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W miare uplywu czasu przechowywania w
komorach chlodni skladowych dochodzi do stop-
niowego zmniejszania sie liczby drobnoustrojow
zarowno na powierzchni {1, 14, 39) jak i w war-
stwach wewnetrznych (14) miesa mrozonego. W
wyniku bowiem roznej opornosci na dzialanie
niskich temperatur dochodzi do selektywnego
obumierania czesci populacji, a stagd do swoistei
zmiany skladu taksonomicznego mikroflory i co
raz wyrazniejszej jej jednorodnogci. Czesé
drobnoustrojow ginie (1, 3, 4, 5, 7, 14, 39), czes¢
ulega mutacjom cech morfologicznych, bioche-
micznych i fizjologiczniych (2, 4, 5, 6, 7, 8) lecz
sg rowniez i takie, ktore wykazujg opornosé na
temperatury zblizone do absolutnego zera.
Glowna przyczyng $mierci drobnoustrojiow jest
zamarzniecie w podlozu wody, niezbednej dla
ich aktywnoécl fizjologicznej. Wieksza opornosé
na brak wody w zywno$ci wysuszonej w wy-
niku zamrozenia wykazuja drozdze i grzyby, a
bardziej wrazliwe sa bakterie (36, 37). Smieré
drobnoustroju nastepuje jednak dopiero na sku-
tek koagulacji bialka komérki (Reay — cyt. za
36) po zamarznieciu w niej wody. Stwierdzono
réwniez, ze bakterie sg tym oporniejsze na
dzialanie ujemnych temperatur im ich ksztalf
jest bardziej zblizony do kulistego (3). Stad tez
najbardziej oporne sa ziarniaki (3, 14, 37), a
szezegblnie enterokoki (86). Duzg cpornosé w
tym wzgledzie wykazujg rowniez przetrwalniki
bakteryjne (36). Uwaza sie takze, ze bakterie
Gram-dodatnie lepiej znoszg zamrazanie od
Gram-ujemnych. Jako minimalng temperature
wzrostu bakterii psychrofilnych przyjmuje sie
—10°C (21, Davis — cyt. za 16), chociaz zanoto-
wano przypadki bardzo powolnego rozwoju tak-
ze ponizej tej granicy.

Kontynuujac poprzednio wykonane badania
(39) oznaczono szeczegdlows przynaleznosdc takso-
nomiczng szczepow bakterii wyizolowanych =z
powierzchni mrozonego miesa przechowywane-
go przez 6 miesiecy. Uznano bowiem duze zna-
czenie skladu mikroflory dla trwalosci miesa po
jego rozmrozeniu (15, 28). Rownoczeénie, na
podstawie efektywnosci réznicowania, dokonano
oceny wplywu niskich ujemnych temperatur
przechowywania na zachowanie gatunkowych
wlasciwoscei przez badane szczepy.
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Material i metody

Badaniom poddano 500 szczepdw bakterii wyizolo-
wanych metoda wysiewdw odciskowych (39) z po-
wierzchni éwierdtusz wolowego miesa mrozonego po
jego 6 : miesiecznym przechowywaniu w komorze
chlodni skladowej o temperaturze powietrza wyno-
szacej —21 do —18°C.

Bakterie Gram-dodatnie réznicowano do rodzajéw
wg schematu Schmidt-Lorenza (30), natomiast Gram-
ujemne wg schematu Shawana, Hobbs i Hodgkissa
(31, 32) z uwzglednieniem modyfikacji Schmidt-Lo-
renza (30) oraz wiasnych uprzednio dokonanych
spostrzezen (38). Test Hugha i Leifsona z glukoza
(18) wykonywano, a nastepnie interpretowano uzy-
skane wyniki w sposéb podany w jednej z poprzed-
nich prac (40). Oksydaze cytochromowg oznhaczano
metoda Kovacsa (23) w modyfikacji Eddy’ego (cyt.
za 30), a w przypadkach watpliwych potwierdzano
metodag Gaby'ego i Hadleya (12). Rozklad argininy
oznaczano wg Thornley (34), a zdolno$é do wytwa-
rzania fluoresceiny wg Georgia 1 Poe (13) oraz Kin-
ga, Warda i Raneya (cyt. za 11, 30). Pozostale testy
wykonywano metodami stosowanymi w pracach po-
przednich (38, 39).

