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Sekundárna rezistencia mikroorganizmov
na dekontaminaèný prostriedok Antibacteric−P

ANNA RUŽIÈKOVÁ − IVANA MAJERÍKOVÁ

SÚHRN. Z h¾adiska sanitácie je najväèším problémom vznik rezistencie mikroorganizmov
na dekontaminaèné prostriedky. Najèastejšie vzniká rezistencia mikroorganizmov
na pros  triedky, ktoré obsahujú ako dekontaminaènú zložku kvartérne amóniové zlúèeni−
ny (KAZ). To sa potvrdilo aj v uvedenej práci, kde z viacerých sledovaných dekontaminaè −
ných prostriedkov práve u prostriedku Antibacteric−P, ktorý je na báze KAZ, sa hodnoty
mikrobiálnej inhibiènej koncentrácie (MIC) v podmienkach pokusu ve¾mi výrazne zvyšo−
vali u všetkých skúmaných kmeòov baktérií. Z uvedeného príspevku vyplýva nutnos� strie −
dania dekontaminaèných prostriedkov na báze KAZ s inými dekontaminaènými pro −
striedkami, ktoré majú vysoký mikrobicídny úèinok.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: dekontaminácia; rezistencia; kvartérne amóniové zlúèeniny

Sekundárna rezistencia je jav, pri ktorom sa pôvodne citlivý mikroorga−
nizmus stáva v dôsledku urèitých zmien rezistentný na danú látku. Prechod
z citlivosti do rezistencie predstavuje kvalitatívnu zmenu, ktorá však má aj
kvantitatívne charakteristiky, a tak môžeme hovori� o nízkom, strednom
alebo vysokom stupni rezistencie [1,2].

Ïalším typom rezistencie je rezistencia krížová. Vzniká v dôsledku
sekundárnej rezistencie niektorých bakteriálnych kmeòov na chemicky
príbuzné zlúèeniny. Môže by� kompletná, t. j. v celom rozsahu antibakteriál−
neho spektra danej látky alebo nekompletná, keï postihuje iba èas� spektra,
prípadne len niektoré jedince urèitého druhu mikroorganizmov. Vyskytuje
sa hlavne u antibiotík (tetracyklíny, cefalosporíny, polymyxíny, penicilíny,
peptidové a makrolidové antibiotiká, hlavne trojica erytromycín − karbomy−
cín − oleandomycín), u chemoterapeutík (sulfonamidy, nitrofurány) a aj
u dekontaminaèných prostriedkov, hlavne na báze kvartérnych amóniových
 zlúèenín (ïalej KAZ) [1,3].

67

Ing. Anna RUžIÈKOVÁ, Ing. Ivana MAJERÍKOVÁ, Výskumný ústav potravinársky, Prie −
myselná 4, P. O. box 25, 824 75 Bratislava 26.



Volná [3] sledovala krížovú rezistenciu mikroorganizmov na antibiotiká
v dôsledku sekundárnej rezistencie na dekontaminaèné látky a krížovú rezis −
tenciu mikroorganizmov na dekontaminaèné látky. Zistila, že gramnegatív−
ne baktérie so získanou rezistenciou na Ajatín boli krížovo rezistentné
na Septonex a opaène. Pravdepodobnos� vzniku rezistencie na Ajatín bola
nižšia ako na Septonex. Kmene Escherichia coli so získanou rezistenciou
na Ajatín, resp. Septonex, boli krížovo rezistentné na chloramfenikol, tetra−
cyklín a kyselinu nalidixovú.

Melicherèíková [4] sledovala vz�ah medzi citlivos�ou a rezistenciou
50 kmeòov Pseudomonas aeruginosa na niektoré dekontaminaèné prostried−
ky (chlóramín, Dikonit, Jodonal, kyselina peroctová, Orthosan BF 12)
a na 16 chemoterapeutík. Niektoré kmene boli rezistentné na chemotera −
peutiká i dekontaminaèné prostriedky, avšak autorke sa nepodarilo úplne
objasni� vz�ahy medzi citlivos�ou a rezistenciou kmeòov Pseudomonas aeru−
ginosa k testovaným látkam.

Genetické mechanizmy vzniku rezistencie
Baktérie sa môžu sta� rezistentné na rôzne antimikrobiálne látky pro −

stredníctvom týchto genetických mechanizmov:
− mutácia,
− rekombinácia,
− získanie alebo expresia epizomálnych (plazmidových) R−faktorov.

Biochemické mechanizmy vzniku rezistencie
Najviac poznatkov o mechanizme rezistencie mikroorganizmov na anti−

mikrobiálne látky bolo získaných a experimentami overených pri štúdiu
rezis tencie na antibiotiká, menej na dekontaminaèné prostriedky. Všeo −
becne však existujú tieto biochemické mechanizmy rezistencie na antimikro−
biálne látky [1]:

− enzýmové narušenie molekulárnej štruktúry látky a zníženie jej úèinnej
koncentrácie pod kritickú hranicu,

− zníženie permeability bunkovej steny, prípadne plazmatickej mem−
brány pre danú látku,

− zvýšená tvorba interferujúcich (kompetitívnych) metabolitov,
− vytvorenie alternatívnej metabolickej dráhy, ktorá obchádza metabolic−

kú spojku blokovanú úèinkom látky,
− enzýmová modifikácia (baktéria vytvorí enzým, ktorý vykonáva meta−

bolickú funkciu na mieste pôvodného enzýmu, ktorý je blokovaný
danou látkou),

− zmena štruktúry ribozomálnych proteínov baktérie,
− „väzbová“ inaktivácia antimikrobiálnej látky.
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Hlavné zásady ochrany pred adaptáciou mikroorganizmov na dekontaminaèné
prostriedky

