шпателем. Поверхности подсушивают (до полного высыхания) при температуре плюс 18-200С, затем обрабатывают дезинфицирующим раствором.

Обработку поверхностей проводят способами протирания или орошения (в зависимости от рекомендаций, изложенных в инструкции по применению средства). 

При обработке способом протирания дезинфицирующий раствор наносят на контаминированные поверхности с помощью пипетки и протирают их стерильной марлевой салфеткой размером 5х5см. При обработке способом орошения дезинфицирующий раствор наносят с помощью дозатора. Количество наносимого дезинфицирующего раствора зависит от рекомендуемой нормы расхода, указанной в инструкции по применению средства: например, если норма расхода составляет 100мл/м2, то на поверхность размером 10х10см наносят 1 мл средства. 

После окончания дезинфекционной выдержки стерильной марлевой салфеткой (размер 5х5см), смоченной в растворе нейтрализатора, соответствующего данному ДС, тщательно протирают контаминированную поверхность и погружают салфетку в 10мл этого же нейтрализатора, находящегося в пробирках с бусами. Время отмыва марлевой салфетки - 10 мин при постоянном встряхивании. Отмывную жидкость  сеют на 2-3 чашки по 0,1-0,2 мл в каждую на соответствующие твердые питательные среды. 

Посевы помещают в термостат и культивируют при оптимальной температуре, необходимой для роста данного микроорганизма, в течение 2 – 10 суток в зависимости от вида микроорганизма (бактерии, грибы). 
Контрольные поверхности обрабатывают также как и опытные, используя вместо ДС стерильную питьевую воду.

4.5.2. Учет и оценка результатов
Учет результатов проводят путем оценки остаточной обсемененности поверхностей после обработки раствором ДС в выбранном режиме. После подсчета количества выросших на чашках Петри колоний рассчитывают плотность контаминации 100см2 поверхности и % обеззараживания, принимая количество колоний, снятых с контрольных поверхностей, за 100%.

Пример расчета % обеззараживания:

 со 100 см2 контрольной поверхности снято 148000 микробных клеток, а с аналогичного вида опытной поверхности – 20 микробных клеток.  % обеззараживания рассчитывают по следующей формуле:


                                    20·100


х = 100 -   --------------------- = 99,986 %, 




148000

где х – % обеззараживания. 


Если гибель микроорганизма на поверхностях составляет 99,99% и более, выделенный госпитальный штамм считают чувствительным к действию ДС, если менее 99,99% -  считают устойчивым к данному ДС в исследуемом режиме применения. 
Исходя из полученных результатов выдают рекомендации по дальнейшему использованию ДС для дезинфекции в ЛПУ:

- при установлении чувствительности госпитального штамма микроорганизма к действию ДС в каком-либо из рекомендованных в Инструкции по применению средства режимов,  средство в данном режиме (режимах) можно применять для обеззараживания поверхностей. 

- в том случае, когда установлена устойчивость госпитального штамма микроорганизма к действию ДС во всех рекомендованных в Инструкции по применению средства режимах,  данное ДС следует заменить на другое.

4.6  Оценка чувствительности выделенного штамма микроорганизма к дезинфицирующим средствам,  предназначенным для обеззараживания изделий медицинского назначения (кроме эндоскопов)

4.6.1  Постановка эксперимента

В качестве тест-изделий используют стерильные ИМН из различных материалов (металлов, резин, пластмасс). Перечень ИМН, взятых в эксперимент  должен включать инструменты, имеющие (например, корнцанг) и не имеющие замковых частей (например, пинцеты, шпатели), а также изделия из резин, стекла, пластмасс. 

В качестве тест-микроорганизма используют выделенный с объектов внутрибольничной среды штамм микроорганизма.

На поверхность тест-изделия (у замковых ИМН – в область замка, а при наличии каналов и полостей – также в канал изделия) с помощью пипетки наносят по 0,1 мл 1 млрд. суспензии того или иного вида тест-микроорганизмов, содержащей 40% инактивированной лошадиной сыворотки. Тест-изделия  подсушивают до полного высыхания. Мелкие тест-изделия погружают в указанную взвесь тест-микроорганизмов на 15 мин, затем их извлекают и подсушивают (до полного высыхания).  При испытании ДС, обладающих фиксирующими свойствами, количество добавляемой сыворотки уменьшают до 5%. 


Дезинфицирующие растворы готовят на питьевой воде. После подсушивания контаминированные изделия полностью погружают в раствор испытываемого ДС, заполняя им все каналы и полости изделий, избегая образования воздушных пробок. Инструменты, имеющие замковые части, погружают раскрытыми, предварительно сделав ими в растворе ДС несколько рабочих движений для лучшего проникновения раствора в труднодоступные участки изделий в области замка. Толщина слоя раствора ДС над изделиями должна быть не менее 1 см. Параллельно для контроля изделия погружают в воду. 

