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Adamczyk E., Chmielowski W. _ The applica,tion of
microwaves in post-slaughtoretl examinations.

Micror,vaves were used for additional organoleptic
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.

Aktuolne kierunki bodoń gronkowców enterotoksycznych
z samodzielnej Placowni Mikrobiologii i Biochemii Produktów zwiefzęcych

Instytutu Weterynarii w Puławach z Siedzibą W Warszawie

Zatrucia pokarmowe o etiologii gronkowco-
wej należą w wielu kraiach do najczęściej wy-
stępującvch intoksykacji. W Polsce wg staty-
styk z lat 1971-1973 zatrucia gronkowcowe
zajmowały drugą pozycję, po zatruciach wy-
woływanych przez pałeczki Salmonella.

Czynnikiem będącym bezpośrednio przyczy-
ną wywoływania zatruć gronkowcowych jest
enterotoksyna wytwarzana w żywności przez
niektóle szczepy gronkowców, zwłaszcza
S. aureus, Obecność enterotoksyny w środkach
spozywczych nie wpływa na ich właściwości
organoleptyczne, Średnia dawka toksyczna ente-
rotoksyny dla człowieka, wywołująca obiawy
wymiotne. wynosi około 10-15 pg co równa
się około 0,2 vE na jeden kilogram ciężaru cia-
ła (1). Wielkość dawki toksycznej zależna jest
od wrażliwości poszczególnych osób i od typu
enterotoksyny. Do chwili obecnej poznano i wy-
izolowano 7 enterotoksyn gronkowcowych.
Oznaczono je literami alfabetu: A, B, Cr, Cr,
D, E, F. Według Ray'a i Bergdoll'a (21) dla
enterotoksyny A dawka toksyczna wynosi
0,1 pg/kg ciężaru ciała, dla enterotoksyny B
25 vg. Enterotoksyna A wytwatzana jest naj-
częściej przez szczepy izolowar'e z przypadków
zatruć pokarmowych, enterotoksyna B nato-
miast przez szczepy powodujące enterocolitżs
pseudomembranacae. Szczepy wytwarzające
enterotoksyny Cr, C, wvizolowano z przypad-
ków klinicznycŁt, ź produktów żywnościowych
mrożonych, z przypadków zatruć pokarmowych,
a także od ludzi nosicieli. Gronkowce produku-
iące enterotoksynę D wyodrębniono z przypad-
kółv zapalenia wymienia u krów, z przypadków
klinicznych, z produktów żvwnościowych. Po-
dobnie gronkowce produkujące enterotoksynę
E. Enterotoksyna F ,iest dotychczas najmniej
poznaną. Jeden szczep gronkowcowy może
równocześnie wytwarzać kilka enterotoksyn. Z
przypadków zatruć pokarmowych nieiednokrot-
nie izolowano szczepy produkujące równocześ-
nie toksvnę A i D, rzadziei B i C; czy A, B, C.

Wzrost gronkowców <lraz produkcja entero-
toksyny zależna jest między innymi od skład-

ników podłoza. W warunkach laboratoryjnvch
enterotoksyna 1epiej iest wytwarzana w podło-
żach półpłvnnych i w atmosferze zawieraiącej
25-309'0 CÓ" niż w warlrnkach hodowli tleno-
wej na po'dłożach płynnych. Surgalla (25)
stwierdził, że enterotoksyna moze być jeszcze
wytwarzana w podłożu zawierającym tylko dwa
aminokwasv - cystynę i argininę oraz glu-
kozę w ilcści powvżej 0,20/o. Na podłożach ubo-
gich w aminokwasy wytwarzanie enterotoksy-
ny iest słabsze.

S, aureus posiada zdolność wzrostu w zakre-
sie temperatut 6,7-45oC. Wytwarzanie entero-
toksvn
ze,i ioo
rzania
optymalne początkowe pH 7,2-7,6. S. aureus
może rosnąć w granicach pH 4,5-9,5.

