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Wptyw sktadu recepturalnego niektérych konserw rybnych na
proces kietkowania przetrwalnikéw Clostridium botulinum

Z Ofrodka Naukowo-Badawczego Sluzby Weterynaryjnej

Pomimo stosunkowo matej opornosci na cie-
plo przetrwalnikéw Cl. botulinum E istnieje
wciaZz niebezpieczenstwo przezywania mutantéw
bardziej cileploopornych w procesie przemysto-
we] sterylizacji. Wprawdzie stosowana tempe-
ratura sterylizacji przewyzsza znacznie teore-
tyczng oporno$é przetrwalnikéw, praktyka wy-
kazuje, ze nie daje to jednak gwarancji ich pel-
nej likwidacji w gotowym produkcie. Potwier-
dzeniem tego sa obserwacje Canna i wsp. (2)
poczynione w Wielkiej Brytanii. Autorzy pod-
dali badaniom bakteriologicznym konserwy ry-
bne pochodzace z sieci handlowej. Na ogolna
ilo$¢ 649 badanych konserw, w 5-ciu stwierdzili
Cl. botulinum E.

Potencjalne niebezpieczenstwo zatrucia zwia-
zane jest zawsze z przelamaniem fazy spoczyn-
ku przetrwalnikow i powstaniem form wegeta-
tywnych zdolnych do produkeji toksyny. Dlate-
go tez istotnym z punktu widzenia sanitarnego
jest poznanie procesu kielkowania przetrwalni-
kow Cl. botulinum w réznych gatunkach kon-
Serw.

Wigkszos¢ dotychczasowych obserwacji pro-
cesu kietkowania przeprowadzono na pozyw-
kach syntetycznych o znanym skladzie i w $ci-
§le okre$lonych warunkach (1, 3, 9, 10, 12). U-
mozliwia to wprawdzie przesledzenie wplywu
poszczegblnych czynnikéw na kietkowanie, jed-
nak badania przeprowadzone bezposrednio w
produktach spozywczych o okres§lonych norma-
mi sktadach recepturalnych, pozwalaja na usta-
lenie oddziatywania calego produktu na proces
kietkowania.

Bioragc pod uwage brak tego rodzaju obser-
wacji w dostepnej literaturze, a jednocze$nie
widzge praktyczng potrzebe wyjasnienia tego
zagadnienia postanowiono przeprowadzi¢ wste-
png analize procesu kietkowania przetrwalni-
kow Cl. botulinum E w konserwach rybnych
znajdujacych sie aktualnie na rynku krajowym.
Obserwacje przeprowadzono zaréwno w wycig-
gach wodnych z konserw rybnych, jak i bezpo-
srednio w puszkach.
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Material { metody

Do badan uzyto:

a) konserwy rybne:

1. Fladra w sosie pomidorowym, data prod. 17.01.72
r., prod. Sp. Pr. Rybotéwstwa i Przetw. Rybnego
,Certa’ — Szezeein

2. Filety $ledziowe w sosie pomidorowym, data
prod. 4.10.72 r., prod. PPDiUR ,Odra” — Swinoujscie.

3. Filety z makrelf w sosie pomidorowym ,Rok”,
data prod. 20.09.71 r. — prod. PPDiUR ,,0dra”
Swinoujécie :

4. Filety  z makreli w sosie pomidorowym, data
prod. 25.03.72 r., prod. PPDiUR ,,Odra” — Swinoujscie.

5. Fladra w sosie musztardowym, data prod. 20.09.
71 r., prod. Sp. Pr. Ryboléwstwa 1 Przetw. Rybnego
,»Certa” — Szezecin

6. Filety §ledziowe w sosie musztardowym, data
prod. 10.04.72 r., prod. Zakl. Rybne — Gdansk

7. Fladra w oleju aromatyzowanym z papryks i ce-
bulg, data prod. 11.11.71 r., prod. Sp. Pr. Rybotowstwa
1 Przetw. Rybnego ,,Certa” — Szczecin

8. Filety $ledziowe w oleju aromatyzowanym, data
prod. 15.11.71 r., prod. PPDiUR ,,Odra” — SwinoujScie.

9. Dorsz po mazursku, data prod. 12.04.72 r., prod.
Sp. Pr. Ryboléwstwa i Przetw. Rybnego ,,Certa” —
Szczecin

10. Paprykarz szczecifiski, data prod. 25.07.72 r., prod.
PPDiUR ,,Gryf” — Szczecin

11. Satatka z makreli, import. Jugostawia

12. Karp faszerowany, data prod. 27.11.71 r., prod.
Przeds, Przemyst.-Handl. Centrala Rybna — Krakoéw.

b) sterylizowane wyciggi wodne 2z wymienionych
konserw rybnych,

¢) przetrwalniki Cl. botulinum E (szczep 1161, kol
PZH).

