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Vliv teploty a znec¢isténi na baktericidni uc¢innost dezinfekcnich pfipravk
The effect of temperature and contamination on bactericidal activity of disinfectants

Jan Urban

— Souhrn * Summary

Pfi zjistovani vlivu teploty a znecisténi na baktericidni u¢innost dezinfekénich pripravkt byla k testovani vybrana
kvantitativni suspenzni metoda pro DP pouZivané v potravinarstvi, primyslu, domécnostech a vetejnych prostorach.
Jedna se o CSN EN 1276 [4], ktera je prvnim krokem pfi testovani baktericidni d¢innosti DP v této oblasti pouZiti
(Faze 2, Stupeii 1).

Pfi zjiSfovani vlivu teploty byly nastaveny ve zkousce teploty 20 °C a 40 °C. Pro testovani vlivu zneCisténi byly
pouzity tfi interferujici latky, konkrétné nizké (bovinni albumin 0,3 g/1) a vys$§i (bovinni albumin 3,0 g/1) zneciSténi
a zneCisténi pro pouziti DP v mlékarenstvi (odstfedéné mléko 10,0 g/l).

Ke stanoveni baktericidni G¢innosti jsme pouZili zastupce grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus a Ente-
rococcus hirae a gramnegativnich bakterii Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli.

Vysledky zkousSek potvrdili dileZitost stanoveni podminek zkousky. ZkuSebni teplota a znecisténi (interferujici
latka) maji vyznamny vliv na stanoveni baktericidni uc¢innosti DP.

V naSem testovani byl zjistén vliv znecisténi pfi jedné teploté na vysledek zkousky. U vSech tfech zkouSenych
zneCisténi byl vliv na délku doby piisobeni DP a u nékterych testovanych bakterii i na vysi i¢inné koncentrace DP.
Pfi nizkém znecisténi byla baktericidni i¢innost DP nejlepsi (kratsi expozice a niZsi koncentrace DP) a u znecisténi
pro oblast mlékarenstvi byla baktericidni i¢innost naopak nejhorsi (delsi expozice a vyssi koncentrace DP).

To test the effect of temperature and contamination on bactericidal activity of disinfectants, the quantitative sus-
pension test was chosen as used in the food and other industries, households, and public spaces. The test procedure
is based on CSN EN 1276 [4] and is the first step in testing bactericidal activity of disinfectants in this area of use
(Phase 2, Level 1).

To test the effect of temperature, the test temperatures of 20 °C and 40 °C were selected. To test the effect of conta-
mination, three interfering substances were used: bovine albumin at a concentration of 0.3 g/l (low contamination
level), bovine albumin at a concentration of 3.0 g/l (high contamination level), and skimmed milk at a concentration
of 10.0 g/l (dairy industry contamination level).

For the purposes of bactericidal activity testing, representatives of Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus
and Enterococcus hirae) and Gram-negative bacteria (Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli) were used.

The testing results confirmed the importance of choosing adequate test conditions. Both the test temperature and
contamination level (interfering substance) have a significant effect on the outcome of bactericidal activity testing
of disinfectants.

At the same temperature, the contamination level was found to influence the test result. All three contamination
levels tested showed an effect on the disinfectant exposure time required to achieve bactericidal activity and, for
some test bacteria, on the disinfectant concentration required to achieve bactericidal activity. The disinfectants
tested showed the highest bactericidal activity at a low contamination level (a shorter exposure time and a lower
concentration of the disinfectant were required to achieve bactericidal activity) and the lowest bactericidal activity
at the dairy industry contamination level (a longer exposure time and a higher concentration of the disinfectant
were required to achieve bactericidal activity).
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UVOD

Pfi stanoveni baktericidni ucinnosti dezinfekénich
pripravku (DP) zjistujeme koncentraci a dobu ptisobeni pfi
kterych DP vykazuje baktericidni G¢innost (splituje kritéria —
pokles v log fadech pro ur€itou zkusSebni metodu). Neméné
dulezité jsou i dal§i 2 parametry testovani, konkrétné

zneCisténi (interferujici latka) a zkuSebni teplota, které maji
byt nastaveny tak, aby se bliZily co nejvice podminkdm
prostiedi, pfi kterych se bude DP pouZivat.

