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Sekundarna rezistencia mikroorganizmov
na dekontaminacny prostriedok Antibacteric-P

ANNA RUZICKOVA - IVANA MAJERIKOVA

SUHRN. Z hladiska sanitdcie je najva¢sim problémom vznik rezistencie mikroorganizmov
na dekontaminacné prostriedky. NajcastejSie vznikd rezistencia mikroorganizmov
na prostriedky, ktoré obsahuji ako dekontaminaénu zlozku kvartérne amoniové zliceni-
ny (KAZ). To sa potvrdilo aj v uvedenej prdci, kde z viacerych sledovanych dekontaminac-
nych prostriedkov prdve u prostriedku Antibacteric-P, ktory je na bdze KAZ, sa hodnoty
mikrobidlnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) v podmienkach pokusu velmi vyrazne zvySo-
vali u v8etkych skimanych kmenov baktérii. Z uvedeného prispevku vyplyva nutnost strie-
dania dekontaminaénych prostriedkov na biaze KAZ s inymi dekontamina¢nymi pro-
striedkami, ktoré maju vysoky mikrobicidny ucinok.

KIUCOVE SLOVA: dekontamindcia; rezistencia; kvartérne amoniové zliceniny

Sekunddrna rezistencia je jav, pri ktorom sa povodne citlivy mikroorga-
nizmus stdva v dosledku urcitych zmien rezistentny na danu latku. Prechod
z citlivosti do rezistencie predstavuje kvalitativnu zmenu, ktord vSak ma aj
kvantitativne charakteristiky, a tak mdzeme hovorit o nizkom, strednom
alebo vysokom stupni rezistencie [1,2].

Dal§im typom rezistencie je rezistencia krizovd. Vznikd v dosledku
sekunddrnej rezistencie niektorych bakteridlnych kmenov na chemicky
pribuzné zliceniny. Mdze byt kompletnad, t. j. v celom rozsahu antibakteridl-
neho spektra danej latky alebo nekompletnd, ked postihuje iba Cast spektra,
pripadne len niektoré jedince urcit€ého druhu mikroorganizmov. Vyskytuje
sa hlavne u antibiotik (tetracykliny, cefalosporiny, polymyxiny, peniciliny,
peptidové a makrolidové antibiotikd, hlavne trojica erytromycin - karbomy-
cin - oleandomycin), u chemoterapeutik (sulfonamidy, nitrofurdny) a aj
u dekontaminacnych prostriedkov, hlavne na baze kvartérnych amdniovych
zlic¢enin (dalej KAZ) [1,3].
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Voln4 [3] sledovala krizovu rezistenciu mikroorganizmov na antibiotika
v dosledku sekunddrnej rezistencie na dekontaminacné latky a krizovu rezis-
tenciu mikroorganizmov na dekontaminacné latky. Zistila, Ze gramnegativ-
ne baktérie so ziskanou rezistenciou na Ajatin boli krizovo rezistentné
na Septonex a opacne. Pravdepodobnost vzniku rezistencie na Ajatin bola
nizS§ia ako na Septonex. Kmene Escherichia coli so ziskanou rezistenciou
na Ajatin, resp. Septonex, boli krizovo rezistentné na chloramfenikol, tetra-
cyklin a kyselinu nalidixovu.

Melicherc¢ikova [4] sledovala vztah medzi citlivostou a rezistenciou
50 kmenov Pseudomonas aeruginosa na niektoré dekontaminacné prostried-
ky (chléramin, Dikonit, Jodonal, kyselina peroctovd, Orthosan BF 12)
ana 16 chemoterapeutik. Niektoré kmene boli rezistentné na chemotera-
peutikd i dekontaminacné prostriedky, av§ak autorke sa nepodarilo dplne
objasnit vztahy medzi citlivostou a rezistenciou kmenov Pseudomonas aeru-
ginosa k testovanym latkam.

Genetické mechanizmy vzniku rezistencie

Baktérie sa mozu stat rezistentné na rdzne antimikrobidlne ldtky pro-
strednictvom tychto genetickych mechanizmov:

- mutdcia,

- rekombinadcia,

- ziskanie alebo expresia epizomdlnych (plazmidovych) R-faktorov.

Biochemické mechanizmy vzniku rezistencie

Najviac poznatkov o mechanizme rezistencie mikroorganizmov na anti-
mikrobidlne latky bolo ziskanych a experimentami overenych pri Stidiu
rezistencie na antibiotikd, menej na dekontaminacné prostriedky. Vseo-
becne vSak existuju tieto biochemické mechanizmy rezistencie na antimikro-
bidlne latky [1]:

- enzymové narusenie molekuldrnej Struktury latky a zniZenie jej ucinnej
koncentrdcie pod kritickd hranicu,

- zniZzenie permeability bunkovej steny, pripadne plazmatickej mem-
brany pre danu latku,

- zvySend tvorba interferujucich (kompetitivnych) metabolitov,

- vytvorenie alternativnej metabolickej drahy, ktord obchddza metabolic-
ku spojku blokovanu ucinkom latky,

