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jak wzmozony ruch gospodarczy, obrét zwierze-
tami itp., a wydaje sie on przynajmniej w na-
szych warunkach jak gdyby zwigzany z prze-
biegiem temperatury. Wrazenie to poteguje
swiadomose, ze daty urzedowego stwierdzenia
pomoru byly i sg jeszcze dos¢ znacznie odlegle
od dat wystapienia pierwszych objawoéw cho-
roby, a tym bardziej od chwili inwazji wirusa
pomoru.

Mechanizm oddzialywania szkodliwych tem-
peratur na organizm Swini nie zostal jeszcze
dostatecznie poznany. Zjawisko to mozna tlu-
maczy¢ teorig Selyego, zgodnie z ktérg zarow-
no wysokie, jak i niskie temperatury wywotuja
ujemny wplyw na mechanizm obronny orga-
nizmu, poprzez zmiany w ukladzie przysadko-
wo-nadnerczowym. W warunkach naturalnych
ujemny wplyw wysokich temperatur na orga-
nizm, szczeg6lnie u takiego gatunku zwierzecia,
jak $winia, jest daleko czestszy anizeli tempe-
ratur niskich, przed ktéorymi wydatng ochrone
stanowig pomieszczenia. Ujemny wplyw zimna
na organizm $win jest jednak niewstpliwy i zo-
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stal potwierdzony réwniez u nas eksperymen-
talnie (1).

Wszechstronne zbadanie probleméw zwigza-
nych z wplywem warunkéow atmosferycznych
na organizm zwierzecy mie¢ bedzie niewgtpli-
wie duze znaczenie praktyczne. Juz samo pozna-
nie sezonowo$ci pomoru swin i wprowadzenie
okreslonych termindéw szczepien zapobiegaw-
czych dato wyniki, ktére dowodza, ze oprécz
dobrych szczepionek i odpowiedniej organizacji
pracy, konieczne jest gtebsze poznanie ekologii
choréb zakaznych.
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W sprawie wytwarzania szczepionki 19 do uodporniania bydta
przeciw brucelozie

Z Zakladu Choréb Bydla Instytutu Weterynarii
dr FELIKS ANCZYKOWSKI

Kierownik: doc.

Szczepionka 19 zawiera, jak wiadomo, zy-
we brucele, ktére u odpornianego zwierze-
cia powodujg lekka postaé czynnej brucelozy.
Z reguly konezy sie ona wyzdrowieniem, ale
zwierze nabywa tg drogg odpornoéé swoista,
ktéra w wiekszosci przypadkéw chroni je
przed zakazeniem zjadliwym szczepem tere-
nowym. Podanie zwierzeciu bruceli niezy-
wych, wzglednie zabitych stanowi niewystar-
czajacy bodziec do wywolania pozgdanej od-
pornosci.

Skutecznosé szczepionki zalezy od zywot-
noéci i jednorodnosci populacji bruceli, znaj-
dujacej sie w dawce uodporniajgcej. Brucele
naleza jednak do grupy drobnoustrojéw, kté-
re cechuje duza zmienno$¢ i wrazliwo$é na
niesprzyjajace warunki otoczenia; latwo do-
chodzi do zmian dysocjacyjnych, i w nieod-
powiednich warunkach owe bakterie zamie-
raja. W tych okolicznosciach maleje oczywis-
cie skuteczno§¢ uodporniajgca preparatu. Dla-
tego szczepionka 19 jest klopotliwa zaréwno
dla zakladu, ktéry jg wytwarza, dla organéw
kontrolujgcych jej wartosé, jak i dla tereno-
wej stuzby weterynaryjnej, ktoéra ja stosuje
w masowym uodpornianiu bydta przeciw bru-
celozie.

W niniejszym doniesieniu zamierzono kry-
tycznie omoéwi¢ podstawowe skladniki szcze-
pionki 19, niektére szczegoly techniki jej
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przyrzadzania, i wysunaé wlasne sugestie co
do pewnych zmian w oparciu o wyniki badan
wlasnych, badz uwypukli¢ tematyke prac, kto-
re nalezaloby podja¢ dla potwierdzenia lub od-
rzucenia nasuwajagcych sie hipotez.

1. Wybér szczepu produkcyjne-
go

W naszych warunkach aktualnie nie ma
uzasadnionej potrzeby zamiany szczepu Buck-
19 na ewentualnie inny szczep, i podejmowa-
nie w tym kierunku jakichkolwiek prac ba-
dawczych byloby zgola niewskazane. W pro-
blemie brucelozy naszego kraju istniejg bo-
wiem daleko wazniejsze i pilne zagadnienia,
ktére sie powinno doswiadczalnie rozstrzyg-
ng¢, badz opracowa¢ w postaci syntez, i ja-
ko gotowe recepty przekaza¢ do wykorzysta-
nia w terenie (12).

