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Podloze mikrobiologiczne VRBG do identyfikacji Enterobacteriaceae w

formie tabletek i sposob jego wytwarzania.

Wynalazek dotyczy podioza mikrobiologicznego VRBG do
identyfikacji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w formie tabletek 1

sposobu jego wytwarzania.

Podloze VRBG jest selektywnym podiozem do identyfikacji i
oznaczania liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w probkach
zywnosci, farmaceutykach i innych. Podloze zawiera w swoim skladzie
pepton migsny, ekstrakt drozdzowy, glukoze, chlorek sodu, sole zélciowe,
czerwien obojetna, fiolet krystaliczny oraz agar bakteriologiczny. Obecny
w podlozu fiolet krystaliczny hamuje wzrost bakterii Gram-dodatnich,
natomiast glukoza jest czynnikiem réznicujacym, fermentowanym przez
wszystkie bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Podloze jest zgodne z
normg ISO 21528.

Z opisu patentu EP0155427 znane jest podtoze mikrobiologiczne
w formie tabletek, umozliwiajace szybka dezintegracje w wodzie dzigki
mieszaninie kwasu winowego i wodoroweglanu sodu i/lub weglanu lizyny
w ilosci miedzy 5 a 50% wagowych, korzystnie miedzy 13 a 22%
wagowych.

Z opisu JP02057175 znane jest podloze mikrobiologiczne do
hodowania komérek zwierzgcych, roslinnych lub bakteryjnych. Podloze jest
uksztalttowane w forme¢ granulek poprzez zwilzenie woda, zawierajaca
rozpuszczalnik organiczny, np. alkohol etylowy oraz zastosowanie
granulatora celem otrzymania granulek o $rednicy 0,5-2 mm i dlugosci 1-5
mm.

Celem wynalazku bylo opracowanie procesu formowania podtoza
mikrobiologicznego VRBG w postaci tabletki, stuzacego do identyfikacji
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Badania wykonano w oparciu o

wdrozony System Zarzadzania Jakoscia wedlug norm PN-EN ISO
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9001:2009 1 PN-EN ISO 13485:2005 oraz zasady Dobrej Praktyki
Wytwarzania, z ukierunkowaniem na wymagania higieniczno-sanitarne.

Podloze mikrobiologiczne VRBG do identyfikacji bakterii z
rodziny Enterobacteriaceaec wedlug wynalazku wystgpuje w formie
tabletek zawierajacych 0,5% wag makrogolu.

Sposéb wytwarzania podtoza mikrobiologicznego VRBG do
identyfikacji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae wedlug wynalazku
polega na zmieszaniu 99,5 czegsci wagowych podloza VRBG w formie
sypkiej 1 0,5 czeSci wagowych makrogolu i uformowaniu tabletek w
tabletkarce. Korzystnie, wielko$¢ stempla wynosi 25 mm, a sita nacisku
123 kN.

Zaleta  podloza  mikrobiologicznego  VRBG  do  identyfikacji
Enterobacteriaceae w formie tabletek i1 sposobu jego wytwarzania jest
mozliwo$¢ szybkiego przygotowania podloza, bez koniecznosci
zastosowania wagi oraz bez ryzyka strat podtoza w wyniku rozsypania
materiatu. Poniewaz przygotowanie podtoza nie wymaga odwazania formy
sypkiej, ryzyko zanieczyszczenia podtoza jest mniejsze. Podloze w formie
tabletki ogranicza pylenie, minimalizuje kontakt ze skérg i oczami laboranta
oraz chroni srodowisko przed skazeniem. Dodatkowo forma tabletki jest
bardziej ekonomiczna dla laboratorium, gdyz pozwala na zakup 1
przygotowanie minimalnej objetosci pozywki wymaganej do analiz bez
koniecznosci jej przechowywania. Taka forma szczegélnie moze byc¢
wykorzystana przez male laboratoria o ograniczonej powierzchni zwtaszcza

magazynowej.

Wynalazek zostal przedstawiony w przyktadach wykonania

Przyktad 1. Dobér lubrykantéw i ocena jakosci pozywki VRBG.
W celu doboru lubrykantéw uzyto pozywki VRBG, produkowanej
przez firm¢ BTL Sp. z o0.0. Zaklad Enzyméw i Peptonéw. Poniewaz

sktadniki pozywki powodowaly zacieranie si¢ stempli tabletkarki, dodano
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do nich dodatkowe skladniki tzw. lubrykanty - substancje ,,poslizgowe”.
Najczesciej stosowang substancja poslizgowa jest stearynian sodu, ktéry w
przypadku pozywki VRBG nie mégl by¢ zastosowany, gdyz powodowat
zmetnienie pozywki, poniewaz jest to substancja nierozpuszczalna w
wodzie. Wykluczono réwniez krzemionke koloidalng 1 stearynian
magnezu z uwagi na nierozpuszczalnos¢ w wodzie 1 tworzenie metnej
zawiesiny. W efekcie badan wybrano poli(tlenek etylenu) PEG czyli tzw.
Makrogol 6000, dobrze rozpuszczalny w wodzie, nie wplywajacy na

klarownos¢ pozywki, réwnoczesnie zwigkszajacy jej lepkosc.