Przetrwalniki uzyskiwano przez wytrawienie z form
wegetatywnych zgodnie =z metodyka podang przez
Walker i Batty (13).

Z badanych konserw wykonano wyciggi wodne 1:2
wedlug ogblnie przyjetej metodyki, rozlano po 10 ml
do probéwek pod parafine i sterylizowano w autokla-
wie w temperaturze 121°C przez 30 min. Wyciagi wy-
konano z trzech konserw kazdego gatunku. Nastepnie
do trzech rzedéw probowek z przygotowanymi wycig-
gami (facznie po 9 probek) wprowadzano przyjeta
umownie liczbe 50 tys. przetrwalnikéw Cl. botulinum
E zawieszonych w 0,5 ml plynu fizjologicznego. Gestosé
zawiesiny obliczano na stoliku Thoma stosujgc mie-
szalniki do bialych krwinek. Kieltkowanie przetrwal-
nikéw obserwowano w okresie 72 godzin, obliczajge
procentowy stosunek przetrwalnikéw i laseczek bar-
wionych Gramem.

W drugiej czesci do$wiadczen, zawiesing przetrwal-
nikéw Cl. botulinum E w tej samej iloSci i objetosci
wprowadzono bezposrednio do konserw (po 5 sztuk
kazdego gatunku). W tym celu po wyjatowieniu wiecz-
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ka konserwy, wykonano w nim niewielki otwér wpro-
wadzano zawiesine strzykawks, a nastepnie otwér lu-
towano. Tak zakazone konserwy wstawiano do termo-
statu inkubujgc w temperaturze 30°C przez 10 dni. W
ocenie préby stosowano kryteria przyjete w normie
badan termostatowych (5).

zwiekszajgcym sie asortymentem konserw pro-
dukowanych wedlug réznorodnych receptur,
rozszerza sie réwniez liczba czynnikéw wply-
wajgcych na stan sanitarny koncowego produk-
tu. Takie czynniki, jak poczgtkowa liczba prze-

Tab. 1. Wyniki préby termostatowej konserw rybnych zakazonych przetrwalnikami Cl. botulinum E.

Nr Numery konserw w prébie termost.
kon- Asortyment konserwy =
serwy | 1 | 2 | 3 | 4 | 5
1 Fladra w sosie pomidorowym P + + He +
2 | Filety $ledziowe w sosie pomidorowym + + + == +
3 | Filety z makreli w sosie pomidorowym ,,Rok” —+ + F o +
4 | Filety z makreli w sosie pomidorowym + + I+ = +
5 Fladra w sosie musztardowym = + — =2 +
6 Filety $ledziowe w sosie musztardowym = — — (H i
ki Flgdra w oleju aromatyzowanym z papryka i cebulg = | — =
8 Filety $ledziowe w oleju aromatyzowanym 4 4+ + T+ -+
9 Dorsz po mazursku -+ + +
10 Paprykarz szczecifiski — — -+ e =
11 | Satatka z makreli 4+ + -+
12 Karp faszerowany + + +
Wyniki trwalnikoéw w produkcie, temperatura i czas

Wyniki kielkowania przetrwalnikéw CI. botulinum
E w wyciggach z konserw rybnych przedstawiono na
ryc. 1—12 w formie $rednich 2z procentowej ilo-
$ci przetrwalnikéw 1 wyrostych z nich laseczek.

Rozpoczecie kietkowania przetrwalnikéw miedzy
0—3 godz. inkubacji obserwowano w wyciggach nr 2,
3, 8, 9, 10, miedzy 3—6 godz. w wyciggach nr 11 i 12,
miedzy 6—9 godz. w wyciggach nr 1, 4, 5, 7 i miedzy
12—24 godz. w wyciggach nr 6.

Przyjmujac jako kolejng warto§é poré6wnawcza mo-
ment wykielkowania 50% przetrwalnikéw mozna u-
zyte wyciaggi z konserw podzieli¢ na 2 grupy.

Pierwszg grupe stanowig wyciggi z konserw, w kté-
rych w réznym czasie doszlo do wykielkowania po-
nad 50% przetrwalnikéw i przeciecia krzywych na
wykresie. Drugg grupe stanowis wyciagi w ktérych
nie zaobserwowano rozwoju przetrwalnikéw doprowa-
dzajacego do przeciecia krzywych.

