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Biocidy tyrimuy programos ataskaita

Tiriami preparatai yra sterilizuojamajj poveikj turinc¢ios medziagos, kuriy veikimas
pagristas laisvaisiais radikalais - atomais arba molekulémis, turiniais nelyginj
elektrony skaiciy iSorinéje orbitoje. Dél to jie yra nestabilus ir, siekdami stabilios
pusiausvyros, perima elektronus is kity molekuliy, su kuriomis lieciasi. Elektronus
atidavusios molekulés tampa nestabilios ir savo stabilumui atkurti ieSko kity elektrony.
Taip prasideda grandininé elektrony atidavimo ir gavimo reakcija (stabilumas -
nestabilumas). |vairls Sioje elektrony perdavimo reakcijoje aktyvis komponentai gali
veikti kaip oksidatoriai, t. y. elektrony akceptoriai, arba kaip reduktoriai, t. y. elektrony
donorai.

Laisvyjy radikaly veikimo mechanizmas negrjztamai veikia daugiausia lasteliy
membrany lipidinius komponentus (lipidus ir fosfolipidus) bei branduolio baltymus
(branduolio membranos poras).

Mikrobiologiniai bandymai bus atliekami su:

- elektronus atiduodanciais laisvaisiais radikalais, pasizyminciais redukciniu aktyvumu
Sarminio pH terpéje ir skirtais instrumentams bei medicinos priemonéms sterilizuoti;

- elektronus priimanciais laisvaisiais radikalais, pasizyminciais oksidaciniu aktyvumu ir
skirtais pavirSiams dekontaminuoti.

Vertimas | lietuviy kalba | ,Magna Graecia“ | Biocidy tyrimy ataskaita



Tyrimo tikslas

Tyrimo tikslas buvo jvertinti tirpiy milteliy DIAL ir EC-STER sterilizuojamajj aktyvuma
pries B. subtilis ATCC 19695 sporas.

DIAL produkto veiksmingumas buvo vertintas Siais bandymais:

1) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant 0,3
% koncentracijos tirpala, kai salycio laikas yra 2, 5 ir 60 sek.

2) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant
0,25 % koncentracijos tirpalg, kai sglycio laikas yra 5, 10 ir 30 sek.

3) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant 0,2
% koncentracijos tirpala, kai salycio laikas yra 60 sek., 2 ir 3 min.

4) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant
0,18 % koncentracijos tirpalg, kai sglycCio laikas yra 60 sek., 2 ir 3 min.

5) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant
0,15 % koncentracijos tirpalg, kai salycio laikas yra 60 sek., 2 ir 3 min.

6) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant 0,3
% koncentracijos tirpala, praéjus 6 valandoms nuo paruoSimo, kai salycio laikas yra 2, 5
ir 60 sek.

7) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant 0,3
% koncentracijos tirpala, praéjus 48 valandoms nuo paruoSimo, kai salycio laikas yra 2,
5ir 60 sek.

8) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant
0,25 % koncentracijos tirpalg, praéjus 7 dienoms nuo paruosimo, kai salycio laikas yra
60 sek. ir 5 min.

EC-STER produkto veiksmingumas buvo vertintas Siuo bandymu:

1) Sporicidinis poveikis B. subtilis, esant 8 Iog10 (0,8 McF) koncentracijai, naudojant
0,35 % koncentracijos tirpalg, kai sglycio laikas yra 2, 10 ir 30 sek.
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Medziagos

Vandenyije tirpus milteliai DIAL,;
Vandenyije tirpus milteliai Ec-Ster;
B. subtilis ATCC 19695 sporos;
Aviy kraujo agaro |lékstelés;
Maistinis sultinys (Nutrient Broth).

Metodai

Sterilizuojamuju tirpaluy paruosimas

Ivairios koncentracijos tirpus DIAL ir Ec-Ster produkty milteliai buvo tirpinami vandenyje
(kambario temperattros vandentiekio vandenyje), kol visiskai istirpo.

B. subtilis ATCC 19695 spory paruosimas

B. subtilis ATCC 19695 sporos buvo paruostos pagal gamintojo nurodymus.
Eksperimentams naudotas inokuliatas buvo paruostas taip, kad buty gauta 0,8
McFarland drumstumo suspensija (apie 108 kolonijas sudaranciy vienety/ml).

Rankinis metodas

| kiekvieno sterilizuojamojo tirpalo (DIAL ir EC-STER) bendrg 10 ml tarj buvo jpilta 100 pl
B. subtilis ATCC 19695 0,8 McF suspensijos. Po kiekvieno tirto sglycio laiko 100 pl
suspensijos alikvota buvo paséta j aviy kraujo agaro léksteles ir inkubuota 37 °C
temperatlroje 24 valandas. Pasibaigus inkubacijai buvo jvertintas mikroorganizmy
augimas.

Antra 100 pl alikvota buvo perkelta | mégintuvélius su maistiniu sultiniu (Nutrient
Broth). Po 24 valandy inkubacijos 37 °C temperatlroje 100 ul buvo paséta j aviy kraujo
agaro léksSteles. Pasibaigus inkubacijai buvo jvertintas mikroorganizmy augimas.

