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ABSTRAKT

Cilem naSeho vyzkumu bylo ovéfeni Uc¢innosti vybranych desinfek¢nich prostfedka
pouzitych pfi prani latkovych détskych plen. Srovnavali jsme uCinnost pouziti ziedéné
kyseliny peroxyoctové a peruhli¢itanu sodného. Desinfekce je nutna, nebot’ v piipadé
pritomnosti infekce v détské plence mtize pii spole¢ném prani dojit ke kontaminaci ostatnich
plenek a nasledné i déti patogennimi mikroorganismy. Z tohoto divodu je nutné najit
vhodnou metodu desinfekce i s ohledem na zivotnost materialu.

Na zaklad¢ vyraznych rozdilii v poctu sledovanych mikrobidlnich skupin (celkovych
poct bakterii, sporulujicich bakterii, sttevnich bakterii a kvasinek) u dvou srovnavanych
prostiedki 1ze shledat, Ze desinfekéni (oxidaéni) Gcinky kyseliny peroxyoctové jsou oproti
peruhli¢itanu sodnému vyrazné¢ vyssi. Co se tyCe ostatnich skupin patogennich a
deterioracnich organismi, jako jsou patogenni prvoci a plisné, predpokladame jejich
choulostivost vi¢i vyssim teplotdm, coz bylo v ptipadé plisni ovéieno i experimentalné v
ramci prvniho laboratorniho pokusu u Aspergillus niger a A. oryzae, Penicillium
funiculosum, Gliocladium virens a Rhizopus stolonifer, kdy doslo béhem desinfekéniho
prani k jejich redukci o ¢tyfi fady az na pouhé desitky jednotek tvoticich kolonie.

Klic¢ova slova:

Kyselina peroxyoctova, peruhlicitan sodny, desinfekce pradla, desinfekce détskych plen



ABSTRACT

The aim of our research is to verify the effectiveness of selected disinfectants used in
washing cloth baby diapers. We compared the effectiveness of using dilute peroxyacetic acid
and sodium percarbonate. Disinfection is necessary because if an infection is present in the
baby diaper, it may contaminate other diapers with pathogenic microorganisms during the
joint washing. For this reason, it is necessary to find a suitable method of disinfection also
with regard to the liveliness of the material.

Based on the significant differences in the number of colony-forming units between
the two agents compared, the disinfecting (oxidising) effects of peroxyacetic acid are many
times higher than those of sodium percarbonate. With regard to other pathogenic organisms,
such as certain strains of fungi and moulds, we assume that they are susceptible to higher
temperatures, which was verified experimentally in the case of moulds in the first laboratory
experiment with Aspergillus niger and oryzae, Penicillium funiculosum, Gliocladium virens
and Rhizopus stolonifer, where they were reduced by four orders of magnitude to only tens
of individuals.

Keywords:
Peroxyacetic acid, sodium percarbonate, laundry disinfection, baby diaper disinfection
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UvVOD

Vyhod pouzivani tzv. latkovych plen je ve srovnani s jednorazovymi nékolik. Nedochazi k
enormni produkci dale velice tézko vyuzitelného komunalniho odpadu a celkova spotieba
energie a vody vztazend na délku jejich zivotnosti jest vyrazné nizs§i. Pro mnohé rodice je
pak dulezitd i niz§i vstupni cena oproti plenam jednordzovym. Vyuzivani specialnich
détskych plen shledavam jako vyznamny krok vstic ochrané zivotniho prostredi.

Vzhledem k patogenité organismil zijicich ve stfevech déti je v§ak — obzvlast’ pii provozu
komunitni pradelny détskych plen — potieba dodrzovat striktni technologické postupy
vedouci ke zdravotné nezadvadnému produktu. Jednim z téchto postupl je chemotermalni
desinfekce. Ta jest nutnd, nebot’ v pifipad¢ pfitomnosti infekce v détské plence muze pfi
spoleném prani dojit ke kontaminaci ostatnich plenek patogennimi mikroorganismy.
Ukolem nasi prace je nalezeni vhodného desinfekéniho prostiedku pouzitelného pfti prani
téchto latkovych détskych plen. Srovnavali jsme G¢innost pouziti zndmych desinficientt,

zifedéné kyseliny peroxyoctové a peruhli¢itanu sodného.
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I. TEORETICKA CAST
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1 DESINFEKCNI PRANI TEXTILU

Nejbéznéjsi metodou desinfekce textill je usmrceni mikroorganizmt jako jsou viry, bakterie
kvasinky a plisn¢ pfti teploté¢ nad 70 °C po dobu 10 minut, obecn¢ pak plati uméra, ze ¢im
vSsak muselo dojit ke znacn¢ dlouhé dob¢ zdrzeni, navic bychom se pii téchto teplotach
nedokézali zbavit sporulujicich bakterii. Do jisté miry se mikroorganismii zbavujeme i
samotnym procesem machani a zdimani s pfitomnosti detergentu, nebot’ se tak odstrani vétsi
konglomeraty necistot, na nichz jsou mikroorganismy uchyceny. Podle ptfedpist Institutu
Roberta Kocha platnych v Némecku (Anonym, 1995) ma postup prani termicky dezinfekéni
ucinek, pokud jsou splnéna tato kritéria: pomér pradla ku médiu v lazni 1:5, doba trvani
nejméné 10 min pii 90 °C nebo doba trvani nejméné 15 min pti 85 °C. Dezinfekéniho ucinku

je dle téchto ptedpistt dosazeno, pokud se pocet bakterii snizi o 5 fada.

Jind metoda spociva v desinfekci pomoci specidlnich desinfekénich prostiedkti. U nich
muzeme dosazovat vysokych hodnot desinfekce i pfi nizkych teplotach nebo dokonce pfi

ruénim prani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

2  ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA VYBRANYCH
DEZINFEKCNICH PROSTREDKU POUZIVANYCH PRI
NiZKYCH TEPLOTACH PRANI TEXTILIL

Jak uvadi ve své praci Fijan a Sostar-Turk, primarnim cilem prani pradla je tedy odstranit
necistoty a mikroorganismy z infikovanych a zneciSténych textilii a ziskat Cisté a
dezinfikované textilie pfipravené k dal§imu pouzivani (Fijan & Sostar-Turk, 2010).
Znecisténé textilie mohou obsahovat zna¢né mnozstvi druhli mikroorganismii, jez mohou
byti patogenni, obzvlasté v naSem ptipadé, kdy pracujeme s détskymi plenami. Pavod
mikroorganismll o¢ekavadme piedevsim z traviciho traktu déti, ale mohou se vyskytovat 1
druhy ze vzduchu, ¢i z pokozky. Kromé& mikroorganismi obsahuji tyto textilie 1 iporné
necistoty (mo¢ a samotné fekalie). Pradlo se pere v prumyslové pracce. Je zdsadni, aby byl
postup prani dostate¢né ucinny tak, aby znicil veskeré patogenni i potencialné patogenni
mikroorganismy a zarovenl nezpusobil nadmérmé poskozeni textilii v disledku velkého

mnozstvi G€innych bélicich a dezinfekénich prostiedk.

2.1 Motivace vyuZiti chemotermalnich metod prani

Existuje pét hlavnich divodl uziti chemotermalnich metod prani textilu namisto téch

konven¢nich (Lange, 2001; Horvatic, 2002; Schmidt a spol., 2005):

1) Stale Castéji se objevuje tendence pouzivat obleCeni ze smési baviny, které nevydrzi

tak vysoké teploty prani

2) Minimalizace spotieby vody pouzivanim ve vodé rozpustnych detergentil, jez
nepotiebuji zfedéné myci 1dzné pro dobrou uUcinnost a snizenim teploty l4zné, ¢imZ se
vylucuje potteba oplachovacich lazni, pottebnych k dosaZeni u¢inku ochlazeni

3) Minimaln€ 5% sniZeni spotieby energie diky niz§i potfebé ohievu

4) Pouziti netoxickych, biologicky odbouratelnych mycich a dezinfekénich prostredkt

5) Konec¢né, snizovani nakladii ve konkuren¢nim prosttredi primyslovych pradelen.

Je dobtfe znamo, Ze obleceni zdravotnickych pracovniki, zaclony, potahy na nabytek, lozni
pradlo a podobné¢ se mohou snadno kontaminovat mikroorganismy a stat se tak
potencidlnimi pfenaSe¢i (Kniehl a spol., 2005; Malik a spol., 2006). Proto je ciSténi a
dezinfekce textilii a povrchli v domécnostech také dilezita, zejména vSak pro pracovniky ve

zdravotnickych zatizenich (Malik a spol., 2006). Mikroorganismy mohou zplsobit
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degradaci prirodnich vlaken, jako je bavlna nebo vlna, vylu¢ovanim enzymi, konkrétné
celuldzy nebo riznych protedz. Hromadéni téchto mikroorganismt se zhorSuje, pokud
teploty prani a/nebo pouzité slozeni zakladnich pracich prostfedki umoziuji hromadéni

zbytkl necistot ve vlaknech, coz podporuje rast mikroorganismu (Zoller, 1999).

2.2 Bioindikatory

Ve slovinském vyzkumu byl zkouman dezinfekéni ucinek riznych nizkoteplotnich pracich
postupll za pouziti dvou indikatorovych bakterii: Enterococcus faecium ATCC 6057, a
Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Jako nosice vybranych mikroorganismt byly pii
pracich postupech pouzity kousky 100% baviny. Kousky bavlny byly inokulovany umélym
potem jako substraitem pro simulaci lidskych exkrementi podle diive publikovaného

vyzkumu (Fijan a spol., 2007).

Byly vybrany tyto indikatorové mikroorganismy: E. faecium ATCC 6057 a E. aerogenes
ATCC 13048. E. faecium byl vybran jako termorezistentni zastupce grampozitivnich koki
a E. aerogenes byl vybran proto, ze je katalazopozitivnim, relativné termorezistentnim
zastupcem gramnegativni ¢eledi Enterobacteriaceae (Fijan a spol., 2007). Zpiisob ptipravy
indikatorovych mikroorganismi pro stanoveni dezinfekéniho Gc¢inku prani byl popsén jiz
drive (Fijan a spol., 2007). Byla pfipravena suspenze kazdého vybraného mikroorganismu a
naockovana na bavinéné nosice. Po vysuSeni pres noc byly koncentrace E. faecium a
E.aerogenes na bavlnénych nosi¢ich 1,9x107 CFU/ks, resp. 4,6x10” CFU/ks, vyhodnoceno

sériovym fedénim a natérem na piisluSnych agarech pro kazdy mikroorganismus.
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2.3 Desinfekéni prostiedky

Slovinské kolegyné ve svych experimentech pouzivaly tfi dezinfekéni prostfedky oznacené

jako DIS1, DIS2 a DIS3. Popis jednotlivych prostiedki je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 1: Popis pouzitych dezinfek¢nich prostiedki

Active Dosagea,

Mark Composition agent mL Description
DIS1 10% NaClO clo- 100 A disinfection ag_e_nt contalnlng_ sodium chlorate
(). In addition, a bleaching agent.
2,5% CH3;COOOH @ COO0O0O- A disinfection agent containing a solution of
DIS2 10% H>0, and 12.5 hydrogen peroxide, peroxyacetic acid and
2,5% CH3COOH HOO- acetic acid. In addition, a bleaching agent.
Basically a bleaching agent containing a
DIS3 35% Hy0, HOO- 7.5 solution of hydrogen peroxide with disinfection
properties.
Zdroj:

Fijan S., Sostar-Turk S.; Antimicrobial Activity of Selected Disinfectants Used in a Low Temperature
Laundering Procedure for Textiles. FIBRES & TEXTILES in Eastern Europe 2010, Vol. 18, No. 1 (78) pp. 89-
92. 89 Antimicrobial Activity ofSelected Disinfectants Used in a Low Temperature Laundering Procedure for
Textiles [online].University of Maribor, 2010

Prvnim z nich jest dezinfekcni a bélici prostfedek na bazi chlornanu sodného, pojmenovéan
jako DIS1. NaClO je nejcastéji pouzivanym dezinfekénim prostiedkem. Uéinnou
slouc¢eninou je chlornanovy aniont ClO°, vyskytujici se v dynamické acidobazické
rovnovaze s prevahou kyseliny chlorné pfi pH 6-8. NaClO je v relativné nizkych
koncentracich U¢inny proti vS§em bakteriim, plisnim, virim a dokonce i spordm (Zoller,
1999). Druhym je dezinfekéni a bélici prostfedek sestavajici z kyseliny peroxyoctové
(CH3COOOH) v peroxidu vodiku (H202) oznacen jako DIS2. Kyselina peroxyoctova je
vzdy v dynamické chemické rovnovaze s peroxidem vodiku, kyselinou octovou a vodou.
Baktericidni aktivita je zplisobena velmi silnou oxidacni silou kyseliny peroxyoctové, ktera
zpisobuje destruktivni zmény bunécnych enzymi a dalSich bunéénych slozek. Je velmi

ucinny proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, spordm a plisnim (Zoller, 1999).

Jako tteti desinfekcni prostfedek byl vybran peroxid vodiku, jez je v podstaté spise belicim
prostfedkem, vSak hojn€ pouziva i k dezinfekci, tento oznacily jako DIS3. H2O: je méné
aktivni nez chlornan a nema zadny nebo jen maly ucinek na viry a spory. Nekteré bakterie
vylucujici kataldzu mohou deaktivovat peroxid vodiku pomoci tohoto enzymu, ktery
katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku na vodu a molekularni kyslik. VéEtsi acinek ma proto v

kombinaci s dal$Simi u¢innymi latkami (Zoller, 1999).
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2.4 Vybér praciho stroje a popis desinfek¢ni procedury

Slovinky pouzily pro své experimenty malou laboratorni primyslovou bubnovou pracku

(Gorenje Prological WA 132). Pouzity praci program je uveden v tabulce 2:

Tabulka 2: Popis zkoumanych ¢asti praciho programu pro citlivé smési pii nizkych
teplotach; a MW - hlavni prani, R? - oplachovaci fize, NDIS - nepouzito dezinfekéni ¢inidlo,
pouze praci prostiedek:

Program at 30 °C Dosage, mL of DISx Dtg::,ti;?n?f Mark

10 DIS1 DIS1 81

Completed MWa (8 L) & Rb (3 x 9 L) 12.5 DIS2 81 DIS2 81
7.5 DIS3 DIS3 81

10 DIS1 DIS1 43

Completed 43 min of MW (8 L) 12.5Dis2 43 DIS2 43
7.5 DIS3 DIS3 43

- NDIS 43¢

10 DIS1 DIS1 20

First 20 min of MW (8 L) 12.5 DIS2 20 DIS2 20
7.5 DIS3 DIS3 20

10 DIS1 DIS1 10

First 10 min of MW (8 L) 12.5DIS2 10 DIS2 10
7.5 DIS3 DIS3 10

Zdroj:

Fijan S., Sostar-Turk S.; Antimicrobial Activity of Selected Disinfectants Used in a Low Temperature
Laundering Procedure for Textiles. FIBRES & TEXTILES in Eastern Europe 2010, Vol. 18, No. 1 (78) pp. 89-
92. 89 Antimicrobial Activity ofSelected Disinfectants Used in a Low Temperature Laundering Procedure for
Textiles [online].University of Maribor, 2010

Byl zvolen praci program pro syntetické smési pfi riznych teplotach. Néapli tohoto programu
byla 1,0 kg, celkova spotieba vody 35 I (hlavni prani 8 1, 3% oplachovani 9 1), spotieba
energie 0,43 kWh a pomér 14zné€ pii hlavnim prani byl 1:8. Celkovy praci program pii 30 °C
trval 81 minut (hlavni prani 43 minut, oplachovani 38 minut). Voda pro hlavni prani (8 1)
byla ohtivana na 30 °C pomoci bojleru ptipojen¢ho k pracce. Voda byla predem zmékcena

ve zmékCovaci stanici (WAK 10-KMN-1, Hidrotehni¢ni biro, sp., Maribor, Slovinsko).

