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SOUHRN

Experimentalné redici neutralizacni metodou - kvantitativnim suspenznim testem bez
pritomnosti zatéze - byla ovérena vysoka schopnost biocidnich ¢inidel Hvézda a PTSPCH-J

inaktivovat spory Bacillus anthracis.

Kli¢ova slova: antrax - spory — Bacillus anthracis - inaktivace.

SUMMARY

Severa J., Klaban V1., Cerny T., Bernadiova I., Cabal J.: Sporicidal Agents Highly Effective in

Inactivating Bacillus anthracis Spores

By the dilution-neutralization test - a quantitative suspension test without organic load - the
biocidal products Hvézda and PTSPCH-J have been shown highly effective in inactivating

Bacillus anthracis spores.
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Uvod

Bacillus anthracis (B. anthracis) je fazen mezi
vysoce rizikova biologicka agens [7, 11] vyuzitel-
na zejména k teroristickym utoktm. Zvlastni
pozornost tomuto agens zacala byt vénovana po
sérii tzv. antraxovych dopist po 11. zari 2001
v USA, které mj. vedly u 11 kontaminovanych
0sob po vdechnuti spor k inhalaé¢nimu antraxu,
z nichz pét jich zemielo [11].

B. anthracis je nepohybliva grampozitivni spo-
rulujici ty¢inka délky mezi 4-8 um, praméru
1-1,5 um. Spéry B. anthracis jsou vysoce odolné
nejen vuci vlivam zevniho prostiedi, ale také ruz-
nym fyzikalnim faktortm a biocidnim ¢inidlam.
Pravé tyto vlastnosti spér zvyraznuji nebezpec-
nost a riziko onemocnéni antraxem a predstavuji
infekéni formu mikroorganismu B. anthracis.

P#i¢inou onemocnéni je kompletni antraxovy
toxin tvoreny trojici proteini: protektivni antigen,
edematézni faktor a letdlni faktor, pFicemz jedno-
tlivé faktory samy o sobé nejsou toxické. Spory
antraxu jsou nejprve fagocytovany mikrofagy, ve
kterych pak dochazi k jejich germinaci a mnoZeni.
Poté jsou syntetizovany jednotlivé slozky antra-

xového toxinu. Spéry jsou ovalného tvaru velikos-

ti priblizné 1-3 um.

Jsou znamy tii formy onemocnéni:

a) plicni — jejim prvotnim projevem jsou zvySena
teplota, slabost, bolest v oblasti hrudniku, dus-
nost;

b) kozni — zaéina svédénim, poté se vytvoii nebo-
lestivy pupinek, ktery se nasledné méni v maly
puchy¥ naplnény mikroorganismy a leukocyty,
a po prasknuti puchyie se v misté infekce
vytvori nejprve hnisavy, pozdéji nekroticky
zéernaly vied;

¢) stfevni — projevuje se vysokou horec¢kou a krva-
vymi prajmy.

Existuje dostatek literarnich pramenu popisu-
jicich snahu védeckych pracovniki nalézt zptsob,
jak rychle a u¢inné inaktivovat spory B. anthra-
cis, avSak ne vSechny zpusoby jsou v praxi vyuzi-
telné, ¢asto vyzaduji specialni technické vybave-
ni, ovérované nutné doby expozice jsou dlouhé,
stuper inaktivace spor je nizky apod.

Rogers, J. V. et al. ovérovali vyuziti plynného
formaldehydu o koncentraci 1000 ppm pi#i dobé
pusobeni 10 hodin k inaktivaci spor B. anthracis,
jimiz bylo kontaminovano sedm druht vnitinich
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povrchu [8]. Za popsanych podminek experimen-
tu bylo zjisténo vyrazné sniZzeni schopnosti rastu
B. anthracis na vSech kontaminovanych povr-
chéach.

Byl také ovérovan ucinek vysokého tlaku vzdu-
chu a vyssich teplot na inaktivaci spér B. anthra-
cis [2] se zavérem, Ze k inaktivaci spér nedochazi
za atmosférického tlaku p#i teplotach 20, respek-
tive 45 °C pti dobé expozice 360 min. Jsou popsa-
ny rozdilné prubéhy zavislosti stupné inaktivace
spor pro teploty 45 ¢i 75 °C a tlaky 280, 400 a 500
MPa.

