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| Metodické moznosti pro testovani
Ucinnosti sanitacnich roztokd voci
rizikovym mikroorganismim

Irena Némeckovd, Jana Smolovd, Sdrka Havlikovd a kol.

Vybér sanitacnich roztokU

.o

®» sanitacni roztoky — smési |atek — know-how jejich vyrobcU

» vybeér sanitacnich roztokd na zdkladé dialogu mezi
(mlékdrenskym) podnikem a dodavatelem ,,chemie*

» dUvody zmény sanitacnich roztok{
= ckonomické/obchodni

= orovozni kontrola hygieny — zhorsujici se trend

w»vyskyt perzistentnich zdravotné nebo technologicky
rizikovych mikroorganism{

»prevence adaptace mikroorganismuU

®prevence pomnozovani rezistentnich mikroorganismu
(zejména dezinfekce)
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SloZeni sanitacnich roztokd

» glkalické Cisténi
(rozpusténi organickych necistot — bilkoviny, tuk,..., biofiimy)

» NaOH, KOH

» kyselé Cisténi
(rozpusténi minerdlnich usazenin — podkladu pro biofilm)

= HNO,
®» (kys. amidosirovd, citronova, fesforeénd,...)
» dezinfekce (usmrceni mikroorganismu)
= aktivni chlor (NaCIO, chloramin)
®» aktivni kyslik (H,O,, kys. peroctovd, perboritany)

= povrchové aktivni latky (kvartérmiamoniovesoli,
oIkyIponegk05|dy alkylaminoxidy,...)

® souCdast Cisticich a dezinfek&nich roztokU (téz Uklidové chemie,
pracich praskd, myci kosmetiky, atd.)

®» hromadi se na fadzovém rozhrani — viastnosti:
®» detergencni (Cisténi povrch()

®» antiredepozicni (proti zpétnému usazovani necistot)

®» pénotvorné

= emulgacni

= antimikrobidlni
®» prirodniho puvodu

= saponiny (glykosidické I., horka chuf lusténin, Caje, Cesneku,...)

® soli ZluCovych kyselin (odolné Enterobacteriaceae, probiotika)
®» syntetické — z tukd nebo ropnych produkt’

| Povrchové aktivni latky (= tenzidy)
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Povrchové aktivni Iatky

» Cast hydrofobni — alifaticky nelbo aromaticky uhlovodik
» Cast hydrofilni — uddvd funkeni viastnosti
= anionické
= mydlo R-COONa
= glkylsulfaty R-SO,Na
» alkylbenzensulfonaty R-benzen-SO;Na
®» katfionické
®» kvartérni amoniové soli R-N(CHs)5Cl
» amfoterni (v kys. prostredi kationt, v alk. aniont)
» betainy R-N(CHj),-CH,COOH
» aminoxidy Rs-N-O
® neionickeé
» oxyethylenované mastné alkoholy

Metody testovani UCinnosti
sanitacnich roztokd
vUCi rizikovym mikroorganismim
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Standardni metody

= CSN EN 1276 (2010) — baktericidni U&inek
a CSN EN 1650 + A1 (2013) - fungicidni Ucinek

wreferencni kmeny (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus,
E. hirae, C. albicans, A. niger) v definovaném
fyziologickém stavu ddavkovdny do testovaného roztoku
ve vodé definovanych vilastnosti

= po uplynuti doby pUsobeni roztok zneutralizovdn
a stanoveny prezivsi MO
(desitkové fedéni, membrdnova filtrace)

»vhodné pro definované porovndani Ucinnosti sanitacnich
roztokd, napf. pro obchodni styk

Difuzni agarové metody

» posouzeni antimikrobidiniho U&inku roztokd
» iednoduchd metoda s variabilnim uspordddanim
mroztoky ddvkovdny vpichem/do komuarek/na discich
»r(zné sloZzeni a koncentrace roztokd, stanoveni
- minimdlnich inhibi¢nich koncentraci
w» orakticky libovolny kultivovatelny mikroorganismus
(sbirkovy kmen, izolat)
w» cerfifikovand metodika SVS/2015/129869-G
= oro perzistentni plisné
= antifungdini Ucinek
»hodnoceni smacivosti plisné za podminek sanitace
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Difuzni agarové metody - priklad

» 10 izoldtd kvasinek z mlékdarenskych vzorkd
(D. hansenii, Y. lipolytica, Rhodotorula, Candida, Pichia,
Torulaspora, Kazachstania,...)