2. Przechowywanie szczepu pro-
dukcyjnego

Najdoskonalszg metodg przechowywania
szezepu produkcyjnego jest utrzymanie go w
stanie zliofilizowanym. Ale i ta forma prze-
chowywania wymaga pewnej specjalistycznej
zapobiegliwosci; nawet drobne odchylenie w
sporzgdzaniu zawiesiny podlegajacej wysu-
szeniu w stanie zamrozenia, jak réwniez nie-
znaczne zdawaloby sie bledy techniczne w
same] liofilizacji wplywaja nierzadko wydat-
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nie na jakos¢ i trwalose liofilizatu. Zasadni-
czym warunkiem udania sie liofilizacji jest
sporzadzenie zawiesiny o pelnej jednorodnej
zywotnosei.

Jednym z najczeSciej spotykanych bledoéw
technicznych jest uszkadzanie bruceli mecha-
nicznie wskutek obijania bakterii o Sciane na-
czyn, zwiaszcza w czasie splukiwania wraz z
peretkami szklanymi (Drimmelen — 13, 15;
Anczykowski — 3, 4). Nizej przytoczone wy-
niki doswiadczenia ilustruja ujemny wplyw
na zywotnos¢ zbyt energicznego zmywania
sptuczyny.

Hodowle 48-godzinna szczepu 19 na agarze skosnym
sptukano ostroznie za pomoca odzywczej wody pepto-
nowej, do ktérej nie dodano plynu buforowego (3, 4)
i wysiano na butelki Roux. Po uplywie 72 godzin
splukano hodowle odzywczg woda peptonowsy wraz
z peretkami szklanymi w ten sposéb, ze calg partig
butelek podzielono na 2 grupy; jedng cze§¢ butelek
(A) splukiwano w dotychczas praktykowany sposép,
zas druga czes¢ butelek (B) zmywano ostroznie —
ruchami przypominajgcymi odsiewanie przez sito —
unikajgc obijania bakterii o §ciany butelek. Otrzyma-
ne spluczyny sprawdzono na czysto$é i zlano do dwéch
kolb; zawiesine z butelek grupy (A) zlewano bez
szczegolnych ostroznosci, natomiast zawiesine z bu-
telek grupy B — ostroznie po $cianie kolby. Z kolei
kazda zawiesine A i B rozdzielono do 3 mniejszych
kolb i dodano rozpuszczony w odzywczej wodzie pep-
tonowej TTC w takiej ilosci, aby ostateczne stezenie
TTC w zawiesinie wynosilo 1:500. Dalsze postgpowé-
nie bylo analogiczne, jak przy sporzadzaniu standa-
ryzowanej zawiesiny do aglutynacji (5—11). Uzyskane
wyniki ilustruje tabela 1.

Tab. 1. Intensywnoéé barwy (w stopniach ekstynkcji)
0,5 Vol. % zawiesiny sprawdzano za pomocg foto-
kolorymetru Pulfricha

Splukiwano hodowle
ostroznie |
(zawiesina B)

Splukiwano hcdowle
w zwykly sposéb
(zawiesina A)

1,51 1.80
1,56 1,77
o 1383 1.89
$rednio: 1.47 | 1,82

Stwierdzono okoto 0,2 razy slabsze zabar-
wienie zawiesiny, z ktorg postepowano zbyt
malo ostroznie, co odpowiada o tyle samo
spadkowi zywotnosci danej populacji bakterii.
Okazalo sie mianowicie, ze intensywnos¢ redu-
kowania TTC stanowi wykladnik zywotnosci
tych bakterii, a przynajmniej aktywnosei meta-
bolicznej. Nadto zawiesina A wypadta dodatnio
w probie wirowania (2). Oznacza to, Ze czgSt
drobnoustrojéw zawiesiny redukowala TTC
slabo lub nie redukowala zupelnie, poniewaz
brucele byly niezywe. Innymi slowy, wsku-
tek postugiwania sie mniej ostrozng techni-
kg splukiwania cze$¢ bakterii zostala uszko-
dzona, a w pewnym odsetku wrecz zabita.