V jiné praci [3] je popsano vyuziti UV zareni
vlnové délky 254 nm a dale zateni gama k inakti-
vaci spor B. anthracis. Pro srovnani uéinka byly
pouzity spéry Bacillus cereus (B. cereus) pro jejich
podobnost se sporami B. anthracis. Ovérili, ze
spory B. anthracis kmen Sterne jsou vice rezi-
stentni vuéi UV,__, zafeni neZ spory B. cereus
a dale, Ze suché spory na tuhém povrchu jsou rezi-
stentnéjsi, nez jsou-li ve formé vodné suspenze.
K podobnym zavéram dospéli i p#i sledovani aéin-
ku zaieni gama.

Armon R. et al. se zabyvali vyuzitelnosti foto-
katalyzy za pfitomnosti nanoéastic TiO, k dezin-
fekci vody kontaminované spérami B. anthracis
[1]. Princip uéinkd objasnuji zvySenou tvorbou
hydroxylovych radikala (HO') aktivnich p#i oxi-
daénim procesu, zejména ve vodném prostiedi.
Radikaly pusobi jako silny biocid.

Za zajimavou lze povazovat studii kinetiky
inaktivace avirulentnich spér B. anthracis v mlé-
ce pusobenim tepla a peroxidu vodiku [12].
Vysledky studie vedou k zavéru, Ze kombinace
teplot 90-95 °C a peroxidu vodiku o koncentraci
0,05-0,5 % mohou byt pfipadné vyuzity k odstra-
néni této kontaminanty z mléka do té miry, Ze
mléko bude bezpeéné pouzitelné.

Rose L. J. et al. ovérovali iéinek volného (aktiv-
niho) chléru na inaktivaci spér sedmi bakterial-
nich agens vyuZitelnych k teroristickym utokam
vedoucim ke kontaminaci zdroja pitné vody [9].
Dospéli k zaveéru, ze existuji rozdily nejen v nut-
nych minimalnich koncentracich volného chléru
a predem ovérenych dobach expozice pro rtzna
agens, ale také i pro rizné kmeny téze kontami-
nanty, jak to bylo zjisténo pro spéry B. anthracis
kmene Amiens, ¢i kmene 34F2. Piitom musi byt
bran zietel i na podminky, za nichz je ovérovani
uskuteénéno, tj. zejména na pH a na teplotu pro-
stiredi.

V jiné studii jsou popsany spoéricidni téinky bio-
cidt bez pritomnosti rezidui a za pritomnosti rezi-
dui (plnotuéného mléka, vaje¢ného zloutku
a moucné pasty) na inaktivaci avirulentnich spor
B. anthracis kment 7702, ANR-1 a 9139 [5]. Byly
pouzity: peroxooctova kyselina, chlornan sodny
a peroxid vodiku rtznych koncentraci p#i teplo-
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tach 10, 20 nebo 30 °C a dobé pisobeni 10 minut.
Nejvétsi inhibiéni vliv zatéze se projevil u chlor-
nanu sodného. JestliZe chlornan sodny (5 % aktiv-
niho chléru) redukuje pocet spér schopnych ger-
minace pri teploté 10 °C o 4 log iady, pak za
pritomnosti zatéze je dosazeny redukéni faktor
poloviéni. Pritomnost rezidui nemé vliv na spoéri-

cidni u¢innost kyseliny peroxooctové, ani peroxi-
du vodiku.

Material a metody

Byla ovérovana sporicidni téinnost dvou kapalnych dvou-
slozkovych pénotvornych é&inidel zasaditého charakteru (pH
cca 12) se Sirokospektrymi dezinfekénimi a vyznamnymi deto-
xikaénimi uéinky: HVEZDA a PTSPCH-J. HVEZDA byla vyvi-
nuta ve spolupraci s UO FVZ Hradec Kralové, ¢inidlo
PTSPCH-J v Decomkov Praha, s. r. 0., Laboratoire Hradec Kra-
lové. HVEZDA je jiz vyrabéna, zaiazena mezi dezinfekéni
¢inidla pouzivana v ACR a nalezi k piipravkém schvalenych
MZd k pouzivani. Pro druhé ¢inidlo, PTSPCH-J, je v souéasné
dobé teSen vhodny technicky prostfedek pro jeho pouziti,
zejména jako prostiedku pro prvotni odmoteni jednotlivce,
a to jak pro ACR, tak pro IZS.

Cinidlo HVEZDA sestava ze 4 objemovych dila slozky AB,
coz je alkalizovana smés tenzida a z 1 objemového dilu slozky
CC (15% roztok peroxidu vodiku).

