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Aktivita komeréne vyrabanych dezinfektantov voci
Stenotrophomonas maltophilia in vitro

Majtan V., Majtanova L.

Slovenska zdravotnicka univerzita, Ustav preventivnej a klinickej mediciny, Bratislava

Suhrn

Studovala sa in vitro antibakterialna téinnost 14 komeréne vyrabanych dezinfektantov voéi nozo-
komialnemu patogénu Stenotrophomonas maltophilia. Testované pripravky predstavovali 5
»Cistych“ kvartérnych améniovych zluéenin (KAZ) a 9 kombinovanych pripravkov s dalsimi zloz-
kami, ale so zakladnou zlozZkou KAZ. Antibakterialna u¢innost bola vyjadrena hodnotami MIC
a EDj;, ako aj inhibiciou rychlosti inkorporacie radioaktivnych prekurzorov [14C] adeninu a [14C]
leucinu. Podla aktivity dezinfektanty boli rozdelené do styroch skupin. Prva skupina obsahovala
pripravky so silnym inhibiénym aéinkom (MIC 0,045-0,09 |1g/ml) kde patrili Benzalkonium chlorid
a Triquart. Druha skupina obsahovala pripravky s dobrou antibakterialnou u¢innostou (MIC
nost prejavil Cetrimid (MIC 50-100 ug/ml) a patril do stvrtej skupiny. Uéinok $tudovanych pri-
pravkov na biosyntetické procesy vyjadreny hodnotami R (IC5), Ade : IC5y Leu) ukazal, Ze tieto
hodnoty byli < 1 iba po pdsobeni latok Hexaquart plus, Diesen forte, Sokrena, Forten, ID 212 a Cet-
rimid. NizZ8ie hodnoty IC5,Ade, IC5iLeu Studovanych pripravkov naznacuja zasah do syntézy nuk-
leovych kyselin a proteinov, ¢o sa prejavilo inhibiciou oboch prekurzorov. Endogénnu respiraciu
najuéinnejsie inhibovali takmer na 50% pri koncentracii 0,78 ug/ml Cetrimid a Microbac forte.
Respiraciu totalne inhibovali pripravky Almyrol, Diesen forte, Microbac forte v koncentracii 6,25
ug/ml a pripravky FD312, Triquart, Hexaquart plus, Hexaquart S, ID212, TPH 5225 v koncentracii
12,5 pg/ml.

Klucéové slova: dezinfekéné pripravky - inkorporacia [14C] prekurzorov - respiracia — Stenotro-
phomonas maltophilia.

Summary

Majtan V., Majtanova L.: In Vitro Activity of Commercially Available Disinfec-
tants against Stenotrophomonas maltophilia

In vitro antibacterial efficacy of 14 commercially available disinfectants against the hospital pat-
hogen Stenotrophomonas maltophilia was tested. The test disinfectants included 5 “pure” quarte-
nary ammonium compounds (QACs) and 9 combination formulations with QACs as the major
ingredient. Antibacterial efficacy was expressed as MIC, EDj5, and inhibition of the rate of incor-
poration of radioactive precursors [14C] adenine and [14C] leucine. Based on their activity, the
disinfectants were divided into four groups. Group I characterized by high inhibitory activity
(MIC 0.045-0.09 pg/ml) comprised benzalconium chloride and Triquart. Group II included formu-
lations with good antibacterial activity (MIC 0.19-0.78 ng/ml) while group III formulations showed
MICs between 1.56 and 25 ug/ml. The less active Cetrimid (MIC 50-100 ng/ml) was classified into
group IV. When effects on biosynthetic processes expressed as R values (IC5y Ade : IC5, Leu) were
tested, R < 1 was only recorded for the following formulations: Hexaquart plus, Diesen forte, Sok-
rena, Forten, ID 212 and Cetrimid. Lower values of IC5, Ade and IC5y Leu are suggestive of effects
on the synthesis of nucleic acids and proteins leading to inhibition of the two precursors. Endo-
genous respiration was almost 50 % inhibited by Cetrimid and Microbac forte at a concentration
of 0.78 ug/ml, and 100 % inhibited by Almyrol, Diesen forte and Microbac forte at a concentration
of 6.25 pug/ml and by FD312, Triquart, Hexaquart plus, Hexaquart S, ID 212, TPH 5225 at a con-
centration of 12.5 ug/ml.

