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Subletalne uszkodzenie termiczne komérek
wegetatywnych metodami stosowanymi
w przemysSle spozywczym

Okres kiedy uwaZzano, Zze surowce Spozywcze
moga byé przekazywane do dalszego przetwidr-
stwa i obrotu tylko wtedy, gdy sa wolne od ba-
kterii chorobotwérezych nalezy do przeszlosei.
Od dawna bylo wiadomym, ze warzywa, szcze-
gélnie o pedach jadalnych rosngcych w ziemi
moga na swej powierzchni byé zanieczyszczone
bakteriami chorobotwérezymi, przede wszyst-
kim Clostridium botulinum., Dalsze badania
udowodnily, Ze tuszki drobiowe oraz jaja sa
w wysokim procencie zanieczyszczone palecz-
kami z grupy Salmonella. W mleku i jego prze-
tworach stwierdzany jest gronkowiec entero-
toksyezny (48). Mieso zwierzat rzeznych bar-
dzo tatwo ulega zanieczyszczeniu powierzchnio-
wemu pateczkami z grupy Salmonella i dzieki te-
mu sa one wykazywane w Polsce w blisko 10%
badanych préb kietbas surowych wedzonych,
wedzonek, kietbas parzonych i miesa mielonego
(8). Rowniez ryby mie sa wolne od tego pro-
blemu i u stodkowodnych stwierdzono praktycz-
nie wszystkie niebezpieczne dla czlowieka ba-
kterie (67). Ryby morskie, szczegdlnie pocho-
dzace z niektérych akwendéw sa zanieczyszczo-
ne takimi bakteriami chorobotwdrczymi, jak
laseczki jadu kielbasianego (60) oraz Vibrio pa-
rahaemolyticus (69).

Istniejaca sytuacja powoduje koniecznosc
zmiany dotychezas obowigzujacych pogladéw.
Obecnie panuje juz zgodnosé¢ pogladow, ze do-
minujgca ilo§¢ przypadkéw zatrué pokarmo-
wych spowodowana jest bledami technologicz-
nymi. Jezeli np. w czasie przerobu uzyta zo-
stanie zanizona temperatura obrébki fermicz-
nej, do tego dolaczy sie niewlasciwy proces
chtodzenia a cykl bledéw zostanie zamkniety
zbyt wysoka temperatura obrotu, to wtedy sa
stwarzane odpowiednie warunki dla przezycia
i bytowania drobnoustrojéw gnilnych i choro-
botworezych. W tej sytuacji za zdrowie konsu-
menta musi by¢ obcigzony producent i dystrybu-
tor. Wéréd innych do obowigzkéw organdw
urzedowego madzoru powinna naleze¢ kontro-
la prawidlowosci wdrazanych 1 stosowanych
parametrow technologicznych. Zdaniem bowiem
niektérych kierunkéw przetworstwa wiasciwego
musi byé¢ zastosowanie takich parametréw w
czasie przerobu, by flora szkodliwa zginela,

zostala uszkodzona i zredukowsna w zasadni-
czych iloSciach. W czasie przechowywania i
podeczas obrotu musza byé stworzone jedno-
znacznie takie warunki. by pozostale przy zy-
ciu komodrki nie mogly sie w produkecie roz-
mnozyé 1 zagrozié zdrowiu czlowieka.

Szereg czynnikéw fizyko-chemicznych moze
by¢ przyczyna uszkodzenia lub $mierci komé-
rek wegetatywnych, wzglednie najlepiej poz-
nany jest jednak wplyw temperatury na dro-
bnoustroje. Zaréwno zastosowanie temperatur
subminimalnych dla drobnoustroiow, jak i prze-
kreezenie maksymalnej powoduia powstanie
okreslonych zmian w komdree, ktére oméwiono
ponizej.

Temperatury subminimalne

Temperatury subminimalne dla drobnoustro-
iéw mezo- i termofilnych leza jeszeze w zakre-
sie temperatur plusowych, dla psychrofili sa to
temveratury ujemne.

