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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou dezinfekcnich prostiedkli uréené pro dezinfekci
povrchi a dezinfekci pokozky. Teoreticka ¢ast prace obsahuje vymezeni pojmu tykajici se
této problematiky se zaméfeni na hygienickou Cistotu predevsim z hlediska mikrobialni
kontaminace. Dale jsou teoreticky popsany techniky dezinfekce a pouzité metodiky

testovani dezinfekcnich prostiedk.

Prakticka cast se zabyva kvalitativni analyzou komeréné dostupnych piipravka a jejich
porovnani s recepturou dezinfekéniho ptipravku dle doporuceni svétové zdravotnické
organizace. Antimikrobialni u¢innost zkoumanych dezinfekénich prostiedkiti byla zkouména
pomoci diskové diftizni metody a CSN EN 1040. V ramci praktické ¢asti diplomové prace
byla v laboratofi zavedena jednak metodika na plynovém chromatografu a také testovani
podle normy zminéné vyse.

Vysledky analyzy modelovych vzorka dezinfekénich prostiedkli plynovou chromatografii
ukazaly, Ze vhodné kombinovat vice technik pomohou ptesnéjsi identifikaci vétSiho poctu
latek obsazenych ve vyrobcich. VSechny testované vzorky vykazovaly dezinfek¢ni u€innost.
Porovnanim vysledkdi plynové chromatografie a antimikrobidlniho ucinku vzorkd bylo
zjisténo, Ze nejvyhodnéjsi z hlediska antimikrobialniho G€inku je kombinace etanol, propan-

2-olu a kvarterni amoniové slouceniny.

Kli¢ova slova: Cistici prostiedek, dezinfekce, plynova chromatografie, antimikrobialni

ucinek



ABSTRACT

This diploma thesis connected with the issue of disinfectants intended for surfaces and skin
disinfection, respectively. The theoretical part of the work contains the definitions of terms
related to this issue. It is focused on hygienic cleanliness, especially in terms of microbial
contamination. Furthermore, disinfection techniques and used methods of testing

disinfectants are theoretically described.

The practical part deals with the qualitative analysis of commercially available products and
their comparison with the disinfectant formulation prepared according to the
recommendations of the World Health Organization. The antimicrobial efficacy of the
investigated disinfectants was evaluated using the disk diffusion method and CS EN 1040.
The methodology of gas chromatograph and testing according to the standard mentioned

above were introduced in the laboratory.

The results of the analysis of model disinfectant samples by gas chromatography
demonstrated that it is appropriate to combine few techniques to help accurately identify a
larger number of substances contained in products. All tested samples showed disinfectant
efficiency. The comparison of the gas chromatography results and the antimicrobial effect
of the samples confirmed that the most advantageous composition, in terms of antimicrobial

effect, is the combination of ethanol, propan-2-ol and the quaternary ammonium compound.

Keywords: Detergent, disinfectant, gas chromatography, antimicrobial effect
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UvVOD

V soucasné dobé jsou nejen v nemocnicich, ale i v potravinarskych a kosmetickych
provozech kladeny vysoké naroky na hygienu piipravy vyrobku, sanitarniho zafizeni
1 spole¢nych prostor. V dob¢ epidemickych nebo pandemickych onemocnéni se klade velky
opatfenim ovlivitujicim pfenos infek¢nich agens. Gely na bazi alkoholu nebo jiné dezinfekce
na ruce jsou vynikajicimi virucidy a baktericidy proti gastrointestindlnim 1 respiraCnim
patogentim. Systematické pfezkoumani u€innosti alkoholovych roztoka pro hygienu rukou
ukézala, ze eliminace vyskytu mikroorganismu témito ptipravky vyzaduje kratSi dobu
ucinku a méné drazdi pokozku nez myti rukou mydlem a vodou nebo jinymi antiseptickymi

detergenty. [1]

Etanol je sloucenina Siroce pouzivana na nékterych pracovistich (napf. v nemocnicich) a je
pritomna ve zna¢ném mnozstvi kosmetickych vyrobcich, napt. v stni vod¢ ¢i dezinfekcich

na ruce.

Dezinfekéni prostiedky na bazi alkoholu se bézné pouZzivaji jako chirurgicka antiseptika
rukou, ale také na rychlou dezinfekci povrchii a malych pfedméti. VéEtSina téchto
dezinfek¢nich prostfedkti obsahuje bud propan-2-ol, etanol, n-propanol, nebo jejich
kombinaci. Obsah alkoholu v téchto dezinfekénich prostfedcich je obvykle mezi 60 % a

95 %, protoze bylo prokazéano, Ze maji nejvyssi miru antimikrobidlni uc¢innosti. [2; 3]

Na trhu je velka tada riznych dezinfekénich prostifedki, ale trendy vedou k pouzivani

Setrnych Cisticich prostiedkli pro Zivotni prostredi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PROBLEMATIKA HYGIENICKE CISTOTY

1.1 Sanitace

Pojem sanitace je definovan jako spojeni CiSténi, dezinfekce, dezinsekce, deratizace
a dalSich opatieni (péCe o Cistotu pracovniho prostiedi atd.), které zabezpecuji plnéni
hygienickych a protiepidemickych pozadavkii danych platnymi pravnimi predpisy. Sanitace
je nedilnou soucasti protiepidemického rezimu ve zdravotnictvi a v dalSich oborech
(potravinafstvi a farmacii), kde se provadi Cinnost epidemiologicky zavazna. Zakon
¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi v aktudlnim znéni vymezuje epidemiologicky
zavazné cCinnosti. Sanitace se provadi pfedevSim proto, aby se zajistila mechanicka
a mikrobidlni Cistota prostfedi, néstroji, ploch. Sanitacni tkony musi byt poprany
v sanitacnim fadu. Sanitaci provadi pouze odborné zaskoleny persondl, ktery je vybaveny

vhodnymi pomtckami, ochrannymi a u¢innymi prosttedky. [4; 5; 6]

Cisténi je odstranéni kontaminace z povrchu v mife nezbytné pro dalsi zpracovani nebo
pro zamyslené pouziti. Pozadavky na Cistici prosttedky se lisi podle oblasti a zafizeni, které
ma byt CiSténo. Proto se Cistici prostiedky vyrabi pro specialni ucely, jako je ciSténi
vyrobnich zafizeni, podlah, stén a dalsi Gi¢ely. Pfi vybéru Cistici smési je tieba vzit v ivahu
povahu ¢isténého povrchu, ktery se ma vycistit, dale zptsob aplikace a oblast a druh zafizeni,
které se ma vycistit. Cistici prostfedky musi byt hospodarné, netoxické, nekorozivni,
nespékavé, neprasné, snadno méfitelné, stabilni béhem skladovéani a snadno rozpusténé. [4;

5; 6]

Dezinfekce je definovana jako soubor opatfeni zaméfenych na znesSkodnéni vegetativnich
forem mikroorganismli pomoci fyzikalniho, chemického nebo kombinovaného (fyzikalné-
chemického) postupu. Cilem dezinfekce je prerusit cestu ndkazy od zdroje k vnimanému
jedinci. Dezinfekce je soucasti technologickych postupli, protiepidemického rezimu
ve zdravotnictvi a hygienickych reziml v provozech vykondvajicich epidemiologicky
zavaznou ¢innost. To je napfiklad potravinarska, zemé&délska, kosmeticka a farmaceuticka
vyroba a oblast sluzeb. Dezinfekci délime podle vztahu ke konkrétni epidemiologické

situaci, a to na béznou ochrannou a specidlni ochrannou dezinfekci. [4; 6; 7; §]

BéZna ochranna dezinfekce predchazi vzniku infekénich onemocnéni. Je soucésti bézného

¢isténi, technologickych a pracovnich postupti. Provadi se v dobé, kdy se infekéni
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onemocnéni nevyskytuje. Bézna ochranné dezinfekce je soucasti komplexnich hygienickych

opatteni. [6]

Specialni ochranna dezinfekce nebo také nazyvana jako ohniskova dezinfekce je odborna
¢innost zameétena na likvidaci ptivodct ndkaz v ohnisku nékazy. Cilem této dezinfekce je
zabranit dalSimu Sifeni infekce. Pro dosazeni cile dezinfekce se vychazi ze znalosti cest
a mechanismti pfenosu infek¢nich nemoci. Dulezité je stanovit G¢innost dezinfek¢nich
prostiedkll a zptisob dezinfekce na usmrceni ptivodct infeknich onemocnéni. Musi se brat
v potaz i1 vedlejSi neptfiznivé UCinky dezinfekéniho zasahu na dezinfikovany materidl.
Specialni ochranna dezinfekce se rozdéluje podle casového sledu na pribéznou a konecnou

ohniskovou dezinfekci. [6]

Pribéznéa ohniskové dezinfekce, se zamétuje na zneSkodiiovani infekénich Ciniteld, které
jsou vylucované infekén€ nemocnym cElovékem, zvitetem nebo nosi¢em do okoli. Provadi
se systematicky v okoli infekén¢ nemocného jedince od pocatecnich projevl infekéniho

onemocnéni, az do ukonceni vylu¢ovani infek¢nich Ciniteld. [6]

Konecna (zavérecnd) ohniskova dezinfekce je jednorazovou akci, kterou ma byt prostiedi
zbaveno mikroorganismil po kontaminaci nemocnym nebo nosi¢em. Tento typ dezinfekce
byva Sirsi a dikladné&jsi nez pribézna ohniskova dezinfekce a provadi se po ukonéeni pobytu

nemocného nebo nosice. [6; 7]

Dezinsekce je soubor opatieni, jejichz zdmér je potlaceni obecné Skodlivych
a epidemiologicky vyznamnych ¢lenovcl. Mezi nejrozsifené;si epidemiologicky vyznamné
¢lenovce v naSich podminkdch fadime Sténice doméci (Cimex lectularius), $vabovy hmyz
(rus domaci — Blattella germanica) a mravence faraon (Monomorium pharaonis).
Dezinsekce je aplikovdna zplisobem mechanickym, fyzikdlnim, chemickym, biologickym

a také kombinaci biologického a mechanického zptisobu. [9]

Deratizace je soubor opatieni, jejichz zdmérem je potlaceni obecné Skodlivych
a epidemiologicky vyznamnych hlodavci a dalSich ZivoCichli. Mezi nejrozsitené;si
epidemiologicky vyznamné zivoCichy v naSich podminkich fadime ptfedevSim potkana
obecného (Rattus norvegicus), myS domaci (Mus musculus) a holuba domaciho (Columba
livia f. domestica). Hlodavei mohou pfenaset nckteré infekce, napf. leptospirdzy,
salmoneldzy, tularémie. Deratizace se provadi zplsobem mechanickym, fyzikalnim,

chemickym nebo biologickym. [9]
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1.2 Dezinfekéni G¢inek na mikroorganismy

Dezinfekce zneSkodnuji rGzné druhy mikroorganismii pomoci rtiznych mechanismi.
Mikroorganismy se nachdzi na vSech nesterilizovanych materidlech. Jsou to biologické
substance, které mohou byt pfinosem nebo potenciondlnim nebezpecim pro cloveka.
Mikroorganismy mohou kontaminovat potraviny i kosmetické vyrobky. Mikrobiologicka
kontaminace je urc¢ita forma zneCiSténi, pii které se méni zdravotni nezavadnost.
Kontaminované potraviny mohou zptlisobit alimentarni onemocnéni (otrava z potravin).
Kontaminace muze byt primarni nebo sekundarni. Mikroorganismy pii primarni
kontaminaci jsou pfitomny v suroviné jiz pfed zapocetim vlastni vyroby vysledného
produktu. Sekundarni kontaminace vznik4d v pribéhu vlastniho vyrobniho procesu,

naptiklad z prostfedi, z rukou pracovnika nebo ze strojui a vyrobnich zatizeni. [5; 10; 11]

Procesy dezinfekce lze zivotni funkce mikroorganismi ovlivnit bud’ reverzibilng, coz
znamena docCasnou ztratu schopnosti mnozeni bunék a pokles ristové aktivity

mikroorganismi, nebo ireverzibilng, to je trvalé¢ usmrceni mikroorganismu. [12]

1.2.1 Obranny mechanismus mikroorganismu proti dezinfek¢nimu icinku

Mikroorganismy tvoii mikrobidlni spolecenstvi (biofilm), kterym se chrani pied
nepiiznivymi vlivy vnéjSiho prostiedi. Biofilmy jsou jednodruhovd nebo vicedruhova
spoleCenstvi obalend extracelularni polymerni matrix a jsou nevratné pfichycena k povrchu
¢1 mezifazovému rozhrani. Mohou obsahovat bakterie Pseudomonas fragi, Enterococcus
spp. a Pseudomonas fluorescens, 1 patogeny, jako je Listeria monocytogenes,
Staphaylococcus aureus, Escherichia coli nebo Salmonella. Mikrobiélni buiiky biofilmu se
fyziologicky odlisuji od planktonickych bunék stejného organismu. Planktonické buniky jsou
jednotlivé buiiky, které se mohou vznaset nebo plavat v kapalném médiu. Buniky v biofilmu
maji zméneny fenotyp (rastové vlastnosti) oproti planktonickym bunkam. Povlak bakterii
nebo plochd kolonie neni povaZovana za biofilm, pokud nemaji tyto buiky zménény
fenotyp. Mikrobialni latky obsazené v biofilmu jsou odolné&jsi vic¢i chemické dezinfekci

a ovlivilyji tak dezinfekéni proces. [13; 4; 14; 15; 16]

Dalsi obranny mechanismem mikroorganismli (zejména bakterii) proti dezinfekénim
prostiedklim je rezistence, coz je schopnost bakteridlni populace piezit ucinek inhibi¢ni
koncentrace pfislusné antimikrobidlni latky. Pfirozena rezistence proti dezinfekénim

prostiedkiim mohou vznikat napiiklad mutaci. Ziskand rezistence vznika piijmem
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genetického materialu ve formé plazmidi ¢i transpozonl. Z tohoto diGvodu je nutné

obmeénovat dezinfekéni prostfedky a kontrolovat G€innost dezinfek¢énich procest. [15]

1.2.2  Odolnost mikroorganismu viici dezinfekénim prostiredkim

Mikroorganismy maji ruznou uroven (Obr. 1.) odolnosti vaci Sirokospektralnim
dezinfekénim prostfedkiim. Bunéénd membranou nebo typ proteinového obalu
mikroorganismu priméarné zvysuje odolnost (rezistenci) proti dezinfekci. Obecné 1ze fict, ze
gram negativni bakterie jsou odolngj$i vic¢i dezinfekénim aplikacim nez gram pozitivni
bakterie. Diivod odolnosti gram negativnich bakterii je ve slozeni bunééné membrany, ktera
je tvofena hydrofobnimi lipopolysacharidy (LPS), zatim co membrana gram pozitivni
bakterii je tvofena nepruznou vrstvou peptidoglykanu. Existuji i gram pozitivni bakterie
(napt. Bacillus, Clostridium atd.), které produkuji endospory odolnéjsi o n€kolik stupiili nez
sama bakterie. To je zplsobeno nepropustnosti polypeptidi, které jsou soucasti povlaku

spor. [17]

I umisténi mikroorganismu (v suspenzi nebo na povrchu) ma vliv na odolnost
mikroorganismu vici dezinfekénim prostfedkiim. V suspenzi se bakterie snadnéji usmrcuji
oproti bakteriim pfichycenym na povrchu. Bakterie na povrchu se ptfichycuji pomoci fimbrii
Odstranéni mikroorganismti, ovliviiuje 1 c¢as kontaktu dezinfekénich prostredkt

a mikroorganismu. [17]

—— PRIONY

BEEE BAKTERIALNI ENDOSPORY
MYKOBAKTERIE

VETSINA PLISNI
GRAMNEGATIVNI BAKTERIE

Obrazek 1: Pyramida resistence mikroorganismii k béznym dezinfekcnim

prostiredkum [17]
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1.2.3 Rist a mnoZeni mikroorganismii

Mikrobialni rast, ktery kontaminuje vyrobky je nezadouci, proto se rozsahlé studie zabyvaji
rustovymi kiivkami a snazi se je popsat matematickymi modely, protoze se jedna o zavazny
prenos mikroorganismu. Typicky rtist v uzavieném prostiedi ma Ctyfi rozeznatelné faze a 1ze
jej schematicky zndzornit ristovou kiivkou. Prvni faze je klidovd a pak nastava faze
exponencialni, fdze stacionarni a fdze odumirani. V klidova fazi se buika jesté nemnozi tak
rychle, zpravidla se enzymaticky pfipravuji na rast v novém prostiedi. Délka této faze zavisi
na tom, jak jsou builky enzymaticky pfipraveny na riist v novém prostiedi. Nastava syntéza
RNA, enzymt a ostatnich molekul Ve fazi exponencialni faze (log faze, logaritmicka faze)
jsou bunky novému prostfedi plné prizptisobeny. Probihd intenzivni mnozeni bakterii
a populace dosahuje exponencialniho ristu. Rychlost nartst poctu bakterii, je individudlni
vlastnost kazdého bakteridlniho kmene, ale zavisi i na vnéjSich podminkéch. Tato faze trva
do t¢ doby, dokud nejsou vycerpany zivin. V ptredposledni fazi staciondrni se postupné
zpomaluje rychlost mnozeni bunék, az do stadia rovnovahy, kdy se pocet bun¢k zhruba
neméni. Je vy€erpano zivné medium a akumuluji se toxické produkty. Faze odumirani ma
kultivaéni prostiedi natolik zhorSené, Ze zacina prevySovat pocet odumielych bunck pocet

bunék vzniklych. [5; 18; 16; 19]
Faktory ovliviiujici rist a mnoZeni mikroorganismi

Pro spravnou volbu dezinfekce je nutné znat faktory ovliviiujici ridst a mnozeni
mikroorganismi. Mezi faktory patii dostupnost zivin, pH, oxida¢né redukéni potencidl,

vodni aktivita a pfitomnost pfirozenych latek s antimikrobidlnim Gc¢inkem. [16; 5]

