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Szkilnik S., Kobusiewicz T., Wisniewski J., Baranow-
ski Cz., Jankowska J. — The influence of cattle epi-
thelium preservation on the immunogenic properties
of the vaccine prepared acc. to Frenkel’s method.

In order to explain the influence of epithelium pre-
servation on the quality of viral materials and there-
fore on the immunogenic properties of the vaccine

against FMD, there was done several multiplications
of FMD virus type O. For the culture there was used
the epithelium directly after removing from tongues
and after 1—12 days since preservation. Positive re-
sults were obtained only when the epithelium was
preserved not more than 3 days. The virus multi-
plied in older cells did not give profitable findings.

ANDRZEJ KOMOROWSKI, JERZY ZAHACZEWSKI

Aktywnos$¢ enzymatyczna lipolitycznych

laseczek beztlenowych

7. ZaKladu Higieny Weterynaryjnej w Krakowie

Na wytwarzanie lipazy przez beztlenowe la-
seczki izolowane z maczek rybnych zwrédcono
uwage we weczeSniejszej publikacji (13). Lipaza
jest enzymem z grupy esteraz i posiada zdol-
nos¢ hydrolitycznego rozkiadu tréjglicerydow
(9). Inicjujaca rola lipazy w zlozonym lancuchu
destrukcyjnych przemian tluszczu zmusza do
zwrocenia szczegdlnej uwagi na drobnoustroje
bedace jej zrédlem, a wystepujace w produk-
tach bogatych we frakcje ttuszczowe --- np. w
maczkach rybnych.

Lipazy zostaly stwierdzcne w licznych rodza-
jach drobnoustrojéw — m. in. Staphylococcus,
Diplococcus, Pseudomonas, Bacillus, Clostri-
dium, Muycobacterium, Enterobacteriaceae (6,
11, 12). Alford (2, 3) zwrécil uwage na specyfi-
ke lipaz ro6znych gatunkéw drobnoustrojow.
Najczesciej wyraza sie ona zwiekszong aktyw-
noscia w stosunku do estrow okre§lonych kwa-
sow tluszeczowych.

Szybkosé procesu lipolizy zalezy od warun-
koéw fizyko-chemicznych (1, 2, 6) oraz stopnia
aktywnosci enzymatycznej. Oznaczanie aktyw-
nosci lipaz bakteryjnych mozna przeprowadzi¢
badajac szybko$¢ reakcji enzymatycznej na
podtozach zawierajacych ttuszcze lub substraty
tluszczowe — np. podioze Willis-Hobbs (12),
Alforda (4) czy Gonzalesa-Sierry (5). Inng meto-
dg okreslania aktywnosci lipaz jest alkalimet-
ryczne oznaczanie stezenia kwaséw tluszczo-
wych, uwolnionych w wyniku dziatania enzy-
mu na substrat tluszczowy. Ze wzgledu na bar-
dzo szybkie zakwaszanie podtoza w czasie wzro-
stu drobnoustrojow beztlenowych, metody alka-
limetryczne sg w tym przypadku malo obiek-
tywne (8).

Lipazy bakteryjne sg enzymami konstytucyj-
nymi-endccellularnymi  lub  adaptacyjnymi-
-egzocellularnymi. Postugujgc sie metodg Se-
balda i Prevot (10) z uzyciem wyciggéw hezbak-
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teryjnych, mozna ustali¢ lokalizacje lipaz ba-
danych drobnoustrojow.

Celem naszej pracy byto okreslenie zdolnogei
1 czasu rozktadu preparatow Tween uzytych ja-
ko substraty tiuszczowe, przez lipazy beztleno-
wych laseczek izolowanych z maczek rybnych
oraz stwierdzenie lokalizacii tego enzymu w
kulturze bakteryinej.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto 12 szczepow
laseczek beztlenowych o typowych wilasciwosciach
morfologicznych i biochemicznych, wyizolowanych z
importowanych maczek rybnych. Sposdéb izolacji oraz
wlaSciwosci szezepdw podano w poprzedniej publi-
kacji (13).

Podloza bakteriologiczne. Hodowle szczepbéw prowa-
dzono na bulionie Wrzoska o pH = 7,6. Posiewy in-
kubowano 48 godzin w temp. 37°C. Czystosé hodowli
kontrolowano mikroskopowo.

