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Przeprowadzono badania nad wlasdwoś~mi wirusobójczymi 3 środ­
ków ,odkażających, określając #ężenie i efektywny czas ,działania na 
testowy wirus ~rowianki. Skuteczność bromku laurylopirydyniowego 
pqrównywano ze skutecznością ługu sodowego i c,hloraminy. 

W ostatnich latach ukazało się wiele prac, których przedmiotem jest 
badanie oddziaływania na wirusy środków odkażających. Ocenę wiruso­
bójczych własności przeprowadzano w różnych warunkach dostoso­
wanych do celu badania oraz na wirusach o różnej oporności - dlate­
_go charakterystyka poszczególnych środków jest fragmentaryczna. Jak­
kolwiek wyniki badań prowadzonych różnymi metodami nie zawsze są 
porównywalne, Bingel (5) na podstawie swej obszernej monografii wy-
ciąga szereg ogólnych wniosków: . . 

A. Formalinę, chlor i związki chloru, jod, sublimat (w środowisku 
ubogim w białko) oraz połączenia chlorowanych związków fenolowych 
:z alkaliami {przy wysokim pH) - należy 'zaliczyć do najbardziej aktyw­
nych środków. 

B. Związki fenolowe działają tylko na niektóre większe i średnie 
wirusy, przy tym jest wiele sprzecznych doniesień w piśmiennictwie. 

C. Alkohol oraz czwartorzędowe zasady amoniąwe wykazują słabe 
działanie. 

D. Niektóre wirusy małe wykazują wyjątkowo dużą oporność, np. 
:grupa Polio, Hepatitis, a w grupie wirusów średnich Coxiella i fagi. 

E. Wrażliwość wirusów dużych (> 100 mµ,) na chemiczne środki od­
·każające jest najbardziej zbliżona do wrażliwości wegetatywnych ko­
mórek bakteryjnych. 

Wiele ,jest metod testowania środków wirusobójczych DiP• badania w 
zawiesinach, tj. przez mieszanie zawiesiny wirusa z serią roztworów ba­
danego środka, ibadania z zastosowaniem nośników. Nośniki mogą być 
wykonane z różnych materiałów, jak szkło (perełki), drzewo, (płytki), 
papier, tkaniny (skrawki), nici jedwabne itp. Zakażone nośniki mogą być 
wilgotne lub wysuszone. Ostatnio przystos~wywane są również do badań 
na ,wirusach metody bakteriologiczne, jak np. metoda „use dilution", 
metoda „plaques" - i inne (21, 22, 29). 

Aby można było klasyfikować środki wirusobójcze - konieczne jest, 
aby siła działania niszczącego wyrażana była wartością liczbową (3, 
5, 11, 12, 8). Samo stwierdzenie, czy wirus przetrwał odkażanie czy też 
nie, wskazuje tylko, czy środek posiada własności wirusobójcze - ale 
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nie pozwala ich zmierzyć ani porównywać. Natomiast jeśli określi się 
miana infekcyjne zawiesiny wyjściowej oraz zawiesiny po działaniu 
środka, to różnica ich logarytmów będzie miernikiem stopnia inakty­
wacji. Drees (11, 12) wykazał doświadczalnie, że wartość tego „wskaź­
nika" inaktywacji nie zależy od początkowego miana zawiesiny testowej 
(od początkowego stężenia wirusa). Ponieważ wahania przy oznaczaniu 
miana ID50 dochodzą do wartości log = 1, za warunek minimalny dla 
uznania, że środek jest wirusobójczy, przyjmuje się różnicę logaryt­
mów= 2. 