Kousky bavlny s vysuSenymi mikroorganismy byly vyprany podle pfislusného programu a
vyjmuty v riznych intervalech uvedenych v tabulce 2. Bioindikéatory byly z pracky vyjmuty
pied oplachem, aby bylo mozné vyhodnotit dezinfekcni ucinek, protoze oplach by zptisobil,
ze by se bakterie z nosicu splachly a nenaSly by se tak na nosicich; to by vSak neprokézalo

dezinfekéni ucinek (Fijan a spol., 2007).
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Pro vSechny praci programy byl zvolen jeden komer¢ni praci prostiedek s nasledujicim
slozenim: 2,5 % lauryléter sulfatu sodného, 2,5 % isopropanolu, 3 % etoxylatu mastného
alkoholu, 1,5 % hydroxidu sodného. Bylo pouZito 10 g praciho prostfedku na 2,5 kg suché¢ho
pradla. Do pracky bylo vlozeno 2,5 kg pfedem dezinfikovaného (10 min pfi 90 °C)
zatézoveého pradla (smes bavlna/PES v poméru 1:1) (Fijan a spol., 2007).

2.5 Analyza desinfek¢éniho efektu prani

Po kazdé¢ proceduie byly kousky baviny vyjmuty a vlozeny do 20 ml sterilniho
fyziologického roztoku (0,9 %) s Tweenem 80 a promichédny, aby se z kouskll baviny

uvolnily mikroorganismy (Fijan a spol., 2007).

Pocty mikroorganismu byly stanoveny sériovym fedénim a nanesenim na selektivni agary
takto: (1) agar kanamycin-eskulinazid byl pouzit pro stanoveni poctu kolonii E. faecium po
inkubaci pii 37 °C po dobu 48 h; (2) agar VRBD byl pouzit pro stanoveni poctu kolonii E.
aerogenes po inkubaci pti 37 °C po dobu 24 h (Fijan a spol., 2007).

Primérny pocet kolonii (CFU) po inkubacénich dobach byl pouzit pro stanoveni procenta
inaktivovanych mikroorganismi (PIM) po pracich postupech a byla vypocitana ucinnost
fadové redukce poctli po prani (RED). Tyto hodnoty se vypocitaji podle nasledujicich rovnic

(Fijan a spol., 2007):

CFUb
CFUa

RED = log

PIM CFUb — CFUa 100
= — *
CFUb

Kde: RED = redukéni ucinnost po prani
CFUyp = Pocet jednotek tvoricich kolonie na bavinénych kouscich pfed pranim
CFU. = Pocet jednotek tvoficich kolonie na bavinénych kouscich po prani

PIM = Procento inaktivovanych mikroorganismu [%].

KaZzdy experiment byl proveden tfikrat. (Fijan a spol., 2007)
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2.6 Vysledky a diskuse

Vysledky pro vybrané bakterie (Enterococcus faecium a Enterobacter aerogenes) jsou
uvedeny v tabulce 3. Pro pfipomenuti uvadim, ze byly pouzity tfi dezinfekcni prostiedky:
DIS1 - chlore¢nan sodny, DIS2 - smés kyseliny peroxyoctové a peroxidu vodiku, kyseliny
octové a vody a DIS3 - pouze peroxid vodiku. Pouzité davky se bézn¢ pouzivaji v
pramyslovych pradelnach (nizsi davky by zptsobily nedostatecné odstranéni skvrn, zatimco
vyssi davky by zplisobily nadmérné poskozeni textilii). Z vysledki uvedenych v tabulce 3
je ziejmé, ze po dokonceni zvoleného programu pii 30 °C u citlivych smési pii nizkych
teplotach (81 min) nepiezila zadna bakterie, avSak po dokonceni hlavniho prani a pied fazi
machéni (po 43 min) se podaftilo kultute E. faceium ptezit v ptipad¢€, Ze nebyl pouzit Zadny
dezinfek¢ni prostiedek (NDIS) a kdyZ byly pouzity dva ze tfi vybranych dezinfekénich
prostiedki: peroxid vodiku (DIS3) a chlornan sodny (DIS1). Hlavni myci faze tedy
nedokézala inaktivovat vSechny bakterie, a proto u téchto dvou dezinfekénich prostredkii

nebylo dosazeno pozadovaného dezinfekéniho t¢inku (Fijan a spol., 2007).

Tabulka 3: Vysledky pieZivani vybranych bakterii po prani s pouZitim raznych
dezinfek¢nich prosttedkt a PIM procento inaktivovanych mikroorganismt, RED tadova
redukce poctil po prani:

Mark E. faecium E. aerogenes
PIMa.% REDb PIM, % RED
30°C DIS1 81 100.000 >728 100.000 >7.66
MW&R  DIS2 81 100.000 >728 100.000 > 766
81 min DIS3 81 100.000 >728 100.000 >7.66
DIS1 43 99 9858 385 100.000 >766
3'81;;? DIS2 43 100.000 >728 100.000 >7.66
43 min DIS3 43 99 9995 528 100.000 >7.66
NDIS 43 99 9842 380 100.000 >7.66
10°C DIS1 20 99.2632 213 09,0909 6.00
MW DIS2 20 99 9996 536 100.000 >7.66
20 min DIS3 20 99 7632 263 99 9999 630
30°C DIS1 10 07.7844 1.33 00.0053 433
MW DIS2 10 99 9935 418 00,0089 408
10 min DIS3 10 98 8263 193 99 9326 317

Zdroj:

Fijan S., Sostar-Turk S.; Antimicrobial Activity of Selected Disinfectants Used in a Low Temperature
Laundering Procedure for Textiles. FIBRES & TEXTILES in Eastern Europe 2010, Vol. 18, No. 1 (78) pp. 89-
92. 89 Antimicrobial Activity ofSelected Disinfectants Used in a Low Temperature Laundering Procedure for
Textiles [online].University of Maribor, 2010
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Ve fazi oplachovani po hlavni myci fazi (81 min) nebyly detekovany zadné ptezivajici
bakterie, ¢imz bylo dosazeno 100 % PIM po dokonceni postupu. Naproti tomu pii postupu
s pouzitim kombinace kyseliny peroxyoctové a peroxidu vodiku (DIS2) bylo dosazeno
dezinfek¢niho uc¢inku pro E. faecium jiz po 43 min hlavniho myti. E. faecium také
vykazovala mirné niz$i vysledky PIM pro DIS1 (chlore¢nan sodny) po 10 a 20 min hlavniho
myti ve srovnani s DIS3 (peroxid vodiku), coz je dle autorek zplsobeno tim, Ze se jedna o
kataladza - negativni bakterii, kterd nemtze produkovat enzym k inaktivaci peroxidu vodiku.
Na druhou stranu bylo zjisténo, ze E. faecium je rezistentni vic¢i chlornanu sodnému (Kerns
a spol., 1995). E. faecium se také jevi jako odolnéjsi z vybranych bakterii, protoze E.
aerogenes neptezila zadny postup po 43 minutach hlavniho prani, ptestoze E. aerogenes
ptezila po vSech zkoumanych postupech hlavniho prani po 10 minutach s ponékud vyS$simi
vysledky pro PIM s pouzitim chlornanu sodného (DIS1) ve srovnani s vysledky pro peroxid
vodiku (DIS3), coz je mozné proto, ze mize produkovat enzym kataldzu, kterd inaktivuje
omezenou koncentraci peroxidu vodiku. Je tieba také poznamenat, ze stupnice PIM vSech
vysledkli vypadaji velmi podobné, protoZe vSechny jsou vy$si nez 97,7 %; nicméné
porovnanim vysledkd podle fddova stupnice RED lze pozorovat, Ze ve skutecnosti existuji
rozdily: Naptiklad pokud je po&ate¢ni pocet mikroorganismti 107, pak PIM 99,000 %
znamend redukci RED 2 neboli preziti 10° CFU; PIM 99,900 % znamen4 redukci RED 3
nebo pieziti 10* CFU; PIM 99,990 % znamena redukci RED 4 nebo pieziti 10> CFU a PIM
99,999 % znamena redukci RED 5 nebo preziti pouze 100 CFU. To se projevi zejména v
ptipadé¢ testovani MW po dobu 43 minut pro E. faecium. Z vysledkt je patrné, Ze redukce
RED byla 3,8 pro test bez dezinfekéniho prostfedku, zatimco vSechny ostatni vysledky maji
mnohem vys§i RED: V ptipadé DIS2 byla dosaZena redukce >7,28 a v ptipadé DIS3 5,28,
¢imz bylo dosaZzeno dezinfekéniho Uc¢inku podle predpisti Institutu Roberta Kocha, jez
udava, ze jest dezinfekéniho Uc¢inku dosazeno, pokud je troveit RED vyS$si nez 5. Jedinou
vyjimkou je DIS1, ktery obsahuje chlornan sodny a bylo zjisténo, Ze E. faceium je vici

chlornanu sodnému rezistentni (Kerns a spol., 1995).

Bylo také zaznamenano, Ze E. faecium miZze piezit prani pfi teploté az 60 °C (Fijan a spol.,
2007) a dokonce 1 zahievu trvajicimu 1 min pii teploté az 85 °C (Kerns, 1995) a ze E.
aerogenes muze prezit prani pii teploté az 60 °C (Fijan a spol., 2007). Ve slovinském
vyzkumu byl v§ak v hlavni f4zi prani pouZit vy$si pomér 1azné€ (1:8) ve srovnani s vyzkumem

provedenym Fijanem a spol., 2007, kde byl pomér 1azné€ pouze 1:3.
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Dalsi vliv na vysledky mélo kromé pouziti dezinfekénich prostiedkl také samotné pouziti
bubnové pracky s vyssim mechanickym ucinkem, ¢imz se dosahlo vyssich vysledk PIM na
bavinénych kusech diky kombinaci mechanického odstraiiovani a pienosu do vodniho
prostiedi pti nizSich teplotach. VSechny necistoty (v€etné bakterii a jinych mikroorganismii)
byly z pradla odstranény a inaktivovany kombinaci nésledujicich postupt: (1) inaktivace
dezinfekénimi prostiedky, (2) mechanické odstranéni z pradla do 1azn€ plisobenim pracich
prostiedkli a mechanickym pusobenim pracky a (3) delsi doba prani, jez zpisobuje vyssi
miru odstranéni a inaktivaci mikroorganismii dezinfek¢nimi prostfedky. Siln€jsi mechanické
pusobeni, nizsi zatizeni média lazné pradlem a delSi doba trvani pracich postupti vede k
uspéSnému odstranéni bakterii z pradla, ¢imz se dosdhne vysSich hodnot inaktivace pfi

niz8ich teplotach spolu s t¢inkem dezinfekce. (Fijan a spol., 2007)

2.7 Zavér

Z vysledkl lze vyvodit zavér, ze nejucinnéjsim dezinfekénim prostiedkem pouzitym pfi
niz8ich teplotach jest kombinace kyseliny peroxyoctové a peroxidu vodiku, jez dosahovaly
lepSich vysledkii mikrobidlni inaktivace ve srovnani s dal§imi dvéma pouzitymi
dezinfekénimi prostredky. Pfi pouziti nizSich teplot prani je vSak tieba dbat zvySené
opatrnosti, aby doba prani byla dostate¢né¢ dlouhd a pouzit vhodné poméry lazné a
mechanické plsobeni, jinak by nékteré mikroorganismy mohly praci postupy prezit. (Fijan

a spol., 2007)
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3  VIRUCIDNI UCINNOST DESINFEKCE POMOCI PAR
PEROXIDU VODIKU

Tuladhar a kol. z laboratofe pro infek¢ni nemoci a screening v Nizozemi povazuji virovou
kontaminaci povrchti za dulezity faktor pfenosu. Chemicka dezinfekce muze byt u¢innym
prostiedkem zasahu, ale o virucidni G¢innosti par peroxidu vodiku (HPV) proti enterickym
a respiracnim virim je zndmo jen malo. Jejich cilem bylo zméfit virucidni u¢innost HPV
proti respiratnim a enterickym virim na materialech, které se vyskytuji v institucich a

domaécnostech. (Tulandhar a kol., 2011)

Tuladhar a kol. z laboratote pro infekéni nemoci a screening v Nizozemi pro sviij experiment
pouzili Nasledujici vzorky: Poliovirus, lidsky norovirus genové skupiny I1.4 (GIL4), mysi
norovirus 1, rotavirus, adenovirus a chiipku A (HINI1). Virucidni ucinek byl métfen
porovnavanim obnovitelnych virovych titr s referentnimi vzorky, jez nebyly exponovany

param H>O». (Tulandhar a kol., 2011)

Dezinfekce HPV vedla k Gplné inaktivaci vSech testovanych virti, charakterizované sniZzenim
infek¢nich ¢astic o vice nez Ctyti fady u polioviru, rotaviru, adenoviru a dalSich virti a mys$iho

noroviru na nerezové oceli. (Tulandhar a kol., 2011)

Z experimentu vyplyva, Zze by HPV mohl byt u¢innym virucidnim prostfedkem proti

enterickym a respiracnim virim. kontaminujicim vnitini prostfedi. (Tulandhar a kol., 2011)
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4 VIRUCIDNI UCINNOST KYSELINY PEROXYOCTOVE PRI
DEZINFEKCI NASTROJU

Na trhu existuji rizné produkty na bazi kyseliny peroxyoctové (PAA) ur¢ené ke zpracovani
flexibilnich endoskopti. Jsou Casto zaloZeny na dvouslozkovém systému, ktery zahrnuje
Cistici krok pied pfidanim PAA jakozto dezinfekéniho prostfedku. Koncentrace kyseliny
peroxyoctové v téchto ptipraveich od riznych vyrobei se pohybuji od 400 do 1500 ppm.
Tyto ptipravky se pouzivaji pti teplotach mezi 20 °C a 37 °C. Vzhledem k tomu, Ze chybé&;ji
informace o vlastnostech kyseliny peroxyoctové pii riiznych koncentracich a teplotach, které
by virus inaktivovaly, bylo cilem studie B. Beckové a kol. vyhodnotit roztoky kyseliny
peroxyoctové proti testovanym virim pomoci kvantitativniho suspenzniho testu podle
normy EN 14476. Kromé¢ toho byly provedeny dalsi studie s nedavno zavedenou evropskou
pfednormou (prEN 17111:2017) popisujici test na nosi¢ich pro simulaci praktickych
podminek s pouzitim matného skla. (Becker a kol., 2017)

4.1 Metody

V prvnim kroku zkoumani byly testovany rizné roztoky PAA v rozmezi 400 az 1500 ppm
pti 20 °C, 25 °C a 35 °C se tiemi testovacimi viry (adenovirus, my$i norovirus a poliovirus),
které jsou nezbytné pro vytvoreni virucidniho u¢inku podle evropské normy EN 14476.
Nésledoval druhy krok pro simulaci praktickych podminek podle normy prEN 17111:2017,
kdy byl testovaci virus spolu s ptidnim substratem nanesen na sklenény nosic, ktery byl
ponofen do roztoku kyseliny peroxyoctové. Pii vSech experimentech byla pouzita pevna

doba expozice pét minut.

