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Cel badan
Celem badah byta ocena efektywnosci przeciwdrobnoustrojowej impregnatéw zawierajacych
biocydy. Badania obejmowaty:

1. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa 4 impregnatéw wobec 2 szczepdw  bakterii
(gramdodatnie ziarniaki Staphylococcus aureus, gramujemne pateczki Escherichia coli) oraz
2 szczepdw grzybow (plesnie - Aspergillus niger, drozdze - Candida albicans) — badania
metodami: krazkowa i studzienkowa.

2. Wyznaczenie Minimalnego SteZzenia Hamujacego (MIC) wzrost oraz Minimalnego Stezenia
Bdjczego (MBC) — badania dla 4 szczepow drobnoustrojow metoda krazkowa dla 2
impregantow.

3. Ocena aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowej ptytek metalowych oraz szklanych pokrytych
impregnatem nr 2 - badania iloSciowe wobec 2 szczepéw drobnoustrojow (S.aureus,
C.albicans).

4. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej plytek metalowych pokrytych impregatem nr 2
(4 probki oraz kontrola) po ekspozycji na mikroflore powietrza (bakterie i grzyby) - badania
metoda odcisku.

5. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej impregnatu nr 2 po aplikacji na klamki.

Materialy i metodyka badawcza

Szczepy drobnoustrojéow

W badaniach wykorzystano mikroorganizmy nalezace do Amerykanskiej Kolekgji Czystych Kultur
ATCC, przechowywane w Kolekgji Czystych Kultur tOCK 105 Pt: bakterie gramujemne pateczki
Escherichia coli ATCC 10536, bakterie gramdodatnie ziarniaki Staphylococcus aureus ATCC 6538,
drozdze Candida albicans ATCC 10231, plesnie Aspergillus niger ATCC 16404. Drobnoustroje nalezg
do réznych grup (bakterie, grzyby), réznig sie morfologia, fizjologia i wrazliwoscig na biocydy.
Metody badawcze

1. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 4 impregnatéw oznaczonych kolejnymi
numerami wobec testowanych drobnoustrojéow wykonano w pierwszym etapie metoda
studzienkowg oraz krazkowa. Drobnoustroje posiewano metodg wglebng na pozywki
mikrobiologiczne: TSA, (Tryptic Soy Agar, Merck) (bakterie), MEA (Malt Extract Agar, Merck)
(drozdze, plesnie) i inkubowano w warunkach temperatura 37°C, czas 24-48 godz.
(bakterie, drozdze), 27°C, 5 dni (grzyby). Aktywno$¢ impregantéw sprawdzano metocg
studzienkowg (przed inkubacjg wycinano korkoborem studzienki do ktérych dodawano 250
pl impregantu) lub metodg krazkowa (na jatowe krazki bibutowe nanoszono po 10 pl
lakieru). Po inkubacji mierzono strefy zahamowania wzrostu, wyniki podawano w mm. Za
wysoka aktywnos¢ uznawano zahamowanie wzrostu powyzej 10 mm. W przypadku metody
studzienkowej podawano warto$¢ po odjeciu $rednicy studzienki.

2. W kolejnym etapie wyznaczono Minimalne Stezenie Hamujace (MIC) oraz Minimalne
Stezenie Bdjcze (MBC) dla impregantéw nr 1 i 2 (najwieksze strefy zahamowania wzrostu w
etapie 1). Badanie wykonano metodg krazkowg. Otrzymany koncentrat impregantu
rozcienczono w soli fizjologicznej (0,85% NaCl) od 1:2 do 1:128 i naniesiono na jatowe
krazki bibutowe po 10 pl. Drobnoustroje posiewano wgtebnie na pozywki jak opisano
powyzej, na powierzchnie zestalone uktadano krazki, nastepnie inkubacje prowadzono w
warunkach: temperatura 37°C, czas 24-48 godz. (bakterie, drozdze), 27°C, 5 dni (grzyby).
Po tym czasie sprawdzano obecno$c¢ stref zahamowania wzrostu, strefy < 10 mm oznaczano
jako brak wzrostu. Na podstawie informacji od producenta na temat stezenia 2 biocydéw
obecnych w lakierach obliczono MIC oraz MBC.

