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Oznaczono wrazliwos¢ wyizolowanych ze Srodowiska szpitalnego
Gram-ujemnych pateczek na srodki dezynfekcyjne (glukoprotamine, mo-
nonadsiarczan potasu i dichloroizocyjanuran sodu) poprzez okreSlenie
MIC oraz biobdjczq skutecznosc preparatow zawierajqcych te substancje
wobec wybranych szczepow przy uzyciu metody nosnikowej. Zbadano takze
skutecznos¢ tych preparatow wobec Gram-ujemnych pateczek wykazujq-
cych zdolnosé¢ do wzrostu w postaci biofilmu.
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WSTEP

Skutecznos¢ dziatania srodkéw dezynfekcyjnych zalezy od wielu czynnikow, migdzy
innymi od: wlasciwosci preparatow, warunkoéw srodowiska, stopnia zanieczyszczenia de-
zynfekowanych powierzchni lub przedmiotéw oraz wlasciwosci samych mikroorganizmow.
Wykazywana zdolno$¢ drobnoustrojow przylegania do powierzchni réznych materialdw
oraz zdolno$¢ wzrostu na niej w postaci biofilmu jest jednym z elementéw powodujacych
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nieskuteczno$¢ dezynfekcji, mimo wykazywanej in vitro aktywnosci uzytych zwiazkow
(1,2). Takie drobnoustroje moga przetrwa¢ w §rodowisku i, co ma szczegoélne znaczenie
w zakladach opieki medycznej, stac si¢ przyczyna zakazen szpitalnych. Przyjmuje si¢, ze
ok. 50% zakazen szpitalnych wywolanych jest przez Gram-ujemne paleczki (3.4). Szerze-
niu si¢ zakazen wywolanych przez te drobnoustroje sprzyja zdolnos¢ adaptacji do warun-
kéw srodowiskowych, niewielkie wymagania pokarmowe, zdolno$¢ do namnazania si¢ poza
organizmem czlowicka oraz naturalna opornos¢ na dziatanie lekéw i Srodkow dezynfek-
cyjnych lub zdolnos¢ do uodpornienia si¢ na ich dzialanie (5). Zrodlem zakazenia w szpi-
talu moze by¢ personel, pacjenci, woda w systemach wodociagowych, nawilzajacych lub
klimatyzacyjnych, powietrze, oraz bytujace w szpitalu owady. W badaniach wlasnych prze-
prowadzonych w latach 2000-2002 stwierdzono, ze w 79,2 % szpitali polskich wystgpuja
karaczany prusaki (Blatella germanica L.) (6). Owady te moga przyczynia¢ si¢ do rozprze-
strzeniania patogennych drobnoustrojéw w srodowisku szpitalnym, przenoszac je biernie
na powierzchni swojego ciala. Na zewnetrznych powlokach cial karaczanow prusakow
stwierdzono m.in. obecnos¢ takich gatunkéw paleczek Gram-ujemnych, jak: Serratia mar-
cescens, S. liquefaciens, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa i inne (7). Waznym elementem ograniczania zakazen szpital-
nych wywolywanych przez wielolekooporne szczepy bakteryjne jest systematycznie prze-
prowadzana w szpitalach chemiczna dezynfekcja przy uzyciu réznych srodkow dezynfek-
cyjnych (8).

Celem badan bylo okreslenie bojczej skutecznosci wobec Gram-ujemnych paleczek
wyizolowanych w srodowisku szpitalnym trzech wybranych preparatow dezynfekcyjnych,
zawierajacych w swoim skladzie rézne substancje aktywne oraz zbadanie skutecznosci
bojczej tych substancji wobec Gram-ujemnych paleczek wykazujacych zdolnos¢ do two-
rzenia biofilmu.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Ogolem przebadano 21 szczepéw Gram-ujemnych pa-
leczek wyizolowanych w $rodowisku szpitalnym, w tym 11 — Enterobacter cloacae, 3 —
Pseudomonas aeruginosa, 2 — Serratia rubidea, po jednym: Klebsiella pneumoniae, S.mar-
cescens, S.liquefaciens, Citrobacter freundii i P.putida. Spo$rod badanych 21 szczepow,
12 pochodzilo z powlok karaczanéw prusakéw odtowionych w pigciu warszawskich szpi-
talach, za$ 9 szczepdw wyizolowano od pacjentdw; 3 szczepy F. cloacae wyizolowano od
0s0b, u ktorych nie stwierdzono objawdéw zakazenia, natomiast pozostale 6 szczepow (3 —
E. cloacae, 2 — P. aeruginosa, 1 — K. pneumoniae) od pacjentdw z objawami zakazenia
(tab. I). Szczepy bakteryjne dobierane byly do badan z uwzglednieniem ich wrazliwo$ci na
antybiotyki i chemioterapeutyki oznaczonej metodq dyfuzji krazkowej, zgodnie z zalece-
niami National Committee for Clinical Labratory Standards (NCCLS). Interpretacj¢ od-
czytanych stref zahamowania wzrostu przeprowadzano wg tabel NCCLS z 2003 roku.