Przyimuje sie, ze temperatury subminimalne
sg przyczyna przejscia komdrek w stan anabio-
zy. Shuszno§é tego posladu w przypadku za-
rodnikéw nie budzi watpliwosdei, w odniesieniu
do komérek wegetatywnych natomiast tak tem-
peratury subminimalne plusowe, jak i minuso-
we moga réwniez byé przyezyna ich uszko-
dzenia a takze Smierei.

Temperatury subminimalne w zakresie plu-
SOwvm moga u szeredu gatunkdw wywolywaé
letalny szok. Szybkie chlodzenie 108/ml komé-
ek Aerobaeter aerogenes 1 mnatychmiastowe
ogrzanie do 20° nie wywoluje szoku. Przy prze-
trzymywaniu zawiesiny tej bakterii w zbufo-
rowanym nlynie fizjolngicznym przez godzine
w temv. 0° procent sinacveh komérek wzrastal
wraz ze zmniejszaniem sie jej gestodci. Podczas
takiego chlodzenia zawiesiny pojawiaja sie w
srodowisku wewnatrzkomérkowe aminokwasy,
ATP i kw. nukleinowy, ktére, poza ATP, po do-
deniu do &wieZej zawiesiny, niezaleznie od jej
gestodci dzialaja na nia ochronnie podezas chlo-
dzenia. Podobne wlasciwos$ci ochronne posiada
takZze wprowadzona do §rodowiska sacharoza i
jony magniezu oraz wapnia (58).

Przy wyjasnieniu na poziomie molekularnym wply-
wu niskich temperatur na uwalnianie przez mikroor-
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ganizmy wewnatrzkomérkowych roztworéw przyjmu-
je sie mozliwo$§é istnienia trzech podstawowych me-
chanizméw, z ktérych kazdy mogtby oddziatywaé
oddzielnie lub w dowolnych kombinacjach z pozosta-
tymi (15): .

a) pierwszy z rozwazanych zwigzany jest z inakty-
wacja w niskich temperaturach okreslonych biatek
permeaz. Wydaje sie jednak, Zze mozliwosci dziatania
tego mechanizmu ogranicza wielokrotnie wykazywana
zalezno$¢ miedzy minimalng temperaturg rozmnaza-
nia drobnoustrojéw a sktadem chemicznym srodowi-
ska,

b) drugim mozliwym mechanizmem moégiby byé de-
ficyt energii koniecznej do aktywnego transportu roz-
tworéw, Deficyt ATP jest przy tym mato prawdopo-
dobny, poniewaz w temperaturach niZzszych od mini-
malnych nie ustaje oddychanie drobnoustrojéw, choé
réwnocze$nie w tych samych warunkach zwigzek ten
pojawia sie w s$rodowisku otaczajacym komoérke. Naj-
wieksze ilosci ATP stwierdza sie po poél godzinie trzy-
mania populacji Aerobacter aerogenes w temp. 0°. Po
tym czasie zanika on do ilosci §ladowych w wyniku
albo resorpcji, adsorpcji albo biodegradacji (59),

¢) za najbardziej prawdopodobng przyczyne przyj-
muje sie wystepowanie zmian w budowie molekular-
nej blony cytoplazmatycznej, W temperaturach submi-
nimalnych krzepng lipidy zawarte w biomembranach
i wtedy zgodnie z ,, modelem plynnej mozaiki” drobiny
biatka plywajgce w poélptynnej warstwie lipidowej
blony cytoplazmatycznej zostajg uaieruchomione, Do
unieruchomionych drobin nalezg réwniez bialka per-
meaz.

Najwieksza wrazliwo$é na szok zimny wystepuje u
réznych gatunkéw bakterii w populacji znajdujgcej
sie w fazie wzrostu logarytmicznego. Jest ona silniej
wyrazoina u komoérek wyrostych na podlozach che-
micznie zdefiniowanych. Wymieranie populacji Pseudo-
monas sp. jest tym wieksze, im prostszy pod wzgle-
dem skladu chemicznego byl plyn zawieszajgcy (16).

