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ABSTRACT

INTRODUCTION. The assessment of the sporicidal effectiveness of disinfectants is important from the point of
view of the prevention of nosocomial infections and spore contamination of clinical samples, medical equipment
and materials used in patient care. The rods of Bacillus spp. cause infections of the digestive system, bloodstream
and, less often, respiratory tract. Cases were diagnosed in immunocompromised patients, malignant neoplasms
and in neonatal wards. The source of the infection was hospital linen, reusable towels, catheters or milk from
the human milk bank.

AIM OF THE STUDY. Determination of the minimal sporicidal parameters of a disinfectant containing
peracetic acid.

MATERIAL AND METHODS. The sporicidal activity of a disinfectant containing peracetic acid against
Bacillus subtilis and Bacillus cereus spore suspensions was tested in a defined concentration range during
a contact time of 15 minutes, in the presence of various interfering substances (clean and dirty conditions)
according to the European Standard PN-EN 17126: 2019-01.

RESULTS. The disinfecting preparation containing peracetic acid showed sporicidal activity against Bacillus
subtilis at a concentration of 1% for 15 minutes under clean and dirty conditions and at concentrations of 0.5%,
1.00% and 1.25% against the Bacillus cereus spores during the same contact time but only under dirty conditions.
The preparation showed no sporicidal activity against Bacillus cereus at concentrations of 2%, 3%, 4% and 5%
during a contact time of 15 minutes under both dirty and clean conditions.

CONCLUSIONS. In areas where there is a risk of infecting a patient or contaminating clinical specimens,
materials and equipment with spores of Bacillus spp., it is necessary to use disinfectants with sporicidal activity
confirmed according to the PN-EN 17126: 2019-01 standard. The sporicidal activity of disinfectants containing
peracetic acid may depend on the method of preparing the solutions, their concentration, pH, temperature and
the contamination degree of the disinfected surface.
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STRESZCZENIE

WSTEP. Ocena skutecznosci sporobojczej preparatow dezynfekcyjnych jest istotna z uwagi na przeciwdzia-
fanie zakazeniom szpitalnym oraz zanieczyszczeniom sporami probek klinicznych, sprz¢tu medycznego oraz
materiatéw stosowanych w opiece nad pacjentami. Laseczki Bacillus spp. powoduja zakazenia uktadu pokar-
mowego, zakazenia krwi, rzadziej uktadu oddechowego. Zachorowania stwierdzano u pacjentdw z obnizona

© National Institute of Public Health NIH — National Research Institute / Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowy Instytut Badawczy

524



Sporicidal activity of the disinfectant... Aktywnos¢ sporobojcza preparatu dezynfekcyjnego...

odpornoscia, nowotworami zlogliwymi oraz pacjentéw z oddzialdow neonatologicznych. Zrodtem zakazenia
byta bielizna szpitalna, reczniki wielorazowego uzytku, cewniki czy tez mleko pochodzace z laktarium.

CEL PRACY. Wyznaczenie minimalnych sporobdjczych parametrow dezynfekcji preparatu zawierajacego
kwas nadoctowy.

MATERIALY i METODY. Aktywnos$¢ sporobdjcza preparatu dezynfekcyjnego zawierajacego kwas nadocto-
wy badano wobec zawiesiny spor Bacillus subtilis 1 Bacillus cereus w zdefiniowanym zakresie ste¢zen, w czasie
kontaktu 15 minut, w obecno$ci zréznicowanego obcigzenia organicznego (warunki czyste i brudne) wg normy
europejskiej PN-EN 17126: 2019-01.

WYNIKI. Preparat dezynfekcyjny zwierajacy kwas nadoctowy wykazywat dzialanie sporobojcze wobec Ba-
cillus subtilis w stgzeniu 1%, w czasie kontaktu 15 minut, w warunkach czystych i brudnych oraz w st¢zeniach
0,5%; 1,00%; 1,25% wobec spor Bacillus cereus w tym samym czasie kontaktu, tylko w warunkach brudnych.
Preparat nie wykazywatl aktywnosci sporobdjczej wobec Bacillus cereus w stezeniach 2%, 3%, 4%, 5% w cza-
sie kontaktu 15 minut zard6wno w warunkach brudnych jak i czystych.

WNIOSKI. W obszarach niosgcych ze soba ryzyko zakazenia pacjentéw lub zanieczyszczenia probek klinicz-
nych, materiatow 1 sprzetu sporami Bacillus spp. istnieje konieczno$¢ stosowania preparatow o potwierdzonym
w badaniach dzialaniu sporobdjczym. Aktywno$¢ sporobojcza preparatow zwierajacych kwas nadoctowy moze
by¢ uzalezniona od sposobu przygotowania roztwordw, ich stezenia, pH, temperatury oraz stopnia zanieczysz-

czenia dezynfekowanej powierzchni.

Stowa kluczowe: spory, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, preparaty dezynfekcyjne, kwas nadoctowy

INTRODUCTION

The sporicidal effectiveness of disinfectants in
the medical area has not yet been tested according
to unified European Standards. In 2019, European
Standard PN-EN 17126: 2019-01 was introduced to test
the sporicidal effectiveness of disinfectants. It allows
for determining the effectiveness of disinfectants in
suspension tests corresponding to phase 2; stage 1.
The scope of application of this standard covers
disinfection of surfaces, instruments and textiles.
The standard provides for two ranges of action of
disinfectants — sporicidal range (sporicidal activity
against the Bacillus subtilis and Bacillus cereus
spores) and sporicidal activity against Clostridioides
difficile (1).

Bacillus spp. are sporulating Gram-positive,
aerobic bacteria responsible mainly for gastrointestinal
infections and bloodstream infections, especially
in immunocompromised patients and malignant
neoplasms (2, 3). Endocarditis, meningitis, and, less
frequently, respiratory tract infections have also been
reported. Bacillus spp. may also contaminate clinical
specimens, including blood samples (3). Clinical
samples contaminated with Bacillus spp. may cause an
inadequate diagnosis and treatment with unnecessary
antibiotics, as well as prolonged hospitalisation (4).
The most common source of Bacillus spp. infections
is the hospital environment. In Japan, there have been
bacteremia reported where the cause of infection was
Bacillus cereus, transmitted from hospital linen and
reusable towels (4, 5). The seasonality of this type of
outbreaks has also been found. Most of them occurred
in summer (2). Infections with Bacillus cereus have

WSTEP

Skutecznos$¢ sporobojcza preparatow dezynfekcyj-
nych w obszarze medycznym nie byla jak dotychczas
badana wg ujednoliconych standardéw europejskich.
0d 2019 roku do badan skutecznos$ci sporobdjczej pre-
paratow dezynfekcyjnych wprowadzono Norme Euro-
pejska PN-EN 17126: 2019-01, ktora pozwala okresli¢
skuteczno$¢ dziatania preparatow dezynfekcyjnych
w badaniach zawiesinowych odpowiadajacych fazie 2;
etap 1. Zakres zastosowania normy obejmuje dezyn-
fekcje powierzchni, narzedzi i tekstyliow. Norma prze-
widuje dwa zakresy dziatania produktéw dezynfek-
cyjnych zakres sporobdjczy (aktywno$¢ sporobojcza
wobec spor Bacillus subtilis 1 Bacillus cereus) i sporo-
bojczy wobec Clostridioides difficile (1).