После окончания дезинфекционной выдержки изделия извлекают из дезинфицирующего раствора и марлевой салфеткой размером 5х5 см2, пропитанной нейтрализатором, с поверхности изделия делают  смывы, затем салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же нейтрализатора и встряхивают с бусами в течение 5-10 мин. Канал изделия промывают раствором нейтрализатора. Мелкие изделия погружают в раствор нейтрализатора на 5 мин, а затем переносят в пробирки с жидкой питательной средой. Для контроля эффективности обеззараживания смывную жидкость с поверхности изделия и из канала засевают на соответствующие питательные среды. Посевы выдерживают в термостате при температуре и времени, оптимальных для роста использованного тест-микроорганизма, после чего проводят учет результатов.

4.6.2  Учет и оценка результатов

Учет результатов проводят после инкубации посевов  в термостате отмечая наличие или отсутствие роста микроорганизма на питательных средах. 
Если гибель микроорганизма на тест-изделиях составляет 100% (отсутствие роста во всех пробах), выделенный госпитальный штамм микроорганизма считают чувствительным к действию ДС, если менее 100% (наличие роста в одной или более пробах) -  считают устойчивым к данному ДС в исследуемом режиме применения. 

Исходя из полученных результатов выдают рекомендации по дальнейшему использованию ДС для дезинфекции в ЛПУ:

-  при установлении чувствительности госпитального штамма микроорганизма к действию ДС в каком-либо из рекомендованных в Инструкции по применению средства режимов,  средство в данном режиме (режимах) можно применять для обеззараживания ИМН; 


- в том случае, когда установлена устойчивость госпитального штамма микроорганизма к действию исследованного ДС во всех рекомендованных в Инструкции по применению режимах для дезинфекции ИМН,  средство следует заменить на другое.

4.7 Оценка чувствительности выделенного щтамма микроорганизма к дезинфицирующим средствам,  предназначенным для обеззараживания посуды
4.7.1  Постановка эксперимента
В качестве тест-объектов используют посуду (тарелки). В качестве тест-микроорганизма используют выделенный с объектов внутрибольничной среды штамм микроорганизма.

Перед контаминацией микроорганизмами посуду подвергают механической очистке – моют водой с мылом и щеткой, затем подсушивают (до полного высыхания) при комнатной температуре плюс 18-200С. Посуду располагают горизонтально и на нее пипеткой наносят взвесь тест-микроорганизмов из расчета 0,5 мл 2 млрд. взвеси на площадь в 100 см2 и равномерно распределяют ее по поверхности посуды стеклянным шпателем. 

Обработку посуды проводят способом погружения в дезинфицирующий раствор в соответствии с  рекомендациями, изложенными в инструкции по применению средства. 

Контролем служит аналогично контаминированная посуда, которую погружают в такой же объем стерильной питьевой воды.

После окончания дезинфекционной выдержки посуду извлекают из дезинфицирующего раствора и стерильной марлевой салфеткой (размер 5х5 см2), смоченной в растворе нейтрализатора, соответствующего данному ДС; тщательно протирают контаминированную часть посуды, погружают салфетку в 10 мл этого же нейтрализатора, находящегося в пробирках с бусами. Время отмыва марлевой салфетки 10 мин при постоянном встряхивании. После отмыва марлевую салфетку погружают в соответствующую жидкую питательную среду. Отмывную жидкость  сеют на 2-3 чашки по 0,1-0,2 мл в каждую на твердые питательные среды. 

Посевы выдерживают в термостате при температуре и времени, оптимальных для роста использованного тест-микроорганизма, после чего проводят учет результатов.
4.7.2 Учет и оценка результатов
Учет результатов проводят после инкубации посевов  в термостате отмечая наличие или отсутствие роста микроорганизма на питательных средах.

Если гибель микроорганизма на посуде составляет 100% (отсутствие роста во всех пробах), выделенный госпитальный штамм микроорганизма считают чувствительным к действию ДС, если менее 100% (наличие роста в одной или более проб) -  считают устойчивым к данному ДС в исследуемом режиме применения. 

Исходя из полученных результатов выдают рекомендации по дальнейшему использованию ДС для дезинфекции в ЛПУ:

- при  установлении чувствительности госпитального штамма микроорганизма к действию ДС в каком-либо из рекомендованных в Инструкции по применению средства режимов,  средство в данном режиме (режимах) можно применять для обеззараживания посуды. 


- в том случае, когда установлена устойчивость госпитального штамма микроорганизма к действию ДС во всех рекомендованных в Инструкции по применению режимах,  средство следует заменить на другое.

5. Оформление результатов оценки устойчивости

Результаты оценки устойчивости госпитального штамма микроорганизма к действию ДС оформляют в виде протокола (Приложение).

Приложение
Протокол

оценки чувствительности штамма микроорганизма, выделенного с объектов

 внутрибольничной среды, к ДС

1. Название организации, проводившей оценку устойчивости.

2. Название выделенного госпитального штамма микроорганизма.

2.1.Дата выделения госпитального штамма микроорганизма.

2.2. Источник (объект) и место выделения

3. Название ДС, к которому определяют устойчивость

3.1. № инструкции по применению ДС и дата ее утверждения

3.2. Организация-разработчик инструкции по применению ДС

3.3. № и дата сертификата соответствия качества
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	Нормативный показатель эффективности обеззараживания (%)
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Заключение о чувствительности выделенного штамма микроорганизма:
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