Hurst i rł,sp. (9) badali wpływ zaulartości glukozy i
poziomu pH na wzrost i produkcję enterotoksyny B
przez S. auTelr,s szczep 56 po zadziałaniu ciepłem l,v bu-
forze fosforanu sodu lub potasu. Komórki uszkodzone
pr:zeż ogrzewanie w 52oC przez 15 minut w buforze
fosforanu sodu (,,komórki Na") lub fosforanu potasu
(,,komórki K") namnażano w podłożu zawierającym
0,010/o i 10/o glukozy. Kontrolę stanowiły hodowle nie-
ogrzane! które przy 0 i 0,10/o glukozy powodowały obni-
żenie pH, czego nie wykazyrł,ały komórki ogrzewane.
Synteza enterotoksyny B przez ,,komórki Na" w obec-
ności 1% glukozy była zahamorł,ana do około B0%, przez
,,komórki K" do około g9%, a w hodowlach kontrol-
nych do około g0%. Morse i wsp. (16) wykazali nato-
miast, że enterotoksyna B nie jest w ogóle wytwarza-
na w obecności 10/o glukozy w podłożu.

Tatini i wsp. (26) zbadali wpływ preparatów biał-
lrowych dodawanych do środków spożywczych, a mia-
nowicie: białka sojowego (Promine D i SP), koncen-
tratu białka rybnego (FPC), drożdżv piu,nych lub
drożdży grzyba drożdżowego na wzrost S. aureus ZBB
i produkcję enterotoksyny A, D. W doświadczeniu sto-
sowano płynne podłoża, zawierające ekwilvalent wy-
noszący 1,B0/o każdego białka. S. aureus rósł szybciej i
qlyfy,,arzał enterotoksynę na podłożu dtożdżowym niż
sojowym lub konceneracie białka rybnego. Enterotok-
s),nę A wykrywano w hodor,ł,li na podłożu z dodat-
kiem preparatu drożdżowego po 6 godzinach, a obie
toksyny A i D po 12 godzinaeh inkubacji. W FPC ente-
i'otoksyna A była rł,),kryr,vana po 24 godzinach inku-
bacii i po 50 krotnyn1 zagęszczeniu supernatanttr. Ani
lol<syna A, ani tol<syn:l D nie byłv T,l,ykryte rv porlło_
żu SP pct 24 godzitlach i 48 godzinirch inl<ubacji nawet
po lO0-krotnym zagęszczeniu supernatantu.
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Istotny wpływ na wzrost gronkowców i wy-
twarzanie enterotoksyny ma aktywność wody
(a.) środowiska. Dla S. aureus minimalny.po-
ziom a*, przy którym następuje za.hamowanie
wzrostu wynosi 0,B5 w warunkach tlenowych i
0,90 w warunkach beztlenowych. Hil1 (29) na
podstawie wykonanych badań ustalił nainiższy
poziom a* 0,B3 (np. pieczona wołowina). Wg
Scott'a (23) wartość ta wynosi 0,86. W papce z
krewetek oraz uwodnionym cieście z ziemnia-
ków zbadano zdolność wzrostu i produkcję
cnterotoksyny przez S. aureus szczep 243 C wy-
twarzający enterotoksynę B oraz szczep 196 E
w)rtwarzający enterotoksynę A (2B). W papce z
k,lewetek przy aw 0,B9 wzrost szczepu 196 E
był zahamowany, szczep C 243 rósł słabo. Oba
szczepy rosły począwszy od poziomu a- 0,91.
Szczep 196 E vlytwarzał wykrywalne ilości
enterotoksyny w papce z krewetek przy a* 0,95,
a szczep 243 przy a* 0,93. Poziom a* warunku-
je ciepłooporność gronkowców (B). Maksymal-
ną przeżywalność w ternrperaturze 55oC stwier-
dzono przy aw 0,997. Obnizenie oporności około
dziesięciokrotne następowało już przy a- 0,9B.
Najw5rzszą przeżywalność S. allrel"Ls stwierdza-
no p!]zy ntższydn poziomach aktywności wodv
w środowisku z glicerolem (a* 0,965), z NaCl
(a* 0,92) 1ub cukrozą (a* 0,90).