Laseczki Bacillus spp. to zarodnikujace Gram-do-
datnie bakterie tlenowe odpowiedzialne glownie za
zakazenia przewodu pokarmowego oraz zakazenia
krwi szczegolnie u pacjentdw z obnizong opornoscia
i nowotworami zto§liwymi (2, 3). Stwierdzano réwniez
zapalenie wsierdzia, zapalenie opon moézgowo-rdze-
niowych oraz rzadziej zakazenia uktadu oddechowego.
Bacillus spp. moze rowniez powodowac zanieczysz-
czenie probek klinicznych, w tym probek krwi (3).
Probki kliniczne zanieczyszczone Bacillus spp. moga
by¢ przyczyna nieodpowiedniej diagnozy i leczenia
z niepotrzebnym zastosowaniem antybiotykow oraz
przedtuzonego pobytu pacjentow w szpitalu (4). Zro-
dtem zakazen Bacillus spp. jest najczgsciej srodowisko
szpitalne. W Japonii wystepowaty bakteremie, gdzie
przyczyna zakazenia byl Bacillus cereus pochodzacy
z bielizny szpitalnej i rgcznikéw wielorazowego uzyt-
ku (4, 5). Stwierdzono réwniez sezonowos¢ wystepo-
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also taken place in neonatal wards, where the source of
neonatal infection was probably milk from the human
milk bank (6).

The issue of fighting spores in the hospital
environment is important because Bacillus spp.
is transmitted in that environment and induces
nosocomial infection (4). One of the ways to remove
spores from surfaces, instruments or hospital linen
is disinfection using disinfectants with sporicidal
activity.

Peracetic acid is one of the active substances with
a sporicidal effect. Its use in disinfection products
ensures the required reduction of spores within
a short contact time. For this reason, peracetic acid
has been used not only for surface disinfection, but
also in decontamination of reusable thermolabile
equipment (7, 8). Under certain parameters and
conditions of use, disinfection with the use of
peracetic acid ensures the reduction of spores most
similar to the sterilization processes, although it
cannot replace sterilization where it is required,
e.g. in the case of decontamination of heat-resistant
reusable medical devices that come in contact with
mucous membranes or disturb the continuity of
tissues (8, 9). The advantage of peracetic acid is its
low toxicity, especially when its content in products
is lower than 1%. The sporicidal activity of peracetic
acid depends on pH and temperature. The optimal
activity of peracetic acid is achieved at neutral and
alkaline pH values. A higher activity of peracetic acid
has been observed at lower temperatures. Changes in
the pH of solutions of products based on peracetic
acid may affect their sporicidal activity (7, 9).
Similarly, a decrease in peracetic acid concentration
in products stored contrary to the manufacturer’s
recommendations has been observed (10).

AIM OF THE STUDY

The aim of the research was to determine the
minimum sporicidal activity of a product containing
peracetic acid in accordance with the principles set
forth in the PN-EN 17126: 2019-01 standard intended
to determine the sporicidal activity of disinfectants
in the medical area. In addition, the aim of this
publication was (i) to describe the methodological
modifications related to the assumptions of the
PN-EN 17126: 2019-01 standard that were applied
during its implementation to laboratory practice,
i.e. the use of the Bacillus cereus ATCC 10876
strain and different cultivation conditions to obtain
a spore suspension with an appropriate number and
resistance on a reference substance and (ii) to present
the problems related to the test and evaluation of the
sporicidal activity of a peracetic acid disinfectant.
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wania tego typu ognisk. Wigkszo$¢ z nich przypada-
fa na okres letni (2). Zakazenia Bacillus cereus miaty
réwniez miejsce na oddzialach neonatologicznych,
gdzie zrodtem zakazenia noworodkow byto prawdopo-
dobnie mleko pochodzace z laktarium (6).

Zagadnienie zwalczania spor w $Srodowisku szpi-
talnym jest istotne z punktu widzenia transmisji spor
Bacillus spp. w srodowisku szpitalnym i wywolywania
zakazen szpitalnych (4). Jednym ze sposobow usuwa-
nia spor z powierzchni, narzedzi czy tez bielizny szpi-
talnej jest dezynfekcja z zastosowaniem preparatow
dezynfekcyjnych o dziataniu sporobojczym.

Kwas nadoctowy jest jedng z substancji aktywnych
wykazujacych dziatanie sporobdjcze. Jego zastosowa-
nie w produktach do dezynfekcji zapewnia wymagana
redukcje spor w krotkim czasie dziatania. Z tego wzgle-
du kwas nadoctowy znalazt zastosowanie nie tylko do
dezynfekcji powierzchni, ale rowniez w dekontamina-
cji termolabilnego sprzgtu wielorazowego uzytku (7, 8).
W okreslonych parametrach i warunkach stosowania,
dezynfekcja z zastosowaniem kwasu nadoctowego za-
pewnia redukcje spor najbardziej zblizong do procesow
sterylizacji, nie moze jednak zastapi¢ sterylizacji tam
gdzie jest ona wymagana, np. w przypadku dekontami-
nacji termoopornych wyroboéw wielorazowego uzytku
kontaktujacych si¢ z blonami §luzowymi czy tez naru-
szajacymi cigglos¢ tkanek (8, 9). Zaleta kwasu nadoc-
towego jest niska toksyczno$¢ zwlaszcza wowczas
gdy jego zawarto$¢ w produktach jest nizsza niz 1%.
Aktywno$¢ sprobdjcza kwasu nadoctowego jest uza-
lezniona od pH i temperatury. Optymalna aktywnos¢
kwasu nadoctowego jest osiggana w pH obojetnym
izasadowym. Wyzsze aktywnosci kwasu nadoctowego
byty rowniez obserwowane w nizszych temperaturach.
Zmiany w pH roztworéw produktéw na bazie kwasu
nadoctowego moga wplywac na ich aktywnos$¢ sporo-
boéjcza (7, 9). Podobnie obserwowano spadek stezenia
kwasu nadoctowego w produktach przechowywanych
niezgodnie z zaleceniami producenta (10).

CEL PRACY

Celem badan byto okreslenie minimalnej aktywno-
$ci sporobojczej produktu zawierajacego kwas nadoc-
towy zgodnie z zatozeniami normy PN-EN 17126:
2019-01 przeznaczonej do okreslania aktywnosci
sporobojczej preparatéw dezynfekcyjnych w obszarze
medycznym. Ponadto celem pracy bylo (i) opisanie
modyfikacji metodycznych dotyczacych zatozen nor-
my PN-EN 17126: 2019-01 jakie zostaty zastosowane
podczas jej wdrazania do praktyki laboratoryjnej tj.
zastosowanie szczepu Bacillus cereus ATCC 10876
i odmiennych warunkéw jego hodowli, aby uzyskac
zawiesing spor o odpowiedniej liczbie i opornosci na
substancje referencyjna oraz (ii) przedstawienie pro-
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MATERIALS AND METHODS

Materials. A disinfectant based on peracetic acid —
1% product solution (10 g of powder per liter of water)
contains 0.15% of peracetic acid. Product solutions
were prepared by dissolving samples (dissolution
time up to 15 minutes) in hard water with a pH of
6.93-7.02. The sporicidal activity of the peracetic
acid-based disinfectant was tested at the following
concentrations: in the case of Bacillus subtilis ATCC
6633 spore suspension: 0.1%; 0.25%; 0.50%; 0.75%;
1.00%; in the case of Bacillus cereus ATCC 10876
spore suspension, in concentrations: 0.25%; 0.5%;
1.00%; 1.25%; 2.00%; 3.00%; 4.00%; 5.00%. Contact
time of the product with both spore suspensions was
15 minutes; the study was performed in clean (0.3 g/l
bovine albumin) and dirty conditions (3 g/l bovine
albumin and 3 ml/l sheep erythrocytes).