Zależność między wielkością wskaźnika a stopniem inaktywacji przed­
stawia poniższe zestawienie wg Schmidta i Grossgebauera (24): 

. Różnica log miana 

0,0- 0,9 
1,0-1,9 
2,0-2,9 
3,0- 3,9 

>4 

Stopień inaktywacji 
zawiesiny wirusa 

< 90,0% 
= 90,0% 
= 99,0% 
= 99,9% 
> 99,9% 

BADANIA WLASNE 

I 
Celem podjętej pracy było zbadanie, w porównaniu z ługiem sodowym 

i chloraminą jako standardem, czy bromek laurylopirydyniowy, nowy 
preparat dezynfekcyjny krajowej produkcji - posiada własności wiruso­
bójcze oraz czy własna modyfikacja metody badania opisanej przez Hen­
neberga i Hoppera (15) może być stosowana do rutynowanych badań. 

MATERIAŁ I METODY 

Sr od ki ba da n e. 1) chloramina T o zawartości czynnego chloru 2tl,65%; 2) 
ług sodowy cz, 1ch.; 3) bromek laury1opirydyniowy, produ!kcji Grodziskich Zakła­
dów Farmaceutycznych, preparat w postaci 25% roztworu wodnego. Cięż. cząst. 
327,9. Ciecz klarowna, barwy żóMej, lekko opaliz.ująca. W wodzie rozpuszcza się 
w dowolnym stosun!ku, dając ro·:z.twory pieniące się. 

Organizm test owy: SZJczep wirusa krowianki P-CAM-,,S" 
1 p. (Materiał wyjściowy: pu,lpa z jałówki, 1. pasaż na błonie kosmówkowo-omocz­
niowej zarodków kurzych). Szczepiono 12 -13-.dniowe zarodki i inkubowano jaja 
72 gOldziny w 37,8° przy wilgotności względnej i67%. Z błon zakażonych 1wiru1sem, 
wykazujących wzrost zlewny, przygotmvy,wano jałowo 200/o zawiesinę w roztwo­
rze fizjologicznym soli zawierającym 10% · surowicy króliczej normalnej. Błony 
uprzednio 1przemywano dwukrotnie w fiz:jolog:iczinym roztworze soli, ważono i ucie­
rano rw moździerzm z :piaskiiem, !dodając stopniowo roztwór surowicy. Gotową za­
wiesinę przechowywano w stanie zamrożenia przez lki]ka miesięcy ,W temperatu­
rze - 25° 

Neutra 1 i z at or y. W celu .przerwania dalszego działania środków odka­
żających po określonym czasie ekspo'zycji stosowano w przypadku: a) ługu sodo­
wego - bufor fosforanowy o pH= 7, b) chloraminy - 1 % roztwór tiosiarczanu 
sodu, rozcieńczony w stosunku •l : 6, c) .bromku laury1opi'rydyniowego - roztwór 
Tween 80 i lecytyny przygotowany w sposób na·s'tęipujący: 0,7 g lecytyny emul­
gowano w 15,0 g '.Ilweenu 80 i rozcieńczano gorącą wodą destylowaną, dopełniająt: 
do 1 litra. pH= 7,4 nasrtawiano 1 n NaOH. 

przebieg ba, dań. Badania prowadzono metodą opisaną przez Henneberga 
i Hoppera (15). Z 20% ·zawiesiny wirusa ;przygoto,wywia:no ido badań odpoWiednie 
rozcieńczenia w roztworze fizj,ologicznym soli z dodatkiem anty,biotyków (strepto­
mycyny 5 mg/ml i penicyliny 1000 j/ml) dla ochrony przed zakażeniami bakte­
ryjnyimi. Miano dnfek,cyjne wyjściowej zawiesfay wirus1a {ID50) wahało się w gra-
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nicach 10-6 do 10-7. Rozcieńczoną tdizesięciokrotnie zawiesiną zakażano jałowe 
krążki z bibuły filtracyjnej o średnicy 1 cm, zuży,wając 0,3 mJ zawiesiny na 10 
krążków. Zwilżone krążki poddawano działaniu roztworów odkażających: chlora­
miny w stężeniach - 0,015% i 0,025%, ługu sodowego w stężeniach - 0,5%, 0,025% 
0,0125%, bromku lauryloipi·ryldyniowegio w stężeniach - 1 %, 0,5%, 0,25% i 0,125%. 