Key words: disinfectants - incorporation of [14C] precursors - respiration - Stenotrophomonas
maltophilia.
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Stenotrophomonas maltophilia je Siroko rozsi-
reny vyznamny oportinny patogén spajany
s nozokomialnou kolonizaciou a infekciou [1, 8,
23]. Tento bakterialny druh je spajany s réoznymi
ochoreniami, hlavne u imunokompromitovanych
osob, ako aj v poslednych §tadiach pacientov
s cystickou fibrézou [1, 6]. Hoci mechanizmy viru-
lencie S. maltophilia boli malo §tudované, tento
patogén je spajany so sepsou, endokarditidou,
konjunktivitidou, mastoitidou, meningitidou,
s infekciami postooperaénych ran, s abscesmi,
pneumoniou a infekciami mocového traktu [3-5,
21].

Dezinfekéné pripravky obsahujice kvartérne
amoniové zluceniny (KAZ) sa Siroko pouzivaju
v nemocniénom prostredi a v potravinarskom
priemysle. Maju viaceré vyhody oproti inym bez-
ne pouzivanym dezinfektantom, ako st nekoro-
zivnost, nizka toxicita a vysoka povrchova aktivi-
ta. Pri pouzivani dezinfektantov tohto typu je
potrebné brat do tvahy niektoré faktory ovplyv-
nujace ich aktivitu, ako je pH, teplota, koncentra-
cia, pritomnost organickych latok, pritomnost
uréitych iénov, typ mikroorganizmu a iné [18, 24].

S. maltophilia je prirodzene rezistentny pato-
gén na mnohé antibiotika vratane B-laktamov
a aminoglykozidov [8]. Literarne tdaje dokazuju,
Ze vyvoj rezistencie na antibiotikd niektorych
nozokomialnych baktérii nekoreluje so zvySenou
rezistenciou na dezinfektanty [20].

Tato studia hodnoti G¢innost komeréne vyrobe-
nych dezinfektantov na rast, biosyntetické proce-
sy (syntézu nukleovych kyselin a proteinov) a na
respiraciu kmena S. maltophilia izolovaného zo
spuata pacienta s nozokomialnou infekciou.

Material a metody

Bakterialny kmeni: S. maltophilia bol izolovany zo spuita
pacienta s nozokomialnou infekciou. Tento kmeni bol rezi-
stentny na ampicilin, amoxycilin — klavulanovu kyselinu,
cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim, cefoperazon, gentamicin,
amikacin a meropenem.

Dezinfekéné pripravky: testovalo sa 14 pripravkov. Sku-
pina A obsahovala ,éisté“ KAZ: Benzalkonium chlorid, (alkyl-
dimetylbenzylaménium chlorid, Sigma, USA) Cetrimid
(alkyltrimetylamoénium bromid, Sigma, USA), FD 312 (13
g 50% N-alkyl-N-benzyl-N,N-dimethylaméniumchlorid, Bie-
tigheim — Bissingen, Germany), Sokrena (7 g didodecyldime-
tylamoéniumchlorid, Bode Chemie Hamburg, Germany), Tri-
quart (30-35 g alkyldimethylbenzylaméniumchlorid, Henkel
Hygiene GmbH, Germany).

