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Ocena porownawcza skutecznosci dziatania
wybranych preparatow dezynfekcyjnych
wobec szczepow E. coli izolowanych z gruczotu mlekowego
owiec w badaniach in vitro~

A Comparative Assessment of Chosen Disinfecting Preparations in Relation
to E. Coli Strains Isolated from a Sheep Mammary Gland in vitro Examination

Stale rosnagce wymogi higieniczno-sanitarne w produkcji zdrowej zywnosci
Wiaza si¢ z konieczno$cig stosowania preparatéw dezynfekcyjnych. Staja sie
one niezastapione zaréwno w trakcie pozyskiwania, jak i przetwarzania mleka.
Nie dopuszczaja bowiem do szerzenia si¢ infekcji wtérnych gruczotu mlekowe-
g0, a takze obnizaja straty ekonomiczne, wynikajace z psucia si¢ wyrobow mle-
czarskich. Wysoki poziom higieny, czystosci fizycznej oraz mikrobiologicznej
urzadzen udojowych, schtadzalnikéw do mleka, cystern i instalacji przepompo-
wujacych zapewnia nie tylko dezynfekcja, ale coraz czesciej tzw. sanityzacja,
ktéra przeprowadza sig preparatami myjacymi z dodatkiem substancji bakterio-
béjczych [2].

Dezynfekcja strzykéw w roztworach odpowiednio przygotowanych prepa-
ratéw spetnia podstawowa rol¢ w zapobieganiu infekcji u krow. Rozroznia sig
dezynfekcje przeddojowa (predipping) i podojowa (postdipping). Celem jest
Zniszczenie drobnoustrojow (bakterie, grzyby), ktére znajduja sie na skorze
Strzyka. Skuteczny postdipping likwiduje tez drobnoustroje w kropli mleka za-
legajacego w kanale. Tworzy si¢ przy tym, w zaleznosci od skiadu i konsysten-
¢ji uzytego plynu, pewien rodzaj aseptycznego korka, co zapobiega penetracji
bakterii ze $rodowiska do wnetrza wymienia. Skutkiem jest ograniczenie zaka-
zen w czasie, kiedy migsien zwieracz nie zamyka jeszcze kanahu strzykowego, a

.
i_Praca wykonana w ramach tematu 3PO6Z 057 24 finansowanego przez KBN, nr zezwolenia Lokalnej Komi-
8ji Etycznej 231/2001
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nablonek nie wytwarza naturalnych sktadnikéw przeciwbakteryjnych, tj. w cia-
gu dwu pierwszych godzin po doju. Efektywne dezynfekanty ograniczaja zaka-
zenia spowodowane przez bakterie gram-dodatnie, w tym Staph. aureus i Str.
agalactiae, nalezace do grupy ,,zakaznych”. Do praktyki wprowadzono wiele
preparatéw roznigcych sie sktadnikami aktywnymi, ich stezeniem oraz kompo-
zycja podloza. Do dezynfekcji przeddojowej nadaja si¢ odpowiednio nizsze
stezenia tych samych preparatow.

Przeddojowa i podojowa dezynfekcja wymienia nie rozwigzuje wszystkich
probleméw. Moze tez tworzy¢é nowe zagrozenia. Dipping nie zapobiega infek-
cjom czynnikami (drobnoustrojami) srodowiskowymi, w tym Escherichia coli i
Str. uberis. Obserwacje naukowcéw i praktykéw upowazniaja do sugestii, ze
nieograniczone stosowanie $rodkéw dezynfekcyjnych prowadzi do zaburzen
funkcji obronnych i wzrostu zakazen. Z tego powodu Lam i wsp. proponuja
nawet okresowa rezygnacj¢ z ,,dipingu” w stadach z niska liczba komoérek, co
moze ograniczy¢ odsetek colimastitis [5].

Ostatnio mozna zaobserwowac wyrazng ewolucje w technologii utrzymania
higieny w przemysle mleczarskim. Proces ten stymulowany jest rosnacymi wy-
maganiami nowoczesnych proceséw technologicznych, jak réwniez oczekiwa-
niami klientéw oraz wymaganiami normatywnymi dotyczacymi coraz wyzszych
standardéow higienicznych. Nowoczesne oprzyrzadowanie umozliwia z kolei
sciste monitorowanie czystosci mikrobiologicznej linii technologicznych i pro-
duktow. Nakladaja si¢ na to rowniez ograniczenia zwigzane z obciazeniami
kosztéw produkcji. Te wszystkie elementy stymuluja stopniowe zmiany w kie-
runku optymalizacji stosowanych metod i srodkéw do mycia i dezynfekcji [8].

