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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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Jak wynika z uzyskanych danych, ogrzewanie
w coraz wyzszych temperaturach bylo przyczy-
ng istotnych zmian liczby bakterii, Dzialanie
temperatury 48°C przezylo 70,81% bakterii przy
ich poczatkowym inoculum wynoszgcym sred-
nio 2,10X107 komérek w 1 ml zawiesiny. Pro-
cent przezywalnosci po ogrzaniu w wyzszych
temperaturach: 60°C, 80°C i 84°C ksztaltowal
sie odpowiednio: 1,05X10-1 %, 5,95X10~° %,
1.22X10-% %. Ogrzanie w temperaturze 86°C
przez 15 minut spowodowalo Smier¢ wszystkich
mikroorganizméw przy poeczatkowym inoculum
wynoszacym 4,15 107 bakterii w 1 ml zawiesi-
ny, co uniemozliwilo prowadzenie dalszych ba-
dan.

Nie ulega natomiast zmianie synteza koagu-
lazy. Partiza i Tandolo (9) w badaniach przepro-
wadzonych na komoérkach Staphylococcus au-
reus ogrzanych w temperaturze 54°C przez 15
minut nie stwierdzili zmian w produkeji koagu-
lazy, w poréwnaniu z bakteriami nie ogrzany-
mi. Badacze ci ponadto obserwowali pojawienie
sie tego enzymu nawet w podlozach, ktore
uniemozliwialy rozmnazanie si¢ gronkowcow
uszkodzonych termicznie. Nie ulegala réwniez
zmianie ilogé enterotoksyny B produkowane]
przez nie ogrzane eraz ogrzane komorki Stap-
hylococeus aureus S 6 (cyt. 15).

Wiadomo, ze przy ocenie chorobotworczosci
gronkoweow oprocz zdolnosci wytwarzania wy-

Tab. 2. Szerokosé stref kwasow. ttuszczowych wytraconych lipaza wytwarzang przez nie ogrzane oraz
ogrzane w roéznych temperaturach komérki Staphylococcus aureus

Sérefa kwasow Strefa knasow Strefo kwasiw Strefa kmciow
teuszczomych ttuszczomych dluszcromych ;zmzcz;vy:h
wutracongch przexl Roinica | WYEraconych prex | goznc wytraconych przez | poznica | TYITHEIEEN PIEER | goinice
v ’?zktesr’ie G A’ai/:,m sakterie oeica ﬁaﬁfi‘w % dakderie %
née ogrzane nee ogfzane e ogrzana e ogrzane
ogrzane |w 48°C ogrzane | w 60°C ogrzane | w 80°C ogrzane | w 84°C
i 455 4,80 3,61 465 4,40 S 465 325 2944 4,80 gr10 97,78
5 044 042 9,60 041 039 034 0,79 19.40 626 032 703
E-Studenta 7130 7,39 515% Je 41"

Objasnienie: x — réznica istotna na poziomie = 0,01.

W tab. 2 przedstawiono strefy zmetnienia po-
wstajace w podiozu Cartera pod wplywem li-
pazy produkowanej przez nie ogrzane oraz og-
rzane w réznych temperaturach komorki Stap-
hylococcus aureus. Do interpretacji wynikow
badani przyjeto, ze szeroko$é¢ strefy zmetnienia
jest miarg intensywnosci wytwarzania lipazy
przez populacje badanego drobnoustroju. Jak
wynika z danych uwidocznionych w tab. 2
ogrzanie badanego szczepu W temperaturze
48°C spowodowalo zwiekszenie intensywnosci
wytwarzania lipazy o 3,61%, co jednak w po-
réwnaniu z nie ogrzang kontrola nie stanowi
istotnej réznicy potwierdzonej testem t-Stu-
denta. Ogrzanie w temperaturze 60°C bylo
przyczyna nieistotnego (5,11%) zmniejszenia in-
tensywnosci wytwarzania tego enzymu przez
ogrzane populacje gronkowcowe. Ogrzanie na-
tomiast w wyzszych temperaturach: 80°C i 84°C
wplynelo w istotny spos6b na zmniejszenie in-
tensywnosei wytwarzania lipazy odpowiednio
o: 29,44% i 97,78%. Ogrzanie w temperaturze
86°C spowodowalo §mieré¢ wszystkich komdrek
bakteryjnych oraz calkowity utrate wytwarza-
nia przez nie lipazy.

