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Skutecznos$é wybranych zwigzkéw dezynfekcyjnych
wobec przetrwalnikéw Bacillus

Badano wplyw trzech czg¢sto stosowanych w antyseptyce i dezynfekeji zwigzkow: kwasu
nadoctowego, nadtlenku wodoru w stezeniu 5 i 30% oraz aldehydu glutarowego na przetrwal-
niki bakterii. Kwas nadoctowy stanowil gléwny skladnik preparatu komercyjnego pod nazwa
Steridial P. Natomiast aldehyd glutarowy stosowano w postaci preparatu handlowego o nazwie
Lysoformin 3000. Skuteczno$¢ dezynfektantéw badano wobec przetrwalnikow bakterii z rodzaju
Bacillus: B.subtilis, B.mycoides oraz B.cereus. Endospory, czyli przetrwalniki, sa formami
bakterii, ktére pozwalaja im przezy¢ skrajnie niekorzystne dla nich warunki, takie jak: susze,
wysoka temperature czy dzialanie Srodkow dezynfekcyjnych. Zawdzi¢czaja to odmiennej od
komérek wegetatywnych budowie. Wykazano, ze testowane zwiazki sa bardzo silnymi bio-
cydami. Dzialanie sporobéjcze wobec badanych szczepow obserwowano po trzydziestominuto-
wej ekspozycji na kazdy z testowanych zwigzkow.

Stowa kluczowe: dezynfekcja, endospory, B.subtilis, B.mycoides, B.cereus

Wstep

Dezynfekcja jest procesem fizycznym lub chemicznym, majacym na celu zabi-
cie lub zahamowanie wzrostu form wegetatywnych drobnoustrojow znajdujacych
si¢ poza organizmem cztowieka. Natomiast pod pojeciem sterylizacji rozumie si¢
usuwanie ze srodowiska wszystkich form drobnoustrojow, w tym takze przetrwal-
nikow [1]. Dezynfekcja jest powszechnie wykorzystywana w uzdatnianiu wody,
w utrzymaniu sterylnosci w szpitalach, przemysle farmaceutycznym i spozywezym
[2-4]. W tym celu mozna stosowaé wiele substancji, roznigcych si¢ jednak sku-
tecznoscia oraz selektywnoscig dziatania. Dla skutecznosci procesu dezynfekcji
wazny jest wiec wybor odpowiedniego dezynfektanta. Gotowe $rodki dezynfek-
cyjne sg czesto mieszaning réznych substancji. Uwaza sie takze, ze w celu sku-
tecznego prowadzenia procesu dekontaminacji nalezy uzywaé preparatow za-
wierajacych kilka substancji aktywnych. Skuteczno$¢ dezynfekcji zalezy przede
wszystkim od stezenia roztworu uzywanego do procesu, czasu jego dziatania oraz
rodzaju mikroorganizmow, wobec ktorych ma zastosowanie. Na efektywnos¢ dzia-
fania dezynfektantow wptywaja takze czynniki zewngtrzne, takie jak: temperatura,
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pH, wilgotnos¢ czy obecnos$¢ substancji organicznych. Wazne jest rowniez, by
przestrzegano zasad podanych przez producenta, dotyczacych zaréwno sporzadza-
nia, jak i przechowywania srodkoéw dezynfekcyjnych [2, 4-7].