Slozka a ¢inidla PTSPCH-J obsahuje N-metyl-2-pyrrolidon,
tri-n-butylfosfat a tenzid., slozku b tvo¥i 0,64 mol . dm™ chlor-
nan sodny.

Sporicidni Géinnost na spory B. anthracis byla ovéifovana
ve Statnim veterinarnim ustavu Praha-Lysolaje kvantitativ-
nim suspenznim testem, diluéni neutralizaéni metodou pod-
le CSN-EN 13 704 [4], bez z4téZe. Neutralizaéni &inidlo:
Dey-Engley Neutralizing Broth (Hi Media M 1062-500G)
Testovaci teplota: 21 °C. Pouzité mikroorganismy: Bacillus
anthracis Sterne (A 15, CN England 1937). Sporulace kme-
ne: 96 %.

K ovéfeni, zZe i nové vyvijeny biocidni piipravek PTSPCH-J
ma vysokou sporicidni Géinnost i za pritomnosti bilkovinné
zatéze, byl proveden experiment s pouzitim spor Bacillus sub-
tilis CCM 1999 (sporulace kmene 99,2 %)., za jinak shodnych
podminek uvedenych v piedchozim odstavci. Testovaci teplo-
ta: 21 °C. Zat&# nizka: hovézi albumin 3 g . dm™, zat&z vysoka:
hovézi albumin 10 g . dm™ + kvasniéni extrakt 10 g . dm™.

Uvedena ¢inidla nelze testovat koncentrovana (100%), pro-

penze spoér a €inidla lze testovat pouze p#i koncentraci 80%
a mensi.

Vysledky

V tabulce 1 jsou prezentovany vysledky experi-
mentalniho ovéreni sporicidni dc¢innosti ¢inidel
HVEZDA a PTSPCH-J na spéry B. anthracis.
V podstaté plati, Ze obé ¢inidla maji pfiblizné stej-
nou uc¢innost, i kdyz lze predpokladat, ze mecha-
nismus inaktivace spor jednotlivych c¢inidel se
pravdépodobné lisi.
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Tab. 1. Sporicidni G¢innost koncentrovanych (80%) €inidel
HVEZDA a PTSPCH-J*

Table 1. Sporicidal activity of concentrated (80 %) agents
HVEZDA and PTSPCH-J*

Testovany HVEZDA | PTSPCH-J [Neutralizac-
prostiredek ni ¢inidlo
Podminky Cisté Cisté

No (cfu . mI'h 3,9x 10 3,9 x 10° 3,9 x 10
log No 8,59 8,59

Nd (cfu . ml'h) <10 <10

log Nd <1 <1

log redukce >8 >8

*Qvérovana na spoéry B. anthracis v Cistém prostiedi, doba
kontaktu 15 min, teplota 21 °C.

Legenda:

N_— podet cfu . ml! ve zkusebni suspenzi pied p¥idanim bio-
cidntho ¢inidla

N, — pocet cfu . ml! po dob& kontaktu suspenze s biocidnim
éinidlem

cfu — pocet jednotek tvoricich kolonie

*Tested on B. anthracis spores under no protein load, exposu-
re time 15 min, temperature 21 °C

Legend: NO — the number of cfu . ml™ in the test suspension
before the exposure to the biocidal agent

Nd — the post-exposure number of cfu . ml?!

cfu — colony forming unit

Vysledky testu souvisejiciho s ovéfenim vlivu
rezidui rtznych koncentraci na t¢innost nefedé-
ného i ziedéného ¢inidla PTSPCH-J na inaktiva-
ci spor B. subtilis jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2. Sporicidni u€innost biocidniho ¢inidla PTSPCH-J
ruznych koncentraci*

Table 2. Sporicidal activity of the biocide PTSPCH-J at
different concentrations*

Testovany

prostredek, PTSPCH-J | PTSPCH-J | PTSPCH-J
koncentrace 10% 80% 80%
Podminky zatéz nizka | zatéz nizka |zatéz vysoka
No (cfu . ml™) 7,9.108 7,9.108 7,9.108
log No 8,9 8,9 8,9

Nd (cfu . ml™) <1 <1 <1

log Nd 0 0 0

log redukce > 8 > 8 >8

*Testovand na spory Bacillus subtilis v prostiedi s nizkou
a vysokou zatézi, doba kontaktu 30 min, teplota 21 °C.
Legenda:

N, — pocet cfu . ml™! ve zkuSebni suspenzi pred piidanim bio-
cidniho ¢inidla

N, — pocet cfu . ml? po dob& kontaktu suspenze s biocidnim
¢inidlem

cfu — pocet jednotek tvoricich kolonie

z4t87 nizka: hovézi albumin 3 g . dm™

z4t8% vysoka: hovézi albumin 10 g . dm™ + kvasniéni extrakt
10 g.dm™

*Tested on B. anthracis spores under a low and a high prote-
in load, exposure time 30 min, temperature 21 °C.