Dlatego zbyt energiczne splukiwanie ho-
dowli polgczone z obijaniem bakterii o Sciany
naczynia nalezy traktowaé¢ jako swego ro-
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dzaju blad w sztuce. Rowniez nie powinno sie
zlewaé zawiesiny z duzej wysokosci na dno
naczynia; nalezy ja zlewaé po $cianie kolby,
albo za pomoca lejka z dlugim odprowadze-
niem (Drimmelen — 14, 15, 16; Anczykowski
— 4). Wydaje sie niepozadane nawet gwal-
towne wecigganie zawiesiny do pipety. Po-
winno sie pilnie zwraca¢ uwage, aby przed
uzyciem byly ostudzone opalane pipety, szyj-
ki kolb, wyloty cylindréw itp. (4). Oslabia
zywoino$é zawiesiny $wiatlo dzienne pomiesz-
czen laboratoryjnych, zwlaszeza w dnie slo-
neczne. Mozna zmniejszyé 6w wplyw i ujed-
nolici¢ warunki $wietlne w laboratorium przez
wymiane szyb przezroczystych na zielone (4).
Fizjologiczny roztwér soli kuchennej nalezy
catkowicie wykluczyé z procedury przygoto-
wywania zywotnej zawiesiny bruceli (3, 4).
Do przygotowania podlozy uzywa sig. wody
przekroplonej podwojnie i za pomocg szkla-
nych destylatorow; domieszka metali w wo-
dzie destylowanej oddziatuje dysgenetycz-
nie na brucele (Drimmelen — 14). Wszelkie
szklo uzywane do hodowli, do sporzadzania za-
wiesiny, jak rowniez do liofilizacji — musi
byé obojetne. Naczynia musza odpowiadac
wymogom pod wzgledem ksztaltu: np. zbyt
duze roéznice w grubosci warstwy podioza,
jak to ma miejsce w butelkach Roux o wkles-
tych do wewnatrz scianach, podobnie zresz-
ta jak i na plytkach Petriego, dajg rozmaity
pod wzgledem obfitosci wzrost, i mozna sie
wtedy rowniez liczyé z niejednorodnym
skladem populacji bakterii pod wzgledem zy-
wotnosci i wlasciwosci antygenowych (4).
Okazalo sie wadliwe zamykanie naczyn kor-
kami z waty (Romwvary i Prohaszka — 21);
wata zawiera nienasycone kwasy tluszczowe
(kwas olejowy, kwas linolenowy), ktére prze-
dostaja sie do podloza po skropleniu sie pary
w toku wyjalawiania i wplywajg hamujaco
na wzrost bruceli. Zamiast waty powinno sie
uzywaé ligniny. Za szkodliwe uwaza¢ trzeba
hodowanie zarazkéw, badz manipulowanie zy-
wymi brucelami w pomieszczeniach, w kto-
rych znajduje sie ozon (postugiwanie sig lam-
pami kwarcowymi do odkazania pomieszczen);
ozon nie tylko niszczy drobnoustroje, ale row-
niez stymuluje niepozadang zmienno$C szcze-
pu produkecyjnego. Podobne zastrzezenia moz-
na mieé do rozpylania srodkéw odkazajacych
w powietrzu. Zamiast stosowaé¢ tego rodzaju
odkazanie powinno sie potozy¢ duzy nacisk na
techniczng czysto$é. W ogoéle nalezy przyjaé
jako zasade, ze w danym wypadku zarazek musi
by¢ wrecz pielegnowany — ftrzeba go chro-
ni¢é w miare moznosci przed wszelkimi wpty-
wami zaré6wno niszczaecymi go, jak 1 obni-
zajacymi zywotnos¢ bruceli, badz sprzyjaja-
cymi niepozadanej zmiennosci mutacyjnej i
dysocjacyjnej.

Duze znaczenie ma wiek hodowli, z ktorej
sporzgdza sie sptuczyne. Moim zdaniem do
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liofilizacji powinno sie uzywac 48-godzinnej
hodowli szczepu 19.

Spadek ilosci zywych bakterii w jednostce
wagi lub objetosci w nastepstwie liofilizacji
przypisywano dotychczas gléwnie wplywowi
jakosci samego aparatu liofilizacyjnego oraz
zawieszalnika. Z powyzej przytoczonych fak-
tow wynika, ze jakosc liofilizatu zalezy row-
niez i w duzym stopniu od zywotnosci i jed-
norodnosci spluczyny, ktérg sie liofilizuje.
Mieszanina zywolnych, ostabionych i mart-
wych bruceli reprezentuje kazdorazowo uktad,
ktory w ogéle przesadza o ilosci zywych za-
razkow luz po zakonczeniu procedury liofi-
lizacji, i przypuszczalnie ma wplyw na prze-
zywalno$¢ bruceli w czasie przechowywania
liofilizatu. Nie mozna takze wykluczy¢é ewen-
tualnosci, ze podobne bledy techniczne sprzy-
jajg zmienno$ci (antygenowej i dysocjacyj-
nej) bruceli ocalatych.

