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Przeprowadzono badania nad wlasciwosdiami wirusobéjczymi 3 §rod-
kéw ,odkazajgcych, okreSlajgc stetenie i efektywny czas dzialania na
testowy wirus krowianki. Skuteczno$¢ bromku laurylopirydyniowego
poréwnywano ze skuteczno$cig lugu sodowego i chloraminy.

W ostatnich latach ukazalo sie wiele prac, ktérych przedmiotem jest
badanie oddzialywania na wirusy $rodkéw odkazajgcych. Ocene wiruso-
béjczych wlasnosci przeprowadzano w roéznych warunkach dostoso-
wanych do celu badania oraz na wirusach o rdéznej opornosci — dlate-
.go charakterystyka poszczegdlnych $rodkéw jest fragmentaryczna. Jak-
kolwiek wyniki badan prowadzonych roéznymi metodami nie zawsze sg
poréwnywalne ‘Bingel (5) na podstawie swej obszernej monografil wy-
cigga szereg ogolnych wnioskoéw:

A. Formaline, chlor i zwigzki chloru, jod, sublimat (w $rodowisku
ubogim w biatko) oraz polgczenia chlorowanych zwigzkéw fenolowych
z alkaliami (przy wysokim pH) — nalezy zaliczyé do najbardziej aktyw-
nych srodkéw.

B. Zwiazki fenolowe dzialajg tylko na n1ektore wieksze i Srednie
wirusy, przy tym jest wiele sprzecznych doniesien w piSmiennictwie.

C. Alkohol oraz czwartorzedowe zasady amoniqwe wykazujg stabe
dzialanie.

D. Niektére wirusy male wykazujg wyjatkowo duzg opornos$é, np.
grupa Polio, Hepatitis, a w grupie wiruséw Srednich Coxiella i fagi.

E. Wrazliwo$é wiruséw duzych (> 100 mm) na chemiczne $rodki od-
kazajgce jest najbardziej zblizona do wrazliwosSci wegetatywnych ko-
mérek bakteryjnych.

Wiele jest metod testowania $rodkéw wirusobdjezych np. badania w
zawiesinach, tj. przez mieszanie zawiesiny wirusa z serig roztworéw ba-
danego $rodka, badania z zastosowaniem no$nikéw. Nos$niki mogg byé
wykonane z roéznych materiatéw, jak szklo (perelki), drzewo, (ptytki),
papier, tkaniny (skrawki), nici jedwabne itp. Zakazone nosniki mogg by¢
wilgotne lub wysuszone. Ostatnio przystosowywane sg réwniez do badan
na wirusach metody bakteriologiczne, jak np. metoda ,use dilution”,
metoda ,,plaques” — i inne (21, 22, 29).

Aby mozna bylo klasyfikowaé Srodki wirusobéjcze — konieczne jest,
aby sila dziatania niszczacego wyrazana byla wartoscig liczbowg (3,
5, 11, 12, 8). Samo stwierdzenie, czy wirus przetrwal odkazanie czy tez
nie, wskazuje tylko, czy srodek posiada wlasnoSci wirusobéjcze — ale
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nie pozwala ich zmierzyé ani poréwnywaé. Natomiast jesli okresli sie
miana infekcyjne zawiesiny wyjSciowej oraz zawiesiny po dziataniu
srodka, to réznica ich logarytmoéw bedzie miernikiem stopnia inakty-
wacji. Drees (11, 12) wykazal do$wiadczalnie, ze warto$¢ tego ,,wskaz-
nika” inaktywacji nie zalezy od poczatkowego miana zawiesiny testowej
(od poczatkowego stezenia wirusa). Poniewaz wahania przy oznaczaniu
miana IDs, dochodzg do warto$ci log = 1, za warunek minimalny dla
uznania, ze $rodek jest wirusobdjeczy, przyjmuje sie roéznice logaryt-
méw = 2.