4.2 Vysledky

V kvantitativnim testu suspenze bylo pro inaktivaci polioviru zapotiebi 1500 ppm roztoku
PAA pfti 35 °C po dobu péti minut, zatimco pro adenovirus a mysi norovirus bylo zapotiebi
pouze 400 ppm pii 20 °C. V testu se sklenénymi nosici stacilo pro inaktivaci adenoviru 400
ppm kyseliny peroxyoctové pii 20 °C, zatimco pro mysi norovirus bylo zapotiebi 600 ppm
PAA pii 25 °C a 35 °Ca 1000 ppm pii 20 °C. Pro tplnou inaktivaci polioviru bylo zapotiebi
roztoku PAA o koncentraci 1000 ppm pii 35 °C. Po vysuSeni a ponoieni vSak bylo mozné
pozorovat dramaticky pokles titru. V dusledku toho nebylo mozné v testu na nosicich

dosdhnout snizeni titru polioviru o Ctyti fady.
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4.3 Zavér

Souhrnné lze fici, Ze pro virucidni G¢inek v kvantitativnim testu suspenze bylo zapotiebi
1500 ppm PAA pii 35 °C. Autofi tvrdi, Ze po splnéni pozadavkl suspenzni zkousky nasledné
testy s adenovirem a mysim norovirem na sklenénych nosi¢ich na zékladé¢ normy prEN
17111:2017 dodate¢né neprispéji ke konecnému tvrzeni o virucidni ucinnosti dezinfekéniho
prostiedku na nastroje. Divodem je velka stabilita polioviru v pfedchazejici kvantitativni
suspenzni zkousce a skuteCnost, Zze poliovirus nemuze slouzit jako zkuSebni virus dalsi

zkouSce na nosici.
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5 UCINKY TEPLOTY NA PREZITI ROTAVIRU V MODELOVE
KOJENECKE VYZIVE

Wood a Adams z Mezinarodni asociace hygienikli mléka, potravin a zivotniho prostiedi
zkoumali vliv teploty na ptfezivani rotaviru SA-11 v modelové kojenecké vyzive. Vybrany
rotavirus byl stabilni pfi teplotach odpovidajicich tropickému prostiedi a pti hodnotach pH
typickych pro mlééné kvasené potraviny. Opiéi rotavirus SA-11 dodala Skola biologickych
véd na Univerzité v Surrey. Byly pouzity bunky linie MA-104 opi¢iho embrya. (Burroughs
Wellcome, Research Triangle Park, NC) a byly péstovany na upraveném médiu 199 (Flow

Laboratories, McLean, VA).

5.1 Vysledky

Na obrazku niZe jest vyjadiena redukce titru rotaviru SA-11 zahtatého ve virovém rlistovém

médiu pii pH 7,2. Kde [1= 30 °C, /\ =40°C,0=50°C,<>=60°CaX=70"°C.
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Obrazek 1: Vliv fadové redukce titru rotaviru SA-II na ¢ase

Zdroj:

WOOD, G. a ADAMS M. Effects of acidification, bacterial fermentation, and temperature
on the survival of rotavirus in a model weaning food. Journal of Food Protection, 55 [online].
1992. Dostupné z: doi:10.4315/0362-028X-55.1.52

Pti teplotach 30 a 40 °C byl virus stabilni po dobu nejméné 24 hodin. Pfi 50 °C nebyl pokles
titru konstantni — klesl o jeden ad po dvaceti minutach a o jeden a pul fadu po hoding. Pii
vysSich teplotach byla inaktivace viru rychla — pii 60 °C doslo k redukci o 3,25 fadu za 5

minut a pii 70 °C k redukci o 4,5 fadu za 1 minutu.
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6 HYDROTERMALNI KARBONIZACE JEDNORAZOVYCH
PLENEK

Odpadni pleny tvofi 1,7 % pevného komunalniho odpadu. V soucasné dob¢ vSak neexistuje
zadna ucinnd metoda zpracovani, proto znac¢nd cast pouzitych plenek konc¢i na skladce.
Budyk a Fullana z katedry chemického inzenyrstvi na Spanélské univerzit¢ v Alicante piisli
s revolu¢ni metodou tzv. hydrotermalni karbonizace (Benavente a kol., 2015). Hlavnim
cilem jejich studie bylo vyuziti hydrotermalni karbonizace (dale jen HTC) k odstranéni vody
— jez ptedstavuje vice nez 80 % celkové hmotnosti tohoto odpadu - z pouzitych plenek a

vyrob¢ kabonizatu s vysokou vyhievnosti. (Budyk a kol., 2019)

6.1 SloZeni a osud jednorazovych plen v Zivotnim prostiedi

Jednorazova plena je prostfedek osobni hygieny uréeny k absorpci a zadrzeni moci a vykala
u osob s problémy s izolaci, ptevazné tedy pro déti a seniory. Plenky se pouzivaji také v
profesich, pii jejichz vykonu maji pracovnici omezeny pristup na toaletu, jako napiiklad
potapé¢i nebo kosmonauti. Typické slozeni jednorazové vyjadiené v hmotnostnich
procentech jest nasledujici: Celul6zova buni¢ina (37 %), super absorp¢ni polymer (SAP,
31 %), polypropylen (PP, 16 %), nizko hustotni polyethylen (LDPE, 6 %) a ostatni (10 %)
(Edana, 2008). Znecisténa plena obsahuje také moc a vykaly. Analyza odpadnich nadob
ukazala, ze obsah vykali je pfiblizn€ 192 g na jednu plenu, pti¢emz 18 % tvofi vykaly a

82 % mo¢ (Environment Agency, 2022).

Typické dité spottebuje pred zahdjenim pravidelnych koupeli namisto uZivani plenek
piiblizné 3800 plen, coz piedpokladd primérné 4,16 plen na dité a den (Edana, 2008). V
Evropé€ vzniklo v roce 2007 vice nez 4 000 000 tun odpadu z jednoradzovych plen (Colén a
kol.,2008). Témét 69 % tohoto odpadu konéi na skladkach, zatimco pouze 39 % ma4 jiné
urceni, naptiklad kompostovani a jiné (Eurostat, 2009). Vzhledem k vysokému obsahu
organickych latek a vody v pouZitych plenkéach neni skladkovani a spalovani Zadouci volbou.
V literatute (Colon a kol.,2008) byly popsany 1 dal§i zplsoby zpracovani, vcetné
mechanicko-biologické Upravy, mechanické separace a recyklace, anaerobni digesce a
kompostovani. Tyto zplisoby zpracovani jsou vSak obvykle spojeny s vysokymi ndklady a

slozitymi procesy.
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6.2 Hydrotermalni karbonizace

Hydrotermalni karbonizace (HTC) neboli mokra pyrolyza je nova technika zpracovani
vhodna pro odpadni biomasu s vysokym obsahem vlhkosti (Bonn a kol., 1983; Antal a
kol.,1993). Hlavni vyhodou tohoto procesu ve srovnani s tepelnou upravou je, ze voda
zustava v kapalném stavu, coz vede k vyznamnym usporam energie (Benavente a kol.,2015).
Pii HTC se surovina zahiiva na mirné teploty (180-300 °C) v uzavieném reaktoru, kde
dochazi ke zvySeni tlaku v diisledku odpafovani nizkého objemového podilu vody. Na rozdil
od konven¢ni pyrolyzy se voda vyskytuje v kapalném stavu, ¢imz se Setfi energie na
odparovani vody. Za téchto podminek probihaji simultanni reakce: hydrolyza, dehydratace,
dekarboxylace, aromatizace a rekondenzace, vSechny v kapalné fazi. Vysledkem téchto
reakct je pevny uhlikaty materidl, znamy jako karbonizat. Diky tvorbé aromatickych struktur
ziskava vysledny materidl hydrofobni charakter a stabilitu vi¢i chemické oxidaci a
mikrobialni degradaci (Russel a kol., 1983; Sevilla a kol., 2009; Hu a kol., 2010). Na konci
HTC vznika smés karbonizatu, kapaliny a plynu. Kapalna faze se sklada ptrevazné z vody a
rozpustnych organickych produktii, zatimco plynna faze se skladéd z produkti, jako je oxid
uhli¢ity, oxid uhelnaty, methan, ethan a propan, (Funke a kol., 2010; Berge a kol., 2011;
Libra a kol., 2011). "Ptiblizn¢ 75-80 % vstupniho uhliku se nachazi v pevné fazi, asi 15-
20 % je rozpusténo v kapalné fazi a zbyvajicich 5 % se preméni na plyn (hlavné oxid

uhlic¢ity)." (Ramke a kol., 2009).

6.3 Charakterizace a vyuziti karbonizatu

Zda se, Ze nejroz§ifenéj$im vyuZzitim karbonizatu je produkce energie.

Existuji vSak 1 dalsi aplikace, jako je naptiklad zachytavani uhliku, vyuZiti v zemédé€lstvi ¢i
vyuziti karbonizatu jako aktivni uhli, ¢ili jako adsorbent (Kambo a kol., 2015).
Charakterizace karbonizétu je zde zamétena na energetické aplikace.

Objem karbonizatu je nejméné 30krat mensi neZ objem naséklé pleny, a to diky vylepSenym
odvodnovacim vlastnostem jez se upravuji béhem HTC (Mursito a kol., 2015). Doslo k
vyznamnému snizeni vlhkosti karbonizatu z 10 g na 0,7 g vody/g suché pleny po provedeni
HTC pii 200 °C.

Vlhkost karbonizatu se snizuje s vys§i reakéni teplotou, coz lze vysvétlit tvorbou
aromatickych struktur s hydrofobnimi vlastnostmi (Sevilla a kol., 2009).

Z nize uvedeného schématu vyplyva, ze HTC karbonizace je slozity proces, vyzadujici

vysoké naklady na energii.
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Obrazek 2: Mechanismus tvorby karbonizatu

Zdroj:

BUDYK, Y. a A. FULLANA. Hydrothermal carbonization of disposable diapers. Journal of
Environmental Chemical Engineering [online]. 2019, (7).

Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.jece.2019.103341

6.4 Vysledky

Experimenty byly provadény po dobu 3 hodin pfti teplotach 200 az 300 °C. Vysledny plyn
tvofil méné nez 1 %, zatimco karbonizat a kapalna faze tvoftily ptiblizn€ 10%, potazmo 90 %
celkové hmotnosti produktu. Analyzy ukdzaly, Ze karbonizat ma ve srovnani se suchou
plenkou lepsi vlastnosti, jako naptiklad lepsi spalovaci charakteristiky a vysoky obsah
uhliku. Charakteristika kapalné faze ukazala vyznamné zvySeni vodivosti (13-15 mS/cm),
vysokou CHSK (46-52 g O2/1) a neutralni pH. Posledni ¢ast experimentu byla zamétena na
realizaci HTC pouzitych plen simulovanych pomoci obsahu syntetické moci a vykal.
Nebyly zjiStény zadné vyznamné rozdily ve srovnani s karbonizatem z ptedchozich
experimentll. Konduktivita a CHSK kapalné faze se vySplhaly na 41 mS/cm, resp. 100 g
O2/1. Jejich vyzkum poskytuje uzite¢né informace pro névrh systémtt HTC pro zpracovani

plenek (Budyk a kol., 2019).
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7 CHEMICKA A TEPLOTNI DESINFEKCE VYZNAMNYCH
DRUHU A SKUPIN MIKROORGANISMU

Cilem naseho vyzkumu bylo prozkoumani ti¢innosti desinfek¢éniho prani détskych plen vici
vybranym skupinam baktérii, plisni a kvasinek, bud’ osidlujicich stfevni trakt clovéka nebo
majici biodeterioracni potencial. Nékteré konkrétni pokusy proto byly provedeny se
sbirkovymi kmeny Aspergillus niger a A. oryzae, Penicillium funiculosum, Escherichia coli,
Candida albicans, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Gliocladium virens a Rhizopus
stolonifer. Nize jsou uvedeny zakladni vlastnosti t€chto druhii (Miniatlas mikroorganismt

Masarykovy univerzity v Brn€, Tvrzova a spol., 2006).

7.1 Aspergillus niger

Vytvéti rychle rostouci kolonie, nejlépe na Czapkove agaru s kvasnicnym extraktem (CYA)
po 7 dnech pii 25 °C dosahuji primérné 40-60 mm, majici drsny povrch, zbarveny
hnédocerné az cerné. Nekteré kmeny vytvaii v agaru zlutavy pigment. Spodni strana kolonii
byva svétla nebo zluta. Idedlni teplota pro rust se pohybuje okolo 35-37 °C, minimum 6-
8 °C a maximum 45-47 °C. Mnozi se nepohlavné pomoci konidii, které jsou kulovité nebo

ovalné, bradavcité, primérné okolo 3,5-5 um; teleomorfa neni znama.

7.2  Penicillium chrysogenum

Kolonie pomérné rychle rostouci, na CYA po 7 dnech pfi 25 °C majici primérné 30-45,
typicky sametové, s radidlnimi ryhami, bilym aZ béZovym mycelidlnim okrajem, s
modrozelené ¢i Zlutozelené zbarvenou sporulujici €asti a zlutymi kapiCkami exudatu.
Podobn¢ jako Aspergillus niger produkuje do média Casto Zluty pigment, spodni strana
kolonii ma svétle bézovou az zlutohnédou barvu. Optimum mé kolem 23 °C, minimum 4 °C

a maximum 37 °C.