- enzymova modifikdcia (baktéria vytvori enzym, ktory vykondva meta-
bolicki funkciu na mieste povodného enzymu, ktory je blokovany
danou latkou),

- zmena Struktury ribozomadlnych proteinov baktérie,

- ,,vazbova“ inaktivdcia antimikrobidlnej latky.
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Hlavné zdsady ochrany pred adaptdciou mikroorganizmov na dekontaminacné
prostriedky

Z hladiska sanitdcie najvac¢sim problémom je adaptdcia mikroorganizmov

na Cistiace a hlavne dekontaminacné prostriedky. Adaptdcia mikroorganiz-
mov na dekontamina¢né prostriedky vznika vtedy, ak sa pouziva nedostatoc-
nd koncentracia dekontaminacnych prostriedkov, nedodrziava sa cas, pred-
pisand teplota a dalSie faktory potrebné na ich posobenie. V takychto pripa-
doch cast mikrofléry moze prezit proces dekontamindcie a postupne
sa adaptuje na nové podmienky prostredia, ¢im sa stdva rezistentnou na bez-
ne a dlhodobo pouzivané dekontaminacné prostriedky aj pri dodrziavani
predpisanych podmienok celého postupu.

Hlavné zdsady ochrany pred adaptaciou mikrofléry na dekontamina¢né

prostriedky su [5]:

- vyber spravneho dekontamina¢ného prostriedku vzhladom k existujuce;j
mikrobidlnej kontamindcii,

- dokladné vycistenie celého zariadenia hlavne na tazko pristupnych
miestach, aby sa nezniZoval uc¢inok dekontamina¢ného prostriedku via-
zanim ucinnej latky na nedlistoty, pripadne vytvorenim ochranného
prostredia pre mikroorganizmy,

- dodrziavanie predpisanych podmienok ¢istenia a dekontamindcie (kon-
centrdcia, cas, teplota),

- Cistenie a dekontamindcia zariadenia vZdy hned po skonceni vyroby,

- striedanie dekontaminacnych prostriedkov,

- pravidelnd kontrola ucinnosti dekontamina¢nych prostriedkov a mikro-
bidlnej kontamindcie.

Material a metddy

Dekontaminacné prostriedky

V prici sme pouzili dekontaminacné prostriedky (dalej DP), ktorych
ucinnou zlozkou su KAZ, NaClO, kyselina peroctovd, H2O2 a koloidné
striebro. Sekundarnu rezistenciu sme zistili len u prostriedku Antibacteric-P
(tab. 1).

Koncentrdcie dekontaminacnych prostriedkov

Koncentracny rozsah DP sme volili podla ic¢innych koncentracif, ktoré su
odporuicané vyrobcom a podla potreby vzhladom na ziskané vysledky.
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TaBUIKA 1. Dekontaminacné prostriedky.
TABLE 1. Decontamination substances.

Obchodny nézov! Ucinn4 zlozka2 Vyrobca3

Antibacteric-P KAZ# (kamin) Tatrachema v. d., Trnava

Ajatin 80 % KAZ Slovakofarma, Hlohovec
Septonex bromid KAZ Slovakofarma, Hlohovec

Savo Super NaClO Bohemie, Bohumin, CR
Desana NaClO Tatrachema v. d., Trnava
Persteril 32-36 % kyselina peroctovad Chemické zdvody, Sokolov, CR
Sanosil Super 25 % koloidné striebro%, H2O2 Sanosil Trading Ltd., Svajciarsko

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

Mikroorganizmy

Pouzivali sme 4 kmene gramnegativnych baktérif, ktoré boli izolované
z potravinarskych prevadzok:

- Pseudomonas aeruginosa, Okresnd hygienicka stanica, Trnava,

- Escherichia coli, prevadzka Galis Food Products, Bratislava,

- Proteus mirabilis, prevadzka Galis Food Products, Bratislava,

- Citrobacter sp., Okresnd hygienickd stanica, Trnava.

Jednotlivé kmene sme dlhodobo uchovavali v lyofilizovanej forme
pri -20 °C a kratkodobo na Zivnom agare ¢. 2 pri 4 °C.

Na pasazovanie lyofilizovanych kultir a experimentédlne prdce sme pou-
zili Zivny bujon ¢&. 2 a Zivny agar ¢. 2 z Imuny, Sari$ské Michalany.

Inokulum

Na stanovenie minimadlnej inhibi¢nej koncentracie (dalej MIC) sme pou-
zivali suspenziu baktérii v Zivnom bujéne ¢. 2 s hustotou asi 1.103 buniek
v ml, ktorti sme pripravili z kultdry vyrastenej za 24 h na Zivnom agare ¢. 2
a naslednym prenesenim jednej bakteriologickej klu¢ky do 5 ml Zivného
bujénu ¢. 2 a inkubdciou 2 h az 3 h pri 37 °C.

Na stanovenie baktericidnych koncentracii sme ako inokulum pouZivali
suspenziu baktérif vo fyziologickom roztoku s denzitou 1.108 az 1.109 buniek
v 1 ml, ktord sme pripravili podla zdkalovej stupnice McFarlanda [6].