Zalezno$¢ miedzy wielkoscig wskaznika a stopniem inaktywacji przed-
stawia ponizsze zestawienie wg Schmidta i Grossgebauera (24):

.Réznica log miana Stopien inaktywacji
zawiesiny wirusa
0,0—0,9 << 90,0%
1,0—1,9 = 90,0%
2,0—2,9 = 99,0%
3,0—3,9 = 99,9%
>4 = 99,9%

BADANIA WLASNE

!
Celem podjetej pracy bylo zbadanie, w poréwnaniu z lugiem sodowym

i chloraming jako standardem, czy bromek laurylopirydyniowy, nowy
preparat dezynfekecyjny krajowej produkeji — posiada wtasnosci wiruso-
béjcze oraz czy wiasna modyfikacja metody badania opisanej przez Hen-
neberga i Hoppera (15) moze by¢ stosowana do rutynowanych badan.

MATERIAL I METODY

Srodki badane. 1) chloramina T o zawarto$ci czynnego chloru 28,65%: 2)
tug sodowy cz. ch.; 3) bromek laurylopirydyniowy, produkcji Grodziskich Zakla-
doéw Farmaceutycznych, preparat w postaci 25% roztworu wodnego. Ciez. cz3st.
327,9. Ciecz klarowna, barwy zo6itej, lekko opalizujgca. W wodzie rozpuszcza sie
w dowolnym stosunku, dajgc roztwory pienigce sie. ]

Organizm testowy: Szczep  wirusa  krowianki — P-CAM-,S”
1 p. (Material wyjSciowy: pulpa z jatdéwki, 1. pasaz na blonie kosméwkowo-omocz-
niowej zarodkéw kurzych). Szczepiono 12 —13-dniowe zarodki i inkubowano jaja
72 godziny w 37,8° przy wilgotnosci wzglednej 67%. Z blon zakazonych wirusem,
wykazujgcych wzrost zlewny, przygotowywano jalowo 200 zawiesine w roztwo-
rze fizjologicznym soli zawierajgcym 10% surowicy kroliczej normalnej. Blony
uprzednio przemywano dwukrotnie w fizjologicznym roztworze soli, wazono i ucie-
rano w mozdzierzu z piaskiem, [dodajac stopniowo roztwér surowicy. Gotowg za-
wiesine przechowywano w stanie zamrozenia przez kilka miesiecy w temperatu-
rze — 25°

Neutralizatory. W celu przerwania dalszego dzialania $érodkéw odka-
zajacych po okre§lonym czasie ekspozycji stosowano w przypadku: a) tugu sodo-
wego — bufor fosforanowy o pH =17, b) chloraminy — 1% roztwoér tiosiarczanu
sodu, rozciefczony w stosunku 1:6, ¢) bromku laurylopirydyniowego — roztwor
Tween 80 i lecytyny przygotowany w spos6b nastepujacy: 0,7 g lecytyny emul-
gowano w 5,0 g Tweenu 80 i rozcieniczano goracg woda destylowana, dopeitniajgc
do 1 litra. pH = 7,4 nastawiano 1 n NaOH.

Przebieg badan. Badania prowadzono metoda opisang przez Henneberga
i Héppera (15). Z 20% zawiesiny wirusa przygotowywano do badan odpowiednie
rozcieniczenia w roztworze fizjologicznym soli z dodatkiem antybiotykéw (strepto-
mycyny 5 mg/ml i penicyliny 1000 j/ml) dla ochrony przed zakazeniami bakte-
ryjoymi. Miano infekcyjne wyjsciowej zawiesiny wirusa (IDj) wahalo si¢ w gra-
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nicach 10—% do 10—7 Rozcieniczony dizesieciokrotnie zawiesing zakazano jalowe
krazki z bibuly filtracyjnej o $rednicy 1 cm, zuzywajgc 0,3 ml zawiesiny na 10
krazkéw. Zwilzone krazki poddawano dzialaniu roztworéw odkazajgcych: chlora-
miny w stezeniach — 0,05% i 0,025%, lugu sodowego w stezeniach — 0,5%, 0,025%
0,0125%, bromku laurylopirydyniowego w stezeniach — 1%, 0,5%, 0,25% i 0,125%.