Z h¾adiska sanitácie najväèším problémom je adaptácia mikroorganizmov
na èistiace a hlavne dekontaminaèné prostriedky. Adaptácia mikroorganiz−
mov na dekontaminaèné prostriedky vzniká vtedy, ak sa používa nedostatoè −
ná koncentrácia dekontaminaèných prostriedkov, nedodržiava sa èas, pred−
písaná teplota a ïalšie faktory po trebné na ich pôsobenie. V takýchto prípa−
doch èas� mikroflóry môže preži� proces dekontaminácie a postupne
sa adaptuje na nové podmienky prostredia, èím sa stáva rezistentnou na bež −
ne a dlhodobo používané dekontaminaèné prostriedky aj pri dodržiavaní
predpísaných podmienok celého postupu.

Hlavné zásady ochrany pred adaptáciou mikroflóry na dekontaminaèné
prostriedky sú [5]:

− výber správneho dekontaminaèného prostriedku vzh¾adom k existujúcej
mikrobiálnej kontaminácii,

− dôkladné vyèistenie celého zariadenia hlavne na �ažko prístupných
miestach, aby sa neznižoval úèinok dekontaminaèného prostriedku via−
zaním úèinnej látky na neèistoty, prípadne vytvorením ochranného
prostredia pre mikroorganizmy,

− dodržiavanie predpísaných podmienok èistenia a dekontaminácie (kon−
centrácia, èas, teplota),

− èistenie a dekontaminácia zariadenia vždy hneï po skonèení výroby,
− striedanie dekontaminaèných prostriedkov,
− pravidelná kontrola úèinnosti dekontaminaèných prostriedkov a mikro−

biálnej kontaminácie.

Materiál  a  metódy

Dekontaminaèné prostriedky
V práci sme použili dekontaminaèné prostriedky (ïalej DP), ktorých

úèinnou zložkou sú KAZ, NaClO, kyselina peroctová, H2O2 a koloidné
 striebro. Sekundárnu rezistenciu sme zistili len u prostriedku Antibacteric−P
(tab. 1).

Koncentrácie dekontaminaèných prostriedkov
Koncentraèný rozsah DP sme volili pod¾a úèinných koncentrácií, ktoré sú

odporúèané výrobcom a pod¾a potreby vzh¾adom na získané výsledky.
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Mikroorganizmy
Používali sme 4 kmene gramnegatívnych baktérií, ktoré boli izolované

z potravinárskych prevádzok:
− Pseudomonas aeruginosa, Okresná hygienická stanica, Trnava,
− Escherichia coli, prevádzka Galis Food Products, Bratislava,
− Proteus mirabilis, prevádzka Galis Food Products, Bratislava,
− Citrobacter sp., Okresná hygienická stanica, Trnava.

Jednotlivé kmene sme dlhodobo uchovávali v lyofilizovanej forme
pri −20 °C a krátkodobo na Živnom agare è. 2 pri 4 °C.

Na pasážovanie lyofilizovaných kultúr a experimentálne práce sme pou−
žili Živný bujón è. 2 a Živný agar è. 2 z Imuny, Šarišské Micha¾any.

Inokulum
Na stanovenie minimálnej inhibiènej koncentrácie (ïalej MIC) sme pou−

žívali suspenziu baktérií v Živnom bujóne è. 2 s hustotou asi 1.108 buniek
v ml, ktorú sme pripravili z kultúry vyrastenej za 24 h na Živnom agare è. 2
a následným prenesením jednej bakteriologickej k¾uèky do 5 ml Živného
bujónu è. 2 a inkubáciou 2 h až 3 h pri 37 °C.

Na stanovenie baktericídnych koncentrácií sme ako inokulum používali
suspenziu baktérií vo fyziologickom roztoku s denzitou 1.108 až 1.109 buniek
v 1 ml, ktorú sme pripravili pod¾a zákalovej stupnice McFarlanda [6].

Princípy metód hodnotenia baktericídnej úèinnosti dekontaminaèných prostriedkov
Použili sme štandardné suspenzné metódy stanovenia MIC, MBC

a MBC−B pod¾a Kneiflovej [7] a Boleka [6]:
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TABU¾KA 1. Dekontaminaèné prostriedky.
TABLE 1. Decontamination substances.

1 − trade name, 2 − effective component, 3 − producer, 4 − quaternary ammonium salts,
5 − peracetic acid, 6 − colloidal silver.

Obchodný názov1 Úèinná zložka2 Výrobca3

Antibacteric−P KAZ4 (kamín) Tatrachema v. d., Trnava

Ajatín 80 % KAZ Slovakofarma, Hlohovec

Septonex bromid KAZ Slovakofarma, Hlohovec

Savo Super NaClO Bohemie, Bohumín, ÈR

Desana NaClO Tatrachema v. d., Trnava

Persteril 32−36 % kyselina peroctová5 Chemické závody, Sokolov, ÈR

Sanosil Super 25 % koloidné striebro6, H2O2 Sanosil Trading Ltd., Švajèiarsko



MIC − minimálna inhibièná koncentrácia − predstavuje najmenšie množ −
stvo látky, ktoré inhibuje rast daného mikroorganizmu; princíp
metódy spoèíva v tom, že skúšaná látka sa pridá priamo do kulti−
vaèného média s naoèkovaným mikroorganizmom a hodnotí sa,
ktorá koncentrácia inhibuje rast skúmaného mikroorganizmu,

MBC − minimálna baktericídna koncentrácia v minimálnom (vodnom)
prostredí je najnižšia koncentrácia, ktorá usmrtí daný mikroorga−
nizmus,

MBC−B − minimálna baktericídna koncentrácia s bielkovinovou zá�ažou.

