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Apamuuk 3., Xmenésckuii B. — IIpumMeneHue MuUKpDO-
BOJIH B [OIOJHUTEIBHBIX MOCHEYOONHBIX WHCJIET0Ba-
HHUAX.

IIpuMeHUAN MMKDPOBONHEL! B ICIIONHUTENLHBIX IIO-
cl1eyBOMHBIX OPraHONENTUYECKMUX MCCIAeHOBAHUAX CBI-
Hest. ITpoOp1 MACAa KPUNTOPXOB M MO3ZLNHMX KaCTPATOB
IIoABepragu TepMmuueckorn obpaborke B Kamepe MMUKPO-
BOJIOHOBOJ KYXHU:

— B OIBITax ¢ xXapeHueMm 1—2 Muu.,
— B ONBITAX B BapeHueM 3—4 MUH.

Koneratuposany, wTO MMKPOBOJHBI BEAYT K 0OoJee
OelcTpoMy ¥ GoJiee MHTEHCUBHOMY GCBOBOIKACHUIO aHa-
IU3UPYEMBIX NPo6 OT UyKIbIX 3amaxoB.

EWA WITTLIN

Adamczyk E., Chmielowski W. — The application of
microwaves in post-slaughtered examinations.

Microwaves were used for additional organocleptic
examinations in pigs. The samples of meat from ani-
mals with cryptorchism and late-castrated pigs were
heated in a microwave-cooker for: a) 1—2 minutes
to fry the samples, b) 3—4 minutes to cook them. It
was found that microwaves caused the rapid and in-
tensive emanation of strange odours from the sam-
ples under study.

Aktualne kierunki badan gronkowcéw enterotoksycznych

Z Samodzielnej Pracowni Mikrobiologil i Biochemii Produktéw Zwierzecych
Instytutu Weterynarii w Pulawach z siedziba w Warszawie

Zatrucia pokarmowe o etiologii gronkowco-
wej naleza w wielu krajach do najczedciej wy-
stepujacych intoksykacji. W Polsce wg staty-
styk z lat 1971—1973 zatrucia gronkowcowe
zajmowaly druga pozycje, po zatruciach wy-
wolywanych przez paleczki Salmonella.

Czynnikiem bedacym bezposrednio przyczy-
ng wywolywania zatrué gronkowcowych jest
enterotoksyna wytwarzana w Zzywno$ci przez
niektére szczepy — gronkowcow, zwlaszcza
S. aureus. Obecnosé enterotoksyny w $§rodkach
spozywezych nie wplywa na ich wlasciwosel
organoleptyczne. Srednia dawka toksyczna ente-
rotoksyny dla czlowieka, wywolujgca objawy
wymiotne, wynosi okolo 10—15 pg co réwna
sie okolo 0,2 ug na jeden kilogram ciezaru cia-
la (1). Wielko§¢ dawki toksycznej zalezna jest
od wrazliwosci poszczegdlnych oséb i od typu
enterotoksyny. Do chwili obecnej poznano i wy-
izolowano 7 enterotoksyn gronkowcowych.
Oznaczono je literami alfabetu: A, B, C,, C,,
D, E, F. Wedlug Ray’a i Bergdoll’a (21) dla
enterotoksyny A dawka toksyczna wynosi
0,1 ug/kg ciezaru ciata, dla enterotoksyny B
25 pg. Enterotoksyna A wytwarzana jest naj-
czedcie] przez szczepy izolowane z przypadkéw
zatrué pokarmowych, enterotoksyna B nato-
miast przez szczepy powodujace enterocolitis
pseudomembranacae. Szczepy wytwarzajace
enterotoksyny C;, C, wyizolowano z przypad-
kow klinicznych, z produktéow zywnosciowych
mrozonych, z przypadkéw zatrué pokarmowych,
a takze od ludzi nosicieli. Gronkowce produku-
jace enterotoksyne D wyodrebniono z przypad-
koéw zapalenia wymienia u kréw, z przypadkéw
klinicznych, z produktéw zywnosciowych. Po-
dobnie gronkowce produkujace enterotoksyne
E. Enterotoksyna F jest dotychczas najmniej
poznang. Jeden szczep gronkowcowy moze
rownocze$nie wytwarzaé kilka enterotoksyn. 7.
przypadkow zatrué¢ pokarmowych niejednokrot-
nie izolowano szczepy produkujace réwnoczes-
nie toksyne A i D, rzadziej Bi C, czy A, B, C.