Przez caly czas trwania do$wiadezenia rozmrozong zawiesine i jej rozciencze-
nia przetrzymywano w naczyniu z lodem. Roztwér fizjologiczny soli z antybioty-
kami mozna przechowywa¢ w temperaturze +4° okolo 10 dni.

Po ekspozycji w ciagu 1, 2 i 5 minut krazki (noéniki wirusa) plukano w roztwo-
rze odpowiedniego neutralizatora. Nastgpnie po oplukaniu w 10 mil jalowej wody
destylowanej krazki ucierano w moZdzierzu z piaskiem, dodajac 3 ml roztworu
fizjologicznego soli z antybiotykami. Utartg mase zlewano do proboéwek i wiro-
wano przy 1000 obr./min. Nastepnie zlewano piyn'znad osadu i po 0,1 ml szcze-
piono 13-dniowe zarodki kurze na bione kosmowkowo-omoczniows. Szczepiono
minimum po 6 jaj w kazdej probie. Po szczepieniu zarodki inkubowano 48 godzin
W temperaturze 37,8° i wilgotnosci wzglednej 67%, po czym jaja otwierano, wy-
cinano blong kosméwkowo-omoczniows ‘i oglgdano pod lups. Wzrost wirusa na
blonach byt wskaznikiem niedostatecznego dzialania roztworu odkazajacego.

Rownolegle wykonano préby kontrolne:

A. Dla sprawdzenia infekcyjnoSci zawiesiny — zarodki szczepiono zawiesing
w rozciericzeniu 10— — 10—,

B. Tzw. dodatnig probe kontrolng dla sprawdzenia, czy ‘nasycone zawiesing
krazki bibulowe zawierajg dostateczng ilos¢ wirusa do zakazenia zarodka. Krazki
te nie byly poddawane dziataniu $rodka. Po nasyceniu .zawiesing umieszczano
je w roztworze odpowiedniego neutralizatora i po 5 min. (najdtuzszy czas ekspo-
zycji w badaniach wlasciwych) plukano ‘w wodzie, a nastepnie ucierano jw.
z 3 ml roztworu fizjologicznego soli z dodatkiem antybiotykow.

C. Zawiesing wirusa -posiewano réwniez na bulion zwykly, cukrowy, Wrzoska
i agar skoény dla wykluczenia zakazen bakteryjnych.

W serii padan wstepnych ustalono, Ze dla wykazania dzialania badanych
Srodkow odkazajacych nalezy krgzki bibuly nasycaé zawiesing w rozcienczeniu
10—1, gdyz wtedy uzyskiwano najbardziej obfity wzrost wirusa na blonie kosmow-
kowo-omoczniowej szczepionych zarodkéw. Przy zakazaniu zawiesing w roz-
cienczeniu 10— tylko okolo 50% zarodk6w wykazywalo wzrost wirusa, podobnie
jak przy bezpofrednim szczepieriu jaj zawiesing w rozcienczeniu 10—6, 10—7.

Wyniki badaf zestawiono w tabelach I do VI.

Oceniajgc wyniki zebrane w tabelach I — III nalezy wnioskowaé, ze
we wszystkich badaniach, w ktérych wzrost wirusa na blonach kos-
moéwkowo-omoczniowych wystgpit w co najmniej 50% préb, wskaznik
inaktywacji obliczony jako réznica logarytméw miana infekcyjnego ek-
straktow z krazkéow bibutowych przed i po odkazeniu ma wartos¢ row-
ng 3.