7.3 Gliocladium virens

Vétsina druhtt Gliocladium nartstaji v kultufe rychle a vytvafi Sifici se kolonie s vatovitou
strukturou, jez pokryji celou Petriho misku za tyden. Kolonie jsou zpocatku bilé a krémové,

ale jak starnou a sporuluji, mohou nabyvat nac¢ervenalych ¢i zelenavych barev.
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Konidie maji jednobunééné a vélcovité, hromadi se v kapkach slizu na koncich fialid, jez
Casto splyvaji ptes vrchol celého konidioforu. Tato vlastnost je v kontrastu se suchymi

konidiemi nesenymi ve vytrvalych fetézcich, jez charakterizuji ptisluSniky rodu Penicillium.

7.4 Rhizopus stolonifer

Jedna se o rychleji rostouci kolonie, na sladinovém agaru po 3-4 dnech pfi 25 °C portstaji
celou Petriho misku, maji svétlé vyssi mycelium s malymi ¢ernymi sporangii na okrajich
misky. Spodni strana nezbarvena. Zivotni optimum pfi 25-26°C, minimum okolo 5 °C a

maximum pak pii 32-33 °C.

7.5 Bacillus subtilis

Jedna se o pohyblivou, aerobni grampozitivni baktérii, tvarové se vyskytuje ve form¢ tycek
v fetézcich, spory nezduiuji buiiku. Velikost buiikky mé rozméry piiblizné 2-3 x 0,7-0,8 pm.
Zivi se chemoorganotrofné, hydrolyzuje Zelatinu, $krob a eskulin, redukuje nitraty.
Optimalni kultivaéni teplota je 30 °C, maximum pak 55 °C. Vyskytuje se v pud¢, vodé 1

potravinach.

7.6 Escherichia coli

Jedna se o fakultativné anaerobni gramnegativni baktérie, tvarové se vyskytujici ve formé
rovnych tycek, jednotlivych nebo ve dvou, nesporulujici. Velikost buiiky méa rozméry
piiblizné 2,0-6,0 x 1,1-1,5 pm. Zivi se chemoorganotrofné, predev§im laktéozou. Na
MacConkeyoveé agaru a Endové agaru roste pfi optimalni kultivaéni teploté 37 °C v
koloniich s rizovym zabarvenim, jeZ praveé indikuje rozklad laktézy. Na krevnim agaru pak
vyrista do Sedavych kolonii. Dokdze hydrolyzovat Zelatinu, Skrob a eskulin, redukovat

nitraty.

7.7 Candida albicans

C. albicans je aerobni a kultivaéné nenarocna kvasinka s ovalnymi buiikkami, nckdy
protahlého tvaru, rostouci v fetizcich. V Gramové€ barveni se barvi pozitivné. Ke kultivaci
se pouzivd Sabouraudiiv agar a vyrQsta na ném do 48 hodin v krémovitych bézovych,
hebkych a vypouklych koloniich charakteristické viin€. Pfi ristu v nepiiznivych podminkach

tvoti C. albicans rezistentni buiiky - kulaté a tlustosténné chlamydospory.
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7.8 Enterokoky

Enterokoky (rod Enterococcus) predstavuji rozsahly rod bakterii mlé¢ného kvaseni z kmene
Firmicutes. Jedna se o grampozitivni koky, jez se Casto vyskytuji v parech ¢i kratkych
fetézcich. Jsou fakultativné anaerobni. Rostou na selektivnim Stanetz-Bartleyho agaru, na
némz maji ¢ervenou barvu. Produkuji Zelatindzu, adheziny a tvofi biofilm. Pfitomnost
enterokokti ve vodé je jednim z indikatort znecisténi vody fekaliemi a tato voda neni vhodna

k piti.

Enterokoky, naptiklad zastupce Enterococcus faecalis, tvoti ptirozenou mikrofloru ve
sttevé. Jsou velmi odolné ke zvySenému pH (8,5) a zvySenym teplotdm. Rovnéz maji
vysokou rezistenci k antibiotiklim. Patfi mezi tzv. podminéné patogeny. Jsou plivodci infekci
mocovych a zZlu¢ovych cest, gynekologickych zanétli, poopera¢nich komplikaci u operaci

dutiny bfi$ni a podili se na vzniku infek¢ni endokarditidy.
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8 PREZIVANI ENTEROKOKU PRI ZPRACOVANI
NEMOCNICNIHO PRADLA

Enterokoky jsou v soucasné dobé povazovany za vyznamné nemocnic¢ni patogeny a vyskyt
multirezistentnich kmeni je znepokojujici. Maji potencidl §ifit se v rdmci nemocnic 1 mezi
nimi a v zivotnim prostfedi. Nedostate¢né¢ dekontaminované pradlo se podilelo jiz na
n¢kolika epidemiich (Orr a kol.,1994). Je znamo, ze enterokoky jsou relativné
termotolerantni, a n¢kolik laboratornich studii (Kearns a kol.,1995; Bradley a spol.,1996;
Panagea a kol.,1996) prokézalo, ze mnoho kment je schopno piezit minimalni kombinace
Casu a teploty doporucené v HSG(95)18. Nicméné jedna mald studie naznalila, ze
enterokoky nemusi byt schopny piezit zpracovani v provozni nemocni¢ni pradelné¢ (Wilcox
a kol., 1995). Autofi této prace si kladli za cil ziskani palety enterokokovych izolati pro
stanoveni termotolerance, pouzitelné k testovani fady nemocnicnich pradelen. Rovnéz chtéli
zjistit, zda jsou specifikace ministerstva zdravotnictvi vhodné pro dekontaminaci
nemocni¢nich pradla inokulovaného enterokoky a zda existuje korelace mezi termotoleranci

kmeni enterokokt a jejich pfezivanim béhem prani (Orr a kol.,2002).

8.1 Metody

Byla vytvotena sbirka 40 kmenti Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Jednalo se
o 19 klinickych izolatd E. faecalis (EFA2-20) a 19 izolath E. faecium (EFM2-20) a dvé
typové kultury, E. faecalis NCTC 775 (EFA1) a E. faecium NCTC 7171 (EFM1). VSechny
byly identifikovany podle metody Facklama a Collinse (Facklam, Collins, 1989) a byla u
nich stanovena citlivost na vankomycin pomoci diskové difuzni metody (Ericsson a spol.,

1971).

Pro kazdy izolat byla pfes noc pfipravena bujonova kultura obsahujici 10® az 10° CFU/ml

ve sterilnim infuznim bujonu z mozku a srdce (BHI) (Orr a kol.,2002).

Studie se dobrovolné zucastnilo deset fungujicich nemocni¢nich pradelen v severnim
regionu (pradelny A az J). VSechny spliovaly pozadavky HSG95(18) a bézné dezinfekéni
teploty a doby udrZovani pro kazdou pradelnu jsou uvedeny v tabulce 4 (Orr a kol.,2002).
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Tabulka 4: Bézné doba/teplota dezinfekce pro deset nemocnicnich pradelen.

Laundry Temperature (°C) Time (min)
A 71 10
B 71 10
C 80 8
D 80 8.5
E 80 8.5
F 80 35
G 75 10
H 71 10

I 80 5

] 75 10

Zdroj: ORR, K.E., M.G. HOLLIDAY, A.L. JONES, I. ROBSON a J.D. PERRY. Survival of enterococci during
hospital laundry processing. Journal of Hospital Infection [online]. Department of Microbiology, Freeman
Hospital, Newcastle upon Tyne, UK, 2002.

Dostupné z: doi:10.1053/jhin.2001.1137

Kazdy testovany izolat enterokoka byl kultivovan na Columbia agaru doplnéném 5 %
koniské krve a inkubovan na vzduchu pti 37 °C. Nasledujici den bylo nahodné¢ vybrano pét
jednotlivych kolonii a nao€kovano do 40 ml sterilniho bujénu BHI. Po aerobni inkubaci pies
noc pii 37 °C byl bujon odstfed'ovan a zbytek byl resuspendovéan ve zbyvajicich 2,5 ml.
Alikvotni ¢ast tohoto inokula o objemu 600 pl byla umisténa na kazdy ze Ctyt prouzki
sterilni bavlny (o velikosti 3x10 cm) a poté vloZeny do sterilnich univerzalnich lahvi s deseti
mililitry BHI bujonu. Kazda lahev byla poté 1 minutu tfepana pii vysokych otackach a 100
ul bujonu bylo naockovano na misku krevniho agaru. VSechny misky byly inkubovany 48

hodin pfi 37 °C na vzduchu a byly zaznamenany pocty kolonii. (Orr a kol.,2002).
8.2 Vysledky

8.2.1 Termotolerance enterokoku

Studie britskych kolegli ukézala, ze nékteré kmeny enterokokt jsou relativné odolné viici
teplu; tf1 kmeny (EFA6, EFA20 a EFM15) byly schopny pieZivat pii teploté 65 °C po dobu
30 minut. Primérné redukce poc¢tu enterokokt piezivajicich riizné kombinace ¢asu a teploty
jsou uvedeny v tabulce 5, zatimco tabulka 6 shrnuje fddovou redukci poctu enterokokil
(redukeni faktory logio ) dosazené pro kazdy izolat po 10 min pii 65 °C a 3 min pii 71 °C.

Ze 40 testovanych kmenil bylo dosaZeno sniZeni celkovych pocti o tii fady u 15 kmentl (osm
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kment E. faecalis a sedm kmenti E. faecium po 3 min pii 71 °C) a u dal$ich ¢tyt (jeden kmen
E. faecalis a tii E. faecium) po 10 min pii 65 °C. SniZeni o pét fadl bylo dosazeno u dvou z

20 kmenii po 3 min pfi 71 °C (EFM8 a EFM20) a po 10 min pfi 65 °C (EFA10 a EFM20).

Tabulka 5: Primérné hodnoty redukénich faktorti logio v jednotkéch tvoticich kolonie pro

E. faecalis a E. faecium po vystaveni riznym ¢astim / kombinacim teplot

Time (min)

Temperature (*C) 0 1 3 5 10 20 30

E. faecalis (N=20)
65 0 236 297 3.34 375 4.1386 4.594
7l 0 295 33 393 4.42 4.6836 5.01
75 0 377 4.07 4.74 5.77 6.0863 6.363
80 0 4.19 5.73 6.35 6.78 7.1557 7.405
85 0 7.01 7.36 7.66 8.13 8.4045 8.558

E. faecium (N—20)
65 0 2.384 274 3214 3725 4.05 4.383
71 0 2698 353 4407 4962 5.192 5.548
75 0 3.378 4.688 5528 6.375 6.614 7.032
80 0 3.924 6.089 6.778 7.301 7515 7.735
85 0 6.188 7.527 7.931 8.133 8.148 8228

Zdroj: ORR, K.E., M.G. HOLLIDAY, A.L. JONES, I. ROBSON a J.D. PERRY. Survival of enterococci during
hospital laundry processing. Journal of Hospital Infection [online]. Department of Microbiology, Freeman
Hospital, Newcastle upon Tyne, UK, 2002. Dostupné z: doi:10.1053/jhin.2001.1137

Tabulka 6: Snizeni fadového poctu enterokoki u izolati po vystaveni kombinacim Casu a

teploty doporucenych britskou smérnici HSG(95)18

Time/Temperature Time/Temperature

Isolate 3 min/71°C 10min/65°C lIsolate 3 min/71°C 10min/65°C

EFA 1 3.301 3.745 EFM | 2222 4.000
EFA 2 2.301 3.544 EFM 2 4.486 3.554
EFA 3 2477 3.693 EFM 3 3.204 2.824
EFA 4 2.161 3.488 EFM 4 4.114 2.938
EFA 5 2.263 3.023 EFM 5 4.761 4.671
EFA 6 3.176 3.256 EFM 6 3.079 3.190
EFA 7 3.954 3.574 EFM 7 3.447 4.653
EFA 8 4.000 3.422 EFM 8 5.580 3.845
EFA 9 4316 3.965 EFM 9 3.000 3.493
EFA 10 3.398 6.028 EFM 10 3.684 3.222
EFA 11 4.806 4.699 EFM 11 2,699 3.200
EFA 12 3439 3.707 EFM 12 2.508 2.954
EFA 13 4.049 4.331 EFM 13 2.249 3.363
EFA 14 2.580 3.331 EFM 14 2.903 4.000
EFA 15 3.684 3.875 EFM 15 2.564 3439
EFA 16 2.954 3.563 EFM 16 3.255 4.804
EFA 17 2.784 3481 EFM 17 2312 3.312
EFA 18 3.061 2.629 EFM 18 3.079 3.035
EFA 19 4374 3.603 EFM I9 4740 4.954

EFA 20 2.954 3.961 EFM 20 7.204 5.041
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Zdroj: ORR, K.E., M.G. HOLLIDAY, A.L. JONES, I. ROBSON a J.D. PERRY. Survival of enterococci during
hospital laundry processing. Journal of Hospital Infection [online]. Department of Microbiology, Freeman
Hospital, Newcastle upon Tyne, UK, 2002. Dostupné z: doi:10.1053/jhin.2001.1137

8.2.2 PreZivani enterokoki v nemocni¢nich pradelnach

Ptredbézné studie s pouzitim metody inokulovanych bavinénych prouzki ukazaly, ze po 20
hodinach pii pokojové teploté 1ze ocekavat, Ze enterokoky z ptivodniho inokula budou po

ziskani kultiva¢ni metodou snizeny v priméru o dva fady (Orr a kol.,2002).

Tabulka 7: Pteziti 40 izolatd enterokokti po pracim cyklu v pradeln¢ A

Logg factor Log,, factor
Time-zero decrease Time-zero decrease
Isolate inoculum (cfu) after washing bscdate inoculum {cfu) after washing
EFA | 1.0x=10" = 5,00 EFM | 26107 =541
EFA 2 T2 107 7.86 EFM 2 334=10° 852
EFA 3 118 107 = 607 EFM 3 148 10° =617
EFA 4 42107 o 562 EFM 4 204107 B.31
EFA 5 1.2=10" = 5.08 EFM 5 124 10" B.09
EFA & .04 108 8.02 EFM & 196 10° B29
EFA T 442100 764 EFM 7 5.0 107 7.70
EFA 8 4.0x 107 7.60 EFM & 114= 108 8.06
EFA 9 44107 = 564 EFM 9 202107 7.30
EFA 10 S6x107 =575 EFM 10 I 4107 7.15
EFA 11 262107 = 6Al EFM 11 98107 7.99
EFA 12 134 107 8.13 EFM 12 1.8 107 826
EFA 13 256 10F = Gl EFM 13 1 68107 823
EFA 14 264107 = 642 EFM 14 134107 813
EFA 15 9.0 107 = 5.95 EFM 15 A= 107 787
EFA 16 48107 = 5.68 EFM 15 216x 107 B33
EFA 17 20108 = 6.30 EFM 17 1.08x10° 8.03
EFA 18 1.08:x 0% = 6,03 EFM 18 152 10° g8
EFA 19 14x107 =553 EFM 19 296x10° 847
EFA 20 28107 7.45 EFM 20 214107 833

Zdroj: ORR, K.E., M.G. HOLLIDAY, A.L. JONES, I. ROBSON a J.D. PERRY. Survival of enterococci during
hospital laundry processing. Journal of Hospital Infection [online]. Department of Microbiology, Freeman
Hospital, Newcastle upon Tyne, UK, 2002.