Reference substance: Peracetic acid (PAA) —
a solution with about 35% of peracetic acid in acetic
acid, stabilized (manufacturer ACROS ORGANICS).
From the 35% peracetic acid solution a 5% solution
was prepared, in which the concentration of peracetic
acid was determined by titration with a sodium
thiosulfate solution. After determining the peracetic
acid content in the starting solution, the solutions of
final concentration in the testi.e. 0.5%; 0.05%; 0.001%
were prepared against which the resistance of spores
to peracetic acid was determined in accordance with
the criteria of PN-EN 17126: 2019-01 (1).

Spores. Spores obtained by culturing the Bacillus
subtilis ATCC 6633 and Bacillus cereus ATCC 10876
strains. The Bacillus cereus ATCC 10876 strain was
used in the study instead of the Bacillus cereus ATCC
12826 strain, which cultured in accordance with the
PN-EN 17126: 2019-01 methodology, did not produce
spores.

1) The culture of Bacillus subtilis spores ATCC
6633 — the preparation of the spore suspension form
the Bacillus subtilis culture was done by inoculating
the strain on TSA (Tryptone Soya Agar) medium and
incubating it for 24 hours at 37°C+£1°C. A second
passage was then prepared by streaking onto TSA
medium and incubating for 24 hours at 37°C+1°C.
One colony was seeded on TGB (Tryptone Glucose
Brtoth) medium and incubated for 24 hours at
37°C«£1°C. 2-3 ml of the culture was transferred to
a Roux bottle with MYA (Meat Yeast extract Agar)
medium and spread over the entire surface of the
medium. The excess suspension was collected. The
culture was incubated at 37°C+1°C for 10 days.
After the first 3 days, microscopic observation was
carried out to evaluate the sporulation. After 10
days, the spores were washed off with sterile distilled

blemow zwigzanych z badaniem i oceng dziatania spo-
robojczego preparatu dezynfekcyjnego na bazie kwasu
nadoctowego.

MATERIALY I METODY

Material. Preparat dezynfekcyjny na bazie kwa-
su nadoctowego — 1% roztwor produktu (10 g prosz-
ku na litr wody) zawiera 0,15 % kwasu nadoctowego.
Roztwory produktu byty przygotowywane przez roz-
puszczanie nawazek (czas rozpuszczenia do 15 minut)
w wodzie twardej o pH 6,93-7,02. Roztwory produktu
byty zuzywane w badaniach w ciagu 2 godzin. Aktyw-
nos¢ sporobojcza preparatu dezynfekcyjnego na bazie
kwasu nadoctowego byta badana w nastepujacych pa-
rametrach: w przypadku zawiesiny spor Bacillus sub-
tilis ATCC 6633 produkt badano w stezeniach: 0,1%;
0,25%; 0,50%; 0,75%; 1,00%; w przypadku zawiesiny
spor Bacillus cereus ATCC 10876 w stgzeniach 0,25%;
0,5%; 1,00%; 1,25%; 2,00%; 3,00%; 4,00%; 5,00%;
czas kontaktu produktu z obiema zawiesinami wynosit
15 minut; badanie wykonano w warunkach czystych
(0,3 g/l albuminy wolowej) i brudnych (3 g/I albumi-
ny wolowej i 3 ml/l erytrocytow baranich). Substan-
cja referencyjna: Kwas nadoctowy (PAA) — roztwor
o zawartos$ci okoto 35% kwasu nadoctowego w kwasie
octowym, stabilizowany (producent ACROS ORGA-
NICS). Z 35% roztworu kwasu nadoctowego przygo-
towywano roztwor 5%, w ktorym okreslano stezenie
kwasu nadoctowego metoda miareczkowania roztwo-
rem tiosiarczanu sodu. Po ustaleniu zawartosci kwasu
nadoctowego w roztworze wyjsciowym, przygotowy-
wano roztwory o koncowych stezeniach w badaniu tj.
0,5%; 0,05%; 0,001% wobec ktdrych okres$lano opor-
no$¢ spor na kwas nadoctowy zgodnie z kryteriami
normy PN-EN 17126: 2019-01 (1).

Spory. Spory otrzymano w wyniku hodowli szcze-
pow Bacillus subtilis ATCC 6633; Bacillus cereus
ATCC 10876. Szczep Bacillus cereus ATCC 10876
zostal zastosowany w badaniach zamiast szczepu Ba-
cillus cereus ATCC 12826, ktory hodowany zgodnie
z metodyka PN-EN 17126: 2019-01 nie wytwarzat spor.

1) Hodowla spor Bacillus subtilis ATCC 6633 -
przygotowanie zawiesiny do hodowli spor Bacillus
subtilis wykonano poprzez posianie szczepu na podio-
ze TSA i inkubowanie 24 godziny w 37°C+£1°C. Na-
stepnie przygotowano drugi pasaz przez wykonanie
posiewu redukcyjnego na podtoze TSA (Tryptone Soya
Agar) i inkubowano przez 24 godziny w 37°C=£1°C.
Posiano 1 koloni¢ na podtoze TGB (Tryptone Glucose
Broth) i inkubowano 24 godziny w 37°C+1°C. Przenie-
siono 2-3 ml hodowli do butli Roux z podtozem MYA
(Meat Yeast extract Agar) i rozprowadzono po catej
powierzchni podtoza. Nadmiar zawiesiny zebrano. Ho-
dowlg inkubowano w 37°C+1°C przez 10 dni. Po pierw-
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water. The obtained suspension was subjected to
purification by 4 consecutive washes with 30 ml
of sterile distilled water and by centrifugation at
4000 gN for 20 minutes. The resultant suspension
was heated for 10 minutes at 75°C+1°C. In order to
determine the number of spores, a series of dilutions
in sterile distilled water was prepared and the spore
suspension dilutions were plated on TSA using the
pour plate method. The required spore density was
1.5-5x107 cfu/ml. The spore suspension was sealed
in a screw cap tube with glass beads and left in the
refrigerator for 4 weeks for the spores to mature.

Prior to being used to test disinfectant activity,
the Bacillus subtilis spore suspension was tested
for peracetic acid resistance of the spores. The
parameters of the spore resistance test are as follows:
0.001% peracetic acid, contact time 30 minutes,
required 1g reduction <3; and 0.05% peracetic acid,
contact time 30 minutes, required lg reduction >3. The
spore resistance studies were performed without an
interfering substance. The spore suspension density
for the spore resistance test was 1.5-5x10° cfu/ml.