Komorki E. coli bedace w fazie wzrostu logarytmicz-
nego po przeniesieniu do Srodowsika o temperaturze
nieco nizszej od minimalnej przestajg sie dzielié. Mimo
to gestosé optyczna populacji ros$nie w wyniku two-
rzenia sig¢ postaci nitkowatych, dochodzacych do
300 w« dlugosci. Jest to wynikiem dalej trwajacego
procesu syntezy DNA, RNA, biatka i glikopeptydu.
Komorki olbrzymie przeniesione do 30° szybko two-
rza przegrody miedzykomoérkowe, w wyniku czego
powstajg pojedyncze, krétkie komorki (25, 54).

Temperatury ujemne

Obserwacja u drobnoustrojow zjawisk zacho-
dzacych w ujemnych temperaturach submini-
malnych i ustalanie przyczyn ich powstawania
jest utrudnione. Wynika to z braku mozliwosci
wykonania réznych badan komérki w stanie
zamrozonym 1 koniecznosdci stwierdzania skut-
kéw zamrozenia dopiero po rozmrozeniu. Efekt
mrozenia i rozmrazania oceniany jest wiec
lacznie.

Mrozac i rozmrazajac populacje drobnoustro-
jow stwierdzono, ze w porownaniu z wyjsciows
liczba komoérek po rozmnozeniu jest mniejsza.
Z, powyzszego wyprowadzono wniosek, ze za-
biegi te lacznie powoduja $mieré czesci popula-
cji. Intensywnosé obumierania komorek zalezy
od gatunku i postaci drobnoustroju, sktadu
chemicznego $rodowiska, w ktéorym sa one za-
mrazane a takze od szybkosci i koncowej tem-
peratury mrozenia i rozmrazania.

Pod wzgledem wrazliwosel na temperatury submi-
nimalne minusowe, drobnoustroje mozna podzieli¢ na
4 grupy:
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a) przezywajgce rozmaite warunki mrozZenia i roz-
mrazania a do tej grupy zaliczane sg przede wszystkim
zarodki bakteryjne. Réwniez szereg gatunkow wege-
tatywnych komorek bakteryjnych jest niewrazliwych
i zwykle poaad 50%, a czesto nawet 90% mikrokokdw,
paciorkowecow i gronkowedw przezywa nawet diugie
okresy  przetrzymywania w stanie zamrozonym
(4, 32, 66).

b) niewrazliwe na proces zamrazania, wymierajgce
natomiast w czasie przetrzymywania w stanie zamro-
zonym,

¢) wrazliwe na proces zamrazania i wymierajgce w
czasie przetrzymywania w stanie zamrozonym,

d) gingce w czasie mrozenia praktycznie niezaleznie
od warunkéw srodowiskowych (17).

Do ostatniej grupy nalezg tylko nieliczne gatunki;
w zasadzie wszystkie posiadajgce znaczenie w prze-
mys$le spozywczym nalezg do trzech pierwszych grup.

Czynniki chronigce bakterie przed Smiercig mogg
byc¢ produkowane przez populacje, mogg takze wyni-
kaé ze skiadu chemicznego Srodowiska. Podobnie jak
w temperaturach subminimalnych plusowych, w trakcie
mrozenia gestej populacji bakterii wydzielajag one do
$rodowiska substancje wewnetrzkomorkowe, kiére
dzialajg ochronnie, Okres§lono je mianem ,czynaikéw
ochronnych”, a ich rola polega na ulatwianiu przej-
$cia komérkom do stanu pelnej sprawnosci fizjolo-
gicznej. Jezeli populacja jest mniej gesta, ich steze-
nie w Srodowisku jest za niskie dla wywolania tego
efektu (16).

Do zwigzanych ze $rodowiskiem substancji chemicz-
nych dzialajagcych ochronnie podczas mrozenia i prze-
chowywania zaliczane sg zwigzki wysokoczasteczkowe
jak koloidy, bialka mleka, Zelatyna, mieszaniny kom-
pleksowe w postaci wyciggéw miesnych oraz niektdre
zwigzki niskoczgsteczkowe jak glicerol, sacharoza, glu-
koza, laktoza a takze amidy dwumetylowe kwaséw
mrowkowego i octowego i amid jedwometylowy kwasu
octowego.

Wplyw szybkosci mrozenia i warunkéw przechowy-
wania na przezywanie bakterii jest réiny u mezofili
i psychrofili, Najwyzszy procent mezofili ginie przy
mrozeniu wolnym w temp. do ——10° na psychrofile
natomiast bardziej szkodliwy wplyw wywiera mroze-
nie szybkie i wolne rozmrazanie (17).