Dostupné z: doi:10.1053/jhin.2001.1137

Jak je patrné z tabulky 7, u izolatd E. faecalis (EFA) doslo ke sniZzeni po¢tli minimalné o pét

radi a v ptipadé E. faecium (EFM) minimaln¢ o Sest fadia (Orr a kol.,2002).
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Nize jsou pro kazdy z 12 dale studovanych izolétli v tabulce 8 uvedeny primérné hodnoty
redukénich faktort logio dosazené po vyprani v riiznych testovacich pradelnach. U kazdého

izolatu bylo prokazano primeérné snizeni CFU o 6 tadu. (Orr a kol.,2002).

Tabulka 8: Primérny redukéni faktor logio v jednotkach tvoticich kolonie enterokoktli po

pracim cyklu ve studovanych pradelnach

Laundry
Isolate A B C D F G H 1 ] Average
EFA I8 = 6.03 - - 734 7.56 820 734 173 1.73 T4
EFA 2 7186 740 7.38 7.26 7.68 176 &£.30 176 176 15
EFA 3 = 607 748 B8 748 7.0 819 745 730 730 15
EFA 4 = 562 =548 imn 678 630 708 690 660 660 b6
EFA S = 5.08 = 564 6,60 678 T.15 T.16 630 734 734 b6
EFA & 8.02 = 600 783 715 734 g.08 753 762 762 15
EFM | =541 =578 B.66 7.56 T.96 820 764 7.599 1.99 15
EFM 2 B.52 gla 215 8.30 838 B.65 B33 809 8.09 83
EFM 3 =617 =578 7.30 .26 =545 823 7.592 B8.06 8.06 FA |
EFM 4 8.31 = 608 768 751 794 BA2 756 854 854 78
EFM & 8.0% 7.50 &30 7.20 TAa7 827 1.76 B.1é B.1& 7.7
EFM 12 B29 8.08 758 734 =526 BAD TE8 187 18T 76
MAverage 74 &b T4 73 7.2 gl 74 78 78 74

Zdroj: ORR, K.E., M.G. HOLLIDAY, A.L. JONES, I. ROBSON a J.D. PERRY. Survival of enterococci during
hospital laundry processing. Journal of Hospital Infection [online]. Department of Microbiology, Freeman
Hospital, Newcastle upon Tyne, UK, 2002.

Dostupné z: doi:10.1053/jhin.2001.1137

8.2.3 Zavér

Orr a kol. shledali — jak také ukazalo nékolik predeslych studii - Ze enterokoky jsou relativné
termotolerantni a jsou schopny ptezit ur€it¢ kombinace Casu a teploty. Autofi porovnali
skute¢nou rezistenci enterokoku s tidaji ve smérnici britského ministerstva zdravotnictvi pro

dekontaminaci pouzitého pradla HSG(95)18 (Orr a kol.,2002).

Nejprve stanovili termotoleranci 40 kmeni Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium.
Béhem experimentalni zkousky 10 fungujicich nemocni¢nich pradelen vSak autoti prokézali
uspésnou dekontaminaci pradla uméle kontaminovaného enterokoky. Ukazalo se, Ze
v realnych podminkach k ni dochdzi jiz ve fazi prani. Jejich studie naznacuje, Ze navzdory
relativni termotoleranci enterokokli by kombinace Casu a teploty uvedené ve smeérnici
HSG(95)18 mély byt pro jejich dekontaminaci v nemocni¢nich pradelnach dostate¢né

(Orr a kol.,2002).
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9 CHEMISMUS POUZITYCH DESINFICIENTU

Kyselina peroxyoctova je silnym oxidacnim c¢inidlem, hubi mikroorganismy oxidaci
makromolekul bunécnych membran, coz vede k jejich rozpadu a nasledné lyze bunky. Neni
deaktivovana jejich kataldzou ani peroxidazou. Rozpada se na latky bezpecné pro potraviny
1 zivotni prostiedi (kyselinu octovou a peroxid vodiku) a lze ji pouzivat v Sirokém rozmezi

teplot (0-40 °C) a pH (3,0-7,5) (Melicher&ikova, 1989).

N N
Nd+\{l_ Na Na+\r_ Na
@) H
’ | H \\H H \H
o) Mo Mo
/ H\ \H
H,C O 0o—o0

Obrazek 3: Vlevo chemicka struktura kyseliny peroxyoctové, vpravo peruhli¢itan sodny

Peruhlicitan sodny je rovnéz oxida¢nim Cinidlem, byt’ slabsim. Je-li rozpustén ve vod¢ (nad
60 °C) uvoliiuje H>O; a uhli¢itan sodny (vizte prosim rovnici ¢. 1). Oxidacni latkou,

zodpovédnou za destrukci mikroorganismi je tedy peroxid vodiku (Melichercikova, 1989).

2(Nay,CO3-1,5 HhO5) — 2 Na,CO3 +3 H,0O»

Obrazek 4: Rovnice hydrolyzy peruhli¢itanu sodného
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10 ZKOUMANI PUSOBENI KYSELINY PEROXYOCTOVE NA
LIPIDOVOU SLOZKU BAKTERIALNICH SPOR

Cilem vyzkumu Nastajevice a jeho kolegli z Bélehradského vyzkumného ustavu bylo ptispét
k podrobnéjsimu vhledu do mechanismu uc¢inku peroxidovych dezinfek¢nich prostredkii na
bazi peroxoctové kyseliny (PAA) na lipidové casti sporogennich forem mikroorganismti.
Sporogenni formy jsou ve srovnani s vegetativnimi formami vyrazné¢ odolné&jsi. Jako
referencni bakterialni sporogenni kmeny pouzité ke zkoumani mechanismu piisobeni PAA
byly vybrany Bacillus cereus ATCC 11778 a Bacillus subtilis NCTC 10480. Po oSetieni
vyse uvedenych bakterialnich kmenit PAA byly z desinfikovanych a referencnich spor
izolovany mastné kyseliny a analyzovany nasledné¢ zmény v lipidovych castech bunék.
Ziskané metylestery mastnych kyselin (MEFA) byly analyzovany pomoci plynové
chromatografie/hmotnostni spektrometrie (GC/MS) s pouzitim standardu bakteridlnich
MEFA. Vysledky potvrdily, Ze po oSetfeni doSlo u Bacillus cereus k ur€itym kvantitativnim
zménam, které zahrnovaly snizeni mnozstvi mastnych kyselin s 16 a 17 atomy uhliku,
napiiklad 16:0, 16:1, iso 17:0 a anteiso 17:0. Sou€asn€¢ u B. subtilis doSlo k vyraznému
poklesu v mnoZzstvi mastnych kyselin s 15 a 17 uhlikovymi atomy, naptiklad anteiso 15:0 a

anteiso 17:0 (Nastajevi€ a kol., 2002).

10.1 Uvod

Kyselina peroxyctova (PAA), jejiz sporicidni u¢inek byl zkoumén, mizeme povazovat za
ucinnéjsi biocid neZ peroxid vodiku nebo chlor s ohledem na to, Ze vykazuje vynikajici
sporicidni, baktericidni, virucidni a fungicidni vlastnosti 1 pfi nizkych koncentracich <0,3 %
(McDonnell a Russell, 1999).

V Zivotnim prostiedi podléhd PAA rozkladu na bezpec¢né vedlejsi produkty jako je kyselina
octova a kyslik; dalsi vyhoda ve srovnani s peroxidem vodiku je to, Ze PAA nepodléha
procesu rozkladu pilisobenim katalazy ani peroxidazy. Princip ptisobeni PAA by mohl byt
zalozen na denaturaci proteinti, naptiklad enzymi, prerusenim sulfidovych (-SH) a
disulfidovych (S-S) vazeb, ¢imZ se dosdhne zvySené permeability bunééné stény a

naslednym naruSenim bun¢k (McDonnell a Russell, 1999).
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10.2 Metody a instrumentace

V pokusech pro hodnoceni ucinnosti peroxidovych dezinfek¢nich prosttedki (PAA) a
extrakci mastnych kyselin pted a po oSetfeni PAA pouzili srbsti kolegové bakteridlni kmeny
B. subtilis ATCC 11778 a B. cereus NCTC 10480. Jako dezinfek¢ni prostiedek byl pouzit
produkt "Germiper" (vyrobce: "NRK Inzenjering", Bélehrad). Tento biocid je roztok vody,
kyseliny octové, peroxidu vodiku a kyseliny peroxyoctové. Jako zivné médium pouzili

defibrinovanou koniskou krev o koncentraci 3 g/l (Nastajevic a kol., 2002).

Slozeni mastnych kyselin (FA) a (MEFA) bylo stanoveno kombinovanou metodou plynové
chromatografie/hmotnostni spektrometrie (GC/MS). Plynové chromatogramy byly ziskany
pomoci pfistroje Varian 3400, na nepolarni koloné¢ DB-5 s detektorem FID pii 300 °C.
Hmotnostni spektra byla zaznamenana na pfistroji Finnigan-Math, model 8230, vyuzivajici
jak naraz elektront (70 eV), tak chemickou ionizaci s i-butanem.

Data GC-MS byla analyzovana pomoci programu AMDIS verze 2 za vyuziti mistni
kompila¢ni knihovnou s 3833 spekter Citajicich pifiblizné 1666 sloucenin (vétSinou terpentl)
se zahrnutymi retenénimi (Kovatchovymi) indexy. Retenc¢ni indexy byly kalibrovany
pomoci série n-alkanitt CsHis-C24Hso za stejnych chromatografickych podminek, které byly

pouzity pro analyzu (Stein, 1999).

10.3 Vysledky

Vysledky suspenzniho testu (metoda fedéni-neutralizace) ukazaly vyznamné vys$si odolnost
spor Bacillus cereus ve srovnani s Bacillus subtilis, kdy koncentrace 0,05 % a 0,1 % PAA
(0,5% a1 % "Germiperu") po 60 min a 30 min byly G€inné proti sporam Bacillus cereus a
zaroven ob¢€ koncentrace byly G¢inné po 15 min (0,05 % PAA - 0,5 % "Germiper") a témet

okamzité¢ - (0,1 % PAA- 1 % "Germiper") proti sporam Bacillus subtilis (obrazky 5 a 6 nize).
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Obréazek 5: Vyhodnoceni sporicidniho u¢inku PAA na Bacillus cereus (pocate¢ni pocet

bunék ve vzorku v inokule byl 4x10° v obou vzorcich
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Obrazek 6: Vyhodnoceni sporicidniho u¢inku PAA na Bacillus subtilis (poCatecni pocet

buné&k ve vzorku v inokulu byl u obou vzorkd 10°)
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Kromé toho také potidili mikrofotografie spor Bacillus cereus a Bacillus subtilis pted a po

osetfeni PAA. Bylo pouzito Schoefer-Fultonovo obarveni a zvétSeni priblizné 1200x.

Obrazek 7: Vlevo spory Bacillus subtilis bez oSetieni, vpravo spory Bacillus subtilis po

oSetieni, 1200x zvétSeno

Je ziejmé, Ze u obou bakteridlnich kment pfevazuji izo a anteizo rozvétvené mastné kyseliny
a ze tyto mastné kyseliny podléhaji vySe zminénym kvantitativnim zménadm po oSetfeni

PAA.

Vyzkumy v oblasti primyslové chemie (vyroba polymert) ukazaly, ze v praiméru 90 %
dvojnych vazeb je pfeménéno na epoxidové skupiny (Petrovi¢ et al., 2002). Potvrdilo se
také, Ze PAA reaguje s roztoky, které obsahuji dvojné vazby a milZe naruSit
chemiosmotickou funkci transportu pies lipoproteinovou cytoplazmatickou membranu z
divodu roztrzeni nebo dislokace bunécnych stén, coz brani bunécné aktivit¢ (Baldry a

Fraser, 1988).

Na zékladé€ ziskanych vysledki 1ze konstatovat, Ze potvrzené kvantitativni zmény mastnych
kyselin ve sporach bakterii B. cereus a B. subtilis by mohly hrat urCitou roli pti modifikaci
chemodynamiky, metabolismu a selektivni permeability bunéénych membran, coz
nepochybn¢ usnadniuje pronikani testovaného biocidniho ptipravku (PAA) do nitra buiiky a

vyvolavaji dalsi destrukei zivotng dilezitych bunécnych struktur (Nastajevic a kol., 2002).
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II. PRAKTICKA CAST
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11 MATERIAL A METODIKA

11.1 Pouzité mikroorganismy

Pro nékteré pokusy, provadéné v ramci laboratorniho ovéfovani desinfekénich prostiedki,

jsme pouzili nasledujici €isté kultury mikroorganismu z Ceské sbirky mikroorganismu:

Bacillus subtilis CCM 4062, Escherichia coli CCM 3954, Staphylococcus aureus CCM
3953, Staphylococcus epidermidis CCM 4418, Enterococcus faecalis CCM 1665,
Enterococcus faecalis CCM 4224, Candida albicans CCM 8275, Aspergillus niger CCM
8155, Aspergillus oryzae CCM 41, Penicillium funiculosum CCM 8080, Gliocladium virens
CCM 8042 a Rhizopus stoloniter CCM F-445.

Kromé nich jsme pracovali také s kulturami izolovanymi v pribéhu vyzkumu z pokusné
pradelny, pracovné ozna¢enymi jako Bacillus sp. 1 a Bacillus sp. 2 (izolovany v unoru 2019)

a s kvasinkou FT1 (izolovanou z prostiedi).

Sporulujici kultury (B. subtilis CCM 4062, Bacillus sp. 1 a Bacillus sp. 2) byly pted pokusy
kultivovany jednak 5 dnti (pro ziskéani spor), jednak 24 hodin.

11.2 Kultivace ¢istych kultur a indikatorovych skupin mikroorganismii

Cisté kultury bakterii byly péstovany na R2A agaru (Himedia) p¥i 30 — 37°C, zatimco kultury
kvasinek a vlaknitych mikroskopickych hub na Sabouraudové agaru s chloramfenikolem

(Himedia) pti 23 — 25°C.

