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Szkilnik S,. Kobusiervicz T., Wiśniewsl<i J., Baranorł,-
ski Cz,, Jankor,vska J. - Tlre influence of cattle epi-
thelium preservation on the irnmunogenic properties
of the vaccine prepared a,cc. to Frenkel's method.

In older to explaii-t the iniiuence oI el:itheliullr ple-
servation on the clua]ity of vilal matel,ials and tilere-
fore on thc itnmunogenic properties of tlre vaccinel

against FMD, there was done several multiplications
of FMD virus type O. For the culture there was used
the epithełium directly after removing from tongues
ancl after 1-12 days since preservation. Po§itive re-
sults łvere obtained otrly when the epithelium was
preserved not more than 3 days. The virus multi,
plied in older cells clid not give plofitable findings.

ANDRZEJ KOM()ROWSKI, JERZY ZAHACZEVV'SK]

Na wytwarzanie lipazy przez beztlenor,ve 1a-
seczki izolowane z mączek rybnych zwrócono
u\,Vagę we WczeŚniejszej publikacji (13). Lipaza
jest enzymem z grupy estelraz i posiada zdo1-
ność hydrolitycznego rozkładu trójglicerydów
(9). Inicjująca rola llpazy w złożonym łańcuchu
destrukcyjnych przemian tłuszczu zmusza do
zwlócenia szczegóInej uwagi na drobnoustroje
będące jej źródłe,m, a występuiące w produk-
tach bogatych we frakcje tłuszczowc np. w
mączkach rybnych.

Lipazy zostały strłlierdzcne w licznych rodza-
jach drobnoustrojów - m. in. Staphylacocc1,1.s,
DipIococcus, Pseudomonas, Bacźllus, Clostrź-
dtum, MEcobacterium, Enterobactel'ź(lceo.e (6,
11, 12). Alford (2, 3) zwrocił uwagę na specyfi-
kę lipaz różnych §atunków dro,bnoustrojolv.
Najczęściej wyraza się ona zwiększoną aktyrv-
nością w stosunku do estrółv określonych kwa-
SoW tłuszczowych.

Szybkość plocesu lipolizy zależy od warun-
ków fizytko-chemicznych (1, 2, 6) olaz stopnia
aktywności enzymatycznej. Oznaczanie aktyrv-
ności lipaz baktervjnych można p],zeprowa,dzić:
badając szybkość reakcii enzymatycznej na
podłozach zawierających tłttszcze lub substraty
tłuszczor,ve - np. podłoze Wiliis-IIobbs (.I2),

Alforda (4) czy Gonzałesa-Sierry (5). Inną meto-
dą określania akty,wności lipaz jest alkalimet-
tyczne oznaczanie stęzenia kwasórv tłuszczo-
wych, uwolnionych rv wyniku działania enzy--
mu na substrat tłuszczowy. Ze względu na bat,-
dzo szybkie zakwaszanie podłoża w czasie wzTo-
stu drobnoustrojórv beztlenor,vyr:h, metody all<a-
limetryczne są w tym przypadku nrało obiel<-
tr-lvne (B).

Lipazy bakteryjne są enzymami }<onstytucyi-
nymi-endocelluIarnymi Iub adaptacyjnymi-
-egzocellularnymi. Posłu,gując się metodą Se-
balda i Prevot (10) z użyciem wyciągów bezbal<-
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teryjrrych, można ustalic lokalizzLcję lipaz ba*
dany,ch drobnoustro j ów.

Celem naszej pracy było określenie zdolrrości
i czasu rozkładu preparatów Trveen uzyt5zch ;n-
ko substraty tiuszczowe, przez llpazy beztleno-
wych lasecze]< izolowanych z rnączek rybnych
oraz stwierdzerrie iokalizacji tego enzymu w
ku l 1 urze baliter;, jnej.

Marteriał i meltody
Szczepy bakteryjne, Do badań lżyto 12 szczepó,"v

laseczek beztlenowych o typowych właściwościach
morfologicznych i biochemicznych, wyizolowanych z
importo,wanych mączek rybnych, Sposób izolacji ora2
właściwości szcz.epów podano w poprzedniej publi-
kacji (13).

PodłoŻa bakteriologiczne. Hodowlę szczepów prowa-
dzono na bulionie Wrzoska o pH : 7,6. Posiewy in-
kubowano 48 godzin w temp. 37oC. Czystość hodo,ń,li
kontrol<jrvano mikroskopowo.