3. W kolejnym etapie oceniono aktywno$é przeciwdrobnoustrojowg plytek metalowych oraz
szklanych pokrytych impregnatem nr 2 wobec 2 szczepéw drobnoustrojow S.aureus,
C.albicans. Badania wykonano metodg iloéciowa na przygotowanych przez producenta
plytkach o wielkosci 4 cm?, dla plytek szklanym wykonano badania wobec S.aureus, dla
ptytek metalowych wobec S.aureus, C.albicans. Przygotowano inokulum drobnoustrojow o
znanej gestosci 5x10° jtk/ml (S.aureus) oraz 7x107 jtk/ml (C.albicans) i naniesiono na
powierzchnie ptytek w objetosci 100 pl. Liczbe drobnoustrojéw oceniono zaraz po
naniesieniu na plytke oraz po 24 godzinnej inkubacji w warunkach temperatury 37°C. Phytki
po inkubacji umieszczono w plastikowych pojemnikéw zawierajgcych 50 ml sterylnej 0,85%
soli fizjologicznej i wytrzgsano przez 5 min. Nastepnie wykonano rozcieficzenia prob w
0,85% soli fizjologicznej (od 10-2 do 10-6) i wysiano po 1 ml i 0,1 ml z odpowiednich
rozcienczen na sterylne plytki Petriego, zalano je podtozem potptynnym
TSA dla bakterii oraz MEA dla drozdzy. Plytki inkubowano w temperaturze
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37°C przez 24-48 godzin, a nastepnie zliczono wyroste kolonie, wynik podano w jtk/4cm?.

W kolejnym etapie zbadano aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg ptytek metalowych
pokrytych impregnatem nr 2 (4 prébki oraz kontrola). Plytki poddano ekspozycji na
mikroflore powietrza przez 5 dni. Po tym czasie zbadano liczbe bakterii i grzybéw metoda
odcisku na pozywkach TSA (bakterie), MEA (grzyby) i inkubowano w warunkach temperatura
37°C, czas 24 godz. (bakterie), 27°C, 5 dni (grzyby). Po tym czasie zliczono kolonie wyroste
na plytkach wyniki podano w jtk/4 cm? powierzchni ptytek.

Przeprowadzono réwniez badania iloSciowe mikrobiologiczne 2 klamek wejsciowych w
przestrzeni publicznej przed i po dezynfekcji impregnatem nr 2. Dezynfekcje
przeprowadzono na dla samych drzwi na drugiej klamce impregnatem poprzez aplikacje
metoda napylania, po zwilzeniu impregnatem klamke przetarto jatowa Sciereczkg i
poczekano do wyschniecie przez 5 minut, nastepnie probke pobrano metodg wymazu. Dla
drugiej klamki pobrano wymaz bez wykonanej dezynfekcji. Prébki pobrano jatowa
wymazéwka i zawieszono w 10 ml sterylnej 0,85% soli fizjologicznej i wytrzasano przez 5
min. Nastepnie wykonano wysiew 0,1 ml na jatowe ptytki i zalano potptynnym podtozem TSA
a nastepnie inkubowano w warunkach 37°C przez 24-48 godzin, a nastgpnie zliczono

wyroste kolonie, wynik podano w jtk/klamke.

Wyniki

W Tabelach 1-2 przedstawiono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowq 4 impregnatéw wobec bakterii i
grzybéw w badaniach metodami studzienkowg i krazkowa. Aktywnos¢ mierzono strefg zahamowania
wzrostu drobnoustrojow (mm).

Tabela 1. Aktywnoéé przeciwdrobnoustrojowa impregnatéw wobec bakterii — badania metodami
krazkowa i studzienkowg

Impregnat Strefa hamowania wzrostu [mm]
E.coli S.aureus
Metoda Metoda Metoda Metoda
Krazkowa Studzienkowa Kragzkowa Studzienkowa
1 6 12 2 18
2 6 19 2 18
3 & - - =
4 = . = z

brak stref zahamowania wzrostu, kolorem oznaczono wysoka strefg zahamowania wzrostu > 10 mm

Tabela 2. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa impregnatéw wobec grzybéw — badania metodami
krgzkowa i studzienkowg

Impregnat Strefa hamowania wzrostu [mm]
C.albicans A.niger
Metoda Metoda Metoda Metoda
Krazkowa Studzienkowa Krgzkowa Studzienkowa
1 23 26 10 38
2 23 26 15 40
3 = - = x
4 - - e -

brak stref zahamowania wzrostu, kolorem oznaczono wysoka strefe zahamowania wzrostu > 10 mm