Przyktad 2. Ocena zyznosci podtoza VRBG z réznymi stezeniami

makrogolu 6000 wg PN-EN ISO11133:2014 (E).

Sprawdzono wplyw makrogolu w réznych stezeniach na jakos¢

mikrobiologiczna pozywki. W tym celu zawiesiny szczepéw wzorcowych

E. coli i Salmonella sp. zostaly posiane w ilosci po 0,1 ml z

dziesigciokrotnych rozcienczen (107, 10°, 107) na podloza VRBG z

dodatkiem makrogolu w stezeniu 0,5% i 1%. Kontrolg stanowilo podloze

VRBG bez lubrykantu produkcji BTL Sp. z o.0. Zaklad Enzyméw i

Peptonéw. Wspélczynnik zyznosci PR zostat oceniony wg wzoru:
PR=Ns/No,

gdzie:

Ns - catkowita liczba jednostek tworzacych kolonie (jtk) danego szczepu

bakterii na pozywce testowanej VRBG z lubrykantem lub bez

No - calkowita liczba jednostek tworzacych kolonie (jtk) danego

drobnoustroju na pozywce referencyjnej TSA
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Tabela 1. Jakos¢ mikrobiologiczna pozywki VRBG w formie wyjsciowej-

sypkiej oraz w formie tabletek z r6znym stezeniem makrogolu 6000

Charakterystyka i Woyniki zyznose P.R
Szczep kontrolny Kevieria Podloze 1 Podloze 2
Y 0,5% PEG | 1,0% PEG
E.coli
ATCC 25922 ..
Roézowe do
Salmonella czerwonych kolonie z
Typhlm;]ﬂ)uzngl ATCC lub bez strefy 1,0 1,1 0,97
Salmonella zmetnienia
>

Enteritidis PR=05

ATCC 13076
10

Uzyskane wyniki zyznosci spetniaty kryteria w/w normy (PR>0,5).

Przyktad 3. Ocena selektywnosci wg PN-EN ISO11133:2014 (E)-

jakoSciowa metoda posiewu powierzchniowego przy pomocy ezy.

Zawiesiny robocze bakterii E. coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Salmonella enteritidis ATCC 13076 i Enterococcus faecalis
ATCC 29212 o gestosci 10 jtk/ml zostaty posiane liniowo przy uzyciu ezy
0 pojemnosci oczka 1 pl. Ocena byla prowadzona w sposéb wizualny z
zastosowaniem skali punktowej: O - brak wzrostu; 1- wzrost staby, <10jtk;
2- wzrost dobry, 0k.1000 jtk.

Uzyskano dobry wzrost tj. skala 2 dla drobnoustrojow specyficznych: E.
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028 i Salmonella
ATCC 13076

zahamowanie  wzrostu

ATCC 29212. Dodatek

enteritidis oraz catkowite
drobnoustroju niespecyficznego E. faecalis

lubrykantu nie mial wplywu na jakos¢ mikrobiologiczng pozywki VRBG.

Przyktad 4. Dobér parametréw formulacji tabletek z sypkiego podioza VRBG

Do wytworzenia tabletek wybrano pozywke VRBG z dodatkiem

0,5% makrogolu, poniewaz takie ste¢zenie bylo wystarczajace do eliminacji
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zacierania stempla. Wytworzono tabletki o masie ok. 4,15g. Badania
wykonano na stemplu o $rednicy 25 mm. Wychodzac z wytrzymatosci
stempla na $ciskanie, wynoszacej 500N/mm?, przy powierzchni tabletek
490mm’ sila nacisku wynosita maksymalnie 245kN. Przy tej sile
nastgpowaty trudnosci wypychania z matrycy. Zastosowanie sity nacisku
123 kN zmniejszyto efekt zacierania stempla przy odpowiedniej formulacji.
Uzycie mniejszej sity nacisku obnizylo twardo$¢ tabletki, a tym samym
zwiekszylo jej rozpuszczalno$¢ w wodzie. Sita nacisku jest niezalezna od
masy tabletek.

Tabletkowanie prowadzono przy uzyciu tabletkarki mimosrodowej, a
sktadniki masy tabletkowej dozowane byly grawitacyjnie. Proces
formowania tabletek inicjowany byt przez sporzadzenie w odpowiednich
proporcjach nawazek recepturowych sypkiego podtoza VRBG oraz 0,5%
lubrykantu, a nastepnie doktadne wymieszanie sktadnikow. Tabletkowanie
polegalo na zgnieceniu odmierzonej ilosci masy tabletkowej, w tym
przypadku 4,15 g, we wnetrzu matrycy za pomoca stempli gérnego 1
dolnego, do ktérych za posrednictwem kot cisnieniowych przytozona byla
sita prasujaca. Objetos¢ matrycy decydowata o masie tabletki i regulowana
byla wysokoscia poczatkowego ustawienia dolnego stempla. Po
napelnienin  matrycy 1 kompresji masy tabletkowej nastgpowalo
wypchnigcie tabletki z matrycy. Podloze VRBG w formie tabletki
przedstawiono na rysunku Fig 1.