Hodnota pH siln€ ovliviiuje riist mikroorganismil 1 jejich ¢innost. Kazdy mikroorganismus
se mlzZe rozmnozovat pouze v uritém rozmezi pH, hnilobné a patogenni mikroorganismy
rostou optimalné pti pH 6,0 az 7,2, kvasinky rostou spiSe v kyselém prostfedi a plisné

v neutralnim prostredi, ale mohou rist i v rozmezi pH od 2,0 do 11,0. [20]

Kazdé prostredi ma urcity oxidacné redukéni potencidl, ktery je dan pfitomnosti oxidaéniho
nebo redukéniho ¢inidla. Oxida¢né redukéni potencidl prostfedi se vyjadiuje jako rozdil
potencidll mezi platinovou elektrodou (umisténou do daného prostiedi) a normalni
vodikovou elektrodu. Vztah mikroorganismt ke kysliku je zna¢né odlisny, a proto také
vyzaduji rizné oxidacné redukéni potencial. Aerobni mikroorganismy vyzaduji piitomnost

rozpusténého kysliku, a tedy pozitivni oxidaéné redukéni potencial a na anaerobni
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mikroorganismy pusobi kyslik a pozitivni oxidacné redukéni potencial Skodlivé, v nékterych

ptipadech mé dokonce letalni Gc¢inek [21]

Vodni aktivita (aw) je mira vyuzitelnosti vody v potraviné pro rtist mikroorganismi a je
definovana jako pomeér parcidlniho tlaku vodni pary nad potravinou ku parcidlnimu tlaku
vodni pary Cisté vody za urcité teploty. Hodnota ay neni totozna s celkovym obsahem vody

v potravinach, ktery urcuje obsah volné i vazané vody v potraving. [22; 23]

Nékteré potraviny obsahuji pfirozené antimikrobidlni latky (kofeni, mineralni oleje, Cesnek,

med a hotcice). [22; 23]

Mikroorganismy jsou do ur¢ité miry schopny se ptizptisobit vnéj§im podminkam, aby byly
odolngjsi vic¢i neptiznivym podminkam vné&jSiho prostiedi. Maji také schopnost ménit
vnéj§im podminky ve svém nejbliz§im okoli (napt. zména pH), ale pouze do urcité miry.
Pohyblivé druhy mikroorganisma se mohou pohybovat smérem ke zdroji Zivin nebo kysliku
a oddaluji se od zdroje toxickych latek. V dezinfekénich procesech se nepfiznivé vlivy

prostiedi pouzivaji v boji proti nezadoucim mikroorganismim. [16; 5]

1.2.4 Vyznamné druhy mikroorganismii

Riiznorodé¢ skupiny mikroorganismil jsou schopné riist na potravinatskych podkladech podél
infrastruktur potravinarského primyslu i na pokozce. Tento rist pak mtize vést k tvorbé

biofilmu. Dezinfekéni postupy jsou voleny podle slozeni mikrobidlniho prostiedi [12; 24]
Bakterie

Bakterie piedstavuji nejveétsi skupinu mikroorganismi a vyskytuji se témet vSude v piirod¢.
Vétsina bakterii je neSkodna a nékteré jsou dokonce i prospésné. Clovék ma na povrchu
a uvniti t€la mnoho bakterii a s mnohymi je v symbidze. Velikost bakterialnich bunék se
méni podle rodl a nékdy 1 podle druhu, zavisi i1 na stafi kultury a kultiva¢nich podminkéach.
VétSinu bakterii je mozné pozorovat pod svételnym mikroskopem. Bakteridlni buiikky maji
rozmanité tvary, nejcastéji tvar tycinkovity nebo kulovity (koky), nékdy ohnuté nebo stocené
do Sroubovice. Tvar vlaknity maji prevazné pudni bakterie. Bakteridlni buiiky se svym
chemickym slozenim nelis$i od buné&k zivocisnych nebo rostlinnych. Sklada se z nukleovych
kyselin (DNA a RNA), bilkovin (stavebnich a katalytickych), lipidd, sacharidi a pigmentd.
Struktura bakteridlni bunky je tvofena jadrem, cytoplazmou, ribozomy, inkluzemi,
cytoplazmatickou membranou, bunécnou sténou a dale obsahuje slizovy obalem, pouzdro,

bi¢iky a fimbrie. Bakterie nemaji ohrani¢ené bunééné jadro jadernou membranou na rozdil



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

od vyssich organisml. Geneticky materidl se nachazi v cytoplazmé ve formé nukleotidu.
Bunééna sténa (BS) bakterii se az na malé vyjimky nachézi nad cytoplazmatickou
membranou. BS je pevna, elasticka a propustna pro soli a nizkomolekularni slou¢eniny a plni
funkci skeletu buniky, udéluje tvar buiice a mechanicky chrani vnitini prostfedi bunky.
Bunééna sténa mé i chemicky odolnost, proti zafeni, vysychani i proti nepfiznivym
osmotickym podminkdm. Ochrannd funkce BS je vyznamna pii dezinfek¢énich procesech.
Strukturu bunécné stény rozdélujeme na dva zakladni typy na gram pozitivni a gram

negativni BS. Kazdy typ BS jinak odolavé dezinfek¢nim prostfedkiim. [12; 24; 16; 25; 26]

Bunécna sténa gram pozitivni bakterie je skladbou jednodussi nez u gram negativni. Sténa
je tvotena vrstvou peptidoglykanu, ktery se sklada z vrstev polysacharidovych fetézci,
vnémz se stiidd N-acetylglukosamin a N-acetylmuramova kyselina. Na rozdil od gram
negativni BS bakterii jsou u gram pozitivni témét vSechny zbytky N-acetylmuramové
kyseliny spojeny peptidickymu mustky, dulezité pro vybér antimikrobialnich latek. Skrz
peptidoglykanovou vrstvu prostupuji fetézce kyseliny teichoové, ktera ma funkcei antigenu
(navozuje produkci protilatek). Pfikladem gram pozitivniho patogenu mohou byt bakterie
Listeria monocytogenes, které jsou vsSudypiitomny, nebezpecny, potravinovy patogen.
Mohou byt pfitomny v moiskych plodech, mlécnych vyrobcich, masu, ovoci,

nepasterizovaném mléku nebo v dribezi. [12; 24; 16; 25; 26]

Bunécna sténa gram negativni bakterie je oproti gram pozitivni BS tenc¢i a sklada z tenké
vrstvy peptidoglykanu a vnéj§i membrany, kterd je tvofena dvojvrstvou fosfolipidl
a bilkovinami. Vné&j§i membrana je pfipojena k peptidoglykanu prostiednictvim
lipoproteint. Na zevni strané¢ membrany jsou lokalizovany lipopolysacharidy, které dava;ji
bunice antigenni vlastnosti. Pfikladem gram negativni bakterie mohou byt bakterie
Pseudomonas spp. [12; 24; 16; 25; 26]

Viry

Viry jsou nejmensi patogenni organismy, jejich velikost se pohybuje v rozmezi 24-300nm.
Viry se klasifikuji do tfech skupin podle velikosti, a to na viry malé, stiedni a velké. Lze je
pozorovat pouze elektronovym mikroskopem. VSechny viry obsahuji nukleovou kyselinu
(nukleoid), kterd je obklopena kapsidou, coZ je bilkovinovy obal. Nukleokapsida je komplex
nukleové kyseliny a kapsidy. Viry jsou obligatorni nitrobuné¢ni parazité, jejichz mnozeni je
zéavislé na funkci hostitelské buiiky, protoZze nemaji enzymatické vybaveni. Maji vzdy jen

jeden typ nukleonové kyseliny, a to bud’ ribonukleovou (RNA) anebo deoxyribonukleovou
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(DNA), ale nikdy obé¢. Viry obsahujici deoxyribonukleovou kyselinu se nazyvaji DNA viry
a RNA viry obsahuji kyselinu ribonukleovou. Viry je mozné klasifikovat podle typu
hostitele, a to na viry rostlinné, zivoc€isné a bakteridlni (Bakteriofagy). Viry rostlinné
zpusobuji &etné choroby rostlin. Clenovce a obratlovce véetnd ¢lovéka napadaji viry
zivoci$né a bakteriofagy napadaji bakterie. Reprodukéni cyklus virti probiha obecné v sedmi
fazich. Prvni faze je vazba virionu na povrch bunky a dale nasleduje proniknuti (penetrace)
do bunky, uvolnéni nukleové kyseliny, syntéza virovych proteint, zrani (maturace) virion

a kon¢i uvolnéni virionti z bunky. [6; 25; 27; 19]
Priony

Priony jsou proteinové Castice, které postradaji genetickou informaci ve formé nukleové
kyseliny. Prionovy protein (PrP) je pfitomen u mnoha bun¢k v lidském téle, ale nejvice je
zastoupen v nervovych buiikach. Zménou prostorového uspofaddani prionového proteinu
(PrP) vznikne novéa patogenni varianta PrP, kterd je silné hydrofobni a mé tendenci
k agregaci (shlukovani). Agregaci vznikne patogenni oligomer PrPSc (Sc — scrapie), ktery
je puvodcem neurodegenerativnich onemocnéni lidi a zvifat. Divod zmény prostorového
uspofadani prionového proteinu na patogenni variantu neni znam. Molekuly PrPSc jsou
odolné viici pusobeni tepla a také jsou mimotadné rezistentni vici vSedni dezinfekci
a sterilizaci. Priony se mnoZzi pomalu, pro prionova onemocnéni je typicka dlouhd inkubac¢ni
doba. Prionova onemocnéni jsou neurodegenerativni a projevuji se zménami v chovani,
poruchami koordinace pohybti a kon¢i vzdy smrti jedince. Mezi nejznamé;jsi lidské prionoveé

onemocnéni fadime Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJD), Kuru a bovinni spongiformni

encefalopatie (znama spise pod zkratkou BSE). [27; 28; 29; 30; 31]
Plisné

Plisné€ jsou mikroskopické vlaknité eukaryotni organismy, které jsou fazeny mezi houby.
Rozmnozuji se jednak rozristdnim vldken (hyf), jednak sporami (jsou jednobunécné ¢i
vicebunécné). Spory kontaminuji povrchy a piedméty, kde nésledné pii piiznivych
podminkach vykli¢i. Ze spory vykli¢i vldkno (hyfa), které se rozriistd. Potfebné ziviny
absorbuji z okolniho prostfedi. Plisn¢ se §ifi 1 rozristanim hyf a jejich Glomkd. Rostou
v nejriznéj$im prostiedi a materidlech, k ristu nepotiebuji svétlo, jsou nendrocné na Ziviny,
vyhovuje jim vlhko. Optimalni teplota pro rist plisni zahrnuje Siroké rozmezi v zavislosti
na druhu plisn¢, obvykle v rozmezi 18-28 °C. N¢které druhy plisni rostou i pii— 10 °C nebo

+ 60°C. Navic maji schopnost vhodné¢ si upravit pH prosttedi substratu, v némz rostou. Podle
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rozmnozovani jsou technicky dilezité plisn€ rozdéleny do tfech taxonomickych jednotek
(Zygomycetes, Ascomycotina a Deuteromycotina). Plisné patii mezi vyznamné alergeny
(mykoalergo6zy), nékteré druhy produkuji plisnové jedy pfimo do potravin a zplsobuji
onemocnéni mykotoxikoza, nékteré zplisobuji onemocnéni kiize a nehti (onychomykoza),
jiné vyvoléavaji zivot ohrozujici onemocnéni u oslabenych jedinct. Pro likvidaci plisni
na ptredmétech ¢i v prostorech je dulezité vybrat vhodny dezinfekéni prostiedek a vhodnou
metodu. Dezinfekéni pfipravky na plisné se vybira podle aplikace na urcity typ materialu,
na kterém plisn€ rostou, podle rozsahu narGstu a podminek prostfedi. Aktivni latky
v chemickych dezinfekénich ptipravcich zajistujici fungicidni Gc¢inek jsou aktivni chlor,
aldehydy a jejich derivaty, alkoholy, kvartérni amoniové slouc¢eniny, organické kyseliny,
peroxoslouceniny, slouceniny jodu a kovii. Pouzivaji se 1 fyzikalni metody dezinfekce — var,

UV zafeni, parni dezinfek¢ni pfistroje. [32; 33]
Kvasinky

Kvasinky jsou oznacovany jako jednobunécné houbové mikroorganismy, které nalezi
do fadu hub (Fungi), kam patfi 1 plisné. RozmnoZzuji se pu€enim nebo se déli. VEétSiny druhti
maji schopnost zkvasovat monosacharidy a nékteré disacharidy i trisacharidy na ethanol
a oxid uhli¢ity, ¢imz si zaslouzily sviij ¢esky nazev. Z hlediska zdravi ¢lovéka mohou
zpusobovat povrchové mykoézy, zejména v oblasti pochvy a dutiny ustni. V naSich
podminkach se nejCastéji vyskytuji Candida albicans, Candida glabrata nebo Candida
tropiclis. [33; 26; 27]

Parazité

ey

Parazité jsou jednobunécné nebo vicebunécné organismy zijici na ukor hostitele. Vyvolavaji
alimentarni parazitarni onemocnéni souvisejici s nizkou hygienickou urovni, Spatnymi
navyky, nedostate¢nou vyzivou a poruchami imunity. Parazité v lidském téle se déli podle
lokalizace postizené tkan€. Vyvolavateli infekénich onemocnéni jsou prvoci a Cervi

(tasemnice, Skrkavka, svalovec). [6]

1.3 Redukce poctu mikroorganismi

Na usmrceni nebo inaktivaci mikroorganismi pomoci dezinfekce se da pohlizet z riznych
uhlt pohledu. A to tak, Ze rizné dezinfekéni prostfedky napadaji mikroorganismy raznymi
mechanismy, nebo naopak, rtizné druhy mikroorganismii se 1isi svou odolnosti vii¢i riznym

dezinfekénim prostredkiim. [15]
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1.3.1 Mechanismus dezinfekéniho ti¢inku na mikroorganismy

Mechanismus uc¢inku antimikrobidlnich latek na mikroorganismy je mozné rozdélit

na zakladé chemickych reakci, které 1ze rozd¢lit:

e Hydrolyza

e Koagulace bilkoviny v buiice

e Mechanické disrupce

e Oxidace

e Tvorba soli s bilkovinami

e Zasah do enzymatického sytému

e Zména permeability bunééné membrany [15]
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2  DEZINFEKCNI PROSTREDKY

Dezinfekéni prostiedky (DP) spolu s antiseptiky (latky uréené k zneskodnéni
mikroorganismil na klizi, nikoliv na vnitini uziti) spadaji do skupiny antimikrobidlnich latek.
Antimikrobidlni latky jsou takové, které ni¢i nebo inhibuji riist mikroorganismt v zévislosti
na jejich koncentraci a podminkach pouziti. Dale do této skupiny lze zahrnut chemické

konzervacni latky a také 1éky pouzivané pti 1écbé infekEnich chorob rostlin a zvitat. [4; 34]

Pti vyberu DP je nutné brat v uvahu nékolik aspekttl, a to ptedevsim charakter necistot, které
maji byt odstranény. Dulezity je i material dezinfikovaného povrchu, ktery mé byt oSetfen.
Dale tvrdost vody, kterd mize ovlivnit uc¢innost detergentu, ktery je nékdy soucasti DP. Je
nutné si stanovit hygienicky standart, kterého je tfeba dosahnout a definovat frekvence. Kdy
bude dezinfekce provadéna. Tato frekvence zavisi hlavné na rychlosti zaSpinéni
dezinfikovaného objektu a nebezpeénosti nedistot. Cim vétsi jsou tyto dva aspekty, tim vyssi
je frekvence dezinfekce. Rutinni dezinfekce by méla byt doplnéna dikladnéjSimi zasahy
¢isténi a dezinfekce, které se provadéji obcas. Pro zajisténi dezinfekcnich procest je nutné
vytvofit nepfetrzity monitorovaci systém, ktery kontroluje ucinnost a koriguje dezinfekéni
procesy. Soucasti monitorovaciho sytému je pravidelné shromazd’ovéani a vyhodnocovani

dat. [35]

Dezinfekéni prosttedky maji obecné nékolik zdkladnich vlastnosti. Mezi tyto zakladni
vlastnosti patfi dobrd snasenlivost s pokozkou, Siroké spektrum ucinku dezinfekénich
prostfedkil v nizkych koncentracich, usmrceni mikroorganismu v co nejkratSim casovém
useku, snadné fedéni roztokd DP a snadna biologicka odbouratelnost DP bez vzniku rezidui.
Dezinfekéni prostfedky nesmi byt toxické pro ¢lovéka a musi byt minimalizujici riziko
vzniku alergii. Tyto prostfedky nesmi mit nepiijemny zépach, maji neutralni zapach nebo
jsou obohaceny o aromatickou slozku. Nesmi poskodit dezinfikovany material. Tato
vlastnost je mimo jiné vyznamna u dezinfekce kovovych nastrojii, kde je vyZadovan
antikorozni G¢inek. Je dilezité zminit i finan¢ni dostupnost DP a bezpe¢ny zpiisob pouzivani
DP. I vhodny obal a baleni (napt. snadné¢ ddvkovani, dobra manipulovatelnost s balenim)

patii mezi zakladni vlastnosti DP. [7; 15]

Vétsina komercnich znacek dezinfekénich ptipravka neobsahuje pouze jednu aktivni slozku,
ale asponi Ctyfi aktivni slozky. Charakteristické aktivni slozky jsou naptiklad alkoholy,
halogeny, kvartérni amoniové slouc¢eniny a mnoho dalSich. Aktivni slozky v dezinfek&nich

prostiedcich zlepSuji Skalu aktivity, rychlost plisobeni nebo snadnéj$i inaktivaci
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mikroorganismul. Maji také své aplikacni vlastnosti a vlastni omezeni pii pouzivani. Soucasti
DP jsou jesté dalsi ptisady, které upravuji barvu, viskozitu nebo jiné specifické vlastnosti.
Casty kontakt s nékterymi slozkami dezinfekce miiZze zpuisobit podrazdéni pokozky nebo

vyvolat alergickou reakci. [36; 37]