Dobry dezynfektant powinien charakteryzowaé si¢ dwoma podstawowymi cecha-
mi: skutecznoscig wobec mikroorganizméw oraz odpornoscia na niekorzystne wa-
runki srodowiska. Do tych pierwszych mozna zaliczy¢ wysoka aktywno$¢ wobec
wszystkich drobnoustrojéw oraz niepowodowanie opornosci nawet przy dlugim
stosowaniu. Do drugich natomiast naleza: stabilnos¢ w wodzie (nawet twardej)
oraz w obecnosci substancji organicznych, dluga trwatos$é, dobra rozpuszczalnosé
w wodzie, niepowodowanie przebarwien ani korozji na stosowanych powierzch-
niach. Dodatkowo substancje te powinny by¢ bezwonne i nie moga powodowac
reakcji alergennych skory i blon sluzowych. Ze wzgledu na ochrone srodowiska
powinny charakteryzowac si¢ szybka i tatwa biodegradowalnoscia oraz brakiem
toksycznosci wobec organizméw zywych. Z ekonomicznego punktu widzenia istotna
jest ich relatywnie niska cena [2, 4-7]. Do dezynfektantow majacych szerokie spek-
trum dzialania nalezg gldwnie zwigzki zawierajace aktywny tlen w swojej budowie
oraz aldehydy. Do pierwszej grupy nalezy kwas nadoctowy, ktéry w ostatnich latach
stosowany jest powszechnie w réoznych galeziach przemystu czy szpitalach. Inne
zwiazki wykorzystywane na szeroka skale to m.in. alkohole, czwartorzedowe zwiazki
amoniowe, detergenty, chlorowce czy zwiazki kompleksujace [8].

Ponizej opisano dwie grupy zwiazkoéw dezynfekcyjnych, ktére testowano wobec
spor Bacillus. Ich wybdr nie byt przypadkowy. Zwiazki utleniajace, jak nadtlenek
wodoru czy kwas nadoctowy, sa stosowane w przemyslowym oczyszczaniu wody
pitnej. Natomiast aldehyd glutarowy, jako jedyny srodek nieutleniajacy, jest uzna-
wany za wysoce skuteczny i o szerokim spektrum dziatania na formy wegetatywne
oraz przetrwalne bakterii, wirusy oraz grzyby.

Pierwsza grupa testowanych dezynfektantow sa zwigzki nadtlenowe. Naleza
do nich m.in. nadtlenek wodoru, kwas nadoctowy czy nadsiarczan potasu. Wazna
cechg tej grupy zwiazkow jest zdolnosé niszczenia form nie tylko wegetatywnych,
ale przede wszystkim przetrwalnych. Dodatkowo dzialaja one nie tylko na bakterie,
ale takze na wirusy, pratki gruzlicy i grzyby. Kolejng ich zaleta jest fakt, ze mikro-
organizmy nie nabywaja na nie odpornosci. Najpowszechniej uzywanym zwigzkiem
jest kwas nadoctowy. Zasada jego dziatania polega na:

— utlenianiu grup -SH biatek do mostkéw disiarczkowych,

— utlenianiu podwdjnych wiagzan wystepujacych w blonie komoérkowe;j [1, 4, 9].
Mechanizm niszczenia drobnoustroju polega na uwalnianiu aktywnego tlenu, ktory
niszczy zaréwno bialka, jak i tluszcze czy kwasy nukleinowe [9]. Kwas nadoctowy
sklada si¢ z kwasu octowego, tlenu, wody i bez obaw moze by¢ stosowany w prze-
mysle spozywczym, nawet w warunkach, gdy ptukanie po dezynfekcji jest unie-
mozliwione. Zaletg jest takze jego calkowita biodegradowalnos¢ oraz dobra aktyw-
nos¢ w niskich temperaturach. Wada jest powodowanie korozji na metalowych
powierzchniach czesci poddawanych dezynfekc;ji.
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Druga grupe zwiazkéw reprezentuje aldehyd glutarowy. Ogolne dziatanie alde-
hydéw polega na niszczeniu blon biologicznych poprzez denaturacje bialek oraz
zaburzaniu metabolizmu. Duzg zaletg tych zwigzkdw jest wysoka skutecznos¢ dzia-
tania mimo obecnosci zanieczyszczen organicznych, natomiast wada jest dzialanie
draznigce na uklad oddechowy. Przy uzywaniu tych zwiazkéw wymagane sa srodki
ostroznosci [8, 9]. Aldehyd glutarowy, jako najczesciej uzywany z tej grupy, stoso-
wany jest powszechnie do sterylizacji tworzyw, ktére nie moga by¢ wyjatawiane
przez podwyzszong temperaturg. Jest toksyczny i z tego wzgledu nie moze by¢ sto-
sowany w przemysle spozywczym. Najsilniej dziata przy pH = 7,5+8,5. Jego dzia-
fanie poza tym przedzialem pH moze by¢ nawet do 36 razy stabsze. W obecnosci
zanieczyszczen organicznych dziata nieznacznie stabiej. Jest przechowywany w tem-
peraturze pokojowej. Bakterie gram-dodatnie, gram-ujemne, grzyby i wirusy sa
wrazliwe na aldehyd glutarowy, natomiast spory bakterii i pratki gruzlicy sa srednio
wrazliwe. Przyklad preparatu zawierajacego ten aldehyd to Lysoformin 3000 [9].