2) The culture of Bacillus cereus spores ATCC
10876. The preparation of the spore suspension for the
Bacillus cereus culture was performed according to
PZH DF 03/03: 2003.02.07 (11). Bacillus cereus was
inoculated on TSA medium and incubated for 48 hours
at 37°C£1°C. Then a second passage was prepared
by inoculating it on TSB medium and incubating for
24 hours at 37°C£1°C. From the culture obtained,
5 ml were taken and spread on a surface prepared
using 200 ml of manganese salt agar medium.
The medium was solidified 72 hours prior to the
inoculation in a horizontally arranged Roux bottle.
The culture was incubated for 10 days at 37°C£1°C.
The culture was then washed off by adding 25 ml of
Ringer’s solution. The obtained spore suspension was
purified by 4 successive washes with 30 ml of sterile
distilled water and by centrifugation at 4000 gN for
20 minutes. The resultant suspension was heated for
10 minutes at 75°C+1°C. The required spore density
was 1.5-5%107 cfu/ml. The spore suspension was
sealed in a screw cap tube with glass beads and left in
the refrigerator for 4 weeks for the spores to mature.
The spore suspension of Bacillus cereus was checked
for resistance to peracetic acid before being used for
testing disinfectants activity. The parameters of the
spore resistance test are as follows: 0.05% peracetic
acid, contact time 30 minutes, required lg reduction
<3; and 0.5% peracetic acid, contact time 30 minutes,
required lg reduction >3. The spore resistance studies
were performed without an interfering substance.
The spore suspension density for the spore resistance
tests was 1.5-5x10° cfu/ml.

528

szych 3 dniach dokonywano obserwacji mikroskopo-
wej w celu oceny sporulacji. Po 10 dniach spory sptu-
kiwano jatlowa woda destylowana. Uzyskang zawiesing
podawano oczyszczaniu poprzez 4 kolejne ptukania 30
ml jalowej wody destylowanej i przez wirowanie przy
4000 g przez 20 minut. Tak przygotowang zawiesing
ogrzewano 10 minut w 75°C£1°C. W celu okreslenia
liczebnosci spor przygotowywano szereg rozcienczen
w jatowej wodzie destylowanej i rozcienczenia zawie-
siny spor wysiewano na podtoze TSA metoda posie-
wu wgtebnego. Wymagana gestos¢ spor 1,5-5x107 cfu/
ml. Zawiesine spor zamknieto w zakrgcanej probowce
z kulkami szklanymi i pozostawiono w lodéwce na 4
tygodnie, aby spory osiagnety dojrzatosé.

Przed zastosowaniem do badan zawiesing spor Ba-
cillus subtilis sprawdzano w kierunku opornosci spor
na kwas nadoctowy. Parametry badania opornosci spor
to: 0,001% kwas nadoctowy, czas dziatania 30 minut,
wymagana redukcja <3 w dziesig¢tnej skali logaryt-
micznej oraz 0,05% kwas nadoctowy, czas dziatania
30 minut, wymagana redukcja >3 w dziesi¢tnej skali
logarytmicznej. Badania opornosci spor wykonywano
bez obcigzenia organicznego. G¢stos¢é zawiesiny spor
w przypadku badan opornosci spor wynosita 1,5-5x10°
spor/ml.

2) Hodowla spor Bacillus cereus ATCC 10876.
Przygotowanie zawiesiny do hodowli spor Bacillus ce-
reus wykonano zgodnie z PZH DF 03/03: 2003.02.07
(11). Bacillus cereus byt posiany na podtoze TSA i in-
kubowany przez 48 godzin w 37°C#1°C. Nastepnie
przygotowano drugi pasaz przez wykonanie posiewu
na podtoze TSB i inkubacje¢ 24 godziny w 37°C=£1°C.
Z otrzymanej hodowli pobrano 5 ml i posiano na po-
wierzchni¢ uzyskang z 200 ml podtoza agarowego
z solami manganu. Podloze zostato zestalone na 72 go-
dziny przed posiewem w poziomo utozonej butli Roux.
Hodowle inkubowano 10 dni w 37°C+1°C. Nastepnie
hodowle sptukano przez dodanie 25 ml ptynu Ringe-
ra. Uzyskang zawiesing spor poddano oczyszczaniu
poprzez 4 kolejne ptukania 30 ml jatowej wody desty-
lowanej 1 przez wirowanie przy 4000 g, przez 20 mi-
nut. Tak przygotowang zawiesing ogrzewano 10 minut
w 75°C+£1°C. Wymagana ggstos¢ spor 1,5-5x107 cfu/
ml. Zawiesing spor zamkni¢to w zakrecanej probowce
z kulkami szklanymi i pozostawiano w lodéwce na 4
tygodnie aby spory osiggnely dojrzatosc.

Przed zastosowaniem do badan zawiesing spor Ba-
cillus cereus sprawdzano w kierunku opornosci spor
na kwas nadoctowy. Parametry badania opornos$ci spor
to: 0,05% kwas nadoctowy, czas dzialania 30 minut,
wymagana redukcja <3 w dziesi¢tnej skali logaryt-
micznej oraz 0,5% kwas nadoctowy, czas dziatania
30 minut, wymagana redukcja >3 w dziesietnej skali
logarytmicznej. Badania opornosci spor wykonywano
bez obcigzenia organicznego. Gesto$¢ zawiesiny spor
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Method. Testing the resistance of spores to
peracetic acid and the activity of the product
containing peracetic acid was carried out according
to the quantitative suspension method described
in the PN-EN 17126: 2019-01 standard intended to
determine the sporicidal activity of disinfectants
used in the medical area (1). The method involves
combining a test product or reference substance with
a spore suspension in an interfering substance. In the
case of testing the resistance of spores to peracetic
acid, peracetic acid was combined with a suspension
of spores in sterile distilled water. The mixture was left
for the specified contact time t, which was 15 minutes
in the case of the tested product and 30 minutes in the
caseofthesporeresistancetest. The mixtures were then
transferred to the neutraliser (Polysorbate 8 — 10 g/1;
lecithin — 3 g/I; sodium thiosulfate — 5 g/l in the
diluent). After the neutralization time, the mixtures
from 10° and 10! were flooded with TSA medium and
incubated for 48 hours at 37°C+£1°C. In parallel, the
experimental conditions and their lethal effect on the
bacterial spores (A), the influence of the neutralizer
toxicity on the spore suspension (B) and the dilution-
neutralization method validation (C) were performed.
Spore reduction, expressed on a lg decimal scale, was
calculated from the difference between the number of
colonies in the spore suspension before the treatment
with the product/reference substance and the average
number of colonies obtained after the treatment with
the test product/reference substance. The product
has a sporicidal activity if, in certain disinfection
parameters, it demonstrates the reduction of spore
>4 on a decimal logarithmic scale. The results
presented in the study were obtained with the method
reproducibility according to PN-EN 17126: 2019-01
amounting to £0.09 on a logarithmic decimal scale.

RESULTS

The resistance of the Bacillus subtilis and
Bacillus cereus spores to peracetic acid. The
parameters tested — peracetic acid concentration
0.001% and contact time t=30 minutes — reduced
the Bacillus subtilis spores below <3 on a decimal
logarithmic scale. The Bacillus subtilis spores met
the requirements of PN-EN 17126: 2019-01 and
showed resistance to the parameters applied. The
parameters used — peracetic acid concentration 0.05%
and contact time t=30 minutes — did not cause the
required reduction of the Bacillus subtilis spores. The
Bacillus subtilis spores were resistant to the above
parameters recommended in PN-EN 17126: 2019-01.
The achieved reduction averaged 1.71 on a decimal
logarithmic scale and was less than >3 on a decimal
logarithmic scale (Table I). The Bacillus subtlis spore

w przypadku badan opornosci spor wynosita 1,5-5x10°
spor/ml (1).