Wymienione schematy diagnostyczne pozwalajg
na uproszczone réznicowanie do najczeSciej wyste-
pujacych w zywnosci rodzajow drobnoustrojow (30,
38, 39). Podobnie jak w pracy poprzedniej (38), ziar-
niaki z rodzajow: Micrococcus, Staphylococcus i Sar-
cina ro6znicowano do gatunkow w oparciu o syste-
matyke Bergeya (9) na podstawie wybranych testow
(38). W odniesieniu do laseczek rodzaju Bacillus, za-
stosowano naprzoéd ich podzial na grupy i podgrupy
morfologiczne (9), a nastepnie przeprowadzano dalsze
réoznicowanie do gatunkéw w oparciu o wybrane z
systematyki Bergeya (9) diagnostycznie wazne testy
(38). Wyboru dokonano wg Cowan i wsp. (11).

Réznicowanie palteczek rodzaju Pseudomonas do
gatunkow jest praktycznie prawie niewykonalne z
uwagi na to, ze istniejace systemy klasyfikacyjne (9,
24) w znacznym stopniu opieraja sie na zmiennych
i niedostatecznie rozgraniczonych wlasciwosciach bar-
dzo licznych gatunkéw. Réwniez i nowsze badania
(17, 19, 20, 22, 29) nie rozwigzaly w pelni tego trud-
nego problemu. Jednoznaczne réznicowanie jest pew-
ne dla gatunku Pseudomonas aeruginosa (10, 17, 30,
38) i niektérych innych gatunkéw chorobotwdrezych
(26), a w znacznym stopniu jest to mozliwe réwniez
odnoénie Pseudomonas putida (30) oraz Pseudomonas
fluorescens (11, 29). Z tych wzgledéw paleczki Pseu-
domonas roznicowano na cztery grupy (31), a w obre-
bie grupy pierwszej przeprowadzano dalsze réznico-
wanie celem ewentualnego wykrycia jednego z trzech
podanych powyzej gatunkéw. Szczepy z rodzaju Chro-
mobacterium roznicowano wg Sneatha (33). Z uwagi
na wytwarzanie wiolaceiny, nie moze by¢ przy ich
badaniu stosowany test na oksydaze (11).

Uzywane w pracy schematy diagnostyczne pozwa-
lajg na réznicowanie pateczek rodziny Achromobacte-
riaceae na trzy rodzaje, a mianowicie: Alcaligenes,
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Achromobacter i Flavobacterium. Jakkolwiek wg sy-
stematyki Bergeya (9) mogg one by¢é zaréwno
urzesione jak 1 nieurzesione, Shewan i wsp. (31)
na podstawie wynikéw badan wlasnych oraz in-
nych autoréw =zaliczyli do wymienionych rodzajéow
jedynie szczepy nieurzesione. Z uwagi na malg aktyw-
noéé¢ biochemiczna, pewne trudnosei moze sprawiaé
jednoznaczne réznicowanie paleczek nalezacych do
rodzajéw Achromobacter i Alcaligenes. Wyizolowane
z zywnosci, oznacza sie je jako nalezace do jednego
z wymienionych rodzajow wzglednie do grupy Achro-
mobacter-Alcaligenes (35). Leifson (25), Buttiaux i Gag-
non oraz Moore i Pikett (cyt. za 30) uwazajg za slusz-
ne polaczenie obu rodzajow w jeden rodzaj Achromo-
bacter. Natomiast Steel (cyt. za 30) proponuje odrdz-
nianie obu rodzajéw na podstawie wyniku testu na
oksydaze i zaliczanie szczepow oksvdazo-dodatnich do
rodzaju Alcaligenes, a oksydazo-ujemnych do Achro-
mobacter. Odnosénie szczepow z rodzaju Flavobacterium,
autorzy schematu diagnostycznego (31) stwierdzaja, ze
jakkolwiek paleczki te zaliezyli do nieurzesionych, to
jednak wyizolowali kilka szczepéw urzesionych peri-
trichalnie. Szezepy lakie spotykane sa jednak bardzo
rzadko (31). Wystepuja np. w srodowiskach zasolo-
nych. Dla lepszego uwidocznienia wytwarzanego przez
Flavobacterium barwnika, zaleca sie przesiew szczepu
na agar odzywezy z dodatkiem 30% mleka odtluszczo-
nego (31, 38).
Pateczki rodziny
wg Macierewicz (27).