W dotychczas obowigzujacych instrukcjach
wytwarzania szczepionki 19 nie przewidziano
wlasciwe] kontroli zawiesiny na zywotnosé
ani przed, ani po liofilizacji. Przezywalnos¢
bruceli w procesie liofilizacji, jak i w okresie
przechowywania liofilizatu sprawdza sie me-
todg plytkowsg. Ta metoda nie odzwierciedla
bezposrednio i plastycznie wahan w zywot-
nosci zawiesiny. Wydaje sie uzasadnione za-
leci¢ nastepujacy spos6b postepowania:

Do é$wiezo otrzymanej zawiesiny o gestosci
15 Vol%o (gestos¢ ustala sie za pomoca wiro-
wania w probowkach Hopkinsa-Fitcha) doda-
je sie jalowego roztworu TTC 1:125 w takie]
ilodci, aby ostateczne stezenie chlorku tetra-
zolu wynosito 1:500. Bardziej szczegdlowe
wskazoéwki znajdg zainteresowani w odnos-
nej publikacji (6). Po ostroznym wymiesza-
niu wstawia sie material do cieplarki (37°C)
ra 4 godziny. Co godzine miesza sie zawiesine
dla usprawnienia wymiany gazowej. Nastep-
nie zabija sie zawiesing w lazni wodnej o t°
65°C przez 1/2 godziny, odwirowuje przez
75 minut przy okolo 2750 obr./min. i spraw-
dza osad. Niejednolitej barwy osad uformo-
wany w postaci pierscieni $wiadczy, iz uzyto
do liofilizacji zawiesine niejednorodng pod
wzgledem zywotnosci. Précz tego mozna
sprawdzi¢ intensywno$¢ barwy zawiesiny fo-
tokolorymetrycznie; w odczynie wizualnym na
fotokolorymetrze Pulfricha powinno sie otrzy-
maé wartosé 2,0 = 0,4 (10).

Oprécz duzej i wyréwnanej zywotnosci,
przeznaczona do liofilizacji populacja szczepu
19 musi czyni¢ zados¢ wymogom kontroli na
zmienno$¢ dysocjacyjng. Moim zdaniem jest
niestluszne domaganie sie, aby zaréwno do
liofilizacji, jak i do produkeji poszczegdlnych
serii szczepionki byly uzywane populacje zlo-
zone wylacznie z form S sensu stricto. Jest
to stanowisko teoretyczne — w praktyce nie-
osiagalne; chodzi tu raczej o wykluczenie
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formy M i R. Sluza ku temu nastgpujgce me-
tody.

Metoda Henry’ego (Henry — 17; Stableforth
— 22). Na plytki Petriego o rownej (nie wklestej do
wewnatrz) powierzchni wylewa sie cienka warstwe
agaru glicerynowego z dodatkiem glukozy. W naszych
warunkach wystarczajgce wyniki otrzymuje sie z kla-
rownym agarem ziemniaczanym. Odpowiednio rozrze-
dzong zawiesine rozprowadza si¢ réwnomiernie na
powierzchni agaru i aoduje przez 4 dni w temp. 37°C.
Wyrosle kolonie oglada sig w nieco zmieniony sposoh
pod lupa, ktérej powiekszenie wynosi okolo 15 razy.
Mianowicie wyjmuje sie lusterko z uchwytu i wkleslg
powierzchnig ku gérze umieszcza sie je przed lupg
w odleglosei okolo 10 em. Na lustro skierowuje sig
snop $wiatla z lampy mikroskopowej oddalonej o oko-
io 15 cm od lusterka. W tych warunkach odbite od
powierzehni lusterka promienie padajg od spodu lupy
na ptytke pod katem ockolo 45° (patrz schemat Nr 1).

SZKIC GRAFICZNY TECHNIKI BRORNIA W KIERLUNKLU
ZMIRAN DYSOCJACYJINYCH PRL . BRUCELLA

OBJASNENIE : 1, POWIEKSZENIE W LUPIE
2.HODOKLA WA PELYTCE
d.LAMPR MIKROSKOPOWRA
4.ZWERLIARLD WKLESEE

Kolonie gladkie sa z reguly mniejsze, bar-
wy niebieskawej lub zielonklawej. Kolonie
szorstkie sg jasniejsze i matowe, o powierzch-
ni drobnoziarnistej. W wielu przypadkach jest
zmieniona tylko czes¢ kolonii w postaci wy-
cinka kola, co szczegodlnie wyraznie rzuca sie
w oczy w miejscach bardziej gestego wzrostu
na plytce. Oczywiscie spotyka sie réwniez
szereg kolonii posrednich.

Oryginalna metoda Henry’ego nie jest zbyt-
nio czuta. W szczego6lnosci nie latwo jest wy-
szuka¢ kolonie zmienione $luzowato. Znacznie
czulsza i wygodniejsza w praktyce okazata siq
metoda Henry’ego zmodyfikowana przez Whi-
te’a i Wilsona (23), ktéra polega na tym, ze
96-godz. hodowle bruceli na plytce Petriego
zalewa sie dos$¢ obficie na 15 sekund wodnym
roztworem 1:2000 fioletu krystalicznego, po-
czym zlewa sie barwnik do naczynia zawie-
rajacego $rodek odkazajgcy i oglada plytke
pod lupa, jak w oryginalnej metodzie Henry’-
ego.