Tabela I
Badanie dzialania chloraminy na wirusie krowianki P-CAM-,,S” 1 p
Liczba jaj g
Stetzeme C'zast h . n| wzrost brak wzro- wynikow
roztworu w minutach| ocenianyc wirusa stu wirusa pozytywnych
1 16 8 8 50
0.05% 2 : 15 5 10 66,7
5 20 1 19 95
1 20 9 i1 55,5
0.025% 2 19 5 14 73,6
5 23 3 20 87
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Tabela II
Badanie dzialania lugu sodowego na wirusie krowianki P-CAM-,,S” 1 p

Liczba jaj g
Stezenie Czas ¢ brak wynikéw
roztworu w minutach i WZros rak wzro-
ocenianych wirusa stu wirusa pozytywnych
1 19 0 19 100
0,5 2 18 1 17 94,4
5 17 . 0 17 100
1 31 23 8 26,0
0,025% 2 20 8 12 60,0
5 26 13 13 50,0
1 27 25 2 7.4
0,0125% 2 25 20 5 20,0
5 19 14 5 26,3
Tabela III

Badanie dzialania bromku laurylopirydyniowego na wirusa krowianki
: P-CAM-,,S” 1 p

Liczba jaj %
Stezenia Czas ¢ brak wynikéw
roztworu w minutach : WZros rak wzro-=
ocepianych | ica | stu wirusa | Pozytywnych
1 15 5 10 66,0
1% 2 17 1 16 94,0
5 20 0’ 20 100,0
1 20 16 4 20,0
0,5% 2 21 12 . 9 43,0
5 21 2 19 90,4
1 15 13 2 13,3
0,25% ‘ 2 16 . 12 4 25,0
5 20 12 8 40,0
1 18 17 1 5,5
0,125% 2 13 13 0 0,0
5 16 15 1 6,2
IDsy ekstraktu z krgzkéw nieodkazanych 10—
IDsq ekstraktu z krazkéw odkazonych 101

3

Powyzsze kryterium pozwala stwierdzi¢, ze chloramina w roztworach
0,05% i 0,025% wykazuje bardzo wysokg aktywno$é w stosunku do wiru-
sa krowianki. Zabicie wirusa przy stosowaniu zakazonych wilgotnych
no$nikéw, po 1 minucie ekspozycji wynosito odpowiednio 50% i 55,5%,
po 2 minutach — 66,7% i 73,3%, za$ po 5 minutach 95% i 87%. Wynik
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Tabela IV
Wyniki serii badan dzialania chloraminy
. .. | Wyniki w kolejnych
Stezenie roztworu Czas ekspozycji badaniach
odkazajgcego wirusa Skutecznosé
[1]2]3]4]5]6
1 o|+1+]|?2 |+ po 5 minutach
0,05% 2 + ]2 |+ 2 dobra
5 + |+ [+ |+ +
1 414|421 ?|+]| po 5 minutach
0,025% 2 ? | 4|4 |+ |+ || dobra
5 |+ |+ ||+ F
Uwaga: + = wynik pozytywny; ? = watpliwy; — = negatywny 0 = nie:
badano . ] .
Tabela V
Wyniki serii badan dzialania lugu sodowego na wirus krowianki
Stezenie Czas Wynik w kqlej-
roztworu ekspozycji nych badaniach Skuteczno$é
odkazaj wirus
zajgcego irusa 1‘2\3\4
1 + 1+ + ,
0,5% 2 4+ |+ po 1—5 min. dobra
5 + |+ |+
1 » | PO 1 min. niedosta-
I T * | teczna
0,025% 2 — 4+ | ?]4 | po 2 min. watpliwa
5 + 1|4+ ]+ 1{+ | po 5 min. dobra
1 — =] 0] 2 in. niedo-
po 1—5 min. niedo
0,0125% 2 — § — | — | + | stateczna
5 — ] 21 =1+
Uwaga: + = = watpliwy; — = negatywny; 0 = nie

wynik pozytywny; ?
badano. :

ten jest zgodny z oceng aktywnosci chloraminy w badaniach Henneber-
ga i Hoppera (15). ‘

Przy stosowaniu tugu sodowego stezenie roztworu 0,025% okazalo sie:
najnizszym, przy ktérym dzialanie wirusobojcze uzyskano w czasie 21 5
minut ekspozycji no$nikéw; roztwér 0,0125%-owy spowodowal w tym sa-
mym czasie inaktywacje wirusa tylko w 29,0% i 26,3% wszystkich proéb.

