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Charakterystyka szczepéw beztlenowcéw przetrwalnikujgcych

wyizolowanych ze zbombazowanych konserw miesnych

Z Osrodka Naukowo-Badawczego Sluzby Weterynaryjnej

Bakteryjny bombaz konserw zywnosciowych

¢ jest wynikiem rozwoju mezofilnych laseczek
beztlenowych przetrwalnikujacych i w okreslo-
nych warunkach laseczek tlenowych (4, 5, 10,
12—16, 20, 22—24, 29, 33, 34, 36, 37). Dane pis-
miennictwa wskazuja, ze laseczki tlenowe s3
odpowiedzialne za bombaz 37% konserw, a bez-
tlenowe 33% i 60% konserw (13, cyt. 24). Nie-
ktore prace sugeruja, ze w 75%—80% konserw
giownymi, jesli nie jedynymi, przedstawiciela-
mi mikroflory resztkowej sg przetrwalnikujace
drobnoustroje tlenowe. Wielu autoréw uwaza,
Ze przyczyng bombazy jest rozwéj C. perfrin-
gens i C. sporogenes (12, 13, 24). Stwierdzono, ze
w surowecu uzytym do produkcji konserw naj-
wiekszy  odsetek stanowia szczepy beztlenowe
C. sporogenes i bifermentans (22). Cytowane
dane pochodza z prac opartych gléwnie na ba-
daniu bakteriologicznym konserw organolep-
tyeznie prawidlowych lub niewielkiej liczby
konserw zepsutych (5, 12, 16, 34, 36, 37) i z te-
go wzgledu sg malo reprezentatywne dla ba-

dan bedgcych przedmiotem niniejszej pracy.

W pracy postanowiono przeprowadzié analize
jako$ciowa szezepow beztlenowceow przetrwalni-
kujgcych wyizolowanych z zepsutych konserw
miesnych zbombazowanych, odebranych z du-
zych partii magazynowanych w warunkach ter-
molabilnych oraz wyjasni¢ wplyw czasu maga-
zynowania na sklad jakoSciowy tej mikroflory.

Material i metody
\
Do badan uzyto:

1. konserw miesnych w liczbie 1023 puszek rdinych
gatunkoéw uznanych za zepsute na skutek bombazo-
wania w okresie magazynowania od lkilku miesiecy
do 6 lat, 2

2. podiozy bakteryjnych stosowanych wedlug meto-
dyki podanej przez innych autoréw (7, 8, 25, 27), przy
zachowaniu ogélnie przyjetych zasad izolacji beztile-
noweow, .

3. myszek bialych o nie ustalonej linii genetycznej,

4. surowic  przeciwbotulinowych diagnostycznych
typu A 300 ja (seria nr 10173), typu B i E po 300
j.a (seria nr 21075).

Zgodnie z sugestiami {irmy BBL (3) hodowle paste-
ryzowano w koficowej fazie namnazania, ze wzgledu
na mozliwos¢é zniszczenia termicznego szezepdbw bez-
tlenowych opornie przetrwalnileujgeych.

Réinicowanie gatunkowe szczepdbw oparto o cechy
morfologiczne, biochemiczne i zdolnosé produkowania
toksyn letalnych, okreslane w jednorodnej hodewli
beztlenowcdw.

Wyniki i omoéwienie

Poddano badaniu 1023 puszki konserw mies-
nych uznane za niezdatne do spozycia na skutek
bombazu i wycofane z magazynow zywnoscio-

wych i obrotu handlowego, w tej liczbie 463
puszki, ktore ulegly zepsuciu podczas magazy-
nowania do roku czasu od chwili wyproduko-
wania i 560 puszek magazynowanych od 1 do 6
lat.

Liczbe szczepdw beztlenowych przetrwalniku-
jacych wyizolowanych z konserw w zaleznosci
od czasu pojawiania sie bombazu przedstawio-
no w tab. 1.