Kolonie gladkie sa niebiesko-zielone az do
glebi fioletowej; kolonie R — niebiesko-czer-
wone; natomiast kolonie M wykazujg ziarni-
stos¢ barwy ceglastej albo ceglasto- czer-
wonej. Jesli na plytce znajdujag sie kolo-
nie S lub R, otaczajace je podloze wykazuje
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barwe jasno-fioletows; ale przy obecnosci M,
cala powierzchnia podloza bywa jasniejsza z
odcieniem zéttawym.

Otrzymane populacje wyselekcjonowanych
kolonii mozna ponadto sprawdzi¢ za pomoca
termoaglutynacji i w probie z akryflawing
(11).

Do termoaglutynacji uzywa sie spluczyne
z 4-dniowej hodowli. Gestos¢ spluczyny po-
winna wynosi¢ 10 Vol%. Odmierzong porcje
zawiesiny gotuje sie w probowce bakteriolo-
giczne]j przez 2 godz. w lazni wodnej. Wynik
odezytuje sie niebawem po zakonczeniu goto-
wania 1 po raz drugi nastepnego dnia po prze-
trzymaniu materiatu w t° pokojowej. W
pierwszym odczycie bierze sie pod uwage tyl-
ko obecnos¢ lub brak osadu na dnie probow-
ki, za§ w drugim — zaréwno intensywnogé
wypadania bakterii na dno probowki, jak i
wystepowanie pierscieniowatego wyjasnienia
zawiesiny od géry. W probowkach, w ktoérych
wynik uznano za ujemny, pier§cieniowate wy-
Jjasnienie zaznacza sie w znikomym stopniu
lub nie wystepuje zupelnie, i nie stwierdza
sie osadu na dnie probéwek. Ocene przepro-
wadza sie wg skali od minusa (—) do eczterech
pluséw (+ ++ +).

Odczyn z akryflawing nastawia sie réwniez
z 10 Vol zawiesing w og6lnie przyjety spo-
sob. Wyniki odczytuje sie réwniez dwukrot-
nie — zaraz po wyjeciu z cieplarki, a nastep-
nie po przetrzymaniu préb w t° pokojowej
do nastepnego dnia. W ocenie stosuje sie ska-
le od minusa (—) do czterech plusow
(4 4) @1).

Przy okazji wydaje sie stuszne wysunac za-
potrzebowanie pod adresem krajowego prze-
mystu; na rynku jest brak tabletkowanej
akryflawiny. Sprawia to zbedny klopot od-
wazania akryflawiny przy sporzadzaniu kaz-
dorazowo §wiezego roziworu. Obecnie nie-
ktore laboratoria sprowadzajg takie tabletki
z zagranicy.

Wskazane jest postugiwanie si¢ termoaglu-
tynacja i odczynem z akryflawina jednoczes-
nie; obie proby nawzajem si¢ uzupelniajg (11).
Stwierdzono, ze sg to na ogél proby czulsze
anizeli plytkowe metody kontroli, nie wyla-
czajgc proby Henry’ego zmodyfikowanej przez
White’a i Wilsona. W prébie ptytkowej nale-
zaloby przyjaé, ze wskaznik ilosciowy dyso-
cjacji *) nie powinien przekraczaé wartosei 1,
za§ 1+ w odczynie termoaglutynacji lub z
akryflawing powinien stanowié podstawe do
wykluczenia zawiesiny szczepu standardowego
z liofilizacji.

) Wskainik jakoSciowy dysocjac)i ozna-
cza odsetkowa zawarto§é kolonii poszezegdlnych form zdy-
socjowanych — form M lub R — natomiast wskaznik
llosSclowy dysoecjacii przedstawia sumaryezng od-
setkows ilo§é wszystkich form zdysocjowanyeh (M i R) —
wegledem form uznawanych praktycznie za gladkie, bez
wzgledu na to ezy sa to formy S, czy te: formy przejfeio-
we, ale nie dajgce sie zaszeregowaé do form M lub R na

podstawie préb kontrolnych w kierunku zmiennosei dyso-
cjacyjnej.

W ten sposob, jesli jest nam znana zywot-
nos¢ zawiesiny, oraz jej wspélczynnik iloscio-
wy 1 jakosciowy dysocjacji przed liofilizacjg
i po liofilizacji, staje sie latwiejsze dostrzega-
nie wad aparatu liofilizacyjnego, tudziez bar-
dziej trafna jest ocena procesu liofilizacji w
ogole.