Princíp metódy pod¾a Kneiflovej [7]:
K 10 ml skúšanej látky sa pridá 0,1 ml bakteriálnej suspenzie s denzitou

1.108 KTJ.ml−1 až 1.109 KTJ.ml−1. Po urèitej expozícii (2; 4; 8; 16; 32; 64 min,
2 h a 4 h) sa èas� zmesi vyoèkuje bakteriologickou k¾uèkou do kvapalného
kultivaèného média s obsahom neutralizátora pre KAZ (Tween 80). Po inku−
bácii 24 h až 48 h sa hodnotí rast mikroorganizmu a stanoví sa najnižšia úèin−
ná koncentrácia a expozícia. V prípade, že skúšaná látka tvorí zákal, rast
baktérie sa hodnotí po vyoèkovaní z kvapalného kultivaèného média
na živný agar.

Metóda detekcie sekundárnej rezistencie
Zmeny v citlivosti mikroorganizmov na DP sme zis�ovali nami modifiko−

vanou metódou a metódou pod¾a Mrozeka [8]. Princípom obidvoch metód
je sledovanie MIC pasážovaného mikroorganizmu v postupne zvyšovaných
koncentráciach DP v kvapalnom kultivaènom médiu. Sekundárna rezisten−
cia nevzniká, ak je hodnota MIC konštantná.

Postup pod¾a Mrozeka [8]:
− zistenie hodnoty MIC skúmaného mikroorganizmu na DP metódou

pod¾a Kneiflovej [7],
− 0,1 ml inokula pripraveného spôsobom na stanovenie MIC, sa prenesie

do 5 ml nariedeného DP v Živnom bujóne è. 2, kultúra sa nechá rás�
v prostredí DP 2 až 3 dni,

− po 3 dòoch sa zistí MIC a z poslednej skúmavky s najvyššou koncen −
tráciou DP, pri ktorej mikroorganizmus ešte rastie, sa inokuluje 0,1 ml
ïalšia sada kvapalných kultivaèných médií s vyššou koncentráciou DP,

− pasážovanie v stále vyšších koncentráciach DP sa opakuje 4 až 5−krát
v 2 až 3−dòových intervaloch.

Nami modifikovaná metóda je podobná, rozdiely sú:
− v príprave inokula (bakteriálna suspenzia je pripravená pod¾a zákalovej

stupnice McFarlanda),
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− v inokulácii (0,1 ml supenzie buniek sa inokuluje 9,9 ml bujónu),
− v dåžke inkubácie medzi jednotlivými pasážami (6 až 7 dní).

Zistenie reverzibility alebo ireverzibility sekundárnej  rezistencie
Reverzibilitu, resp. ireverzibilitu, získanej rezistencie sme zis�ovali stano−

vením MIC po 6 až 8−násobnom pasážovaní kmeòov v Živnom bujóne è. 2
bez pridania DP. Ak hodnota MIC klesá, ide o reverzibilný typ rezistencie,
ak je hodnota MIC konštantná, jedná sa o rezistenciu ireverzibilnú.

Výsledky a diskusia

V oblasti štúdia rezistencie mikroorganizmov k dekontaminaèným pro −
striedkom sme urobili výber dekontaminaèného prostriedku a mikroorganiz−
mov, výber, odskúšanie a zavedenie vhodných metód hodnotenia úèinnosti
DP, ako aj adaptácie mikroorganizmov na DP v subletálnych koncentráciach.

Zo sady DP, ktoré sme testovali v predchádzajúcom období, sme vybrali
DP s obchodným názvom Antibacteric−P, výrobca Tatrachema Trnava, ktorý
bol uvedený na trh v roku 1995. Je urèený na èistenie a dezinfekciu povr−
chov a zariadení v potravinárskom priemysle. Obsahuje biodegradovate¾ný
tenzid a dezinfekènú zložku na báze KAZ, èím je vysokoúèinný oproti
bežným potravinárskym kontaminantom. Jeho nevýhodou, ako aj celej sku−
piny DP na báze KAZ, je adaptácia mikroorganizmov a vznik sekundárnej
rezistencie [3].

Vybrané druhy mikroorganizmov (Pseudomonas aeruginosa, Escheri −
chia coli, Proteus mirabilis a Citrobacter sp.) sú zástupcami G− baktérií a pa −
tria medzi bežné kontaminanty potravinárskych prevádzok. U prvých troch
G− baktérií sme zistili plazmidovú DNA, èím vzniká možnos� transferu plaz−
midom kódovanej rezistencie na DP, èo je tiež èastým javom tejto  skupiny
baktérií.

Za úèelom odskúšania a zavedenia vhodných metód, sme prvé experi−
menty robili len na kmeni Pseudomonas aeruginosa, ktorý je na tieto úèely
najvhodnejší z nasledujúcich dôvodov: jeho rastové nároky sú minimálne,
rozmnožuje sa aj pri nízkych teplotách, aj v odpadových vodách, je primárne
rezistentný voèi vonkajším nepriaznivým vplyvom, rôznym inhibítorom [9],
DP [4,10−13] a iným látkam. Už staršie literárne zdroje uvádzajú vznik
sekundárnej rezistencie na DP, konkrétne aj na KAZ [4,14,15].