Enterobacteriaceae roéznicowano

Wyniki i dyskusja

Wyizolowane szczepy bakterii nalezaly do
8 rodzin (14 rodzajow), a mianowicie: Pseudo-
monadaceae (Pseudomonas — 82 szczepy, Aero-
monas — 11), Spirillaceae (Vibrio — b). Rhizo-
biaceae (Chromobacterium — 6), Achromobac-
teriaceae (Achromobacter — 59, Flavobacterium
— 14), Enterobacteriaceae (Escherichia — 2,
Enterobacter — 5, Serratia — 3). Micrococca-
ceae (Micrococcus — 112, Staphylocgecus — 11,
Sarcing — 78), Lactobacillaceae (Streptococcus
— 5) oraz Bacillaceae (Bacillus — 107). Iloscio-
wo dominowaly wiec ziarniaki rodziny Micro-
coccaceae (40,2%). Licznie reprezentowane byly
réwniez Pseudomonadaceae (18,6%) i Achromo-
bacteriaceae (14,6%) oraz rodzaj Bacillus (21.4%).
Pozostale 5,2% to wystepujace pojedynczo
szezepy Vibrio, Chromobacterium, Escherichia,
Enterobacter, Serratic i Streptococcus.

Wérod rodzaju Pseudomonas wydzielono
szezepy wszystkich czterech grup, a w obrebie
grupy pierwszej wyodrebniono gatunki: Ps.
fluorescens i Ps. putida. Cztery szczepy rodza-
ju Chromobacterium posiadaly wlasciwosci
zgodne dla gatunku Chr. lividum.

Przeprowadzajac identyfikacje rodzaju Mi-
crococcus stwierdzono, ze okolo 60% szczepow
posiadalo wlasciwosci zgodne z opisanymi w
systematyce Bergeya (9) na podstawie ktorej
zaliczono je do T gatunkéw: M. luteus, M. ro-
seus, M. flavus, M. conglomeratus, M. varians,
M. candidus i M. cryophilus. Podobnie efek-
tywne bylo réznicowanie rodzaju Sarcina W
obrebie ktérego wyizolowano gatunki S. luteaq,
S. aqurantiaca i S. flava. Sposréd 11 szczepow
Staphylococcus, 7 zaliczono do St. epidermidis.
Roéznicowanie rodzaju Bacillus pozwolilo na
oznaczenie przynalezno$ci okolo 50% szczepow

do 9 gatunkéw: B. cereus, B. pumilus, B. mega-
terium, B. sphaericus, B. polymyxa, B. firmus,
B. subtilis, B. circulans i B. brevis. Badanie po-
zostatych 40 do 50% szezepoéw rodzajéw: Micro-
coccus, Staphylococcus, Sarcina i Bacillus wy-
kazalo rozbieznosci pomiedzy wynikami testéw
a kryteriami diagnostycznymi co uniemozliwilo
oznaczenie ich przynaleznosci gatunkowej. Z
uwagi na to, ze systematyka (9) wymienionych
jednostek taksonomicznych umozliwia jedno-
znaczne réznicowanie do gatunkéw, mozna
wnioskowaé, Ze szczepy te utracily swoje cha-
rakterystyczne wlasciwosci w wyniku dzialania
temperatur zamrazalniczych na mikroflore mig-
sa mrozonego.