Nie kazdy z uzywanych srodkow jest skuteczny wobec wszystkich drobno-
ustrojow czy ich form, zasiedlajacych dany obszar (wode czy réznego rodzaju po-
wierzchnig) [9]. Istniejg mikroorganizmy lub ich formy, ktére sg bardzo oporne na
dziatanie czynnikoéw dezynfekcyjnych. Naleza do nich przetrwalniki bakterii, zwa-
ne endosporami [5]. Budowa spory rdzni si¢ znacznie od budowy komodrki wegeta-
tywnej. Najwazniejsza cze¢scig spor sa ostony komorkowe, ktore stanowia az 50%
suchej masy catego przetrwalnika. To wlasnie obecnos¢ tych tworéow zapewnia endo-
sporom taka ,,nienaruszalno$¢”. Oslony sg zbudowane przede wszystkim z biatek
zawierajacych duze ilosci cysteiny. Endospory sa formami bardzo odwodnionymi,
woda stanowi tylko 15% calej komodrki. W porédwnaniu z komoérka wegetatywna
przetrwalniki maja takze o prawie potowe wiecej bialek i 75% weglowodanow
mniej. W ogodle nie posiadaja B-hydroksymaslanu, stanowiacego do 1/3 s.m. komérek
wegetatywnych [5, 10]. W budowie endospory wystepuja duze ilosci kwasu dipiko-
linowego (DPA-dipicolinic acid), zwiazanego gtéwnie z jonami wapnia, ale takze
innymi pierwiastkami dwuwarto$ciowymi. Kompleksy Ca*'DPA moga stanowi¢ do
10% s.m. calej spory. DPA jest komponentem endospory, ktéry najliczniej wyste-
puje i jest najczesciej izolowany z plaszcza. Zwigzek ten nie wystepuje w komor-
kach wegetatywnych, a odpowiada za opornos¢ przetrwalnikéw na promieniowa-
nie UV od 5 do 50 razy wigksza (w zalezno$ci od szczepu) niz w przypadku form
wegetatywnych. Za mniejsza wrazliwos¢ na promieniowanie ultrafioletowe odpo-
wiadaja takze biatka z rodziny SASP (small amid-soluble proteins). Zmieniaja one
strukture DNA, usztywniajac i prostujac ja poprzez nasycenie tymi wilasnie bio-
molekutami na zewnetrznej stronie helisy. Biatka te sa obecne tylko w sporach,
a podczas kietkowania ulegaja zniszczeniu [10].

Wyjatkowa opornos¢ spor w poréwnaniu z bakteriami posiadajacymi otoczki,
bez otoczek oraz gram-ujemnymi pateczkami wobec dezintegracji ultradzwigkami
udowodnili Bien i wsp. [11]. Skutecznos¢ tej metody dezynfekeji byta od kilku do
kilkunastu razy mniejsza wobec spor niz pozostatych form bakterii. Potwierdzono,
ze obnizona skutecznos¢ dezintegracji ultradzwickami jest uzalezniona od szcze-
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golnej budowy przetrwalnika. Skutecznos$¢ ultradzwigkow badano takze wobec
bakterii przyjetych jako wskazniki w kontroli sanitarnej procesu dezynfekeji, tj.:
bakterii z grupy coli, bakterii mezofilnych i psychrofilnych. Wykazano, ze stosowa-
nie pola ultradzwigckowego intensyfikuje dziatanie srodkéw chemicznych - ozonu
i ditlenku chloru, co pozwala na skrocenie czasu ekspozycji w polu ultradzwigko-
wym oraz zmniejszenie dawek dezynfekcyjnych reagentéw chemicznych [12].