Niektorzy autorzy (3, 9, 12) w swoich bada-
niach przeprowadzonych na uszkodzonych ter-
micznie komérkach Staphylococcus aureus ob-
serwowali rowniez zmiane aktywnosci niekto-
rych innych enzymow. Dotyczylo to glownie
enzyméw biorgeych udzial w cyklu przemian
kwaséw trojkarboksylowych. Stwierdzono, ze
oslabieniu ulega aktywnosé dehydrogenazy bu-
tandiolowej i mleczanowej, hydratazy fumara-
nowej (fumarazy), aldolazy fruktozodwufo-
sforanowej oraz oksydazy NADP (3, 12).
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mienionych enzymow bierze sie pod uwage
zdolno$é wytwarzania innych enzymow jak np.
hialuronidazy, staphylokinazy, dezoksyrybo-
nukleazy, fosfatazy itp. Dlatego tez dla pelnej
oceny wplywu temperatur subletalnych na te
bakterie oraz ich mozliwo$ci enzymotworeze W
zywnodci nalezy prowadzi¢ dalsze badania.

Wnioski

1. Ogrzanie badanego szczepu Staphylococcus
aureus w temperaturze 48°C przez 15 minut
powodowalo nieznaczne zwigkszenie intensyw-
nosci wytwarzania lipazy.

2. Ogrzanie badanego szczepu W temperatu-
rach 60°C do 84°C bylo przyczyna zmniejszo-
nego wytwarzania lipazy. Wraz z podwyzsza-
niem temperatury ogrzewania, wytwarzanie te-
go enzymu ulegalo cigglemu zmniejszaniu.
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Ypapsuubcruit . — Bauauwme cyGiaerannaoroe o6o-
rpesa Ha oOpa3zosanke aunasel Staphylococcus aureus.

Iens uccmemoBanmi coCTOSNA B ONPEIENEHMI BJIMA-
HyA oborpesa B Iuala3oHe CyDIeTajbHBIX TEeMIepaTyp
}}a cbpazoBanme Jjumasel Staphylococcus aureus.

IIpeamerom mccmemosanmii ©bir wmramm Staphylo-
coccus aureus nr 262.

IIpu onpepenenum cTadUIOKOKKOBOM IMIARBLI TIPU-
menAmca meTon Kaprepa u cobcTBennas eo momaci-
Kanyd.

Mccnemopanusa Beauch napalielsHo ¢ HeoboTpe-
BAaeMbIMM MUKDPOOPragM3MaMy, COCTABJIAIOUIMMIA KOHT-
PONB, a Takxe ¢ oborpeBaeMbIMM 15 MMHYT B CJIENyIO-
ux TeMieparypax: 48°C, 60°C, 80°C, 84°C u 86°C.

Brino spmonneno mo 10 cepuit ¢ Kazkpoll Temmepa-
Typolt oborpesa.

TIpoBesenHbIe MCCIEAOBAHMA ICKA3AJIM, UTO 0GOrpes
knerok Staphylococcus aureus B Tem. 48°C BBI3EIBAJ
He3HaunTennbuoe (3,61%) ysemruenye o6pasoBaHMa Jm-
nmasel. OBOrpeB Xe B BBICIIMX TeMmepartypax: 60°C,
80°C u 84°C aBmANCA MPUMMHON YMEHLIISHHOTO O6GDa-

30BaHMA JUIAa3bl CCOTBECTCTBEHHO Ha: 5,11%, 29,44% u
97,78%. Oborpes cTadUIOKOKKOB B TeMIl. 86°C BHIZBAJ
CMEPTL BCeX KJIETOK ¥ MOJHYI0 IIOTePr0 obpa3oBaHuUA
UMM JIXIA3LI

Uradzinski J. — The influence of sublethal heating
on lipase production by S. aureus.

The examinations were performed using Carter’s
method and its modification, and Staph. aureus No
262. The experiment was conducted simultaneously
with heated bacteria for 15 min at 48°, 60°, 80°, 84°
and 86°C. and unheated which served as controls. The
examinations were repeated 10 times. It was found
that the temperature of 48°C increased a little (3.61%)
lipase production. In contrast, higher temperetures
(60°, 80°, 84°C) caused a decrease of lipase produc-
tion at 5.11, 29.44, 97,78% respectively. At 86°C the
bacterial cells proved to be dead; the absence of li-
pase was stated too.