W przypadku bromku laurylopirydyniowego wysokg aktywnos¢ wyka-
zal roztwor 1%-owy, poczynajgc od 1 minuty dzialania. Roztwor o ste-
zeniu 0,5% byt skuteczny po 5 minutach, za$ slabsze roztwory o steze-
niach 0,25% i 0,125% wykazywaly dzialanie niedostateczne.

Jezeli to samo kryterium oceny (tj. przyjmujgc jako wynik dodatni
brak wzrostu wirusa w co najmniej 50% préob — co wskazuje, ze réznica
logarytméw miana infekcyjnego, 1D, ekstraktéw z nosnikéw przed i po-

Roczniki PZH — 7
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Tabela VI

, Wyniki serii badan dzialania roztworéw bromiu laurylopirydyniowego
na wirusa krowianki

Stezenia Czas Wynik w kolejnych
roztworu ekspozycji badaniach Skutecznogé
dkazajacego wirusa
odiazalaces 1]l2l3|lalsle
o 1 min. wat-
Co ] po L min wat
1 pliwa w1 bada
s 2 uall e all el e niu po 2 i 5
5 + 1+ + 1+ dobra
1 ? 24— | — po 1 1 2 min.
0,5 . 9 watpliwa po 5
g 2 + 1+ ) min. dobra
5 + 4+ +
o 1 - ? ? po 1, 2, 5 min.
0,25% 2 — =+ ? watpliwa
5 — =+ =
1 — | brak skutecz-
0,125% 2 - — | = nosci
5 — =1 =
Uwaga: + = wynik pozytywny; ? = watpliwy; — = negatywny.

odkazeniu wynosi 3) zastosujemy do wynikéw w poszczegélnych do-
$wiadczeniach, to ocena ta bedzie ostrzejsza.

Jak wida¢ z tabeli IV, przy dzialaniu roztwordéw chloraminy wynik
dobry otrzymano we wszystkich badaniach po 5 minutach ekspozycji; po
11i 2 minutach dzialania w jednym lub dwu do$wiadczeniach (na 5 lub
6 powtbérzen) otrzymano wynik watpliwy.

Roztwory tugu sodowego (tab. V) w stezeniu 0,025% po 2 minutach
dziatania daty wynik watpliwy, a dopiero po 5 minutach dobry.

Wyniki kolejnych doswiadczen z bromkiem laurylopirydyniowym,
zestawione w tab. VI, pokrywaja sie z wynikami dla calej serii badan
dla kazdego stezenia (tab. III).

WNIOSKI :

1. Chloramina wykazala dobrg skuteczno$¢ w dzialaniu na wirusa
krowianki przy stosowaniu roztworéw 0,05% i 0,025% w ciggu 5 minut.

2. Lug sodowy wykazal podobng aktywnos¢ w stezeniu 0,025%.

3. Bromek laurylopirydyniowy dzialal skutecznie w roztworach 1%
i 0,5% rowniez w ciggu 5 minut.

4. Zastosowana metoda okazala sie dostatecznie czula dla badania
$rodkéw w wysokich rozcienczeniach. Wyniki inaktywacji wirusa wy-
kazujg prawidtows zalezno$¢ od stezen roztworéw i czasu ekspozycji.

5. Metoda jest bardzo pracochlonna i kosztowna ze wzgledu na du-
zy odpad jaj — wobec czego nie mozna jej poleca¢ do seryjnego badania
Srodkéw wirusobodjczych. ‘

Autorzy dziekuja doc. dr T. Sporzyrnskiemu oraz dr J. Meszaros za cenne

wskazowki i konsultacje w trakcie wykonywania pracy oraz J. Podgorskiei za
staranng pomoc techniczng.
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b. BoxXuubcKa, 3. Byituaxk