Badano aktywnos¢ i skutecznos$¢ 3 preparatéw dezynfekcyjnych zawierajacych: glu-
koprotaming, dichloroizocyjanuran sodu i mononadsiarczan potasu. Preparaty te powszech-
nie stosuje si¢ w placéwkach stuzby zdrowia do dezynfekcji powierzchni.

Oznaczanie wrazliwo$ci bakterii na §rodki dezynfekcyjne.
Aktywno$¢ srodkéw dezynfekeyjnych wobec pateczek okreslano poprzez oznaczenie MIC
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(najmniejszego stezenia hamujacego wzrost bakterii) w podlozu Muller-Hintona 11, t;.
metodq dwukrotnych kolejnych rozcieniczen zwiazku w podlozu agarowym (dla glukopro-
taminy) lub w podlozu plynnym (dla mononadsiarczanu potasu i dichloroizocyjanuranu
sodu), wedtug zalecen NCCLS dotyczacych badania wrazliwosci bakterii na antybiotyki.
Na podloza agarowe zawierajace glukoprotaming nanoszono 2 pl 10-krotnie rozcienczo-
nej zawiesiny bakterii o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Do podtoza plynnego zawieraja-
cego srodek dezynfekcyjny dodawano zawiesing bakterii, tak aby koncowa liczba pale-
czek wynosita 10* CFU/ml. Inkubacj¢ prowadzono w temp. 35°C przez 18 godz.
Okres$lanie biobodjczej skuteczno$ci preparatu metoda no-
$nikowa. Skutecznos¢ preparatéw dezynfekcyjnych w stezeniach uzytkowych stoso-
wanych do dezynfekcji powierzchni oznaczono dla wybranych 9 szczepow bakteryjnych.
Doswiadczenie wykonano zmodyfikowana metodq nosnikowa opracowana w Pracowni
Dezynfekcji Panstwowego Zakladu Higieny (9). Metoda ta jest przeznaczona do oceny
bakteriobojczego i grzybobojczego dzialania chemicznych srodkow dezynfekcyjnych. Do
badan uzyto roztwordow preparatow dezynfekcyjnych w stezeniach uzytkowych tj.: a) 2%
roztwor preparatu zawierajacy 26% glukoprotaminy; b) 0,18 % roztwdr preparatu zawie-
rajacy 99% dichloroizocyjanuranu sodu (1000 ppm aktywnego chloru); ¢) 2% roztwor
preparatu zawierajacy 21,5% mononadsiarczanu potasu. Jako szczep wzorcowy zastoso-
wano Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749. Do badan uzywano zawiesin bakteryjnych o
przepuszczalnosci ustalonej na T=54% (kolorymetr spektralny, dlugos¢ fali A=560 nm), co
odpowiada liczbie 7,2 x 108 CFU/ml dla bakterii Gram-ujemnych. Przygotowana zawiesi-
ng testowanych szczepoéw bakteryjnych nanoszono na powierzchni¢ metalowych no$nikdéw
(kazdy szczep na 30 no$nikow) i suszono. Tak przygotowane no$niki z osadzonymi na nich
bakteriami inkubowano w roztworze preparatu o st¢zeniu uzytkowym przez 15 minut (glu-
koprotamina i dichloroizocyjanuran sodu), lub 10 minut (mononadsiarczan potasu). Na-
stepnie po inaktywowaniu substancji czynnej (15 minut) no$niki umieszczano w probow-
kach z 10 ml podloza namnazajacego (TSB) i inkubowano 48 godz. w temperaturze 37°C.
Po tym czasie przegladano probowki i sprawdzano, czy wystapil wzrost bakterii w podlo-
7u. Przyjeto, ze roztwor w badanym st¢zeniu dziata biobdjczo w stosunku do uzytych szcze-
pow, jesli nie obserwuje si¢ wzrostu drobnoustrojow w zadnej z 30 probdéwek, lub w co
najmniej 29 proboéwkach z podlozem wzrostowym, a kontrola jest dodatnia.
Oznaczanie skutecznos$ci bdjczej preparatow wobec pate-
czek wykazujacych zdolnos¢é do tworzenia biofilmu. Skutecznosé
trzech preparatéw dezynfekcyjnych w stezeniach zalecanych przez producentdw oznaczo-
no dla 21 szczepow inkubowanych przez 5 dni na drenie. Badane szczepy bakteryjne inku-
bowano przez noc w temperaturze 37°C w bulionie odzywczym, nast¢pnie kazdy zaszcze-
piano do 55 ml podloza Mueller-Hinton Broth z zawieszonymi fragmentami drenow
z polichlorku winylu o dlugos¢ 1 cm (dideco, XH implant tested classVI 1/4” x 1/167), tak
aby gestos¢ koncowa hodowli wynosita 10* CFU/ml. Nastgpnie prowadzono inkubacje
Ww temperaturze pokojowej, z wytrzasaniem 150 rpm przez 5 dni. Po przeplukaniu w jalo-
wym fizjologicznym roztworze soli, dreny przenoszono do przygotowanych uzytkowych
roztworow srodkow dezynfekcyjnych i inkubowano przez 15 minut z wytrzasaniem. Po
ponownym przeptukaniu, dreny przenoszono do podloza TSB oraz rownolegle do jalowe-
go fizjologicznego roztworu soli. Podloze TSB wraz z drenem inkubowano przez 72 godz.
w temperaturze 37°C. Odczyt wizualny stopnia zmgtnienia podloza prowadzono po 24, 48
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172 godz., a wybrane probki wysiewano na podloze agarowe. Dreny zanurzone w fizjolo-
gicznym roztworze soli poddawano sonikacji (5 minut, amplituda 8000), a uzyskana za-
wiesing wysiewano na podtoze agarowe i inkubowano do 48 godz. w temperaturze 37°C.