Vybér zkusebnich metod taky zavisi na tom, pro jakou
oblast testovani je DP urcen (zdravotnictvi, potravinarstvi,
veterindrni péce). Zkusebni metody by mély byt vzdy dve,
suspenzni test (faze 2, stupeni 1) a test napodobujici prak-
tické pouziti DP (faze 2, stupefi 2). Podle CSN EN 14885
,,Chemické dezinfekéni pripravky a antiseptika — pouZiti
evropskych norem pro chemické dezinfek¢ni piipravky a an-
tiseptika® [1] jsou metody testovani stanoveny pro 3 oblasti,
ve kterych se DP pouzivaji, a to pro oblast zdravotnictvi,
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v oblasti veterinarni péce a v oblasti potravinafstvi, primyslu,
domacnostech a vetejnych prostorach.

Kvantitativni zkousky s pouzitim suspenze ke stanoveni
baktericidniho G¢inku chemickych dezinfekénich pripravka
a antiseptik maji tyto podminky u sledovanych parametra
zkousky.

Kvantitativni suspenzni metoda pro DP pouZivané
v oblasti zdravotnictvi je CSN EN 13727+A2 [2]. Zku$ebni
teplota se nastavuje dle pouZziti DP. U DP, které se pouZzivaji
k dezinfekci nastroji jsou teploty v rozmezi 20 az 70 °C a DP
k povrchové dezinfekci maji interval 4 az 30 °C. ZneciSténi
(interferujici latky) jsou nizké (bovinni albumin 0,3 g/1) a/
nebo vyssi (bovinni albumin 3,0 g/l plus berani erytrocyty
3,0 ml/l) znecisténi.

Kvantitativni suspenzni metoda pro DP pouZivané
v oblasti veterinarni péée je CSN EN 1656 [3]. Norma
udava tyto parametry: Zavazna zkuSebni teplota je 10 °C,
dodatkové teploty 4 °C, 20 °C a 40 °C, Znecisténi (inter-
ferujici latky) jsou nizké (bovinni albumin 3,0 g/) a/nebo
vys§i (bovinni albumin 10,0 g/l plus kvasnicovy extrakt
10,0 g/1) znecisténi.

Kvantitativni suspenzni metoda pro DP pouZivané
v potravinafstvi, primyslu, domacnostech a vefejnych pro-
storach je CSN EN 1276 [4]. Norma udavé tyto parametry:
Zavazna zkuSebni teplota je 20 °C, dodatkové teploty 4 °C,
10 °C, 30 °C a 40 °C, Zavazné znelisteéni (interferujici latky)
jsou nizké (bovinni albumin 0,3 g/l) a/nebo vyssi (bovinni
albumin 3,0 g/1) znedisténi, dodatkové interferujici latky jsou
pro konkrétni pouZiti DP v mlékérenstvi, v pivovarnictvi, ve
vyrobé alkoholickych a nealkoholickych napojt, pro Cisténi
na misté, v kosmetické vyrobé a ve farmaceutickém pramyslu.

TESTOVANE MIKROORGANISMY

K testovéni jsme pouzili mikroorganismy dle CSN
EN 1276 [4], ke stanoveni baktericidni i¢innosti zastupce
grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus (ATCC!
6538) a Enterococcus hirae (ATCC' 10541) a gramnega-
tivnich bakterii Pseudomonas aeruginosa (ATCC' 15442)
a Escherichia coli (ATCC' 10536).

TESTOVANE PRIPRAVKY

Pro testovani jsme pouzili Chlorovy dezinfek¢ni
piipravek. U¢inn4 latka tohoto DP je chlornan sodny.
Tento dezinfekéni pfipravek se pouziva na dezinfekci ploch
a povrcht. ZkuSebni koncentrace pripravku byly stanoveny
na 0,25 %, 0,50 %, 1 %,2 % a 3 %.