Metoda. Badanie opornosci spor na kwas nadoc-
towy oraz aktywnosci produktu zawierajgcego kwas
nadoctowy wykonano wg ilosciowej zawiesinowej
metody PN-EN 17126: 2019-01 przeznaczonej do okre-
$lania aktywnosci sporobojczej preparatow dezynfek-
cyjnych stosowanych w obszarze medycznym (1). Za-
sada metody polega na polaczeniu badanego produktu/
substancji referencyjnej z zawiesing spor w obcigzeniu
organicznym. W przypadku badania opornosci spor
na kwas nadoctowy byl on taczony z zawiesing spor
zawieszong w jatowej wodzie destylowanej. Miesza-
nina byla pozostawiana na okre$lony czas kontaktu
t, ktory w przypadku badanego produktu wynosit 15
minut natomiast w przypadku badania oporno$ci spor
30 minut. Nastepnie mieszaniny byty przenoszone do
inaktywatora (Polisorbat 8 — 10 g/I; lecytyna — 3 g/I;
tiosiarczan sodu — 5 g/l w rozcienczalniku). Po cza-
sie neutralizacji mieszaniny z 10° i 10" wysiewano na
podioze TSA metoda zalewowa i inkubowano przez
48 godzin w temperaturze 37°C+1°C. Roéwnolegle
wykonywano kontrole warunkéw eksperymentalnych
i ich wptywu letalnego na spory bakterii (A), kontrole
wplywu toksycznos$ci neutralizatora na zawiesing spor
(B) oraz walidacje metody rozciefczania-neutralizacji
(C). Redukcja spor, wyrazona w dziesigtnej skali loga-
rytmicznej, byta obliczana z roznicy otrzymanej z licz-
by kolonii w zawiesinie przed dziataniem produktu/
substancji referencyjnej oraz $redniej liczby kolonii
uzyskanej po dziataniu badanego produktu/substancji
referencyjnej. Produkt dziata sporobdjczo jesli w okre-
Slonych parametrach dezynfekcji wykazuje redukcje
spor >4 w dziesigtnej skali logarytmicznej. Prezento-
wane w pracy wyniki uzyskano przy odtwarzalnos¢
metody wg PN-EN 17126: 2019-01 wynoszacej +0,09
w dziesietnej skali logarytmiczne;.

WYNIKI

Oporno$¢ spor Bacillus subtilis i Bacillus cere-
us na kwas nadoctowy. Badane parametry: stezenie
kwasu nadoctowego 0,001% i czas kontaktu t=30 mi-
nut powodowaly redukcje spor Bacillus subtilis ponizej
<3 w dziesietnej skali logarytmicznej. Spory Bacillus
subtilis spelnialy wymagania normy PN-EN 17126:
2019-01 i wykazywaty oporno$¢ wobec zatozonych
parametréw. Zastosowane parametry — stgzenie kwasu
nadoctowego 0,05% i czas kontaktu t=30 minut — nie
powodowaty wymaganej redukcji spor Bacillus subti-
lis. Spory Bacillus subtilis byty oporne wobec powyz-
szych parametrow zalecanych w normie PN-EN 17126:
2019-01. Osiagnicta redukcja wynosita $rednio 1,71
w dziesietnej skali logarytmicznej i byla nizsza niz >3
w dziesig¢tnej skali logarytmicznej (Tabela I). Zawie-
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Table 1. Resistance of Bacillus subtilis ATCC 6633 spore suspension to peracetic acid
Tabela 1. Opornos¢ zawiesiny spor Bacillus subtilis ATCC 6633 na kwas nadoctowy

Concentration Contact time Required reduction | Obtained reduction
Reference substance o .
[Yo] [min] [lg] [1g]
Peracetic acid 0.001 30 <3 <0.65
Peracetic acid 0.05 30 >3 1.71

suspension was qualified for further studies because
the spores obtained showed a higher resistance to the
concentration of the reference substance used than
expected in the PN-EN 17126: 2019-01 standard, and
thus set higher requirements for the tested product
in accordance with the “over-kill” principle. The
parameters tested — peracetic acid concentration
0.05% and contact time t=30 minutes — resulted in
the reduction of the Bacillus cereus spores below
<3 on a decimal logarithmic scale. The Bacillus
cereus spores met the requirements of PN-EN 17126:
2019-01 and showed resistance to the parameters
applied. Similarly, the use of a higher peracetic acid
concentration, 0.5%, and the same contact time t=30
minutes resulted in achieving the reduction of the
Bacillus cereus spores required by the standard. The
Bacillus cereus spores were sensitive to the above
parameters. The achieved reduction was on average
>3.38 on a decimal logaritmic scale and was higher
than >3 on a decimal logaritmic scale. The resistance
of the Bacillus cereus spores to peracetic acid as the
reference substance met the requirements of PN-EN
17126: 2019-01 (Table II).

sina spor Bacillus subtlis zostata zakwalifikowana do
dalszych badan, poniewaz uzyskane spory wykazywa-
ty wyzsza oporno$¢ na zastosowane st¢zenie substan-
cji referencyjnej niz przewidziano w normie PN-EN
17126: 2019-01, a tym samym stawialy wyzsze wyma-
gania badanemu produktowi zgodnie z zasadg ,,nad-
zabicia”. Badane parametry: st¢zenie kwasu nadocto-
wego 0,05% i czasu kontaktu t=30 minut powodowaty
redukcje spor Bacillus cereus ponizej <3 w dziesietnej
skali logarytmicznej. Spory Bacillus cereus speiniaty
wymagania normy PN-EN 17126: 2019-01 i wykazy-
waty opornos¢ wobec zalozonych parametrow. Podob-
nie zastosowanie wyzszego stezenia kwasu nadocto-
wego 0,5% 1 takiego samego czas kontaktu t=30 minut
spowodowalo osiggnigcie wymaganej norma reduk-
cji spor Bacillus cereus. Spory Bacillus cereus byty
wrazliwe wobec powyzszych parametrow. Osiagnigta
redukcja wynosita $rednio >3,38 w dziesigtnej skali lo-
garytmicznej i byla wyzsza niz >3 w dziesigtnej skali
logarytmicznej. Opornos¢ spor Bacillus cereus wobec
kwasu nadoctowego jako substancji referencyjnej spet-
niata wymagania normy PN-EN 17126: 2019-01 (Ta-
bela II).

Table II. Resistance of Bacillus cereus ATCC 10876 spore suspension to peracetic acid
Tabela II. Oporno$¢ zawiesiny spor Bacillus cereus ATCC 10876 na kwas nadoctowy

Reference substance

Concentration [%]

Contact time [min]

Required reduction
[g]

Obtained reduction
[ig]