Primárnu citlivos� Pseudomonas aeruginosa na Antibacteric−P sme stano−
vili štandardnou kvalitatívnou suspenznou metódou uvádzanou v monogra−
fii Bolek, S. a kol. [6] a pod¾a Kneiflovej [7].
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Baktericídny úèinok DP Antibacteric−P sme testovali pri teplotách 10; 24
a 37 °C, v koncentráciach 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,012 % pripravených dvoj−
kovým riedením  vo vode. Výsledná koncentrácia buniek Pseudomonas aerugi −
nosa pri skúmaných koncentráciach DP bola 1.106 KTJ.ml−1 až 1.107 KTJ.ml−1.
Po expozícii 2; 4; 8; 16; 32; 64 min, 2 h a 4 h bola kultúra vyoèkovaná do
Živného bujónu è. 2 s prídavkom neutralizátora (Tween 80) a po inkubácii
24 h až 48 h pri 37 °C boli vyhodnotené MBC a najkratšie úèinné expozície.
Z výsledkov uvedených v tabu¾ke 2 vidie�, že Antibacteric−P je najúèinnejší
pri teplote 37 °C, kedy Pseudomonas aeruginosa bol úplne inhibovaný kon−
centráciou 0,012 % po 32 minútach, pri koncentrácii 0,025 % už po
8 minútach. Znižovaním teploty klesá aj úèinnos� testovaného DP. Pri teplo−
te 24 °C bol inhibovaný koncentráciou 0,025 % za 32 minút a pri 10 °C kon−
centráciou 0,05 % za 4 h a 0,1 % za 32 minút.

Minimálna baktericídna koncentrácia v prostredí s bielkovinovou zá�ažou
bola skúmaná v tých istých koncentráciach a rovnakým spôsobom ako MBC.
Ako bielkovinovú zá�až sme použili bujón [16]. Z výsledkov uvedených
v tabu¾ke 2 vidie�, že hodnoty MBC−B pri bielkovinovej zá�aži sú asi 10−ná −
sobne vyššie ako pri pôsobení DP v minimálnom, t. j. vodnom prostredí.

Minimálnu inhibiènú koncentráciu Antibacteric−P pre Pseudomo −
nas aeruginosa sme stanovili metódou bakteriologického pôsobenia chemic−
kých látok pod¾a Boleka [6] pri teplotách 10; 24 a 37 °C. Z tabu¾ky 2 vidie�,
že MIC DP bola pre daný mikroorganizmus pri teplote 37 °C 0,1 %, pri tep−

Roè. 38, 1999, è. 2, s. 67−83

73

TABU¾KA 2. Hodnota MIC a baktericídneho pôsobenia DP Antibacteric−P
vo vodnom prostredí (MBC) a v prostredí s bielkovinovou zá�ažou (MBC−B)

pre Pseudomonas aeruginosa pri teplotách 10; 24 a 37 °C.
TABLE 2. The MIC value and bactericidal effect of decontamination agent

Antibacteric−P in water (MBC) medium and in the one loaded with protein (MBC−B)
for Pseudomonas aeruginosa at 10; 24 and 37 °C.

− − mikroorganizmus nerastie, prostriedok je úèinný, + − mikroorganizmus rastie, prostriedok
je neúèinný, * − doba expozície v minútach.
− − microorganism is not growing, the detergent is effective, + − microorganism is growing,
the detergent is not effective, * −  exposure time in minutes, 1 − temperature.

Teplota1

[°C]
MBC [%] MBC−B [%]

MIC
[%]

0,2 0,1 0,05 0,025 0,012 0,2 0,1 0,05 0,025 0,012

10 − 32 min 4 h + + − 8 min + + + 0,05

24 − − − 32 min + 4 h + + + + 0,2

37 − − − 8 min 32 min 4 h − + + 0,1



lote 24 °C dvojnásobne vyššia, t. j. 0,2 %, èo predstavuje koncentráciu odpo−
rúèanú výrobcom pri aplikácii tohto DP. Pri 10 °C hodnota MIC bola najniž −
šia, èo je v rozpore s tvrdením, že úèinnos� DP na báze KAZ sa s klesajúcou
teplotou znižuje. Bolek [6] uvádza, že pri teplote pod 15 °C je tento pokles
ve¾mi výrazný. Možno to vysvetli� tým, že pri tejto nízkej teplote a experi−
mentoch in vitro sa rast a rozmnožovanie daného mikroorganizmu
spoma¾uje.

V ïalších pokusoch sme sledovali vznik sekundárnej rezistencie baktérie
Pseudomonas aeruginosa pasážovaním v subletálnych koncentráciach DP
pri teplotách 10; 24 a 37 °C použitím vlastnej metódy a metódy pod¾a
Mrozeka [8]. Výsledky sme posudzovali na základe zmien v hodnotách MIC.
Pasážovaním kmeòa v subletálnych dávkach Antibacteric−P sa nám podarilo
zvýši� jeho rezistenciu už po 4 pasážach a pri všetkých zvolených teplotách.
Porovnaním výsledkov získanej rezistencie uvedených v tabu¾ke 3 vidie�, že
výsledky obidvoch skúšaných metód sú porovnate¾né a rozdiely sú zanedba−
te¾né. Tieto výsledky sú však len orientaèné. Ich správnos� sme potvrdili
a overili sériou ïalších pokusov, pri ktorých sme zvolili postup pod¾a
Mrozeka. Po výbere a odskúšaní metód hodnotenia úèinnosti DP
Antibacteric−P na modelovom kmeni Pseudomonas aeruginosa sme sledova−
li primárnu rezistenciu a vznik sekundárnej rezistencie u ïalších nami zvole−
ných kontaminantov potravinárskych prevádzok − Escherichia coli, Proteus
mirabilis a Citrobacter sp. Pre všetky skúšané kmene sme stanovili MIC,
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TABU¾KA 3. Adaptácia Pseudomonas aeruginosa na DP Antibacteric−P
pri teplotách 10; 24 a 37 °C vo vodnom prostredí a pri bielkovinovej zá�aži.