Dezinfekéni proces ovliviiuje pocet a druh mikroorganismii na povrchu. Dezinfekéni
prosttedek je ucinngj$i na jednodruhové populaci mikroorganismii nez smisené. DP
pravdépodobné neusmrti vSechny mikroorganismy, ¢ast zlstane zivotaschopnd. Pocet
mikroorganismu, které ptezily, zavisi na stavu populace, dostupnosti zivin a dob¢ mezi

opakovanymi aplikacemi dezinfek¢niho prostredku. [17]

2.1 Necistoty

Necistoty lze definovat jako nezddouci material, ktery zlstava na povrchu. Jsou tvofeny
smési latek, které se mohou lisit velikosti (makroskopické nebo mikroskopické), povahou
a puvodem. Napriiklad necistoty v potravinaistvi jsou pfevazné tvofeny zbytky potravin,
chemickymi slouceninami, mikroorganismy, prachem z prostfedi. V jakychkoliv vyrobnich
prostorech mohou byt zdroji necistot pouzivana voda, vnéjsi prostiedi a persondl ve vyrobe.
Snadnost odstranéni necistot zavisi na jejich rozpustnosti. Necistoty je mozné rozdélit podle
rozpustnosti na rozpustné ve vodé, emulzich, kyselinaich nebo zasadach a nerozpustné

castice. [35]
Mastné necistoty

Tento typ necistot l1ze odstranit horkou vodou. Pfi pouziti pfili§ vysokych teplot nicméné
muZe nastat polymerace, pii které vzniknout téZce odstranitelné produkty. Pro Uplné
odstranéni mastnych necistot je nutné pouzit alkalického soli s emulgacnimi nebo

saponifika¢nimi vlastnostmi. [35]
Proteinové necistoty

Tyto necistoty se velmi Spatné odstraiiuji, protoze maji lepivé vlastnosti a tendenci
denaturovat. Pro odstranéni jsou zapotiebi alkalické roztoky s proteolytickymi vlastnostmi,

ke kterym jsou pfidavany zvlhcovadla pro zvySeni rozpustnosti. [35]
Sacharidové necistoty

Jednoduch¢é sacharidy lze snadno odstranit vodou a polysacharidy (Skroby) jemnymi

detergenty. [35]
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Anorganické necistoty

Vétsina anorganickych soli je rozpustna ve vodé, ale nékteré mohou za specifickych
podminek tvofit srazeniny, které je obtizné odstranit. Naptiklad pfi ptisobeni tepla nebo v
zéasaditém pH tvoii horecnaté soli nerozpustné slouceniny. Tyto srazeniny mohou ohrozit
hygienickou troven systému, protoze usnadiiuji adhezi jinych necistot (napf. mikrobidlni
povahy). Anorganické necistoty mohou také zpusobit korozi a narusit G¢innost n¢kterych

detergentl a dezinfek¢ni prostredka. [35]
Nerozpustné necistoty

Nerozpustné necistoty (pisek, jil nebo jemné kovové cCastice) mohou byt odstranény

pouzitim detergentu. [35]

2.2 Faktory ovliviiujici dezinfekéni proces

Je nékolik faktorti ovliviiujici dezinfekéni proces. Jeden z faktorti je okolni prostfedi
(teplota, vlhkost, pH) a dale dezinfekéni prostiedek (jeho typ, koncentrace), typ materialu
textilie a jeji savost (pokud je pouZzita), aplika¢ni metoda dezinfekéniho ptipravku a metoda

stirani. [35]

Zvyseni teploty prostiedi miize v urcitych mezich zvysovat rozpustnost necistot a usnadiuje
jejich odstranéni. Zvysi se rychlosti dezinfekéniho procesu, ¢imz je proces efektivnéjsi. Jak
jiz bylo uvedeno, je nutné piihlédnout ke skutecnosti, Ze pfili§ vysoké teploty mohou brénit

odstranéni, jak jiz bylo popséano vyse. [35]

Relativni vlhkost a teplota vzduchu podporuji rychlost odpafovani dezinfekéniho
prosttedku, napf. u pfedimpregnovanych dezinfekénich utérek. To poukazuje na nutnost
spravného zabaleni dezinfek¢énich utérek vyrobci, nasledné spravné skladovani dle
doporuceni vyrobce. Relativni vlhkost a teplota vzduchu mohou také ovliviiuji rychlost
vypatfovani kapalin z oSetfenych povrchti, coz ovliviluje mikrobicidni ucinnost

pii povrchové dezinfekei. [38; 35]
Hodnota pH je obvykle pfi dezinfekci neutrdlni, i kdyz kyselé pH zlepSuje ucinnost
dezinfekénich prostiedk. [35]

Cim delsi je kontaktni doba mezi dezinfekénim prostfedkem a povrchem, tim je odstrafiovani

necistot ucinnéjsi. Na plochy svislé nebo Sikmé je vhodné pouzit dezinfekéni prostiedky
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ve formé gelu, pény, které k dezinfikovanému povrchu pfilnou a prodlouzi se kontaktni

doba. [35]

Koncentrace dezinfekcniho prostfedku zalezi na typu aktivni slozky (kazda slozka mé jinou
optimalni koncentraci pro pouziti), ale musi byt také upravena na mnozstvi a kvalitu necistot

a na vlastnosti systému. [36; 37; 35]

Druh a Cetnost stirani, stejné jako tlak vyvijeny béhem stirani, mize velmi ovlivnit vysledek
Jakékoliv standardizované testovani textilii a stirani se vSak musi pfesné fidit témito faktory
pro reprodukovatelna data o ucCinnosti textilie a hodnotit vSechny testované produkty

za stejnych zkusebnich podminek. [35]

Mechanické c¢isténi pfed procesem dezinfekce zvySuje G€innost dezinfekéniho prostredku.
Mechanickou oc€istu je mozné provadeét kartd€em (za piedpokladu, Ze neposkrabaji

povrchové plochy), proudem nebo tlakem. [35]

2.3 Rozdéleni dezinfekénich prostredki

K obecnému rozdéleni dezinfekéni prostiedkii je moZné pohliZzet z nékolika hledisek.
Rozdélujeme je podle formy DP, zplisobu aplikace, spektra Gc¢innosti, mista pouziti a

ucinnych latek (chemického sloZeni). [8]

2.3.1 Formy dezinfek¢nich prostiedkii

Dezinfekéni prosttedky se vyrabéji v kapalné, plevné a plynné formé. Kapalna forma DP je
roztok nebo aerosol. Pevna forma DP je déle rozdélena na prasky, granulaty, tablety a suchy

aerosol. Plynna forma DP zahrnuje ozon a plynny chlor. [15]

Dalsi formou jsou samodezinfekéni povrchy, které se vyrabi potahovanim povrchli napf.
tézkymi kovy, jako je naptiklad méd’ nebo stiibro. Tyto kovy maji pfirozené antimikrobni
vlastnosti. Dal§i moznosti vytvoreni samodezinfekéniho povrchu aplikace organokovové
slou€eniny nebo jiné antimikrobidlni latky, jako je naptiklad kvartérni amoniové skupiny,

které si zachovavaji svou antimikrobialni aktivitu po tydny nebo mésice. [39; 40; 41]
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2.3.2 Zpisoby aplikace dezinfek¢énich prostiedki

Pti pouziti dezinfekénich ptipravkl se vzdy postupuje dle navodu vyrobece. Dezinfekce je

provadéna ponorem, vtirani, otfenim, postiikem, plynovanim, odpafenim par a pénou. [7]

Dezinfekce ponorem se provadi ponoienim pfedmétu do dezinfek¢éniho roztoku. Roztok se
pfipravuje rozpusténim odméfeného (odvéazeného) mnozstvi dezinfekéniho prostiedku
a diikladné se rozmichd ve vod¢€. Dezinfek¢ni roztok se pfipravuje pro kazdou pracovni

sménu Cerstvy, podle stupné zatizeni biologickym materidlem i Castéji. [15]

Dezinfekce vtiranim se provadi vetfenim dezinfekéniho prostfedku do pokozky. Tento

zpuisob aplikace miizeme vidét naptiklad u antibakterialnich gelti na ruce.

Dezinfekce otifenim je mozné provadét dvéma zpusoby, a to klasickou aplikaci DP a poté

otfeni jednordzovou utérkou nebo je mozné pouzit dezinfekéni ubrousky. [15]

Dezinfek¢éni ubrousky jsou nasycené ziedénym dezinfekénim prostfedkem a dal§imi
chemickymi latkami, napt. povrchové aktivni latkami, konzerva¢nimi slozkami, enzymy,
parfémy a tak dale. Predimpregnované dezinfek¢éni utérky se Siroce pouzivaji
v potravinaiském priimyslu a v domdacnostech. Tento typ aplikace dezinfekce naSel Siroké
vyuZiti 1 v nemocnicich a zdravotnickych stfediscich pro dekontaminaci zdravotnickych
prostiedkd a povrchii. Vyuzivani ubrousktl se neustdle zvysSuje diky jejich pohodiné
implementaci v praxi a spolehlivému ucinku. Problém muze nastat pii nevhodné kombinaci
aktivni latky (kvartérnich amoniovych sloucenin) s nevhodnou textilii ubrouskll. Takova
nevhodna kombinace miiZe vést vice ¢i méné k ruseni antimikrobialni aktivité dezinfek¢nich
ubrouski. Poté by ubrousky slouZzily pouze jako cistici ubrousky, nikoli dezinfekéni, coz by
mohlo vystavit spotiebitele zbytecnému riziku. DalSim problémem jsou nadoby
na uskladnéni ubrousk, které v ptipad¢ Spatného vycisténi mohou byt zdrojem patogenti
(napt. Pseudomonas aeruginosa). [42; 37]

Dezinfekce postiikem 1ze délit na dezinfekci postfikem s hrub$imi kapénkami a aerosoly.

Dezinfekce s hrubymi kapénkami je pouZivana na dezinfekci klze, rukou a ploch.

Dezinfekce aerosoly je pouzivana na dekontaminaci ovzdusi, ploch ¢i pfedméta. [15; 42]

Dezinfekce plynovanim (fumigace) se provadi v uzavienych prostorach. Pomoci tohoto

typu aplikace se likviduji plisnové spory a Sténice domaci (Cimex lectularius). [15]

Dezinfekce aplikovana pénou se pouzivd na dekontaminaci stén a stropd, ale také

pro dezinfekci rukou. [15]
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2.4 Spektrum dezinfekéni acinnosti

Dezinfekéni ptipravky tvofi velmi rozmanitou skupinu chemickych latek, které vyvolavaji
zmény pro preziti mikroorganismu. [6; 15]
Pti spravném dezinfekénim procesu budou usmrceny mikroorganismy s pouzitim DP, které

maji v ndzvu ucenosti koncovku — cidni:

e Bakteriocidni

e Fungicidni

e Tuberkulocidni

e Mykobaktericidni
e Sporicidni

e Virucidni [6; 15].

Pti dezinfekénim procesu bude omezena metabolickd aktivita a mnozeni mikroorganismil

po pouziti DP, ktery ma v ndzvu ucenosti koncovku — staticky:

e Bakteriostaticky
e Fungistaticky
e Sporistaticky [6; 15].

U¢innost chemického DP je mozné odvodit prostfednictvi fenolového koeficientu. Ten se
zjisti komparaci sledované ti¢inné latky s plisobenim vodného roztoku fenolu o koncentraci

1 %. [15]

2.5 Legislativa dezinfek¢nich prostredki

DP popisované v této praci spadaji do skupiny biocidnich ptipravkl. Biocidni piipravky
redukuji organismy, které jsou Skodlivé pro zdravi lidi nebo zvitat a dale redukuji organismy,
které poskozuji pfirodni nebo syntetické materidly. Biocidni pfipravky jsou rozdéleny
na dezinfek¢ni prosttedky, konzervacni latky, regulatory ZivociSnych Skiidcti a jiné biocidni
ptipravky. Biocidni pfipravky reguluje evropsky piedpis, a to Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) €. 528/2012 o dodéavani biocidnich ptipravki na trh a jejich
pouzivani. Na biocidni ptipravky a u¢inné latky se vztahuje ¢l. 31 natizeni REACH (nafizeni
(ES) ¢. 1907/2006) a také natizeni CLP (nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES)

¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznacovani a baleni latek a smési). Narodnim piedpisem je zékon
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¢. 324/2016 Sb., o biocidnich pfipravcich a U¢innych latkach a o zméné nékterych
souvisejicich zakont (zdkon o biocidech). [43]

r

2.6 Testovani ucinnosti dezinfekénich prostredkii

Pro kontrolu ucinnosti dezinfekcnich prostfedki se pouzivaji metody chemické
a mikrobiologické. Chemické metody jsou kvalitativni a kvantitativni a stanovuji aktivni
latky a jejich obsah v dezinfek¢nich pfipravcich. Dale mikrobiologické metody, které se
pouzivaji ke zjisténi Gcinnosti dezinfekénich ptipravkli nebo mikrobidlni kontaminace

vydezinfikovanych povrchi (stéry, otisky, oplachy aj.). [42]

Robert Koch uz v roce 1881 zavedl testovani dezinfekcnich prostfedki. Dnes se testovanim
zabyva na mezinarodni Grovni Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD-
Organisation for Economic Co-Operation and Development), na evropské urovni testovani
zastituje Evropsky vybor pro normalizaci (CEN- Comité Europeén de Normalisation). [42;

44]
Testovani mino Evropské spolecenstvi

V USA a Kanadé je testovani dezinfek¢nich ptipravki regulovano tfadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) a odd€lenim odpovédnym za federdlni zdravotni politiku v Kanadé
(HC - Health Canada). Jmenované instituce se odkazuji na normy ASTM International

(American Society for Testing and Materials). [42; 44; 45; 46]
Testovani v Evropé

Evropsky vybor pro normalizaci CEN (Comité Européen de Normalisation) pfipravil
technicky dokument TC 216 Chemické dezinfek¢éni pripravky a antiseptika. Skute¢ny vyvoj
téchto technickych dokumentti provadéji pracovni skupiny (WG - working groups), které
tvoii zakladni princip norem. Technicky dokument TC 216 Chemické dezinfekéni ptipravky
a antiseptika ma Ctyfi pracovni skupiny. WG 1 je zaméfend na huméanni medicinu, WG 2
na veterindrni aplikaci, WG3 na hygienu potravin, domaci a institucionalni aplikace
a posledni skupina WB 5 se zabyva strategickou skupinou. Cilem dokumentu TC 216 bylo

vyvinout standardizované zkusebni metody ve tiech fazich. [42; 44]
Ve fazi 1 jsou kvantitativni suspenzni testy. Tyto testy prokazuji, Ze vyvijené ucinné latky
nebo produkty maji baktericidni, fungicidni nebo sporicidni aktivitu bez ohledu na konkrétni

oblasti pouziti. Testy této faze nelze pouzit pro zadné tvrzeni o produktech. [42; 44]
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Féze 2 je slozend ze dvou kroki. Prvni krok zahrnuje kvantitativni suspenzni testy, které
prokazuji, ze produkt ma baktericidni, fungicidni, kvasinkovou, mykobaktericidni,
tuberkulocidni, sporicidni nebo virucidni aktivitu za simulovanych praktickych podminek
vhodnych pro zamyslené pouziti. V druhém kroku jsou kvantitativni laboratorni testy, které
prokazuji, ze produkt mé baktericidni, fungicidni, kvasinkovou, mykobaktericidni,
tuberkulocidni, sporicidni nebo virucidni aktivitu, pokud je aplikovan na povrch nebo
pokozku za simulovanych praktickych podminek (povrchové, piistrojové, ruéni myti

a zkousky rucnich kartaca). [42; 44|

Faze 3 zahrnuje testy, které se uskutectiuji v terénu za redlnych podminek. Metodika

pro tento typ testll neni jesté k dispozici, ale v budoucnu by méla byt. [42]
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3 METODY DEZINFEKCE

Bézné metody dezinfekce mohou byt obecné rozd€leny do dvou skupin — fyzikalni

a chemické procesy. [7]

3.1 FYZIKALNI METODY DEZINFEKCE

Nejpouzivangjsi fyzikalni metody dezinfekce jsou aplikace rtiznych forem tepla ultrafialové
(UV) a radiacni zafeni. Fyzikdlni metody vyuzivajici teplo jsou nejvice pouzivané
a spolehlivé techniky dezinfekce. Metody vyuzivajici teplo Ize rozdélit na dva typy. Prvni
typ dezinfekce je zaloZen na pouziti mokrého (vlhkého) tepla a druhého typu je zalozen

na pouziti suchého tepla. [34]

Mezi fyzikalni metody se Casto fadi i filtrace, ale ta se nepovazuje skute¢né za biocidni,
protoze zékladnim principem Gcinku filtrace je odstranéni mikrobidlni kontaminace, nikoliv
jejich inaktivace. Fyzikalni metody dezinfekce jsou obecné ekologicky vyhodnéjsi oproti

chemickym metodam. [34]

3.1.1 Fyzikalni metody vyuZivajici mokré (vlhké) teplo

Metody fyzikalni dezinfekce vyuzivajici vlhkého tepla (syté vodni pary) jsou velmi
jednoduché a u€inné. Mezi postupy zahrnujici vyuZiti mokrého tepla Ize zatadit var ve vodé
za atmosférického tlaku a var v pietlakovych nddobach. Tyto metody jsou energeticky
vyhodnéjsi neZ metody se suchym teplem diky vyuziti vody v kapalné nebo plynné formé,
ktera ma vyssi kapacitu prenaSet teplo na povrch nez suchy vzduch. [34; 47; 48]