Principy metod hodnotenia baktericidnej vicinnosti dekontaminacnych prostriedkov
Pouzili sme Standardné suspenzné metddy stanovenia MIC, MBC
a MBC-B podla Kneiflovej [7] a Boleka [6]:
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MIC - minimdlna inhibi¢nd koncentrdcia - predstavuje najmensie mnoz-
stvo latky, ktoré inhibuje rast daného mikroorganizmu; princip
metddy spociva v tom, zZe skisand latka sa pridd priamo do kulti-
va¢ného média s naockovanym mikroorganizmom a hodnotf sa,
ktord koncentrdcia inhibuje rast skimaného mikroorganizmu,

MBC - minimdlna baktericidna koncentrdcia v minimdlnom (vodnom)
prostredi je najnizSia koncentracia, ktord usmrti dany mikroorga-
nizmus,

MBC-B - minimdlna baktericidna koncentrécia s bielkovinovou zédtazou.

Princip metddy podla Kneiflovej [7]:

K 10 ml skusSanej latky sa prida 0,1 ml bakteridlnej suspenzie s denzitou
1.108 KTJ.ml-! az 1.10° KTJ.ml-1. Po uréitej expozicii (2; 4; 8; 16; 32; 64 min,
2 h a 4 h) sa cast zmesi vyockuje bakteriologickou klu¢kou do kvapalného
kultivaéného média s obsahom neutralizatora pre KAZ (Tween 80). Po inku-
bacii 24 h az 48 h sa hodnoti rast mikroorganizmu a stanovi sa najnizsia ucin-
na koncentrdcia a expozicia. V pripade, Ze skuSand ldtka tvori zdkal, rast
baktérie sa hodnoti po vyocCkovani z kvapalného kultivacného média
na Zivny agar.

Metoda detekcie sekunddrnej rezistencie

Zmeny v citlivosti mikroorganizmov na DP sme zistovali nami modifiko-
vanou metddou a metddou podla Mrozeka [8]. Principom obidvoch metdd
je sledovanie MIC pasdZovaného mikroorganizmu v postupne zvySovanych
koncentraciach DP v kvapalnom kultivaénom médiu. Sekunddrna rezisten-
cia nevznikd, ak je hodnota MIC konStantnd.

Postup podla Mrozeka [8]:

- zistenie hodnoty MIC skimaného mikroorganizmu na DP metddou
podla Kneiflovej [7],

- 0,1 ml inokula pripraveného spésobom na stanovenie MIC, sa prenesie
do 5 ml nariedeného DP v Zivnom bujéne &. 2, kultira sa nechd rast
v prostredi DP 2 az 3 dni,

- po 3 diloch sa zisti MIC a z poslednej skimavky s najvy$Sou koncen-
traciou DP, pri ktorej mikroorganizmus este rastie, sa inokuluje 0,1 ml
dalSia sada kvapalnych kultiva¢nych médii s vy$Sou koncentraciou DP,

- pasdzovanie v stdle vySSich koncentrdciach DP sa opakuje 4 az 5-krat
v 2 az 3-diiovych intervaloch.

Nami modifikovand metdda je podobnd, rozdiely su:
- v priprave inokula (bakteridlna suspenzia je pripravend podla zdkalovej
stupnice McFarlanda),
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- v inokuldcii (0,1 ml supenzie buniek sa inokuluje 9,9 ml bujénu),
- v dlzke inkubdcie medzi jednotlivymi pasdZami (6 aZ 7 dni).

Zistenie reverzibility alebo ireverzibility sekunddrnej rezistencie

Reverzibilitu, resp. ireverzibilitu, ziskanej rezistencie sme zistovali stano-
venim MIC po 6 az 8-ndsobnom pasdzovani kmeniov v Zivhom bujéne ¢. 2
bez pridania DP. Ak hodnota MIC klesd, ide o reverzibilny typ rezistencie,
ak je hodnota MIC konS$tantnd, jednd sa o rezistenciu ireverzibilnu.

Vysledky a diskusia

V oblasti Studia rezistencie mikroorganizmov k dekontaminanym pro-
striedkom sme urobili vyber dekontamina¢ného prostriedku a mikroorganiz-
mov, vyber, odskuSanie a zavedenie vhodnych metdd hodnotenia ucinnosti
DP, ako aj adaptacie mikroorganizmov na DP v subletdlnych koncentraciach.

Zo sady DP, ktoré sme testovali v predchddzajicom obdobi, sme vybrali
DP s obchodnym ndzvom Antibacteric-P, vyrobca Tatrachema Trnava, ktory
bol uvedeny na trh v roku 1995. Je urceny na cistenie a dezinfekciu povr-
chov a zariadeni v potravinarskom priemysle. Obsahuje biodegradovatelny
tenzid a dezinfekénd zlozku na baze KAZ, ¢im je vysokoucinny oproti
beznym potravindrskym kontaminantom. Jeho nevyhodou, ako aj celej sku-
piny DP na baze KAZ, je adaptacia mikroorganizmov a vznik sekunddrnej
rezistencie [3].