WYNIKI

Uzyskane w badaniach wyniki zebrano w tabeli I. Badane szczepy wykazaly najwicksza
wrazliwos¢ na glukoprotaming (MIC od 15,6 do 500,0 mg/L, mediana — 62,5 mg/L). Nato-
miast wartosci MIC paleczek dla mononadsiarczanu potasu wynosily od 250,0 do 1000,0
mg/L, mediana — 500,0 mg/L, a dla dichloroizocyjanuranu sodu od 1000,0 do 2000,0 mg/
L, mediana — 2000,0 mg/L.

W badaniach metoda nosnikowa stwierdzono 100% skutecznos¢ bdjczego dzialania
preparatow zawierajacych mononadsiarczan potasu i dichloroizocyjanuran sodu wobec
9 wybranych szczepow bakteryjnych. Preparat zawierajacy glukoprotaming byl niesku-
teczny wobec 2 z 9 szczepdw (18%): E.cloacae (czynnika kolonizujacego pacjenta)
i S.marcescens (wyizolowanego z powlok karaczana prusaka).

Stwierdzono, ze skutecznos¢ preparatow dezynfekcyjnych byla wielokrotnie nizsza
wobec bakterii wykazujacych zdolnos¢ przylegania do powierzchni drenu i wzrostu w po-
staci biofilmu. Z badanych szczepdw inkubowanych przez 5 dni na drenie, 86% bylo opor-
nych na uzytkowe stezenie glukoprotaminy (5200 mg/L) oraz mononadsiarczanu potasu
(4300 mg/L), 66,6% — na roztwor zawierajacy 1795.2 mg/L dichloroizocyjanuran sodu.
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Rye. 1. Skutecznosé srodkow dezynfekeyjnych w stezeniach uzytkowych wobec paleczek Gram-ujem-
nych wykazujacych zdolnos¢ do wzrostu w postaci biofilmu