FIZJOLOGIA ZWIERZAT

HENRYK WESOLOWSKI

Badania histochemiczne watroby $winek morskich
po réznych okresach podawania siarki elementarnej

Z Zakladu Histologii i Embriologii Instytutu Biostruktury Pomorskiej Akademii Medycznej

W badaniach wlasnych prowadzonych od sze-
regu lat stwierdzono, ze po 5 dniach podawa-
nia per os duzych dawek siarki elementarnej
u swinek morskich wystepuja zmiany morfolo-
giczne i oslabienie histochemicznych odezynéw
enzymoéw hydrolitycznych i oddechowych w
watrobie (11), nerkach (12) i w blonie $luzo-
wej jelita cienkiego (13). U zwierzat tych po 30
dniach podawania tej samej ilosci siarki zmia-
ny morfologiczne i histoenzymatyczne wyste-
powaly tylko u niektérych badanych $winek.
Stosunkowo szybkie cofanie sie poczatkowych
zmian morfologicznych i histoenzymatycznych
w watrobie, nerkach i blonie Sluzowej jelita
cienkiego wskazuje na duza latwo$¢ przystoso-
wawcza Swinek morskich do stosowanej w ba-
daniach dziennej dawki siarki elementarnej.

Z danych piSmiennictwa wiadomo, ze siarka
elementarna a zwlaszcza zwigzki siarki nieorga-
nicznej dodawane do pozywienia wywieraja ko-
rzystny wplyw w hodowli drobiu, zwierzat fu-
terkowych i owiec. U wymienionych zwierzat
siarka dodawana w niewielkiej dawce do pozy-
wienia przyspiesza wzrost i przyrost ciezaru
ciala (5), wplywa dodatnio na gestosé i wyglad
siersci u zwierzat futerkowych (7) oraz przy-
spiesza przyrost i trwalosé runa u owiec (2, 8).

Celem tych badan bylo okreslenie wplywu
roznych okreséw podawania siarki elementar-
nej na przyrost ciezaru ciala §winek morskich,
na ilo§¢ zwiazkéw siarki dwuwartosciowej wy-
dalanej z moczem oraz na histochemiczne zmia-
ny w watrobie.

Material i metody

Material do badaf stanowilo 80 $winek morskich,
samcow hodowli wlasnej, w wieku 3—12 miesiecy,
karmionych pasza standardowa i przebywajacych w
takich samych warunkach. Zwierzeta podzielono na
cztery grupy doswiadczalne po 20 $winek w grupie
(10 doswiadezalnych i 10 kontrelnych). Swinkom do-
swiadezalnym podawano per os drobrno sproszkowana
siarke elementarna® w zawiesinie wody destylowanej
w Jjednorazowej dziennej dawce 200 mg/kg ciezaru
ciala. Okres doswiadczenia w I grupie wynosit 30, w
II — 80, w IIT — 180, a w IV — 270 dni.

W pierwszym i ostatnim dniu do$wiadczenia zwie-
rzeta wazono celem obliczenia $redniego przyrostu
ciezaru ciata. W ostatnich trzech dniach przed sekeja
w moczu zwierzgt deswiadczalnych i kontrolnych o-
znaczano ilo$¢ wydalanyeh zwigzkéw siarki dwuwar-
tosciowej. W tym celu $winki morskie umieszczano w
klatkach metfabolicznych, a prébki moczu do badan
pobierano z dobowych zbiérek. Zwigzki siarki dwu-
wartoSciowej oznaczano reakeja azydku sodu z jodem
wi Kurzawy (4), a uzyskane wartosci opracowano
statystycznie.

Materiat do badan histochemicznych pobierano za-
wsze z prawego plata watroby. Pobrane ' wycinki
utrwalano w temp. 4°C w plynie Carnoya, kwasie
tréjchlorooctowym i w utrwalaczu Bakera. Skrawki
przegladowe barwiono metods rutynows hematoksyli-
na i eozyng. Biatka z grupami SH barwiono metoda
Barrnetta i Seligmana (3), RNA i DNA metoda Bra-
cheta (3), w modyfikacji Scott (10), a lipidy — czer-
wienig oleisty wg Lillie (6), w skrawkach utrwalo-
nych w plynie Bakera.

Wyniki i
Swinki morskie, ktérym podawano siarke’
przez 30 dni charakteryzowato duze zréznico-

* — produkejl Tarnobrzeskich zakladéw Kopalnictwa i Prze-
tworstwa Siarki, o §fednicy pytu od 0,5—5 HID,

omowienie
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