Przyczyna bdjczego dzialania zimna wobec
drobnoustrojow nie zostala do dzi§ jednoznacz-
nie okreslona. Aktualnie istnieja dwie teorie
usitujgce wyjasni¢ zjawisko $mierci chlodniczej.
Teoria starsza, ktéra nie zostala jednak od-
rzucona, przyjmuje jako przyczyne mechanicz-
ne uszkodzenie komorki. Moze ono byé powo-
dowane przez krysztaly lodu, tworzace sie pod-
czas mrozenia w $rodowisku otaczajacym ko-
morke, wzglednie w jej wnetrzu. Za znacze-
niem krysztaléw zewnatrzkomoérkowych prze-
mawialoby najwieksze wymieranie komorek
w koncowych stadiach krystalizacji lodu a bez-
posrednia przyczyng S$mierci w tym przypadku
mialoby by¢ ich miazdzenie. Tworzenie sie kry-
sztalow wewngtrzkomorkowych obserwowano
u szeregu drobnoustrojéw i ich dzialanie letal-
ne sprowadzono do mozliwosci przebijania ele-
mentow morfotycznych, przede wszystkim blo-
ny cytoplazmatycznej.

Przeciwstawny poglad zaklada, ze mechanizm
tego zjawiska oparty jest na powstajacej rozni-
cy ci$nien osmotycznych miedzy wnetrzem
komérki a otaczajacym Srodowiskiem lub na-
ruszeniem szczelnosci bton komérkowych. Pier-
wszy z tych mechanizmow jest mozliwy dzie-
ki szybkiej krystalizacji wody w $rodowisku
1 wytwarzaniu sie wskutek tego ci$nienia hy-
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pertonicznego w stosunku do panujgcego w
tresci komorki. Rownoczesnie istnieja dowody,
ze biomembrany komorek moga zmieniaéc w
czasie mrozenia swoje wlasciwosei i zamrozo-
ne a potem rozmrozone komdrki E. coli ulega-
ja lizie pod wplywem lizozymu i tryptofanu,
a wiec enzymow nieaktywnych w stosunku do
normalnych komérek tej grupy (30).

Teoria Smierci mechanicznej jest do pogo-
dzenia z teoria uszkodzenia na tle osmotycz-
nym. Obecnie przyjmuje sie, ze przy mrozeniu
szybkim gléwng przyczyna Smierei jest two-
rzenie sie¢ krysztaléw wewnatrzkomoérkowych
przy mrozeniu wolnym natomiast decydujaca
role odgrywa odwodnienie komérki Iub zage-
szczenie roztwordw, Czynniki te nie dzialaja
od siebie niezaleznie i addytywnie a prawdopo-
dobnie efekt koncowy jest skutkiem ich sy-
nergizmu.

Ostatnio wykazano, Ze $mieré pod wplywem mro-
zenia moze byé natychmiastowa lub opdézniona do 24
godzin. Smier¢ bezposrednia E. coli B/r przy mroze-
niu szybkim obejmowala 68% populacji, przy mrozeniu
wolnym 23%. Przy przetrzymywaniu w —20° $mieré
opdzniona wyniosta odpowiednio 17% i 71%. Ostatnie
badania wiaza stan blony cytoplazmatycznej bakterii
ze zmianami w DNA komérki. Pod wplywem mroze-
nia dochodzi do degradacji odpowiedzialnych za jej
stan segmentéw DNA i stwierdzono pelna korelacje
miedzy stopniem uszkodzenia komorki a iloscig uszko-
dzonego DNA. Kazdy bowiem typ mrozenia powoduje
pewng ilo$é pojedynczych peknieé przybrzeznych DNA
(single strand breaks = SSB) i przy mrozeniu szybkim
stopien fragmentaryzacji jest wysoki (SSB = 8§), a przy
mrozeniu wolnym niski (SSB = 2,3). W czasie prze-
trzymywania w temp. —20°C komodrek wolno zamro-
zonych ich SSB wzrasta z° 2,3 do 11,8 po uplywie 24
godzin, podeczas gdy u komodrek mrozonych szybko
zmiany te sg duzo stabiej zaznaczone (3).