CPABHUTEJBHEIE UCCIENOBAHNUA 3P PEKTUBHOCTU JEVCTBUSI
TUOPATA OKUCHU HATPUA, XJOPAMIUHA U JAYPUJIOBPOMIIMPUINVIHA
II0 OTHOUIIEHUIO K BUPYCY BAKIMHEI

CogepxaHue

Ieapio 9TOro TpPyAa ObIIO YAOCTOBEPUTH UYTO JAYPUIOOPOMIMPHUAMH (IIpemapart
MECTHOM IPORAYKLMM) oDJajilaeT BUPYCOUMIHBIMM CBOJMCTBAMM, a TaKxKe pPelNTh
EOIPOC O MPUIOZHOCTH €r0 ANA CePuMHbIX McclexoBauuil no Henneberg’y u Hopper'y.

TecTOBBIM OPraHM3MOM OBLI HITAMM BUDYCa BaKUMHBL IlofgBepranu 3apa’keHuio
(IIPMBMBKA) Ha BEPCHMHKOBYIO IepPerioHKYy 13 AHeBHble KypuHBbIe 3apoabiuu. VHeK-
UOHHBLI THUTP MCXOAHOM B3Becu Bupyca (ID 50) xonebanca B rpammmax 10-—10-7.

ByMazkHble CTEPMJbHbIE KPYXKKM JuaMeTpoM 1cM ObLIM 3apaxeHbl B3IBEChI0 KOH-
veuTpauu 10-1, ymorpebasaa 0,3Ma B3Becu Ha 10 KpyKKoB. HackbllleHHble KPYXKKNA
TOABEPINNY AeMCTBMI0 00e33apa’kKMHHBIX PACTBOPOB, B MPOAOJI>KeHMM 1, 2 M 5 MMUHYT.

Pe3ynnTaThl NPORENEHHLIX MCCHEAOBAHMIT KOHCTATHMPOBAJM, UYTO XJOPaMuH Jei-
cTBOBayl ycmemrHo npu Inpumedenmu 0,05% u 0,025% pacTBOPOB B IMPOROIKEHUM
5 MuHyT. I'mapaT OKMCuM HATPMA AeiicTBoBan ycmeluHo opu 0,025% RoHuenTpanmn.

JlaypunobpoMoupuauy geitcreoBan yeneinno s 1% u 0,5% pacTBOopax TakiKe B IIpO-
IOJIZKEeHUNU 5 MUHYT.

YyBCTBUTENLHOCTL IIPMMEHAEMOI'0 MeToAa ObLIa YAORBRJIETBOPHUTeNLHAdA NPU UcCiae-
IOOBAaHUAX CHJIBHO pa30aBJIEHHBIX DAcTBOPOB. OJHAKO-2KE 9STOT METOX TDYAOEMKINit
M JOPOTOCTOALMiT M3-3a OOJBIIOH 3aTpaThl AMIL.

B. Borzynska, Z Wojciak

COMPARATIVE STUDIES ON THE EFFECTIVENESS OF SODIUM HYDROXIDE
CHLORAMINE AND LAURYLPYRIDINIUM BROMIDE ON VARIOLA VIRUS

Summary

The aim of undertaken studies was to test the effectiveness of laurylpyri-
dinium bromide against variola wirus, and whether the method described by
Henneberg-Hopper is suitable for routine work. ) '

Sterilized filter paper 'discs, 1 c¢m in diameter, were soaked with 10-fold
dilution of virus suspension, having a minimum of ID;, titer of 10—6 — 10—7.
The infected discs were exposed to idisinfectant solutions, during 1-2-5 minutes.
Then the survival of the virus was checked on the dropped chorioallantoic
membrane of 13-day old embryonated eggs. Sufficient effectiveness of chloramine
in solutions of 0.05% to 0.025% during 5 minutes was shown. Similar activity
had natrium hydroxide in solutions of 0.025% flaurylpyridinium bromide showed
effectiveness in solutions of 1-0.5% in 5 minutes.

The method used appeared enough sensitive for testing disinfectant solutions
in low concentrations. It needs, however, much of work and is expensive,
because of high mumber of waste eggs.
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