Vybrané druhy mikroorganizmov (Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Proteus mirabilis a Citrobacter sp.) su zastupcami G~ baktérif a pa-
tria medzi bezné kontaminanty potravindrskych prevadzok. U prvych troch
G~ baktérii sme zistili plazmidovi DNA, ¢im vznikd moZnost transferu plaz-
midom kddovanej rezistencie na DP, ¢o je tieZ ¢astym javom tejto skupiny
baktérii.

Za ucelom odskudSania a zavedenia vhodnych metdd, sme prvé experi-
menty robili len na kmeni Pseudomonas aeruginosa, ktory je na tieto ucely
najvhodnejsi z nasledujicich dévodov: jeho rastové ndroky si minimadlne,
rozmnozuje sa aj pri nizkych teplotach, aj v odpadovych voddch, je primdrne
rezistentny voci vonkajSim nepriaznivym vplyvom, rdéznym inhibitorom [9],
DP [4,10-13] a inym latkam. UzZ starSie literdrne zdroje uvadzaji vznik
sekunddrnej rezistencie na DP, konkrétne aj na KAZ [4,14,15].

Primdarnu citlivost Pseudomonas aeruginosa na Antibacteric-P sme stano-
vili Standardnou kvalitativnou suspenznou metddou uvddzanou v monogra-
fii Bolek, S. a kol. [6] a podla Kneiflovej [7].
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Baktericidny uc¢inok DP Antibacteric-P sme testovali pri teplotdch 10; 24
a 37 °C, v koncentraciach 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,012 % pripravenych dvoj-
kovym riedenim vo vode. Vyslednd koncentrdacia buniek Pseudomonas aerugi-
nosa pri skimanych koncentraciach DP bola 1.10¢ KTJ.ml-! az 1.107 KTJ.ml-1.
Po expozicii 2; 4; 8; 16; 32; 64 min, 2 h a 4 h bola kultira vyockovana do
Zivného bujénu &. 2 s pridavkom neutralizdtora (Tween 80) a po inkubdcii
24 h az 48 h pri 37 °C boli vyhodnotené MBC a najkratsie uc¢inné expozicie.
Z vysledkov uvedenych v tabulke 2 vidiet, ze Antibacteric-P je najucinnejsi
pri teplote 37 °C, kedy Pseudomonas aeruginosa bol uplne inhibovany kon-
centraciou 0,012 % po 32 minutach, pri koncentrdcii 0,025 % uz po
8 minudtach. ZniZovanim teploty klesa aj ucinnost testovaného DP. Pri teplo-
te 24 °C bol inhibovany koncentraciou 0,025 % za 32 miniit a pri 10 °C kon-
centraciou 0,05 % za 4 h a 0,1 % za 32 minut.

Minimdlna baktericidna koncentrdcia v prostredi s bielkovinovou zatazou
bola skimand v tych istych koncentraciach a rovnakym sp6sobom ako MBC.
Ako bielkovinovd zdtaz sme pouzili bujon [16]. Z vysledkov uvedenych
v tabulke 2 vidiet, Ze hodnoty MBC-B pri bielkovinovej zdtazi su asi 10-na-
sobne vysSie ako pri pésobeni DP v minimdlnom, t. j. vodnom prostredi.

Minimdlnu inhibi¢nd koncentrdciu Antibacteric-P pre Pseudomo-
nas aeruginosa sme stanovili metddou bakteriologického pésobenia chemic-
kych latok podla Boleka [6] pri teplotdch 10; 24 a 37 °C. Z tabulky 2 vidief,
ze MIC DP bola pre dany mikroorganizmus pri teplote 37 °C 0,1 %, pri tep-

TaBUIKA 2. Hodnota MIC a baktericidneho poésobenia DP Antibacteric-P
vo vodnom prostredi (MBC) a v prostredi s bielkovinovou zdtazou (MBC-B)
pre Pseudomonas aeruginosa pri teplotach 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.

MIC
Teplotal MBC [%] MBC-B [%] (%]
[°Cl
0,2 0,1 10,05 0,025 | 0,012 | 0,2 | 0,1 |0,05]|0,025]|0,012
10 — |32min| 4h + + - |8min| + + + 0,05
24 - - — |32 min + 4h + + + + 0,2
37 - - - 8min |[32min| 4h - + + 0,1

— - mikroorganizmus nerastie, prostriedok je icinny, + - mikroorganizmus rastie, prostriedok
je neucinny, * - doba expozicie v minutach.

— - microorganism is not growing, the detergent is effective, + - microorganism is growing,
the detergent is not effective, * - exposure time in minutes, 1 - temperature.
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lote 24 °C dvojndsobne vyssia, t. j. 0,2 %, ¢o predstavuje koncentrdciu odpo-
rucanu vyrobcom pri aplikdcii tohto DP. Pri 10 °C hodnota MIC bola najniz-
Sia, Co je v rozpore s tvrdenim, Ze ucinnost DP na baze KAZ sa s klesajicou
teplotou znizuje. Bolek [6] uvddza, Ze pri teplote pod 15 °C je tento pokles
velmi vyrazny. Mozno to vysvetlit tym, ze pri tejto nizkej teplote a experi-
mentoch in vitro sa rast a rozmnozovanie daného mikroorganizmu
spomaluje.