Wazrost gronkowcow oraz produkeja entero-
toksyny zalezna jest miedzy innymi od sklad-

nikéw podloza. W warunkach laboratoryjnych
enterotoksyna lepiej jest wytwarzana w podlo-
zach polptynnych i w atmosferze zawierajgcej
25—30% CO, niz w warunkach hodowli tleno-
wej na podlozach plynnych. Surgalla (25)
stwierdzil, ze enterotoksyna moze byé jeszcze
wytwarzana w podlozu zawierajacym tylko dwa
aminokwasy — cystyne i arginine oraz glu-
koze w ilodci powyzej 0,2%. Na podlozach ubo-
gich w aminokwasy wytwarzanie enterotoksy-
ny jest slabsze.

S. aureus posiada zdolno§¢ wzrostu w zakre-
sie temperatur 6,7—45°C. Wytwarzanie entero-
toksyn zahamowane jest w temperaturze poni-
zej 10°C. Optymalna temperatura dla wytwa-
rzania enterotoksyny wynosi 35°—37°C, a
optymalne poczgtkowe pH 7,2—7,6. S. aureus
moze rosngé w granicach pH 4,5—9,5.

Hurst i wsp. (9) badali wplyw zawarto$ci glukozy i
poziomu pH na wzrost i produkcje enterotoksyny B
przez S. aureus szczep Sg po zadzialaniu cieplem w bu-
forze fosforanu sodu lub potasu. Komoérki uszkodzone
przez ogrzewanie w 52°C przez 15 minut w buforze
fosforanu sodu (,komoérki Na”) lub fosforanu potasu
(,komérki K”) namnazano w podlozu zawierajgcym
0,01% i 1% glukozy. Kontrole stanowily hodowle nie-
ogrzane, ktére przy 0 i 0,1% glukozy powodowaly obni-
zenie pH, czego nie wykazywaly komoérki ogrzewane.
Synteza enterotoksyny B przez ,komérki Na” w obec-
noéei 1% glukozy byla zahamowana do okolo 80%, przez
,komorki K” do okolo 99%, a w hodowlach kontrol-
nych do okolo 90%. Morse i wsp. (16) wykazali nato-
miast, Ze enterotoksyna B nie jest w ogdle wytwarza-
na w obecno$ci 1% glukozy w podlozu.

Tatini i wsp. (26) zbadali wplyw preparatéw bial-
kowych dodawanych do Srodkéw spozywezych, a mia-
nowicie: biatka sojowego (Promine D i SP), koncen-
tratu bialka rybnego (FPC), drozdzy piwnych lub
drozdzy grzyba drozdzowego na wzrost S. aureus Z88
i produkcje enterotoksyny A, D. W do§wiadczeniu sto-
sowano plynne podloza, zawierajgce ekwiwalent wy-
noszgey 1,8% kazdego bialka. S. aureus rdst szybciej i
wytwarzal enterotoksyne na podlozu drozdzowym niz
sojowym lub konceneracie bialka rybnego. Enterotok-
syne A wykrywano w hodowli na podlozu z dodat-
kiem preparatu drozdzowego po 6 godzinach, a obie
toksyny A i D po 12 godzinach inkubacji. W FPC ente-
rotoksyna A byla wykrywana po 24 godzinach inku-
bacji i po 50 krotnym zageszczeniu supernatantu. Ani
toksyna A, ani toksyna D nie byly wykryte w podlo-
zu SP po 24 godzinach i 48 godzinach inkubacji nawet
po 100-Krotnym zageszczeniu supernatantu.
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Istotny wplyw na wzrost gronkowcow i wy-
twarzanie enterotoksyny ma aktywnos¢ wody
(aw) Srodowiska. Dla S. aureus minimalny_ po-
ziom a,, przy ktorym nastepuje zahamowanie
wzrostu wynosi 0,85 w warunkach tlenowych i
0,90 w warunkach beztlenowych. Hill (29) na
podstawie wykonanych badan ustalil najnizszy
poziom ay 0,83 (np. pieczona wolowina). Wg
Scott’a (23) wartos¢ ta wynosi 0,86. W papce z
krewetek oraz uwodnionym ciedcie z ziemnia-
kéw zbadano zdolno$¢ wzrostu i produkeje
enterotoksyny przez S. aureus szcezep 243 C wy-
twarzajacy enterotoksyne B oraz szczep 196 E
wytwarzajacy enterotoksyne A (28). W papce z
krewetek przy a., 0,89 wzrost szczepu 196 E
byl zahamowany, szczep C 243 rdést stabo. Oba
szczepy rosly poczawszy od poziomu a, 0,91.
Szezep 196 E wytwarzal wykrywalne ilosci
enterotoksyny w papce z krewetek przy a,, 0,95,
a szezep 243 przy a, 0,93. Poziom a, warunku-
je cieploopornosé gronkowcow (8). Maksymal-
ng przezywalnoéé w temperaturze 55°C stwier-
dzono przy a, 0,997. Obnizenie opornosci okolo
dziesieciokrotne nastepowalo juz przy a, 0,98.
Najwyzszg przezywalno$é S. aureus stwierdza-
no przy nizszych poziomach aktywnoéci wody
w $rodowisku z glicerolem (a, 0,965), z NaCl
(aw 0,92) lub cukroza (as 0,90).