Oznaczony sklad mikrofiory powierzchniowej
miesa mrozonego jest oczywiscie niepelny,
gdyz nie mozna wykluczy¢ obecnosci rowniez
i innych rodzajéw bakterii, ktére sa trudniej-
sze do wyizolowania poniewaz wymagajg zasto-
sowania specjalnych metod hodowli i réznico-
wania. Jednakze w pracy dokonanc identyfi-
kacji takich rodzajow bakterii, ktére swojg ak-
tywnos¢ enzymatyczna (proteolityczng, lipoli-
tyczna) moga wywolywaé psucie sie migsa po
jego rozmrozeniu. Szczegoélne znaczenia posia-
dajg paleczki rodzajéw Pseudomonas, Aeromo-
nas 1 Achromobacter oraz laseczki rodzaju Ba-
cillus, ale nie mozna nie docenia¢ obecnosci
ziarniakéw rodziny Micrococcaceae (39). Wszyst-
kie wymienione stanowig ponad 90% skladu ba-
danej mikroflory, stad tez mozna jg uznaé¢ za
czynnik destruktywny w stosunku do miesa
mrozonego, utajony w niskich temperaturach
przechowywania. Nalezy réwniez dodac. ze w
niniejszych badaniach pominieto grzyby i droz-
dze, ktéorych udzial w tworzeniu mikroflory po-
wierzchniowej miesa mrozonego oznaczono w
pracy poprzedniej (39).
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BaBaza3ru 3. — HceaenoBauna mMuUKpodAOPEI MOBEPX-
HOCTU MOPOIKEHOTO MACA.

VI3 mOBepXHOCTM MOPOKEHHOM TOBAAMHLI (mocie 6
MecAlleB XpaHeHud B TeMmmeparype —21 no —18°) BbI-

mennan 500 mtamMMop OarTepuit NpUHAAIERKAITHX K 14
poxaM. Hamle Bcero ycraHaBJauBanu GaxTepuy dami-
aum Microccaceae — 40,2%, morom Pseudomonadaceae
— 18,6%, Achromobacteriaceae — 14,6%, a Taxxke poza
Bacillus (21,4%). IIpuHEMMas BO BHMMAaHMe 3HAUMTEIb-
HYIO 9H3MMATHUYECKYI0 aKTMBHOCTb (IIPOTEOJIUTHUECKYIO
U IHMIONNTEYECKYI0) OK, 90% M30IMPOBAHHLIX ILITAMMOB,
HAJI0 CUYMTAThL UTO ITOBEPXHOCTHAA MMKpPOgIOpa MOpO-
JKEHHOTO MfAcA SBJAETCA CKPBITLIM B HM3KHMX TeMIepa-

Zawadzki Z. -~ Examination on the surface microflora
of chilled meat.

There were isolated 500 bacterial strains from the
surface of chilled beef meat, stored for six months
at —21 to —18°C. The germs were included into 14
genera; as far as possible individual species were also
determined. There were found out mainly the strains
belonging to Micrococcaceae family (40,2%), Pseudomo-
nadaceae (18.6%), Achromobacteriaceae (14.6%), and
Bacillus (21.4%). Since about 90% of the strains was
proteolytic and lipolytic, they could be acknowledged
as destructive factors of the stored meat present in
the refrigerator.

