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KRYSTYNA WOZNIAK

Przyczynek do kontroli jatowosci surowic leczniczych

Zaklad Technologii i Kontroli Lekéw Weterynaryjnych Instytutu Weterynarii
Kierownik: doc. mgr Z. SYNOWIEDZKI

Ocena jalowosci biopreparatow jest sprawg
dosyé¢ trudna, poniewaz dotychczas nie ma me-
tod pozwalajacych na stwierdzenie absolutnej
ich jalowosci. Zagadnienie to bylo zreszta re-
ferowane na miedzynarodowej konferencji po-
Swigconej standaryzacji biopreparatow (3).
Zgodnie z obowigzujagcymi w tym =zakresie
wymaganiami biopreparaty powinny odpowia-
da¢ okreslonym warunkom czystosci, jalowosci
i ogoélnego wygladu (1, 2, 3).

Zalozeniem niniejszej pracy bylo zbadanie
w jakim stopniu ilo§¢ wysiewanego preparatu
w stosunku do objetosci uzytych podtozy ma
wplyw na mozliwo$é wykazania w nim zaka-
zen, oraz jakie najmniejsze stezenie drobno-
ustrojow zawarte w biopreparatach, daje sie
wykryé¢ przy zastosowanych metodach.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono z niekonserwowang nor-
malng surowicg kotiskg, oraz z kilkoma konserwowa-
nymi surowicami leczniczymi (Antimix seria 20664;
Biotropina, seria 181165; Bovicolin, seria 20264; Bovi-
forin, seria 40964; 40366; 90864; Bovityphin, seria
10464; Polisepsin, seria 9665; Polityphin, seria 10164
1 10165 i Suiforin, seria 60564).

Normalng surowice koniskg otrzymano z Drwalew-
skich Zakladéw Przemystu Bioweterynaryjnego, a za-
kazone surowice lecznicze z Zakladu Rozpoznawczego
Iw w Putawach, odrzucone w toku kontroli na jato-
woS§¢C.

Do zakazania normalnej surowicy konskiej uzywano
standardowego szczepu Staphylococcus aureus 209-P,
pochodzacego z Muzeum Szezepbw PZH i zliofilizowa-
nego w tutejszym Zakladzie. Szczep ten byl wrazliwy
na fenol, tak Ze w surowicach konserwowanych nie
dawal Zadnego wzrostu.

Badania wtasne

100 ml niekonserwowanej surowicy konskiej zaka-
zono dodajac 1 ml 24-godzinnej hodowli bulionowej
wymienionego szczepu. Surowice te przechowywano
w temperaturze +4°C przez 3 dni, nastepnie obliczano,
metodg plytkows Kocha, ilo§é drobnoustrojéw w 1 mil
surowicy. Ta samg metodg obliczano ilo§é¢ drobno-
ustrojéw w zakazonych surowicach leczniczych. Na-
stepnie surowice te rozciericzono plynem fizjologicz-
nym, tak aby w 1 ml znajdowalo sie 1 do 10 bakterii
i powyzej. Przygotowane rozcienczenia surowic wy-
siewano na bulion cukrowy i poélplynny agar z ze-
latyng zachowujac nastepujace warunki:

a) na rézne iloSci podloza (od 10 do 50 ml) wysie-
wano badane surowice w iloSci 1/100 objeto$ci
podioza;

b) na stalg ilo&¢ podloza (wynoszgcg 10 ml) wysie-
wano zmienng ilo§¢ od 0,1 do 0,5 ml zakazonych
surowic leczniczych.

Wzrost obserwowano w dwéch réznych temperatu-
rach: w 37°C i w 16—18°C przez okres 2 tygodni,
zgodnie z obowigzujacymi w tym zakresie przepi-

sami (3).
Wyniki

Wyniki badan zestawiono w tabelach. Tabela
1 przedstawia procent wykrytych zakazen przy
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stalej ilosci inoculum wynoszacej 1/100 obje-
tosci podtoza, a tabela 2 — przy zmiennej ilosci
inoculum i statej iloéci podioza.

W przeprowadzonych badaniach z zakazo-
nych surowic zawierajgcych powyzej 10 drob-
noustrojow w 1 ml wzrost otrzymano w kazdym
przypadku niezaleznie od wielkoSci i jakosci
uzytego podloza, ani od ilosci wysiewanego
materiatu.