3. Regeneracja liofilizatu

Do rozpuszczenia skladnikéw i zawieszenia
masy bakteryjnej w ampulce liofilizatu po-
winno sie uzywaé¢ wode peptonowsg lub bulion,
a nie roztwor fizjologiczny NaCl (3). Potrza-
sanie amputka dla przyspieszenia zawieszenia
bakterii nalezy wuwaza¢ za niewlasciwe,
lub za szkodliwe; byé moze jest prak-
tycznie obojetne obracanie ampulki miedzy
dlonmi.

Wysiewu liofilizatu powinno sie dokonywaé
raczej na $wiezo sporzadzone podloze, oraz
na plytki nie podsuszone przez diuiszy czas
w cieplarce przez 24 godz. Chodzi tu o soczy-
stos¢é agaru.

W kontroli na dysocjacje stosuje sie zaréw-
no metode Henry'ego oryginalng, jak jej mo-
dyfikacje; procz tego stosuje sie termoagiu-
tynacje i prébe z akryflawing (w modyfika-
cji wlasnej). Wskaznik ilosciowy dysocjacji
15, uwazany dotychczas za goérng granice
przydatnosci wyselekcjonowanej  populacji,
wydaje sie zbyt wysoki. Wynik na 1+ w
termoaglutynacji lub w odczynie z akryfla-
wing jest ostrzejszym wymogiem, chociaz by-
najmniej nie wygérowanym w masowej pro-
dukeii.

W oparciu o wyniki badania na dysocjacje
pobiera sie jedng kolonie z wysiewu populacji
uznanej za odpowiednia. Powinno sie otrzymy-
wat bujny wzrost zarazka w ciggu 2 déb ho-
dowania. Jesli wzrost jest malo obfity, nalezy
wykonaé jeszcze 1—2 pasazy.

4 Hodowanie i przygotowywanie

Agar ziemniaczany jest dotychczas najlep-
szym podlozem do namnazania szczepu 19.
Z uwagi jednak na zmiany zachodzgce w
ziemniakach w miare ich przechowywania w
okresie zimowo-wiosennym, zaleca si¢ spo-
rzadza¢ ten wyciag jesienig (np. w listopa-
dzie) w takiej ilosci, aby pokryé zapotrzebo-
wanie na niego do nastepnego zbioru ziem-
niakéw (Stableforth — 22).

Agaru nie sgczy sie. Klarowne podloze
otrzymuje sie droga dekantacji. Zreszta w
zwyktym cyklu produkeyjnym mozna postu-
giwat sie agarem nieklarownym. Sklad podio-
za zostal podany standardowo przez autoryta-
tywne czynniki organizacji miedzynarodo-
wych (Stableforth — 22 i inni).

Wymogi co do szkla podano juz powyzej.
Wymaga szczegélnego podkreslenia czystose
szkia; w koncowym cyklu mycia nalezy je
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oplukiwa¢ woda przekroplona otrzymang ze
szklanych destylatorow.

Do posiewéw butelek Roux uzywa sie ra-
czej gestszg zawiesine (Huddleson — 18).

Usuwanie wody kondensacyjnej z butelek
Roux przy zakladaniu posiewow jest zbedne.

Powinno si¢ unikaé¢ stycznosci zywej zawie-
siny z gumg. Wprawdzie nie jest latwo za-
stapi¢ gumowe zlacza lewarowe, jednak po-
stugiwanie sie wezem gumowym zamiast prze-
wodow szklanych wydaje sie niewlasciwe. Sa
w. tej sprawie pozgdane dalsze badania.

Okres wylegania hodowli w cieplarce nie
powinien w Zzadnym wypadku przekraczac
3 dni (okolo 72 godzin), zawiesina z hodowli
4-dniowych zawiera juz domieszke stabo A
wotnych i by¢ moze nawet martwych bruce-
Ii (2). Nalezy uwaza¢ za nierozstrzygniete py-
tanie czy w produkcji szczepionki nie byloby
stuszne sporzgdzaé zawiesine z Z-dniowych
hodowli, tj. w fazie logarytmicznego wzros-
tu populacji bakteryjnej. Bledne jest uzalez-
nianie diugosci okresu wylegania hodowli pro-
dukcyjnych na podstawie pobieznej oceny na
oko intensywnosci wzrostu hodowli: jesli da-
ny posiew wykazuje slabszy wzrost w cza-
sie, chodzi tu najezesciej o niekorzystny uklad
srodowiska, i w tych przypadkach przedtuza-
nie okresu wylegania poglebia niejednorod-
nos¢ populacji pod wzgledem izywotnosci i
wlasciwosei  antygenowych. Niekiedy szczep
stabo wyrasta wskutek wyczerpania. Powin-
no si¢ wtedy przepasazowaé go albo Wrecz
zmienié populacje.