V pokusech provadénych v pradelné détskych plen byla uinnost desinfekce sledovéana

stanovovanim téchto indikatorovych skupin mikroorganismii:

e (Celkovy pocet aerobné¢ rostoucich heterotrofnich bakterii: kultivace na R2A agaru

pti 30°C, po dobu 7 dni.

e (Celkovy pocet aecrobné rostoucich sporulujicich bakterii: po zahfevu vzorki 11 minut

pi1 80°C byla provedena kultivace na R2A agaru pti 30°C, po dobu 7 dni.

e (Celkovy pocet anaerobnich heterotrofnich bakterii: kultivace na VL agaru pti 37°C,

anaerobni kultivace v anaerostatu za pouZziti Anaerocultu A (Merck), po dobu 7 dni

e Celkovy pocet enterokokii: kultivace na Slanetz-Bartley agaru (SB, Himedia) pii
37°C, po dobu 48 hodin
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e Celkovy pocet koliformnich bakterii: kultivace na Violet Red Bile agaru (VRB,
Himedia), pii 37°C, po dobu 24 hodin (pocitany byly veskeré laktdzo-pozitivni

kolonie, tj. kolonie ¢ervenych barev, ¢i téch s Cervenym stfedem).

e Celkovy pocet bakterii rostoucich na VRB agaru: kultivace pii 37°C, po dobu 72

hodin (pocitany veskeré kolonie).

e Celkovy pocet kvasinek a vlaknitych mikromycet: kultivace na Sabouraudové agaru

s chloramfenikolem (SAB, Himedia), pti 23 - 25°C, po dobu 7 dni.

Pted ockovanim vzorkl z pradelny plen na pevna zivna média byly jednotlivé vzorky vhodné
fedény desetinnym fedénim ve sterilnim fysiologickém roztoku (8,5 g NaCl/l) a teprve poté
vyockovany na povrch zivnych agard, standardné v objemu 0,1 ml (vyjimecné i 1 ml). Po
rozetteni inokul sterilnimi sklenénymi hokejkami byly misky kratce odsuseny v laminarnim

boxu pro zbaveni ptebyte¢né vlhkosti a kultivovany pti vySe uvedenych teplotach.
11.3 Postupy pfi laboratornich pokusech desinfekce

11.3.1 Pokusy s bakterialnimi kulturami a kvasinkami

A) Ptiprava smiSené suspense mikroorganismu:

Z kazdé mikrobialni kultury byla ptfipravena suspense ve sterilnim fysiologickém roztoku,
dle 1. stupn& McFarlandovy stupnice (pfedpokladana koncentrace bungk: 3.10% CFU/ml). 50
ml sterilniho fysiologického roztoku bylo zifedéno 50 ml sterilni destilované¢ vody a
zaoCkovano 100 pl kazdé suspense (vzniklo tak 101 ml vzorku o ptfedpokladané koncentraci

buné&k 3.10° CFU/ml).

B) Ovéreni vychoziho poctu bakterii a kvasinek:

SmiSena suspense mikroorganismt byla zfedéna desetinnym fedénim a nékolik fedéni bylo
vyockovano na misky s R2A agarem (bakterie) a misky se SAB agarem (kvasinky). Pro
oveteni vychoziho poctu bakteridlnich spor byly vybrané fedici zkumavky ze stanoveni
vychoziho poc¢tu mikroorganismti zahfaty na 11 minut ve vodni lazn€¢ s 80°C a poté

vyockovany na misky s R2A agarem.
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C) Ptiprava slepého vzorku:

50 ml sterilniho fysiologického roztoku bylo ziedéno 50 ml sterilni destilované vody.

D) Postup desinfekce a vyhodnoceni:

V suspensi mikroorganismt byla rozpusténa bud’'to navazka peruhli¢itanu sodného (2 g/1, tj.
200 mg na 100 ml) nebo objem 60,1 pl 35%-tniho Persterilu (odpovidajici vyrobcem
doporucené davce 0,7 g/1) a 1ahev byla umisténa do vodni 1azné s teplotou 62 °C. Ve stejnou
chvili byla vlozena do lazn¢ i lahev se slepym vzorkem. S lahvemi bylo obCasné¢ mirné¢
michano a postupné byla namétena teplota slepého vzorku. Jakmile doséhla 60 °C, byl méten
¢as 10 minut a po jeho uplynuti byl ze suspense mikroorganismi odebran vzorek 1 ml a
fedén desetinnym fedénim. Totéz bylo zopakovano po dalSich 10 minutach piisobeni (tedy

celkem po 20 minutach piisobeni teploty 60 °C).

V obou vzorcich byl kultivaéné stanoven pocet bakterii na R2A agarech a kvasinek na SAB

agaru a porovnan s vychozimi pocty.

11.3.2 Pokus s kulturami vlaknitych mikroskopickych hub

Postup byl analogicky postupu s bakteriemi a kvasinkami, jako zkuSebni vzorek vSak byla
pfipravena vychozi suspense spor vldknitych mikromycet (pfedpoklad koncentrace 5.10°

CFU/ml).

11.4 Postupy pri pokusech v pokusné pradelné plen

Pii pokusech v pradelné plen byly stanovovany pocty indikatorovych mikroorganismu ve
vzorcich z plen pted pranim a po ném. Pleny pfed pranim byly vybrany ndhodné z aktualni
davky ptipravené k prani, pleny po prani byly opét ndhodné vybrany ihned po ukonceni prani

a otevieni pracky; byly odebirany dokonale desinfikovanymi rukavicemi.

Pro ziskani vzorki byly 2 ks plen umistény do sterilniho silnosténného sacku, zvazeny a
doplnény sterilnim fysiologickym roztokem tak, aby celkova hmotnost byla 780 g. Poté bylo
5 minut provedeno velmi intenzivni tfepani a ziskana tekutina byla odebrana sterilnimi

stiikackami (standardné 2 x 15 ml).

Po transportu vzorkli do laboratofe byly vzorky fedény a okovany na pevnd média dle

postupt uvedenych vyse.
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V nékterych pokusech bylo analogicky sledovano i mikrobidlni zastoupeni plenkovych
obalt, pfed pranim i po ném. V tomto pifipad€ jsme pouzili pro usnadnéni ziskani vzorka
fysiologicky roztok s Tweenem 80. Divodem byla snaha Iépe uvolnit builky bakterii z
hydrofobniho povrchu obaltli plen pfi provadéni vytiepu.

V nékterych pokusech byla pouzita odpadni voda z odtokové hadice, ziskana po ptedpirce,
jako alternativni zptisob ziskani vzorku ptfed desinfekénim pranim.

Podminky prani, pouzité prostfedky a piipadné odchylky jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti
prace u jednotlivych pokusi.

Davkovani Persterilu a peruhli¢itanu sodného bylo vzdy dohodnuto s provozovateli pradelny
détskych plen, déavkovani dopliikovych pfipravkl (tenzidii) a pfipravkli pro prani

plenkovych obalt bylo ur€ovano provozovateli pradelny.

11.5 Pouzité pristroje a pomiicky

Pro ucely naseho vyzkumu byla vyuzita fakultni mikrobiologicka laboratof sestavajici z
autoklavl, termostatli, anaerostatii se soupravami Anaerocult A, laminarnich box,

ptedvazek, analytickych vah, a nadob s vodni l4zni.

Pro mikrobiologickou praci jsme vyuzivali automatické davkovace, sterilni Spicky, sterilni

zkumavky, zahnuté sklenéné ty¢inky a petriho misky.
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12 VYSLEDKY

Nize uvadim strukturalizovany popis kazdého z Sestnacti provedenych pokust, jez sestava
z motivace a kyzeného cile daného pokusu, tabulky vysledkii stanoveni mikroorganismii a

vysloveného zavéru shrnujiciho vystupy, klady a nedostatky provedeného pokusu.

Prvni ¢tyfi pokusy byly provadény s laboratornimi sbirkovymi organismy a zbyvajici pak se

vzorky ziskanymi pfimo v pokusné pradeln¢.

12.1 Pokus 1 a 2: U¢inek desinfekce peruhli¢itanem a Persterilem

(laborator)

Cil pokusu:

Ovérit a vzdjemné srovnat desinfekéni ti€innost peruhli¢itanu sodného a persterilu po 10 a
20 minutach pisobeni pti 60 °C viéi sbirkovym i ziskanym kulturdm grampozitivnich i
gramnegativnich bakterii a viici patogenni kvasince C. albicans. K testovani byly vybrany
prevazné odolné G+ bakterie (kombinace sporulujici kultur a enterokokt). Pocty bakterii ve

vzorcich pted desinfekei a po ni jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Pocty bakterii pied a po desinfekci peruhli¢itanem (PK) a persterilem (PS)

Vzorek Redéni Pocet Vypocet
kolonii CFU/ml

PK 10 72 10

pied desinfekei 10" 78 7,5*10

PS 10 54 %105

pied desinfekci 10 40 4,710

PK |

po desinfekci a }81 2(2)2 3,6%¥10°

60°C, 10 minut

PK .

po desinfekci a }81 Sé 8,5%10?

60°C, 20 minut

PS 1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 10 minut

PS 1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 20 minut




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

Zaver:

Provedli jsme dva pokusy desinfekci pii 60°C, a to peruhli¢itanem (koncentrace 2 g/l) a
Persterilem (koncentrace 0,7 g/l), doba pusobeni byla 10 a 20 minut po dosazeni teploty
60°C. Z vychoziho poétu bakterii, ktery byl u obou pokusii kolem 10° CFU/ml, peruhli¢itan
snizil po 20 minutdch pocet bakterii na 8,5.10° CFU/ml (tedy o cca tfi fady), kdezto Persteril
pod 10! CFU/ml, takZe o ¢tyfi az pét f¥adi; prakticky po piisobeni Persterilu uz nic na
miskéach nevyrostlo. Peruhli¢itan potieboval skute¢né 20 minut pro vyse uvedeny tcinek, po
pouhych 10 minutach byly pocty piezivsich bakterii pfiblizné o pul fadu vyssi. Persteril
dosahl vyborného ucinku jiz za deset minut.

Co se tyka vysledkt s kvasinkou C. albicans, pocet bun¢k pied desinfekci byl v obou
vzorcich 2.10° CFU/ml a po provedeni desinfeké&nich postupii nebyla ani v jednom ptipadé

nalezena jedina kolonie na SAB agarech s fedénim 10°'; zde tedy oba postupy prokazaly

shodnou uéinnost.

12.2 Pokus 3: Utinek desinfekce peruhli¢itanem, Persterilem a teplotou

(laborator)

Cil pokusu:

Porovnat u¢innost peruhli¢itanu a Persterilu vic¢i kvasinkdm. Dodatecné byla vici
kvasinkdm ové€fena ucinnost samotné teploty 60°C, na zdkladé dobrych vysledkl

predchozich pokusi; pro ovéreni byl pouzit vzorek ,,PK pted desinfekci®.
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Tabulka 10: Pocty kvasinek pted a po desinfekci peruhli¢itanem (PK), Persterilem (PS) a

samotnou teplotou 60°C.

Zaver:

Vzorek Redéni Pocet Vypocet
kolonii CFU/ml

PK 10 40 €105

pred desinfekci 10 50 45710

PS 10 65 6105

pred desinfekci 10+ 55

PK 1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 10 minut

PK 1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 20 minut

PS a1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 10 minut

PS a1

po desinfekci a }81 8 <10

60°C, 20 minut

Pted plisobenim 10 40 4.5%10°

60°C 20 minut 10 50 ’

Po pusobeni 107! 0 <10

60°C 20 minut 10! 0

Pokus dokazal, Ze kvasinky hynou jiZ vlivem 20 minut pii 60°C aniZ by bylo nutné pfidavat

uvedené desinfek¢ni latky. Z tohoto divodu bylo v nékterych néaslednych pokusech od

stanoveni kvasinek upusténo.
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12.3 Pokus 4 - U¢inek peruhli¢itanu a Persterilu proti saprofytickym

vlaknitym houbam (laborator)

Cil pokusu:

Porovnat ucinnost peruhli¢itanu a Persterilu proti saprofytickym plisnim. Pokus byl
motivovan moznosti, kdy by pouzit¢ pleny ,,cekaly* nékolik dni pfed pranim a byly
vystaveny pfipadnému porGstdni témito mikroorganismy. Dodateéné¢ byla vici
saprofytickym plisnim ovéfena i G€innost samotné teploty 60°C, analogicky s pokusem

s kvasinkami vyse.

Tabulka 11: Pocty plisni pted a po desinfekci peruhli¢itanem (PK), Persterilem (PS) a

teplotou.

Vzorek Redéni Pocet Redéni Pocet Vypocet
kolonii kolonii CFU/ml

PK 10 3 107 0 3.5%10%
pied desinfekci 10 4 107 0 ’
PS 10+ 3 10 0 %104
pied desinfekci 10" 3 107 0 3,0%10
PR 10" 6 10?2
po desinfekci a 10-! 6 102 60
60°C, 10 minut
PR 10" 1 102 0
po desinfekci a 10-! 1 102 0 10
60°C, 20 minut
PS -1 -2
po desinfekci a }81 8 182 8 <10
60°C, 10 minut
PS -1 -2
po desinfekci a }81 8 }82 8 <10
60°C, 20 minut
PK jen po 10! 4 i i 55
plisobeni 60°C 10! 7
PS jen po 107! 3 ] ] 40
pusobeni 60°C 10! 5

Zaver:

Vysledky ukézaly, Ze Persteril ma zcela spolehlivy desinfekéni uc¢inek vici saprofytickym
plisnim. Desinfekce peruhli¢itanem 1 samotnou teplotou 60°C méla ucinek o néco nizsi,

avSak také dosdhla vyrazného snizeni poctu saprofytickych plisni.
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12.4 Pokus 5: U¢inek peruhli¢itanu na pleny (v pradeln&)

Cil pokusu:

Overit desinfekéni ucinnost peruhlic¢itanu sodného pii prani pii 60°C v reédlnych
podminkach, a to jak vaci vybranym skupindm bakterii, tak vici plisnim (vlaknitym

mikromycetam) a kvasinkam.

Tabulka 12: Pocty organismu pied a po desinfekci peruhlic¢itanem

Pied pranim Po prani
Stanoveni < Pocet Vypocet S Pocet Vypocet
Redeni | \olonit | cFU/ml | R | yolonii | CFU/MI
CP aerobné¢ 4 1
rostoucich }84 } égg 1,2.107 }81 2(5)8 6,3.10°
heterotr. bakterii
CP aerob. sporul. 1073 400 5 10° 2000 3
bakterii 107 so0 | 4510 10° 3000 | »10
CP anaerobné 4 1
rostoucich 18_4 288 5,5.106 181 17152 9,4.10?
heterotr. bakterii
107 350 5 10° 4
Enterokoky 103 400 3,8.10 10° 6 5
Riist na VRB 10 500 5 10° 0
agaru * 107 600 5,5.10 100 0 <1
. 10! 6 10° 0
Kvasinky 101 7 65 10° 0 <1

* Na VRB agaru byly pocitany vSechny kolonie, nebot’ vzhledem k poctu a dobé odectu

nebylo mozno barevné odlisit koliformni kolonie od ostatnich.