Z surowic wykazujacych 2—5 bakterii w 1 ml
uzyskano rézny procent wzrostu zaleznie od
wielkosci uzytego podloza oraz ilosci wysiewa-
nego inoculum. Najwyzszy procent (66,6%)
uzyskano na podlozu wynoszacym 50 ml po-
zywki bulionowej, oraz przy 40 ml (83,3%)
pélpltynnego agaru z zelatyng (tab. 1).

Tabela 1.
o | Tlost |— : S.teztenle bakterii w 1 ml -
podlo- | inocu-| 10 1 wiccej | 2—5 | 1
za Ium procent wykrytych zakazen
wml wml| ¢ | m | 1 | m| ¥ | &
|
10 0,1 75,0‘ 73,3 | 10,0 | 44,0 ‘ 0 | 0
20 0,2 93,3, 96,6 | 20,6 | 33,3 0 0
30 0,3 100,0 | 88,8| 22,2 | 44,4 0O | 0
40 | 0,4 91,6 | 91,61 50,0 | 83,3 | 0 | 0
50 | 0,5 100,0 | 100,0 | 66,6 | 66,6 I 0 ‘ 0
Objasnienie: I — wzrost na bulionie cukrowym; .

II — wzrost na péiptynnym agarze z zelatyna

Na podtozach 10 ml z surowic zawierajgcych
2—5 bakterii w 1 ml, na pozywce bulionowej
nie uzyskano w ogéle wzrostu przy zastosowa-
nych ilosciach inoculum od 0,1 do 0,5 ml, pod-
czas gdy na polplynnym agarze z zelatyna
wzrost otrzymano we wszystkich przypadkach,
z tym, ze najwyzszy stopien wykrytych zaka-
zen (70%) uzyskana przy inoculum wynosza-
cym 0,4 ml (tab. 2).

Tabela 2.
1 . . - 1
Tlosé | Tosé | Stezenie bakterii w ml
podlo- | inocu- | 10 1 Wigce] | 2—5 | 1
za |.lum | procent wykrytych zakazen
wml|wml |1 | 11| 1 | @ | 1 | I
Bl
10 0,1 50,0 ‘ 100 i 0 30,0 ‘ 0 0
10 0,2 50,0 | 100 0 30,0 0 0
10 0,3 50,0 | 100 0 20,0 0 0
10 0,4 50,0 | 100 0 r 70,0 0 0
10 | 05 ‘ 50,0‘ 100 0 | 60,0 0 0
Objasnienie: I — wzrost na bulionie cukrowym;

II — wzrost na pélplynnym agarze z zelatyng
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7Z zakazonych surowic rozcienczonych do
1 bakterii w 1ml, przy zastosowanych metodach
i podlozach nie uzyskano wzrostu w zadnym
przypadku.

Z przeprowadzonych badan wymika co na-
stepuje:

— jesli w zakazonej surowicy byto 10 lub
wiecej bakterii w 1ml, to zakazenie takie mozna
byto wykryé w kazdym przypadku;

— przy 2—5 bakteriach w 1 ml w wyZszym
procencie (20—83%) uzyskano wzrost na péi-
plynnym agarze z zelatyna, niz na bulionie cu-
krowym (0—66%);

— zakazenie wykazujace 1 bakterie w 1ml,

przy zastosowanych metodach nie bylo wykry-
walne.

Z zastosowanych réznych ilosci wysiewanego
inoculum, optymalng iloscia, przy ktérej uzys-
kano najwyzszy procent wzrostu (70—83%)
bylo w maszych badaniach 04 ml, czyli
wieksze od przewidzianego w normie, ktoére
wynosi 0,3 ml.