Przez cały czas trwania doświadczenia rmimroż.oną zawiesinę i jej rozcieńcze­
nia przetrzymywano w naczyniu z lodem. Roztwór fizjologiczny soli z antybioty­
kami można przecho,wy.wać w tem,peraturze +4° około '10 dni. 

Po ekspozycji w ciąg,u 1, 2 i 5 minut krążki Cnośniki wirusa) płukano w roztwo­
rze odpowiedniego neu1tralizatora. Następnie po opłukaniu w 10 m[ jałowej wody 
destylowanej krąż1ki ucierano w moździerzu z piaskiem, dodając 3 ml roztworu 
fizjologicznego soli z antybiotykami. Utartą masę zlewano do probówek i wiro­
wano przy 100.0 obr.Imin. Nast~pnie zlewano płyn I znad os'adiu i po 0,1 ml szcze­
piono 13-dniowe zarodki kurze na błonę kosmówkowo-omoczniową. Sz,czepiono 
minimum po 6 jaj w każdej próbie. Po szczepieniu zarodki inkubowano , 48 godzin 
w temperaturze 37,8° i wilgotnośiei wzg>lędnej 67%, po czym jaja otwierano, wy­
cinano błonę kosmówkowo-omoczniową 'i ogląidano pod ł\.lipą. Wzrost wirusa na 
błonach był wskaźnikiem niedostatecznego działania roztworu odkażającego. 

Równolegle wykonano próby kontrolne: 
A. Dla sprawdzenia infekcyjności zawiesiny - zarodki s.zczepiono zawiesiną 

w rozcieńczeniu 10-4 - 10-6• 

B. Tzw. dodatnią próbę kontrolną dlla sprawidzenia, czy •nasycone zawiesiną 
krążki bibułowe zawierają dostateczną ilość wirusa do zakażenia zarodka. Krążki 
te nie były poddawane działaniu środka. Po nasyceniu . zawiesiną umieszczano 
je w roztworze odpowiedniego neutrali1zatora i po 5 min. (najdłuższy czas ekspo­
zycji w badaniach właśdwych) plUikano I w wodzie, a następnie ucierano jw. 
z 3 ml roz'tw·oru fizjologicznego soli z dodatkiem antyibiotyków. 

C. Zawiesinę wirusa posiewano również na bulion zwykły, 'cukrowy, Wrzoska 
i agar sko,śny dla wykluczenia zakażeń bakteryjnych. 

W serii 1badań wstępnych ustalono, że dla wylka2Ja,nia dz,iałania badanych 
środków odkażających należy krążki bibuły na,sycać zawiesiną w rozcieńczeniu 
10-1, gdyż wtedy uzyskiwano najbardziej obfity WNost wirusa na błonie kosmów­
kowo-omoczniowej szczepionych zarodków. Przy zakażaniu zawiesiną w roz­
cieńczeniu 10~4 tyłko około 50% zarodków wy1kazy1wało wzrost wirusa, podobnie 
jak przy bez.pośrednim szczepieniu jaj zawiesiną w rozcieńczeniu 10-6, 10-7• 

Wyniki badań zestawiono w tabelach I do VI. 

Oceniając wyniki zebrane w tabelach I - III należy wnioskować, że 
we wszystkich badaniach, w których wzrost wirusa na błonach kos­
mówkowo-omoczniowych wystąpił w co najmniej 50% prób, wskaźnik 
inaktywacji obliczony jako różnica logarytmów miana infekcyjnego ek­
straktów z krążków bibułowych przed i po odkażeniu ma wartość rów­
ną 3. 