METODY TESTOVANI

V nasi studii jsme se zaméfili na testovani kvantitativni
suspenzni metodou pro DP pouZivané v potravinafstvi,
pramyslu, domacnostech a vefejnych prostorach. Jedna se
o CSN EN 1276, Kvantitativni zkouska s pouzitim suspenze
ke stanoveni baktericidniho u¢inku chemickych dezinfek¢nich
pfipravkt a antiseptik* [4]. Testovani bude probihat pti dobach
pasobeni (expozicich) 5, 15, 30 a 60 minut.

Pro sledované 2 parametry zkousky jsme si stanovili tyto

limity. Pro zneciSténi: nizké (bovinni albumin 0,3 g/1) a vyssi

(bovinni albumin 3,0 g/1) zne€i$téni a znecisteéni pro pouZiti
DP v mlékérenstvi (odstfedéné mléko 10,0 g/1). Testované
zkuSebni teploty byly 20 °C a 40 °C.

Pfi hodnoceni baktericidni Gc¢innosti DP podle kvan-
titativni suspenzni metody CSN EN 1276 [4] musi dojit
k poklesu poétu CFU? o 5 log Fada.

Pouzitd metoda je v NRL pro dezinfekci a sterilizaci
akreditované CIA® dle CSN EN ISO/IEC 17025:2018.

VYSLEDKY

Pripravek pfi zkuSebni teploté 20+1 °C vykazoval bak-
tericidni d¢innost podle CSN EN 1276 [4] na grampozitivni
bakterii Staphylococcus aureus pti nizkém zneciSténi po
zfedéni na koncentraci 2 % pti dob€ plisobeni 15 minut a po
zfedéni na koncentraci 3 % za 5 minut, pfi vyS$Sim znecisténi
po zfedéni na koncentraci 2 % pii dob€ ptsobeni 30 minut
a po ziedéni na koncentraci 3 % za 5 minut a pfi znecisténi
pro mlékarenstvi po zfedéni na koncentraci 2 % pti dobé
plsobeni 60 minut a po zfedéni na koncentraci 3 % za 5 minut.

Pfipravek pfi zkusebni teploté 40+1 °C vykazoval bak-
tericidni G¢innost podle CSN EN 1276 [4] na grampozitivni
bakterii Staphylococcus aureus pii nizkém zneciSténi po
zfedéni na koncentraci 1 % pii dobé ptsobeni 15 minut
a po zfedéni na koncentraci 2 % za 5 minut, pfi vyS$Sim
zneCisténi po zfedéni na koncentraci 1 % pii dobé€ pisobeni
30 minut a po zfedéni na koncentraci 2 % za 5 minut a pfi
znelisténi pro mlékarenstvi po zfedéni na koncentraci 1 %
pfi dobé ptisobeni 60 minut, po zfedéni na koncentraci 2 %
za 15 minut a v koncentraci 3 % za 5 minut.

N

Pfi porovnéni zneciSténi (interferujicich latek) vyka-
zoval DP baktericidni i¢innost vyznamné rozdily v dobach
plsobeni. Nejkratsi doby zneciSténi byly u nizkého znecisténi
a nejdelsi expozice méelo znecisténi pro mlékarenstvi. Mezi
zkuSebnimi teplotami byly signifikantni rozdily baktericidni
ucinnosti jak v koncentracich DP, tak v jeho dobach plisobeni.

DP vykazoval lepsi tcinnost pfi zkusebni teploté 40+1 °C.

Pripravek pri zkuSebni teploté 20x1 °C vykazoval bak-
tericidni G¢innost podle CSN EN 1276 [4] na grampozitivni
bakterii Enterococcus hirae prinizkém znecisténi po zfedéni
na koncentraci 2 % pti dobé pisobeni 15 minut a po zfedéni na
koncentraci 3 % za 5 minut, pfi vy$§im zneciSténi po zfedéni
na koncentraci 2 % pti dobé pisobeni 30 minut a po zfedéni na
koncentraci 3 % za 5 minut a pfi zneci§téni pro mlékarenstvi
po zfedéni na koncentraci 2 % pfti dobé pisobeni 60 minut
a po zfedéni na koncentraci 3 % za 5 minut.