Pismiennictwo

1. Farmacopea Polska III 1954.
2. Pharmacopeia of the Unitet States (XVI) 1960 r.

3. Materialy z IV Miedzynarodowego Kongresu Standaryza-
cji Biopreparatéw 1958 r.

Adres autora: Krystyna Wozniak, Warszawa, ul. Strubi-
czOwW 3 m, 8.
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Badania korelacji pomiedzy wytwarzaniem koagulazy
oraz lipazy u gronkowcéw
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Kierownik: prof. dr Z. GAUGUSCH

Przeglad pismiennictwa wykazuje, ze gron-
kowce chorobotwércze mogg wytwarzaé strefe
zmetnienia (,,opacity”) idookola kolonii przy
wzro$cie na pozywkach agarowych zawiera-
jacych zo6ttko jaja, a czynnik enzymatyczny
powodujgcy wystepowanie powyzszej reakeji
okres$lany jest mianem ,egg yolk factor”
(1, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 14, 15). Shah i Wilson
(14) wykazali, ze ,egg yolk factor” jest lipa-
zg ktora dziata na czgsteczke lipidu powodujac
zmiany w rozpuszczalnosci lipowitelleniny.
Istote omawianego zjawiska u gronkowcow ba-
dali roéwniez Tirunarayanan i Lundbeck (15).
Okreslili oni substrat biorgey udzial w reakcji
jako lipowitellenine, a jako koncowe produkty
tej reakeji — kwasy tluszezowe (palmitymowy,
stearynowy i olejowy), ktoére wystepowaly jako
nierozpuszezalne sole wapnia i magnezu pre-
cypitujace w podlozu.

Adler i wsp. (1) sugeruja, ze ,,staphylococcus
egg yolk factor” podobnie jak koagulaza po-
zostaje w zwigzku z chorobotworczosceig tego
drobnoustroju, a Richou i wsp. (13) przy okres-
laniu whasciwosei chrobotwoéreczych gronkow-
coOw uwazaja powyzszy czynnik za réwnorzed-
ny z wytwarzaniem koagulazy. Z drugiej
stmpy, istnilejg doniesienia o braku korelacji
pomiedzy wytwarzaniem koagulazy i lipazy
przez gronkowce. Tak mp. Jay wykazal, ze nie
wszystkie szezepy lipazododatnie wytwarzaty
koagulaze (8, 9). Przy badaniu 162 szczepow
stwierdzit on, ze 99% bylo lipazododatnich
z czego tylko 87% koagulazododatnich. Clark
i wsp. (4) rowniez nie stwierdzili korelacji po-

miedzy lipolitycznymi wlasciwosciami gron-
koweow z innymi cechami tych bakterii, jak
wytwarzanie koagulazy, hemolizyn i fermen-
tacja mannitolu. Autorzy ci wykazali, ze na
21 szezepow koagulazododatnich 10 bylo lipo-
lityeznych, a 11 nie wytwarzalo lipazy. Wedtug
danych Munch-Petersena (11) wsréd koagula-
zododatnich gronkoweow tylko 63% wytwarza-
lo lipaze. Zdaniem niektérych autoréw, pro-
centowe réznice dodatnich reakeji lipolitycz-
nych wsréd koagulazododatnich gronkowcéw
sg prawdopodobnie spowodowane uzyciem roz-
nych substratéow i metod (10). Alford i wsp.
(2) zauwazyli, ze aktywnosé¢ lipazy gronkow-
cowej zalezy od temperatury. Vadehra i Har-
mon (16) badali wplyw temperatury na aktyw-
nosé lipazy i stwierdzili, ze optymalna
temperatura dla tego enzymu wynosita 45°, ze
znaczng aktywnoscig pomiedzy 30° i 60°. Raj
i Liston (12) stwierdzili rowniez, ze inkubacja
gronkowcow w temp. 45° zamiast 37° na pod-
lozu z zoltkiem jaja przyspiesza reakcje ,,0pa-
city”. Potwierdzily to takze wlasne obserwacje
prowadzone przy diegnostyce szczepow gron-
kowcowych wyosobnionych od ludzi oraz ze
$rodkéow spozywezych. Przy inkubacji gron-
koweow lipazododatnich w temp. 37° niekiedy
nie stwierdzano stref zmetnienia na podlozu
7 zbltkiem lub tez omawiane strefy byly wy-
raznie mniejsze niz w przypadku inkubacji
w temp. 44°. Powyzsze obserwacje nasunely
wiec przypuszczenie, ze w temp. 44° moze za-
chodzié¢ $cislejsza korelacja pomiedzy wy-
twarzaniem lipazy i koagulazy u gronkowcow.
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