Podioza z preparatami Tween-20, 40, 60 i 80 przy-
gotowano wg metody Sebalda i Prevot (10). Do okres-
lania aktywnosci lipolitycznej kultur bakteryjnych
uzywano podtozy poéiptynnych, rozlanych do probdéwek
o wymiarach 10120 mm. ILokalizacje lipaz badano
metoda dyfuzji na podlozach statych, rozlanych na
plytki Petriego o Srednicy 9 ecm. W agarze wycinano
okragle baseniki o pojemno$ci 0,06 ml. Na jednej plyt-
ce zrnajdowalo sie 6 basenikéw w odleglosci 10 mm
od siebie.

Wyciggi bezkomorkowe, Uzyskiwano je przez wiro-
wanie mlodych, 48 godzinnych kultur bakteryjnych w
ciggu 30 min przy szybkosci 4 tys. obrotow na minute.
Jalowo$é supernatantéw kontrolowano mikroskopowo
oraz posiewajgc je na podioza Willis-Hobbs.

Badanie aktywnosci lipolitycznej. Poélplynne pod-
loza z preparatami Tween regenerowano przed posie-
wem i po ochlodzeniu wysiewano na nie po 0,2 ml
kultury bakteryjnej. Inkubacje prowadzono w temp.
37°C przez okres 10 dni. Rozklad Tween’6w kontrolo-
wano mikroskopowo, zwracajgc uwage na tworzenie
sie krysztalbw soli wapniowych kwasoéw tluszezo-
wych.

Badanie lokalizacji lipaz. Do basenikow nanoszoho
wyciagi bezkomodrkowe szczepdéw. Plytki inkubowano
w temp. 37°C przez okres 10 dni, kontrolujgc codzien-
nie przebieg reakcji. Celem unikniecia wysychania
podlozy w czasie inkubacji, na wieczkach plytek
umieszczano jatows, wilgotng lignine.
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Wyniki 1 omoéwienie
Rezultaty badan aktywnosci lipolitycznej la-
seczek beztlenowych przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Aktywno§é¢ lipaz laseczek beztlenowych w sto-
sunku do preparatow Tween
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Objasnienin: 4 +-+ = bardzo intensywna krystalizacja w ca-
Iym stupku podioza; -++ = drednio intensywna krystalizacja
wokol strefy wzrostu drobnoustrojow; + = krystalizacja bar-
dzo slaba, widocrna jedynie mikroskopowo; — = brak krysta-
lizacji. Cyfry w nawiasach oznaczaja czas (w dobach) wyste-
powania reakeji od momentu posiewu kultury balkteryjnej.

Badanie lokalizacji lipaz z uzyciem wyciagow
bezbakteryjnych dalo wynik ujemny. W czasie
10-cio dniowej obserwacji nie stwierdzono wy-
stgpienia krystalizacji wokél basenikéw.

Na podstawie badan aktywnosci enzymatycz-
nej laseczek beztlenowych na podlozach z pre-
paratami Tween, stwierdzono wystepowanie
reakcji charakterystycznych dla lipaz. Pod
wplywem tego enzymu nastepowalo uwalnianie
kwasow ttuszczowych, ktére z chlorkiem wap-
nia zawartym w podiozu tworzyly sole wapnio-
we w formie krysztaldéw o swoistej dla kazde-
go kwasu strukturze. Aktywnos¢ lipaz badanych
drobnoustrojow byta rézna w stosunku do po-
szczegolnych Tween’6w. Estry kw. laurynowego
(Tween-20) nie byly rozkladane przez zaden
szczep. Najwiekszg aktywnosé lipaz stwierdzo-
no w stosunku do estrow kw. palmitynowego
(Tween-40), ktore byty rozkladane przez
wszystkie szczepy. Estry kw. stearynowego
(Tween-60) byly rozkladane przez 4 szczepy
(33,3%), a estry kw. oleinowego (Tween-80)
przez 2 szczepy (16,6%).

Cechg charakterystyczng wszystkich bada-
nych szezepdéw bylo wystepowanie dodatnich
reakeji na podlozach z preparatami Tween naj-
wezeéniej w 2 do 4 dni po namnozeniu sig la-
seczek.

Rozna byta szybkosé 1 intensywnoséé reakeji
enzymatycznych. Najwczesnie] obserwowano
krystalizacje Tween’u-40 pc uptywie 3 dni, naj-
podzniej po 10 dniach. Przecietna szybkos¢ reak-
cji charakterystyczna dla najliczniejszej grupy
szczepdw wynosila 6—7 dni. Rozklad Tween’u-
60 nastepowal znacznie wolniej. Tylko w jed-
nym przypadku trwat on 5 dni, w 3 pozosta-
Iych wymagat 10 dni. Tween-80 rozkladany byt
rowniez wolno — w jednym przypadku 8 dni,
w drugim —- 10 dni.