Var za normalniho tlaku

Jednorazovy var ve vode pii teploté 100 °C nemd sterilizacni Ucinek, protoze nejsou
inaktivovany bakteridlni spory. Pro dosazeni sterilizacniho U¢inku je mozné pouzit var
opakovan¢ (tfikrat po dobu varu 30 minut) s pfestdvkami 16-24 hodin, v nichz dojde
k vykliceni spor a nasledny var je inaktivuje. [34; 47; 48]

Var pod tlakem

Metoda varem pod tlakem se provadi ve varnych tlakovych sterilizatorech, kde se pouziva

se teplota kolem 135 °C a tlak 0,3 MPa nebo pomoci sterilizace nasycenou vodni parou

pod tlakem v autoklavu (pii teploté 120 °C a tlak 100 kPa). [34; 47; 48]
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3.1.2 Fyzikalni metody vyuZivajici suché teplo

Fyzikalni dezinfekce suchym teplem probiha na stejném principu jako dezinfekce mokrym
(vlhkym) teplem, ale bez pfitomnosti vlhkosti. U dezinfekce suchym teplem jsou
vyzadovany vyssi teploty a doba ptisobeni, aby byl u€inek srovnatelny s metodou pouzivajici
vlhké teplo. Dezinfekce suchym teplem se realizuje Zihanim (vytavenim) a spalovanim. Ma-
li byt metoda zihani G¢innd, musi se vypalovany predmét rozpalit do Cervena a pozvolna
vychladnout. Tato metoda se bézné pouzivda v mikrobiologickych laboratofi
na bakteriologické klicky. Dezinfekci nebo sterilizaci suchym teplem Ize dosahnout
na zafizenich, které nazyvame jako konvekéni pece nebo horkovzdu$né sterilizatory.
Zatizeni ohfivaji vzduch do teplot az 200 °C. Ve zdravotnictvi i jiném primyslu mtizeme
dezinfikovan suchym vzduchem naptiklad jehly, sklo a n€které dal§i materialy, které snesou
teplotu do 200 °C. N¢ekteré materidly nejsou vhodné pro dezinfekci suchym teplem, kvili
riziku poskozeni (pfedméty z gumy, plastu, hedvabi atd.). Horkovzdusna metoda ve farmacii

a kosmetice pouzivana na nékteré zaklady pudri, oleji a zdklady masti. [47; 34; 48]

3.1.3 Ultrafialové zareni

Ultrafialové (UV) zareni plisobi v rozsahu vinovych délek od 100 do 380 nm a pfi 254 nm
ma nejvetsi bakteriocidni ucinek. UV zafeni nepronikd do hloubky, plsobi pouze
na povrchu. TakZe 1 pfi sterilizaci €irych kapalin je nutné pocitat jen s povrchovym G¢inkem
(do hloubky 0,1-1 mm). Pf1 vyssi relativni vlhkosti vzduchu se zvySuje u¢innost UV zafeni.
Mechanismus inaktivace mikroorganismil je zaloZen pferuSenim molekularnich vazeb
v DNA a RNA absorpci fotond, coz vede k tvorbé pyrimidinovych dimert z thyminu
a cytosinu. UV zafeni je pouzivané v podob& germicidnich lamp, pouziva se na dezinfekci
kapalin, vzduchu a povrchii. Nejcastéji se rutinné dezinfikuje voda (pitna a odpadni), emulze
a tekutd jidla. UV zéfeni se nepouziva pouze pro antimikrobidlni u¢inek, ale 1ze pouzit také

pro deodorizaci, dechloraci, deozonaci. [34; 49; 48]

3.1.4 Filtrace

Pomoci filtrace je mozné odstraniovat kontaminanty z kapalin a plyni. Filtrace je jedna
z nejstarSich a nejpouzivangjsich fyzikalnich metod. Proces filtrace je velmi jednoduchy,
kapalina nebo plyn prochazi ptes rizné typy filtri nebo membran, které zadrzuji
kontaminanty na zaklad¢ velikosti jejich Castic. Filtry jsou klasifikovany podle materialu,

z kterého jsou vyrobeny (duté vlakno, sklo, kov, keramika atd.) nebo podle konstrukce
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(sitové a hloubkové filtry). Filtrace kapalin za tcelem dekontaminace je velmi cCasto
pouzivand pro predupravu, dezinfekci nebo sterilizaci vody. Dale se filtrace pouziva
pro materiadly, které jsou citlivé na teplotu (sterilni produkce antibiotik, vakcin a jinych
1é¢iv). Filtry se pouzivaji pro dekontaminaci plynti, zejména vzduchu, kde je potfeba snizeni

pfitomnosti patogent a dalSich kontaminanti. [34]

3.2 CHEMICKE METODY DEZINFEKCE

Metodou chemické dezinfekce jsou ni¢eny mikroorganismy roztokem nebo aerosolem
dezinfekénich pripravki stanovené koncentrace a dobou ptisobeni pro pozadované spektrum
dezinfekéni ucinnosti. Pii dezinfekci by mél byt dodrzovan takzvany dvoustupiiovy

(dvouetapovy) postup. [7]

Prvni etapa dvoustupiiové dezinfekce zahrnuje mechanickou ocistu a druhé etapa je vlastni
dezinfekce. Dezinfekci je mozné provadét i v jedné etapé pii pouziti dezinfekEnich ptipravka

s mycimi a Cisticimi vlastnostmi. [7; 4; 15]

Vyssi stupeni dezinfekce (VSD) je ur¢en na pfedméty a zatizeni (napiiklad ve zdravotnictvi
operacni endoskopy), které nelze sterilizovat prostfednictvim dostupnych metod sterilizace.
Tento typ dezinfekce zaruCuje usmrceni bakterii, virti, mikroskopickych hub a nékterych
bakterialnich spor. Nezarucuje usmrceni ostatnich mikroorganismi, jako jsou naptiklad
vysoko rezistentni spory, nebo vyvojova stddia zdravotné vyznamnych Cervii a jejich
vajicek. Pfi vySSim stupni dezinfekce se postupuje nasledovné. Nejprve je nutné pied
samotnou dezinfekci dezinfikované predméty ocistit, a to strojové nebo rucné a nasledné
osusit. Pokud jsou predméty kontaminovany biologickym materidlem (naptiklad krev) je
nutné pouzit pro ocisténi dezinfekéni pfipravek s virucidnim ucinkem, ktery zajisti
zneskodnéni virti. Do pfipraveného dezinfekéniho roztoku se vkladaji pouze vysuSené
pfedmeéty tak, aby byly naplnény vSechny duté ¢asti. Po vysSim stupni dezinfekce je nutné
odstranit rezidua dezinfekéniho roztoku sterilni vodou (Aqua purificata zbavena
mikroorganismu sterilizaci) ve sterilni nadob&. Takto oSetfené predméty jsou po osuSeni
vhodné k okamzitému pouziti nebo je lze kratkodobé& skladovat kryté sterilni rousSkou
v uzavienych na oznacenych kazetich nebo ve specialnich skiinich. VSechny informace

o tomto typu dezinfekce se zaznamenavaji do deniku vyssiho stupné dezinfekce. [7; 4; 15]
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3.2.1 Dezinfekce na bazi alkoholu

Alkoholy jsou slouceniny, které maji ve své molekule navazanou hydroxylovou skupinu.
Alkoholy se pouzivaji na konzervaci, Cisténi a dezinfekci. Z hlediska osobni hygieny se
pravdépodobné jednd o nejstarSi antiseptickou latku, ktera se pouzivala a pouziva

na neporusenou i zranénou kuzi. [36; 15; 50]

Jako konzervaéni latka na bazi alkoholu se pouziva Fenoxyetanol v rliznych vyrobcich,
vcetné kosmetickych, oftalmologickych roztokd a 1é¢iv (napt. vakciny) a to obvykle
v kombinaci s parabeny. Fenoxyetanol je pfedevs§im bakteriostaticky a fungistaticky biocid
s omezenym spektrem aktivity. U&nny je predevsim proti gram negativnim bakteriim,

véetné Pseudomonas.. [36; 15; 50]

Dezinfekéni prostiredky na bazi alkoholu se obecné vyznacuji velmi dobrym
bakteriocidnim a fungicidnim UuU¢inkem vcetné UCinku na mykobakterie. Absence
sporicidniho ucinku je vyznamnd nevyhoda. Spory bakterii nejsou usmrceny, protoze se
alkoholy rychle vypaftuji a jejich ucinek ve velmi kratké dob¢é mizi. Sporicidni aktivitu je
mozné docilit synergickym efektem tak, ze alkohol se kombinuje s jinymi biocidnimi
latkami (napf. povrchové aktivnimi latkami a peroxidem vodiku). Alkoholové dezinfekce
jsou urceny na dezinfekci rukou a malych ploch, které nelze zvlh¢it vodou. Nejcastéji
obsahuji metanol, etanol, propan-1-ol a propan-2-ol. Komer¢ni dezinfekéni prostfedky
byvaji smési n¢kolika riznych druhti alkohold s celkovou koncentraci alkoholu mezi 20 a
80 %. Koncentrace alkoholu v rozmezi 60 -70 % je neju¢inngjsi. U¢inek dezinfekci je
zalozen na schopnosti koagulovat a denaturovat bilkoviny. Rutinni dezinfekce povrchii miize
byt provadéna rozpraSovacem nebo jednorazovymi alkoholové napusténymi ubrousky. Jako
pfikladem komerénich dezinfek¢nich prostfedkd na bazi alkoholu lze uvést Septoderm,

Manox a Sterilium. [36; 15; 50]

Metanol je nejjednodussi alkohol, t¢kava, hotlava a velmi jedovatd laka, kterd se snadno
zaméni za etanol. Dfive se nazyval dievny lih ¢i dievity lih. Je plné¢ misitelny s vodou
a dalSimi alkoholy. Pouziva se jako rozpoustédlo, motorové palivo, denatura¢ni Cinidlo

v etanolu, a predevsim jako surovina pro vyrobu dalSich chemikalii. [36; 51]

Etanol je souCasti mnohych ptipravki k hygienické a chirurgické dezinfekci rukou a
pokozky. Ma rychly baktericidni a mykobaktericidni G¢inek, 70% etanol Gi¢inkuje béhem 30
sekund. Uéinnost proti plisnim a virim je znaén& pomale;jsi, 70% etanol u¢inkuje béhem 2

minut. Etanol vykazuje mensi aktivitu ucinnosti nez propanoly. [6; 34]
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3.2.2 Dezinfekce na bazi halogeni a latek uvoliiujici ,,aktivni halogeny”

Do skupiny halogenti fadime prvky, které jsou fyzikalné¢ odlisné, ale vykazuji podobnost
ve svych chemickych reaktivitach. Do této skupiny patii fluor, chlor, brom a jod. Jako
oxidacni Cinidla jsou vysoce reaktivni. Nejreaktivnéjsi je fluor, méné reaktivni je chlor, pak
brom a nejméné je reaktivni jod. Chlor, jod a brom jsou casto soucasti dezinfekcnich

prosttedku a antiseptik. [6; 34; 52]

Zdrojem chloru mlize byt plynny chlor nebo miize byt soucasti chlornanu nebo chloraminu.
V ptirodé se vyskytuje v redukovanych formach jako sodnéd sl (NaCl, kuchynska sil)
a vapenné a draselné soli. Plynny chlor ma silné dezinfekéni ucinky a je to velmi silné
oxidovadlo. Antimikrobidlni aktivita se u chloru muze liSit v zavislosti na koncentraci

teploté a pH. [34]

Chlornan vépenaty (Ca(ClO)2) je bila pevna latky, které je v praskové nebo tabletové formé.
Kapalné formy obsahuji chlornan vapenaty nebo chlornan sodny (NaOCI). Chlornan se

pouziva k povrchové dezinfekei, dezinfekei pitné vody, bazénti a jako bélici ¢inidlo. [34]

Oxid chlori¢ity (ClO2) je pomérné nestabilni plyn, jako takovy jej lze velmi obtizné
skladovat ¢i pfevazet. Ve vétSin€é pripadech se tedy vyrdbi az v misté potieby. Je
syntetizovany reakci chloru a chlornanu sodného. Nevytvéii zadné Skodlivé vedlejsi
produkty jako trithalometany, ani nereaguje s amoniakem. Pfi spravném pouziti se oxid
chloricity jevi 2,5krat vice oxidacni neZ chlornan sodny. Je G€¢inny proti bakteriim, virim a
sporam. Spory Bacillus subtilis mohou vykli€it, ale proces se zastavi z diivodu poSkozeni
membrany. Oxid chlori€ity se pouziva pro €isténi pitné vody, dezinfekci vyrobnich zafizeni
a jako bélici ¢inidlo na béleni papiru, skotépek vlasskych otfechti, Skrobu a mouky. [52; 53;

54]

Elementarni jod (Io) je modroSeda leskld pevna latka, kterd také mulize sublimovat
do modrofialového plynu s drazdivym zapachem. Jod je snadno rozpustny v organickych
rozpous$tédlech, jako napiiklad v alkoholu nebo chloroformu. Pfirozené se vyskytuje
v moiské vode a v podzemnich vodach. Jod Ize i syntetizovat reakci jodidu draselného se
siranem méd’natym. Jod je mimotadné ucinné antiseptikum, které plisobi na bakterie, plisné,
viry a patogenni prvoky, ale soucasné i na spory. Jod se Siroce pouziva k dezinfekci povrchii
a vybaveni pfi vyrob¢ potravin, ale vyuziti ma i v jinych oborech. J6d je méné reaktivni nez
chlor a zaroven je méné ovlivnén ptitomnosti organickych latek. Mezi negativni vlastnost

jodu patii zabarveni kiize a plastovych vyrobnich dilti zafizeni po jeho pouziti. Dalsi
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nevyhodou je jeho relativné vysoka cena ve srovnani s chlorem. Jod je mozné aplikovat
ve tfech moznych formulacich. Jedna z formulacich je jodova tinktura, coz je etanolovy
roztok jodu (2 % jodu a 2,2 % jodidu draselného v etanolu). Dalsi formulace je vodny roztok
jodu (5 % jodu a 10 % jodidu draselného ve vodg), ktery se nazyva Lugoliv roztok. Treti
formulace obsahuje elementdrni jod, ktery je komplexovian nebo vazan
s vysokomolekuldrnimi neutrdlnimi polymery, vcetné¢ alkoholi, amidi a cukernych
polymert. Tyto komplexy jsou znamé jako jodofory. Bakterialni spory (B. cereus, B. subtilis
a C. botulinum) jsou odolng$i vic¢i jodoforim. Studie ukéazaly, ze jod pronika
do mikroorganismi a napada specifické skupiny proteind, nukleotidy a mastné kyseliny.
Utinna koncentrace jodu je piiblizné 100 mg/l, ktera je stejné uéinna jako 300 mg/1 chloru.

[55; 52; 34]

3.2.3 Aldehydy

Aldehydy jsou aktivni proti Siroké skale mikroorganismi. Plsobi proti celé fadé bakterii,
vird a spor. Dezinfekéni prostfedky na bazi aldehydi jsou snadno odstranitelné z povrchu
a jsou biologicky odbouratelné. Aktivitu aldehydi snizuji pozistatky necistot bilkovinové
povahy. Aldehydy nezplsobuji Zadné toxické problémy pfipouZiti v predepsanych
koncentracich, ale je nutné upozornit, Ze formaldehyd mliZe mit mutagenni u¢inky. Tfemi
hlavnimi zastupci aldehydl v dezinfekénich prostiedcich jsou glutaraldehyd, orto-

ftalaldehyd (OPA) a formaldehyd. [34; 56]

Molekula glutaraldehydu je jednoducha, ma ve své strukture dvé aldehydové skupiny.
Roztoky glutaraldehydu jsou bezbarvé, i kdyz nckteré obsahuji barvivo, které dodava
roztoku jantarovou barvu. Charakteristickym rysem glutaraldehydu je silny zapach
pfipominajici jablka. V komer¢nich dezinfekénich ptipravcich je obvykle v mnozstvi od 1,5
az 3,5 %. Pro inaktivaci E. coli je doporucend koncentrace v rozmezi 0,08 az 1,6 %
a pro sporicidni bakterie je obvykle postacujici 2% roztok. Glutaraldehyd ptsobi
na bakteridlni buniku chemickou reakci a inhibuje metabolické a respirani systémy.
Glutaraldehyd je v dezinfekénich piipravcich Casto kombinovan s propan-2-olem (20 az

30%) a s 2% fenolem. [34; 56]

Orto-ftalaldehyd (OPA) je soudasti dezinfek&nich piipravkil na lékatské nastroje. Uinkuje

na bakterie (gram negativni a gram pozitivni), viry a spory pii pH 8. [57]
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Formaldehyd je bezbarvy plyn neptijemného Stiplavého zépachu, ktery je karcinogenni
a mutagenni. Sterilizace pomoci formaldehydu je zalozena na puasobeni plynné smési
formaldehydu s vodni parou v podtlaku o teploté 60 az 80 °C pii parametrech stanovenych
vyrobcem. Tato metoda je urCena piedevSim pro termolabilni materialy, kovové ostré

nastroje a nékteré ptistroje. Nedoporucuje se tato metoda na textil a papir. [6]

3.2.4 Kvartérni amoniové slouceniny

Kvartérni amoniové slouceniny (KAS) jsou nejznaméjSimi antimikrobidlnimi povrchové
aktivnimi latkami, které se fadi do kationickych tenzidi. Pouzivaji se v dezinfekénich
systémech pro domdaci a prumyslové ¢isténi, zejména na ¢isténi a dezinfekci pevnych
neporéznich povrchil. Nejbéznéji pouzivanymi biocidnimi kvartérnimi amoniovymi solemi
jsou alkylbenzyldimethylové, alkyltrimethylové a dialkyldimethylové kvarterni slouc¢eniny.
Jsou Casto kombinovany s dalSimi germicidné pisobicimi latkami (napft. alkoholy). KAS
jsou drazsi ve srovnani s chlorem, ale delsi dobu piisobi na dezinfikovaném povrchu
(pfiblizn€ 1 den). Delsi plisobeni zabranuje rychlému bakteridlnimu nartistu, coz je znacna
vyhoda. Této vyhody se vyuziva napiiklad v rybim primyslu. Dezinfekéni prostfedek je
siln¢ fixovany na povrch a obtizn¢€ se odstraniuje proudem vody, coz vede k moznému

stopovému mnozstvi v produktu. [58; 52; 59]