Legend: NO — the number of cfu . ml-! in the test suspension
before the exposure to the biocidal agent

Nd - the post-exposure number of cfu . ml*

cfu — colony forming unit

low protein load: bovine albumin at 3 g . dm™

high protein load: bovine albumin at 10 g . dm® + yeast
extract at 10 g . dm™

e

Diskuse

U obou c¢inidel byl dosazen redukéni faktor
poétu spor schopnych germinace vétsi nez 8 log
radu, coZ svédéi o mimoradné vysoké inaktivaéni
aéinnosti obou biocidnich pi#ipravki, a to bez
ohledu na typ biocidu obsazeného v dezinfekénim
ptipravku. Cinidlo PTSPCH-J s chlornanem sod-
nym (3,9 % aktivniho chléru) obsahuje také dvé
organické latky, které vyznamné narusuji bariéry
tvorici obal spory a tim usnadnuji pranik biocidu
do centralni ¢asti spéry, a umoznuji tak biocidu
inaktivat sporu.

Ani pfitomnost rezidui, a to i ve vysoké kon-
centraci, nesnizuje sporicidni uc¢innost c¢inidla
PTSPCH-J. Je to dano predevsim dostateéné
vysokou koncentraci biocidu, pH prostiredi a pii-
tomnosti t¥i organickych sloucenin zptsobujicich
dispergaci, nasledné rozpusténi v zatézi pritom-
nych bilkovin a tuku a jejich degradaci biocidem.

Jestlize by byla testovana c¢inidla pouzita ve
formé pény generované z koncentrovanych
(100%) ¢inidel, 1ze opravnéné piredpokladat jejich

v,

vyrazné vySsi sporicidni déinek [10].

Zavér

Byla vyvinuta dvé biocidni éinidla s vysokym
inaktivaénim uc¢inkem na spéry B. anthracis, kte-
réa by mohla byt prakticky vyuzita k likvidaci
nasledkt po teroristickém utoku spojeném s pou-
Zitim spér B. anthracis k dezinfekei tuhych povr-
chta véetné kuze, a to jak ve formé nastiiku ¢ini-
del, tak ve formé pén.

Povuzvité zkratky
ACR — Armada ¢eské republiky
B. anthracis — Bacillus anthracis

B. cereus — Bacillus cereus

1ZS — Integrovany zachranny systém

MZd — Ministerstvo zdravotnictvi

UO FVZ — Univerzita obrany Fakulta
vojenského zdravotnictvi
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Kvadrivaletni HPV vakcina Silgard tfi roky v klinické praxi

Anotace:

Ockovani proti infekci lidskymi papilomaviry je ve svém disled-
ku prvnim oc¢kovanim proti nadorovému onemocnéni ¢lovéka
vyvijené s timto primarnim cilem. Mohutné klinické studie a ftfi
roky klinické praxe s kvadrivalentni oékovaci latkou Silgard®
ukazaly ucinnost a bezpecnost oCkovani proti lidskym papilo-
mavirlim typu 6, 11, 16 a 18. UzZiti kvadrivalentni vakciny pfi-
nasi ochranu proti 80 % karcinomu hrdla délozniho, cervikal-
nim, vaginalnim i vulvarnim nadorovym a pfednadorovym
[ézim, ale sou€asné i proti benignim 1ézim se sklonem k reku-
renci jako jsou genitalni bradavice. Cilem pfedkladané knihy je
nejen podat kompletni pfehled dostupnych klinickych dat o¢ko-

vani, ale souCasné i podat zakladni informace o biologii HPV
virll, etiopatogenezi zakladnich HPV lézi, imunologii o¢kovani, srovnani dostupnych o¢kovacich latek,
pravnich i psychickych aspektd o¢kovani.

Objednavky zasilejte e-mailem nebo postou: Nakladatelské a tiskové stiedisko CLS JEP, Sokolska 31,
120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz. Na objednavce laskavé uvedte i jméno ¢asopisu,
v némz jste se o knize dozvédéli
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