Skupina B obsahovala kombinované pripravky (KAZ+ dal-
sie zlozky): Almyrol (alkylaminderivat, didecylmetylamoni-
umchlorid, polyhexametylenebiguanidium chlorid, Germany),
Diesin forte (15 g alkyldimetylbenzylamonium chlorid, 2
g polyhexametylenebiguinidinium chlorid, 2 g 2-hydroxybife-
nyl, Henkel Hygiene GmbH, Germany), Hexaquart plus (6
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g didecylmetylaménium chlorid, 5,5 g dodecyldipropylentria-
min, biguadinium acetate, B. Braun Melsungen, Germany),
Hexaquart S (3 g didecyldimetylaméniumchlorid, 7,6 g ben-
zalkoniumchlorid, B. Braun Melsungen AG, Germany), ID 212
(18,8 g 50% alkylbenzyldimetylamoénium chlorid, Bietigheim-
Bissingen, Germany), Microbac forte (20 g benzalkoniumchlo-
rid, 5 g dodecylbispropylidentriamin, Bode Chemie, Hamburg,
Germany), TPH 5225 (20 g benzalkonium chlorid, 35 g pheno-
xypropanol, Schiillke & Mayr, Germany), Forten (glutaralde-
hyde, 2-brome-2-nitropropandiole, Banchem, Slovakia), Kvart
(isopropylalkohol, KAZ, Banchem, Slovakia).

Urcenie antibakterialnej uéinnosti: Bakteridlna sus-
penzia sa pripravila z inokula kmena S. maltophilia (Aggg =
0,8) inokulovanim 0,4 ml do 6,5 ml syntetického kultivaéného
média [22] v L-skimavkach, ktoré sucasne sluzili ako kyvety
na meranie absorbancie. Studované dezinfektanty rozpustené
a zriedené do pozadovanych koncentracii v sterilnej destilova-
nej vode boli pridané v mnozstve 0,1 ml. Kultivacia prebieha-
la za podmienok intenzivnej aeracie pri 37 °C , 24 h. Rast sa
sledoval spektrofotometricky pri 600 nm (Specol, Carl Zeiss,
Jena, Nemecko).

MIC sa uréila ako najnizsia koncentracia latky, ktora inhi-
bovala rast bakterialnej kultiry. Hodnoty EDj, sa vypocitali
matematicko-grafickou metédou z rastovych kriviek po 8
h kultivacie. Hodnoty EDj, predstavuji koncentraciu latky,
ktora vyvolala 50% potlacenie rastu.

Inkorporacia 14C-prekurzorov: 0,4 ml suspenzie bakte-
ridlneho kmeria (Agg = 1,0) sa inokulovalo do 10 ml syntetic-
kého média a suspenzie sa inkubovali za podmienok intenziv-
nej aeracie pri 37 °C do logaritmickej fazy rastu (Aggg =
0,8-1,0). Suspenzia sa rozdelila do skimaviek po 1 ml, ku kto-
rej sa pridalo 10 ul testovanej zluéeniny v pozadovanej kon-
centracii. Zmesi sa predinkubovali 10 min za podmienok
intenzivnej aeracie pri 37 °C. Do prvej série skimaviek, v kto-
rej sa zistovala inhibicia syntézy nukleovych kyselin, sa pri-
dalo 5 ul [14Cladeninu a do druhej série skimaviek, kde sa sle-
dovala inhibicia syntézy proteinov, sa pridalo 10 ul
[14C]leucinu. Inkubécia s prekurzormi trvala 1 h pri 37 °C za
podmienok intenzivnej aeracie. Obe série skumaviek sa potom
preniesli na 30 min do ladového kupelu, pricom do kazdej sku-
mavky sa pridal 1 ml ladovej 10% kyseliny trichléroctovej. Po
odstredeni sa precipitaty premyli 1 ml ladovej 5% kyseliny tri-
chléroctovej. K precipitatom sa po odstredeni a odstraneni
supernatantu pridalo 5 ml scintila¢nej kvapaliny a radioakti-
vita sa merala na scintilatnom pocita¢i (Rack-Beta, LKB,
Svédsko).