Fig. 1. Effectiveness of disinfectant agent working solutions upon biofilm forming Gram-negative
bacilli
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Sposrdd szczepow bakterii inkubowanych na drenie, opornych na dzialanie 3 $rodkéw
dezynfekcyjnych bylo 13 (62%), na dwa preparaty — 3 szczepy (14%), na jeden zwiazek —
4 szczepy (19%), a szczep P putida byl wrazliwy na 3 $rodki dezynfekcyjne (5%). W na-
szych badaniach wykazano najwyzsza skutecznos¢ preparatu zawierajacego dichloroizo-
cyjanuran sodu wobec bakterii wykazujacych zdolno$¢ wzrostu w postaci biofilmu, za$
najnizsza — mononadsiarczanu potasu. Stwierdzono, ze badane preparaty dezynfekcyjne
zawierajace glukoprotaming i mononadsiarczan potasu sa mniej skuteczne od dichloroizo-
cyjanuranu sodu wobec pateczek Gram-ujemnych izolowanych od pacjentow (ryc. 1).

DYSKUSJA

W ostatnich latach obserwuje si¢ staly wzrost liczby zakazen wywolywanych przez
Gram-ujemne paleczki. Staly si¢ one jednym z glownych, pod wzgledem czestosci wyste-
powania, czynnikdéw wywolujacych zakazenia szpitalne. Liczne niepowodzenia terapeu-
tyczne w leczeniu zakazen wywotanych przez Gram-ujemne paleczki moga by¢ powodo-
wane opornoscia szczepdw na rézne grupy antybiotykow, chemioterapeutykdw, a takze na
srodki dezynfekcyjne. Podobnie jak w przypadku antybiotykow, istnicje prawdopodobnie
Scisla zalezno$¢ pomigdzy zuzyciem srodkéw dezynfekcyjnych w szpitalach, a wrazliwo-
$cia na nie bakterii.

Wykazalismy, ze sposrdod trzech badanych w pracy preparatow dezynfekcyjnych naj-
wigksza aktywnos¢ wobec paleczek wykazala glukoprotamina. Oznaczone warto$ci MIC
wszystkich testowanych bakterii (oprocz 1 szczepu S.marcescens) dla glukoprotaminy byly
od 16 do 64 razy nizsze od wartosci MIC dla dichloroizocyjanuranu sodu i 4-32-krotnie
nizsze od wartosci MIC dla mononadsiarczanu potasu. Nie zaobserwowano réznic we wraz-
liwosci na poszczegdlne Srodki dezynfekcyjne bakterii izolowanych od pacjentow i wyste-
pujacych na powlokach karaczanow-prusakow.

Bledy w technice odkazania, zly wybor preparatow oraz ich stgzen powoduje wzrost
opornosci na srodki dezynfekujace bakterii wystgpujacych w §rodowisku szpitalnym (5).
Szczep S.marcescens wyizolowany z powierzchni karaczana-prusaka wykazywatl bardzo
mala wrazliwo$¢ na glukoprotaming — warto$¢ MIC wynosila 500 mg/L i byla 8-krotnie
wyzsza od warto$ci MIC dla dwoch szczepdw S. rubidea oraz 16-krotniec wyzsza dla
S.liquefaciens. Mozna przypuszczaé, ze szczep S.marcescens nalezal do flory szpitalne;.
Prawdopodobnie w wyniku stosowania w tej placowce przez dlugi okres preparatu dezyn-
fekcyjnego zawierajacego glukoprotaming, szczep ten nabyl opornosci.

Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie korelacji migdzy wrazliwo$cia bakterii na
mononadsiarczan potasu i dichloizocyjanuran sodu a skuteczno$cia preparatdéw, zawiera-
jacych te srodki w stezeniach uzytkowych, oznaczong metoda no$nikowa.

Jednakze w przypadku glukoprotaminy stwierdzono brak jej skutecznosci w ste¢zeniu
5200 mg/L w stosunku do dwoch szczepdéw pateczek Gram-ujemnych, dla ktoérych ozna-
czone wartosci MIC tego srodka wynosily odpowiednio — MIC 62,5 mg/L dla E.cloaceae
(izolowany od pacjenta); MIC 500 mg/L dla S.marcescens (izolowany z powloki karacza-
néw). Prawdopodobnie szczepy te, w odrdznieniu od pozostalych, posiadaja zmieniona
strukture oslon komoérkowych, o nizszej przepuszczalnosci dla glukoprotaminy, co powo-
duje, ze czas inkubacji nosnika w roztworze $rodka dezynfekcyjnego jest zbyt krotki, aby
spowodowa¢ wobec nich efekt bdjczy. Natomiast w przypadku okreslania wrazliwosci
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bakterii na biocydy, drobnoustroje sa inkubowane w obecnosci tych substancji przez 18
godz., co pozwala na wniknigcie glukoprotaminy do wngtrza komdrki.