Bakteriami najczesciej wystepujacymi w srodowisku zardbwno wodnym, jak i gle-
bowym, wytwarzajacym endospory, sa: B.subtilis, B.mycoides oraz B.cereus [13].
Bakterie nalezace do rodzaju Bacillus to az 215 réznych gatunkdéw zrdznicowanych
w swojej budowie zaréwno pod wzgledem morfologicznym, jak i biochemicznym.
Jest to wynikiem réznych udziatléw zasad G+C w genomie poszczegolnych szcze-
péw [5]. Do podstawowych cech, ktore pozwalaja zaliczy¢é dane bakterie do tej
grupy, naleza: gram-dodatnia budowa, wzrost w warunkach tlenowych, obecnos¢
rzgsek na powierzchni komorki [14]. Bakterie te nie majg duzych wymagan wzro-
stowych, dzigki czemu mozna je spotkaé¢ niemalze wszedzie. Najczesciej izoluje
sie je z wody, gleby, ale sa spotykane tez w takich miejscach, jak: piasek Sahary,
glebiny morskie czy gorace zrodta gejzerdw [13]. Cecha niewatpliwie wspolng dla
wszystkich gatunkéw nalezacych do rodzaju Bacillus jest zdolnos¢ tworzenia przez
nie spor w warunkach dla nich niedogodnych, zagrazajacych ich wzrostowi czy
przezyciu. Endospory sa zatem dla nich ,,kapsulami ratunkowymi,” w przypadku
gdy w srodowisku brak jest pokarmu czy pojawiaja si¢ czynniki toksyczne - np. przy
wydzielaniu antybiotykdw przez mikroorganizmy sasiednie. Zdolnos¢ formowania
tych kapsul jest uwarunkowana genetycznie. Aby sporulacja mogla by¢ zainicjowa-
na, muszg by¢ uruchomione geny odpowiedzialne za nia, a inne (odpowiedzialne
za czynnosci zyciowe form wegetatywnych) zostaja wyciszone. Sam proces jest
regulowany przez 6 bialek regulatorowych, zwanych czynnikami o [5, 13].
Pomimo tak duzego znaczenia sterylizacji, dezynfekcji i antyseptyki wobec prze-
trwalnikow istnieje niewiele prac dotyczacych dziatania dezynfektantow na formy
przetrwalne. Dlatego celem pracy byla ocena dziatania powszechnie stosowanych
dezynfektantéw na formy przetrwalne trzech gatunkow laseczek z rodzaju Bacillus
najczesciej izolowanych ze srodowiska.

1. Metodyka badan

Do badan nad skuteczno$cig dezynfekcji wobec przetrwalnikoéw bakterii uzyto

nastepujacych szczepow:

— Bacillus subtilis ATCC 6633,

— Bacillus mycoides ATCC 8896,

— Bacillus cereus ATCC 128276.

Badania przeprowadzano na nastepujacych podtozach:

— TSA (o skladzie: trypton 15,0 g; pepton sojowy 5.0 g; NaCl 5,0 g; agar 15,0 g;
woda 1000 ml) [15];
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— TSB (o sktadzie: trypton 17,0 g; pepton sojowy 3,0 g; NaCl 5,0 g; K,HPO, 4,0 g;
woda 1000 ml) [15];

— TSB z neutralizatorem (o sktadzie: trypton 17,0 g; pepton sojowy 3,0 g; NaCl
5,0 g; K,HPO, 4,0 g; tween 80 10,0 g; lecytyna 1,0 g; histydyna L 0,5 g; Na,S,0;
2,5 g; woda 1000 ml) [15-17].

Jako $rodki dezynfekcyjne wybrano:

— kwas nadoctowy - pod handlowa nazwa Steridial P (o skladzie: kwas nadoctowy
1%; kwas octowy; nadtlenek wodoru);

— nadtlenek wodoru w stezeniu 30 i 5%;

— aldehyd glutarowy - jako preparat handlowy o nazwie Lysoformin 3000 (o skta-
dzie: aldehyd glutarowy 9,5 g; glioksal 7,5 g; chlorek didecylodimetyloamonio-
wy 9,6 g).