Zagadnienia zwigzane z dezynfekcja w produkcji mleka krowiego sa przed-
miotem szerokiego i stalego zainteresowania producentéw i przetworcéw. Sto-
sowanie $rodkéw dezynfekcyjnych w produkcji, pozyskiwaniu i przetwarzaniu
mleka owczego jest w Polsce zagadnieniem wymagajacym poswigcenia szerszej
uwagi. Produkcja mleka, a takz¢ wyroboéw mlecznych, takich jak bundz i oscyp-
ki, czgsto wymyka si¢ spod nadzoru sanitarno-higienicznego. Nie jest to jednak
problem, ktéry mozna traktowa¢ marginalnie, zwlaszcza w dobie funkcjonowa-
nia rynku mleka w swietle przepiséw Unii Europejskie;j.

Escherichia cali jako drobnoustrdj srodowiskowy jest czynnikiem patogen-
nym dla gruczotu mlekowego zaréwno krow, jak i owiec. W przebiegu colima-
stitis gwaltownie powstaja nieodwracalne zmiany w gruczole mlekowym i ca-
tym organizmie. Stad tez w wypadku niepodjecia leczenia, a takze leczenia nie-
wlasciwie prowadzonego lub zbyt pézno rozpoczetego dochodzi do trwalej
utraty mlecznosci w zajetym procesem chorobowym placie wymienia. Nierzad-
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ko, ze wzgledu na cigzkie zaburzenia w stanie zdrowia, zachodzi koniecznos¢
kierowania chorych zwierzat do uboju [3]. !

Celem pracy byla ocena skutecznosci $rodkéw dezynfekcyjnych wobec
szczepow Escherichia coli, izolowanych z gruczotu mlekowego owiec. W bada-
niach in vitro poddano ocenie preparaty dezynfekcyjne dostgpne na krajowym
rynku, postugujac si¢ metoda cylinderkowa.

MATERIAL I METODY

Materialem badawczym byly cztery preparaty dezynfekcyjne, ktérych nazwy handlowe zako-
dowano odpowiednio: A, B, C, D (nazwy $rodkéw dostgpne u autorki).

A: preparat o dzialaniu bakteriob6jczym (lacznie z pratkami gruZlicy), grzybobéjczym, wiru-
sobdjczym (inaktywuje HBV, HIV). Stosowany do odkazania rak i skory. W sklad preparatu
wchodzi: 2 — propanol, diglikanian chlorheksydyny, nadtlenek wodoru 30%, estry polioksoetyle-
noglicerolu z kwasami tluszczowymi, substancja zapachowa, woda oczyszczona. Odczyn prepa-
ratu miesci si¢ w granicach 6,5-7,5.

B: preparat jodoforowy w postaci plynu do kapieli poudojowej strzykéw. Dziala bakterio-i
grzybobdjczo. Skladniki preparatu dzialaja kojaco na spgkana skorg, stymuluja proces gojenia sig i
zmniejszaja mozliwo$¢ wystepowania mastitis. Substancje zmigkczajace i pielegnujace sprawiaja,
7e strzyki sa migkkie i elastyczne. Uzywany do kapieli poudojowej strzykéw i profilaktyki masti-
tis. Skuteczno$é bakteriobdjczg tego preparatu wyznacza poziom wolnego jodu, ktéry wynosi
0,15% oraz substancji zmigkczajacych.

C: preparat posiada wlasciwosci odkazajace i pielggnacyjne, sprawiajace ze strzyki sa gigtkie i
migkkie. W sklad wchodzg LAS (kwas dodecylobenzosulfonowy) 1,9% oraz substancje zmigk-
czajace 12%.

D: s$rodek aktywny wobec bakterii i grzybow, nie zawiera jodu i odtluszcza skére. W 100 g
roztworu jest: 46,0 g etanolu (96%), 27,0 alkoholu izopropylowego, 1,0 g alkoholu benzylowego,
0,1 g nadtlenku wodoru. Roztwér gotowy do uzycia przeznaczony jest do odkazania skéry. Prepa-
ratu nie nalezy stosowa¢ do odkazania blon $luzowych oraz w bezposredniej bliskosci oczu. Nie
zaleca si¢ stosowania do odkazania ran. Jakiekolwiek dziatania uboczne nie sg dotad znane. Jest to
Srodek tatwopalny.