Cechą charakterystyczną S, aureus, wykorzystywaną
przy izolowaniu szczepów jest zdolność wzrostu przy
wysokich stężeniach NaC1, nawet do 150/o. Stężenie 30/o

NaCl obniża już jednak ilość wytwarzanej enteroto-
ksyny, a stężenie 100/o w bardzo znacznym stopniu ha-
muje wytrvarzanie enterotoksyny i częściowo hamuje
rr.zrost (12). Stwierdzono zależność między kwaso,"voś-
cią oraz stężeniem NaC1 rł, podłożu a wytwarzaniem
enterotoksyny. W bulionie o pH 6,9 enterotoksyna B jest
jeszcze wytr,lrarzana przy stężeniu NaCl 100/o natomiast
przy początkowym pH 5,1 enterotoksynę B wykrywano
tylko w obecności 40lo NaCI. Azotan i azotyn sodorł,y w
stężeniach dopuszczalnych rv żywności nie nrają wpły-
\vu na rł,zlost gronkowców i produkcję enterotoksyny
(l2)

Enterotoksyna gronl<owcorł,a charakteryzuie się barclzo
zlaczną opornością na działanie enzymów proteoli-
tycznych (trypsyny, chymol.uo.uny, reniny, papainy),

irr?,;r":r* 
rvrażlilva na ich działanie dopiero po utle-

Efekt działania rvysokiej temperatury na enterotok-
sllnę zależy od środov,iska, Na przykład v, mlektr tem-
peratura pasteryzacii nie gwarantuje zniszczenia za-
rrlartej enterotoksyny. ogrzewanie w środowisku mię-
sa przyśpiesza inaktywację (19). 'W temperaturze 121oC
enterotoksyna ulega zniszczeni.l, po B minutach ogrze-
,uvania. Enterotoksyna wykazuje mniejszą wrażIiwość
na ogrzewanie ptzy pH 6,4 niż 4,5 lub 7,5. Zaobserlvo-
u'ano, że enterotoksyna B inakt},1yo,wana w znacznym
stopniu przez ogrzewanie w temperaturze ?O-B()oC
odz;zskuje częściorłrą aktywność po ponownym ogrze-
warriu przez 6 minut w temperaturze 100oC (10),

W produktach zywnościowych poddanych
obróbce cieplnej enterotoksyna wytwarzana jest
silniei niz w surowych. spowodowane jest to
prawdopodobnie m. in, brakiem innych drobno-
ustrojów. Stwierdzono, że drobnoustrol'e:. Pro-
teus mżrabilżs, salmonella enteritidżs, serratia
nlaTcescens, Salmonella plEmuthica hamuią
wytwarzanie enterotoksyny bez wpływu na
wzrost gronkowców. Autorzy ci stwierdzi]i ko-
rzystny wpływ BacżLlus ceTeLLs na wzrost gron-
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kowców i stymulujący na wytwarzanie entero-
toksyny A. Wynik ten nie zna\azł potwierdze-
nia w pracy Maleszewskiego i Windygi (13).

W mleku badano antagonizm zachodzący
między paciorkowcami mlekowymi i S. aureus
(7) Wykazano, że hamowanie gronkowców
przez pactorkowce mlekowe nie jest właściwe
niskiemu pH, Nadtlenek, antybiotyki produko-
wane przez niel<tóre szczepy paciorkowców
wpływają na zahamowanie wzrostu S. aureus.

Badania v/z]rostu i wytwarzania enterotoksy-
Dy przez S. clureus szczep S w połączonej ho-
dowli z Pseud"omons qeruginoso. wykazały, że
po 24 godzinnej inkubacii 99,9ło populacji
gronkowcórv straciło tolerancję na NaC] w stę-
żeniu 7,50lo. Wytwarzanie enterotoksyny było
zmniejszone (4).