Cis$nienie prasowania, regulowane odlegloscia pomiedzy stemplami,
decydowato o parametrach tabletek: twardosci, grubosci, odpornosci
mechanicznej, a takze o czasie ich rozpadu. Ustalono optymalny efekt

formulacji na stemplu o srednicy 25 mm przy sile nacisku 123 kN.

Przyktad 5. Ocena parametréw fizykochemicznych tabletek

Podtoza VRBG, sypkie i w formie tabletek, poréwnywano poprzez
zestawienie parametrow po uptynnieniu oraz wylaniu na ptytki Petriego,

ktére zaszczepiono odpowiednimi mikroorganizmami 1 inkubowano w
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odpowiednich warunkach czasu i temperatury.

Podloze VRBG po uplynnieniu bylo klarowne, a wzrost drobnoustrojow
specyficznych z rodzaju Enterobcictenaceae byl typowy, w postaci
rozowo-czerwonych kolonii ze strefg zmetnienia. Dodatek lubrykantu, w
stezeniu 0,5% nie wptynal na jako$¢ pozywki, tj. zyznos¢ i selektywnos¢.

Parametry fizykochemiczne tabletek zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Podstawowe wielkosci fizykochemiczne badanych tabletek

Wielkosci fizykochemiczne Wyniki
Srednia masa, g 4,15
Srednia wysokos$¢, cm 0,5
Srednia Srednica, cm 2,50
Gestosé rzeczywista, g/lcm’ 1,69

Srednia rzeczywista powierzchnia, cm | 4,90

Posta¢ i wlasciwosci Posta¢ stata, powierzchnia matowa,

bez plam, przebarwien, koloru

bezowego.

Podloze VRBG, do identyfikacji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, w
formie tabletek, charakteryzuje si¢ takimi samymi parametrami
fizykochemicznymi i jako$ciag mikrobiologiczna jak podloze sypkie, jak
przedstawiono w tabelach 2 1 3.

W celu zbadania rozpuszczalnosci, tabletke rozpuszczono w 100 ml wody
destylowanej. Mieszajac, ogrzewano do temp. 100°C, nie dluzej niz 30 min
lub sterylizowano 117°C, 10 min. Po wystudzeniu okreslono pH roztworu,
ktére wynosito 7,4+0,2. Po rozpuszczeniu tabletek i wylaniu na ptytki,
podloze bylo przezroczyste o barwie czerwone;.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badafn stwierdzono brak réznic w

cechach fizykochemicznych pozywek otrzymanych z tabletek w stosunku
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do pozywki uzyskanej z produktu w postaci sypkiej.

Przyktad 6. Analiza mikrobiologiczna, badanie zyznosci i selektywnos$ci

zgodnie z ISO 11133:2014.

Badanie dotyczyto pozywki VRBG w formie sypkiej — probka Nr
1, oraz formie tabletek o masie 4,15g, probka Nr 2. W celu oceny zyznoSci
zostaly sporzadzone zawiesiny szczepéw wzorcowych E. coli i Salmonella
sp.. Nastepnie posiano po 0,1 ml zawiesin szczepéw wzorcowych z
dziesigciokrotnych rozcienczen (107, 10°, 107) na podloza VRBG Nr 1 i
Nr 2 oraz podioze referencyjne TSA produkcji BTL Sp. z o.0. Zaktad
Enzymoéw 1 Peptonéw.
W celu okreslenia selektywnosci, na dwie probki pozywki VRBG, posiano
0,001 ml E. faecalis z rozcienczenia 107, Podtoza inkubowano przez 24h

w temperaturze 37°C.



Tabela 3. Wyniki jakosci mikrobiologicznej pozywki w formie

wyjsciowej- sypkiej oraz w formie tabletek

Norma | Wilasciwosci Szczep Kryteria Charakterystyczna | Numer Wynik

kontrolny reakcja prébki
zyZnos¢ a/E.coli PR>0.5 Rézowe do | Nr1l PR=1,0

ATCC 25922 czerwonych
b/Salmonella kolonie z lub bez
Typhimurium strefy zmetnienia | NI 2 PR=1.1
ATCC 14028
c/Salmonella
Enteritidis

o0 ATCC 13076

=

Z

N

O

“

selektywnos¢ | E. faecalis | Calkowite - Nrl Catkowite
ATCC 29212 | hamowanie l(lg)m"wame
)
Nr2 Calkowite
hamowanie
)

5 Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono brak réznic w

cechach mikrobiologicznych pozywek, otrzymanych z tabletek w stosunku

do pozywki uzyskanej z produktu w postaci sypkiej.
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