Respiracia: Respiracia sa ur¢ila polarograficky pouzitim
Clarkovej elektrody na oxygrafe (Gilson Medical Electronics,
Yellow Springs, USA). 16 h kultura S$tudovaného kmena
v exponencidlnej faze rastu (Aggg = 0,8-1,0) sa scentrifugo-
vala, bunky sa premyli dvakrat TRIS — tlmivym roztokom
(pH 7,4) a koncentrovali sa na hustotu zodpovedajicu 80 mg
suchej vahy na 1 ml. Do nadobky oxygrafu sa pipetovalo
1,5 ml TRIS — tlmivého roztoku. Spotreba kyslika sa monito-
rovala, ked systém dosiahol teplotu 37 °C. Suspenzia buniek
bola pridana za konstantného mieSania. Monitorovanie trva-
lo 10 min a linearna ¢éast krivky sa pouzila na vypoéet rych-
losti spotreby kyslika. Rychlost respiracie sa vyjadrila
v nanomoéloch spotrebovaného kyslika za minutu zodpove-
dajuicu suchej vahe buniek.

Vysledky

Antibakterialna ucéinnost testovanych dezin-
fektantov vyjadrend hodnotami MIC a EDg je
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Tab. 1. Antibakterialna tuc¢innost dezinfekénych pripravkov
vodi S. maltophilia

Table 1. Antibacterial efficacy of disinfectants on Stenotro-
phomonas maltophilia

B

Tab. 2. Uéinok dezinfekénych pripravkov na rychlost inkor-
poracie [14C] prekurzorov u S. maltophilia

Table 2. Effects of disinfectants on the rate of incorporation
of [14C] precursors in Stenotrophomonas maltophilia

EDg( koncentracia latky (ug/ml) potrebna pre potlacenia
rastu o 50 %.

uvedena v tabulke 1. Na zaklade tychto vysledkov
boli dezinfektanty rozdelené do Styroch skupin.
Prva skupina obsahovala pripravky, ktoré inhibo-
vali rast v rozsahu MIC 0,09-0,19 ug/ml. Do tejto
skupiny patrili len Benzalkonium chlorid a Tri-
quart. Druha skupina pripravkov bola menej
ucinna (0,19-1,56 pg/ml), a obsahovala pripravky:
Almyrol, Hexaquart plus, Microbac forte, TPH
5225, Sokrena, Diesin forte, Hexaquart S, ID212.
Do tretej skupiny patrili dezinfektanty FD312,
Forten a Kvart s najniZSou uéinnostou (MIC

Dezinfekény pripravok ICxq R=[IC5( Ade :
Skupina| Dezinfekény MIC EDs (pg/ml) ICx( Leu]
pripravok ug/ml ug/ml [14c] Ade [14C] Leu

I Benzalkonium chlorid 0,09-0,19 0,050 Benzalkonium chlorid 0,812 0,62 1,17
1. Triquart 0,09-0,19 0,025 Hexaquart plus 0,92 6,30 0,15
I1. Almyrol 0,19-0,39 0,03 Triquart 5,62 1,60 3,61
1I. Hexaquart plus 0,19-0,39 0,064 Diesin forte 5,80 9,14 0,634
1I. Microbac forte 0,19-0,39 0,038 Microbac forte 6,45 2,30 2,80
1I. TPH 5225 0,19-0,39 0,11 Almyrol 7,24 2,88 2,51
1L Sokrena 0,39-0,78 0,194 Sokrena 9,95 17,38 0,57
11. Diesin forte 0,39-0,78 0,19 TPH 5225 10,71 5,25 2,04
1I. Hexaquart S 0,39-0,78 0,052 Forten 13,18 16,21 0,813
II. 1D212 0,39-0,78 0,50 Hexaquart S 13,80 9,12 1,51
111 FD 312 1,56-3,12 | 0,960 FD312 18,62 15,85 1,17
II1. Forten 1,56-3,12 1,0 D212 34,67 77,6 0,45
jiid Kvart 12,5-25 0,19 Kvart 66,06 47,0 1,43
Iv. Cetrimid 50—100 7,68 Cetrimid 91,2 316,2 0,29

1,56-25 pg/ml). Nejmenej ucinny bol pripravok
Cetrimid, ktory inhiboval bakteridlny rast az
v koncentracii 50-100 ug/ml a patril do Stvrtej
skupiny.