90-924 £.6dz, ul. Wélczariska 171/173
tel. 42 631 34 89, e-mail: beata.gutarowska@p.lodz.pl

www.p.lodz.pl

hr

HR EXCELLENCE IN RESEARCE




Fot.1. Badanie aktyWnoéci brzeciwdrobnoustrojowej 4 impregnatéw wobec drobnoustrojow, od géry lewej strony: E.col,
A.niger, S.aureus, C.albicans

Stwierdzono, ze impregnaty nr 1 i 2 wykazuja aktywno$¢ wobec badanych drobnoustrojow.
Impregnaty 1 i 2 wykazywata identyczng aktywno$¢ wobec hamowania wzrostu bakterii S.aureus i
E.coli oraz drozdzy C.albicans, niezaleznie od wykorzystywanej metody badawczej. W przypadku
plesni A.niger nieznacznie wyzszg aktywno$¢ wykazano dla impregnatu nr 2 (strefa zahamowania
wzrostu 15 mm w metodzie krazkowej oraz 40 mm w metodzie studzienkowej) w poréwnaniu z
impregnatem nr 1 (odpowiednio: 10 mm i 38 mm). Stwierdzono, Zze badane impregnaty wykazuja
wyzszg aktywnoS¢ wobec grzybéw niz bakterii a wrazliwo$¢ drobnoustrojéw ksztattowata sie w
kolejnosci od najbardziej do najmniej wrazliwych: A.niger, C.albicans, S.aureus, E.coli.

Obie wykorzystywane metody daty podobne wyniki z wyjatkiem badania plesni, dla ktérej metoda
studzienkowa okazata sig bardziej miarodajna (wyzsze wyniki), co jest spowodowane lepsza dyfuzja
lakieru do podtoza agarowego i oddziatywaniem biocydu na grzybnie.

W Tabelach 3-4 przedstawiono wyniki badania Minimalnego Stezenia Hamujgcego (MIC) wzrost oraz
Minimalnego Stezenia Bojczego (MBC) dla 4 szczepéw drobnoustrojéw dla 2 impregnatéw.

Tabela 3. Hamowanie wzrostu drobnoustrojéw dla rozcieficzen impregnatu nr 1 - wyznaczenie
Minimalnego Stezenia Hamujacego (MIC) oraz Minimalnego Stezenia Béjczego (MBC) — badanie
metoda krgzkowa

Gatunek Impregnat 1
Rozcienczenie
koncentrat 1557) 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
E.coli + + + -+ + +
S.aureus + + - + + +
C.albicans - - - - - + |
A.niger - - - - - + ]

- brak wzrostu, + wzrost, kolorem czerwonym oznaczono Minimalne Stezenie Bdjcze (MBC), kolorem niebieskim oznaczono
Minimalne Stezenie Hamujgce (MIC)

Tabela 4. Hamowanie wzrostu drobnoustrojéw dla rozciefczen impregnatu nr 2 - wyznaczenie
Minimalnego Stezenia Hamujgcego (MIC) oraz Minimalnego Stezenia Bdjczego (MBC) — badanie
metoda krgzkowg

Gatunek Impregnat 2
Rozcienczenie
koncentrat 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
E.coli + + + + + +
S.aureus = + + + + +
C.albicans = = - . - +
A.niger - - : : - + |
- brak wzrostu, + wzrost, kolorem Czerwonym oznaczono Minimalne Stezenie Bdjcze (MBC), kolorem
niebieskim oznaczono Minimalne Stezenie Hamujace (MIC)
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Szczegbtowe badanie hamowania wzrostu badanych drobnoustrojow przez dwa impregnaty
potwierdzity ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. Impregnat nr 1 hamowat wzrost bakterii E.coli
oraz S.aureus w jednakowy sposob — zaréwno w koncentracie jak i rozcienczeniu 1:2, w
rozcieficzeniu 1:4 obecny byt juz wzrost bakterii przy krazku. Impregnat nr 1. wykazywat wyzszg
skutecznoé¢ wobec grzybéw C.albicans oraz A.niger niz wobec bakterii. Impregnat ten hamowat
wzrost grzybéw az do rozcienczenia 1: 64, dopiero rozcienczony 1:128 nie hamowat wzrostu
grzybéw. Badanie potwierdzito wysoka aktywno$¢é grzybobdjcza obu badanych impregnatow.
Impregnat nr 2 réznit sie lepsza skutecznoscig wobec bakterii S.aureus, hamowat wzrost tej bakterii
w rozcienczeniu do 1:4, w poréwnaniu do impregnatu nr 1, dla ktérego hamowanie zaobserwowano
W rozcienczeniu 1:2. Wyniki hamowania wzrostu przez oba testowane impregnaty dla pozostatych
drobnoustrojéw nie réznity sie. Stwierdzono zatem na podstawie tego eksperymentu, ze impregnaty
nr 1 i 2 wykazuja podobne oddziatywanie na drobnoustroje, z wyzsza aktywnoscig przeciwgrzybowa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz informacji od producenta na temat stgzenia 2 biocydow
wchodzacych w sktad impregantéw wyliczono Minimalne Stezenie Hamujace (MIC) oraz Minimalne
Stezenie Béjcze (MBC) dla wszystkich testowanych drobnoustrojéw. Wyniki MIC oraz MBC
przedstawiono w Tabelach 5 i 6.