W ten sposéb wylania sie przypuszczenie, ze §mieré
bakterii jest zwigzana z degradacjag DNA i przebiega
pod wplywem mrozenia na poziomie molekularnym.
Teoria utraty przez DNA jego funkcjonalnej integral-
noéci jest do pogodzenia ze starszymi, przyjmujacymi
za przyczyne Smierci zamrazalnicze] uszkodzenie blony
cytoplazmatycznej. Istnienie tych powigzann miedzy
DINA a blona cytoplazmatyczng komérek bakteryjnych
zostalo dobrze udokumentowane (3).

Efektem mrozenia nie jest tylko albo przezycie pel-
nosprawnych komoérek drobnoustrojéw lub ich $mieré.
Cze$é spodrdod przezywajacych jest ,metabolitycznie
uszkodzona” a przejawia sie to zdolnoscia do tworze-
nia kolonii tylko na podiozach bogatych, przy braku
mozliwo$§ci rozmnazania na podlozach ubogich (4, 36,
41, 42, 49, 57, 73). Na tych ostatnich podtozach komoérki
uszkodzone nie sa w stanie syntetyzowaé niektérych
podstawowych metabolitow.

Badanie uszkodzenia limitowaniem niektérych ami-
nokwaséw w podlozu pozwalajag przypuszczaé, ze
albo w wyniku mrozenia i zmian przepuszezalno$ci
blon komérkowych stezenia wewnatrzkomérkowe
zmniejszaja sie ponizej pozlomu krytycznego lub tez,
ze Scisle okreflony aminclewas jest konieczny do rege-
neracji danej komérki. Badania przy uzyciu szczepow
E. coli, Aerobacter aerogenes, Serratia marcescens
i Pseudomonas sp. wykazaly, ze do ich regeneracji ko-
nieczne byly rézne aminokwasy (31).

Komorki uszkodzone metabolityeznie mrozeniem nie
posiadaja zdolnoSei do rozmnazania sie na podtozach
z dodatkiem zwiagzkéw selektywnych (24, 44). Po roz-
mrozeniu do wnetrza uszkodzonych komorek drozdzy
moga wnikaé¢ cytryniany i insulina (11), rdéwnaiez
Sciany komorek bakteryjnych staja sie bardziej prze-
puszezalne dla réznych roztwordéw i nawet jonéw tok-

sycznych. W tym ostatnim przypadku przypuszcza sie,

ze w podiozach umozliwiajacych wzrost komdérek
uszlodzonych moga wystepowaé zwiazki tworzace
chelaly z jonami toksyeznymi (5, 37).

- U komédrek uszkodzonych metabolitycznie w tem-

peraturach subminimalnych obserwuje sie takze zmia-
ny niektérych podstawowych cech fizjologicznych.
U E. coli i Pseudomonas fluorescens (5) oraz Aero-
bacter aerogenes (49) obserwowano wydluzenie czasu
trwania lagfazy. Czas frwania jednej generacji w okre-
sie wzrostu logarytmicznego moze by¢ niezmieniony,
jak w przypadku E. coli i Ps. fluorescens (5) lub skré-
cony, jak u A. aerogenes (49).

Hodowla gronkoweca zlocistego w temp. 5°C powo-
duje sukcesywne zwiekszanie jego wrazliwosei na
chlorek sodowy, zwiekszajac rownoczesnie jego zapo-
trzebowanie na substancje odzywecze (28). Czas i wie-
lokrotnosé¢ dziatania temp. —34° na gronkowce wply-
wa na zdolnos¢ do produkowania koagulazy i hemo-
lizyn. U niektérych szezepéw utrata zdolnosei produ-
kowania koagulazy wystepowala po jednarazowym za-
mrozeniu na 10 do 30 minut; u wszystkich obserwo-
wano to po czterokrotnym zamrozeniu lub przetrzyma-
niu gronkowca w stanie zamrozonym przez okres
miesiaca. Czes¢ z tych ostatnich tracita réwniez zdol-
nos$¢ produkowania hemolizyn. W wyniku mrozenia
czesé szczepdw zmieniata takZze swojg morfologie i w
preparatach obserwowano pojedyncze ziarenkowce lub
dwoinki o zmienionej barwliwogci metoda Grama
(34, 35).