Cecha charakterystyczng S. aureus, wykorzystywana
przy izolowaniu szezepdw jest zdolno$é wzrostu przy
wysokich stezeniach NaCl, nawet do 15%. Stezenie 3%
NaCl obniza juz jednak ilo§é wytwarzanej enteroto-
ksyny, a stezenie 10% w bardzo znacznym stopniu ha-
muje wytwarzanie enterotoksyny i cze§ciowo hamuje
wzrost (12). Stwierdzono zaleznosé miedzy kwasowos-
cig oraz stezeniem NaCl w podlozu a wytwarzaniem
enterotoksyny. W bulionie o pH 6,9 enterotoksyna B jest
jeszeze wytwarzana przy stezeniu NaCl 10% natomiast
przy poczatkowym pH 5,1 enterotoksyne B wykrywano
tylko w obecnodci 4% NaCl. Azotan i azotyn sodowy w
stezeniach dopuszczalnych w zywnoéci nie majg wply-
wu na wzrost gronkoweéw i produkcje enterotoksyny
(12)

Enterotoksyna gronkowcowa charakteryzuje sie bardzo
znaczng opornoscig na dzialanie enzyméw proteoli-
tycznych (trypsyny, chymotrypsyny, reniny, papainy),
staje sie wrazliwa na ich dziatanie dopiero po utle-
nieniuy.

Efekt dzialania wysokiej temperatury na enterotok-
syne zalezy od $§rodowiska. Na przyklad w mleku tem-
peratura pasteryzacji nie gwarantuje zniszczenia za-
wartej enterotoksyny. Ogrzewanie w $rodowisku mie-
sa przys$piesza inaktywacje (19). W temperaturze 121°C
enterotoksyna ulega zniszczeniu po 8 minutach ogrze-
wania. Enterotoksyna wykazuje mniejszg wrazliwosé
na ogrzewanie przy pH 6,4 niz 4,5 lub 7,5. Zaobserwo-
wano, ze enterotoksyna B inaktywowana w znacznym
stopniu przez ogrzewanie w temperaturze 70—80°C
odzyskuje czesciowyg aktywnoéé po ponownym ogrze-
waniu przez 6 minut w temperaturze 100°C (10).

W preduktach zywnosSciowych poddanych
obrébee cieplnej enterotoksyna wytwarzana jest
silniej niz w surowych. Spowodowane jest to
prawdopodobnie m. in. brakiem innych drobno-
ustrojéw. Stwierdzono, ze drobnoustroje: Pro-
teus mirabilis, Salmonella enteritidis, Serratia
marcescens, Salmonelle plymuthica hamujg
wytwarzanie enterotoksyny bez wplywu na
wzrost gronkowcow. Autorzy ci stwierdzili ko-
rzystny wplyw Bacillus cereus na wzrost gron-
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kowcow i stymulujacy na wytwarzanie entero-
toksyny A. Wynik ten nie znalazl! potwierdze-
nia w pracy Maleszewskiego i Windygi (13).

W mleku badano antagonizm zachodzacy
miedzy paciorkowcami mlekowymi i S. aureus
(7). Wykazano, ze hamowanie gronkowcoéw
przez paciorkowce mlekowe nie jest wlasciwe
niskiemu pH. Nadtlenek, antybiotyki produko-
wane przez niektére szczepy paciorkowcéw
wplywajg na zahamowanie wzrostu S. aureus.

Badania wzrostu i wytwarzania enterotoksy-
ny przez S. aureus szczep S w polaczonej ho-
dowli z Pseudomons aeruginose wykazaly, ze
po 24 godzinnej inkubacji 99,9% populacji
gronkowcoéw stracilo tolerancje na NaCl w ste-
zeniu 7,5%. Wytwarzanie enterotoksyny bylo
zmniejszone (4).

W badaniach majacych na celu wykrycie
gronkowcow chorobotwérczych w  zywnosci
stosuje sie posiewy ilosciowe do selektywnego
podloza Giolitti-Cantoni i na podloze Baird-
Parkera. Rzadziej stosowane jest podtoze Car-
tera i Chapmana. Zadne z wymienionych pod-
lozy nie wykazuje 100% wykrywalnosci (18).