Tabela 5. Minimalne Stezenie Hamujace (MIC) wzrost badanych drobnoustrojéw dla 2 biocydow
wchodzacych w sktad impregnatu nr 1i 2.

Gatunek —
Biocyd 1 Biocyd 2

E.coli 0,0075 0,0015

S.aureus 0,0075 0,0015
C.albicans 0,000234375 0,000046875
A.niger 0,000234375 0,000046875

Tabela 6. Minimalne Stezenie Bdjcze (MBC) wzrost badanych drobnoustrojow dla 2 biocydéw
wchodzacych w sktad impregnatu 1 2.

Gatunek —
Biocyd 1 Biocyd 2
E.coli 0,015 0,003
S.aureus 0,015 0,003
C.albicans 0,00046875 0,00009375
A.niger 0,00046875 0,00009375

Wartoéci MIC éwiadcza o tym ze aby zahamowal wzrost bakterii E.coli i S.aureus nalezy uzyé
stezenie 0.0075% biocydu 1 oraz 0,0015% biocydu 2 w impregnacie, efekt hamowania wzrostu
grzybéw osiagniemy juz przy nizszym stezeniu 0,000234375% biocydu 1 oraz 0,000046875%
biocydu 2.

Efekt bdjczy impregantéw wobec bakterii zostanie osiggnigty przy stezeniu 0,015% biocydu 1 i
0,003% biocydu 2, dla grzybéw stezenia te sg znacznie nizsze 0,00046875% biocydu 1 i
0,00009375% biocydu 2. Podsumowujac stezenia 0,015% dla biocydu 1 i 0,003% dla biocydu 2 s3
wystarczajgce do skutecznej dezynfekcji.

Dla prébek plytek metalowych i szklanych z naniesionym impregnatem nr 2. w stezeniu 1% i 5%
zbadano aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec 2 szczepéw drobnoustrojow (S.aureus,
C.albicans). Badanie wykonano metodg iloéciowa. Wyniki eksperymentu przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7. Redukcja liczby drobnoustrojow na powierzchni ptytek metalowych i szklanych z
naniesionym impregnatem po 24 godzinach ekspozycji z drobnoustrojami

Rodzaj prdbki Liczba drobnoustrojow na Redukcja liczby
powierzchni ptytki [jtk/4 cm?] | drobnoustrojow
[%]

Ptytka metalowa kontrolna 1,98x10° -
S.aureus
Ptytka metalowa z impregnatem 1% 3,00x108 84,9%
S.aureus
Ptytka metalowa z impregnatem 5% 8,00x10’ 95,9%
S.aureus
Ptytka metalowa kontrolna 6,60x107 =
C.albicans
Ptytka metalowa z impregnatem 1% 5,22x10° 99,2%
C.albicans |
Ptytka metalowa z impregnatem 5% 4,00x10* 99,9%
C.albicans
Ptytka szklana kontrolna 9,00x108 -
S.aureus
Ptytka szklana z impregnatem 5% 7,20x107 92,0%
S.aureus ]

- kontrola, nie dotyczy

Stwierdzono, ze ptytka metalowa oraz szklana pokryta impregnatem nr 2. zahamowata wzrost obu
testowanych drobnoustrojéw po 24 godzinach ekspozygji. Efekt przeciwdrobnoustrojowy byt wyzszy
dla drozdzy C.albicans (redukcja liczby komdrek o 99,2-99,9% w zaleznosci od stezenia impregantu)
niz bakterii (redukcja 84,9-95,9%). Przy stezeniu impregnatu 5% liczba komdrek C.albicans na
ptytce metalowej zostata obnizona o 3 rzedy w skali logarytmicznej, przy stezeniu impregnatu 1%
liczba zostata obnizona o 2 rzedy w skali logarytmicznej. Dla bakterii S.aureus stwierdzono obnizenie
liczby bakterii 0 1 rzad w skali logarytmicznej w przypadku impregnatu w stezeniu 1% oraz ok. 1,5
rzedu w skali logarytmicznej dla impregnatu 5%.