Vplyv testovanych dezinfektantov na metabo-
lizmus S. maltophilia bol $tudovany sledovanim
rychlosti inkorporacie [14C] adeninu a [14C] leuci-
nu do TCA nerozpustnych frakcii buniek. Indikéa-
torom syntézy nukleovych kyselin bola inkorpo-
racia [14C] adeninu a syntézy proteinov
inkorporacia [14C] leucinu. Inhibiény uéinok tes-
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Obr. 1. Inhibicia endogénnej respiracie S. maltophilia (skupina A)

Fig. 1. Inhibition of endogenous respiration in Stenotrophomonas maltophilia(group A)
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Obr. 2. Inhibicia endogénnej respiracie S. maltophilia (skupina B)

Fig. 2. Inhibition of endogenous respiration in Stenotrophomonas maltophilia (group B)

tovanych pripravkov je charakterizovany hodno-
tami ICjy, t.j. koncentraciou latky v ug/ml ktora je
potrebna na 50% zniZenie rychlosti inkorporacie
[14C] prekurzorov. Vhodnejsi parameter na vyjad-
renie téinnosti st R hodnoty (IC5q Ade: IC5, Leu),
ktoré si uvedené v tabulke 2. Na zaklade tychto
hodnét pripravky Benzalkonium chlorid a FD312
majd rovnaky stupen déinnosti na syntézu nuk-
leovych kyselin a proteinov. Skupina Siestich pri-
pravkov Cetrimid, Sokrena, Hexaquart plus,
ID212, Diesin forte a Forten zasahovala primarne
do syntézy nukleovych kyselin. Na druhej strane
pripravky Triquart, Kvart, Hexaquart S,
TPH5225, Almyrol a Microbac forte primarne
zasahovali do syntézy proteinov.

Na obr. 1 (skupina A) a obr. 2 (skupina B) je
znazorneny ucinok dezinfektantov na endogén-
nu respiraciu S. maltophilia. Najuéinnejsie
boli Cetrimid a Microbac forte, ktoré v kon-
centracii 0,78 ug/ml inhibovali respiraciu tak-
mer na 50 % oproti kontrole. Naopak, najmene;j
ucinnych bolo 9 pripravkov — Benzalkonium
chlorid, Sokrena, Triquart, TPH5225, Almyrol,
Diesin forte, ID212, Hexaquart S a Hexaquart
plus, ktoré inhibovali respiraciu pri vysSich
koncentraciach 1,56-3,12 pg/ml. Totalne inhi-
bovali respiraciu pripravky Almyrol, Diesin
forte a Microbac forte v koncentracii 6,25 pg/ml
a pripravky FD312, Triquart, Hexaquart plus,
Hexaquart S, ID212 a TPH5225 v koncentracii
12,5 ug/ml.

Diskusia

Pouzivanie vhodnych dezinfekénych priprav-
kov ma velky vyznam v nemocniénej hygiene
v zabraneni rizika kontaminéacie. Dezinfektan-
ty obsahujice kvartérne amoniové zldceniny
(KAZ) patria ku zakladnym dezinfektantom [9,
19]. Pretoze S. maltophilia v sufasnosti pred-
stavuje vyznamného nozokomialneho oportun-
neho patogéna, ktory je prirodzene rezistentny
na antibiotika, hodnotili sme voéi nemu uéin-
nost 14 komercéne vyrobenych dezinfektantov
obsahujucich bud iba KAZ (5 pripravkov), alebo
KAZ s dalsimi zlozkami (9 pripravkov). Anti-
bakteridlna u¢innost Studovanych pripravkov
bola vyjadrena hodnotami MIC, ktoré boli
vhodné pre porovnanie s dc¢inkami pripravkov
na metabolické procesy S. maltophilia. Tohto
nozokomialneho patogéna sme vybrali z dévodu
jeho znaénej rezistencie vo¢i antibiotikdm
a beznym dezinfektantom. V§etky testované
pripravky, okrem Kvartu a hlavne Cetrimidu,
prejavili vysoku antibakterialnu téinnost. Naj-
ucinnejsie boli Benzalkonium chlorid a Tri-
quart s hodnotami MIC 0,09-0,19 upg/ml.
V nasej predchadzajicej stadii [14] sme zistili,
7ze Benzalkonium chlorid bol najtaéinnej$i aj
vo€i inym nozokomiilnym patogénom S. mar-
cescens a P. aeruginosa. Dezinfektanty zloZzené
z organickych amoéniovych soli prejavili vysoka
antibakterialnu aktivitu vo¢i E. cloacae [13]
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a tieZz voci potravou prenasanému patogénu S.
Typhimurium [14]. Na druhej strane tento typ
dezinfektantov sa ukazal byt menej G4¢inny voéi
P. aeruginosa, [11, 14, 15] a S. marcences
s vynimkou Benzalkonium chloridu. Podobne
Orsi a spol. [17] popisali relativne slabu aktivi-
tu dezinfektantov na baze KAZ voéi P. aerugi-
nosa, okrem pripravkov kombinovanych s dalsi-
mi aktivnymi zlozZkami. Nozokomialny patogén
S. maltophilia Studovany v tejto praci aj na-
priek jeho multirezistencii na antibiotika bol
na testované dezinfektanty vysoko citlivy. Rut-
tala et al. [20] tiez nedokazali korelaciu medzi
rezistenciou na antibiotikd a citlivostou voéi
dezinfektantom.