V dalSich pokusoch sme sledovali vznik sekundarnej rezistencie baktérie
Pseudomonas aeruginosa pasdzovanim v subletdlnych koncentrdciach DP
pri teplotach 10; 24 a 37 °C pouzitim vlastnej metddy a metddy podla
Mrozeka [8]. Vysledky sme posudzovali na zdklade zmien v hodnotdach MIC.
Pasdzovanim kmena v subletdlnych ddvkach Antibacteric-P sa ndm podarilo
zvySit jeho rezistenciu uz po 4 pasazach a pri vSetkych zvolenych teplotdch.
Porovnanim vysledkov ziskanej rezistencie uvedenych v tabulke 3 vidiet, Ze
vysledky obidvoch skiSanych metdd su porovnatelné a rozdiely su zanedba-
telné. Tieto vysledky su vSak len orienta¢né. Ich spravnost sme potvrdili
a overili sériou dalSich pokusov, pri ktorych sme zvolili postup podla
Mrozeka. Po vybere a odskidSani metdd hodnotenia ucinnosti DP
Antibacteric-P na modelovom kmeni Pseudomonas aeruginosa sme sledova-
li primdrnu rezistenciu a vznik sekunddrnej rezistencie u dalSich nami zvole-
nych kontaminantov potravindrskych prevddzok - Escherichia coli, Proteus
mirabilis a Citrobacter sp. Pre vSetky skuisané kmene sme stanovili MIC,

TABUIKA 3. Adaptdcia Pseudomonas aeruginosa na DP Antibacteric-P
pri teplotdch 10; 24 a 37 °C vo vodnom prostredi a pri bielkovinovej zdtazi.
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.

Teplotal 1.5 | MIC vstupnd3 . < | MIC vyslednd> | Ndsobok zvySenia
] Metdda (%] Pocet pasdzi (%] rezistencict

10 A 0,025 4 32 128
B 0,5 4 32 64
A 0,1 4 32 32

24
B 0,2 4 32 16

37 A 0,05 4 1,6 32
B 0,025 4 0,8 16

A - nami modifikovand metdda, B - metdda podla 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.

74




Roc. 38, 1999, ¢. 2, s. 67-83

TaBUIKA 4. Hodnota MIC a baktericidneho poésobenia DP Antibacteric-P vo vodnom pro-
stredf a v prostredi s bielkovinovou zdtazou pre Escherichia coli pri teplotdch 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.

MIC
Teplotal MBC [%] MBC-B [%] [%]
°C
ral 0,05 | 0,025 | 0,012 | 0,006 {0,003 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,012 |0,006
10 — |8min (32 min| + + - |16 min| + + + | 0,006
24 - - - 4h + - - 4 min |64 min| + |0,012
37 - - - 32 min| + - - 32min| + + 10,012

TaBuIkA 5. Hodnota MIC a baktericidneho posobenia DP Antibacteric-P vo vodnom prostred{
a v prostredi s bielkovinovou zatazou pre Proteus mirabilis pri teplotach 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.

MIC
Teplotal MBC [%] MBC-B [%] [%]
[°C]
0,05 {0,025 0,012 |0,006| 0,003 | 0,2 0,1 | 0,05 |0,025|0,012
10 4h + + + + - - |64 min| + + (0,012
24 32min| 4h + + + |32 min| + + + + 0,1
37 - 2h + + + + + + + + 10,025

TaBUIKA 6. Hodnota MIC a baktericidneho pdsobenia DP Antibacteric-P vo vodnom pro-
stred{ a v prostredi s bielkovinovou zatazou pre Citrobacter sp. pri teplotach 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.

MIC
Teplotal MBC [%] MBC-B [%] [%]
[°C]
0,05 | 0,025 | 0,012 | 0,006 |0,003| 0,2 0,1 | 0,05 |0,025|0,012
10 4h + + + + - 8 min |32 min| + + (0,012
24 - - |32min| 2h + |16 min| + + + + 0,1
37 N — an [ ¥ | + + + | + | + [0025

Vysvetlivky: pozri TABUIKA 2.
Notes: see the TABLE 2.
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MBC, MBC-B a najkratsie ucinné expozicie Standardnou suspenznou meto-
dou na hodnotenie dezinfekénej ucinnosti chemickych ldtok podla
Kneiflovej [7]. Vysledky pre jednotlivé mikroorganizmy su zosumarizované
a uvedené v tabulkach 4, 5 a 6.