S 4

proti gram pozitivnim bakteriim. Pti vySSich koncentracich je moZzné inaktivovat kvasinky
aplisné. KAS jsou nejucinnéjsi v rozsahu pH 6 az 10, coz omezuje jejich pouzitelnost

v kyselém prostiedi. [58; 52; 59]

3.2.5 Peroxygeny

Hlavnimi zastupci skupiny peroxygeni je peroxid vodiku a kyselina peroctova. Peroxygeny
jsou oxidacni c¢inidla. Krom¢ mnoha chemickych vyuZziti maji oxidacni ¢inidla silné
antimikrobidlni u€inky. Peroxygeny jsou obecné U€inngjsi proti gram pozitivnim bakteriim
nez gram negativnim. Sporicidni u¢inek je dosahovdn koncentraci mezi 10 a 30 %.
Nevyhoda peroxygent je, ze zpiisobuji korozi nastrojti, vybaveni a jsou agresivni vici lidské
pokozce. Nicméné vyvoj a pouzivani antikoroznich latek v piipraveich obsahujicich

peroxygeny tuto nevyhodu eliminuje. [56; 34]

Peroxid vodiku (H203) je bezbarva kapalina, kterd je komeréné dostupna v koncentraci 3 %

az 90 %. Je pouzivan v medicing, primyslu a v domacnostech. V potravinafském primyslu
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se bézné pouziva 35% peroxid vodiku. Pouziva se na sterilizaci obalovych materiali pred
jejich plnénim a na sterilizaci povrchu zeleniny a ovoce, ale také napf. na sterilizaci
kontaktnich c¢ocek. Peroxid vodiku se povazuje za Setrny k zivotnimu prostredi, protoze se

rozklada na vodu a kyslik. [56; 34]

Komer¢né je kyselina peroctova (CH3CO3H) dostupnd jako bezbarva kapalina v roztoku
o koncentraci 5 % az 37 %, jako smés vody, peroxidu vodiku a kyseliny octové. Plsobi
rychleji nez peroxid vodiku. Kyselina peroctova ma Sirokospektralni €inek proti bateriim,
virm, kvasinkdm a sporam. Napada proteiny v bunécné sténé, ale také pronika do burky,
kde naruSuje vnitini bunééné struktury. Je vyrazné méné stabilni nez roztoky peroxidu
vodiky, proto se pro dezinfekéni ucely pouziva ve smési s peroxidem vodiku a dal$imi

komponenty. [56; 34]
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4 METODY TESTOVANI DEZINFEKCNICH PROSTREDKU

Diplomova prace se zabyva kvalitativni analyzou dezinfek¢nich prostfedkli se zaméfenim
na plynovou chromatografii kapalného dezinfek¢niho prostiedku metodou kapalného
nastiiku vzorku v porovnani s analyzou nasycenych par nad vzorkem technikou headspace.
Z hlediska ucinnosti dezinfek¢nich prostiedkd se jako vypovidajici jevi stanoveni jejich

antibakterialniho uc¢inku.

4.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analytickd metoda urcend k separaci a stanoveni plynt,
kapalin 1 pevnych latek s bodem varu do cca 400 °C. Princip metody je zaloZen
na rozdélovani slozek mezi dvé faze, a to mezi fazi stacionarni, ktera je nepohyblivou fazi
a fazi mobilni, ktera se definovan¢ pohybuje. U plynové chromatografie je mobilni faze
taktéZ nazyvana nosnym plynem. Stacionarni faze je pevné fixovand v chromatografické
koloné. Separace latek u plynové chromatografie probihé tak, Ze kolonou ptes stacionarni

fazi prochazi proud nosného plynu. [60; 61]

Plynové chromatografie ma nékolik vyhod. Jednou je, Ze se jedna o rychlou analyzu, ktera
obvykle trva n&kolik jednotek aZz desitek minut. Tato metoda je efektivni, s vysokym
rozliSenim. Jednd se o vysoce pfesnou analyzu, kterd vyZaduje malé mnoZstvi vzorku

(obvykle pl). Analyza je pomérné€ jednoducha a spolehliva. [60; 61]

Plynovy chromatograf je sloZzen z né€kolika hlavnich Casti. Pfistroj je tvofen zdrojem plynné
(mobilni) faze, Cisticim zatizeni (zéleZi na Cistoté nosného plynu), zafizenim na regulaci
tlaku, resp. pratoku plynné faze, davkovacim zatizeni (autosampler, pokud je dostupny),
chromatografickou kolonou, termostatem, detektorem a zafizenim na zpracovani a zdznam
signalu detektoru a vyhodnoceni analyzy. Stanoveni v pfistroji probihd bud’ za konstantni

teploty, nebo podle zvoleného teplotniho programu. [60; 61]

4.1.1 Mobilni faze

Mobilni faze (nosny plyn) unasi vzorek kolonou a chemicky nereaguje se vzorkem. Nosné
plyny jsou skladovany v tlakovych lahvich. Tlakové ldhve jsou opatfeny redukénim
ventilem, ktery redukuje vstupni a vystupni tlak. V plynové chromatografii je
nejpouzivanéjSim nosnym plynem helium, které je kompatibilni se vSemi béznymi

detektory. Vodik je taktéz cetné pouzivany, nékdy nahrazuje drahé helium. Vodik mutize
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poskytnout rychlejsi a G¢innéjsi separace nez hélium, ale to se nedoporucuje z divodu
vzniku mozného pozaru a vybuchu. Na mobilni f4zi je mozné pouzit i argon a dusik. Volbu
mobilni faze ovliviiuje nékolik zasadnich faktort a to viskozita, u¢innost, istota, reaktivita,

inertnost, bezpecnost, typ pouzivaného detektoru a cena nosného plynu. [61; 62]

4.1.2 Davkovaci zarizeni

Davkovacim zafizenim vstupuje vzorek do systému plynové chromatografie. Je nékolik
metod, jak naddvkovat vzorky do injektoru. Kapalny vzorek je mozné davkovat pomoci
injekénich sttikacek pres pryzové septum. DalS§i moznosti je provadét nastiik pomoci
statického nebo dynamického head-space davkovaciho systému. Existuji dal§i davkovaci
techniky (napf. solid phase microextraction - SPME), kterymi se tato diplomova prace

nezabyva, proto zde nejsou uvedeny.

Nejbeéznéjsim typem nastiiku je tzv. kapalny nastfik pomoci injekéni stiikacky. Na obrazku
2. je ukazana injekéni stiikacka pro kapalné vzorky, ktera mé télo vyrobené
z borosilikatového skla, pist stiikacky a duta jehla je z nerezavéjici oceli. Injekéni stiikacka
je vpichnuta do sytému ptes pryzové septum. Vzorek je vtlaten pistem ptes jehlu do sytému.
Pro nasttik plynnych vzorkl se pouZzivad plynotésna stiikacka. Staticky head-space (HS)
davkovaci systém slouzi kizolaci a stanoveni t€kavych latek pfitomnych v pevnych,
plynnych nebo kapalnych vzorcich. Pti této metodé je vzorek v injekéni lahvicce (vialce)
temperovan, dokud se nevytvoii rovnovaha mezi pevnoukapalnou a plynnou fazi.
Headspace vialka ma obvykle objem 10 nebo 20 ml. Pro vytvofeni rovnovahy mezi fazemi
je dulezitd vhodna kombinace teploty a délky temperovani vzorku. Velmi casto byva
pouzivana kombinace 50 °C po dobu 30 min, ale moznosti jsou rozmanité v zavislosti
na konfiguraci zafizeni, a pfedev§im na povaze samotného vzorku (napt. 60 °C a 25 min
nebo 35 °C a 60 min). Po temperovani nasleduje odebrani definovaného objemu plynné faze
vzorku, ktery je pfeveden do chromatografické kolony. Odbér vzorku lze provést bud’
manualné plynotésnou injekcni stiikackou (obrazek 2. vpravo), nebo pouzit automaticky
davkovaci systémy (autosampler). Pro kvalitativni analyzu miize byt vzorek umistén piimo
do HS vialky a mohou se zanedbat dalsi ptipravy vzorku. U kvantitativni analyzy je nezbytné

optimalizovat parametry pro dosaZeni piesnosti. [63; 64]
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Obrazek 2: Davkovaci stiikacka pro kapalny vzorek (vlevo) a pro headspace techniku

(vpravo) [65; 66]

Metoda dynamické head-space se vyuziva pro adsorpci a desorpci tékavych slozek vzorku
pod inertnim plynem na sorp¢ni trubici. T¢kavé analyty jsou zachyceny v sorpéni trubici,
kde jsou drzeny az do analyzy. Poté jsou slozky desorbovany do injektoru zatizeni a déle
analyzovany. Metoda dynamické HS se Casto modifikuje z divodu zrychleni promyvaciho
procesu extrakce tékavych slozek ze vzorku. V dynamické HS neni rovnovéha nikdy
dosaZena, protoze plyny v prostoru nad vzorkem jsou kontinudlné¢ nebo diskontinualné

odebirany k analyze. [63; 64]

4.1.3 Chromatograficka kolona

Chromatografické kolony pro plynovou chromatografii se déli do dvou zékladnich skupin
na napliiové a kapilarni. Néplnové kolony jsou vétSinou trubice o priméru nékolika mm
a obsahuji absorbent, jejich délka se pohybuje v rozmezi desitek centimetrii az jednotek
metrti. Nicméné technologie jdou ku pfedu, a tak se v plynové chromatografii nyni pouzivaji
predevsim kolony kapilarni. Tento typ kolon je vyrabén z kiemenného skla nebo kovu, podle
maximalnich teplot pouziti a aplikace. Jejich primér se pohybuje v desetinach az jednotkéch
mm a délka v desitkach metrii. Kapilarni kolony obsahuji tenkou vrstvu stacionarni faze
(desetiny mikrometru). Na soucasném trhu jsou dostupné kolony s polarni, pfes stfedné
polarni, az nepolarni stacionarni fazi. Pro stanoveni t€kavych slozek kosmetickych ptipravka
a vyrobki bézného pouziti jsou doporucovany kolony obsahujici jako stacionarni fézi

polyetylen glykol. Tato kolona byla také pouzita v experimentalni ¢asti této prace. [67]

Kapiléarni kolony byly pfedstaveny v roce 1959, ale k jejich rozsifeni dochazelo az od 80. let

minulého stoleti. Dnes se odhaduje, ze vice nez 90% vSech aplikaci je spuSténo na
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kapilarnich kolonach. Kapilarni kolony jsou jednoduché dlouhé trubice, které nejsou
naplnény. Vnitini vrstvu maji potaZzenou filmem stacionarni faze. Misto toho tenkd vrstva
kapalné faze potahuje vnitini sténu. Diky otevienosti kapilarni kolony je odpor vii¢i proudéni
nosné¢ho plynu velmi nizky, a proto je mozné dosahovat délky az 100 m. To je vyhodné

predevsim u komplexnich vzorkl pro moznost lepsi separace jednotlivych analytt. [61]

4.1.4 Detektor

Detektori pouzivanych v plynové chromatografii je nékolik. NejbéznéjSimi a nejvice
pouzivanymi detektory pro kvantitativni analyzu jsou plamenoionizaéni detektor, Tepelné
vodivostni a detektor elektronového zachytu. Tyto nicméné nedokazi identifikovat
stanovené analyty. K tomuto ucelu slouzi hmotnostni detektory. Nejjednodussim
hmotnostnim detektorem je kvadrupolovy tvofeny ctyimi tyCemi. Vzniklé ionty analytu
rozseparovan¢ho na koloné separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z.
Diky dostupné knihovné spekter obsahujici tisice zdznami je poté mozno jednotlivé analyty

identifikovat. [61]

4.2 Stanoveni antimikrobialni a¢innosti

4.2.1 Princip diskové difuzni metody

Spociva v difuzi dezinfekce do agaru, ktery je naockovanym testovanym mikroorganismem.
V ptipadé potlaceni ristu mikroorganismu dojde k vytvofeni tzv. inhibi¢ni zény okolo
pevného vzorku nebo kapalného vzorku nasorbovaného na papirovy disk. Difizni metody
jsou citlivé na difuzi testované latky v agarové vrstveé. Je nutné dodrzet nékteré podminky
po celou dobu méteni. Musi byt zachovdna podminka konstantni hustoty a vlhkosti agaru,
stejna tloustka agaru a tuhnuti agaru v absolutné rovnym povrchem. Tato metoda vychézi
z tzv. Kirby Bauerova testu pro studium antibiotik. Diky povaze nékterych typl vzorki,
pfedevsim kapalnych vzorki, kam spadaji 1 studované dezinfekéni ptipravky, se diskova
diftzni metoda se Casto obménuje. Tato modifikace spociva ve vytvofeni jamek v agaru

a vneseni kapalného vzorku do této jamky. Po kultivaci se opét odecitaji inhibi¢ni zony. [68]

422 Princip metody CSN EN 1040

Vzorek dezinfekce je ptfidan do testovaci bakteridlni suspenze. Smés se udrzuje pfi

definované teploté a ¢asu. Po uplynuti doby se odebere odpovidajici Cast ze zkumavky.
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Bakteriocidni a/ nebo bakteriostaticka aktivita v odpovidajici ¢asti okamzité neutralizovana

validovanou metodou. [69]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo analyzovat dezinfek¢ni piipravky na bazi alkoholu, které jsou

dostupné na ¢eském trhu, z hlediska jejich kvalitativniho slozeni a antimikrobidlniho t¢inku.

Pro dosazeni tohoto zdkladniho cile byly stanoveny nésledujici ukoly:

e teoreticky popsat zpusoby dezinfekce se zaméfeni na vybranou skupinu

dezinfekénich prostiedk;

e kuvalitativné¢ charakterizovat a zhodnotit vybrané prostiedky pomoci plynové

chromatografie;

e stanovit a porovnat antimikrobidlni u¢inek dezinfekénich prostiedk.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Popis vzorku dezinfek¢énich prostiredku

Vybrané komercni vzorky kapalnych alkoholovych dezinfekénich piipravka reprezentuji
prafez Ceskym trhem. Vybér komercnich dezinfekci byl tedy proveden s ohledem na
chemickeé slozeni, nikoliv podle zptisobu aplikace. Jak je zjevné z teoretické Casti prace, jsou
dezinfekéni prostfedky na béazi alkoholu ur€eny na dezinfekci pokozky, malych ploch a

predméti. Pro srovnani byl laboratorné ptipraven jeden vzorek etanolové dezinfekce rukou.

Pro jednodussi orientaci byly vzorky oznaceny Cisly 1. az 9. Toto oznaceni je blize
specifikované v tabulce 1. Informace o jednotlivych produktech uvedené v kap. 6.1.1 az
6.1.9 byly vzaty z etiket vyrobkli. Chemické slozeni vzorkii uvedené v tabulkach 2 — 10 bylo

vzato z bezpecnostnich listi.

Tab. 1. Pracovni oznaceni vzorki

Cislo vzorku Komerc¢ni nazev

1. Anti-COVID
Manox
Desmanol® pure
Mikasept spraj
Care alkoholovy Cisti¢
Cleamen 540 dezi AP
Agol
Medi Spray Neutral
Lavosept®K

e e R N Rl Pl Rl 1

Vzorek €. 1
Obchodni nazev vyrobku: Anti-COVID

Tento vzorek byl pfipraven v laboratofi dle receptury Svétové zdravotnické organizace

(WHO)

Popis vyrobku: Dezinfek¢ni pfipravek osobni hygieny — dezinfekce rukou profesiondlni
pouziti — pouziti Sirokou vetejnosti.

Pouziti: Pripravku pouzijte dostate¢né mnozstvi (2x3 ml), aby pokryl celou plochu. Naneste

na dlan¢ a rozettete po celych rukou a zapéstich; zvlastni pozornost vénujte ktizicce kolem
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nehtll a zahybim v kizi. Dobfe vtirejte, dokud neni kiize sucha. Tento postup by mél trvat

ptiblizn¢ 1 minutu. Pouziti maximaln¢ 10 krat denné. [70]

Tab. 2. Slozeni vzorku ¢. 1.

Slozeni vzorku €. 1.
Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Etanol 79,6
Peroxid vodiku (3%) 5,0
Glycerol (98%) 2,2
Voda 13,2
Vzorek €. 2

Obchodni nazev vyrobku: Manox

Vyrobce: MPD plus, s.r.0.

Popis vyrobku: Alkoholovy tekuty prostiedek pro dezinfekei rukou a pokozky. Spektrum

ucinnosti je bakteriocidni, fungicidni, virucidni, mykobaktericidni a tuberkulocidni.

Pouziti: Na hygienickou dezinfekci rukou se aplikuje 2 x 3ml nezifedéného roztoku

ptipravku, doba plisobeni 2 x 30 sekund. Ptipravek se aplikuje na suché a umyté ruce nebo

na kontaminované ruce. Expozice 30 sekund — baktericidni a fungicidni u¢innost. Expozice

1 minuta — virucidni a tuberkulocidni. Chirurgickd dezinfekce: aplikuje se na ditkladné

umyté, oplachnuté a osuSené ruce. Aplikace 2 x 3ml ptipravdu béhem 3 minut. Dezinfekce

pokozky: ptipravek nanést sterilnim tamponem ¢i mulem, expozice 1 minuta. Pfi pouZziti

elektrickych ptistroji je potieba vyckat uplného zaschnuti. [71]

Tab. 3. Slozeni vzorku ¢. 2. [T1]

Slozeni vzorku €. 2

Chemicky nazev slozky Koncentrace [%]
Propan-2-ol 70
Peroxid vodiku 0,5
Chlorhexidin-diglukonat 0,4
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Vzorek ¢. 3

Obchodni nazev vyrobku: desmanol® pure
Vyrobce: Schiilke & Mayr GmbH

Popis produktu: Alkoholova dezinfekce, ktera je ucinna proti bakteriim, kvasinkdm (C.
albicans) a lipofilnim virim (véetn¢ HBV, HCV, HIV, Vaccinia). Je urend pro piimé
pouziti hygienické a chirurgické dezinfekce rukou (EN 1500). Chrani a oSetiuje pokozku

rukou systémem zpétného mazani a prostiedky, které udrzuji vlhkost pokozky.