Wahania temperatury cieplarki nie powin-
ny przekracza¢ goérnej granicy 37,5'C. W
Swietle obserwacii wilasnych raczej sa pozs-
dane wahania w obrebie nizszej temperatu-
ry, tj. od 36—37°C.

Usuniecie wody kondensacyjnej z butelek
Roux przed sptukaniem hodowli jest nie-
odzowne. Chodzi tu o usuniecie ewentualnie
wyksztalconych form zdysocjowanych, i o
zmniejszenie domieszki skladnikéw podloza w
szczepionce.

Dotychezas zalecany plyn buforowany do
splukiwania hodowli nie jest pozbawiony za-
strzezen i w tfej sprawie powinno sie pod-
ja¢ odpowiednie badania.

Dodawanie perelek szklanych do butelek
Roux przed splukiweniem jest w praktyce
wskazane. Po dodaniu plynu buforowanego
nalezy powierzchnie wzrostu zwilzy¢ i na
przeciag okolo 10 minut ulozyé¢ butelki plas-
ko powierzchnig wzrostu ku gérze — aby
hodowla rozmiekla. W wysuwanych dotych-
czas obawach, aby skladniki podloza nie prze-
dostawaly sie do spluczyny, nie uwzglednia-
no okolicznodei, ze niepomiernie wieksze ja-
kosciowe straty szczepionki zachodzg wsku-
tek mechanicznego uszkadzania splukiwanej
zawiesiny. Zreszta w ogole trudno jest mowic
w danym wypadku o wickszej domieszce
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skladnikéw podloza w spluczynie, o ile pro-
cedura sptukiwania hodowli przebiega spraw-
nie; przy dobrej organizacji pracy kontakt
plynu z podlozem nie powinien byé¢ diuzszy,
jak 15—20 minut, czyli podobnie diugo jak
przy poslugiwaniu sie dotychczasows techni-
ka. Mechaniczne splukiwanie hodowli za po-
mocg przechylnych urzadzen nalezy wyklu-
czy¢. Powinno sie sptukiwaé hodowle uwaz-
nie, przestrzegajac skrupulatnie ostroznosci
(patrz wyzej), aby nie obniza¢ zywotnosci ko-
morek bakteryjnych.

Podane uwagi odnoszg si¢ do namnazania
szczepu na podlozu staltym. Od stosunkowo
niedawna (Drimmelen — 14, 15; Hulse — 20;
1 inni) zaczeto w produkcji szczepionki 19 sto-
sowat plynne podloza przewietrzane. Pomysi-
ne wyniki uzyskano w powaznych laborato-
riach, i moim zdaniem powinno sie te metode
wykorzystaé w naszym kraju.

Jako standardowa ilos¢ zywych bruceli w 1
ml szczepionki, zgodnie z zaleceniami organi-
zacji miedzynarodowych, przyjeto 16 miliar-
déw, co odpowiada 80 miliardéw brucel w
dawce uodporniajgcej. Zaklad produkcyjny
jest zmuszony i powinien wytwarzaé¢ preparat
z wiekszg poczatkowo zawartoscig zywych za-
razkéw w jednostce objetosci, aby preparat
czynit zado$¢ wymogom seryjnej kontroli.
Jednak powinno sie ustalié gérng granice ge-
stosci zawiesiny. Jest niestuszne pozostawie-
nie peinej swobody zakladowi produkcyjne-
mu w przyjmowaniu dowolnie wspélczynnika
wickszej ilosci bruceli w dawce, anizeli obo-
wigzuje ramowy standard. Moim zdaniem jest
do przyjecia bez zastrzezen dawka 20 miliar-
déw w 1 ml, a w Zadnym przypadku nie po-
winna ona przekracza¢ 25 miliardow i takie
zobowigzanie nalezaloby umieéci¢ w instruk-
cji.

Oprocz dotychczasowych kontroli nalezalo-
by bada¢ zawiesine na zywotnos¢ za pomo-
cg metody przyzyciowego barwienia jej TTC
(patrz wyzej). Nalezy kontrolowaé¢ jej inten-
sywnos¢ i homogenno$¢ barwy. Przy zastoso-
waniu tej metody okaze sie najprawdopodob-
niej zbedne liczenie zywych bruceli metoda
plytkows. Blizsze szczegdély postepowania
znajda zainteresowani w odpowiednim pis-
miennictwie (2—11).