Peracetic acid

0.05

30

<3

<1.02

Peracetic acid

0.5

30

>3

>3.38

The sporicidal activity of the product with
peracetic acid. The tested disinfectant showed
sporicidal activity against the spore suspension
of Bacillus subtilis ATCC 6633 at a concentration
of 1% during a contact time of 15 minutes, under
clean conditions, and at a concentration of 0.75%
and 1% during a contact time of 15 minutes, under
dirty conditions. The pH of the solutions showing
sporicidal activity ranged from 7.88 to 7.99 (Fig. 1 and
2). The sporicidal activity of the tested disinfecting
preparation against the spore suspension of Bacillus
cereus ATCC 10876 was observed only under dirty
conditions at concentrations of 0.5%, 1% and 1.25%
with a contact time of 15 minutes. The decrease in
activity at higher concentrations could be related to
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AKktywnos$¢ sporobojcza produktu na bazie kwa-
su nadoctowego. Badany preparat dezynfekcyjny wy-
kazywat aktywnos¢ sporobojcza wobec zawiesiny spor
Bacillus subtilis ATCC 6633 w stezeniu 1% w czasie
kontaktu 15 minut, w warunkach czystych oraz w ste-
zeniu 0,75% 1 1% w czasie kontaktu 15 minut, w wa-
runkach brudnych. pH roztworéw wykazujacych ak-
tywno$¢ sporobojcza wynosito od 7,88 do 7,99 (Ryc.
1 i 2). Aktywnos¢ sporobojcza badanego preparatu
dezynfekcyjnego wobec zawiesiny spor Bacillus cere-
us ATCC 10876 zaobserwowano tylko w warunkach
brudnych w stezeniach 0,5%; 1%; 1,25% w czasie kon-
taktu 15 minut. Spadek aktywnosci w wyzszych steze-
niach mogt by¢ zwigzany ze wzrostem pH roztwordow.
Wzrost pH roztworéw preparatu dezynfekcyjnego od
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Fig. 1. Sporicidal activity against a Bacillus subtilis ATCC
6633 spore suspension of a disinfectant with peracetic acid
and the pH of its solutions. Test conditions: concentration
range: 0.1%; 0.25%; 0.50%; 0.75%; 1.00%; contact time:
15 minutes; temperature: 20°C; clean conditions: 0.3 g/l
bovine albumin; density of the Bacillus subtilis ATCC 6633
spore suspension — 1.5-5x107 cfu/ml.

Ryc. 1. Dziatanie sporobodjcze wobec zawiesiny spor
Bacillus subtilis ATCC 6633 preparatu dezynfekcyjnego
zwierajacego kwas nadoctowy oraz pH jego roztwordw;
warunki badania: zakres stezen: 0,1%; 0,25%; 0,50%;
0,75%; 1,00%; czas kontaktu: 15 minut; temperatura
20°C; warunki czyste: 0,3 g/l albuminy wotowej; gestosé
zawiesiny spor Bacillus subtilis ATCC 6633 — 1,5-5x107
cfu/ml.

the increase in the pH of the solutions. An increase in
the pH of the disinfectant solutions from 8.25 to 9.09
was observed at higher concentrations (2%; 3%; 4%;
5%), in which no sporicidal activity of the preparation
against the Bacillus cereus spores was observed under
dirty conditions (Fig. 4). There was also no sporicidal
effect at higher concentrations, under clean conditions.
The disinfecting preparation also showed no sporicidal
activity against the Bacillus cereus spores under clean
conditions, at concentrations of 0.5%, 1% and 1.25%,
where the pH of the solutions ranged from 7.85 to 8.19,
while only in the case of the 1.25% concentration did it
exceed the pH value of 8 (Fig. 3).

Taking into account the obtained test results, it was
established that the tested disinfecting preparation
exhibits sporicidal activity at a concentration of 1%
(0.15% peracetic acid) during a contact time of 15
minutes, at a temperature of 20°C, under clean and
dirty conditions.
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Fig. 2. Sporicidal activity against a Bacillus subtilis ATCC
6633 spore suspension of a disinfectant with peracetic acid
and the pH of its solutions; test conditions: concentration
range: 0.1%; 0.25%; 0.50%; 0.75%; 1.00%; contact time: 15
minutes; temperature: 20°C; dirty conditions: 3 g/l bovine
albumin and 3 ml/l sheep erythrocytes; strain: density
of the Bacillus subtilis ATCC 6633 spore suspension —
1.5-5x107 cfu/ml.

Ryc. 2. Dzialanie sporobdjcze wobec zawiesiny spor
Bacillus subtilis ATCC 6633 preparatu dezynfekcyjnego
zwierajacego kwas nadoctowy oraz pH jego roztworow;
warunki badania: zakres stezen: 0,1%; 0,25%; 0,50%;
0,75%; 1,00%; czas kontaktu: 15 minut; temperatura
20°C; warunki brudne: 3 g/l albuminy wotowej i 3 ml/I
erytrocytow baranich; szczep: Bacillus subtilis ATCC 6633
— zawiesina spor o gestosci 1,5-5x107 cfu/ml.

8,25 do 9,09 obserwowano w wyzszych stezeniach (2%;
3%; 4%; 5%) w warunkach brudnych, w ktorych nie
stwierdzano aktywnosci sporobdjczej preparatu wo-
bec spor Bacillus cereus. (Ryc. 4). Nie zaobserwowano
rowniez dziatania sporobodjczego w wyzszych steze-
niach, w warunkach czystych. Preparat dezynfekcyjny
nie wykazywal rowniez aktywnosci sporobdjczej wo-
bec spor Bacillus cereus w warunkach czystych, w ste-
zeniach 0,5%; 1%; 1,25%; gdzie zakres pH roztworow
wynosit od 7,85 do 8,19 i tylko w przypadku stezenia
1,25 % przekraczat warto$¢ pH rowna 8 (Ryc.3).

Biorac pod uwage uzyskane wyniki badan usta-
lono, ze badany preparat dezynfekcyjny wykazuje
aktywno$¢ sporobdjcza w stezeniu 1% (0,15% kwasu
nadoctowego) w czasie kontaktu 15 minut, w tempera-
turze 20°C, w warunkach czystych i brudnych.
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Fig. 3. Sporicidal activity against a Bacillus cereus ATCC
10876 spore suspension of a disinfectant with peracetic acid
and the pH of its solutions; test conditions: concentration
range: 0.25%; 0.5%; 1.00%; 1.25%; 2.00%; 3.00%; 4.00%;
5.00%; contact time: 15 minutes; temperature: 20° C; clean
conditions: 0.3 g/l bovine albumin; density of the Bacillus
cereus ATCC 10876 spore suspension — 1.5-5x107 cfu/ml.
Ryc. 3. Dziatanie sporobodjcze wobec zawiesiny spor
Bacillus cereus ATCC 10876 preparatu dezynfekcyjnego
zwierajagcego kwas nadoctowy oraz pH jego roztworow;
warunki badania: zakres stezen: 0,25%; 0,5%; 1,00%;
1,25%; 2,00%; 3,00%; 4,00%; 5,00%; czas kontaktu: 15
minut; temperatura 20°C; warunki czyste: 0,3 g/l albuminy
wolowej; gestos¢ zawiesiny spor Bacillus cereus ATCC
10876 — 1,5-5x107 cfu/ml.

DISCUSSION

Infections caused by Bacillus spp. in the
hospital environment can be prevented through the
use of appropriate disinfectants with disinfection
parameters determined in biocidal effectiveness
tests. The use of improperly selected disinfectants
with inadequate disinfection parameters makes
disinfection ineffective and contributes to the survival
of microorganisms resistant to the disinfectants (12).
Bacterial spores are one of the most resistant forms
of microorganisms, resistant to both physical and
chemical factors (3, 12). Eliminating them requires
highly reactive active substances, such as aldehydes,
chlorine derivatives, hydrogen peroxide or peracetic
acid, with appropriately defined parameters -
concentration, contact time, temperature, clean or
dirty conditions (12, 13). According to Staniszewska
2006, different research methods used to determine
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Fig. 4. Sporicidal activity against a Bacillus cereus ATCC
10876 spore suspension of a disinfectant with peracetic acid
and the pH of its solutions; test conditions: concentration
range: 0.25%; 0.5%; 1.00%,; 1.25%; 2.00%; 3.00%; 4.00%;
5.00%; contact time: 15 minutes; temperature: 20°C;
dirty conditions: 3 g/l bovine albumin and 3 ml/l sheep
erythrocytes; density of the Bacillus cereus ATCC 10876
spore suspension — 1.5-5x107 cfu/ml.