Escherichia coli a koliformné baktérie si najbeznejSimi kontaminantami
potravindrskych prevadzok a aj vyrobkov. Ich vysoké koncentracie v detego-
vanych vzorkach poukazuji na hrubé zanedbanie hygienickych a sanitacnych
opatreni. Z hodnotenia baktericidneho posobenia DP na tento kmen
(tab.4) vyplyva, ze cidny ucinok Antibacteric-P vo vodnom prostredi
a v prostredi s bielkovinovou zatazou bol najvyraznejsi pri teplotdach 37 °C
a 24 °C. Escherichia coli bola vo vodnom prostredi usmrtend koncentraciou
DP 0,006 % pri 24 °C po 4 h a pri 37 °C tou istou koncentrdciou uz po 32 mi-
nitach. Hodnoty MBC-B, podobne ako u kmena Pseudomonas aeruginosa,
su vysSie, lebo organicky materidl vyrazne znizuje ucinnost DP hlavne
na baze KAZ [6,17]. MIC Antibacteric-P pre Escherichia coli je podstatne
nizS§ia ako pre kmen 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 inf zdstupcovia tohto rodu, sa vyznacu-
je vacsou odolnostou, t. j. primdrnou rezistenciou na inhibi¢né latky a ne-
priaznivé vplyvy prostredia ako napr. E. coli. Z vysledkov uvedenych
v tabulke 5 vidiet, Ze Antibacteric-P vo vodnom prostredi je najicinnejsi pri
37 °C, kedy Proteus mirabilis je inhibovany koncentraciou 0,025 % po 2 hodi-
ndch a tou istou koncentraciou pri 24 °C po 4 hodindch posobenia. Je to 4-
krat vysSia koncentrdcia ako pri kmeni E. coli. Hodnoty MBC-B su mini-
madlne 10-kréat vysSie ako vo vodnom prostredi. Hodnoty MIC pre tento
kmen sua 0,025 % pri 37 °C, 0,1 % pri 24 °C a 0,012 % pri 10 °C.

Citrobacter sp. je rovnako citlivy na Antibacteric-P ako predchddzajuci
mikroogranizmus. Rozdiely su len v hodnotdch MBC vo vodnom prostredi
(tabulka 5). Na uplnd inhibiciu kmena Citrobacter sp. je potrebnd 10-krdt
nizSia koncentrdcia, t. j. 0,006 % pri expozicii 2 h a teplote 24 °C a 4 h
pri 37 °C.

Adaptdcia mikroorganizmov na Antibacteric-P

Jednou z dolezZitych poziadaviek na DP je, aby boli u¢inné v nizkych kon-
centrdciach a pri kratkych expoziciach. ZniZovanie koncentrdcie vSak nesmie
viest k hranici subletdlnych koncentrdcii pre mikroorganizmy, lebo tieto
moZu zvySovat svoju odolnot voci nim [9]. S mozZnostou vzniku sekunddrne;j
rezistencie treba pocitat hlavne pri pouzivani KAZ [3]. Preto v dalSej Casti
experimentdlnych prdac sme sa zamerali na sledovanie zmien v citlivosti
vybranych mikroorganizmov Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
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Proteus mirabilis a Citrobacter sp. na Antibacteric-P pasdzovanim pri teplo-
tach 24 °C a 37 °C. MIC sme zistovali metddou podla Kneiflovej [7] a adap-
tdciu baktérii metddou navrhnutou Mrozekom [8]. Teplotu 10 °C sme vyne-
chali z dovodov pomalého rastu mikroorganizmov a vyrazného zniZenia
ucinnosti Antibacteric-P pri teplote pod 15 °C.

Zistili sme, Ze pasdZzovanim kmenov v kvapalnom kultivacnom médiu
so zvySujucou sa koncentrdciou Antibacteric-P sa hodnoty MIC v podmien-
kach pokusu velmi vyrazne zvySovali u vSetkych skimanych kmenov baktérii.
Obzvlast vysoké hodnoty MIC sme dosiahli pasaZovanim pri teplote 24 °C
(tabulka 7). Hodnotu MIC v pripade kmena Escherichia coli sa ndm podari-
lo zvySit az 2917-krat, u Proteus mirabilis 350-krat, Pseudomonas aeruginosa
175-krdt a u Citrobacter sp. 32-krat. Zaujimavé je aj to, zZe prvé 3 skimané
kmene su po ziskan{ rezistencie schopné rdst minimdlne v 35 %-nom rozto-

TABUIKA 7. Adaptdcia skimanych mikroorganizmov na Antibacteric-P pri teplote 24 °C
metddou podla Mrozeka [§].
TABLE 7. Adaptation of microorganisms to the decontamination agent Antibacteric-P
at 24 °C tested by method of Mrozek [8].

Mikroorganizmus! Rp MIC [%] N Rs MIC [%] | Ndsobok zvySenia Rp?
Pseudomonas aeruginosa 0,2 6 >35,0 175
Escherichia coli 0,012 6 >35,0 2917
Proteus mirabilis 0,1 6 >35,0 350
Citrobacter sp. 0,1 6 32 32

sx

Rp - primdrna rezistencia, Rs - sekunddrna rezistencia, N - pocet pasazi v Zivnom bujone ¢. 2
so zvySujicou sa koncentraciou 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.

TaBUIKA 8. Adaptdcia skimanych mikroorganizmov na Antibacteric-P
pri teplote 37 °C metddou podla Mrozeka [8].
TABLE 8. Adaptation of microorganisms to the decontamination agent Antibacteric-P
at 37 °C tested by method of Mrozek [8].

