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Raport z programu badan nad biocydami

Badane preparaty sg substancjami o dziataniu sterylizujgcym opartym na aktywnosci wolnych
rodnikéw: atomoéw lub czgsteczek o nieparzystej liczbie elektronéw na zewnetrznej orbicie.
Powoduje to stan niestabilnosci, ktéry skfania je do pobierania elektronéw od innych
czasteczek, z ktérymi sie stykajg, aby osiggnac stabilng rownowage. Czasteczki, ktére oddaty
elektrony, stajg sie niestabilne i poszukujg innych elektronéw, aby odzyskad stabilnos¢,
uruchamiajac reakcje fancuchowa oddawania i przyjmowania elektronéw
(stabilnos¢-niestabilnosc). Poszczegdlne skfadniki aktywne w tej reakcji przenoszenia
elektronéw moga dziata¢ jako utleniacze, a zatem akceptory elektronéw, albo jako reduktory, a
zatem donory elektronéw.

Mechanizm dziatania wolnych rodnikéw jest nieodwracalny i obejmuje przede wszystkim
sktadniki lipidowe (lipidy i fosfolipidy) bton komérkowych oraz biatka jadra komérkowego (pory
btony jadrowej).

Badaniom mikrobiologicznym zostang poddane:

- Wolne rodniki bedace donorami elektronéw, wykazujgce dziatanie redukujgce w nosniku o
zasadowym pH, przeznaczone do sterylizacji instrumentéw i wyrobé4w medycznych;

- Wolne rodniki bedace akceptorami elektronéw, o dziataniu utleniajagcym, przeznaczone do
dekontaminacji powierzchni.
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Cel badania

Celem badania byta ocena aktywnosci sterylizujgcej rozpuszczalnych proszkéw DIAL i EC-STER
wobec przetrwalnikéw B. subtilis ATCC 19695.

Skutecznos¢ produktu DIAL oceniono za pomoca nastepujacych testow:

1) Aktywnos¢ sporobéjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,3%, z czasem kontaktu 2, 5, 60 s.

2) Aktywnos¢ sporobdjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,25%, z czasem kontaktu 5, 10, 30 s.

3) Aktywnos¢ sporobdjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,2%, z czasem kontaktu 60 s, 2, 3 min.

4) Aktywnos¢ sporobdjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,18%, z czasem kontaktu 60 s, 2, 3 min.

5) Aktywnos¢ sporobéjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,15%, z czasem kontaktu 60 s, 2, 3 min.

6) Aktywnos¢ sporobéjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 log, , (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,3%, po 6 godzinach od przygotowania, z czasem kontaktu 2, 5, 60 s.

7) Aktywnos¢ sporobdjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,3%, po 48 godzinach od przygotowania, z czasem kontaktu 2, 5, 60 s.

8) Aktywnos¢ sporobdjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,25%, po 7 dniach od przygotowania, z czasem kontaktu 60 s, 5 min.

Skutecznos$¢ produktu EC-STER oceniono za pomoca nastepujgcego testu:

1) Aktywnos¢ sporobéjcza wobec B. subtilis przy stezeniu 8 Iog10 (0,8 McF), przy stezeniu
roboczym 0,35%, z czasem kontaktu 2, 10, 30 s.
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Materiaty

Proszek DIAL rozpuszczalny w wodzie;
Proszek Ec-Ster rozpuszczalny w wodzie;
Przetrwalniki B. subtilis ATCC 19695;
Ptytki z agarem z krwig barania;
Nutrient Broth (bulion odzywczy).

Metody

Przygotowanie roztwordéw sterylizujacych

Rozpuszczalne proszki produktéw DIAL i Ec-Ster w réznych stezeniach rozpuszczano w wodzie
(wodzie wodociggowej o temperaturze pokojowej) az do catkowitego rozpuszczenia.

Przygotowanie przetrwalnikéw B. subtilis ATCC 19695

Przetrwalniki B. subtilis ATCC 19695 przygotowano zgodnie z instrukcjami producenta.
Inokulum uzywane w doswiadczeniach przygotowano tak, aby uzyska¢ zawiesine o metnosci
0,8 McFarlanda (okoto 108 jednostek tworzgcych kolonie/ml).

Metoda manualna

Do catkowitej objetosci 10 ml kazdego roztworu sterylizujgcego (DIAL i EC-STER) dodano 100 pl
B. subtilis ATCC 19695 o metnosci 0,8 McF. Po kazdym badanym czasie kontaktu porcje 100 ul
zawiesiny wysiewano na ptytki z agarem z krwig baranig i inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 24 godziny. Po zakohczeniu inkubacji oceniano wzrost drobnoustrojéw.

Druga porcje 100 pl przenoszono do probéwek zawierajgcych Nutrient Broth. Po 24 godzinach
inkubacji w temperaturze 37 °C wysiewano 100 pl na ptytki z agarem z krwig barania. Po
zakonczeniu inkubacji oceniano wzrost drobnoustrojéw.