Na 12 badanych szczepéw tylko jeden byl
aktywny w stosunku do trzech preparatéow
Tween, 5 szczepéw w stosunku do 2 Tween’ow,
a 6 pozostalych w stosunku do jednego Twe-
en’u.

Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikow
nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy intensyw-
noscig reakcji enzymatycznych, a czasem po-
trzebnym do ich wystgpienia. Cechy te, bedace
wyktadnikiem aktywnogei lipaz, sa swoiste dla
poszczegbdlnych szczepow.

Stosunkowo powolny rozktad preparatow
Tween, zachodzgcy dopiero po intensywnym
namnozeniu sie laseczek oraz ujemny wynik re-
akeji dyfuzji z wyciggami bezkomoérkowymi
wskazuje na endocellularny, a wige konstytu-
cyjny charakter lipaz badanych szczepow.

Wnioski

1. Wszystkie badane drobnoustroje beztleno-
we izolowane z mgczek rybnych posiadajg en-
docellularng lipaze.

2. Enzym ten jest szczegolnie aktywny w sto-
sunku do preparatéow Tween-40. Nie wykazuje
natomiast aktywnosci w stosunku do Tween’u-
-20.

3. Szybkos¢ i intensywno$é rozkladu estrow
kwasow ttuszczowych przez lipazy badanych
szczepbéw jest nizsza w pordéwnaniu z wzorco-
wymi lipazami Cl. botulinum A i Cl. sporoge-
nes, a bardzo zblizona do witasciwosci lipaz Cl.
perfringens 1 Cl. bifermentans (7).
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KomopoBery A., 3axadescku E, — JH3uMarHiecKasd
AKTHBHOCTE JIMIOIMTHUECKNX AHAIPOGHEIX NaAJIGUEK.
Hcenenoeanu aRTUBHOCTL JAMNIA3 aHAPOOHBIX TIANG-
4eK BbIJCIEHHbIX M3 PBLIOHBLIX MYK. B KauecTBe KN-
poebIX cyberpatoe ynorpebasann mpenaparsl Tween-20,
40, 60 1 80. YCTAaHOBMJIM BBICOKYI) AKTUBHOCTL JIMIIA3
B OTHOIIEHMM K mpenapaty Tween-40 (pazjaaraeMoMy
BeeMif 12 mITramMmmamm), MEHBIIYIO B OTHOUIeHMM K Ipe-
napaty Tween-60 (pazjaraeMoMy TOJAbBKO 4 I1OTaMma-
mu) u Tween-80 (roabko 2 1rramMmamu). IIperrapara
Tween-20 He pasjarajg Hu OAMH LUTaMM. IIpoijecc Iu-
OPOaM3a SCTPOB IKUPOBBIX KMCJIOT TIPOTEKaJ CPaBHU-
TeJBLHO MEIJIEHHO, TOJBKO II0CJde MHTEHCHMEHOIO pas-
MHOzKeHEMs MMKPOGOB. DToT (DaKT, a TaAK¥KE OTCYyTCTBUE
KpUcTaNnImM3anum B peaxiymu nuddysmum ¢ 5e3KIerod-
HBIMM 9KCTPakTaml, YKas3bIBAeT H[UTO MCCHAeLOBaHHELIe
JIMIIA3BI MMEIN SHOIENIIOIZPHBI XapakTep.
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Komorowski A, Zahaczewski J. — The enzymatic Ii-
polytic activity of anaerobic bacteria.

There was studied the activity of lipases of anaero-

bic bacteria isolated from fish meals. Tween-20, 40,

60 and 80 served as substrates. There was found a
high activity of lipases against Tween-40 (split by all
12 strains), lower against Tween-60 (split by 4 strains)

TERESA MACIAK

and Tween-80 (split by 2 strains). The strains under
study did not split Tween-20. Hydrolysis of the esters
of fatty acids run relatively slowly, following an in-
tensive multiplicatation of the bacteria. This fact, as
well as, a lack of cristallization in a diffusion test
with the extracts free of cells point to an intracellu-
lar character of lipases produced by the strains exa-
mined.