W Wielkiej Brytanii przeprowadzono bada-
nia 11 selektywnych podtozy pod wzgledem ich
przydatnosci w wykrywaniu gronkowcéw cho-
robotworczych. Zadne z podlozy nie bylo wy-
starczajaco selektywne dla koagulazododatnich
gronkoweéw. Dla  ostatecznego potwierdzenia
podejrzane gronkowce muszg by¢ zawsze testo-
wane na wytwarzanie koagulazy (20).

W rutynowym badaniu zywnosci podzial na
gronkowce chorobotworeze i niechorobotworcze
oparty jest glownie na zdolnosci wytwarzania
koagulazy towarzyszacej najczesciej wytwarza-
niu enterotoksyny. Przyjmuje sie ze okolo 50%
koagulazododatnich gronkowcéw jest réwno-
cze$nie enterotoksycznych (1). Casman i wsp.
(3) wykazali, ze w przesgczach hodowli gron-
kowcéw izolowanych z zatrué zywnoscia w
92,6% obecna byla enterotoksyna, a wg Simko-
vicowej i Gilbert’a w 92% (24).

Préby na koagulaze wykonuje sie przy uzyciu plaz-
my kréliczej. Proby zastgpienia plazmy kréliczej $win-
ska nie daly zadowalajgcych wynikéw (17). Devoyod i
wsp. (b) zastosowali podloze (PPSA), pozwalajgce na
bezposrednie stwierdzenie obecno$ci gronkowedéw koa-
gulozododatnich. Skiad podioza oparty jest na agarze
Baird-Parkera pozbawionym zd6ltka jaja, natomiast
wzbogaconym plazmg krwi §winskiej. Kolonie koagu-
lazododatnich szczepéw S. aureus na tym podlozu po
inkubaecji w 37°C w ciggu 24—48 godzin otoczone sa
strefg wytraconego widknika.

Wladciwoscig czesto towarzyszacg wytwarzaniu ente-
rotoksyny przez gronkowce jest wytwarzanie lipazy i
fosfatazy. Produkcja lipazy przez S. aureus moze ulegaé
zmianom zaleZznie od warunkow. Srodowisko o tempe-
raturze 37°C i pH 7,5 jest optymalne dla wytwarzania
tego enzymu. Wg Mates’a i Sadukiewicza (15) synte-
tyczne podloze optymalne dla produkeji enzymu po-
winno zawiera¢ 2% peptonu. Tween dodany do podlo-
za obniza ilosé syntetyzowanej lipazy. Weglowodany
takie jak glukoza i glicerol, hamuja produkcje lipazy.
Natomiast salicyna, inulina, rafinoza, substancje, kto-
re nie sg metabolizowane przez bakterie nie hamujg
ani nie pobudzajg syntezy enzymu. Taurocholan sodu
dodawany do podloza nie wplywa na wazrost bakterii,
ale zmniejsza ilosé¢ produkowanej lipazy. Zbadano
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zdolno$é wytwarzania lipazy przez koagulazododatnie
szezepy S. aureus oraz szybko$§¢ rozkladu czterech
kwasow tluszczowych: Kkwasu laurynowego, kwasu
palmitynowego, kwasu stearynowego, kwasu oleinowe-
go, (11). Wérdd zdecydowanej wiekszosci badanych
szezepow 82,3% wytwarzalo lipaze, ale tylko 18,9%
szezepow hydrolizowalo estry ww. kwasow tluszczo-
wych, 72,4% trzy estry, 8,7% jeden. Lipaza wytwarza-
na przez gronkowce charakteryzowala sie wiekszg
aktywnoscig w stosunku do estréw kwasu palmityno-
wego 1 stearynowego niz laurynowego i oleinowego.
gzybkos’é lipolizy wynosila w przyblizeniu 24—36 go-
zZin.

Szczepy S. aureus, zwlaszcza enterotoksyczne, pro-
dukujg zewngtrzkomoérkowsq nukleaze (dezoksyrybonu-
kleaze (27). Jest ona cieplooporna oraz moze by¢ szyb-
ko oznaczana przy zastosowaniu taniej i prostej me-
tody. Przeprowadzone badania wskazujg na uzytecz-
no$¢ proby na dezoksyrybonukleaze jako metody shu-
zgcej do okreslania gronkowcow potencjalnie entero-
toksycznych.