Do okreslenia stref hamowania wzrostu (shw) uzyto szczepéw bakterii Escherichia coli.
Szczepy pochodzily z wydzieliny zapalnej gruczolu mlekowego owiec, bedacych wlasnoscia
Rolniczej Spéldzielni Produkcyjnej ,,Plomien™ w Milowce, woj. laskie. Identyfikacji szczepéw
dokonano na podstawie programu komputerowego API. Szczepy bakterii przechowywano na
plytkach z agarem wzbogaconym. Badanie przeprowadzono metodg cylinderkowa wedlug Mali-
nowskiego w modyfikacji Witkowskiej [10].

Oznaczenia wykonywano na plytkach Petriego o $rednicy 100 mm. Do przygotowania jednej
plytki uzywano 14 ml 2% agaru wzbogaconego (,,Biomed”), do ktérego po ostudzeniu do tempe-
ratury 48°C dodawano 0,02 ml 18-godzinnej hodowli bulionowej badanego szczepu. Po wymie-
Szaniu agar wylewano na plytk¢. Na zastygle plytki stawiano cylinderki o wymiarach 10x6 mm
Wykonane ze stali nierdzewnej i kwasoodpornej (1 H 18 N 9 T), ktére napeiniano 0,3 ml badanego
roztworu $rodka odkazajacego w odpowiednim rozcieficzeniu. Stosowano 25%, 50%, 75% oraz
100% roztwory. Lacznie wykonano 140 oznaczen. Po napelnieniu cylinderkéw plytki inkubowano
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w temperaturze 37°C przez 18 godzin, a nastgpnie oceniano wielkosci strefy hamowania wzrostu.
Dla kazdego z preparatéw w odpowiednim stgzeniu wyliczono $rednia ze $rednic stref hamowania
wzrostu. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie rycin.

OMOWIENIE WYNIKOW

Profilaktyka oparta na stosowaniu preparatow dezynfekcyjnych ma na celu
ograniczenie mikroflory patogennej dla gruczotu mlekowego. Istnieje wyrazny
zwiazek mastitis z obnizeniem produkcji mleka, pogorszeniem jego jakosci.
Efektem ekonomicznym zapalen gruczolu mlekowego sa rosnace koszty rozpo-
znania i leczenia, dodatkowe nakfady pracy oraz ponadplanowe wydatki, zwia-
zane z remontem stada [3].

Najskuteczniejszym sposobem zapobiegania zakazeniom wymion jest de-
zynfekcja strzykoéw, wykonywana przed i po doju. Jednak nie wszystkie $rodki
dezynfekcyjne jednakowo dzialaja i sa jednakowo skuteczne przy zapobieganiu
chorobom. Malinowski stwierdza, ze $rodek dezynfekcyjny dobrej jakosci po-
winien posiadaé¢ szerokie spektrum przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Przy
tym nie moze szkodzi¢ zwierzetom, powinien cechowaé si¢ wydajnoscia, fa-
twym zastosowaniem, nie powinien wplywac na smak i zapach produktéow spo-
zywczych. Ponadto musi by¢ szybki i silny w dziataniu biobédjczym [1, 4]. Srod-
ki dezynfekcyjne musza gwarantowaé skuteczno$¢ i bezpieczenstwo, czego
dowodem jest Atest Pafistwowego Zaktadu Higieny lub wpis do Rejestru Srod-
kéw Farmaceutycznych i Materiatéw Medycznych [7].

Obecnie na polskim rynku pojawia si¢ duzo $rodkéw odkazajacych o roz-
nym skfadzie i efektywnosci, opracowanych dla potrzeb medycznych, ktore
moga znalez¢ réwniez zastosowanie w weterynarii [9]. Do praktyki wprowa-
dzono $rodki zawierajace potaczenie jodu, chloru, kwaséw organicznych, po-
chodnych kwaséw dodecylosulfonowych, czwartorzedowych zasad amonowych
i chlorheksydyny. Jodofory sa najbardziej aktywne przy pH kwasnym, podczas
gdy chlorheksydyna jest bardziej aktywna w pH alkalicznym. Niektore jodofory
zawierajace detergenty moga powodowaé wysuszenie skory strzykow, dlatego
wprowadzono dodatki zmigkczajace [6].

Niniejsze badania przeprowadzone zostaly przy uzyciu czterech preparatow:
Dwa z nich: preparat B i C stosowane sa do pielegnacji i odkazania wymion !
strzykéw, natomiast A i D moga by¢ stosowane do odkazania skory, takze prZCd
iniekcjami i punkcjami.