Dotychczasowe uwagi wigzg sic z wytwa-
rzaniem szczepionki 19 plynnej. Okazalo sie
jednak, ze mozna ten preparat zastgpi¢ pro-
duktem znacznie trwzlszym utrzymujacym
niewspoimiernie diluzej swe wlasciwosci uod-
porniajgce. Hulse (19, 20), Drimmelen (15, 16)
i szereg innych laboratoriow w réznych kra-
Jach pokusilo sie o opracowanie technologii
wytwarzania szczepionki liofilizowanej. Uzys-
kano juz wysoce zadowalajace wyniki, cho-
ciaz w dalszym ciggu sg prowadzone badania
-—— nie udalo sie pokonaé¢ wszystkich trudnos-
ci. W kazdym razie liofilizat szczepionki 19
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moze juz czyni¢ zado§¢ wymogom kontroli po
uptywie 1 roku i nalezy to traktowaé jako
duzy sukces. I te osiggniecia powinno sie adap-
towa¢ w naszym kraju.
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Badania termoopornosci enterokokdw, wyizolowanych z surowca
i pasteryzowanych konserw miesnych
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Kierownik: prof. dr EDMUND PROST

Enterokoki sa drobnoustrojami wystepujacy-
mi powszechnie w $rodowisku czlowieka i zwie-
rzat a takie w zywnoéci. Wystepowanie tych
drobnoustrojéw w surowcu a nastepnie w kon-
serwach miesnych ma jednakze szczegblne zna-
czenie ze wzgledu na trwatose tych produktéw.

Grupa enterokokéw charakteryzuje sie mia-
nowicie pewnym zespolem cech, ktore pozwa-
lajg tym drobnoustrojom w wielu wypadkach
na przetrwanie tak dzialania czynnikéw kon-
serwujacych jak i warunkéw przechowywania.
Wlasnosciami tymi sg wg Shermana: wysoka
tolerancja na s6l kuchenng (6,5%), opornoéé¢ w
srodowisku alkalicznym (pH 9,6), zdolnos$¢ do
wzrostu w niskiej (+10°C) i wysokiej tempera-
turze (+45°C), zdolnos¢ redukowania btekitu
metylenowego oraz oporno$¢ na ogrzewanie w
temp. 60°C przez 30 minut (1, 3, 7).

Stosunkowo duza opornos¢ na dzialanie wy-
sokiej temperatury powoduje, ze drobnoustroje
te znajdowane sg nierzadko w konserwach pa-
steryzowanych, obnizajac ich trwato$¢ oraz po-
wodujac niekorzystne zmiany organoleptyczne.
Z tych wrzgledéw termoopornoéé enterokokdéw
stanowi dos¢ zasadniczy problem w ocenie
trwalosci konserw pasteryzowanych (2, 3, 6, 8).

Badania wlasne

Zatozeniem pracy bylo:
1) okreslenie poréwnawcze termoopornodci
enterokokow wyosobnionych z surowca migsne-

go, przeznaczonego do produkecji konserw
pasteryzowanych, oraz z tresci konserw paste-
ryzowanych,

2) okreglenie wptywu dziatania bodzcéw ter-
micznych na termoopornos¢ enterokokoéw,

3) okreslenie wplywu $rodowiska na termo-
opornoéé enterokokow.

Material i metody

Badanie przeprowadzono na 54 szczepach wyizolo-
wanych z surowca migsnego, przeznaczonego do pro-
dukcji szynek puszkowych oraz na 108 szczepach,
wyizolowanych z gotowego juz produktu (szynki
pasteryzowane). Wymienicne szczepy izolowano i
okreslano metodg hodcwlana i mikroskopowa. Jako
podiozy uzywano: bulionu z 6,5% NaCl, bulionu o pH
9,6, podioza wg Hajna i Perry, podloza z azydkiem
sodu w modyfikacji Burzynskiej oraz 3% agaru.

Do oznaczania {ermoopornosci enterokokdw uzy-
wano 24-godz. hodowli bulionowych, ustalajac gestosé
masy bakteryjne] ma ok. 300 tysiecy drobnoustrojow
w 1 ml, posiugujgc sie skala Mz Farlanda. Wymie-
niong zawiesing badanych enterokokéw napeiniano
w ilosci 1 ml ampulki szklane, ktore umieszcezano w
ultratermostacie Hépplera i poddawano dzialaniu
temperatur +60°, +65°, 4+67,5°, -F725° i +75°C przez
okres 15 i 30 minut, Po przeprowadzonym zabiegu
termicznym hodowle bulionowe oziebiano do temp.
+4-15°C i dokonywano kontroli Zzywotnoéci przez posie-
wy na plytki agarowe oraz obserwacjq¢ wzrostu.

Okreslenie wplywu bodzcdw termicznych na ter-
moopornodt enteroknkdédw przeprowadzano:

a) przez kontrole wrazliwoéei na temperature szcze-
£6w enterokokow, kiérych nie poddano dziataniu wy-
sokiej temperatury,
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