TABLE 3. Adaptation of Pseudomonas aeruginosa to the decontamination agent Antibac −
teric−P in water medium and in the one loaded with protein at 10; 24 and 37 °C.

A − nami modifikovaná metóda, B − metóda pod¾a Mrozeka [8].
A − modified method, B − method by Mrozek [8], 1 −  temperature, 2 − method, 3 − initial mini−
mum inhibitory concentration, 4 − number of passages, 5 − final MIC, 6 − multiple of resistan−
ce increase.

Teplota1

[°C]
Metóda2 MIC vstupná3

[%]
Poèet pasáží4

MIC výsledná5

[%] 
Násobok zvýšenia

rezistencie6

10
A 0,025 4 3,2 128

B 0,5 4 3,2 64

24
A 0,1 4 3,2 32

B 0,2 4 3,2 16

37
A 0,05 4 1,6 32

B 0,025 4 0,8 16
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TABU¾KA 4. Hodnota MIC a baktericídneho pôsobenia DP Antibacteric−P vo vodnom pro −
stredí a v prostredí s bielkovinovou zá�ažou pre Escherichia coli pri teplotách 10; 24 a 37 °C.

TABLE 4. The MIC value and bactericidal effect of decontamination agent Antibacteric−P
in water medium (MBC) and in the one loaded with protein (MBC−B) for Escherichia coli

at 10; 24 and 37 °C.

TABU¾KA 5. Hodnota MIC a baktericídneho pôsobenia DP Antibacteric−P vo vodnom pro stredí
a v prostredí s bielkovinovou zá�ažou pre Proteus mirabilis pri teplotách 10; 24 a 37 °C.

TABLE 5. The MIC value and bactericidal effect of decontamination agent Antibacteric−P
in water medium (MBC) and in the one loaded with protein (MBC−B) for Proteus mirabilis

at 10; 24 and 37 °C.

Vysvetlivky: pozri TABU¾KA 2.
Notes: see the TABLE 2.

Teplota1

[°C]
MBC [%] MBC−B [%]

MIC
[%]

0,05 0,025 0,012 0,006 0,003 0,1 0,05 0,025 0,012 0,006

10 − 8 min 32 min + + − 16 min + + + 0,006

24 − − − 4 h + − − 4 min 64 min + 0,012

37 − − − 32 min + − − 32 min + + 0,012

Teplota1

[°C]
MBC [%] MBC−B [%]

MIC
[%]

0,05 0,025 0,012 0,006 0,003 0,2 0,1 0,05 0,025 0,012

10 4 h + + + + − − 64 min + + 0,012

24 32 min 4 h + + + 32 min + + + + 0,1

37 − 2 h + + + + + + + + 0,025

TABU¾KA 6. Hodnota MIC a baktericídneho pôsobenia DP Antibacteric−P vo vodnom pro −
stredí a v prostredí s bielkovinovou zá�ažou pre Citrobacter sp. pri teplotách 10; 24 a 37 °C.
TABLE 6. The MIC value and bactericidal effect of decontamination agent Antibacteric−P
in water medium (MBC) and in the one loaded with protein (MBC−B) for Citrobacter sp.

at 10; 24 and 37 °C.

Teplota1

[°C]
MBC [%] MBC−B [%]

MIC
[%]

0,05 0,025 0,012 0,006 0,003 0,2 0,1 0,05 0,025 0,012

10 4 h + + + + − 8 min 32 min + + 0,012

24 − − 32 min 2 h + 16 min + + + + 0,1

37 − − − 4 h + + + + + + 0,025



MBC, MBC−B a najkratšie úèinné expozície štandardnou suspenznou metó−
dou na hodnotenie dezinfekènej úèinnosti chemických látok pod¾a
Kneiflovej [7]. Výsledky pre jednotlivé mikroorganizmy sú zosumarizované
a uvedené v tabu¾kách 4, 5 a 6.

Escherichia coli a koliformné baktérie sú najbežnejšími kontaminantami
potravinárskych prevádzok a aj výrobkov. Ich vysoké koncentrácie v detego−
vaných vzorkách poukazujú na hrubé zanedbanie hygienických a sanitaèných
opatrení. Z hodnotenia baktericídneho pôsobenia DP na tento kmeò
(tab. 4) vyplýva, že cídny úèinok Antibacteric−P vo vodnom prostredí
a v prostredí s bielkovinovou zá�ažou bol najvýraznejší pri teplotách 37 °C
a 24 °C. Escherichia coli bola vo vodnom prostredí usmrtená koncentráciou
DP 0,006 % pri 24 °C po 4 h a pri 37 °C tou istou koncentráciou už po 32 mi −
nútach. Hodnoty MBC−B, podobne ako u kmeòa Pseudomonas aeruginosa,
sú vyššie, lebo organický materiál výrazne znižuje úèinnos� DP hlavne
na báze KAZ [6,17]. MIC Antibacteric−P pre Escherichia coli je podstatne
nižšia ako pre kmeò Pseudomonas aeruginosa, pri 37 °C a 24 °C hodnota
MIC je 0,012 % a pri 10 °C len 0,006 % .