Mikroorganizmus! Rp MIC [%] N Rs MIC [%] | Nédsobok zvySenia Rp?
Pseudomonas aeruginosa 0,012 6 10,0 833
Escherichia coli 0,012 6 6,4 533
Proteus mirabilis 0,025 6 10,0 400
Citrobacter sp. 0,012 6 6,4 533

Vysvetlivky: pozri Tabulka 7.
Notes: see the Table 7.
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OBR. 1. Adaptdcia mikroorganizmov pasazovanych v Zivnom bujéne ¢. 2
so stipajicou koncentrdciou Antibacteric-P pri teplote 24 °C.
Fi1G. 1. Influence of Antibacteric-P concentration values on adaptation
of microorganisms cultivated in Nutrient Broth No. 2 at 24 °C.

1 - number of passages.
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Obr. 2. Adaptdcia mikroorganizmov pasdZovanych v Zivnom bujéne ¢&. 2
so stupajicou koncentrdciou 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.
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ku Antibacteric-P. Z literatiry si zndme poznatky o takejto adaptdcii mik-
roorganizmov na vysoké koncentracie inhibi¢nych ldtok v prostredi.

MIC tychto mikroorganizmov po pasdzovani pri 37 °C boli niZsie.
Maximalne MIC dosiahli hodnotu 10 % u kmenov Pseudomonas aeruginosa
a Proteus mirabilis, ale celkovy ndsobok zvySenia rezistencie na Antibac-
teric-P bol vysoky, 400 az 833-krat, ako je uvedené v tabulke 8. Presny prie-
beh adaptdcie tychto mikroorganizmov na postupne zvySujuicu sa koncent-
raciu DP pasazovanim pri teplotach 24 °C a 37 °C je zndzorneny formou stlp-
covych diagramov na obrdazkoch 1 a 2.

Ireverzibilitu (pretrvavanie) alebo reverzibilitu sekunddrnej rezistencie
u ziskanych rezistentnych kmenov sme zistovali niekolkondsobnym preocko-
vavanim tychto kmefiov na Zivny agar ¢. 2 a stanovenim hodn6t MIC. Z vy-
sledkov uvedenych v tabulke 9. vidiet, Ze po 6smom pasdZovani hodnoty
MIC vsetkych rezistentnych kmenov niekolkondsobne klesli, o znamend, Ze
u tychto kmenov ide o vratny (reverzibilny) typ sekunddrnej rezistencie
na skimany DP Antibacteric-P.

V poslednych experimentoch sme skusali ti¢inok r6znych DP na povodné
a na ziskané vysokorezistentné kmene. Pouzili sme 6 pripravkov na baze
KAZ, chléru, peroxidu vodika a striebra. Ich obchodné ndzvy su uvedené
v tab. 1.

Pouzili sme dva pripravky na baze KAZ (Ajatin a Septonex), kedzZe je
zname, Ze u tejto skupiny moze dojst aj ku krizovej rezistencii [3], dalej pri-
pravky, v ktorych ucinnou zlozkou je chlér (Savo Super a Desana), peroxid
vodika (Persteril) a dvojzlozkovy DP na baze peroxidu vodika a koloidného
striebra (Sanosil Super). Su to DP, u ktorych pravdepodobnost vzniku sekun-

TaBUIKA 9. Hodnotenie reverzibility alebo ireverzibility kmenov
so ziskanou rezistenciou na Antibacteric-P pri teplotach 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.

Mikroorganizmus so zis- 24°C 37°C

kanou rezistenciou! RsMIC [%] | RsMIC[%] | RsMIC [%] | RsMIC [%]
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

Rs - sekunddrna rezistencia, Rg - rezistencia po 8. pasdzovani v Zivnom agare ¢. 2 bez DP.
Rs - secondary resistance, Rg - resistance after 8th passage in Nutrient Agar No. 2 without
decontamination agent, 1 - microorganisms with obtained resistance.
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Tasulka 10. U¢inok réznych DP na povodné kmene a na kmene so ziskanou 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.

MIC [%]
DP Ajatin 89 | Septonex | Savo Super | Deasana Persteril | Sanosil Super
Kp | Kk | Kp | Kk | Kp | KR | Kp | Kr | Kp | Kr | Kp Kr

Pa. 1,0 11,0 | 1,0 | 1,0 | 20 | 20 | 20 | 25 |<0,2| 0,2 | 05 0,5

E. c 05 105(105]05| 10|20 ]201(201]02]02]| 025|025

P m. 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 2,0 | 20 | 2,0 | 2,0 |<0,2] 0,2 | 0,25 | 0,25

Csp. |05|101] 10|05 1|20 10| 20]20]|<0202] 025 | 0,25

* 05-2,0 0,5-2,0 1,25-7,0 1,3-5,0 0,2-0,5 0,1-2,0

P. a. - Pseudomonas aeruginosa, E. c. - Escherichia coli, P. m. - Proteus mirabilis, C. s. -
Citrobacter sp.

Kp - povodny kmen, Kr - kmen so ziskanou rezistenciou, * - odporicané koncentracie [%].
Kp - original strain, Kr - strain with secondary resistance, * - recommended concentrations

[%].

ddrnej rezistencie je velmi mald, a preto su vhodné na striedanie s DP
na baze KAZ.