Tab. 1. Mikroflora beztlenowa rodzaju Clostridium
wyizolowana z tre§ci konserw w zaleznoéci od czasu
zepsucia
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Jak wynika z danych tab. 1, z 1023 konserw
zepsutych w réznym czasie wyizolowano 430
szezepOdw laseczek beztlenowych. Odsetek kon-
serw, w ktérych stwierdzono beztlenowee byt
najwyzszy w pierwszym roku magazynowania
1 obnizal sie do 13,56% i 6,74% po 5 i 6 latach.

Na podstawie wlasciwosci morfologicznych,
biochemicznych i toksynogennych 430 szczepéw
laseczek beztlenowych wyizolowanych z zepsu-
tych konserw podzielono na cztery grupy przed-
stawione w tab. 2.

Jak wynika z danych tab. 2, do pierwszej gru-
Py zaliczono 9 szezepéw toksynogennych o wlas-
ciwosciach wskazujacych na przynaleznosé do
gatunku C. botulinum. W prébie seroneutrali-
zacji z surowicami przeciwbotulinowymi diag-
nostyeznymi typu A, B i E wykazano identycz-
nosc¢ ich toksyn z toksyng serotypu C. botuli-
num B. Do drugiej grupy zaliczono 9 szczepéw
o cechach wskazujacych na przynaleznosé do
gatunku C. perfringens. Do trzeciej najliczniej-
sze] grupy zaliczono 357 szczepéw o cechach
wskazujacych na przynaleznosé do gatunku
C. sporogenes. W czwartej grupie umieszezono
pozostalych 55 szczepéw, ktérych nie zdolano
zidentyfikowa¢ za pomoca stosowanych testow.

Wyizolowane szczepy w wiekszosei wykazy-
waly silnie zaznaczone wlasciwosci proteoli-
tyczne na podlozach z mlekiem i Zelatyng oraz
mierne wiasciwosdei sacharolityezne (fermenta-
cja glukozy i maltozy). W obrazie mikroskopo-
wym, z wyjatkiem jednego szczepu, w grupie
czwarle], stwierdzono subterminalne polozenie
przetrwalnikéw w laseczkach. :

Badania nad ograniczeniem psucia bakteryj-
nego konserw zywnosciowych wymagaja przede
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Tab. 2. Charakterystyka biochemiczna i toksycznos$é szezepébw Clostridium wyizolowanych z tresci konserw
. zepsutych
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Objasnienia: +! — miano toksyny od 100 DLM do 1000 DLM, OS — owalne,
szezep w tej grupie posiadat ulozenie przetrwalnikéw OT, V — fermentacja zmienna, PKg

wszystkim dokladnego poznania skladu jakos-
ciowego mikroflory odpowiedzialnej za ten pro-
ces.

W obecnej pracy okreSlono na podstawie
wlasciwodci morfologicznych, biochemicznych
i préby biologicznej przynaleznosc gatunkowsg
szezepow wyizolowanych z bombazy.

Dotychczasowe dane Zrédlowe dotyczace skla-
du jakoéciowego mikroflory odpowiedzialnej za
psucie konserw zywnoSciowych nie pozwalaja
na jednoczesne ustalenie gatunkow bakterii (4,
13—16, 24).

Izolowanie w badaniach wlasnych 9 szczepow
C. botulinum B potwierdza ciagle niebezpie-
czenstwo przezywania przez nie procesu prze-
mystowej sterylizacji, pomimo duzego margine-
su bezpieczenstwa stosowanego w tym proce-
sie.