Tabela I 

Badanie działania chloraminy na wirusie krowianki P-CAM-,,S" 1 p 

Liczba jaj 
% Stężenie Czas 

ocenianych I I brak wzro- wyników 
roztworu w minutach wzrost 

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 11 55,5 
0.025% 2 19 5 14 73,6 

5 23 3 20 87 
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Tabela Il 

Badanie działania łu,gu sodowego na wirusie krowianki P-CAM-,,S" 1 p 

Liczba jaj % Stężenie Czas 
ocenianych I roztworu w minutach wzrost I brak wzro- wyników 

wirusa stu wirusa pozytywnych 

1 19 o 19 100 
0,5% 2 18 1 17 94,4 

5 17 o 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 

Tab e 1 a III 

Badanie działania bromku faurylopirydyniowego na wirusa krowianki 
P-CAM-,,S" 1 p 

Liczba jaj 
% Stężenia Czas 

ocenianych I roztworu w.minutach wzrost I brak wzro- wyników 
wirusa stu wirusa pozytywnych 

I 

I 1 15 5 10 66,0 
1% I 2 17 1 16 94,0 I 

! 5 20 o· 20 100,0 i 

I 
I 1 20 16 4 20,0 I 

0,5% I 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 

I 5 20 12 8 40,0 
-

1 18 17 1 5,5 
0,125?6 2 13 13 o 0,0 

5 16 15 1 6,2 
; 

1D50 ekstraktu z krążków nieodkażanych 10-4 

1D50 ekstraktu z krążków odkażonych 10-1 

3 

Powyższe kryterium pozwala stwierdzić, że chloramina w roztworach 
0,05% i 0,025% wykazuje bardzo wysoką aktywność w stosunku do wiru­
sa krowianki. Zabicie wirusa przy stosowaniu zakażonych wilgotnych 
nośników, po 1 minucie ekspozycji wynosiło odpowiednio 50% i 55,5%, 
po 2 minutach - 66,7% i 73,3%, zaś po 5 minutach 95% i 87%. Wynik 
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Tabela IV 

Wyniki serii badań działania chloraminy 

Stężenie roztworu Czas ekspozycji 
Wyniki w kolejnych 

badaniach Skuteczność 
odkażającego 

0,05% 

0,025% 

Uwaga: + 
badano 

wirusa 
1 I 2 I a I 4 I s I 6 

1 o + + ? + po 5 minutach 
2 + + ? + ? dobra 

5 + + + + + - - - -
1 + + + ? ? + po 5 minutach 
2 ? + + + + + dobra 

5 + + + + + + 
wynik pozytywny; ? = wątpliwy; = negaty;wny O nie · 

Tabela V 

Wyniki serii badań działania ługu sodQ\Wego na wirus krowianki 

Stężenie Czas Wynik w kolej-
roztworu ekspozycji nych badaniach Skuteczność 

odkażającego wirusa I 1 2 I 3 I 4 

1 + + + 
0,5% 2 + + + po 1-5 min. dobra 

5 ..±.. ..±.. ..±.. --

1 ? 
po 1 min. niedosta-- - - teczn.a 

0,025% 2 - + ? + po 2 min. wą.t!Pliwa 
5 __±__ + + + ;po 5 min. dobra 

1 - - o ? iPO 1-5 min. niedo-
0,0125% 2 - - - + stateczna 

5 - ? - + 
Uwaga: + = wynik pozytywny; ? = wątpHwy; - := negatywny; O = nie' 

badano. 

ten jest zgodny z o·ceną aktywności chloraminy w badaniach He.nneber­
ga i Hoppera (15). 

Przy stosowaniu ługu sodowego stężenie roztworu 0,025'% okazało się · 
najniższym, przy którym działanie wirusobójcze uzyskano w czasie 2 i 5 
minut ekspozycji nośników; roztwór 0,0125%-owy spowodował w tym sa­
mym czasie inaktywację wirusa tylko w 20,0o/o i 26,3% wszystkich prób. 

W przypadku bromku laurylopirydyniowego wysoką aktywność wyka­
zał roztwór 1 o/o-owy, poczynając od 1 minuty działania. Roztwór o stę­
żeniu 0,5% był skuteczny po 5 minutach, zaś słabsze roztwory o stęże­
niach 0,25% i 0,125% wykazywały działanie niedostateczne. 