W badaniach mających na celu wykrycie
gronkowców chorobotwórczych w żywności
stosuje się posiewy ilościowe do selektywnego
podłoza Giolitti-Cantoni i na podłoże Baird-
Parkera. Rzadziej stosowane jest podłoże Car-
tera i Chapmana. Żadne z wymienionych pod-
łczy nie wykazuje 100% wykrywalności (18),

W Wielkiej Brytanii przeprowadzono bada-
nia 11 selektywnych podłoży pod względem ich
przydatności w wykrywaniu gronkowców cho-
robotwórczych. żadne z po,dłoży nie było wy-
starczająco selektywne dla koagulazododatnich
gronkowców. Dla ostatecznego potwierdzenia
podejrzane gronkowce muszą być zawsze testo-
wane na wytwarzanie koagulazy (20)

W rutynowym badaniu zywności podział na
gronko,uvce chorobotwórcze i niechorobotwórcze
opartv jest głównie na zdolności wytwarzanla
koagulazy towarzyszącej na,iczęściei wytwarza-
niu enterotoksyny. Przyimuie się ze około 500/o

koagulazododatnich gronkowców jest równo-
cześnie enterotoksycznyclt (1). Casman i wsp.
(3) wykazali, że w przesączac|t hodowli gron-
kowców izolowanyclr z zatruć żywnością w
92,6% obecna była enterotoksyna, a wg Simko-
vicorvej i Gilbert'a w 920/o (24).

Próby na koagulazę wykonuje się przy użyciu plaz-
my króliczej. Próby zastąpienia plazmy króliczej świń-
ską nie dały zadowalających wyników (17). Devoyod i
lvsp (5) zastosowali podłoże (PPSA), pozwalające na
bezpośrednie stwierdzenie o]lecności gronkowców koa-
gulozododatnich. Skład podłoża oparty jest na agarze
Baird-Parkera pozbawionym żółlka jaja, natomiast
wzbogaconym plazmą krwi świńskiej. Kolonie koagu-
lazododatnich szczepów S. aureus na tym podłożu po
inkubacji lv 37oC w ciągu 24-48 godzin otoczone są
strefą vlytrqconego włóknika,

Właściwością często towarzyszącą wyt-"varzaniu ente-
rotoksyny przez gronkowce jest wytrvarzanie lipazy i
fosfatazy. Produkcja lipazy przez S. aureus może ulegać
zmianom zależnie od warunków. Środo-wisko o tempe-
raturze 37oC i pH 7,5 jest optymalne dla rłlytwarzania
tego enzymu. Wg Mates'a i Sadukiewicza (15) synte-
tyczne podłoże optymalne dla produkcji enzymu po-
winno zar,lierac 20h peptonu. Tween dodany do podło-
ża obnj,ża ilość syntetyzowanej lipazy. Węglowodany
takie iak glukoza i glicerol, hamują produkcję lipazy.
Natomiast salicyna, inulina, rafinoza, substancje, któ-
re nie są metabolizorvane przez bakterie nie hamują
ani nie pobudzają syntezy enzymu. Taurocholan sodu
dodau,any do podłoża nie r,r.płyr,va na wzrost bakterii,
irle zmtliejsza ilość produkowanej |ipazy. Zbadano
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zdolność wytwarzania lipazy przez koagulazododatnie
szczepy S. aul"eus oraz szybkość rozkładu czterech
kwasólv tłuszczowych: krvasu laulynowego, k\,vasu
palmitynowego, kwasu stearyno\^/ego, klvasu oleinowe-
go, (11). Wśród zdecydowanej większości badanych
szczepów 82,30/o wytwarzało Iipazę, ale tylko 1B,90/o

szczepów hydrolizowało estry ww. kwasów tłuszczo-
wych, 72,10lo trzy estry, B,77o, jeden. Lipaza wytlvarza-
na przez gronkowce charakteryzowała się większą
aktywnością w stosunku do estrów kwasu palmityno-
wego i stearyno\,ł,ego niż laurynowego i oleinowego.
Szybkość 1ipolizy wynosiła w przybliżeniu 24-36 go-
dzin,

Szczepy S. aureus, zllł\aszcza enterotoksyczne, pro-
dukują zewnątrzkomórkową nukleazę (clezoksyrybonu-
kleazę (27). Jest ona ciepłooporna oraz rnoże być szyb-
ko oznaczana pIzy zastosowaniu taniej i prostej me-
tody. Przeprowadzone badania wskazują na użytecz-
ność próby na dezoksyrybonukleazę jako metody słu-
żącej do określania gronkowców potencjalnie entero-
toksycznych.