Tego typu przypadki przezywania w konser-
wach sterylizowanych przetrwalnikéw botulino-
wych s3 opisane w pismiennictwie (2, 11, 15).
W USA w latach 1973—74 wykazano w 30 pusz-
kach konserwowanych grzybéw obecno$é tok-
syny botulinowej, a w 11 innych puszkach
obeeno§é przetrwalnikéw C. botulinum B (15).
W Polsce w 1977 r. przyczyng 40 przypadkow
zatrué botulinowych byly konserwy produkcji
przemystowe]j (2). :

Namnazanie mikroflory resztkowej w konser-
wach miesnych zalezne jest od wielu czynnikow
wplywajacych na zmiane obrazu jakosciowego
tej mikroflory w miare uplywu czasu magazy-
nowania (1, 17—19, 21, 26, 28, 30—32, 38). W
badaniach wiasnych, w konserwach zepsutych
po uplywie dluzszego czasu obserwowano spa-
dek odsetka konserw zawierajacych mikroflore
beztlenowa, szczegblnie wyraznie zaznaczony po
4, 5 i 6 latach magazynowania. Wyniki te wska-
zuja na stopniowe obumieranie mikroflory spo-
wodowane, badz jak to sugeruje Leistner (14)
dluzszym okresem magazynowania w niesprzy-
jajacych warunkach, badz wyczerpaniem sie
substratéw odzywezych, badz wytworzeniem
produktéw metabolizmu dzialajacych letalnie na
mikroflore, w $rodowisku hermetycznie odizo-
lowanym puszka blaszana. W tym przypadku,
nie bez znaczenia pozostaje réwniez zjawisko
konkurencyjnosci miedzy mikroflorg beztleno-
wa i tlenowa (6, 14).

W obecnej pracy dokonano charakterystyki
jakosciowej mikroflory odpowiedzialnej za

o0

subterminalne uloZzenie endospor, OS! — jeden
— proteoliza, zakwaszenie, gaz.

bombaz powstaly w wyniku diugotrwalego ma-
gazynowania konserw. Uzyskane wyniki nalezy
uzupelni¢ badaniem poréwnawczym konserw
uleglych zepsuciu bakteryjnemu bezposrednio
po produkcji. Badania takie pozwola na ustale-
nie zmian jakoiciowych mikroflory beztleno-
wej, od momentu wyprodukowania konserw
miesnych, po wieloletnie magazynowanie.

Wnioski

1. Laseczki beztlenowe rodzaju Clostridium
sa W znacznym odsetku przypadkow (ponad
34%) odpowiedzialne za bombazowanie konserw
miesnych.

2. W zepsutych konserwach stwierdza sig naj-
wiecej szezepow C. sporogenes, znacznie mniej
C. perfringens i C. botulinum. Pewna liczba
szezepow beztlenowcow jest trudna do identy-
fikacji gatunkowej ze wzgledu na nietypowy
obraz wiasciwosci biochemicznych.

3. W miare wydluzania czasu przechowywa-
nia konserw obserwuje si¢ zmniejszanie liczby
szczepow beztlenowych. Najwyzszy odsetek bez-
tlenoweéw w konserwach stwierdza sig do roku
przechowywania. |

4. Izolowanie toksynogennych szczepow C.
botulinum B z konserw produkcji przemysiowe]
potwierdza mozliwo$é przezywania przez te la-
seczki procesu sterylizacji.
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JAN URADZINSKI

Wplyw ogrzewania subletalnego na wytwarzanie lipazy

przez Staphylococcuc aureus

Z Katedry Higieny Produktéw Zwierzecych Wydziatu Weterynaryjnego ART w Olsztynie

Tluszcze roélinne i zwierzece w czasie prze-
chowywania podlegajg procesom rozkladu,
okreslanym jako jelczenie. Zjelczale tluszeze
maja zmniejszong warto$é odzyweza, a w przy-
padku daleko posunietego rozkladu mogs by¢
toksyezne dla ludzi i zwierzat (4, 6, 7, 11, 14).

Surowce tluszczowe, oprécz jelczenia chemi-
¢znego, w duzym stopniu ulegaja procesom roz-
kiadu biologicznego. W niekorzystnych prze-
mianach biologicznych istotna role odgrywaja
enzymy wytwarzane przez drobnoustroje. Pod-
stawowym enzymem inicjujacym proces jel-
czenia tluszczu jest lipaza (14). Zrodlem tego
enzymu sg tkanki zwierzece, bakterie i grzyby.
Z bardziej znanych drobnoustrojéw produkuja-
cych lipaze nalezy wymienié: paleczki Pseudo-
monas, gronkowce, laseczki tlenowe i beztleno-
we, pleSnie z rodzaju Oidium, Penicilinum i
Cladosporium.