Badania rozpoczgto od splukania skosu agarowego z odpowiednim szczepem
bakterii 10 ml jalowej soli fizjologicznej. Nastepnie inokulum przelano w ptomie-
niu palnika do pustej sterylnej probowki i poddano ja mieszaniu z zastosowaniem
urzadzenia wortex w celu rozbicia ewentualnych skupien komorek. Kolejnym eta-
pem byta inaktywacja form wegetatywnych, ktora polegata na umieszczeniu inoku-
lum w fazni wodnej w temperaturze 72°C na okres 10 minut. Tak uzyskane endo-
spory bakterii przenoszono do 9 ml kazdego testowanego dezynfektanta w ilosci
1 ml na okres 30, 60, 120 i 180 minut. Po danym czasie dzialania dezynfektanta
przenoszono inokulum (1 ml) do podtoza z neutralizatorem (9 ml) na okres 30 mi-
nut. Ostatni etap polegal na zrobieniu serii rozcienczen dziesietnych w ptynnym
podtozu TSB oraz posiewie po 0,1 ml metoda plytek tartych na state podtoze TSA.
Po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 28°C liczono wyroste kolonie. Analo-
gicznie postepowano w przypadku kazdego szczepu oraz kazdego dezynfektanta.
Wszystkie badania w stosunku do kazdego dezynfektanta, jak rowniez szczepu
wykonano trzykrotnie.

2. Wyniki i dyskusja

Bakterie z rodzaju Bacillus sa specyficznymi mikroorganizmami ze wzgledu na
mozliwos¢ wytwarzania przetrwalnikow w niekorzystnych dla siebie warunkach.
Formy przetrwalne, ze wzgledu na odmienng budowe niz formy wegetatywne - wy-
sokie odwodnienie komorki, uszczelnienie Sciany komdrkowej, wytworzenie duzej
ilosci cieptoopornych bialek, sprawiaja ogromne problemy z ich dekontaminacja
[5]- Sposrod wielu substancji bakteriobdjczych nie wszystkie sa aktywne, a nawet
jesli sa, to nie zawsze w odpowiednim stopniu dziataja biobdjczo na przetrwalniki,
tak jak na formy wegetatywne [6]. Stosowanie na skazone srodowisko nieodpowied-
nich $rodkdw czy stezen sprzyja powstawaniu form opornych na ich dziatanie [7,
14, 18].

W przeprowadzonych badaniach nad wplywem zwigzkow dezynfekcyjnych na
formy przetrwalne bakterii z rodzaju Bacillus nie stwierdzono zréznicowania w re-
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akcji zar6wno miedzy poszczegolnymi szczepami, jak i w reakcji poszezegolnych
zwigzkow.