Pouziti: Hygienicka dezinfekce rukou: 3 ml desmanol® pure vtirejte po dobu 30 sekund do
suchych rukou. Chirurgickd dezinfekce rukou: V dostate¢né mnozstvi (3 ml) vtirejte

desmanol® pure po dobu 90 sekund do rukou a predlokti.

Ruce musi byt po celou dobu aplikace udrzovany produktem vlhké. [72]

Tab. 4. Slozeni vzorku ¢. 3. [72]

Slozeni vzorku €. 3
Chemicky nazev slozky Koncentrace [%]
Propan-2-ol 75
Mpyristylalkohol <1

Vzorek €. 4.
Obchodni nazev vyrobku: Mikasept spraj
Vyrobce: MIKA Consulting s.r.o

Popis vyrobku: Tekuty alkoholovy dezinfekéni prostiedek pro rychlou dezinfekci malych
ploch zdravotnickych prostfedki, nedostupnych mist a nastrojii postfikem. Je u¢inny proti
bakteriim (i MRSA), kvasinkam i1 mikroskopickym kvasinkovym houbam. Jednoduse se
aplikuje postiikem a ma okamzity ucinek, nefedi se. Rychle zasycha, na povrchu

nezanechava skvrny a je Setrny k povrchiim.

Pouziti: Koncentrovany Mikasept se pomoci rozpraSovace aplikace na plochu zbavenou
viditelnych mechanickych necistot. Plochy, nedostupnd mista, povrchy pfedmétti, nastroji

se nechaji zaschnout, neotiraji se. Doporu¢ené ddvkovani 40-50 ml/m?. [73]
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Tab. 5. Slozeni vzorku ¢. 4. [73]

Slozeni vzorku €. 4
Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Etanol <50
Propan-2-ol <25
Alkyl(C12- C16)benzyldimethylamonium-chloridy <2

Vzorek €. 5.
Obchodni nazev vyrobku: CARE ALKOHOLOVY CISTIC
Vyrobce: ALFA CLASSIC, a.s.

Popis vyrobku: Piipravek s alkoholem ur¢eny k ¢isténi vSech druhti omyvatelnych povrchi,
zejména umélych hmot. Snadno odstraiiuje zejména mastné zne€isténi, zanechdva sveézi

citronovou vuni.

Pouziti: Pripravek nastiikejte na ¢istény povrch a setfete suchym hadrem nebo papirovou

utérkou. V piipad¢ potieby rozlestéte. [74]

Tab. 6. Slozeni vzorku ¢. 5. [74]

SloZeni vzorku €. 5
Chemicky nazev slozky Koncentrace [%]

Voda > 10
(2-methoxymethylethoxy)-propanol 1-10
C12-14-alkylalkoholy, ethoxylované 1-10
D-limonen 0,1-1
I-propanaminium, 3-amino-N- (karboxymethyl)-N,N-dimethyl-,

N-C8-18- acyl derivaty, hydroxidy, vnitini soli 0,1-1
Parfém 0,1-1
2-brom-2-nitropropan-1,3-diol <0,1
Citral <0,1

Vzorek ¢. 6.
Obchodni nazev vyrobku: Cleamen 540 dezi AP
Vyrobce: CORMEN s.t.0.

Popis vyrobku: Tekuty dezinfekéni prostiedek na bazi alkoholu se Sirokym spektrem
ucinku. Pro profesionalni pouziti. Je vhodny pro dezinfekci mensSich ploch v potravinatstvi

a ve zdravotnictvi (technickd zafizeni, operacni stoly, nastroje, lizka, gumova obuv,
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laboratorni pfistroje a plochy vyzadujici zvySeny dezinfekéni rezim. Piipravek neni vhodny
pro dlouhodobé pouzivani na plastové povrchy. Spektrum dezinfekéniho ucinku:

baktericidni, fungicidni, mykobaktericidni a tuberkulocidni (15 min).

Pouziti: Pouziva se nefedény. Na plochy aplikovat postiikem ze vzdalenosti 40 az 50 cm.

Miize se pouzivat také ponorny zptisob. Doba plisobeni: 15 minut. Spotfeba: 10 ml/m?2. [75]

Tab. 7. Slozeni vzorku ¢. 6. [75]

Slozeni vzorku €. 6.
Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Voda > 10
Propan-1-ol >10
Ethanol > 10
Propan-2-ol >1-<10
Butanon >0,1-<1
2-Ethylhexanal <0,1
Denatonium benzoat <0,1

Vzorek ¢. 7.

Obchodni nazev vyrobku: Agol
Vyrobce: MPD plus, s.r.o.

Popis vyrobku: Tekuty piipravek je urcen pro rychlou hygienickou dezinfekci povrchii
v domacnosti, sluzbach, stravovani, doprave a jinych povrchi, které pfichazeji do kontaktu
s Sirokou vefejnosti. Pfi pravidelné aplikaci doporuc¢ujeme ob¢asné omyti povrchi nejlépe

teplou vodou.

Pouziti: Ptipravek se aplikuje nastfikem koncentratu na povrch a po 15 sekundach je
dosazeno dostatecného tcinku. Zbytky ptfipravku rychle osychaji. Piiklad pouziti: Lednicky,
stoly, prodejni pulty, sportovni zatizeni, sedadla. [76]

Tab. 8. Slozeni vzorku ¢. 7. [76]

Slozeni vzorku ¢. 7.

Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Propan-2-ol 40
Alkyl (C12-C16)-benzyl dimethyl-amoniumchlorid 0,025
Glutaraldehyd 0,01
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Vzorek ¢. 8.

Obchodni nazev vyrobku: Medi Spray Neutral
Vyrobce: Medisept Sp. z o.0.

Popis vyrobku: Dezinfek¢ni a Cistici ptipravek k okamzitému pouziti s rychlim a Sirokym
mikrobicidnim ucinkem. Dobrd materidlova snasenlivost, pro materidly odolné vuci
alkoholl. Bez barviv a parfémace, aldehydt a fenolu. Receptura je na bazi smeési alkoholi
krychlé a ucinné¢ dezinfekci malych ploch, povrchii zdravotnickych prostfedki a
zdravotnického inventafe (ldzka, kiesla, kliky dvefi, madla apod.). Ptipravek je vhodny
k pouziti na obtizné ptistupné plochy a k zajisténi hygieny v nemocni¢nich, veterindrni,
komunélni a socialni sféfe. Urceno k dezinfekci a CiSt€n stomatologickych koncovek,

otiskovacich 1zic, protéz, silikonovych otisk aj.

Pouziti: Neziedény pripravek naneste v dostatecném mnozstvi na plochy a povrchy piimo
postiikem ze vzdalenosti cca 30 cm nebo pomoci ptipravkem zcela napusténé jednorazové
netkané utérky a ponechte piisobit predepsanou dobu nebo do zaschnuti. Dbejte na uplné
(max. cca 40 ml/m?) a rovnomérné smodeni povrchii nebo ploch. Neoplachujte vodou,
neutirejte. Nepouzivejte na materialy citlivé vi¢i ptisobeni alkoholil (napt. akrylatové sklo).

NesmeéSujte s jinymi vyrobky. Nestiikejte do obli¢eje a do oc¢i. [77]

Tab. 9. Slozeni vzorku ¢. 8. [77]

SloZeni vzorku €. 8.
Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Etanol <70
Propan-2-ol <30

Vzorek ¢. 9
Obchodni nazev vyrobku: Lavosept®K
Vyrobce: AMOENE s.r.0.

Popis vyrobku: Dezinfekéni prostiedek se pouzivd na dezinfekci a myti vSech
omyvatelnych ploch a povrchii, ddle k dezinfekci néstroji, socialni a zdravotnické sféfe,
sluzbach, kde vyrazné snizuje pocet bakterii. Odstraniuje kromé jiného mikroskopické

vlaknité houby — plisn€, mikroskopické kvasnicové houby- kvasinky a dale mikroorganismy
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae, aj. Mimo to dodava

pfijemnou vini a nezanechava skvrny.

Pouziti: Nasttikat na plochu urcenou k dezinfekci, az bude dostatecné vlhka. Osusit ¢istym
hadtikem. Pravidelné opakovat. Masazni vany, hracky, rehabilitacni stroje, po provedené

dezinfekci oplachnéte Cistou vodou. [78]

Tab. 10. Slozeni vzorku ¢. 9. [78]

Slozeni vzorku €. 9.
Chemicky nazev slozky Koncentrace [hm %]
Benzalkonium chlorid 6
Pentadial Glutaraldehyd 1,5
Tetrasodium EDTA 3
POE 8 lauryl alkohol 2
Cetylpyrridinium chlorid 0,5

6.2 Kbvalitativni analyza

Metodika pro kvalitativni analyzu vzorkl dezinfekce byla vyvinuta na zakladé¢ metody
doporucené vyrobcem chromatografické kolony. (odkaz na dokument z Restek). Nicméné
tuto metodu bylo potieba upravit a optimalizovat na studovany typ vzorki a pouZité zatizeni.
Pro méteni byly pouzity vzorky dezinfek¢nich prostiedkil na bazi alkoholu, které jsou uréeny

na dezinfekci povrchi a dezinfekci rukou.

6.2.1 Pristrojové vybaveni

Analyzy byly provedeny pomoci plynového chromatografu s hmotnostni detekci GCMS-
QP2010 Plus (Shimadzu, Japonsko). Nasttik vzorkl byl automaticky pomoci autosampleru
AOC 5000 (Combi PAL pro Shimadzu, Japonsko). Vyhodnoceni bylo provedeno v softwaru
GCMS LabSolution pomoci knihovny spekter NIST.

Kolona

Po méteni byla pouzita kolona Stabilwax®-MS. Jedna se o vysoce polarni kolonu, ktera je
tvofena stacionarni fazi z polyetylen glykolu. Kolona je idealni na separaci polarnich
sloucenin nachazejicich se v potravinach, aromatech, vonnych latkach, farmaceutickych

surovinach a pramyslovych chemikaliich. [67]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Technické parametry kolony:

e Délka 30 mm
e  Vnitini pramér 0.25 mm
e Tloustka filmu stacionarni faze 0.25 um

Pro analyzy byl pouZit nosny plyn helium o &istoté 5.0 od firmy Linde Gas a.s., Praha Cesk4
republika. [67]

6.2.2 Analyza dezinfekci — kapalny nastiik

Vzorky dezinfekei byly upraveny pied stanovenim zfedénim v metanolu na koncentraci
0,1 ul/ml. Poté byl podil kazdého vzorku ptefiltrovan ptes stfikackovy mikrofiltr (PTFE,
velikost portt 0,45 um) do vialek. Pfi této analyze byl vzdy do injektoru nastiiknut 1 pl

vzorku. Stanoveni probéhlo 3x vedle sebe. [67]

6.2.3 Analyza dezinfekci — headspace

Pro tuto analyzu nebyly vzorky dezinfekci nejdiive upraveny, tzn. ze 1 ml od kazdého vzorku
byl pfeveden do 20ml headspace vialky. Vialka byla ihned uzaviena plynotésnym uzavérem
se septem. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany v agitatoru autosampleru po rizné
dlouhou dobu (5 — 20 min) a pfi rGznych teplotach (50 — 100 °C). Poté bylo plynotésnou
sttikackou prevedeno 250 pl par nad vzorkem pro analyzu. Ve vSech ptipadech dochazelo

k saturaci detektoru.

Metoda ptipravy vzorkl byla tedy optimalizovana tak, ze 0,5 ml vzorku dezinfekce bylo
pfevedeno do HS vialky s 0,5 ml demineralizované vody. Poté probé&hla inkubace vzorku
pfi teplote 90 °C po dobu 10 min pii rychlosti ttepani 250 ot/min. Po inkubaci bylo k analyze
odebrano 250 pl nasycenych par vzorku stfikackou temperovanou na teplotu 120 °C
k eliminaci kondenzace par vzorku na stén¢. Stanoveni prob¢hlo pro kazdy vzorek 3x vedle
sebe. HS stiikacka byla mezi jednotlivymi stanovenimi proplachnuta inertnim plynem —

dusikem po dobu 5 min.
Parametry vysledné optimalizované metodiky pro oba typy nastriki
Vysledné parametry byly nésledujici:

e Teplota nastiiku vzorku: 200 °C
e Maodd nastiiku: Split, 1:300
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e Prutok helia kolonou: 1,0 ml/min

e Teplota iontového zdroje a interface: 200 °C

e Jonizace: elektronova (EI), 70 eV

e Teplotni program: pocatecni teplota kolony 50 °C po dobu 1 min, poté postupny
nartst (10 °C/min) na 220 °C, vydrz 2 min

e Stanoveni probéhlo pfi poméru hmotnosti k naboji (m/z) 30-200. [67]

6.3 Stanoveni antimikrobialni a¢innosti

Pro testovani vzorkll dezinfek¢nich prostfedkit byly vybrany dvé metody, a to diskova
difazni technika s modifikaci naneseni vzorkii do jamek a testovani dle normy CSN
EN 1040: Chemické dezinfekéni pripravky a antiseptika — Kvantitativni zkouska s pouzitim
suspenze ke stanoveni zékladniho baktericidniho w€inku chemickych dezinfekénich

ptipravki a antiseptik.

6.3.1 Pouzité mikroorganismy

Pro testovani dezinfekénich prostiedkil byly pouzity bakterie z Ceské sbirky mikroorganismi

(CCM) Masarykovy univerzity v Brné¢. [79]
Staphylococcus aureus CCM 4516

Staphylococcus aureus se pouziva jako kontrolni kmen pro chemické dezinfekéni prostiedky
a antiseptické testovani, pro stanoveni antimikrobidlnich ¢inidel v pracovnich kapalinach,
antimikrobialnich konzervac¢nich prostfedkll a o¢nich pfipravki. Tato bakterie se fadi do 2.
rizikové skupiny. To znamend, ze mikroorganismy této skupiny mohou byt pfiinou
onemocnéni lidi a/nebo zvifat. Proti témto mikroorganismiim existuje obvykle ucinna

ochrana, a tudiZ jsou zplisobend onemocnéni 1éc¢itelna. [79; 80]
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Pseudomonas aeruginosa je nejCastéj§i pseoudomonadou, ktera se primarné vyskytuje
v biofilmech 1 planktonicky. Je mozné ji nalézt v pfirodnich 1 odpadovych vodach, v pade,
na kulturnich i divokych rostlinach, u volné zijicich a domacich zvirat, v potravinafstvi,
zejména na mase. Je soucasti mikroflory v tenkém stievé. Roste i v kultivacni padé
obsahujici acetat a amonné ionty jako zdroj uhliku a dusiku. Pseudomonas aeruginosa je

relativné resistentni vaci chemickym a fyzikdlnim vlivim. Pfeziva v roztocich
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s nedostatecnou koncentraci dezinfek¢nich latek a také v roztocich s vyssi koncentraci soli.

Tato bakterie se fadi do 2. rizikové skupiny. [79; 81]

6.3.2 Inokulace pouzitych mikroorganismi

Metodou kiizového roztéru byla provedena inokulace bakterii. Cilem této metody je ziskat
jednotlivé kolonie bakterii. Pomoci sterilni klicky, kterd byla vyzihana, je na povrch
kultiva¢niho média pfenesen vzorek bakterii, ktery je poté klickou rozetien tfemi
vodorovnymi ¢arami. Vyzihanou klickou je provedena dal$i sada vodorovnych ¢ary pies
¢ary puvodni. Tento postup je opakovén, a to vzdy sterilni klickou. Na zavér je vedena
posledni ¢ara pies posledni sadu car ke stfedu misky, a tim dojde k oddé€leni jednotlivych
kolonii. Petriho miska s takto pfeockovanym mikroorganismem se ponechd v optimalnich
podminkach (pro vySe zminéné bakterie se jedna o teplotu 35 + 2 °C po dobu 20 - 24 hod)
nariist. Po kultivaci je poté mozno vitdlni jednotlivé narostené kolonie pouzit pro dalsi

testovani. [82]

6.3.3 Diskova difizni metoda
Pomiicky a zafizeni:

e Petriho misky

e Zkumavky

e Stojan na zkumavky

e Inkubitor Memmert UN 55

e Tiepacka Vortex V-1 plus

e Korkovrt

e Nastavitelné automatické pipety Finnpipette F2 o riizném objemu

e Pocitac pfipojeny k automatickému pocitadlu kolonii SCAN 500®
Pouzity material:

e Mikroorganismy popsané v kapitole 6.3.1
e Vzorky dezinfekci

e Fyziologicky roztok

e M¢édium: Mueller-Hinton agar (MHA)
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Byla pouzita dehydratovana ptida Mueller-Hinton agar od firmy HiMedia Laboratories
Pvt. Ltd. Tato pida je doporucovana pro testovani antimikrobidlni citlivosti metodou
diftze v agaru nebo dilu¢ni metodou. Puda se pfipravuje piidanim 35 g do 1 000 ml

Cerstve destilované vody a sterilizuje se v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Slozeni MHA:

Peptony 3,0 g/l
Kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l

Agar 15,0 g/l

Ca** 20-25 mg/l

Mg?* 10-12,5 mg/1 [83]

Pracovni postup:

Inkubace bakterii pro difuzni jamkovou metodu probihala 24 hodin ptfed testovanim
pii teploté¢ 35 + 2 °C. Do zkumavky bylo napipetovano 18 ml sterilniho fyziologického
roztoku a sterilni vyzihanou kli¢kou byl vpraven testovaci bakterie v mnozstvi piblizng 10°

az 10® CFU/ml. Bakterialni suspenze byla zhomogenizovéna na vortexu.