Zavér:

Reélné prani s peruhli¢itanem snizilo celkové pocty aerobnich 1 anaerobnich bakterii o vice
nez 3 fady a pocet sporulujicich bakterii o 2 fady. Doslo k naprosté likvidaci
gramnegativnich bakterii rostoucich na VRB agaru a kvasinek, i kdyZ u téchto skupin Ize

predpokladat ucinek samotné teploty prani (viz laboratorni vysledky). Velmi dramaticky byl

i pokles enterokokt. Plisn¢ nebyly v pokusu zaznamenany vibec.
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12.5 Pokus 6: U¢inek peruhli¢itanu na pleny (v pradelng, opakovany)

Cil pokusu:

Jednalo se o zopakovani pokusu piedchoziho, nicméné s vyssim pocet pranych plenek (53
kusti oproti pfedchozim 43 kustim). Postup byl tedy analogicky s postupem uvedenym

v ptedchozi podkapitole s tim rozdilem, Ze nebyly stanovovany anaerobni bakterie.

Tabulka 13: PoCty organismu pied a po desinfekci peruhlic¢itanem

Pied pranim Po prani
Stanoveni X, Pocet Vypocet ST Pocet Vypocet
Redéni | 4 olonit | CFU/mI | Re%E | yolonii | CFU/MmI
CP aerobné¢ 5 >
rostoucich 53_6 gi 6,3.107 gg 5 jgg 4,5.10¢
heterotr. bakterii
CP aerob. sporul. | 10 82 5 107 350 y
bakterii (SP) 10 74 7,810 107 450 40.10
10 28 . 10°
Enterokoky 10 41 3,5.10 10° 1 <1
VRB koliformni | 10, 83 9,3.10¢ 1o’ 0 <1
107 102 = 10° 0
VRB vie 107 B7 1 e |10 0 <1
v 10 178 o 10° 0
. , 100 . 10" 0
Kvasinky jgl 120 1,1.10 10° 0 <1
Z4aver:

Pokus potvrdil uplnou likvidaci koliformnich bakterii, enterokokli 1 kvasinek (u kvasinek
ucinkem samotné teploty prani jak jiz bylo dokdzano ve tfetim laboratornim pokusu).
Zaznamenali jsme sniZeni celkového poctu aerobnich bakterii o cca 3 fady, ale u poctu

sporulujicich bakterii pouze o néco vice nez o jeden fad. Pokusy v pradelné tak viceméné

potvrdily vysledky pokusii s peruhli¢itanem v laboratofi.
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12.6 Pokus 7: Utinek Persterilu na pleny (v pradeln&)

Cil pokusu:

Overit desinfekéni ucinnost Persterilu pfi prani pii 60°C v realnych podminkach, a to jak
vuci vybranym skupindm bakterii a vici plisnim (vlaknitym mikromycetdm) a kvasinkdm.
Do prani byl pouzit 35% Persteril v objemu 30 ml. Porovnani vysledkt s pokusem s

peruhli¢itanem.

Tabulka 14: Pocty organismu pied a po desinfekci Persterilem

Pied pranim Po prani
Stanoveni < Pocet Vypocet X Pocet Vypocet
Redénl | 4 olonii | CFU/mI | Re%M | yolonii | CFU/mI
CP aerobné 7 0
rostoucich }87 gg 4,5.108 180 147 11
heterotr. bakterii
CP aerob. sporul. | 107 106 1.1.107 10° 0 1
bakterii (SP) 10 117 > 10° 2
CP anaerobn¢ 6 0
rostoucich } 8'6 2 é (1) 6,2.10% } 80 8 <1
heterotr. bakterii
Enterokok 107 350 3,9.10° 107 0 <1
Y 10°* 430 - 10° 0
. , 107 180 7 10° 0
VRB koliformni 10 200 1,9.10 10° 0 <1
y 10° 400 7 10° 0
VRB vse 105 500 4,5.10 10° 0 <1
0
Kvasinky 102 147 1,5.10* ! 00 0 <1
102 151 10 0
Zaver:

Zaznamenali jsme vyrazné lepsi vysledky nez s u pokusu s peruhli¢itanem — doslo k poklesu

poétl viech stanovovanych skupin prakticky na nulu nebo na tiroveri 10° - 10! CFU/ml.
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12.7 Pokus 8: U¢inek Persterilu na pleny (v pradelné, opakovany)

Cil pokusu:

Jednalo se o zopakovani pokusu piedchoziho, nicméné s vyrazné vyS$Sim pocet pranych
plenek (73 kust oproti pfedchozim 39 kustim). Postup byl tedy analogicky s postupem

uvedenym v piedeslé podkapitole, stejné jako davkovani Persterilu.

Tabulka 15: Pocty organismu pied a po desinfekci Persterilem

Pied pranim Po prani
Stanoveni < Pocet Vypocet S Pocet Vypocet
Redeni | 1 olonii | cFu/ml | Re%M | olonii | CFU/MI
CP aerobné 6 0 *
rostoucich }86 19075 1,0.108 180 ;ig* 2,5.10%
heterotr. bakterii
CP aerobnich 5 0
sporulujicich }85 ;i 2,6.10° 180 5431(6) 2,4.10?
bakterii (SP)
CP anaerobn¢ 6 0
rostoucich }86 }42142‘ 1,3. 108 }80 52 2,2.10!
heterotr. bakterii
Enterokok 1o 355 3,7.106 107 0 <1
Y 104 391 ol 10° 0
. , 107 235 7 10° 0
VRB koliformni 10 275 2,6.10 10° 0 <1
y 107 420 7 10° 0
VRB vse 105 512 4,7.10 10° 0 <1
0
Kvasinky 107! 6 7.101 ! 00 0 <1
10°! 8 10 0
Zéaver:

Op¢t jsme zaznamenali vyrazné lepsi vysledky nez s peruhli¢itanem, le¢ ne tak markantni
jako u predchoziho pokusu, cozZ je zfejmé dano vysokym poctem plenek. Doslo k poklesu
celkovych pocti aerobnich a anaerobnich bakterii o 6 — 7 fadi, u sporulatl o 4 fady. Pocty

bakterii pod 10 CFU/ml ve vytfepu po prani je mozno povazovat za plné piijatelny
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vysledek. Pii tomto pokusu byla navic s provozovateli pradelny diskutovana problematika
vnéjSich oballd plenek, jejichz prani prozatim nebylo provadéno desinfekéné, coz je
zdivodiiovano tim, ze obaly nejsou piimo vystaveny fekaliim. Po diskusi bylo rozhodnuto

se tomuto problému rovnéz vénovat v dalSich pokusech.

12.8 Pokus 9: U¢innost termalni desinfekce vnéjSich obalii pied a po
prani pri 40°C (v pradelné)
Cil pokusu:

Zjistit aktualni stav mikrobialniho zatizeni vnéjSich obalii po béZném, nedesinfek¢énim prani,
které bylo doposud v pradelné provadéno. Pro zjednoduseni pokusu byl zredukovan pocet

stanovovanych skupin mikroorganismii.

Tabulka 16: Pocty organismu pied a po prani vnéjsich obali pti 40°C

PRED PRANIM PO PRANI
Stanoveni < Pocet Vypocet X, Pocet Vypocet
Redeni |\ olonii | cFU/ml | Re%®M | yolonit | CFU/mI
CP aerobné
, 10 165 8 104 440 6
Ezi[;iilch heterotr. 106 183 1,7.10 104 520 4,8.10
10 420 p 107 165 4
Enterokoky 10 520 4,7.10 102 210 1,9.10
. 10 550 102 210
Ik 6 4
VRB koliformni 10 500 5,7.10 102 275 2,2.10
y 10 860 p 10 350 4
VRB vse 10 920 8,9.10 102 390 3,7.10
. 10 164 4 107! 34 3
Kvasinky 102 176 1,7.10 10! 42 3,8.10
10 15 107! 64
fon sk k 3 2
Plisng 102 25 2,0.10 10! 70 6,7.10

* Zaznamendana velkd ptevaha E. coli (cca 90% z koliformnich).
** Zaznamendno nékolik typt kolonii (vétsi, stfedni a velmi drobné), pod mikroskopem

vypadaly podobn¢ - po 2 dnech kultivace viditelné pouze nesporulujici mycelium.
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Zavcer:
Pokus poukézal na absolutni nutnost prat desinfek¢né i vné&jsi obaly, nebot’ vysledky

mikrobidlniho zatizeni vnéjSich obalii po prani byly zcela nepfijatelné.

Bylo rozhodnuto provést laboratorni pokusy intenzifikace desinfek¢niho ucinku prani
vnéjSich oball, avSak bez pouziti Persterilu, jelikoz by jeho ucinky material oball

pravdépodobné nesnesl - obaly jsou z jiného materialu nez plenky samotné.

12.9 Pokus 10: Uéinnost desinfekce peruhli¢itanem a TAED za

pritomnosti kyseliny citronové, pri 40°C (laborator)

Cil pokusu:

Ov¢tit desinfekéni Gcinek kombinace peruhli¢itan sodny a TAEDu pii 40°C na sbirkové
kultury mikroorganismti. TAED tdajn¢ zabezpecuje rozklad peruhlic¢itanu pfi teplotach
niz8ich nez 60°C (Spencer-Williams a kol. 2021), a tak zajiStuje vznik peroxidu.
Vychézejice z predpokladu, ze tvorba peroxidu bude pii pouziti TAED pozvolna,
modifikovali jsme postup stanoveni mikroorganismu po desinfekci tak, aby bylo zabranéno
pusobeni ptipadného peroxidu pfi kultivaci pouzitim membranové filtrace a R2A agart se
sifiitanem.

Tabulka 17: Pocty organismil pfed a po desinfekci peruhli¢itanem a TAED

PRED DESINFEKCI PO DESINFEKCI
Stanoveni <, Pocet Vypocet S Pocet Vypocet
Redeni | yolonit | cFu/mi | Redni | yolonit | CFU/MmI
Celk. pocet
aerobnich heterotr. 103 61 6,3.10° 102 2200 2,3.10°
., 65 2400
bakterii
Celk. pocet
heterotrofnich _5 7 5 P 350 4
sporulujicich 10 7 7.10 10 310 3,3.10
bakterii
VRB P 38 p 3 90 5
E coli 10 31 3,5.10 10 26 8,8.10
VRB 9 0
Pseudomonas 103 9 9,0.10° 10! 1 ccas
fluorescens
VRB 5 5 2 280 4
Enterokoky 10 N <10 10 320 3,0.10
. 10 240
4 4 2 4
Kvasinky 10 4 7.10 10 260 2,5.10
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Zaver:

Laboratorni test ukazal, Ze i pies literarni informace o G€inku kombinace peruhlicitan +
TAED je desinfekéni ucinek kombinace zcela nedostatecny a bude nutné zahrnout vyssi
teploty prani nejen pro inaktivaci koliformnich bakterii, ale i piipadnych dalSich

mikroorganismu, napt. prvokd.

12.10 Pokus 11: U¢innost termalni desinfekce vnéjSich obalii po prani

pri 60°C (v pradelné)

Cil pokusu:

Ovéftit tcinnost termalni desinfekce prani vnéjSich obala pti 60°C, bez pouziti oxidacnich
desinfekénich prostiedki (na zaklad¢ konsultace provozovateld pradelny s vyrobcem obali).
Jednalo se o orientacni pokus, ztoho divodu byl analyzovan pouze vzorek po prani,

vysledek pocti CFU pted pranim jsme ptredpoklédali analogicky s pokusem €. 9.

Tabulka 18: Pocty organismil po prani vngjSich oballl pii 60°C

PO PRANI
Stanoveni < Pocet Vypocet
Redéni kolonii CFU/ml
CP aerob. rost. 10 60 6.3.105
heterotr. bakterii 10 66 "
CP aerobnich 107 5
sporulati 10° 220 2,2.10
Enterokoky 1 ml g 3
VRB koliformni 1 ml } 1
. 5
VRB vse 1 ml 10 8
Kvasinky 1 ml 8 <1
o 0
Plisng 1 ml 0 <1

Zaver:
Prani pfi teploté 60°C znacné zlepsSilo vysledky oproti pokusu 9, nebylo vSak mozné je
povazovat za Upln¢€ dostacujici a po dohodé¢ s provozovateli pradelny bylo tak rozhodnuto

zam¢fit se v dalSich pokusech na pouziti kationaktivniho detergentu s desinfekénim u¢inkem

pro zajiSténi jeste lepsiho ucinku.
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12.11 Pokus 12: U¢innost desinfekce vnéjSich obalii po prani p¥i 60°C za

pouziti TEGO BETAINU a kyseliny octové (v pradelné)

Cil pokusu:

Overit prani vnéjsich obalt pti 60°C detergentem TEGO BETAIN v kyselém prostiedi.
TEGO BETAIN jest amfoterni detergent, v kyselém prostfedi se tedy chova jako

kationaktivni a mél by tedy mit alespoit mirny desinfekéni efekt.

Vzhledem k vicendsobnému potvrzeni termalni desinfekce kvasinek a vlaknitych

mikromycet pii 60°C jiz pocCty téchto organismt nebyly dale vyhodnocovany.

Tabulka 19: Pocty organismu po prani vnéjsich obalil pii 60°C za pouziti TEGO
BETAINU a kyseliny octové

PO PRANI
Stanoveni « ... | Pocetkolonii | Vypocet
Redeni na 2 miskach | CFU/ml
CP aerob. rost. 10 4
heterotr. bakterii 103 78+ 86 8,2.10
: 3

CP acrobnich 107 40 + 62 5,1.10*
sporulatti 10
VRB koliformni 1 ml 0+0 negativni
VRB vse 1 ml 1+1 1

Zaveér:

Oproti vysledkiim pokusu 11 byly celkové pocty aerobnich bakterii i bakterii sporulujicich
pod trovni 10° CFU/ml, tedy o ¥ad niZsi, coZ ale jesté porad nebyl uspokojivy vysledek.