Steridial P, ktorego gtéwnym sktadnikiem jest 1% kwas nadoctowy, dziatat sporo-
bojczo w stosunku do wszystkich trzech testowanych szczepow juz po 30-minuto-
wym kontakcie (tab. 1). Jak podaje rowniez Krzywicka i wsp. [9], kwas nadoctowy
jest skutecznym srodkiem wobec wszystkich form, nie tylko bakterii, ale takze grzy-
béw, wirusow oraz pratkdw gruzlicy, a dodatkowo jest toksyczny juz w niskich
stezeniach i przy krotkim czasie kontaktu [9]. W badaniach Mizak nad wptywem
kwasu nadoctowego na spory B.anthracis wykazano, ze formy te ging po 120 mi-
nutach pod wptywem 5% kwasu nadoctowego. Natomiast zastosowanie 3% kwasu
nadoctowego wydtuzylo czas catkowitej redukcji do 180 minut [17]. Taki sam wy-
nik otrzymali Jonem i Turnbull [cyt. za 17]. Efekt bdjczy 3 i 5% kwasu nadoctowe-
go na spory B.anthracis wystepuje po odpowiednio 180 i 120 minutach. Natomiast
odmienne wyniki w badaniach skutecznosci 5% kwasu nadoctowego na B.anthracis
otrzymali Hussaini i Ruby [cyt. za 17]. Catkowity efekt sporobdjczy wykazali juz
po 20 minutach. Taki rezultat uzyskali takze Baldry oraz Manche [cyt. za 17].
Pastuszewska i wsp., badajac kwas nadoctowy jako gléwny skladnik Agrosterilu
110 SL, wykazali, ze w ciggu 30 sekund, w obecnosci albuminy wotowej, przy
stezeniach 0,5 oraz 0,25% kwas nadoctowy powoduje redukcje liczby kolonii bak-
terii C.michiganensis o 5 rzgdow wielko$ci. Zmniejszenie stezenia do 0,1 i 0,05%
w tych samych warunkach spowodowalo odpowiednio: redukcje mniejsza niz
10°-krotnie oraz brak redukcji [19]. Wedtug Staniszewskiej i wsp., aktywno$¢ kwasu
nadoctowego jest wprost proporcjonalna do temperatury. W badaniach prowadzo-
nych metoda zawiesinowa kwas nadoctowy dziata biobdjczo w czasie 15+30 minut
juz w stezeniu 0,1%. W badaniach preparatu sktadajacego si¢ z kwasu nadoctowe-
go i nadtlenku wodoru metoda nosnikowa czas redukcji spdr B.subtilis i B.cereus
wydhluzyt sie do 11 godzin. Spowodowane jest to szybka dezaktywacja substancji
biobojczych na bazie aktywnego tlenu oraz obecnoscig w srodowisku zanieczysz-
czen organicznych [14].

Tabela 1

Wplyw kwasu nadoctowego na przetrwalniki poszczegélnych gatunkéw bakterii
z rodzaju Bacillus

Czas ekspozycji, min
Kwas nadoctowy Iﬁ‘(’)‘;jt"kla 30 60 120 180
B.subtilis 2,0 0 0 0 0
B.mycoides 2.2
B.cereus 2.1

Podobnie silnym dezynfektantem okazat si¢ 30% nadtlenek wodoru. W prze-
prowadzonych badaniach spory B.subtilis, B.mycoides i B.cereus zostaly calkowi-
cie zabite juz po 30-minutowej ekspozycji (tab. 2). Odmienne wyniki w badaniach
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nad sporami B.anthracis uzyskala Mizak, ktora obserwowala redukcje liczby spor
o jeden rzad wielkosci po 5-minutowej ekspozycji na 30% nadtlenek wodoru, a po
60 minutach kolejng redukcje¢ takze o jeden rzad wielkosci. Dopiero 180-minutowa
ekspozycja pozwolita catkowicie zabi¢ przetrwalniki B.anthracis [17]. Obnizenie
stezenia nadtlenku wodoru do 26% powodowato redukcje liczby spor B.subtilis
w ciggu 11 minut o 4 log. Przy tym samym stezeniu, ale ze zwigkszong temperatura
do 76°C, zabicie wszystkich przetrwalnikdw obserwowano juz po 30 sekundach [14].
W przeprowadzonych badaniach 5% nadtlenkiem wodoru uzyskano taka sama
wrazliwos¢ wszystkich trzech testowanych szczepow (tab. 3). Liczba spor B.subtilis,
B.mycoides i B.cereus zostala zredukowana catkowicie juz po 30-minutowej eks-
pozycji. Zmniejszenie stezenia nadtlenku wodoru z 30 na 5% nie spowodowato
obnizenia jego skutecznosci wobec badanych szczepow. W badaniach Mizak z za-
stosowaniem 4% nadtlenku wodoru nie wykazano zadnej wrazliwosci B.anthracis
na badany zwigzek. Nawet 180-minutowa ekspozycja nie pozwolita na zabicie spor,
jedynie umozliwita ich redukcje o 1 log (z 8 log) [17].