Proteus mirabilis, podobne ako aj iní zástupcovia tohto rodu, sa vyznaèu−
je väèšou odolnos�ou, t. j. primárnou rezistenciou na inhibièné látky a ne −
priaznivé vplyvy prostredia ako napr. E. coli. Z výsledkov uvedených
v tabu¾ke 5 vidie�, že Antibacteric−P vo vodnom prostredí je najúèinnejší pri
37 °C, kedy Proteus mirabilis je inhibovaný koncentráciou 0,025 % po 2 hodi−
nách a tou istou koncentráciou pri 24 °C po 4 hodinách pôsobenia. Je to 4−
krát vyššia koncentrácia ako pri kmeni E. coli. Hodnoty MBC−B sú mini−
málne 10−krát vyššie ako vo vodnom prostredí. Hodnoty MIC pre tento
kmeò sú 0,025 % pri 37 °C, 0,1 % pri 24 °C a 0,012 % pri 10 °C.

Citrobacter sp. je rovnako citlivý na Antibacteric−P ako predchádzajúci
mikroogranizmus. Rozdiely sú len v hodnotách MBC vo vodnom prostredí
(tabu¾ka 5). Na úplnú inhibíciu kmeòa Citrobacter sp. je potrebná 10−krát
nižšia koncentrácia, t. j. 0,006 % pri expozícii 2 h a teplote 24 °C a 4 h
pri 37 °C.

Adaptácia mikroorganizmov na Antibacteric−P
Jednou z dôležitých požiadaviek na DP je, aby boli úèinné v nízkych kon−

centráciach a pri krátkych expozíciach. Znižovanie koncentrácie však nesmie
vies� k hranici subletálnych koncentrácií pre mikroorganizmy, lebo tieto
môžu zvyšova� svoju odolno� voèi nim [9]. S možnos�ou vzniku sekundárnej
rezistencie treba poèíta� hlavne pri používaní KAZ [3]. Preto v ïalšej èasti
experimentálnych prác sme sa zamerali na sledovanie zmien v citlivosti
vybraných mikroorganizmov Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
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Proteus mirabilis a Citrobacter sp. na Antibacteric−P pasážovaním pri teplo−
tách 24 °C a 37 °C. MIC sme zis�ovali metódou pod¾a Kneiflovej [7] a adap−
táciu baktérií metódou navrhnutou Mrozekom [8]. Teplotu 10 °C sme vyne−
chali z dôvodov pomalého rastu mikroorganizmov a výrazného zníženia
úèinnosti Antibacteric−P pri teplote pod 15 °C.

Zistili sme, že pasážovaním kmeòov v kvapalnom kultivaènom médiu
so zvyšujúcou sa koncentráciou Antibacteric−P sa hodnoty MIC v podmien−
kach pokusu ve¾mi výrazne zvyšovali u všetkých skúmaných kmeòov baktérií.
Obzvláš� vysoké hodnoty MIC sme dosiahli pasážovaním pri teplote 24 °C
(tabu¾ka 7). Hodnotu MIC v prípade kmeòa Escherichia coli sa nám podari−
lo zvýši� až 2917−krát, u Proteus mirabilis 350−krát, Pseudomo nas aeruginosa
175−krát a u Citrobacter sp. 32−krát. Zaujímavé je aj to, že prvé 3 skúmané
kmene sú po získaní rezistencie schopné rás� minimálne v 35 %−nom rozto−
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TABU¾KA 7. Adaptácia skúmaných mikroorganizmov na Antibacteric−P pri teplote 24 °C
metódou pod¾a Mrozeka [8].

TABLE 7. Adaptation of microorganisms to the decontamination agent Antibacteric−P
at 24 °C tested by method of Mrozek [8].

RP − primárna rezistencia, Rs − sekundárna rezistencia, N − poèet pasáží v živnom bujóne è. 2
so zvyšujúcou sa koncentráciou DP.
RP − primary resistance, Rs − secondary resistance, N − number of passages in Nutrient Broth
No. 2 with concentration increase of decontamination agent, 1 − microorganism, 2 − multiple
of RP increase.

Mikroorganizmus1 RP MIC [%] N Rs MIC [%] Násobok zvýšenia RP2

Pseudomonas aeruginosa 0,2 6 >35,0 175

Escherichia coli 0,012 6 >35,0 2 917

Proteus mirabilis 0,1 6 >35,0 350

Citrobacter sp. 0,1 6 3,2 32

TABU¾KA 8. Adaptácia skúmaných mikroorganizmov na Antibacteric−P
pri teplote 37 °C metódou pod¾a Mrozeka [8].

TABLE 8. Adaptation of microorganisms to the decontamination agent Antibacteric−P
at 37 °C tested by method of Mrozek [8].

Vysvetlivky: pozri Tabu¾ka 7.
Notes: see the Table 7.

5336,460,012Citrobacter sp.

40010,060,025Proteus mirabilis

5336,460,012Escherichia coli

83310,060,012Pseudomonas aeruginosa

Násobok zvýšenia RP2Rs MIC [%]NRP MIC [%]Mikroorganizmus1
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OBR. 1. Adaptácia mikroorganizmov pasážovaných v Živnom bujóne è. 2
so stúpajúcou koncentráciou Antibacteric−P pri teplote 24 °C.

FIG. 1. Influence of Antibacteric−P concentration values on adaptation
of microorganisms cultivated in Nutrient Broth No. 2 at 24 °C.