Piipravek pii zkuSebni teploté 40+1 °C vykazoval bak-
tericidni a¢innost podle CSN EN 1276 [4] na grampozitivni
bakterii Enterococcus hirae pti nizkém a vySSim znecisténi
po ztedéni na koncentraci 1 % pii dobé piisobeni 30 minut,
po zfedéni na koncentraci 2 % za 15 minut a v koncentraci
3 % za 5 minut a pfi zneci$téni pro mlékarenstvi po zfedéni
na koncentraci 1 % pti dobé plisobeni 60 minut, po zfedéni na
koncentraci 2 % za 30 minut a v koncentraci 3 % za 5 minut.

Vv v

Pfi porovnani znelisténi (interferujicich latek) vyka-
zoval DP baktericidni i¢innost vyznamné rozdily v dobach
pusobeni. Nejkratsi doby znecisténi byly u nizkého znecisténi
a nejdelsi expozice mélo znecisténi pro mlékarenstvi. Mezi

467



ZPRAVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2019; 28(11-12)

zkusebnimi teplotami byly signifikantni rozdily baktericidni
ucinnosti jak v koncentracich DP, tak v jeho dobach ptisobeni.
DP vykazoval lepsi ti¢innost pri zkusebni teploté 40+1 °C.

Pfipravek pfi zkuSebni teploté 20+1 °C vykazoval bak-
tericidni d¢innost podle CSN EN 1276 [4] na gramnegativni
bakterii Pseudomonas aeruginosa pii nizkém a vysSim
zneciSténi po zfedéni na koncentraci 1 % pfi dobé piisobeni
5 minut a pfi zneiSténi pro mlékarenstvi po zifedéni na
koncentraci 1 % pfi dobé piisobeni 30 minut a po zfedéni
na koncentraci 2 % za 5 minut.

Pfipravek pfi zkuSebni teploté 40+1 °C vykazoval bak-
tericidni d¢innost podle CSN EN 1276 [4] na gramnegativni
bakterii Pseudomonas aeruginosa pti nizkém znecisténi po
zfedéni na koncentraci 0,25 % pfi dobé pisobeni 60 minut,
po zfedéni na koncentraci 0,5 % za 15 minut a po zfedéni
na koncentraci 1 % za 5 minut, pfi vySS§im znecisténi po
zfedéni na koncentraci 0,5 % pfi dobé pisobeni 15 minut
a po zfedéni na koncentraci 1 % za 5 minut a pfi znecisténi
pro mlékarenstvi po zfedéni na koncentraci 0,5 % pii dobé
plisobeni 60 minut, po zfedéni na koncentraci 1 % za
15 minut a v koncentraci 2 % za 5 minut.

Pfi porovnani znecisténi (interferujicich latek) vyka-
zoval DP baktericidni d¢innost vyznamné rozdily v dobach
pusobeni i v koncentracich DP (pfi zkuSebni teploté 40+1
°C). Nejkratsi doby znecisténi byly u nizkého znecisténi
a nejdelsi expozice mélo znecisténi pro mlékarenstvi. Mezi
zkuSebnimi teplotami byly signifikantni rozdily baktericidni
ucinnosti jak v koncentracich DP, tak v jeho dobach plisobeni.

~soswe

DP vykazoval lepsi ti¢innost pfi zkuSebni teploté 40+1 °C.

Ptipravek pfi zkuSebni teploté 20+1 °C vykazoval bak-
tericidni u¢innost podle CSN EN 1276 [4] na gramnegativni
bakterii Escherichia coli ptinizkém zneciSténi po zfedéni na
koncentraci 2 % pii dobé ptsobeni 15 minut a po zfedéni na
koncentraci 3 % za 5 minut, pfi vy$§im zneciSténi po zfedéni
na koncentraci 2 % pti dobé piisobeni 30 minut a po zfedéni
na koncentraci 3 % za 5 minut a pfi zneci§téni pro mléka-
renstvi po zfedéni na koncentraci 2 % pii dobé pisobeni 60

minut a po zfedéni na koncentraci 3 % za 5 minut.