Do sterilni Petriho misky byl napipetovan 1 ml suspenze mikroorganismii. Nadavkovana
suspenze byla pielita kultiva¢ni pidou MHA, ktera byla vytemperovana na 48 °C. Kultura s
pudou byla v misce promichdna kyvavymi pohyby. Misky byly ponechany v laminarnim
boxu do té¢ doby nezZ MHA ztuhnul. Sterilnim korkovrtem byly vyfiznuty v agaru kazdé
misky 2 otvory v dostatecné vzdalenosti od kraje misky i od sebe navzdjem. Do otvorl bylo
napipetovano 100 ul testovanych vzorki. Inkubace Petriho misek probihala dnem dolt

po dobu 24 hodin pii1 35 + 2 °C.

Po 24 hodinach byly odecteny inhibi¢ni zony jednotlivych testovanych vzorkil zméfenim
inhibi¢nich zon na pfistroji SCAN 500®. Testovani prob&hlo 3x vedle sebe pro kazdy typ

vzorku a bakteridlni kulturu.

6.3.4 Mikrobiologické testovani podle CSN EN 1040
Pomiicky a zarizeni:

e Bézné laboratorni sklo (Petriho misky, zkumavky)

¢ Nastavitelné automatické pipety Finnpipette F2
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e Ttepacka Vortex V-1 plus

e Stopky

e Inkubitor Memmert UN 55

e Teplomér

e Autoklav

e Vodni ldzen Memmert a VWR

e Pocitadlo kolonii Schuett count
Material:

e Mikroorganismy popsané v kapitole 6.3.1
e Vzorky dezinfekci
e Fyziologicky roztok

e Trypton —sojovy agar (TSA — Tryptic Soy Agar)

Byla pouZita dehydratovana ptida Trypton — sojovy agar od firmy HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd. Tato pida je obecn& pouzivand pro kultivaci nutriéné narocnych i nendrocnych
mikroorganismil a k testovani sterility prostfedi. Plida TSA se sterilizuje v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut.
SloZeni TSA:

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l

Sojovy pepton 5¢g1
Chlorid sodny 5¢1
Agar 15 g/l

e Tlumiva peptonova voda (Buffered Peptone Water w/ NaCl)

Byla pouZita tlumiva peptonové voda od firmy HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. Toto médiu
se pouziva jako predpomnozovaci pro zvySeni zachytnosti zejména poSkozenych bakterii
z potravin. Pouziva se pro ptipravu a fedéni vzorka. Tlumiva peptonova voda se pfipravuje
navazenim 16,09 g do 1000 ml destilované vody. Nasledné se zahiiva do tiplného rozpusténi.

Sterilizuje se v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
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SloZeni tlumivé peptonové vody:

Pepton 1,00 g/l
Chlorid sodny 4,30 g/l
Hydrogenfosforec¢nan (di)sodny 7,23 g/l

Dihydrogenfosfore¢nan draselny 3,56 g/l

e Neutralizator

Typ neutralizatoru antimikrobidlni aktivity u¢innych latek byl vybran na zékladé normy
CSN EN ISO 11930: Kosmetika — Mikrobiologie — Hodnoceni antimikrobialni ochrany
kosmetického vyrobku. Na neutralizator byl pouzit sojovy granulovany lecitin od firmy
Mogator s.r.o. Dalsi slozkou je Twen 80 od firmy HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. a
dodecylsulfat sodny od dodavatele Sigma Aldrich. [84]

Slozeni neutralizatoru:

Lecitin 3¢l
Tween 80 30 g/l
SDS (dodecylsulfat sodny) 4 g/l

Bé&hem celého méteni byla v laboratofi udrZzovana teplota 22 + 2 °C a relativni vlhkost 45 az

55 %.
Pracovni postup:
Priprava bakterialni suspenze

Bakteridlni suspenze byly pfipraveny do fediciho roztoku, tedy do Buffered Peptone water,
o koncentraci 10® CFU/ml, ptibliznd koncentrace se uréila po¢itanim pomoci Biirkerovy
komiirky pod mikroskopem. Pfesnd koncentrace se pak zjistila metodou postupného fedéni
a zalévani do agaru, kdy po 24hodinov¢ inkubaci pii 35 £ 2 °C se spocitaly vyrostlé kolonie

na miskach.
Test Na — stanoveni baktericidni koncentrace

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml destilované vody a 1 ml testovaci bakteridlni suspenze.

Zkumavka byla dostatecn¢ promichdna na vortexu a vlozena do vodni lazné pii 20 °C
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po dobu 2 min + 10 s. Po uplynuti doby bylo pfidano 8 ml testovaného vzorku. Zkumavka
byla znovu promichdna a vlozena do vodni 14zn€ na 5 min + 10 s. Pfed koncem méteného

Casu byla zkumavka ze smési N, opét promichana.

Ze smési N, byl odpipetovan 1 ml do zkumavky, ktera obsahovala 8 ml neutralizatoru a 1 ml
destilované vody. Zkumavka byla dikladné promichana na vortexu a uloZena do vodni 14zn¢
po dobu 5 min £ 10 s. Pfed koncem méteného ¢asu byla zkumavka opét promichdna. Na dvé
Petriho misky bylo napipetovano po 1 ml roztoku ze zkumavky. Roztok byl dale zpracovan
metodou postupného fedéni a zalévani do agaru (TSA), aby se zjistila koncentrace ptezivsich
bakterii, a misky pak byly inkubovany dnem vzhiiru po dobu 24 hodin pfi teploté 35 + 2 °C.

Schematicky je tento postup znazornén na obrazku 3.

Test Na

8 mi

testovaciho 1—{ Smin=10s
/ vzorku

‘ 1 ml vody

1 ml smési Na

i

| neutralizaéni ¢as 5 min

1 ml bakteridlni
SUSpENZe |

2min=10s e 8 rl*nl'
1 ml vody neutralizatoru
- N

vodni lazef vodni lazen
20°C 20°C

Obrazek 3 Schematické znazornéni postupu testu N, [69]

Validace
A — Kontrola experimentalnich podminek

Zkumavka s 1 ml destilované vody a 1 ml valida¢ni suspenze byla dikladné promichéna
aumisténa do vodni 1azné pii 20 °C po dobu 2 min = 10 s. Po uplynuti doby bylo
do zkumavky ptidano 8 ml destilované vody a zkumavka byla opét promichéna a vlozena
do volni 1azné, kde byla ponechana 5 min + 10 s. Pfed koncem plynuti doby se zkumavka

op¢t promichala na vortexu. Na dvé petriho misky bylo napipetovano po 1 ml roztoku
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ze zkumavky. Roztoky byly pielity 20 ml TSA mediem a krouzivym pohybem byl obsah
misek promichdn. Petriho misky byly inkubovany dnem vzhiru po dobu 24 hodin

pii 35 £ 2 °C. Schematicky je tento postup znazornén na obrazku 4.

A — Kontrola experimentalnich

podminek
8 mil vody
Smin+10s
1 mi validacni
suspenie
2min 10 s
e 1 ml vody

/s

vodni lazen
20°C

Obrdazek 4 Schematické zndzornéni kontroly experimentalnich podminek [69]

B — Kontrola neutralizatoru

Do zkumavky s 8 ml neutralizdtoru byl pfidan 1 ml destilované vody a 1 ml valida¢ni
suspenze. Zkumavka byla promichana na vortexu a vloZena do vodni l4zné pti 20 °C po dobu
5 min £+ 10 s. Pfed koncem plynuti doby, byla zkumavka opét promichana na vortexu. Na
dv¢ Petriho misky bylo napipetovano po 1 ml roztoku ze zkumavky. Roztoky byly pielity
20 ml TSA mediem a krouZivym pohybem misky bylo medium s roztokem promichano.
Petriho misky byly inkubovany dnem vzhiiru po dobu 24 hodin pti 35 + 2 °C. Schematicky

je tento postup znazornén na obrazku 5.
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B - Kontrola neutralizatoru

1 ml validacni
suspenze

Smin £10 s

1 mil vody

L&~18 Ml neutralizatoru

-

vadni lazen
20°C

Obrazek 5 Schematické znazorneni kontroly neutralizatoru [69]

C — Validace metody

Do zkumavky s 1 ml fediciho roztoku byl pfidan 1 ml destilované vody a 8 ml testovaného
vzorku (vzorek v nejvyssi koncentraci). Zkumavka byla promichéna na vortexu, vloZena
do vodni lazné€ pii 20 °C na dobu 5 minut, pfed koncem této doby byla opét promichana.
Z této smési byl odpipetovan 1 ml do zkumavky obsahujici 8§ ml neutralizatoru
a po promichani byla zkumavka vloZena do vodni 14zné¢ na 5 minut. Poté byl do této
zkumavky napipetovan 1 ml validacni suspenze a po promichani na vortexu byla zkumavka
op¢t vloZzena do vodni 1azné pii 20 °C na 30 minut. Po uplynuti této doby bylo ze zkumavky
odpipetovano po 1 ml na dvé Petriho misky a zalito do agaru (TSA). Petriho misky byly
inkubovany dnem vzhiiru pii 35 = 2 °C po dobu 24 hodin. Schematicky je tento postup

znazornén na obrazku 6.
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C - Validace metody

1 ml validacni
/ suspenze
8 mi
W testovaciho 1 mismésiC
VvZorku
k| 1 ml Fedici roztok SIS ‘
e 8 ml
1 ml vody neutralizatoru

vodni lazen
20°C

vodni lazen
20°C

30 min

Smin+10 5

Obrazek 6 Schematické znazornéni validace metody [69]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Kvalitativni analyza GC/MS

Pro porovnani jednotlivych vzorkii dezinfekénich ptipravki z hlediska antimikrobialniho
ucinku je velmi dulezité ovérit si chemické slozeni, které udava vyrobce v bezpecnostnich
listech nebo na etiket¢ vyrobku. V této diplomové praci k tomuto ucelu poslouzila
kvalitativni analyza plynovou chromatografii. Byly také sledovany rozdily ve vzorcich
v zé&vislosti na typu nastfiku vzorku do analyzatoru. Jednak byl proveden nastiik piimo
dezinfekéniho prostiedku, ale také byly analyzovany tékavé slozky téchto vyrobki pomoci

techniky headspace.

Samotna metoda plynového chromatografu a hmotnostniho detektoru byla v laboratofi
zavedena a zoptimalizovana tak, aby ji bylo mozné pouzit pro oba typy nastiiku vzorki
do injektoru zafizeni. Nalézt a zavést optimalni podminky se podatilo a vyslednd metodika

je uvedena vyse v kapitole 6.2.

7.1.1 Kapalny nastiik

Vysledky analyzy, tedy pfitomnost detekovanych latek v jednotlivych vzorcich
dezinfekénich piipravki, jsou souhrnné uvedeny v tabulce 11. V tabulce jsou uvedeny nazvy
jednotlivych detekovanych latek, které byly uréeny pomoci knihovny spekter NIST. Déle je
uveden retenéni &as (Ry) jednotlivych latek, kde byly detekovany. Ukolem diplomové prace
bylo zavedeni metody kvalitativni analyzy, proto je dale v tabulce uvedena ptitomnost (+)
nebo absence (-) kazdé slozky v daném vzorku. Veskera opakovani méfeni vzorkl vedle
sebe ukazala obdobna spektra, proto bylo mozné provedeni vyhodnoceni vzdy jen u jednoho
méfeni.

Vysledky ukézaly, Ze nejvice komplexni je vzorek ¢. 9. (Lavosept), tedy bezalkoholovy
dezinfek¢ni prostiedek na povrchy, dale vzorky €. 4. (Mikasept), 5. (Care alkoholovy ¢isti€)
a 7. (Agol). Zastoupeni velkého poctu latek v téchto vzorcich je zpiisoben pravdépodobné
tim, ze se jedna o Cisti¢e na povrchy, proto obsahuji také slozky odstranujici necistoty (nejen

mikroorganismy). Navic jsou tyto typy piipravkl ¢asto parfemované.

U dezinfekénich ptipravki na ruce byly pfedevsim identifikovany alkoholy. Vzorek 2. a 3.

obsahuji propan-2-ol, oproti tomu je vzorek ¢. 1 (Anti-COVID) etanolovy.
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V laboratofi byl ptipraven vzorek €. 1. (Anti-COVID) dle receptury WHO. Tento vzorek byl
vyroben z lihu denaturovaného 1 % Iékatského benzinu, vody, peroxidu vodiku a glycerinu.
Analyza kapalné¢ho podilu vzorku pomoci GC/MS potvrdila piitomnost uhlovodikovych
frakci benzinu a také glycerinu. Piitomnost glycerinu se také potvrdila u vzorku €. 3., tedy
vzorku Desmanol, ktery taktéz urcen pro persondlni pouziti. Glycerin se do tohoto typu
ptipravku pfidava z divodu jeho zvlachujiciho U€inku na pokozku. Nedochazi tak
k vysokému vysuSovani pokozky pii pouziti alkoholového piipravku. Ve vzorku ¢. 2.
(Manox) nebyl glycerin detekovan. Oproti tomu obsahuje isopropyl palmitat, ktery také
pusobi jako humektant. [85]

Vzorek dezinfekce pod komerénim ndzvem Manox (vzorek €. 2.) obsahuje dle vyrobce

povrchové aktivni latku myristyl alkohol, coz bylo také plynovou chromatografii potvrzeno.

Néazorné porovnani naméfenych spekter vzorka alkoholové dezinfekce na ruce je vidét
na obrazku 7. Z divodu Spatné ptehlednosti porovnani spekter dezinfekénich prostredki

na povrchy nejsou tato spektra do diplomové prace vlozena.

U vzorkti €. 4. a 9. byla nalezena v reten¢nim €ase 2,23 min slouc¢enina obsahujici v molekule
chlor. Pomoci knihovny spekter se nepodatila jeji pfesna identifikace. Nicméné diky této
sloZce je mozné u téchto dvou vzorkl potvrdit ptitomnost chlorované ucinné slozky, kterou
vyrobci deklaruji. Dale byla u obou, nalezena latka benzyl chlorid a sloucenina obsahujici
amin (ktera byla také detekovana ve vzorku €. 7.), coz také potvrzuje slozeni v tabulkach
uvedenych v kapitole 6.1. Tyto dva vzorky také obsahuji jako antimikrobni u¢inné slozky
etanol i1 propan-2-ol. Vzorek 4. navic obsahuje cetylpyrridinium chlorid. Podle kvalitativni
analyzy by se tedy dala predpokladat podobna antimikrobialni ti¢innost vzorku €. 4. a 9., coz
se také potvrdilo. U vzorku €. 5. se slozeni vzorku potvrdilo s vyjimkou minoritnich sloZek,
a to bromovan¢ slouceniny a citralu. Smés alkoholii se potvrdila u vzorku Cleamen (€. 6.).
Dezinfekce Agol pod oznacenim ¢. 7. podle vyrobce obsahuje glutaraldehyd. Ten se
nepodafilo ve spekter nalézt, pravdépodobné je pod limitem detekce vyvinuté metody.
Vzorek €. 8 je podle vyrobce a také podle hmotnostniho spektra slozen pouze z etanolu

a propan-1-olu.
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Obrazek 7: Porovnani spekter vzorkit alkoholovych dezinfekci na ruce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65
Tab. 11. Stanovené latky ve vzorcich dezinfekci — kapalny nastrik
Stanovena latka Rt [min] | Vz.1 |Vz.2 | Vz.3 | Vz.4 |Vz.5 |Vz.6 (Vz.7 |Vz.8 |Vz.9
Uhlovodiky C5-C6 (frakce benzinu) 1,4-1,5 |+ - - - - - - - -
Chlorovana slou¢enina 2,23 - - - + - - - - +
Propan-2-ol 2,35 - + + + - T T n n
Ethanol 2,41 + - - + + - + +
1-Propanol 3,29 - - - - - + - - -
Butanon 5,17 - - - - _ + - - _
D-Limonen 5,32 - - - - + - - - -
Propanamoniové slouceniny 9,0-10,5 | - - - - + - - - -
Benzyl chlorid 9,87 - - - + - - - - +
N,N-dimetyl-1-tridecamin 10,82 - - - + - - + - +
Cetylpyrridinium chlorid 11,91 - - - + - - - - -
N,N-dimethyl-1-pentadecanamin 13,23 - - - + - - - - -
N-ethyl-1,2-Ethanediamin 15,49 - - - - - - - - +
Isopropyl palmitét 15,93 - + - - - - - - -
Myristyl alkohol 17,31 - - + - - - - - -
(2-Methoxymethylethoxy)-propanol 17,58 - - - - + - - - -
Glycerin 18,84 + - + - - - - - -
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7.1.2 Headspace

Technika headspace byla optimalizovana pro dosazeni nasyceni par nad vSemi typy vzorkl
s ohledem na minimalizaci saturace detektoru a naopak udrzeni dostatecné citlivosti metody

na co neveétsi pocet slozek.

Vysledky kvalitativni analyzy dezinfekénich prostfedki plynovou chromatografii

v kombinaci s headspace technikou jsou uvedeny v tabulce 12.

Headspace analyza potvrdila u vzorku anti-COVID (vzorek €. 1.) obsah denaturaéniho
¢inidla benzinu a majoritni latky — etanolu. Glycerin v tomto ptipadé nebyl nalezen, protoze
se jedna o slouceninu s bodem varu 290 °C. U vzorku 2. a 3. se opét podaiilo potvrdit
ptitomnost propan-2-olu a isopropyl palmitatu, respektive myristyl alkoholu. Oproti tomu se
nepodafilo HS technikou nalézt v§echny slou€eniny u vzorku €. 4., byla potvrzena pouze

pritomnost alkoholti.