Rozw6j ponad 50% przetrwalnikéw i przeciecie krzy-
wych nastepowalo w czasie 6—9 godz. w wyciggach nr
1, 3, 12, w czasie 9—12 godz. w wyciagach nr 2, 4, 8,
11 i w czasie 24—48 godz. wyciagach nr 5, 9, 10. W
badanym przedziale czasowym 72 godz. stwierdzono
rozw6j form wegetatywnych zaledwie do 6% w wycia-
gu nr 6 i powyzej 11% w wyciggu nr 7.

Ostatnig warto§cia poréwnawcza byl moment za-
konczenia procesu kielkowania przetrwalnikéw. Obser-
wowano go po 12 godz. w wyciggach nr 2, 3, 8, 12,
po 24 godz. w wyciggu nr 1, po 48 godz. w wyciagu
nr 4 i 10 oraz po 72 godz. w wyciggu nr 9. Po 72 godz.
zakonczono obserwacje procesu kietkowania przetrwal-
nikéw w wyciggach nr 5, 6, 7, a ilo§¢ form wegetaty-
wnych wynosila kolejno 17,8%, 6%, 9%.

Tab. 1 przedstawia wyniki termostatowania
kazonych przetrwalnikéw konserw rybnych.

Ogdélnie poddano termostatowaniu po 5 puszek kaz-
dego gatunku konserw. Jak wynika z tab. 1, po 10
-dniowej inkubacji nie zaobserwowano wystapienia
bombazu w konserwach nr 6 i 7. W konserwie nr 9
zaobserwowano wystapienie bombazu w 3 puszkach,
w konserwie nr 5 w 2 puszkach, a w konserwie nr 10
w 1 puszce. W pozostalych konserwach stwierdzono
wystapienie bombazu we wszystkich puszkach w okre-
sie 10-dniowej inkubacji.

Za-

Omoéwienie
Wraz ze wzrostem uprzemystowienia pro-
dukeji, wprowadzaniem nowych technologii,

sterylizacji, temperatura sktadowania, stanowig
od lat problemy dla technologéw i stuzby sani-
tarnej (6). W ostatnich latach coraz wigkszg u-
wage zwraca sie na pH, potencjal oksydacyjno-
redukeyjny, zwiazki chemiczne, jako czynniki
wplywajace stymulujaco lub hamujgco na pro-
ces kielkowania przetrwalnikow laseczek bez-
tlenowych.

Ryc. 1—12. Kietkowanie przetrwalnikéw Clostridium
botulinum E w wyciagach z konserw rybnych

Zalezno$é procesu kietkowania przetrwalni-
kéw Cl. botulinum E w konserwowanych pro-
duktach spozywezych od skladu recepturalnego
poddano badaniu przez wprowadzenie do wne-
trza konserw wysoce oczyszczonej zawiesiny
przetrwalnik6w. Stosowanie czystej zawiesiny
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przetrwalnikow dawalo pelng gwarancje wyeli-
minowania rozwoju form wegetatywnych znaj-
dujacych sie w dawkach hodowli zakazajacej,
jak i ewentualnego oddzialywania na dynamizm
kielkowania produktéw metabolizmu bakteryj-
nego.

Uzyskane wyniki do$wiadezen przeprowadzo-
nych w wyciggach i bezposrednio w konserwach
rybnych stanowiag niejako praktyczne uzupel-
nienie obserwacji procesu kietkowania Cl. bo-
tulinum poczynionych przez innych autorow (3,
6, 8). Potwierdzajg rowniez obserwacje Stras-
dine i Kelly (11) przeprowadzone w natural-
nych wyciggach z ryb i skorupiakéw i wskazu-
jace na rézny dynamizm kielkowania przetrwal-
nikéw Cl. botulinum E w zaleinodci od rodzaju
wyciggu.

Nielsen i Petersen (7) zwréceili uwage mna ha-
mujacy wplyw formaldehydu zawartego w
tkankach wedzonych ryb na omawiany proces.
Réwnie hamujacy wplyw obserwowali Foster i
Wynne (4) odnosnie do nienasyconych kwaséw
tluszezowych. Nielsen i Petersen (7) sugeruja,
ze rézne artykuly zywnosciowe zawierajg natu-
ralnie lub sztucznie wprowadzone zwigzki, kté-
re w odpowiednich stezeniach moga hamowaé
kietkowanie i wzrost Cl. botulinum. Wniosek
ten jest zgodny z wynikami badan wtasnych
nad kielkowaniem przetrwalnikéw Cl. botuli-
num E w konserwach rybnych.