Okreslenie przynaleznosci gatunkowej drobnoustrojow

z rodzaju Lactobacillus i Streptococcus

gr. D (Enterococcus) izolowanych z przewodu

pokarmowego prosigt

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Warszawie

Prawidlowe funkcjonowanie przewodu po-
karmowego w duzej mierze zalezy od stanu
ilosciowego i jakoSciowego flory bakteryjnej
oraz odpowiedniego stosunku réznych grup
drobnoustrojow wzgledem siebie. Do stalych
mieszkancéw” przewodu pokarmowego nalezg
miedzy innymi drobnoustroje z rodzaju Lacto-
bacillus i Streptococcus gr. D (Enterococcus). W
pracy niniejszej podjeto badania nad okrefle-
niem przynalezno$ei gatunkowej wspomianych
drobnoustrojow  wyizolowanych z rdznych
miejsc przewodu pokarmowego zdrowych, do-
tychczas nie leczonych prosigt.

Material i metody

Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus 4 Strepto-
coccus gr. D (Enterococcus) izolowano od 8—10 tygod-
niowych prosigt rasy wielkiej biatej angielskiej. Zwie-
rzeta pochodzily z jednego gospodarstwa: identyczne
warunki zywieniowe byly zachowane, Stan zdrowia
prosiat nie odbiegal od normy fizjologicznej.

Wyzej wymienione bakterie izolowano z tredci posz-
czegdlnych odcinkéw przewodu pokarmowego (zZola-
dek, j. czoze, j. biodrowe, j. §lepe, okreznica) zwierzat,
bezposrednio po uspieniu ich eunarkonem, skrwawie-
niu i otworzeniu jamy brzusznej.

Drobnoustroje z rodz. Lactobacillus hodowano na
podiozu selektywnym podanym przez Schaedlera i
Dubos‘a (21) z dodatkiem 0,3 ml Tween-80/1 podioza
a enterokoki na podlozu stanowigcym modyfikacje
podidz Schaedler’a i Dubos’a oraz Slanetza (12).

Warunki hodowli:

Lactobacillus 37°C — 48--72 godz. tlenowo
Streptococcus gr. D 37°C — 48 godz. tlenowo

Identyfikacje drobnoustrojéw przeprowadzono w
oparciu o uzyskany wzrost na w/w podiozach statych,
przesiewy na odpowiednie podloza piynne, testy bio-
chemiczne i preparaty mikroskopowe.

Probom biochemicznym majacym na celu ustalenie
przynalezno§ci gatunkowej poddano 200 szczepoéw
drobnoustrojéw z rodz. Lactobacillus i 200 szczepdw
enterokokow.
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Okreslanie gatunkéw przeprowadzano na podstawie
wlasciwosci fizjologicznych i biochemicznych., W przy-
padku szczepow Lactobacillus badano: zdolno§é wy-
twarzania katalazy, gazu w glukozie, wzrost w temp.
15°C i 45°C, rozklad eksuliny, fermentacje weglowo-
danéw — arabinozy, celobiozy, laktozy, mannitolu,
rafinozy, salicyny, sacharozy, trehalozy, ksylozy, man-
nozy, maltozy, galaktozy, ramnozy, sorbitolu, inuliny,
inositolu, adonitelu, dulcytelu (3, 10, 17, 19, 20, 25).
Dla ustalenia gatunkdw enterokokéw pomocnymi byly
nastepujace lkryteria: wzrost w temp. 10°C i 45°C,
wzrost przy pH=9,6, wzrost w 6,5% NaCl, wzrost w
40% zo6tci, wzrost przy stezeniu tellurynu potasowego
1/2500, oporno$é¢ na ogrzewanie w temp. 60°C przez
40 min., hemoliza [}, hydroliza skrobi, silna redukcja
mleka lakmusowego, rozrzedzanie zelatyny, fermen-
tacia weglowodanow — mannitolu, sacharozy, rafino-
zy, sorbitolu, arabinozy, laktozy (3, 8, 9, 25).

Wyniki
Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 11 2.
Badane szczepy Lactobacillus byly katalazo-
-ujemne. Mimo danych z literatury odnosnie

Tab. 1. Przynaleznoéé gatunkowa drobnoustrojow z
rodzaju Lactobacillus wyizolowanych z treéci przewo-
du pokarmowego prosigt

Gatunek Tlosé
drobnoustroju szezepdw (%)

L. acidophilus 42
L. plantarum 22
L. fermenti 18
L. brevis 7
L. casetl v. casei i
}:\ azem [ 100

do mozliwosci réznicowania poszczegélnych ga-
tunkéw drobnoustrojow z rodzaju Lactobacil-
lus (6, 10, 19) i Streptococcus gr. D (1, 3, 13)