Nebylo piedpokladano, ze pfitomnost benzalkonium chloridu spadajiciho do skupiny
kvartérnich amoniovych soli bude potvrzena pomoci plynové chromatografie. Jak je totiz
znamo z odbornych publikaci, KAS se béZné¢ analyzuji pomoci kapalinové chromatografie.
Tyto latky tedy bylo moZné ve vzorcich dezinfekénich ptipravkd potvrdit pouze nepfimo
zjiSténim aminovych nebo chlorovanych slou¢enin vznikajicich jejich rozpadem. V odborné
studii bylo prokazano, Ze benzalkonium chlorid za¢ina tepelné degradovat pii teploté

145 °C. [86; 87]

Analyza vzorku €. 5. (Care) headspace technikou pomohla k identifikaci slozek, které
vyrobce uvedl v bezpecnostnim listu souhrnné pod oznacenim parfém. Tyto latky nebyly
metodou kapalného nasttiku detekované, pravdépodobné z divodu limitu detekce. Tak je
z tabulky 12. vidét, vzorek je bohaty na slozky esencidlnich oleji. Konkrétné se jedna o a-
pinen, B-pinen, majoritni D-limonen, eucalyptol, oktanal, dale tzv. rose oxid pochazejici
z rizové silice, dekanal, linalol, isobornyl acetat, citronellyl acetat, 2-methyl-2-(4-methyl-3-
pentenyl)-cyklopropankarboxaldehyd, ao-terpineol, citral, geranyl acetit a 1-dodekanol.
Podle vSech stanovenych slou€enin esencidlnich olejii lze usuzovat, Ze vyrobce pouZil

kvétinové a citrusové silice. [88; 89; 90]

U vzorku €. 5. se také pomoci HS techniky podatilo nalézt ve spektru piky odpovidajici

sloucening¢ 1-(2-methoxy-1-methylethoxy)-2-propanol, kterou vyrobce taktéz uvadi
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ve slozeni produktu. Z divodu spektralni odliSnosti tohoto vzorku od ostatnich je spektrum

zndzornéno v obrazku .
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Obrazek 8: MS spektrum vzorku ¢. 5. (Care alkoholovy cistic)

Pii analyze dezinfekce ¢. 6. (Cleamen) pomoci kapalného nastfiku nebylo ve vzorku
detekovano denaturacni €inidlo lihu. Nicmén& HS analyza objevila pfitomnost minoritnich
pikd uhlikovych fetézci C5 — C6 odpovidajici denaturacnimu ¢inidlu lihu. Lze tedy
konstatovat, zZe etanol pouzity pii vyrobé¢ této dezinfekce byl denaturovany benzinem. Déle

vzorek obsahuje etanol, propan-1-ol a propan-2-ol.

Vzorek ¢. 7. byl ve spektru velmi chudy, prokdzala se pouze ptitomnost propan-2-olu.
U dezinfekce pod oznacenim €. 8. byla potvrzena pfitomnost propan-2-olu i etanolu stejné,
jak tomu bylo u kapalného nastiiku. Vzorek ¢. 9. (Lavosept) 1 v tomto piipadé obsahuje

alkoholy propan-2-ol a etanol, dle byla potvrzena pfitomnost slouceniny na bazi dusiku.
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Tab. 12. Stanovené latky ve vzorcich dezinfekci — headspace
Slozka Rt [min] Vz.1 |Vz.2 |Vz.3 |Vz.4 | Vz.5 |Vz.6 |Vz.7 | Vz.8 |Vz.9
C5 — C6 (denaturacni slozka) 1,35-1,59 | + - - - - + - - -
Propan-2-ol 2,33 - + + + + + + + +
Etanol 2,39 + - - + - + - + +
a-Pinen 3,14 - - - - + - - - -
Propan-1-ol 3,26 - - - - - + R R _
B-Pinen 4,11 - - - - - - - - -
D-Limonene 5,31 - + - - + - - - -
Eucalyptol 5,42 - - - - + - - - -
Oktanal 6,59 - - - - + - - - -
Tetrahydro-4-methyl-2-(2-methylpropenyl)-2H- 7,49 - - - - + - - - -
pyran (,,Rose oxide*)
Dihydromyrcenol 9,03 - - - - + - - - -
1-(2-methoxy-1-methylethoxy)- 2-Propanol 9,13-9.81 | - - - - + - - - -
Dekanal 9,53 - - - - + - - - -
Linalol 10,10 - - - - + - - - -
Isobornyl acetat 10,73 - - - - + - - - -
Dimethylaminopropylamin 10,78 - - - - - - - - +
Citronellyl acetat 11,62 - - - - - - - -
2-Methyl-2-(4-methyl-3-pentenyl)- 11,99 - - - - - - - -
cyklopropankarboxaldehyd
a-Terpineol 12,09 - - - - + - - - -
Citral 12,57 - - - - + - - - -
Geranyl acetat 12,79 - - - - + - - - -
1-Dodekanol 15,15 - - - - + - - - -
Isopropyl palmitat 15,91 - + - - - - - - -
Myristyl alkohol 15,92 - - + - - - - - -
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7.2 Stanoveni antimikrobialni ué¢innosti

Pro zhodnoceni antimikrobidlni, respektive antibakterialni, u¢innosti jednotlivych typa
dezinfek¢nich prostiedkill na ruce a povrchy byly vybrany dvé metody. Bal pouzita diskova
difuzni metoda s modifikaci nanaseni vzorki do jamek. Dale byla v laboratofi zavedena

nova metodika testovani dezinfekénich prostiedkt dle normy CSN EN 1040.

7.2.1 Diskova difiizni metoda

Velikost inhibi¢nich z6n ziskanych touto metodou je ukazatelem G€innosti dezinfekce proti
danym testovacim mikroorganismiim z hlediska schopnosti téchto vzorki difundovat
do svého okoli. U této metody lze ocekéavat dobré vysledky u vzorkd, které nepodléhaji
rychlému vytékani antimikrobni u¢innych slozek.

Po inkubaci misek s tetovanym vzorkem byly pomoci automatického pocitadla kolonii
v jeho softwaru odeéteny priméry z6n inhibice s primérem jamky se vzorkem. Pro zjisténi
Sitky z6ny inhibice byly tedy vysledky ptepocteny podle vzorce (1). Vysledky jsou souhrnné

uvedeny v tabulce 13 jako primérna hodnota ze tiech stanoveni.

Ukazka vypo¢tu dat:

, T $itka inhibi¢ni zény—3sitka jamk
velikost inhibi¢ni zény[mm] = . 4 i d (1)

Vypocet pro vzorek €.5 - Pseudomonas aeruginosa:

21,2-9

velikost inhibi¢ni zény[mm] = >

Vzorek 1, 3 a 8, tedy dezinfekce Anti-COVID, Desmanol a Medi spray netvoifiu obou
testovanych bakteridlnich kment Zadnou nebo jen minimalni inhibi¢ni zoénu. To mlzZe byt
zpusobeno tim, ze testovaci mikroorganismy jsou do znacné miry rezistentni vici ptisobeni
antimikrobidlnich slozek nebo spiSe tim, ze jako ucinnou slozku obsahuji pouze alkohol,
ktery se pii naneseni do jamky rychle odpafil, a tedy nebyla zaruena dostatecna kontaktni

doba pottebna k ptsobeni. Vzorek €. 6 tvofil zoény inhibice o velikosti zhruba 1 mm u obou
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bakteridlnich kment. Mirné vyssi t€inek oproti prvn¢ zminénym vzorki je pravdépodobné

diky kombinaci vice alkoholl o rizném bodu varu. [91]

Z hlediska ucinku proti gram pozitivnimu kmeni S. aureus 1ze povazovat vzorky ¢. 2, 5, 7
a 9 za srovnatelné. Ve vzorku 2 k tomuto faktu napomohl obsah chlorhexidin-diglukonatu,
u vzorku 5 tomu bylo pravdépodobné diky silicim. Je znamo, Ze esencialni oleje silic maji
silné antimikrobialni vlastnosti. U vzorku 9 se jedna o ucinek slozky benzalkonium chloridu

a glutaraldehydu. [92]

Proti gram negativni P. aeruginosa lze oznacit na zéklad¢ vysledki vzorek ¢. 5. Je to
pravdépodobné diky komplexnimu slozeni, které zahrnuje obsah alkoholi amint i

esencialnich olejt. [93]

Tab. 13. Velikosti zon inhibice vzorkii dezinfekci

Vzorek ¢. | Nazev Velikost inhibi¢ni zény [mm)]
Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

1 Anti-COVID 0,33+ 0,09 0

2 Manox 8,98 £0,91 4,67+ 0,37
3 Desmanol 0 0,33 +0,47
4 Mikasept 10,58 £ 0,06 4,55+0,43
5 Care 8,63 £0,55 7,12+ 1,13
6 Cleamen 0,93 + 0,02 1,15+0,44
7 Agol 9,07 £ 1,06 3,38 £0,57
8 Medi Spray 0 0,42 +0,59
9 Lavosept 8,95+ 0,25 2,67+0,36

Pro vizuélni doplnéni vysledkl stanoveni inhibi¢nich zén dezinfekénich prostfedkd je dale
uveden obrazek 9. a 10., na kterych je jasné znatelny rozdil v G€inku vzorku €. 3 a 4 proti

obéma testovanym bakterialnim kmentim.
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o, 0 mmy * J

Manual addition : 1

Obrazek 9: Inhibicni zony proti S. aureus u vzorkii ¢. 4 (vlevo) a 3 (vpravo)

Obrazek 10 Inhibicni zony proti P. aeruginosa u vzorkii ¢. 4 (vlevo) a 3 (vpravo)
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7.2.2 CSN EN 1040

Testovaci bakteridlni suspenze byly pfipraveny vzdy Cerstvé pred samotnym testovani tak,
jak je popsano v kapitole 6.3.4. Bakterialni suspenze byly pfipraveny v mohutnosti N =
2,0-108 CFU/ml pro Staphylococcus aureus a N =1,2-10% CFU/ml pro Pseudomonas

aeruginosa. Vzorovy vypocet je uveden nize.

Obecny vzorec pro vypocet N:

Vzorec (2) vyjadiuje pocet bun¢k na ml v testovaci suspenzi. Z diivodu vyhodnocovani dvou

po sob¢ jdoucich fedéni testovaci suspenze se vypocte CFU/ml jako vaZeny primér.

C

= trotmy 10 @)
kde,
C je soucet hodnot V. vzatych v Givahu;
ni je pocet hodnot V. v niz§im fedéni, tj. 10°5;
n>  jepocet hodnot V¢ ve vys$sim fedéni, tj. 107;

105 je fedici faktor odpovidajici niz§imu fedén.

Vypocet N pro Staphylococcus aureus:

1984209
~2-10-°

N =2,0-108 CFU/ml
Norma déle udava nutnost vypoctu hodnoty Ny (3), ktera vyjadiuje pocet buné€k v ml
testovaci suspenze v kontaktnim ¢ase 0 (tedy na zacatku testovani). Hodnoty byly vypocteny

na No =2,0-10" CFU/ml pro Staphylococcus aureus a No=1,2-10” CFU/ml pro Pseudomonas

aeruginosa. Vzorovy vypocet je opet uveden nize.

Obecny vzorec pro vypocet No:

kde,
N vyjadiuje pocet bun€k na ml v testovaci suspenzi.

Vypocet Ngpro Staphylococcus aureus:
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Ny =2,0-108/10
Ny = 2,0 - 107 CFU /ml

Vzorovy vypocet samotné baktericidni G¢innosti Na podle vzorce (4) je uveden niZe.

Vysledky jsou dale v tabulce 14.

Obecny vzorec pro vypocet Na:

10-c

Na =— 4)
kde,

c je soucet hodnot V. vzatych v tvahu;

n je pocet hodnot V..

Ukazkovy vypodet Na pro vzorek ¢. 5 pfi fedéni 107 u Staphylococcus aureus:

10+ (169 + 153)
- 104

Na

Na = 3,2-107

Tato metoda je navrzena tak, Ze je zdkladni testovana koncentrace dezinfekéniho prostfedku
rovna 80 % objemovym. Norma poté navrhuje testovani dalSich fedéni testovanych
dezinfekci. BohuZzel z diivodu vladnich nafizeni kviili opatfenim k eliminaci $ifeni nového
typu koronaviru bylo mozné provést stanoveni baktericidniho G¢inku pouze u zékladni

koncentrace dezinfekci, navic testovani v laboratoii nebylo jiz mozné opakovat.

Ziskana a vypoctend data baktericidniho t¢inku dezinfekcénich piipravkl v koncentraci 80
% jsou uvedeny v tabulce 14. U vSech vzorkli kromé vzorku €. 5 (dezinfekéni prostiedek
Care) nebyly po kultivaci obou bakteridlnich kmeni na Petriho miskach nalezeny narostlé
kolonie bakterii. Divodii mlze byt n€kolik. Jednim z nich je, Ze testovand zékladni
koncentrace dezinfekci je baktericidni. V porovnani s odbornou literaturou studujici
ucinnost riznych dezinfekEnich ptipravka jsou ziskand data srovnatelnd. Stude autort G.
Wirtanen a S. Salotaké také potvrzuje, Ze alkoholové dezinfekce s obsahem alespoil 75 %
ucinkuji baktericidné. Niz§i antibakteridlni UCinnost vzorku ¢. 5 mulze byt zpisobena

nedostate¢nym obsahem alkoholu ve slozeni. Nicméné v porovnani s vysledky inhibi¢nich
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z6n se tento vzorek jevi jako ucinny. Pravdépodobné je zapotfebi nechat tuto dezinfekci

pusobit po delsi dobu k dosazeni baktericidniho efektu. [94; 93; 95]

Tab. 14. Ziskana a vypoctena data baktericidniho ucinku dezinfekcnich pripravkii

Vzorek ¢€. Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Redéni | Ve Na Redéni | Ve Na
1 10° 0 0 10° 0 0
107! 107!
2 10° 0 0 10° 0 0
10! 10!
3 10° 0 0 10° 0 0
107! 107!
4 10° 0 0 10° 0 0
107! 107!
5 10 169 | 153 | 3,2-10’ 10° 54 |47 |1,0-10°
107 18 |15 |3,3-10’ 10! 1 0 1,0-10?
6 10° 0 0 10° 0 0
107! 107!
7 10° 0 0 10° 0 0
107! 107!
8 10° 0 0 10° 0 0
10! 10
9 10° 0 0 10° 0 0
10! 10

Tabulka 15. shrnuje vysledky validace metody. Z hlediska validace metod CSN EN 1040 se

pracovni postup podle postupu A a B jevi v pofadku. Nicméné hodnoty validacni metody C

se prokazaly pouze u vzorku dezinfekéniho prosttedku €. 5. Chyba se pravdépodobné stala

pfi praci s zivymi mikroorganismy nebo volbou nevhodného neutralizatoru.
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Tab. 15. Ziskana data validace metody

Vzorek €. Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
A B C A B C

1 55 37 39 17 22 0
2 56 46 47 10 15 0
3 55 52 49 14 22 0
4 47 53 0 11 23 0
5 53 46 53 27 17 19
6 55 51 53 24 16 0
7 54 51 50 11 17 0
8 49 52 50 17 25 0
9 54 65 45 19 66 0
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo kvalitativni porovnani deviti vzorkl dezinfek¢nich prostredka

na ruce nebo na povrchy. Naméfena data kvalitativni analyzy byla dale porovnana

s antibakterialni uc¢innosti jednotlivych vzorkt dezinfekci.

Prvni cast praktické Casti se zabyvala kvalitativnim srovnanim dvou skupin dezinfekénich
prostiedkti z hlediska jejich chemického slozeni. Vysledky plynové chromatografie
potvrdily pfitomnost slou€enin, které vyrobci uvadeji v bezpecnostnich listech. Praktickou
analyzou vzorkl bylo zjisténo, Ze je vhodné pii téchto analyzach kombinovat stanoveni
vzorkd riznymi technikami. Bylo totiz zjisténo, ze headspace technika neodhalila v§echny
sloZzky vyrobkl. Porovnani takto ziskanych vysledkll s vysledky z analyzy kapalného

nastiiku pomohla ke komplexnéjsimu zhodnoceni dezinfekci.

Vysledky ucinku dezinfek¢énich prostfedkii z hlediska porovnani tvorby zén inhibice
naznaduji, ze lepsi pouzit kombinaci uéinnych latek. Oproti tomu testovani dle CSN EN

1040 potvrdilo baktericidni ti€inek vSech testovanych vzorkda.

V ramci diplomové prace byla zavedena a optimalizovana metodika pro kvalitativni analyzu
kapalnych kosmetickych pfipravkti obsahujicich tékavé slozky a dale byla zavedena
metodika testovani chemickych dezinfeké&nich p¥ipravki a antiseptik podle normy CSN EN

1040.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ASTM American Society for Testing and Materials

aw Vodni aktivita

BS Bunéc¢na sténa

CEN Comité Europeén de Normalisation (Evropskd komise pro
normalizaci)

CID Creutzfeldt-Jakobova nemoc

CLP Klasifikace, oznaCovani a baleni latek a smési

C. ¢islo

CSN Ceska technicka norma

DNA Deoxyribonukleové kyselina

DP Dezinfekéni prostiedek

EN Evropskou normu

ES Evropska spolecenstvi

EU Evropské unie

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)

GC Gas chromatography (Plynova chromatografie)

HBV Hepatitida B

HC Health Canada

HCV Hepatitida C

HIV Human Immunodeficiency Virus

KAS Kvartérni amoniové slouc¢eniny

LPS Lipopolysacharidy

MHA Mueller-Hinton agar

MS Mas spectrometer (Hmotnostni spektrometr)
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NIST National Institute of Standards and Technology

OECD Organisation for Economic Co-Operation and Development

OPA Orto-ftalaldehyd

PrP Prionovy protein

PrPSc Prionovy protein scrapie

REACH Registrace, evaluace, autorizace a omezovani chemickych latek
(registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)

RNA Ribonukleova kyselina

R¢ Retencni Cas

Sb. Sbirka zakont

TSA Tryptic Soy Agar

TC 216 Technicky dokument 216

USA Spojené staty americké (United States of America,)

uv Ultrafialové (z anglického ultraviole)

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)

WG Pracovni skupiny (working groups)
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