1 − number of passages.

Obr. 2. Adaptácia mikroorganizmov pasážovaných v Živnom bujóne è. 2
so stúpajúcou koncentráciou Antibacteric−P pri teplote 37 °C.

Fig. 2. Influence of Antibacteric−P concentration values on adaptation
of microorganisms cultivated in Nutrient Broth No. 2 at 37 °C.

1 − number of passages.



ku Antibacteric−P. Z literatúry sú známe poznatky o takejto adaptácii mik−
roorganizmov na vysoké koncentrácie inhibièných látok v prostredí.

MIC týchto mikroorganizmov po pasážovaní pri 37 °C boli nižšie.
Maximálne MIC dosiahli hodnotu 10 % u kmeòov Pseudomonas aeruginosa
a Proteus mirabilis, ale celkový násobok zvýšenia rezistencie na Antibac −
teric−P bol vysoký, 400 až 833−krát, ako je uvedené v tabu¾ke 8. Presný prie−
beh adaptácie týchto mikroorganizmov na postupne zvyšujúcu sa koncent−
ráciu DP pasážovaním pri teplotách 24 °C a 37 °C je znázornený formou ståp−
cových diagramov na obrázkoch 1 a 2.

Ireverzibilitu (pretrvávanie) alebo reverzibilitu sekundárnej rezistencie
u získaných rezistentných kmeòov sme zis�ovali nieko¾konásobným preoèko−
vávaním týchto kmeòov na Živný agar è. 2 a stanovením hodnôt MIC. Z vý −
sledkov uvedených v tabu¾ke 9. vidie�, že po ôsmom pasážovaní hodnoty
MIC všetkých rezistentných kmeòov nieko¾konásobne klesli, èo znamená, že
u týchto kmeòov ide o vratný (reverzibilný) typ sekundárnej rezistencie
na skúmaný DP Antibacteric−P.

V posledných experimentoch sme skúšali úèinok rôznych DP na pôvodné
a na získané vysokorezistentné kmene. Použili sme 6 prípravkov na báze
KAZ, chlóru, peroxidu vodíka a striebra. Ich obchodné názvy sú uvedené
v tab. 1.

Použili sme dva prípravky na báze KAZ (Ajatín a Septonex), keïže je
známe, že u tejto skupiny môže dôjs� aj ku krížovej rezistencii [3], ïalej prí−
pravky, v ktorých úèinnou zložkou je chlór (Savo Super a Desana), peroxid
vodíka (Persteril) a dvojzložkový DP na báze peroxidu vodíka a koloidného
striebra (Sanosil Super). Sú to DP, u ktorých pravdepodobnos� vzniku sekun−
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TABU¾KA 9. Hodnotenie reverzibility alebo ireverzibility kmeòov
so získanou rezistenciou na Antibacteric−P pri teplotách 24 °C a 37 °C.
TABLE 9. Evalution of reversibility or irreversibility of microorganisms
with secondary resistance against Antibacteric−P at 24 °C and 37 °C.

Rs − sekundárna rezistencia, R8 − rezistencia po 8. pasážovaní v Živnom agare è. 2 bez DP.
Rs − secondary resistance,  R8 − resistance after 8th passage in Nutrient Agar No. 2 without
decontamination agent, 1 − microorganisms with obtained resistance.

Mikroorganizmus so zís−
kanou rezistenciou1

24 °C 37 °C

Rs MIC [%] R8 MIC [%] Rs MIC [%] R8 MIC [%]

Pseudomonas aeruginosa >35,0 >10 10,0 >6,4

Escherichia coli >35,0 10 6,4 0,8

Proteus mirabilis >35,0 >10 10,0 3,2

Citrobacter sp 3,2 1,6 6,4 1,6



dárnej rezistencie je ve¾mi malá, a preto sú vhodné na striedanie s DP
na báze KAZ.

Z výsledkov uvedených v tabu¾ke 10 vidie�, že hodnoty skúšaných DP
na pôvodné, ako aj na získané rezistentné kmene, sa nachádzajú v rozmedzí
koncentrácií odporúèaných výrobcami.

Ïalej sme zistili, že kmene baktérií so získanou rezistenciou
na Antibacteric−P nie sú krížovo rezistentné na Ajatín a Septonex.

Záver

Cie¾om práce bolo zisti� baktericídnu úèinnos� dekontaminaèného pro−
striedku Antibacteric−P pre vybrané kmene baktérií, bežné kontaminanty
potravinárskych prevádzok, u ktorých sa predpokladá vyššia primárna rezi−
stencia ako u štandardných modelových kmeòov, ktoré sa používajú na hod−
notenie baktericídnej úèinnosti dekontaminaèných prostriedkov.

Ïalej sme sledovali možnos� vzniku sekundárnej rezistencie u týchto
mikro organizmov pasážovaním pri subletálnych koncentráciach Antibac −
teric−P a nakoniec sme hodnotili úèinok iných dekontaminaèných prostried−
kov na pôvodné kmene a na kmene so získanou rezistenciou na Antibac −
teric−P.
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TABU¾KA 10. Úèinok rôznych DP na pôvodné kmene a na kmene so získanou rezistenciou
na Antibacteric−P pri teplote 24 °C.

TABLE 10. Effect of the individual decontamination agents on the original strains and
on the strains with secondary resistance against Antibacteric−P at 24 °C.