Ponadto wykazalismy, ze wzrost w postaci biofilmu ogranicza skuteczno$¢ srodkow
dezynfekcyjnych, mimo ze bakterie, w formie planktonicznej, sa wrazliwe na te zwiazki.
Uzytkowe st¢zenie glukoprotaminy (5200 mg/L) okazalo si¢ nieskuteczne wobec szcze-
péw tworzacych biofilm, dla ktérych oznaczona wartos¢ MIC byla wielokrotnie nizsza: od
10,4 (S. marcescens) do 333 (P. aeruginosa) razy. Obecnie prowadzonych jest wiele prac
nad strukturg i mechanizmem powstawania biofilmu. Brak skutecznosci preparatow de-
zynfekcyjnych wobec bakterii tworzacych biofilm moze by¢ spowodowany przez wicle
czynnikow np.: nizsze stgzenie substancji aktywnej w biofilmie, lub zmieniona aktywnos¢
metaboliczna, a szczegblnie enzymatyczna, niektorych bakterii w biofilmie (1,2). Prawdo-
podobnie, struktura biofilmu lub jego aktywnos¢ biochemiczna okazaly si¢ wigksza ba-
riera wobec mononadsiarczanu potasu niz wobec obu pozostalych preparatéw. Stwierdzo-
no bowiem, ze preparat zawierajacy mononadsiarczan potasu jest najmniej skuteczny spo-
$rod badanych zwiazkdéw wobec bakterii wykazujacych zdolnos¢ do tworzenia biofilmu,
mimo ze okreslone wartosci MIC dla mononadsiarczanu potasu byly w zakresie 250-1000
mg/L, a skutecznos¢ preparatu oznaczona metoda nosnikowa wynosita 100%.

WNIOSKI

1. Wzrost bakterii w postaci biofilmu znacznie obniza skuteczno$¢ preparatow dezynfek-
cyjnych, dlatego nalezy opracowac skuteczne metody zapobiegania tworzeniu biofilmu
przez mikroorganizmy.

2. Karaczany prusaki bytujace w szpitalach powinny by¢ uznane nie tylko za uciazliwe
szkodniki, ale takze za przenosicieli/zZrodlo patogennych bakterii opornych na srodki
dezynfekcyjne i/lub antybiotyki.

KW Pancer, AE Laudy, E Mikulak, A Gliniewicz, M Staniszewska, H Styputkowska-Misiurewicz

BIOACTIVE EFFECTIVENESS OF SELECTED DISINFECTIVE AGENTS
ON GRAM-NEGATIVE BACILLI ISOLATED FROM HOSPITAL ENVIRONMENT

SUMMARY

In our study the susceptibility (MIC) of chosen 21 strains of Gram-negative bacilli isolated in
hospitals to disinfectant agents (glucoprotamin, sodium dichloroisocyjanurate, potassium persulfa-
te), the effectiveness of these disinfectants against selected bacteria and their eftectiveness to bio-
film forming bacteria was determined. It was found that glucoprotamin showed the highest activity
to Gram-negative bacteria. Obtained MIC values for glucoprotamin (except 1 strain of S.marce-
scens) were 16-64 times lower that MICs for sodium dichloroisocyjanurate and 4-32 times lower
that MICs for potassium persulfate. The effectiveness of disinfectants containing potassium persul-
fate or sodium dichloroisocyjanurate was 100% tested by carrier method. Glucoprotamin was inef-
fective against 2 out of 9 strains (18%): E.cloacae and S.marcescens. It was found that disinfectants
were more effective against Gram-negative bacteria in carrier methods than for biofilm forming
bacteria. 86% of bacteria growing 5 days on a catheter were resistant to working solution of disin-
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fectant containing glucoprotamin (5200 mg/L) or potassium persulfate (4300 mg/L); 66,6% of
tested bacteria were resistant to working solution of sodium dichloroisocyjanurate (17952 mg/L).
In our study the highest effectiveness to biofilm forming bacteria showed disinfectant with sodium

dichloroisocyjanurate, the lowest — with glucoprotamin.

Ju—
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