KAZ patria medzi membranovo aktivne zla-
¢eniny viazice sa na cytoplazmatickd membra-
nu a ovplyviiujice metabolizmus bunky. Pre
ich antimikrébnu dcéinnost je rozhodujtaci ich
amfifilny charakter a hydrofébna rovnovaha
celej molekuly [2, 7]. Inhibi¢ny uc¢inok testova-
nych dezinfektantov bol merany hodnotami
ICsp, t.j. koncentraciou pripravku v pg/ml
potrebnu pre 50% zniZenie rychlosti inkorpora-
cie [14C] prekurzorov. Na vyjadrenie tejto uéin-
nosti je vhodnej$i parameter R hodnét, ¢o je
pomer ICj5y Ade: IC5y Leu, uvedeny v tabulke
2. Velmi nizke hodnoty IC5yAde a IC5yLeu tes-
tovanych dezinfektantov poukazuju na zasah
tychto zltéenin do syntézy nukleovych kyselin
a proteinov, ¢o je vyjadrené inhibiciou oboch
prekurzorov.

R hodnoty inhibicie okolo 1, aké sa zistili pri
pripravkoch Forten, Diesin forte, Benzalkonium
chlorid, FD312 a Kvart su typické pre biologic-
ky aktivne zliceniny, zasahujice do energetic-
kého metabolizmu bunky [10, 12, 13, 16]. Podob-
ne uéinny voéi E. cloacae bol Benzalkonium
chlorid [13]. Studie o aktivite KAZ dokazali, ze
prva je ovplyviiovana cytoplazmatickd membra-
na a potom zliceniny prenikaju do bunky
a ovplyviiuji cytoplazmatické enzymy [7]. Dal-
§im dokazom poskodenia integrity membrany je
inhibicia respiracie. Enzymy pre respiraciu
bunky a produkciu ATP st v cytoplazmaticke;j
membrane. Intenzita respiracie po poésobeni
amfifilnych zluéenin zavisi na degradacii
a transporte substratu. Cetrimid mal najnizsiu
antibakterialnu dcinnost voéi S. maltophilia,
ale na druhej strane inhiboval respiraciu jeho
buniek takmer na 50 % vo¢i kontrole uz v kon-
centracii 0,78 ug/ml. Naopak tento pripravok
neinhiboval endogénnu respiraciu E. cloacae
[13]. Diesin forte mal najsilnej§i uéinok na
endogénnu respiraciu S. maltophilia a tiez na
inkorporaciu prislugnych [14C] prekurzorov.

B

Zavery

Ziskané vysledky naznacuju, Ze dezinfekéné
pripravky na baze KAZ okrem jedného, boli vyso-
ko t¢inné voéi nozokomialnemu patogénu S. mal-
tophilia. Popisané metody ovplyviiujice biosynte-
tické procesy poukazuji na mechanizmus uéinku
testovanych dezinfektantov.
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