» koncenfrace: doporucenad, 1/2, 2x

» dezinfekcni roztoky

. alkylpolyglykosidy (+ diaminy; + chlornan a hydroxidy)

2. peroxidy (samostatné nebo + alkdlie a aminoxidy)
3. chlornany (naduzivani Sava a spol.)

w Cistici roztoky
1. alkdlie
2. kyseliny (nejméné Ucinnd kys. amidosirova)

Ucinnost odstrariovdani biofim¢

» biofilm nakultivovat, zapUsobit sanitacnimi roztoky
a detekovat zbytky biofilmu

»Nna mikrofitracnich destickach - screening

= pbarveni krystalovou violeti

®detekce vizuding, spektrofotometricky

»mozné interakce plastu s roztoky

»pbez mechanického pUsobeni (turbulentni proudéni)

»dynamické modelové systémy
wsklenéné Ci nerezové desticky s upravenym povrchem
»pritocnd cela nebo banka na trepacce
mrozbor stérd rdznych typu, barveni krystalovou violeti

»volba kultivacniho média, podminek kultivace
biofilmu a rezimu proplach
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U&innost odstrariovani biofilmd — priklad

» pbiofilm 10 izolatd kvasinek (viz vyse),
kultivace v BHI, 25 °C/3 dny

» pUsobeni: kyseliny, alkdlie 60 °C/10 min,
dezinfekce 20 °C/20 min

» (Cinnost

1. alkalické Cistici roztoky
2. dezinfekce dle pH

3. kyselé Cistici roztoky

Vliv roztokU na tvorbu biofilmu

» silné biofilmujici (Y. lipolytica 10S, T. delbrueckii KMT,
B. pumilus R34, S. maltophila 1/1 GK CIP), slabé biofiimujici
(D. hansenii N6 a 21Z, B. mojavensis R24, S. epidermidis R25)

= BHI + sanitacni roztoky od 0,01 do 1,5 %
= 3 dny pfi opfimdlni feploté

~

které dezinfekce — interakce
kyseliny a alkdlie (Cistici i dezinfekcni)

= v nizSich koncentracich stimulace tvorby biofiimu, ve vyssich
inhibice — kritické koncentrace Idtkové specifické

»Nnejucinngjsi kys. fosforeCnd (ve vSech koncentracich Uplnd
inhibice kvasinek, cca od 0,5 % inhibice bakterii)

»kys. peroctova (silné antimikrobidlni) — pracovni
koncentrace 0,1-1,0 %, inhibice tvorby biofim0 od 0,5->1,5 %
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Konfokdlni mikroskopie )
(spoluprdce Ing. Hana Michova Turonova, VSCHT)

®» kultivace v BHI s pfidavkem sanitacnich roztokd
na destickdch yCLEAR® Chimney well

» barveni LIVE/DEAD® kit
Syto 9 barvi viechny burnky + eDNA
» propidium jodid projde jen do poskozenych bunék

»pbunky: zivé — zelené, poskozené - zluté, mrtvé — Cervené

®» konfokdlni laserovy scannovaci mikroskop
s rotujicim diskem, zvétseni 10x, z-krok 1 um

» analyza obrazu — Imaris 7.6.4. — objem biomasy nebo celkova
plocha struktury biofilmu

Konfokdlni mikroskopie

« r0znd rychlost starnuti biofilmu
(D. hansenii N6 vice zivych b., Y. lipolytica 10S vice poskozenych b.)

« priklad velkého mnozstvi eDNA (S. epidermidis R25)
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Laver
= jednotlivé roztoky pfi sanitaci se navzdjem dopliuji
| » alkdlie — rozpoustéji organické necistoty, véetné biofilmU
®» kyseliny — rozpoustéji minerdlni usazeniny jakozto
podkladovou vrstvu biofimU
®» dezinfekce — usmrcuiji pritomné bunky
/pozor

» dezinfikovat jen vycisténé a opldchnuté povrchy
» dodrzovat frekvenci vymény sanitacnich roztok{
®» primeérené Cistit sanitacni zarizeni
= primérené rotovat aktivni Iatky
»dodrzovat spravné koncentrace roztokd
»omezit kontaminaci provozu roztoky

| Dékuji V&m za pozornost....

nemeckova@milcom-as.cz

Tato prace vznikla s financni podporou NAZV dle rozhodnuti MZE-
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