Z vysledkov uvedenych v tabulke 10 vidiet, Ze hodnoty skuSanych DP
na pdvodné, ako aj na ziskané rezistentné kmene, sa nachddzajui v rozmedzi
koncentrdcii odporicanych vyrobcami.

Dalej sme zistili, ze kmene baktérii so ziskanou rezistenciou
na Antibacteric-P nie su kriZzovo rezistentné na Ajatin a Septonex.

Zaver

Cielom prace bolo zistit baktericidnu ucinnost dekontamina¢ného pro-
striedku Antibacteric-P pre vybrané kmene baktérii, bezné kontaminanty
potravindrskych prevadzok, u ktorych sa predpoklada vysSsia primdrna rezi-
stencia ako u Standardnych modelovych kmenov, ktoré sa pouzivaju na hod-
notenie baktericidnej ucinnosti dekontamina¢nych prostriedkov.

Dalej sme sledovali moznost vzniku sekunddrnej rezistencie u tychto
mikroorganizmov pasdzovanim pri subletdlnych koncentrdciach Antibac-
teric-P a nakoniec sme hodnotili i¢inok inych dekontamina¢nych prostried-
kov na pdvodné kmene a na kmene so ziskanou rezistenciou na Antibac-
teric-P.
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Zistili sme:

- baktericidny ucinok Antibacteric-P pre kmene Pseudomonas aerugino-
sa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter sp. pri testovanych tep-
lotach 10; 24 a 37 °C nepresahuje limitnd hodnotu koncentrdcie, ktord
odporuca vyrobca pri aplikdcii tohto dekontamina¢ného prostriedku
v potravinarskom priemysle,

- vSetky skimané kmene G~ baktérii sa stali vyrazne rezistentné

na Antibacteric-P pri teplotach 24 °C a 37 °C,

pri teplote 24 °C je adaptdcia mikroorganizmov na Antibacteric-P

vyrazna uz po 2-nasobnom pasdzovani kmenov v médiu so stipajicou

koncentrdciou dekontaminac¢ného prostriedku, kedy Pseudomo-
nas aeruginosa a Proteus mirabilis rastd pri koncentrécii 16-ndsobne

a 32-néasobne vyssej ako limitnd koncentrdcia Antibacteric-P odportca-

na vyrobcom. PasdZovanim kmenov pri 37 °C k vyraznej zmene dochad-

za po 3-ndsobnom pasazovani len u kmena Proteus mirabilis,

- ziskané vysoko rezistentné kmene Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli a Proteus mirabilis su schopné rast az v 35 %-nom roztoku
Antibacteric-P v kultivaénom médiu uZz po 6-ndsobnom pasdzovani
pri teplote 24 °C, kmen Proteus mirabilis dokonca uzZ po 5-ndasobnom
pasdzovant,

- sekunddrna rezistencia G- baktérif na Antibacteric-P je reverzibiln4,

- u kmenov baktérii so ziskanou rezistenciou na Antibacteric-P sme
nezistili krizovu rezistenciu na testované dekontaminac¢né prostriedky
na baze KAZ (Ajatin a Septonex),

- overované dekontaminacné prostriedky na bdze aktivneho chldru,
peroxidu vodika a koloidného striebra (Savo Super, Desana, Persteril
a Sanosil Super) na kmenoch povodnych a kmenoch so ziskanou rezi-
stenciou na Antibacteric-P potvrdili ich dobry mikrobicidny ucinok,
a tym aj ich vhodnost na dlhodobé pouZzivanie v dezinfekénom procese
a na striedanie s prostriedkami na baze KAZ.

Ziskanymi vysledkami sme potvrdili dobry baktericidny ucinok dekonta-

mina¢ného prostriedku Antibacteric-P, ale vzhladom na rychly vznik sekun-
darnej rezistencie reverzibilného typu u vSetkych testovanych kmenov bak-
térii, je Antibacteric-P vhodny len na kratkodobu aplikdciu v procese dekon-
tamindcie. Minimdlne po ukonceni tretiecho dekontaminacného cyklu
je nutné nahradif Antibacteric-P dekontamina¢nym prostriedkom s vysokym
mikrobicidnym ucinkom na bdze inej, ako si KAZ, pretoze pravdepodob-
nost vzniku krizovej rezistencie na KAZ je dost vysokd a moze sa prejavit
u inych kmenov alebo druhov G- baktérii pritomnych v réznych prevadzkach
potravindrskeho priemyslu.

81



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

Zoznam skratiek:

KAZ - kvartérne amoéniové zliceniny
DP - dekontaminacné prostriedky
MIC - minimadlna inhibi¢nd koncentracia
MBC - minimdlna baktericidna koncentrdcia v minimdlnom (vodnom) prostredi

MBC-B - minimadlna baktericidna koncentracia s bielkovinovou zatazou

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
RUZICKOVA, A. - MAJERIKOVA, L.: Bull. potrav. Vysk., 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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