Tabela 2

Wplyw nadtlenku wodoru (30%) na przetrwalniki poszczeg6lnych gatunkow bakterii
z rodzaju Bacillus

Czas ekspozycji, min
Kontrola
Nadtlenek wodoru (30%) . 30 60 120 180
log jtk
B.subtilis 1.8
B.mycoides 2.2
B.cereus 2.4 0 0 0 0

Tabela 3

Wplyw nadtlenku wodoru (5%) na przetrwalniki poszczegdlnych gatunkéw bakterii
z rodzaju Bacillus

Czas ekspozycji, min
Kontrola
Nadtlenek wodoru (5%) . 30 60 120 180
log jtk
B.subtilis 2,3 0 0 0 0
B.mycoides 2.3 0 0 0 0
B.cereus 2.0 0 0 0 0

Rozbieznosci w cytowanych i otrzymanych wynikach badan moga by¢ spowo-
dowane: odmienng metoda badawcza, odmiennym skladem pozywek, obecnoscia
obcigznikow podczas ekspozycji na dezynfektant, innym stezeniem oraz rodzajem
testowanych substancji (w preparatach handlowych jest zwykle mieszanina zwigz-
kéw, ktora wspomaga dziatanie biobojcze), pH, temperatura oraz szczepem testo-
wanych bakterii [14]. W porownywanych wynikach badan wykazano, ze B.cereus
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jest mniej wrazliwy na kwas nadoctowy niz B.subtilis [20]. Natomiast wobec alde-
hydu glutarowego w takich samych warunkach B.cereus jest mniej oporny niz
B.subtilis [14]. Dodatkowo spory B.anthracis sa wyjatkowo oporne na dzialanie
wszystkich czynnikéw zewnetrznych [17, 21, 22].

W badaniach wlasnych nad sporami Bacillus wykazano, ze Lysoformin 3000
z aldehydem glutarowym jako glowng substancja aktywna catkowicie redukuje licz-
be przetrwalnikow laseczek wszystkich trzech szczepdw juz po 30-minutowe;j eks-
pozycji (tab. 4). Dzialanie Lysoforminu 3000 byto tak samo skuteczne dla B.subtilis,
B.mycoides i B.cereus. W pracy Pastuszewskiej i wsp. Lysoformin 3000 przy za-
kresie stezen 0,05+0,5% redukowat liczbe kolonii C.michiganensis 100 000-krotnie.
Inny zwigzek - Agrigerm 2000 - takze z aldehydem glutarowym jako substancja
czynng redukowat liczbe bakterii zdolnych do zycia w takim samym stopniu i przy
takim samym zakresie stezen badanego preparatu [19].

Tabela 4

Wplyw aldehydu glutarowego na przetrwalniki poszczegdélnych gatunkéw bakterii
z rodzaju Bacillus

Czas ekspozycji, min
Aldehyd glutarowy Kontrola 30 60 120 180
log jtk
B.subtilis 2,0
B.mycoides 2,6
B.cereus 23

Aldehyd glutarowy w stezeniu 2% redukuje liczbe spor B.cereus w czasie 15+30 mi-
nut o 4 rzedy wielkosci. Wobec B.subtilis jest mniej skuteczny i przy takim samym
stezeniu redukuje liczbe przetrwalnikdw podczas 30-minutowej ekspozycji juz tylko
o 1 log. Wzrost temperatury z pokojowej do 40°C powoduje zwiekszenie redukcji
endospoér do 6 rzedow wielkosci w czasie 30 minut. Natomiast 1,5% aldehyd gluta-
rowy w obecnosci zanieczyszczen organicznych w srodowisku powoduje zabijanie
spor B.subtilis dopiero po 8 godzinach. Wobec B.cereus nawet 10-godzinna ekspo-
zycja jest nieskuteczna [ 14].