We wszystkich doswiadczeniach uwzgledniono kontrole ujemng do wykrywania ewentualnego
zanieczyszczenia badanych roztworéw oraz kontrole dodatnig wzrostu drobnoustrojéw.
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Metoda automatyczna Alfred 60, Alifax

Alfred 60, Alifax to w petni zautomatyzowany system, ktéry dzieki technologii rozpraszania
Swiatta (Light Scattering) okresla obecnos¢ drobnoustrojéw i wykrywa ich aktywnos¢
replikacyjng, przedstawiajgc krzywe wzrostu w czasie rzeczywistym i dostarczajac iloSciowe
wyniki w jednostkach tworzacych kolonie/ml.

Do catkowitej objetosci 10 ml kazdego roztworu sterylizujgcego (DIAL i EC-STER) dodano 100 pl
B. subtilis ATCC 19695 o metnosci 0,8 McF. Po kazdym badanym czasie kontaktu porcje 100 ul
przenoszono do specjalnych kuwet pomiarowych (fiolek) zawierajgcych bulion Eugon, ktéry w
systemie jest stale mieszany i utrzymywany w temperaturze 37 °C. Aby oceni¢ skutecznos¢
badanych produktéw, ustawiono czas inkubacji na 24 godziny.

We wszystkich doswiadczeniach uwzgledniono kontrole ujemng do wykrywania ewentualnego
zanieczyszczenia badanych roztworéw oraz kontrole dodatnig wzrostu drobnoustrojéw.
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Wyniki

Metoda manualna
Szczep: B. subtilis ATCC 19695 - 0,8 McF (okoto 108 CFU/mI)

Czas kontaktu

Produkt 2s 5s 10s 30s 60s 2 min 3 min | 5 min

T2

Prébka nr 3

Partia: 74/s/15
Stezenie robocze: 0,3%

DESAN

Prébka nr 5

Partia: 82/s/15
Stezenie robocze: 0,3%

DIAL

Prébka nr 2

Partia: 6/15

Stezenie robocze: 0,25%

T2

Prébka nr 1

Partia: 74/s/15
Stezenie robocze: 0,2%

DESAN

Prébka nr 8

Partia: 83/s/15
Stezenie robocze: 0,2%

DIAL
Partia: 6/14 - - -
Stezenie robocze: 0,18%

DESAN

Prébka nr 6

Partia: 82/s/15

Stezenie robocze: 0,15%

EC-STER
Partia: 07/14 - - -
Stezenie robocze: 0,35%

Legenda: - brak wzrostu. Puste komérki pozostawiono puste, tak jak w oryginale.
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Wyniki

Metoda automatyczna Alfred 60, Alifax
Szczep: B. subtilis ATCC 19695 - 0,8 McF (okoto 108 CFU/mI)

Czas kontaktu

Produkt 2s 5s 10s 30s 60s 2 min 3 min | 5 min

T2

Prébka nr 3

Partia: 74/s/15
Stezenie robocze: 0,3%

DESAN

Prébka nr 5

Partia: 82/s/15
Stezenie robocze: 0,3%

DIAL

Prébka nr 2

Partia: 6/15

Stezenie robocze: 0,25%

T2

Prébka nr 1

Partia: 74/s/15
Stezenie robocze: 0,2%

DESAN

Prébka nr 8

Partia: 83/s/15
Stezenie robocze: 0,2%

DIAL
Partia: 6/14 - - -
Stezenie robocze: 0,18%

DESAN

Prébka nr 6

Partia: 82/s/15

Stezenie robocze: 0,15%

EC-STER
Partia: 07/14 - - -
Stezenie robocze: 0,35%

Legenda: - brak wzrostu. Puste komérki pozostawiono puste, tak jak w oryginale.
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Omowienie
Doswiadczenia przeprowadzone zgodnie z normg EN 13704 wykazaty aktywnos$¢ sporobdjczg
produktéw DIAL i EC-STER wobec przetrwalnikéw B. subtilis ATCC 19695.

Roztwory wykazaty skutecznos¢ zaréwno w metodzie manualnej, jak i automatycznej, w
warunkach doswiadczalnych obejmujacych zmienne czasy kontaktu i rézne stezenia badanych
produktéw.

Po uzyskaniu wynikéw te same roztwory wykorzystano do obserwacji morfologicznych przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego. Przetrwalniki B. subtilis po kontakcie z roztworami DIAL i
Ec-Ster w réznych stezeniach, a takze kontrole dodatnig i ujemnga, wybarwiono oranzem
akrydynowym - barwnikiem przyzyciowym wigzacym kwasy nukleinowe. Obserwacje
mikroskopowe nie wykazaty obecnosci form przetrwalnikowych ani komérek wegetatywnych w
prébkach, ktére miaty kontakt z roztworami sterylizujacymi, ani w kontroli ujemnej, jak
pokazano na rycinach 1-8. Natomiast w kontroli dodatniej fluorescencja czerwona i zielona
ujawnita odpowiednio obecnos¢ przetrwalnikéw i komérek wegetatywnych Bacillus subtilis (ryc.
9-11).

18 grudnia 2015 r.

Prof. Alfredo Foca

Uwaga do ttumaczenia. Polskie ttumaczenie dostarczonego siedmiostronicowego raportu w
jezyku wtoskim. Zachowano nazwy produktéw, wartosci liczbowe i wyniki w tabelach. Ryciny
1-11 wspomniane w tekscie nie sg zawarte w dostarczonym oryginale. Oryginat wtoski
pozostaje dokumentem Zrédtowym.
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