Wiele szczepów gronkowców jest nosicielami swo-
istych bakteriofagów. Dotychczas stwierdzono 22 fagi,
które są podzieione na podstawie rvspólnego działania
na 5 grup. Szczepy izolowane z przypadków zatruć po-
karmowych w większości należą do III i IV grupy,
Ostatnio oprócz wzoru fagowego do identyfikacji gron-
kowców zastosołvano oznaczanie wzoru lizogennego
Szczep1l.

Pierwsze próby bezpośredniego określania
enterotoksyczności szczepow S. aureus opiera-
no na badaniach biologicznych na wrażliwych
zwierzętach, jakimi są koty i małpy. Uzyska-
nie enterotoksyny w postaci czystych prepara-
Łow oraz przygotowanie swoistych surowic poz-
wala zastąpić próby biologiczne metodami se-
rologicznymi, a mianowicie metodą immunody-
fuzji w żelu agarowym (metoda Oudin'a) dla
oznaczaJnia r ozpuszczor|ych antygenów, metodą
immunofluorescencji, metodą płytkową Outch-
terlony, czy jej modyfikacją - metodą precy-
pitacji szkiełkowej. Bardziej udoskonaloną me-
todą wykrywania enterotoksyny jest jej bezpo-
średnie oznaczanie w wyciągach z żywności.
Obecność składników organicznych i(produko-
wanych przez gronkowce) w badanej żywności
obniża znaczfiie wykrywalność enterotoksyny
metodami serologicznymi. Aktualnie większość
metod przygotowania wyciągów w żywności do
badania serologicznego enterotoksyny opiera się
na metodzie chromatografii.

Casman i Benett (2) opracowali metodę przy-
gotowania zagęszczonych wyciągów z żywności
przez zastosowanie chromatografii na kolumnie
z karboksymetylocelulozą. Reiser i wsp. (22)
zaproponowali metodę wykrywania enterotok-
syny w zywności obejmującą kolejno: kilka-
krotne wirowanie wodnego supernatantu ptzy
odpowiednio zmienianym pH, ekstrakcji ente-
rotoksyny z wodnego supernatantu przy pomocy
wymiennika jonowego 

- żywicy, a następnie
oddzielenie enterotoksyny za pomocą dwuzasa-
dowego fosforanu sodu. Tak otrzymana entero-
toksyna wykrywana jest serologicznie. Genige-
orgis i Krus zastosowali dla wykrycia entero-
toksyny B meto,dę chromatografii, której zasa-
dą jest izolacja enterotoksyny w oparciu o jej
właściwości biologiczne, W metodzie tej 400 ml
wyciągu ze 100 g żywności poddane było dzia-
łaniu określonej antyenterotoksyny związanej

ze specjalnie przygotowaną matrycą. Podczas 2
godzinnej reakcji w temperaturze pokojowej
immun zeciwciała
zana z Sepharose
Sephar w temp
jest w stanie związac od 0,1 do 30 g enterotok-
syny B z 400 mI wyciągu z żywności. Z kom-
1eksu Sepharose-przeciwciało-toksyna przemy-
tego roztworem soli fizjologtcznej, roztworem
glicyny i buforu następuje odłączenie toksyny,
która wykrywana jest serologicznie. Autorzy
ww. pracy kontynuują badania nad ró,wnoczes-
nym przyl,ączeniem 5 prz,eciwciał (A, B, C, D,
E) do Sepharose, co umozliwiło by równoczesne

glutynacji.- Stosowanie metod serologicznych ograniczo-
ne jest dnościami w uzy-
skańiu także oczyszczo-
nych e tosowane dotych-
czas w do określenia en-
teroto oparte są na
około ie, co r,vskazuje
na ko dalszych badań
w tym zakresie.
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