Lipolityczne wlasciwosci gronkowcéw posia-
daja znaczenie praktyczne. Alder i wsp. (1) su-
geruja, ze ,,staphylococcus egg yolk factor”, kté-
ry jest lipazg, podobnie jak koagulaza, pozosta-
Je w zwigzku z chorobotwérezoscia tego drob-
noustroju. Richou i wsp. (10) przy okreslaniu
wlasciwosci  chorobotwérezych — gronkowcow
uwazajg powyzszy czynnik za réwnorzedny z
wytwarzaniem koagulazy. Dostepne piSmien-
nictwo (2, 8, 13) duzo miejsca po$wieca zagad-
nieniom wplywu réznych temperatur na aktyw-
nos¢ lipazy gronkowcowej. Brak jest natomiast
informacji na temat produkowania tego enzy-
mu przez uszkodzone termicznie komorki Stap-
hylococcus aureus. W zwiazku z tym podjeto
badania wlasne, ktorych celem bylo okreslenie
wplywu ogrzewania, w zakresie temperatur
subletalnych, na wytwarzanie lipazy przez ten
drobnoustroj.

Tab. 1. Przezywalnos$é (p) Staphyl

Material imetody

Przedmiotem badan byt szczep Staphylococcus ati-
reus nr 262 otrzymany z kolekcji PZH w Warszawie.

Po ozywieniu liofilizatu badany drobnoustréj prze-
siewano do bulionu odizyweczego i po 24 godzinach
inkubacji w temperaturze 37°C uzyskiwano hodowle
wyjsciowg do dalszych badan.

Do oznaczania lipazy gronkowcowej stosowano me-
tode Cartera oraz jej modyfikacje wedlug wlasnej
koncepeji, ktéra polegala na tym, Ze przygotowane
podioze Cartera (5) wylewano do jalowych plytek
Petriego w ilosei 40 ml na kazda plytke. Nastepnie,
w zestalonym podlozu wykonywano studzienki o éred-
nicy 8,0 mm. Do poszezegélnych studzienek oznako-
wanych kolejnymi cyframi wprowadzano po 0,1 ml
wyjsciowej hodowli bulionowej, doprowadzonej przy
pomocy skali Mc Farlanda do odpowiedniej gestosei
bakterii, oraz jej kolejne 10-krotne rozciefriczenia
W plynie Ringera. Analogicznie postepowano z ho-
dowla bulionowg gronkowcdéw ogrzana przez 15 minut
w _nastepujgcych femperaturach: 48°C, 60°C, 80°C,
84°C i 86°C. Jednocze$nie z hodowli wyisciowej sron-
kowebdw oraz jej poszezegblnych rozeienczen wylkony-
wano posiewy na 3 plytki z agarem zwyklym, kiére
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny.
Po tym czasie liczono wyroste na agarze kolonie, po-
dajac wyniki w odniesieniu do 0,1 ml zawiesiny bak-
feryjnej nie ogrzanej oraz ogrzanej w réinych tem-
neraturach,

Nie odwrécone plytki z podlozem Cartera inkubo-
wano w temperaturze 44°C przez 48 godzin. Po okre-
sie inkubacji mierzono strefy zmetnienia, podajac
wyniki w milimetrach.

W identyczny sposéb wykonano 9 dalszych serii
badan.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki poddane analizie statysty-
cznej zestawiono w tab. 11 2.

W tab. 1 przedstawiono liczby komérek Stap-
hylococcus aureus przed ogrzaniem, po ogrzaniu
w roznych temperaturach oraz wartosci pro-
centowe bakterii, ktére przezyly ogrzewanie.

ococcus aureus po ogrzaniu przez 15 minut w réznych temperaturach
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