Wszystkie testowane zwigzki, tj.: kwas nadoctowy, nadtlenek wodoru oraz
aldehyd glutarowy, juz po 30-minutowym dziataniu odpowiedniego dezynfektanta
zabijaly wszystkie przetrwalniki. W przypadku nadtlenku wodoru nawet zmniej-
szenie jego stezenia z 30 na 5% nie pogorszyto jego skutecznosci.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze powszechnie uzywane
srodki dezynfekcyjne sa skuteczne wobec testowanych szczepdéw bakterii prze-
trwalnikujacych. Zwigzki nadtlenowe - w tym nadtlenek wodoru w stezeniu 5 i 30%
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oraz kwas nadoctowy - sg wysoce aktywne wobec endospor Bacillus. Podobne wy-
niki wobec nadtlenku wodoru i kwasu nadoctowego uzyskali Staniszewska i wsp.
oraz Pastuszewska i wsp. Odmienne wyniki uzyskatla Mizak wobec B.anthracis,
testujac nadtlenek wodoru w stezeniach 30, 26 oraz 4%, a takze kwas nadoctowy.
Rozbieznosci w otrzymanych wynikach moga by¢ spowodowane szczeg6lng opor-
noscia spor B.anthracis na dzialanie srodkow chemicznych. W badaniach wlasnych
autoréw aldehyd glutarowy wykazywal podobne dziatanie do srodkéw zawieraja-
cych aktywny tlen. Potwierdzaja to rowniez wyniki otrzymane przez Pastuszewska
i wsp. Wykazano, ze 30-minutowy czas kontaktu w celu prowadzenia skutecznej
dekontaminacji jest wystarczajacy. Ponadto nie stwierdzono zréznicowanego dzia-
lania testowanych srodkow na poszczegdlne szczepy tego samego gatunku.

Wyniki przedstawionych badan uzasadniajg kontrole skutecznosci wytypowa-
nych zwiazkow dezynfekcyjnych przy zastosowaniu krotszych czasow ekspozycji.
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Activity of Selected Compounds against Spores of Bacillus

The effect of three frequently used in antyseptic and disinfection of: peracetic acid, hydro-
gen peroxide at a concentration of 5 and 30%, and glutaraldehyde. Peracetic acid was the main
ingredient Steridial P, in addition to acetic acid and hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide in
the form of 5% is much stronger than what we use hydrogen peroxide to antiseptic wounds in
our homes. However, glutaraldehyde has performed under the trade name as Lysoformin 3000.
Disinfecting measures are an especially important role in maintaining cleanliness in hospitals
but also in our homes. Also are needed in the pharmaceutical and grocery industry. Thanks it
did reduce the incidence of some diseases, and sometimes eliminate them. Disinfectants allow
us to fight drug-resistant strains of bacteria, which occur in hospitals.The effectiveness of dis-
infectants affected by many factors. Their role in our lives is invaluable. Disinfectants were
used against bacterial spores of the genus Bacillus: B.subtilis, B.mycoides and B.cereus. Bacil-
lus-genus bacteria occur everywhere: in water, air and soil are transferred along with objects,
and air movements on human hands. So it's easy to get infected. Endospores are forms of bac-
teria that allow them to survive extremely unfavorable to them, conditions such as drought,
high temperatures or the action of disinfectants. Construction disputes differs significantly
from the construction of cell vegetative. The most important part of sports is the cover phones,
which represent up to 50% of the dry matter (d.m.) of the spore. It is the presence of these
creations provides endosporom such “integrity”. Guards are constructed primarily of proteins
containing large amounts of cysteine. Endospores are forms very dehydrated, the water is only
15% of all cells. Compared with cell vegetative, spores have also about almost half proteins
more and 75% carbohydrates less. They do not have beta-hydroxybutyrate, which is to 1/3 d.m.
cells vegetative. In construction there are large quantities of endospores dipikolinic acid (DPA),
associated mainly with calcium ions, but also other divalent elements. Complexes of Ca* - DPA
may constitute up to 10% d.m. all disputes. DPA is the most frequently isolated from the man-
tle. This compound is not present in vegetative cells and spores is responsible for resistance to
UV radiation from 5 to 50 times greater (depending on the strain) than vegetative forms. The
lower sensitivity to ultraviolet radiation also correspond to protein family SASP (small amide-
soluble proteins). They change the structure of DNA-stiffen and straighten - through the satu-
ration of these biomolecules is on the outer side of the helix. These proteins are present only in
disputes, and are destroyed during germination.

Spore cell wall is much thicker, otherwise refracts light and is composed of many layers,
so that is poorly permeable. It was shown that the tested compounds are very potent biocides.
Sporicidial action against all tested strains was observed after a thirty-minute exposure to
each of the tested.

Keywords: disinfectants, endospores, B.subtilis, B.mycoides, B.cereus