Visuose atliktuose eksperimentuose buvo naudojama neigiama kontrolé galimam
tiriamy tirpaly uztersimui nustatyti ir teigiama mikroorganizmy augimo kontrolé.

Automatizuotas metodas: Alfred 60, Alifax

Alfred 60, Alifax - visiSkai automatizuota sistema, kuri, naudodama Sviesos sklaidos
(Light Scattering) technologija, nustato mikroorganizmy buvima ir aptinka jy
dauginimosi aktyvuma, realiuoju laiku atvaizduodama augimo kreives ir pateikdama
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kiekybinius skaiCiavimo rezultatus kolonijas sudaranciais vienetais/ml.

| kiekvieno sterilizuojamojo tirpalo (DIAL ir EC-STER) bendrg 10 ml tarj buvo jpilta 100 pl
B. subtilis ATCC 19695 0,8 McF suspensijos. Po kiekvieno tirto sglycio laiko 100 pl
alikvota buvo perkelta | specialias matavimo kiuvetes (flakonus) su eugoniniu sultiniu,
kuris sistemoje nuolat maiSomas ir palaikomas pastovioje 37 °C temperaturoje. Tiriamy
produkty veiksmingumui jvertinti nustatytas 24 valandy inkubacijos laikotarpis.

Visuose atliktuose eksperimentuose buvo naudojama neigiama kontrolé galimam
tiriamy tirpaly uzterSimui nustatyti ir teigiama mikroorganizmy augimo kontrolé.
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Rezultatai

Rankinis metodas

Padermé B. subtilis ATCC 19695 - 0,8 McF (apie 108 KSV/ml)

Salycio laikas

Produktas 2 sek. | 5sek. | 10 sek.| 30 sek. | 60 sek.| 2 min. | 3 min. | 5 min.

T2;

Méginys Nr. 3
Partija: 74/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,3 %

DESAN;

Méginys Nr. 5
Partija: 82/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,3 %

DIAL;

Méginys Nr. 2
Partija: 6/15 - - - - -
Naudojimo koncentracija: 0,25 %

T2;

Méginys Nr. 1
Partija: 74/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,2 %

DESAN;

Méginys Nr. 8
Partija: 83/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,2 %

DIAL;
Partija: 6/14 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,18 %

DESAN;

Méginys Nr. 6
Partija: 82/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,15 %

EC-STER;
Partija: 07/14
Naudojimo koncentracija: 0,35 %

Paaiskinimas: - augimo néra.
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Automatizuotas metodas: Alfred 60, Alifax

Padermé B. subtilis ATCC 19695 - 0,8 McF (apie 108 KSV/ml)

Salycio laikas

Produktas 2 sek. | 5sek. | 10 sek.| 30 sek.| 60 sek.| 2 min. | 3 min. | 5 min.

T2;

Méginys Nr. 3
Partija: 74/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,3 %

DESAN;

Meéginys Nr. 5
Partija: 82/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,3 %

DIAL;

Méginys Nr. 2
Partija: 6/15 - - - - -
Naudojimo koncentracija: 0,25 %

T2;

Méginys Nr. 1
Partija: 74/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,2 %

DESAN;

Méginys Nr. 8
Partija: 83/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,2 %

DIAL;
Partija: 6/14 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,18 %

DESAN;

Méginys Nr. 6
Partija: 82/s/15 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,15 %

EC-STER;
Partija: 07/14 - - -
Naudojimo koncentracija: 0,35 %

Paaiskinimas: - augimo néra.
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Rezultaty aptarimas

Pagal EN 13704 standartg atlikti eksperimentai parodé DIAL ir EC-STER produkty
sporicidinj aktyvuma pries B. subtilis ATCC 19695 sporas.

Tirpalai parode veiksminguma tiek taikant rankinj, tiek automatizuotg metoda
eksperimentinémis sglygomis, kai buvo naudojami skirtingi sglycio laikai ir jvairios
tiriamy produkty koncentracijos.

Remiantis gautais rezultatais, tie patys tirpalai buvo naudojami morfologiniams
stebéjimams konfokaliniu mikroskopu. B. subtilis sporos po salycio su skirtingy
koncentracijy DIAL ir Ec-Ster tirpalais, taip pat teigiama ir neigiama kontrolés buvo
nudazytos akridino oranziniu - gyvybiniu dazikliu, kuris jungiasi su nukleortgstimis.
Atlikus mikroskopinius stebéjimus, méginiuose, kurie buvo paveikti sterilizuojamaisiais
tirpalais, ir neigiamoje kontroléje nebuvo pastebéta nei sporiniy formy, nei vegetaciniy
lgsteliy, kaip parodyta 1-8 paveiksluose. PrieSingai, teigiamoje kontroléje raudonos ir
zalios fluorescencijos emisija parodé atitinkamai Bacillus subtilis spory ir vegetaciniy
lasteliy buvimg (9-11 pav.).

2015-12-18

Prof. Alfredo Foca

Vertimo pastaba. Pateiktame 7 puslapiy originalo faile néra tekste minimy 1-11
paveiksly. Originalo lentelése pateikti produkty pavadinimai ir rezultatai islaikyti
nepakeisti.
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