12.12 Pokus 13: U¢innost desinfekce vnéjsich obalii po prani pii 60°C za

pouziti TEGO BETAINU a kys. octové (opakovano, v pradelné)

Cil pokusu:

Opakovani ptedchozi pokusu za ucelem potvrzeni ucinnosti TEGO BETAINu s kyselinou
octovou. Soucasné bylo rozhodnuto pokusit se sledovat mikrobiologicky stav pranych
materidli (plenkovych oballl) po prani jinym zpisobem nez dosud, a to odbérem vzorkl z
odtokové hadice, coz by umoznovalo ziskat souhrnny vzorek, odpovidajici stavu vSech kusii
v pracce, nejen 2 ks, standardné odebranych k analyze. Pro porovnéani vSak byl po prani

odebran 1 vzorek z obvyklého vyttepu 4 vypranych kusi.
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Tabulka 20: Pocty organismu pied i po prani vnéjSich obal pti 60°C za pouziti TEGO
BETAINU a kyseliny octové (PP a OD)

PRED PRANIM (vzorek PP) PO PRANI (vzorek OD)
Stanoveni « ... | Pocetkolonii | Vypocet| » .. , | Pocetkolonii | Vypocet
Redéni | 5 isky) | CFU/MmI | N9 | 0 hisky) | CFU/mI

CP aerob. rost. 106 .| 107 4
heterotr. bakterii 10°¢ 15,19 1,7.10 1073 13,17 1,5.10
CP aerobnich 104 4| 107 3
sporuliti 104 2,1 1,5.10 102 65, 69 6,7. 10
VRB koliformni 10° 1 1.10° | 0,5ml 0 negativni
VRB vse 10° 5 5.10° | 0,5ml 320 6,4.10?
Kde: Vzorek PP: odbér z odtokové hadice po predpirce (40°C, bez tenzidu);

Vzorek OD: po prani, machani a odstfed’'ovani, odbér proveden z odtokové hadice

pii zavéreCném odstfed’ovani;

Tabulka 21: Pocty organismu po prani vnéjsich obalti pii 60°C za pouziti TEGO

BETAINU a kyseliny octové (VY)

Kde:

PO PRANI (vzorek VY)
Stanoveni « .., | Pocetkolonii | Vypocet
Redeni | * > hisky) | CFU/mI
CP aerob. rost. 102 3
heterotr. bakterii 102 98,92 9,510
: 3

Cp aerf)E)nlch 10_3 87.93 9,0.103
sporulati 10
VRB koliformni | 0,5 ml 0 negativni
VRB vse 0,5 ml 3 6

Vzorek VY: vyttep ze 4 kust oball (jako obvykle) po prani, machani a odstied’ovani:

4 obaly vytiepany se sterilnim fysiologickym roztokem (s obsahem Tweenu 80)

Zaveér:

Co se tyka vysledkli prani, ,klasicky* vzorek VY (odpovidajici vzorkiim po prani z

predchazejicich pokusi) ukazal dalsi snizeni poctu bakterii pti desinfekénim prani vnéjSich

oballl oproti vstupnim poctim — celkové pocty aerobnich bakterii 1 bakterii sporulujicich

klesly t&sné& pod urovent 10* CFU/ml, oproti vzorku pied pranim (PP) jsme zaznamenali

sniZeni o tfi fady. Pocet koliformnich bakterii klesl o pét fadii a tyto organismy nebyly po

prani vibec zaznamenany; zcela zanedbatelny byl pocet ne-koliformnich gramnegativnich

bakterii. Prani vnéjSich obali s kombinaci TEGO BETAIN a kyselina octova pii 60°C se

tedy jevi jako vhodnd varianta prani téchto obal@i. Poéty aerobnich bakterii pod 10* CFU/ml

Ize jiz povazovat za pfijatelné, i kdyz tato hodnota neni t.¢. v CR definovana zadnou normou

¢1 predpisem. Co se tyCe moznosti sledovat poCty mikroorganismi odbérem vzorki z
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odtokové hadice, ukazalo se, ze jde o pomérné vhodny zptisob odbéru vzorkl pied pranim
—vzorek PP byl dobie promichany vzorek ze v§ech aktualné pranych obald. Odbéry po prani
vSak mohly byt vyrazné ovlivnény kontaminaci hadice, zejména skupina ne-koliformnich
G- bakterii (stanoveni ,,VRB vse*) byla zjevné ve vzorku OD zastoupena diky kontaminaci

hadice, protoze ve vzorku VY byla tato skupina nalezena v zanedbatelném poctu.

12.13 Pokus 14: U¢inek Persterilu (15%-tniho) na pleny
(v pradelné, maximalni naplnéni pracky)
Cil pokusu:

Predpokladali jsme, ze tento pokus bude zavére¢ny a potvrdi vhodnost pouziti Persterilu pro
prani plenek pfi maximalnim naplnéni pracky. I pti tomto pokusu jsme se uchylili k odbéru
vzorkll z odtokové hadice pro stanoveni mikroorganismii pted pranim (po piedpirce). Bylo

pouzito 70 ml 15%-tniho Persterilu.

Tabulka 22: Pocty organismu pted a po desinfekci Persterilem

Po ptedpirce - odtokova hadice Po prani vytie
Stanoveni X Pocet Vypocet P Pocet Vypocet
Redéni | yolonii | CFU/ml | Re¥n | yolonii | CFU/MmI
ﬁ)itzit:(;gﬁeheterotr 10° 0 <10° 10 cca 2 000 2,0.10*
g ' 10° 0 <10° 10! cca 2 000* o
bakterii
Sp}; ffﬁ'fgfﬁl 10° 0 <105 10! ccal 500 | | <o
-5 5 1 9
bakteri (SP) 10 0 <10 10 cca 1 500
. . 10° 0 <10° 10° 0
VRB koliformni 10 0 <10° 10° 0 0
< 10° 0 <10° 10° 0
VRB vse 10_5 0 < 105 100 0 0
107 0 <10° 10° 0
SB enterokoky 105 0 <105 10° 0 0
. 10! 0 <10 10° 0
Kvasinky 10°! 0 <10 100 0 0

* vzhled kolonii byl identicky koloniim na miskéch se sporulujicimi bakteriemi, nejspis se

tedy jednalo ptfedevsim o sporulujici bakterie.
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Zaver:

Zaznamenali jsme piekvapivé nizké pocty vSech skupin mikroorganismli ve vzorku po

predpirce. Soucasné byly zaznamenany relativné vyssi pocty sporulujicich bakterii po prani

vvvvvv

Vzorek pied pranim (po ptedpirce) navic pii odbéru vykazoval znamky ptsobeni oxida¢niho
desinfekéniho prosttedku — byl plny bublinek plynu a vybéleny. Z toho diivodu byla
zahajena diskuse s provozovateli pradelny, zda Persteril nebyl omylem davkovan jiz do
predpirky misto do prani.

Navazna diskuse provozovatele s vyrobcem pracky vedla k zavéru, Ze skute¢né jsou zasobni
nadrzky pracky chybné nastaveny a je nutné je pienastavit pro spravné davkovani
desinfek¢niho prostiedku do prani.

Zavérecny pokus prani plenek pifi maximalnim naplnéni pracky tak bylo nutno opakovat

fadu mésict poté, az doslo k uvedenému prenastaveni davkovani prostredk.
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12.14 Pokus 15: U¢inek Persterilu (15%-tniho) na pleny

(v pradelné, maximalni naplnéni pracky)

Cil pokusu: Opét jsme predpokléadali, ze tento pokus bude zavérecny, postup byl analogicky
s tim u pfedchoziho pokusu, véetné objemu Persterilu. Vzorek pied pranim byl odebran po

predpirce z odtokové hadice, vzorek po prani klasicky vytfepem do fys. roztoku.

Tabulka 23: Pocty organismil pied a po desinfekci Persterilem

Po predpirce - odtokova hadice Po prani vytiep
Stanoveni < Pocet Vypocet | ~ .. Pocet Vypocet
Redeni |y lonit | cFu/mi | R | yolonit | CFU/MI
CP aerobné¢ 4 2
rostoucich 18_4 }gg 1,7.108 }8_2 j;i 4,6.10°
heterotr. bakterii
CP aerobnich 4 1
sporulujicich }8_4 22 7,2.105 }8_1 10° 10¢
bakterii (SP)
VRB koliformni | 10 0 <102 107 0 <1
oMo 102 0 10° 0
. 102 0 ) 10° 0
VRB vse 102 0 <10 10° 0 <1
SB enterokok 10° 0 <102 107 0 <1
CIICTORORY 1072 0 10° 0
Kvasink 10" 0 <10 10° 0 <1
vasiniy 10°! 0 10° 0

Poznamka: Celkovy pocet sporulujicich bakterii stanoven jen fadové, presnéjsi odecet nebyl

mozny vzhledem k necekané vysokému poctu kolonii na miskach.

Zaver:

V prabéhu celého cyklu pracky byla organolepticky sledovana teplota pti predpirce a byl
zjiStén narulst teploty v pribéhu predpirky az odhadem k 60°C (ptedpoklad 40°C se v tomto
ptipad¢ tedy prokazal jako mylny). To vysvétluje absenci citlivéjSich skupin organismti po

predpirce. Soucasn¢ byl ve vzorku po prani nalezen zvySeny celkovy pocet aerobné
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rostoucich heterotrofnich bakterii i aerobnich sporulujicich bakterii, coz mohlo souviset, jak
jsme po pokusu zjistili s pouzitim Persterilu, jenz byl uz vyrazn€ po dobé expirace. Bylo
proto rozhodnuto o dal§im pokusu, kde jednak vzorek pied pranim bude odebran klasickou
metodou (vytfepem plenek ve sterilnim fysiologickém roztoku) a kde bude pouzita zvySena

davka 15%-tniho Persterilu (100 ml).

12.15 Pokus 16: U¢inek Persterilu (15%) na pleny

(v pradelné, maximalni naplnéni pracky)

Cil pokusu: Provést findlni pokus, jiz se spravnym nastavenim pracky i davkovanim
desinficientu pii maximdlnim naplnéni pracky. Objem Persterilu byl 100 ml (maximalni

naplnéni davkovaci vanicky v pracce).

Tabulka 24: Pocty organismi pted a po desinfekci Persterilem

Pted pranim - vytfep Po prani - vytiep
Stanoveni < Pocet Vypocet | 5 ., Pocet Vypocet
Redéni | 4 olonit | CFU/mI | R4 | yolonii | CFU/MmI
CP aerobné 5 P
rostoucich 185 19029 1,0.107 }82 23 8,2.103
heterotr. bakterii
CP aerobnich 5 2
sporulujicich }85 ij 4,0.10¢ }82 g; 7,5.10°
bakterii (SP)
VRB kolif , 10 13 1.2.103 10° 0 <1
ol1rormni 10_4 10 9o 100 0
. 10 14 s 10° 0
VRB vse 10 11 1,3.10 10° 0 <1
107 27 10° 0
SB enterokoky 10 3 2,6.104 0 <1
4 10 0
10 2
Kvasink 107 > 45 10° 0 <1
Y 10! 4 10° 0
0
Plisné 10! ! 15 100 0 <1
107! 2 10 0




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Zaver:

Pokus ukazal piijatelnou miru odstranéni sledovanych mikroorganismii, tedy naprostou
eliminaci hygienicky vyznamnych skupin (koliformni bakterie, enterokoky, kvasinky) a
podstatné snizeni celkovych poctl acrobné rostoucich heterotrofnich bakterii. Soucasné vSak
vysledky nedosahovaly takového odstranéni celkovych pocti heterotrofnich bakterii i
sporulujicich bakterii jako v uvodnich pokusech v pradeln¢; velmi pravdépodobné souvisely
s pouzitim Persterilu po zna¢ném uplynuti doby exspirace. Bylo tak ukazano, jak velky

vyznam dodrzeni doby exspirace ma.
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ZAVER

Cilem naSeho vyzkumu bylo ovéfeni ucinnosti vybranych desinfek¢nich prostiedkt
pouzitych pfi prani opakované pouzitelnych latkovych détskych plen v pradelné na Jiznich
svazich ve Zlin¢.

Desinfekce jest nezbytna, nebot’ v ptipadé pritomnosti infekce v détské plence muze pii
spolecném prani dojit ke kontaminaci ostatnich plenek patogennimi mikroorganismy a

vyustit v onemocnéni déti pfi opakovaném pouziti. Z tohoto divodu bylo nutné najit

vhodnou metodu desinfekce i s ohledem na Zivotnost materialu.

Na zéklad¢ vyraznych rozdili v poctu sledovanych mikrobidlnich skupin (celkovych pocti
bakterii, sporulujicich bakterii, stfevnich bakterii a kvasinek) u dvou srovnavanych
prostiedkd — peruhli¢itanu sodného a Persterilu — Ize shledat, ze desinfekcni (oxidacni)
ucinky Persterilu (optimalné 30 ml 35 %-tniho ptipravku v konkrétni pracce PRIMUS) jsou
oproti peruhli¢itanu sodnému vyrazné vyssi. Co se tyCe ostatnich skupin patogennich a
deterioracnich organismi, jako jsou kvasinky a plisné, experimentaln¢ jsme dokézali jejich
choulostivost vici vyssim teplotam. Pouhym ptsobenim teploty 60 °C po dobu 20 minut
doslo béhem desinfekéniho prani k jejich redukcei pfiblizné€ o ¢tyfi fady az na pouhé jednotky
CFU v 1 ml nebo na hodnoty mensi nez 1 CFU/ml.

Pon¢kud nad ramec ptredpokladanych praci byly v pribéhu zkoumani ovéfeny i nckteré
moznosti prani plenkovych obali, které by zabezpecily i1 u téchto materialli vyrazné snizeni
poctl mikroorganismu pied dal§im pouziti. Zde bylo zjiSténo, Ze pouZiti detergentu TEGO
BETAIN v kombinaci s teplotou 60 °C dosahuje dostatecného snizeni celkovych poctl
heterotrofnich bakterii a eliminaci hygienicky vyznamnych skupin, jako jsou koliformni

bakterie, enterokoky a kvasinky.

Opakované pouzivani pratelnych détskych plen mizeme s ohledem na Setrnost k Zivotnimu
prostiedi doporucit, nebot’ se prokazalo — obzvlast’ v pfipadé komunitnich pradelen — Ze se
pfi dodrZzeni vhodnych podminek desinfekce jedna o finan¢n€ pfiznivou alternativu
s dirazem na Setfeni energetickych, materidlnich i vodnich zdroji, a hlavné znamena

vyznamné sniZzeni objemu komunalnich, obtizn¢ zpracovatelnych odpad.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BHI
CFU
CFUy
CFU,
CP
DISI
DIS2
DIS3
EFA
EFM
FA
GC/MS
HTC
CHSK
MEFA
PAA
PK

PS
PIM
RED
R2A
SB

SP
VRB

VL

Bujon z mozku a srdce

Jednotky tvofici kolonie

Pocet jednotek tvoticich kolonie na bavinénych kouscich pied pranim
Pocet jednotek tvoticich kolonie na bavinénych kouscich po prani
Celkové pocty

Chlornan sodny

Kyselina peroxyoctova s peroxidem vodiku
Peroxid vodiku

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Mastné kyseliny

Plynové chromatografie/hmotnostni spektrometrie
Hydrotermalni karbonizace

Chemicka spotieba kysliku

Metylestery mastnych kyselin

Kyselina peroxyoctova

Peruhli¢itan

Persteril (zfedéna kyselina peroxyoctova)
Procento inaktivovanych mikroorganismil
Reduk¢éni u€innost po prani

Reasoner's 2A agar

Slanetz-Bartley agar

Sporulaty (sporulujici bakterie)

Violet red bile agar

Veillonoviv agar
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