Podłoża z preparatami Tween-2O, 40, 60 i B0 przy-
gotowano wg metody Sebalda i Prevot (10). Do okreś-
lania aktywności lipolitycznej kultur bakteryjnych
używano podłoży półpłynnych, rozlanych do probówek
,o wy:mliaraeh 10X120 mm. Lokalizację li,plaz badano
r-lretodą dyfuzji na podłożach stałych, Iozlanych na
płytki Petriego o Średnicy 9 cm. w agatze wycinan6
okrągłe baseniki o pojemności 0,06 ml. Na jednej płyt-
ce zt-lajdowało się 6 basenil<ów w odległości 10 mm
od siebie.

Wyciąp"i bezkomórkowe. Uzyski."vano je przez wiro-
wanie młodych, 48 godzinnych kultur bakteryjnyclr w
ciągu 30 min przy szybkości 4 tys. obrotów na minutę.
Jałowość supernatantów kontrolowano mikroskopowo
oraz posiewając je na podłoża Willis-Hobbs.

Badanie aktywności lipolitycznej. Półpłynne pod-
łoża z prcparatami Tween legenerowano przed posie,
wem i po oc,Irłodzeniu r,vysiewano na nie po 0,2 ml
kultury bakteryjnej. Inkubację prowadzono w temp.
37aC przez okres 10 dni. Rozkład Tween'ów kontrolo-
wano mikroskopowo, zwracając uwagę na tworzenie
się kryształów soli lva,plnio,wych kwasów tłus,zczo-
wych.

Badanie lokalizacji lipaz. Do basenikórv nanoszono
wyciągi bezkomórkowe szczepów. Płytki inkubowano
w temp. 37oC przez okres 10 dni, kontrolując codzien-
nie przebieg reakcji, Celem uniknięcia wysychania
podłoży lv czasie inkubacji, na wieczkach płytek
umieszczano jałową, wilgotną ligninę.

Aktywność enzymotyczno lipoliiycznych

loseczek beztlenowych
7, z,ak aill }Iiqieny weterynaryjlcj w Krakowie
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Wyniki i onro,u.",i enie
Rezultaty badań aktywności lipolitycznej 1a-

iieczek beztlenołvych przc,dstau,ia tab. 1.
Tab. 1, Aktyu,ność lipaz laseczek beztlcnowych lv sto

sunku do preparatów Tween
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objaśnien'i:l: +*-l-: łJardzo intensywna lilystalizacja ul ca-
t).m Słupku podłożai + + : śIednio intensywna krystalizacja
Wokół strefy wzrostu dxobnoustrojów; +: krystalizacja bar-
dzo słaba, ,Jidoczna jectynie mikroskopowo; - : brak krysta-
]izacji. c].fly ,ł nawiasacb oznacza:ą czas (w dobach) w-yste-
prlrvania |eJkcji od ]no]Ientu posiewu kulLrll y balfteryj]rej.

Badanie lokalizacji lipaz z użyciem wyciągów
bezł;akteryjnych dało wynik ujemrry. V/ czasie
10-cio dniowej obserwacji nie stvyierdzolno wy-
stąpienia krystalizacji rvokół baseników,

Na podstawie badań aktyrvności enzymatycz-
nej laseczek beztlenowych rra pod}ożach z pte-
,caratami Tween, stwierdzono rvystępo,.vanie
reakcji charakterystycz,nych dla lipaz. Pod
wpłyrvern tego enzymu następowa]o tl,lvalnianic
kwasów tłuszczowych, które z chlo,rkiem u,ap-
nia zawartym w podłożu tworzyły sołe waprrio-
we w formie kryształów o swoistej dla kazde-
go klvasu strukturze. Aktywność lipaz badan;"ch
drobrroustrojów była tózna w stosrłnktt do po-
Szczególnych Tween'Óv"., Estly kł,r. Iaurynowegc
(Tween-20) nie były rozkład.ane przez zaden
sz,czep. Najrviększą aktywn".ść: lipaz strvierdzo-
no w stoslrnku do esirów krł,. palmitynowego
(Tweelr-4O), ktore były rozkJitdane pTzez
wszystkie SZCzepy, Estr5, kvt,. stearynowego
(Tween-60) były rozkładarne plzc,z 4 szczep,r,
(33,3%), a estry kw. oleinowego ('Ir,,leen-B0)
przez 2 szczepy (16,60/o).

Cechą charakterystyczną wszys;tkich bada-
nych sz,czepów było występowanie dodatnich
reakcji na podłożach z preparatarnj Tween nai-
wcześniej w 2 citl 4 dni pcl nan,nozeniu się la-
seczek.