Jeżeli to samo kryterium oceny (tj. przyjmując jako wynik dodatni 
brak wzrostu wirusa w co najmniej 50%. prób - co wskazuje, że różnica 
logarytmów miana infekcyjnego, 1D50, ekstraktów z nośników przed i po-

Roczniki PZH - 7 
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Ta bela VI 
Wyniki serii badań działania roztworów bromku laurylopirydyniowego 

na wirusa krowianki 

Stężenia 
roztworu 

odkażającego 

1% 

0,5% 

0,25% 

Czas 
ekspozycji 

wirusa 

1 
2. 

5 

1 
2 

5 

1 

Wynik w kolejnych 
badaniach 

1 I 2 I 3 I 4 I 5 I 6 

+ + + ? 

+ + + + 
+ _±_ _±_ + --

? ? - -

Skuteczność 

I po 1 min. wąt­
pUwa w 1 bada­
niu po 2 i 5 
dobra 

po 1 i 2 min. 
_ + + ? wątpliwa po 5 

min. dobra 
+ _±_ + _±_ _ - -----

- - ? ? 
2 - - + ? 

po 1, 2, 5 min. 
wątpliwa 

_________ , ____ 5 __ -=- -=-_±_-=- ---- -------

0,125% 
1 
2 

5 

brak skutecz­
ności 

Uwag a: + = wynik pozytywny; ? = wątpliwy; - = negatywny. 

-0dkażeniu wynosi 3) zastosujemy do wyników w poszczególnych do-
5wiadczeniach, to ocena ta będzie ostrzejsza. 

Jak widać z tabeli IV, przy działaniu roztworów chloraminy wynik 
dobry otrzymano we wszystkich badaniach po 5 minutach ekspozycji; po 
1 i 2 minutach działania w jednym lub dwu doświadczeniach (na 5 lub 
6 powtórzeń) otrzymano wynik wątpliwy. 

Roztwory ługu sodowego (tab. V) w 'Stężeniu 0,025% po 2 minutach 
działania dały wynik wątpliwy, a dopiero po 5 minutach dobry. 

Wyniki kolejnych doświadczeń z bromkiem laurylopirydyniowym, 
zestawione w tab. VI, pokrywają się z wynikami dla całej serii badań 
dla każdego stężenia (tab. III). 

WNIOSKI 
1. Chloramina wykazała dobrą skuteczność w działaniu na wirusa 

krowianki przy stosowaniu roztworów 0,05% i 0,025% w ciągu 5 minut. 
2. Ług sodowy wykazał podobną aktywność w stężeniu 0,025%. 
3. Bromek laurylopirydyniowy działał skutecznie w roztworach 1 o/o 

i 0,5% również w ciągu 5 minut. 
4. Zastosowana metoda okazała się dostatecznie czuła dla badania 

środków w wysokich rozcieńczeniach. Wyniki inaktywacji wirusa wy­
kazują prawidłową zależność od stężeń roztworów i czasu ekspozycji. 

5. Metoda jest bardzo pracochłonna i kosztowna ze względu na du­
ży odpad jaj - wobec czego nie można jej polecać do ;seryjnego badania 
środków wirusobójczych. 

A:utorzy dziękują doc. dr T. Sporzyńskiemu oraz dr J. Meszaros za cenne 
wskaz6wiki i konsulta,cje w trakcie w~konywania pracy oraz J. Podgórskiej za 

,sta1ranną pomoc ,techniczną. 
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B. B O JK M H b C K a, 3. B y Mu; H K 

CP ABH1i1TEJibHbIE 1i1CCJIE,D;OBAHHH 3<I><I>EKTHBHOCTJ1 .D;El/1CTBHH 
fli1.D;PATA OK1i1Cli1 HATP1i1H, XJIOPAM1i1HA 1i1 JIAYP1i1JIOBPOMII.1i1PJ1.D;J1HA 

no OTHOIIIEH1i1IO K Bli1PYCY BAKI.J;HHbl 

Co,ztep:lKaHMe 

I.l;eJib!O 3TOro Tpy,ąa 6b!JIO YAOCTOBepwrb '!TO JiayJ?.MJio6poMnMpM.IJ;MH (npenapaT 
MeCTHOM IlPO.rlYKU:MM) 06Jia,L1aeT BMpycou;M,ztHbIMM CBOMCTBaMM, a TaKJKe pellIMTb 
Eonpoc O npl'1r0AHOCTM ero ,LIJIH cepMi1:HbIX MCCJie,Z\"OBaHMH no Henneberg'y M Hopper'y. 