Aktywno$¢ bakteriobdjcza preparatéw dezynfekcyjnych w odniesieniu do
szczepdw bakteryjnych E. coli, mierzona $rednica strefy hamowania wzrostu (W
mm), przedstawia si¢ nastepujaco. W stezeniu 25% dzialanie bakteriobdjcz®
wykazat tylko preparat A (18 mm). Preparaty B, C i D nie wykazaly dzialania
wobec danych szczepéw (ryc. 1).
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preparat

Ryc. 1. Strefy hamowania wzrostu (shw) szczepéw E. coli (w mm) przez preparaty

w stezeniu 25%; A, B, C, D — preparaty dezynfekcyjne
The diameter of growth inhibition ( in mm) of E. coli strains by preparations in the concentration

levels of 25% s

shw w
mm

B C D
preparat

Ryc. 2. Strefy hamowania wzrostu (shw) szczepdw E. coli (w mm) przez preparaty

w stezeniu 50%

The diameter of growth inhibition ( in mm) of E. coli strains by preparations in the concentration

levels of 50%
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preparat

Ryc. 3. Strefy hamowania wzrostu (shw) szczepow E. coli (w mm) przez preparaty
w stezeniu 75%
The diameter of growth inhibition (in mm) of E. coli strains by preparations in the concentration
levels of 75%

shww

preparat

Ryc. 4. Strefy hamowania wzrostu (shw) szczepéw E. coli (w mm) przez preparaty
w stezeniu 100%
The diameter of growth inhibition (in mm) of E. coli strains by preparations in the concentration
levels of 100%
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W przypadku Srodkéw dezynfekcyjnych o stezeniu 50% najwieksza strefe
hamowania wzrostu E. coli wykazal réwniez preparat A, uzyskujac $rednia
$rednice strefy hamowania wzrostu rowng 25 mm. Nieznacznie stabsze dziatanie
bakteriobdjcze wykazaly preparaty B i C, uzyskujac srednie shw odpowiednio
22,5 i 20,2 mm. Natomiast $rodek odkazajacy D w tym stezeniu nie dzialal ha-
mujaco na wzrost E. coli (ryc. 2). Brak skutecznego dziatania biobéjczego pre-
paratu D w stezeniach 25% i 50% sporzadzonych z roztworu oryginalnego
wskazuje na stabsze mozliwosci bakteriobdjcze na tle dzialania preparatéw A, B
i C. Nalezy jednak mie¢ na uwadze to, ze $rodek ten w formie produkowanej
przez producenta przeznaczany jest do uzytku bez koniecznosci sporzadzania
roztwordw, jak zostato to wykonane dla potrzeb badan.

W stezeniu 75% najaktywniej bakteriobdjczo dziatal preparat A, uzyskujac
shw o wielkosci 29,5 mm. Stabsze okazaly si¢ preparaty B (26,8 mm) i C
(24,0 mm). Preparat D wykazal dzialanie bakteriobdjcze w strefie hamowania,
ktorej srednica wyniosta 20,5 mm (ryc. 3).

Podobnie jak w przypadku nizszych stezen najskuteczniejszym preparatem
w stezeniu 100% okazat si¢ srodek odkazajacy A. Natomiast preparaty B, C i D
wykazaly slabsze dziatanie bakteriobdjcze wzgledem szczepéw E. coli. Preparat
A w stezeniu 100% uzyskal srednia strefe hamowania o $rednicy 33,5 mm.
Zaznaczy¢ jednak nalezy, iz w stezeniu 100% $rodek dezynfekcyjny D wykazat
Wyzsza skuteczno$¢ biobdjcza niz preparat C, ktory w tym stezeniu osiagnal
srednia shw na poziomie 26,8 mm (ryc. 4).

WNIOSKI

1. Metoda cylinderkowa pozwala w sposoéb prawidlowy oceni¢ zdolnosé
bakteriob6jcza $rodkéw odkazajacych w warunkach in vitro.

2. Najskuteczniejszym srodkiem dezynfekcyjnym bez wzgledu na stezenie
okazal si¢ preparat A.

3. Stwierdzono brak dzialania preparatu D w stezeniach 25% i 50%, jed-
nakze w stezeniu 100% jego aktywnos¢ byla wyzsza od preparatu C.
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SUMMARY

A comparative assessment was performed of the effectiveness of disinfecting preparations to-

wards E. coli strains isolated from the sheep mammary gland. The study material comprised four
disinfectants with their brand names coded respectively A, B, C and D. The method of radial
diffusion in the agar gel was adopted in the study. This method facilitated an accurate assessment
of the bactericidal effectiveness of the disinfectants in vitro. The most effective, irrespective of the
concentration level, was disinfectant A. Disinfectant D showed no effectives with the concentra-
tion level of 25% and 50%; however, with 100% concentration its effectiveness was higher than
that of disinfectant C.