Różna była szybkość i intensywnośc reakcji
enzy,matycznycłl. Najwcześniei obserwowano
krystalizację Tween'u-4O po upły,wie 3 dni, naj-
później po 10 dniach. Przeciętna szybkość reak-
cji charał<terystyczna dla najlicz,niejszej grup:/
szczepóvł wynosiła 6-7 dni. Rozklad Tureen'u-
60 następował znacznie wolniej. Tylko vr jed-
nym plzypa,dku ttwał oir 5 dni, w 3 pozcsta-
łych wymagał 10 dni. Tweerr-B0 rozkładany był
również wolno - 

qz jednym przypadku 8 r]ni,
w drugirn --- l0 dnj.

10 l - l ++ (3) ,]-++ (10) 
|

trra 12 badarrych szczepow tylko jeden był
aktywny w stosurrku do trzech preparatółv
Tween, 5 szczepów w stosunku do 2 Tween'ów,
a 6 pozostirłych w stosutrku do jednego Twe-
eri'u.

Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikólv
nie stwierdzono zależności porniędzy intensyłi,,-
nością reakcji enzymatycznych, a czasern po-
trzebn5,m do ich rvystąpienia. Cechy te, będące
wykładnikiem aktywności lipaz, są swoiste dla
poszcze8ÓInych szczepów.

Stosunkorvo powolny rozkład prepa_latółv
Tween, zachodzący dopiero po intensyłvnylm
namnożeniu się laseczek oraz ujernny wynik re-
akcji dyfuzji z wyciągami bezkomorkowymi
wskaztrje na endoceliula,r,ny, a więc konstytu-
cyjny charakter lipaz badanych szczepow.

Wnioski
1. Wsz1.5fĘie badane drobnoustroje beztleno-

.ł,e izolowaDe z mączek rybnych posiadają en-
docellularną 1ipazę,

2. Enzyrn ten jest szczególnie aktywny w sto-
sunku do preparatow 'Irveen-4iJ. Nie wykazuje
natorniast aktywności -ł stosurrku do Tween'u-
-20.

3. Szybkośc i intensywnośc rozk]adu estróv.r
I<wasów tłuszczorvych ptzez lipazy badanych
szczepów jest nizsza w porównaniu z wzotco-
v;ymi lipazami Cl. botulinum A i Cl. sporoge,
nes, a bardzo zbliżona do właściwości lipaz Cl.
perfringens i Cl. bżJerntentans (7).
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aI(T),lB IIoclr' JtIdI-loJI|{Tl{qe crrax arraspo6H6Ix II aJIoqe K.

llccne4oe a.rrr.t aKTJ4I3HocTb JII4na3 aHa9po6rłsrx na"no -
LleK BbIAeJIeHHbIx ,ł3 psI6Hlrx nłyr. B }lallecTBe )ł<],i-
poBblx cy6crparoe ynorpe6łałz npenapaTbl 1'ween-20.
.l0, 60 l:t B0. VcT anonltJli4 BtlcoKyio aKTrlBI{ocTE Jlr{rra3
B oTHolueHr{fl K npenapary Trłleen-4O (pasnaraełrolły
nceltlł i2 rrrranłlłauz), MeHL,lilylo B oTHo[IeHrI]4 K npe-
EapaTy Tween-60 (pa3J-IaraelvloNly ToJI],Ko 4 lrtaulra-
wtw) tt Tween-8O (to,rrrro 2 ilITaMMaMr{). Ilpenapara
1|rł,een-20 He pa3JIaraJI Hw onl"lH IIITaMM. Ilpoqecc rrł-
ApoJIJ43a gcTpoB }Kl4poBblx It]4cJIoT npoTeKaJI cpaBHT,I-
1,eJTbHo MeAfieHIIO, .f oJIbIio nocJ]e ]4HTeHcI,IBHoro pa3-
MHo)KeI]r{ff mrłxpo6oa. 9tor, @arr, a TaK)Ke oTcyTcTBr{e
Kp]4cTaJIJII43aIIil]4 B peaKl{wtt puĘ$yzwlr c 6e:rneto.ł-
HbIMI4 gKcTpaKTaMr{, yKasblEaeT TrTo yIccJIeAoBaHHbIe
JII{ITa3bI rIMeJIvI 31lA()IIc,IIJIIoJ]apHbIm xapaKTep.
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Komorowski A., Zahaczew,ski J. - Tlre enzyrnatic li-
polytic activity of anae,robic 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 rvas found a
high activity of lipases against Tween-40 (split by all
12 Strains), lowór against Tween-60 (split by 4 Strains)

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.