Ryc. 4. Drzialanie sporobdjcze wobec zawiesiny spor
Bacillus cereus ATCC 10876 preparatu dezynfekcyjnego
zwierajacego kwas nadoctowy oraz pH jego roztwordow;
warunki badania: zakres stezen: 0,25%; 0,5%; 1,00%;
1,25%; 2,00%; 3,00%; 4,00%; 5,00%; czas kontaktu:
15 minut; temperatura 20°C; warunki brudne: 3 g/l
albuminy wotowej i 3 ml/l erytrocytéw baranich; gegstosé
zawiesiny spor Bacillus cereus ATCC 10876 — 1,5-5x107
cfu/ml.

DYSKUSJA

Zapobieganie zakazeniom wywolywanym przez
spory Bacillus spp. w srodowisku szpitalnym jest moz-
liwe dzigki zastosowaniu wiasciwych preparatow de-
zynfekcyjnych w parametrach dezynfekcji wyznaczo-
nych w badaniach skutecznosci biobojczej. Stosowanie
niewtasciwie dobranych preparatow dezynfekcyjnych
w nieodpowiednich parametrach dezynfekcji powo-
duje, ze dezynfekcja jest nieskuteczna i przyczynia
si¢ do przezywania mikroorganizméw opornych na
preparaty dezynfekcyjne (12). Spory bakterii to jedne
z najbardziej opornych form mikroorganizméw, opor-
nych zaréwno na czynniki fizyczne jaki i chemiczne
(3, 12). Ich zwalczanie wymaga zastosowania silnie
reaktywnych substancji aktywnych takich jak: aldehy-
dy, pochodne chloru, nadtlenek wodoru czy tez kwas
nadoctowy w odpowiednio okreslonych parametrach:
stezenia, czasu kontaktu, temperatury, obcigzenia or-
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the sporicidal activity of disinfectants may
yield different results, which is not conducive to
establishing the correct parameters of disinfectant
use (14). Currently in the medical area, it is possible
to determine the sporicidal activity of disinfectants
using standardized suspension methods according
to European Standard PN-EN 17126: 2019-01 (1).
However, not all the test conditions it contains can be
implemented in laboratory practice. One of them is
obtaining a specific density of the spore suspension
and determining the resistance of obtained spore
suspensions in accordance with the requirements of
PN-EN 17126: 2019-01. In the present study, a strain
of Bacillus cereus other than the standard specified in
the standard was used to obtain a spore suspension,
as well as other cultivation conditions. Nevertheless,
the resistance of Bacillus cereus spores to peracetic
acid was in accordance with the requirements of the
standard.

According to the literature data, the Bacillus
subtilis spores are more sensitive to peracetic acid
than the Bacillus cereus spores (12). In the presented
resistance studies, the Bacillus subtilis spore
suspension showed a higher resistance to peracetic
acid (0.05%, 30 minutes) than that prescribed by
the standard. The Bacillus subtilis spores were
eliminated by the test product at a concentration of
0.75-1% during a contact time of 15 minutes, where
the peracetic acid content was 0.11-0.15%. The tested
product showed reductions of the Bacillus cereus
spores at the level required by the standard (>4 on
a lg decimal scale) in concentrations from 0.5% to
1.25% i.e. with a lower peracetic acid content (0.075-
0.19%) and a shorter contact time (15 minutes) than
for the resistance parameters defined by the standard
(0.5%; 30 minutes). Due to this, the range of activity
of the tested product indicates similar resistance
of spores obtained from the Bacillus subtilis and
Bacillus cereus strains. Taking into account the
results of the product activity obtained for both spore
suspensions, the minimum disinfection parameters
were set at a concentration of 1% and a contact time
of 15 minutes at a temperature of 20°C, under clean
conditions and dirty conditions. When it comes to
the results obtained for the Bacillus cereus spore
suspension in clean conditions, they were omitted
due to the activity of the test preparation obtained
under dirty conditions, i.e. with a higher organic load
containing 10 times more bovine albumin and sheep
blood erythrocytes.

Disinfectants containing peracetic acid are
considered sensitive to the presence of organic
pollutants, including blood contamination. The
presence of blood can significantly reduces the effect
of oxidizing agents, including peracetic acid (7, 15).

ganicznego (12, 13). Wg Staniszewskiej 2006 r6zne me-
tody badawcze stosowane w okreslaniu sporobojczosci
preparatow dezynfekcyjnych moga dawaé réozne wy-
niki, co nie sprzyja ustaleniu prawidtowych parame-
trow stosowania preparatow (14). Obecnie w obszarze
medycznym istnieje mozliwos¢ okreslenia aktywnosci
sporobdjczej preparatow dezynfekcyjnych z wyko-
rzystaniem ujednoliconych metod zawiesinowych wg
normy europejskiej PN-EN 17126: 2019-01. Jednakze
nie wszystkie zapisane w niej warunki badania mozna
wdrozy¢ w praktyce laboratoryjnej. Jednym z nich jest
uzyskiwanie okreslonej gestosci zawiesiny spor i okre-
$lenie opornosci uzyskiwanych zawiesin spor zgodnie
z wymaganiami normy PN-EN 17126: 2019-01 (1).
W prezentowanych badaniach do uzyskania zawiesiny
spor zastosowano inny niz przewidziany normg szczep
Bacillus cereus oraz inne warunki hodowli. Mimo to
opornos$¢ spor Bacillus cereus na kwas nadoctowy byla
zgodna z wymaganiami normy.

Wg danych literaturowych spory Bacillus subtilis sa
bardziej wrazliwe na kwas nadoctowy niz spory Bacil-
lus cereus (12). W przedstawionych badaniach zawiesi-
na spor Bacillus subtilis wykazywalta wyzszg opornos¢
na kwas nadoctowy (0,05%, 30 minut) niz przewi-
dziana norma. Spory Bacillus subtilis byty zwalczane
przez badany produkt w stezeniu 0,75%-1% w czasie 15
minut, gdzie zawartos¢ kwasu nadoctowego wynosi-
fa 0,11%-0,15%. Badany produkt wykazywat redukcje
spor Bacillus cereus na poziomie wymaganym norma
(>4 w dziesi¢tnej skali logarytmicznej) w st¢zeniach
od 0,5% do 1,25% czyli przy nizszej zawartos$ci kwasu
nadoctowego w badanym preparacie (0,075%-0,19%)
i w krotszym czasie kontaktu (15 minut) niz w przy-
padku parametrow oporno$ci okreslonych norma
(0,5%; 30 minut). Z uwagi na to zakres dziatania ba-
danego produktu wskazuje na podobna opornos¢ spor
uzyskanych ze szczepow Bacillus subtilis 1 Bacillus ce-
reus. Biorac pod uwage wyniki aktywnosci produktu
uzyskane dla obu zawiesin spor minimalne parametry
dezynfekcji ustalono na 1% i czas kontaktu 15 minut
w temperaturze 20°C, w warunkach czystych i warun-
kach brudnych. Wyniki uzyskane wobec zawiesiny
spor Bacillus cereus w warunkach czystych zostaty
pominigte z uwagi na aktywno$¢ badanego preparatu
uzyskang w warunkach brudnych, czyli przy wyzszym
obcigzeniu organicznym zawierajagcym 10 razy wigcej
albuminy wotowej oraz erytrocyty krwi baranie;.