KRZYSZTOF KOSMALA

Pozostalosci pestycydéw polichlorowych w tkance Huszczowej ko ni

zaklad Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii w Putawach
Kierownik: prof. dr 1., JUSZKIEWICZ

W badaniach przeprowadzonych w wielu kra-
jach w ciagu ostatniego dziesieciolecia wykaza-
no, ze praktycznie wszystkie zwierzeta majg
zgromadzone w swoich tkankach pozoestalosci
weglowodoréw chlorowanych. Zwigzki tego ty-
pu dostajg sie do ich organizmoéw przede
wszystkim jako zanieczyszczenia pokarmowe
i dlatego tez wysokoé¢ zgromadzonych pozosta-
Iosci zalezy od sposobu odzywiania sie zwie-
rzat. Sledzac ogniwa lahcucha pokarmowego
mozemy obserwowaé kumulacje pozostatosci
weglowodoréw polichlorowych. W tkankach
zwierzat odzywiajacych sie roslinami stwierdza
sie zwykle znacznie mniejsze stezenia pozosta-
loéci insektycydoéw polichlorowych anizeli u
zwierzat miesozernych, ktére wraz z pozywie-
niem zjadajg insektycydy juz poprzednio co naj-
mniej raz zageszczone w tkankach innych zwie-
rzat. Dalszg konsekwencjg tego procesu bywa
wystepowanie zwiekszonej zawartosci metaboli-
tow zwigzkéw czynnych w tkankach zwierzat,
nalezacych do gatunkéw stojagecych w dalszych
ogniwach lancucha, a wiekszej stosunkowo za-
wartosei form pierwotnych pestycydow w tkan-
kach zwierzat rodlinozernych. Roznice te wyraz-
nie obserwowano w naszym Zakladzie, w czasie
badan prowadzonych w ramach programu ma-
jacego na celu okreslenie stezen pestycydéw
polichlorowych w tkankach zwierzat pochodza-
cych z terenu calej Polski (1, 2), Jednym z eta-
pow tych badan byla analiza tluszczu okotoner-
kowego pobranego od koni. W dostepnym pis-
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miennictwie nie spotkano danych na temat po-
zostalosci insektycydow polichlorowych w tkan-
kach koni.

Materialt i metody

Material do badah pochodzil z rzeZni rozmieszczo-
nych w réznych regionach Polski. Do Zakladu prébki
dostarczone byly w pojemnikach z suchym lodem. Z
jednej rzezni otrzymywano od 1 do 20 prébek tluszczu
okolonerkowego pobranego od koni w wieku okolo
10 lat. Z prébek tych przygotowywano proby s$rednie
do o7naczania poziomu pozostalosci pestycydow. Proby
dostarczone do Zakladu zaopatrzone byly w swia-
dectwa pochodzenia, dzieki czemu mozna bylo zidenty-
fikowaé pochodzenie materialu badanego.

Analize pozostalo$ci przeprowadzono za pomocg zmo-
dyfikowanej metody Wooda (6, 7). Ekstrakcje wykona-
no stosujgc kolumne celitows, przemywang DMSO, a z
kolei ekstrakt oczyszczano na kolumnie florisilowej
przemywanej eterem naftowym. Eluat zageszczano w
aparacie Kuderna-Danish’a (4). Oznaczenia wykonano
na chromatografie firmy Varian Aerograph, stosujgc
kolumny szklane wypelnione 5% DOW 11 na chromo-
sorbie W i 5% chromosorbie W przy temperaturach:
kolumn — 180°C, detektoréw — 190°C, dozownikow —
195°C. Gazem nosnym byl azot przeplywajacy z szyb-
koscig 40 ml/minute. Do oznaczen wykorzystano de-
tektor EC (trytowy) o napieciu 90V,

Wyniki i omdédwienie

Wyniki otrzymane w toku analizy badanych
przez nas prob zostaly podane w tab. 1. Srednie
stezenie (+ blad standardowy) DDE (p.p’-dwu-

chlorodwufenylodwuchloroetylenu) wynosilo
0,112 ppm (+ 0,008), DDD (p,p’-dwuchlorodwu-