TERESA MACIAK

Prawidłowe furr[<cjonorvanie przewodu po-
karmowego w dużej rnierze zależy o,d §tanu
ilośc,iowego i jakościowego flory bakteryjnej
orazodlpowiedniego s,to,surrku,rożrlydn grup
drobnoustrojów względem siebie. Do stałyc|r
,,mieszkańców" przewodu pokar,mowego nalezą
między innyrni d,robnoustlroje z ro,dzaju Lacto-
bacillus i Streptococcus gr. D (Enterococcus,). W
pracy nirrriejszej podjęto badania nad określe-
niem przynatleżności gatunkowej wspomianych
drobnoustrojów wyizotlowanych z różnych
miejsc przewo,d,u pokarm,ołvego zdrowych, do-
t5rchczas nie leczonych prosiąt.

Materiał i metody
Drobnoustroje z rodzaju Lactobacillus i, Strepto-

coccus gr. D (Enterococcus) izolowano od 8-10 tygod-
niowych prosiąt rasy wielkiej białej angielskiej. Zwie-
rzęta pochodzlły z jednego gospodarstwa: identyczne
warunki żywieniowe były zachowane. Stan zdrowia
prosiąt nie odbiegał od normy fizjologicznej.

Wyżej wymienione bakterie izolowano z treści posz-
czególnych odcinków przewodu pokarmowego (żołą-
dek, j. ozoze, j. biodrowe, j. ślepe, okrężnica) zwietząrt,
bezpośrednio po uśpieniu ich eunarkonem, skrwawie-
niu i otworzeniu jamy brzusznej.

Drobnoustroje z todz. Lactobacżllus hodowano na
podłożu selektywnym podanym przez Schaedler'a i
Du;b,os'a (21) z dodatkiem 0,3 ml Tween-80/I p,odłoża
a enterokoki na podłożu stanowiącym modyfikację
podłóż Schaedler'a i Dubos'a oraz Slanetza (12).

warunki hodowli:
Lactobaci,llus 37oC - 48-72 godz. tlenolvo

Określenie przynoleżności 90tL,nkowej drobnoustrojów

z rodzaju LoctobociIlus i Sf reptococcus

9r. D (Enterococcus) izolowonych z przewodu

pokormowego prosiqt

z Zakła,óJ Higieny wcterynaryjnej w warszawje

Streptococcus gr. D 37oC - 48 godz. tlenowo
Identyfikację drobnoustrojów przeprowadzono w

oparciu o uzyskany wzrost na w/w podłożach stałych,
przesiewy na odpowiednie podłoża płynne, testy bio-

Określanie gatunków przeprowadzano na podstawie
właściwości fizjologicznych i biochemicznych. W przy-
padku szczepów Lactobacźllus badano: zdolność wy-
twarzania katalazy, Ea^t w glukozie, wzrost w temp.
15oC i 45oC, rozkład eksuliny, fermentację węglowo-

rvzrost przy pH:9,6, wzrost w 6,57o NaCl, wzrost w
400lo żółci, wzrost przy stężeniu tellurynu potasowego
1/2500, opornośó na ogrzev,ranie w temp. 60oC przez

'ii9i;:,.ą,łŁ",|ji "iiĘ l?XxH :
- mannitolu, sacharozy, rafino-

zy, sonb,itolu, a,ralbinozy, laklto,zy (3, 8, 9, 25).

Wyniki
Uzyskane wynii<i z.anXieszczono w tab. 1 i 2.
Badane szczepy Lactobacillus były kata],azo-

-ujemne. Mimo ,danych z literatury ,odnośnie

Tab. 1. Przynależność gatunkowa drobnoustrojów z
rodzaju Lactobacillus rvyizolowanych z treści przewo-

d,u pokarmowego prosiąt

Gatunek
drobnoustroju

Tlość
szczepów (o/tl)

aeidophżIus
plantarum
,Jermenti
breuis
caseż D. cdsel

Razem

do m,ozliwości,róznicowania poszczergó,lnych g,a-

tunkó,w drobnousbrojów z rodzaj,u Lactobacżl,
lus (6, 10, 19) i Streptococcus gr. D (1, 3, 13)

L.
L.
L.
L.
L.

42
22
1B
7
7
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chemiczne i preparaty mikroskopowe.
Próbom biochemicznym mającym na celu

przynależności gatunkowej poddano 200
drobnoustrojów z rodz. Lactobacillus i 200
enterokoków.
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ustalenie
szczepów
szczepów