Preparaty zawierajace kwas nadoctowy sg uznawa-
ne jako wrazliwe na obecnos¢ zanieczyszczen orga-
nicznych, w tym na zanieczyszczenie krwig. Obecnosc¢
krwi moze w znaczacy sposob zmniejszy¢ dziatanie
preparatéw utleniajacych w tym kwasu nadoctowego
(7, 15). Wg Kutrowskiej 2005 kwas nadoctowy nie jest
odporny na zanieczyszczenia biatkowe, pomimo, ze
ma mniejszy biad proteinowy niz wykazujacy dzia-
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According to Kutrowska 2005, peracetic acid is not
resistant to protein contamination, despite the fact
that it has a lower protein error than glutaraldehyde,
which exhibits sporicidal activity (13). The sporicidal
activity of preparations based on peracetic acid
may also depend on the pH of the obtained product
solutions and their solubility. According to Szumska,
the best biocidal activity of peracetic acid is within
the pH range from 3 to 8.5 (9). In the case of more
alkaline solutions, achieving sporicidal effectiveness
requires a higher content of peracetic acid and longer
contact times (12, 13). In the conducted research,
the use of higher concentrations of peracetic acid
resulted in an increase in the pH of the solutions
(pH> 8.25), which in turned could have resulted in
a decrease in the activity of the tested product and
the lack of the required reduction of Bacillus cereus
spores. According to other literature data, peracetic
acid dominates in a solution at a pH below 8.2, while
at a higher pH, the peracetate ion dominates (7).

In the case of powder formulations, peracetic
acid can be generated by the reaction of sodium
percarbonateand TAED (tetraacetylethylenediamine).
It is believed that powdered preparations containing
peracetic acid are usable for up to 3 years from the
date of production, while their solutions are not stable
and should be replaced frequently (16). The different
sporicidal activity of the tested product found in
the study could be related to its properties resulting
from the powder production process itself and the
variable release of peracetic acid after dissolving the
product. According to Tarka, the activity of a solution
containing peracetic acid may remain at the same
level or increase for 60 minutes from the moment
of dissolution, after which time the concentration of
peracetic acid may decrease (7). All these features of
preparations containing peracetic acid may influence
the effectiveness of their sporicidal activity. The
prerequisite for using powdered preparations for
disinfection is their complete solubility, especially
if such a type of product is used for disinfecting
endoscopes (7, 8). Preparations intended for use
should be stable. Producers of disinfectants containing
peracetic acid as the active substance should provide
a detailed method of preparing solutions of this type
of products and specify their shelf life.

CONCLUSIONS

In areas where there is a risk of infecting patients
or contaminating clinical specimens, materials and
equipment with Bacillus spp, it is necessary to use
preparations with confirmed sporicidal activity. The
PN-EN 17126: 2019-01 standard using the sporicidal
suspension method enables the assessment of the
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fanie sporobdjcze aldehyd glutarowy (13). Aktywnos¢
sporobdjcza preparatow na bazie kwasu nadoctowego
moze zaleze¢ rowniez od pH uzyskiwanych roztworow
produktéow oraz ich rozpuszczalno$ci. Wg Szumska
najlepsza aktywno$¢ biobodjcza kwas nadoctowy wy-
kazuje w zakresie pH od 3 do 8,5 (9). W przypadku
bardziej alkalicznego pH roztwordw osiagnigcie sku-
tecznos$ci sporobodjczej wymaga wyzszej zawarto$ci
kwasu nadoctowego i dtuzszych czaséw kontaktu (12,
13). W przeprowadzonych badaniach zastosowanie
wyzszych stezen kwasu nadoctowego powodowato
wzrost pH roztworow (pH >8,25), co moglo wptynac
na spadek aktywnos$ci badanego produktu oraz brak
wymaganej redukcji spor Bacillus cereus. Wg innych
danych literaturowych kwas nadoctowy dominuje
w roztworze przy pH ponizej 8,2 natomiast przy wyz-
szym pH w przygotowanym roztworze dominuje jon
nadoctanowy (7).

Kwas nadoctowy w przypadku preparatow w posta-
ci proszku moze by¢ generowany w reakcji nadweglanu
sodu oraz TAED (tetraacetyloetylenodiamina). Uwaza
si¢, ze preparaty w proszku zawierajace kwas nadoc-
towy wykazujg przydatno$¢ do uzycia do 3 lat od daty
produkcji, natomiast ich roztwory nie sa trwate i nale-
zy je czgsto wymienia¢ (16). Uzyskiwana w badaniach
zroéznicowana aktywno$¢ sporobdjcza badanego pro-
duktu mogta by¢ zwigzang z wlasciwos$ciami badanego
produktu wynikajacymi z samego procesu produkcji
proszku i zmiennym uwalnianiem kwasu nadoctowego
po jego rozpuszczeniu. Wg Tarki aktywno$¢ roztwo-
ru zawierajacego kwas nadoctowy moze pozostawaé
na tym samym poziomie lub rosng¢ przez 60 minut
od momentu rozpuszczenia, po tym czasie stezenie
kwasu nadoctowego moze spada¢ (7). Wszystkie te ce-
chy preparatow zawierajagcych kwas nadoctowy moga
wplywac na skuteczno$¢ ich dziatania sporobojczego.
Warunkiem uzycia preparatow w proszku do dezyn-
fekceji jest ich calkowita rozpuszczalnos$¢, szczegolnie
w przypadku zastosowania tego typu produktow do
dezynfekcji endoskopow (7, 8). Preparaty przeznaczo-
ne do uzytkowania powinna cechowac¢ stabilno$¢. Pro-
ducenci preparatow dezynfekcyjnych zawierajacych
kwas nadoctowy jako substancj¢ czynng powinni po-
da¢ szczegdlowy sposdb przygotowywania roztworéw
tego typu produktéw i okresli¢ ich czas przydatnosci
do uzycia.

WNIOSKI

W obszarach niosgcych ze sobg ryzyko zakazenia
pacjentéw lub zanieczyszczenia probek klinicznych,
materialow i sprzetu sporami Bacillus spp. istnieje ko-
niecznos$¢ stosowania preparatdéw o potwierdzonym
w badaniach dziataniu sporobdjczym. Norma PN-EN
17126: 2019-01 wykorzystujaca metod¢ zawiesinowg
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sporicidal activity of disinfectants in conditions
similar to their practical application. However,
the methods proposed in it for obtaining spore
suspensions with a certain number and resistance
do not always allow for obtaining spore suspensions
with the characteristics specified in the standard
(criterion of resistance to the reference substance).
In this situation, the key solution for undertaking
sporicidal testing of the disinfectant product on
a given spore suspension is to determine the survival
of spores at the minimum concentration of the
reference substance and the contact time specified
in the PN-EN 17126: 2019-01 standard. Obtaining
resistance of spores to the reference substance using
higher concentrations and longer contact times will
not lower the disinfection parameters of the tested
preparations. In practical conditions, the resistance of
disputes may be higher due to their attachment to the
surface and the degree of drying. For this reason, the
suspension method described in the PN-EN 17126:
2019-01 standard may turn out to be insufficient to
determine the effective performance parameters of
disinfectants with sporicidal activity. Currently, work
is underway on a standard using carrier methods to
assess the sporicidal effectiveness of disinfectants in
the medical area.

The effectiveness of sporicidal activity of
disinfectants containing peracetic acid may depend
on the rules governing the preparation of their
solutions, their concentration, pH, temperature and
the contamination degree of the disinfected surface.
The method of preparing disinfectant solutions
should be precisely specified by the manufacturer
and observed by the user.
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