P. a. − Pseudomonas aeruginosa, E. c. − Escherichia coli, P. m. − Proteus mirabilis, C. s. −
Citrobacter sp.
KP − pôvodný kmeò, KR − kmeò so získanou rezistenciou, * − odporúèané koncentrácie [%].
KP − original strain, KR − strain with secondary resistance, * − recommended concentrations
[%].

DP

MIC [%]

Ajatín 89 Septonex Savo Super Deasana Persteril Sanosil Super

KP KR KP KR KP KR KP KR KP KR KP KR

P. a. 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,5 <0,2 0,2 0,5 0,5

E. c. 0,5 0,5 0,5 0,5 1,0 2,0 2,0 2,0 0,2 0,2 0,25 0,25

P. m. 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 <0,2 0,2 0,25 0,25

C. sp. 0,5 1,0 1,0 0,5 2,0 1,0 2,0 2,0 <0,2 0,2 0,25 0,25

* 0,5 − 2,0 0,5 − 2,0 1,25 − 7,0 1,3 − 5,0 0,2 − 0,5 0,1 − 2,0



Zistili sme:
− baktericídny úèinok Antibacteric−P pre kmene Pseudomonas aerugino−

sa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter sp. pri testovaných tep−
lotách 10; 24 a 37 °C nepresahuje limitnú hodnotu koncentrácie, ktorú
odporúèa výrobca pri aplikácii tohto dekontaminaèného prostriedku
v potravinárskom priemysle,

− všetky skúmané kmene G− baktérií sa stali výrazne rezistentné
na Antibacteric−P pri teplotách 24 °C a 37 °C,

− pri teplote 24 °C je adaptácia mikroorganizmov na Antibacteric−P
výrazná už po 2−násobnom pasážovaní kmeòov v médiu so stúpajúcou
koncentráciou dekontaminaèného prostriedku, kedy Pseudomo −
nas aeruginosa a Proteus mirabilis rastú pri koncentrácii 16−násobne
a 32−násobne vyššej ako limitná koncentrácia Antibacteric−P odporúèa−
ná výrobcom. Pasážovaním kmeòov pri 37 °C k výraznej zmene dochád−
za po 3−násobnom pasážovaní len u kmeòa Proteus mirabilis,

− získané vysoko rezistentné kmene Pseudomonas aeruginosa, Escheri −
chia coli a Proteus mirabilis sú schopné rás� až v 35 %−nom roztoku
Antibacteric−P v kultivaènom médiu už po 6−násobnom pasážovaní
pri teplote 24 °C, kmeò Proteus mirabilis dokonca už po 5−násobnom
pasážovaní,

− sekundárna rezistencia G− baktérií na Antibacteric−P je reverzibilná,
− u kmeòov baktérií so získanou rezistenciou na Antibacteric−P sme

nezistili krížovú rezistenciu na testované dekontaminaèné prostriedky
na báze KAZ (Ajatín a Septonex),

− overované dekontaminaèné prostriedky na báze aktívneho chlóru,
peroxidu vodíka a koloidného striebra (Savo Super, Desana, Persteril
a Sanosil Super) na kmeòoch pôvodných a kmeòoch so získanou rezi−
stenciou na Antibacteric−P potvrdili ich dobrý mikrobicídny úèinok,
a tým aj ich vhodnos� na dlhodobé používanie v dezinfekènom procese
a na striedanie s prostriedkami na báze KAZ.

Získanými výsledkami sme potvrdili dobrý baktericídny úèinok dekonta−
minaèného prostriedku Antibacteric−P, ale vzh¾adom na rýchly vznik sekun−
dárnej rezistencie reverzibilného typu u všetkých testovaných kmeòov bak−
térií, je Antibacteric−P vhodný len na krátkodobú aplikáciu v procese dekon−
taminácie. Minimálne po ukonèení tretieho dekontaminaèného cyklu
je nutné nahradi� Antibacteric−P dekontaminaèným prostriedkom s vysokým
mikrobicídnym úèinkom na báze inej, ako sú KAZ, pretože pravdepodob−
nos� vzniku krížovej rezistencie na KAZ je dos� vysoká a môže sa prejavi�
u iných kmeòov alebo druhov G− baktérií prítomných v rôznych prevádzkach
potravinárskeho priemyslu.
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Zoznam skratiek:
KAZ − kvartérne amóniové zlúèeniny

DP − dekontaminaèné prostriedky
MIC − minimálna inhibièná koncentrácia

MBC − minimálna baktericídna koncentrácia v minimálnom (vodnom) prostredí
MBC−B − minimálna baktericídna koncentrácia s bielkovinovou zá�ažou

Abbreviations list:
KAZ − quaternary ammonium salts

DP − decontamination agents
MIC − minimum inhibitory concentration

MBC − minimum bactericidal concentration in water medium
MBC−B − minimum bactericidal concentration in medium loaded with protein
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Secondary resistance of microorganisms against decontamination agent Antibacteric−P 

RUžIÈKOVÁ, A. − MAJERÍKOVÁ, I.: Bull. potrav. Výsk., 38, 1999, p. 67−83.

SUMMARY. Resistance of microorganisms against decontamination agents represents the
most significant problem of sanitation. It usually comes into existence in form of resistance
against agents which contain quaternary ammonium salts (QAS) as the effective compounds.
It was proved in this study. The values of the minimum inhibitory concentrations (MIC) of all
tested bacterial strains increased substantially just against the agent Antibacteric−P, that is
based on QAS. The results point out a need to interchange the QAS−decontamination agents
with other ones owing a distinctive bactericidal effect.

KEYWORDS: decontamination; resistance; quaternary ammonium compounds
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