Wyniki wskazuja, ze nalezatoby zastosowaé wyzsze stezenie impregnatu na powierzchniach
metalowej i szklanej w celu podniesienia skutecznosci.

Kolejnym etapem badan byly testy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ptytek metalowych
pokrytych impregnatem nr 2 po ekspozycji na mikroflore powietrza (bakterie i grzyby), wyniki badan
przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ptytek metalowych pokrytych impregnatem nr 2
wobec bakterii i grzybdw po ekspozycji 5 dni na mikroflore powietrza — badania metoda odciskowg

Probki metalowych ptytek
pokrytych impregnatem

Liczba bakterii na
powierzchni ptytki po 5
dniach inkubacji [jtk/4 cm?]

Liczba grzybow na
powierzchni ptytki po 5
dniach inkubacji [jtk/4 cm?] |

Kontrola 59 10
i | 38 -
2 - 4 ]
3 35 2 |
4 11 1

- brak wzrostu

Po 5 dniowej ekspozycji ptytek (kontrolna oraz pokryta impregnatem) na mikroflore powietrza
stwierdzono obnizenie liczby drobnoustrojéw na powierzchni ptytki pokrytej lakierem. Liczba bakterii
zmniejszyta sie z poziomu 59 jtk/4 cm? (kontrola) do 11 jtk/4 cm? (probka 4) — 35-38 jtk/4 cm?
(prébka 1 i 3), natomiast liczba grzybéw z poziomu 10 jtk/4 cm? (kontrola) do 1 jtk/4 cm? (prdbka 4)
- 2-4 jtk/4 cm? (prébka 2 i 3) . Wyniki $wiadczg o tym, ze obecno$¢ impregantu na
powierzchni metalowej ptytki zahamowata wzrost zaréwno bakterii jak i grzybow. I
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Wyniki badania mikrobiologicznego 2 klamek wejéciowych w przestrzeni publicznej przed i po
dezynfekcji impregnatem nr 2 przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9.

Liczba drobnoustrojow przed i po dezynfekcji 2 klamek za pomocg impregnatu nr 2 —

badania metoda wymazow

Klamki Liczba drobnoustrojéw na powierzchni klamki
[jtk/klamke]
Klamka 1 przed dezynfekcia 5,0x10?
Klamka 1 po dezynfekdji 0
Klamka 2 przed dezynfekcja 6,0x10?
Klamka 2 po dezynfekgji 0

0 - brak wzrostu w warunkach eksperymentu (w objetosci 10 ml i wysiewie 0,1 ml)

Whioski
1.

2.

¥

Stwierdzono, ze impregnaty nr 1 i 2 wykazuja podobng aktywno$¢ wobec badanych
drobnoustrojéw A.niger, C.albicans, S.aureus, E.coli.

Stwierdzono, ze badane impreganty nr 1 i 2 wykazujg wyzszg aktywno$¢ wobec grzybdw
niz bakterii.

Stezenia 0,015% dla biocydu 1 i 0,003% dla biocydu 2 w impregnatach nr 1 i 2 s
wystarczajace do skutecznej dezynfekcji w roztworze.

Plytka pokryta impregnatem nr 2. zahamowata w 85%-99% wzrost C.albicans oraz
S.aureus po 24 godzinach ekspozycji (obnizenie liczby komédrek o 1-3 rzedy w skali
logarytmicznej). W celu zwiekszenia skutecznosci na powierzchniach metalowych nalezy
zastosowac wyzsze stezenie biocydéw (stezenie impregnatu 5% i wyzsze).

Obecnoé¢ impregnatu na powierzchni metalowej ptytki zahamowata wzrost zaréwno
bakterii jak i grzybéw po ekspozycji 5 dniowej na mikroflorg powietrza.

Aplikacja impregnatu w stezeniu 5% na klamki przez czas 5 min skutkowata obnizeniem
liczby drobnoustrojéw o ponad 2 rzedy w skali logarytmicznej (liczba drobnoustrojow
obnizyta sie do poziomu niewykrywalnego w warunkach eksperymentu).

Badane impregnaty s skuteczne przeciwdrobnoustrojowo na powierzchniach
metalowych i szklanych.
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