TeCTOBblM opraHI!13M0M 6bIJI IlITaMM BMpyca BaKI.V,1Hbl. Ilo.r1aepraJII!I 3apaJKeHM10 
(npMBMBKa) Ha aepCMHKOBYIO nepenOHKY 13 j\HeBHbie Kypmib!e 3a,PO,ll.blllIM. HmpeK-
1.\MOHHblM TMTP MCXO,z:\H0H B3BeCM BMpyca (ID 50) KOJie6aJICH B rpam1u;ax 10-6-10-7• 

ByMa:iKHbie CTel)MJibHbie KPYJKKI!I ,LIMaMeTpOM 1 CM 6b!JIM 3apa:iKeHbI B3BeCb!O KOH­
ueHTpau;MM 10-1, ynorpe6JIHH 0,3 MJI B3BeCJ1 Ha 10 KPY:iKK0B. HaCbIII.:(eHHbie KPYJKKM 
IlO,LIBeprJIM .IJ;€HCTBl1!0 o6e33apaJKMHHbIX pacTBOPOB, B npO.IJ;OJI:iKeHMM 1, 2 J1 5 MMHyT. 

Pe3yJibTaTbI npoae)l;eHHb!X MCCJie):\OBaHMM KOHCTaTMpoaaJIM, '!TO XJiopaMHH ,ztei1:­
CTBOBaJI ycnellIHO npM npwMeHem1M 0,05% M 0,025% paCTBOPOB a ITPo.IJ;OJI:iKeHM.11 
5 MMHyT. fM.IJ;PaT OKMCM HaTpua )l;eHCTBOBaJI ycnellIHO npM 0,025% KOHu;eHTpau;MM. 

JiaypHJI06pOMilMPl1,LIHH .IJ;ei1:CTBOBaJI ycnellIHO B 1 % H 0,5% paCTB0pax TaKJKe B npo­
;!\OJI:lKeHUH 5 MMHYT. 

"9:yacTBMT€JlbH0CTb npMMeHHeMoro MeTO,Lla 5bIJia Y.IJ;OBJ!eTBOPHTeJibHaH npM MCCJie­
AOBaHMHX CMJibHO pa35aBJieHHb!X paCTBOPOB. O;!\HaKO-JKe 3TOT MeTO;!\ TPYAOeMKMH 
H ;!\OporoCTOHII.:(HH M3-3a 50JibllIOH ::.arpaTbI HMQ. 

B. B o r z y ń s k a, Z. W 6 j c i a k 

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

Summ ary 

The aim of ,undertaken studies was to test the effectiveness of laurylpyri­
dinium bromide against variola virus, and whether the method idescribed by 
Henneberg-Hqpper is suitable for routine worik. 

Sterilized filter paper 'dis,cs, 1 cm 1n diameter, were soaiked with 10-fold 
dilution of virus suspension, having a minimum of ID50 titer of 10-6 - 10-7• 

The infected discs were eXJ)osed to idisinfectaint so1utjlons, during 1-2-5 minutes . 
Then the survival of the viirus wa1s checked: on the dro.pped •chorioalliantoic 
membrane of 13--day old embryonated eggś. Sufficient effectiveness of chloramine 
in sołutions of 0.05% to 0.025% during 5 minutes wais s1hown. Simirar activity 
had natriwn hydroxide in so1u.tions of 0.025% ilaury1pyriddinium jbrom1de -shlowed 
effectiveness in so1u'tions of 1-0.5% in 15 miniutes. 

The method ,used appeared eno'ugh sernsitive for testing disinfectant solutions 
in low concentrations. It needs, ·however, much of work and is expensive, 
because of high inumber of waste eggs. 
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