Wiele szczepow gronkowcéw jest nosicielami swo-
istych bakteriofagéw. Dotychezas stwierdzono 22 fagi,
ktore sg podzielone na podstawie wspédlnego dzialania
na 5 grup. Szczepy izolowane z przypadkow zatrué po-
karmowych w wiekszo$ci nalezg do III i IV grupy.
Ostatnio oprocz wzoru fagowego do identyfikacji gron-
koweow zastosowano oznaczanie wzoru lizogennego
Szczepu.

Pierwsze proby bezposredniego okreslania
enterotoksycznosci szczepow S. aureus opiera-
no na badaniach biologicznych na wrazliwych
zwierzetach, jakimi sa koty i malpy. Uzyska-
nie enterotoksyny w postaci czystych prepara-
tow oraz przygotowanie swoistych surowic poz-
wala zastapi¢ proby biologiczne metodami se-
rologicznymi, a mianowicie metoda immunody-
fuzji w zelu agarowym (metoda Oudin’a) dla
oznaczania rozpuszczonych antygenéw, metoda
immunofluorescencji, metodg plytkowa Outch-
terlony, czy jej modyfikacja — metoda precy-
pitacji szkielkowej. Bardziej udoskonalong me-
todg wykrywania enterotoksyny jest jej bezpo-
$rednie oznaczanie w wyciagach z zywnosci.
Obecnos$¢ skladnikéw organicznych (produko-
wanych przez gronkowce) w badanej zywnosci
obniza znacznie wykrywalnosé¢ enterotoksyny
metodami serologicznymi. Aktualnie wigkszosé
metod przygotowania wyciagéw w zywnosci do
badania serologicznego enterotoksyny opiera sig
na metodzie chromatografii.

Casman i Benett (2) opracowali metode przy-
gotowania zageszczonych wyciagéw z zywnosci
przez zastosowanie chromatografii na kolumnie
z karboksymetyloceluloza. Reiser i wsp. (22)
zaproponowali metode wykrywania enterotok-
syny w zywnosci obejmujacg kolejno: kilka-
krotne wirowanie wodnego supernatantu przy
odpowiednio zmienianym pH, ekstrakcji ente-
rotoksyny z wodnego supernatantu przy pomocy
wymiennika jonowego — zywicy, a nastepnie
oddzielenie enterotoksyny za pomoca dwuzasa-
dowego fosforanu sodu. Tak otrzymana entero-
toksyna wykrywana jest serologicznie. Genige-
orgis i Krus zastosowali dla wykrycia entero-
toksyny B metode chromatografii, ktorej zasa-
da jest izolacja enterotoksyny w oparciu o jej
wladciwosci biologiczne. W metodzie tej 400 ml
wyciagu ze 100 g zywnosci poddane bylo dzia-
taniu okre§lonej antyenterotoksyny zwigzanej
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ze specjalnie przygotowana matryca. Podczas 2
godzinnej reakeji w temperaturze pokojowe]
immunoglobulina B przeciwciala zostaje zwia-
zana z CNBr aktywnej Sepharose 4B. Kompleks
Sepharose-przeciweialo w  temperaturze 4°C
jest w stanie zwigza¢ od 0,1 do 30 g enterotok-
syny B z 400 ml wyciagu z zywno$ci. Z kom-
leksu Sepharose-przeciwcialo-toksyna przemy-
tego roztworem soli fizjologicznej, roztworem
glicyny i buforu nastepuje odlgczenie toksyny,
ktora wykrywana jest serologicznie. Autorzy
ww. pracy kontynuuja badania nad réwnoczes-
nym przylagczeniem 5 przeciwcial (A, B, C, D,
E) do Sepharose, co umozliwilo by réwnoczesne
wykrywanie kilku toksyn.

Przeprowadzane proby zastosowania metod
serologicznych do bezposredniego wykrywania
enterotoksyny w wyclagach z zywnosci nie
daty dotychezas zadowalajgcych wynikow. Pro-
by zastosowania odczynu zahamowania hema-
glutyncji ze wzgledu na wystepowanie odczy-
néw nieswoistych réwniez nie daly zadowala-
jacych wynikéw, natomiast z powodzeniem sto-
sowana jest metoda odwroconej biernej hema-
glutynacji.

Stosowanie metod serologicznych ograniczo-
ne jest przede wszystkim trudnosciami w uzy-
skaniu swoistych surowic, a takze oczyszczo-
nych enterotoksyn. Metody stosowane dotych-
czas w badaniach rutynowych do okreslenia en-
terotoksycznosci  gronkowcow oparte sg na
okolo 50% prawdopodobienstwie, co wskazuje
na koniecznos¢ podejmowania dalszych badan
w tym zakresie.
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