Uzyskane wyniki termostatowania zakazo-
nych przetrwalnikami konserw potwierdzaja
obserwacje poczynione w badaniach na zakazo-
nych wyciggach wodnych. Wyniki te pozwalaja
stwierdzi¢, ze przetrwalniki pozostate po proce-
sie sterylizacji natrafiajg na rézne warunki ula-
twiajgce lub hamujgce proces kietkowania. O-
golnie mozna przyjaé, ze w konserwach z zale-
wa pomidorowsg przetrwalniki znajduja bardziej
sprzyjajgce warunki do kietkowania, niz w kon-
serwach o ostrych przyprawach (musztarda, pa-
pryka), gdzie proces ten jest wyraznie hamowa-
ny. Rozpracowanie tego zjawiska moze staé sie
pomocng wskazdwks dla producentéw i nadzo-

FINN M. A, JENKIN If. M.: Dzialanie cytopatyezne se-
rotypu leptospir patoc i canicola w frzech systemach
hodowli komérek nerki, (Cytopathic effects of Lepto-
spira serotypes patoe and canicola in three kidney cell
culture systems). Am. J. vet, Res. 34, 669—§72, 1973 (5).

Przebadano dzialanie cytopatyczne Leptospira patoc
i Leptospira canicola w hodowlach komorek malpy,
§wini i chomika z dodatkiem plynu Eagle wzboga-
conym w 10% surowicy cielecej. Hodowle prowadzong
w temperaturze 37°C. Badane serotvpy wywieraly
dzialanie cytopatyczne na hodowle komoérek nerki
maipy, §wini i chomika. Pierwsze objawy lizy komo6-
rek obserwowano w zakazonej hodowli komérek ner-
ki plodu chomika (BHK-21) po 26—48 godzinach po
zakazeniu. W hodowli komérek nerki prosiecia liza
komérek pojawiala sie po 72—96 godzinach po zakaze-
niu hodowli.

Z.
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ru WIS w ustalaniu barier technologiczno-sa-
nitarnych ograniczajagcych niebezpieczenstwo
zatrué¢ botulinowych.

Wnioski

L. Stwierdzono rézny dynamizm kielkowania
przetrwalnikéw Cl. botulinum E w badanych
konserwach rybnych.

2. Filety sledziowe w sosie musztardowym
(nr 6), Fladra w oleju aromatyzowanym z pa-
pryka i cebuly (nr 7), a szezegblnie Paprykarz
szezecinski (nr 10) stanowia niesprzyjajace §ro-
dowisko do kielkowania przetrwalnikéw Cl. bo-
tulinum E.

3. Fladra w sosie pomidorowym (nr 1), Filety
sledziowe w sosie pomidorowym (nr 2), Filety
z makreli w sosie pomidorowym (nr 3 i 4), Fi-
lety $ledziowe w oleju aromatyzowanym (nr
8), Salatka z makreli (nr 11), Karp faszerowany
(nr 12), stanowia sprzyjajace $rodowisko dla
kietkowania przetrwalnikéw CI. botulinum E.

4. Czynniki ulatwiajace lub hamujace proces
kielkowania przetrwalnikéw Cl. botulinum E
uzaleznione sg prawdopodobnie od skladu re-
cepturalnego konserw rybnych.

5. Dynamizm kielkowania przetrwalnikow CI.
botulinum E obserwowany w wyciagach wod-
nych jest zgodny z dynamizmem kielkowania
w samych konserwach.
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rusem bydla. (Naturally occuring infection of calves
with a bovine adenovirus). Am, J. vet Res. 34,
623—629, 1973 (5).

Przesledzono przebieg naturalnego zakaZenia nowo-
narodzonych cielgt w okresie 4 lat w stadzie liczacym
$rednio 1100 sztuk kréw. Choroba wystepowala zazwy-
czaj migdzy 3 1 4 tygodniem wycielen i objawialy sie
szybko postepujgecym wyciekiem z oezu i nosa, wzde-
ciami, kolka i biegunks. Wiekszoéé cielat zapadala w
wieku 1—4 tygodni Zycia. Cieleta w wieku do 1 ty-
godnia zupelnie nie chorowaly. Wirus wyizolowano =z
worka spojéwkowego, jamy nosowej i zatoki migdal-
kowej, nie wyosobniono go natomiast z kalu chorych
sztuk. Zakazenia obserwowano nawet n cielat kar-
mionych siara zawierajaca przeciwcialza swoiste dla
wirusa, Badania wirusologiczne i serologiczne wyka-
zaly, Ze zakazenia drbg oddechowych u cielgt byly
wywotane przez adenowirusy. -