Pripravek pri zkusebni teploté 40+1 °C vykazoval bak-
tericidni Gi¢innost podle CSN EN 1276 [4] na gramnegativni
bakterii Escherichia coli pfi nizkém a vyS$Sim znecisténi po
zfedéni na koncentraci 0,25 % pri dobé psobeni 5 minut a pri
zneCisténi pro mlékarenstvi po zfedéni na koncentraci 0,5 %
pfi dobé plisobeni 15 minut a v koncentraci 1 % za 5 minut.

Pfi porovnéani znecisténi (interferujicich latek) vyka-
zoval DP baktericidni €innost vyznamné rozdily v dobéach
pasobeni i v koncentracich DP (pfi zkuSebni teploté 40+1
°C). Nejkratsi doby znecisténi byly u nizkého znecisténi
a nejdelsi expozice mélo znecisténi pro mlékarenstvi. Mezi
zkuSebnimi teplotami byly signifikantni rozdily baktericidni
ucinnosti jak v koncentracich DP, tak v jeho dobéch ptisobeni.
DP vykazoval lepsi u€innost pii zkuSebni teploté 40+1 °C.
ZAVER

Vysledky zkousek potvrdili dileZitost stanoveni pod-
minek zkouSky. ZkuSebni teplota a zneciSténi (interferu-
jici latka) maji vyznamny vliv na stanoveni baktericidni
ucinnosti DP.

V naSem testovani byl zjiStén vliv znecisténi pfi jedné
teploté na vysledek zkousky. U vsech tfech zkouSenych
zneciSténi byl vliv na délku doby piisobeni DP a u nékterych
testovanych bakterii i na vys$i u¢inné koncentrace DP. Pfi
nizkém znecCiSténi byla baktericidni Gcinnost DP nejlepsi
(kratsi expozice a niz$i koncentrace DP) a u znecisténi
pro oblast mlékarenstvi byla baktericidni i¢innost naopak
nejhorsi (delsi expozice a vyssi koncentrace DP).

Sledovani vlivu teploty na baktericidni G¢innost jasné
prokazalo, Ze se vzristajici zkuSebni teplotou se zvysuje
i ucinnost ndmi testovaného DP pfi jednom konkrétnim
znecisténi. DP byl testovan pfi teplotach 20 °C a 40 °C.
Nejvétsi skok v ucinnosti DP vlivem zkuSebni teploty byl
zaznamenan u gramnegativni bakterie Escherichia coli.

Je dualezité testovat pfi zkouSce vSechny zdvazné
zkuSebni mikroorganismy, protoZe i toto testovani ndm pot-
vrdilo, Ze mohou byt rozdilné vysledky mezi jednotlivymi
druhy bakterii i mezi zastupci grampozitivnich a gramnega-
tivnich bakterii.

Testovani prokazalo dileZitost vybéru zkousky pro stano-
veni baktericidni ¢i jiné uc¢innosti DP. Musi se nejdfive urcit,
v jaké oblasti pouZiti se bude DP pouZivat. V prvnim kroku
se provede kvantitativni suspenzni test. Pokud DP prokaze
ucinnost tak néasleduje druhy krok a provedeni zkousky
napodobujici praktické pouZiti pfipravku. Pro testovani se
vyuZivaji zkousky dle Evropskych norem, pokud EN na
testovani urcitych mikroorganismi nebo zptisob pouZiti DP
neexistuji, tak se pouZiji jiné dostupné metody testovani.
Suspenzni test i test napodobujici praktické pouziti DP se
musi provadét za stejnych podminek zkousky, konkrétné ve
stejnych koncentracich, dobach ptsobeni, zkusebnich teplo-
tach, zneciSténich a se stejnymi zkuSebnimi mikroorganismy.
Nastavené parametry zkouSek musi co nejvice odpovidat
podminkam praktického pouZivani DP.

'ATCC — American Type Culture Collection; *CFU — Colony
Forming Units; *CIA — Cesky institut pro akreditaci
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