Przetrzymywanie gronkowca w temp. —10°C przez
2 tygodnie powoduje podwyzszenie jego cieploopor-
noéci, po dalszych 2 tygodniach cieploopornosé opa-
da ponizej wystepujgcej u komédrek kontrolnych (72).

Badania mrozonej zywnosci wykazuja, ze stosowa-
nie nieodpowiednich podlozy jest przyczyna nie wy-
krywania w niej uszkodzonych metabolityeznie r6znych
drobnoustrojéw, w tym E. coli i bakterii kolipodob-
nych (50, 51). Choé przy badaniach rutynowych aktual-
nie proponuje sie dodawanie do podiozy tryptikazy
lub ekstraktu drozdzowego (4, 57, T1), to jednak lep-
sze wyniki uzyskuje sie przy jednogodzinnej preinku-
bacji préobki w bulionie tryprikazowo-sojowym (70)
lub przez homogenizacje probki z tym bulionem. Go-
dzinna preinkubacja tak przygotowanego materiatu w
temp. 25° a nastepnie posiew na podloze stale Iub
okreé§lenie NPL pozwala przy badaniu niektérych pro-
duktéw na wykazanie 20-krotnie wieksze]j ilodci E. coli
i bakterii kolipodobnych niz innymi metodami (64).

Temperatury wyzsze od maksymalnych

Mozliwosei przezycia przez drobnoustroje
obrobki termiczne] sprawia, ze cze§¢ komorek;
dla ktorych letalnoéé procesu byla zbyt niska
jest pelnosprawna fizjclogicznie. Inne, ktére
zetknely sie z graniczng iloscia ciepla zostaja
uszkodzone metabolicznie.

Komérki pelnosprawne beda sie rozwijaly
we wszystkich warunkach podobnie jak ko-
morki, ktére z uderzeniem ciepla nie zetknely
sie.

Sposéb dziatania uszkadzajacego wysokich
temperatur moze byé obecnie rozpatrywany
wieloplaszezyznowo. Charakterystycznymi ob-
jawami uszkodzenia komoérek wegetatywnych
jest brak ich zdolnojci do rozmnazania sie na
podlozach zawierajacych takie zwigzki selektyw-
ne, jak barwniki, substancje powierzchniowo-
czynne czy w wyzszych stezeniach NaCl.

Nie ulega watpliwoséei, ze pod wplywem wy-
sokich temperatur zostaja zdenaturowane biatka
wewnatrzkomdérkowe. Jednak poglad przyjmuja-
cy to zjawisko za podstawowsa przyczyne Smierci
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termicznej komodrki wegetatywnej jest obecnie
kwestionowany. Koagulacja biatka jest zjawi-
skiem generalnym, jako przyczyne Smierci dy-
skutuje sie natomiast zmiany subtelniejsze (53).
Gdyby poza tym nieodwracalna zmiana struktu-
ry bialka byla czynnikiem decydujacym, nie
istnialaby mozliwosé regeneracji komorek uszko-
dzonych subletalnie.

Przy odzyskiwaniu komorek uszkodzonych
na podlozach umozliwiajacych powrét do pelnej
sprawnosci fizjologicznej obserwuje sie przed-
huzenie czasu trwania lagfazy. U Peudomonas
sp. moze ona by¢ przedluzona nawet do 48—72
godzin w warunkach optymalnych. U gronkow-
ca wraz z pogiebianiem sie uszkodzenia czas
trwania lagfazy przy odzyskiwaniu ulega sta-
lemu wydluzeniu (29). Podane przyklady wy-
raznych zmian sklaniaja do twierdzenia, ze w
takich przypadkach nie jest to lagfaza, ale czas
regeneracji. Propozycje zastosowania oddziel-
nego okreélenia dla zjawiska regeneracji uza-
sadnia sie twierdzeniem, ze ,,jest to okres po-
wrotu drobnoustrojéw z ich subletalnego stanu”
(20).

Wielokrotnie wykazywang przyczyna istnienia czasu
regeneracji jest uszkodzenie rRNA i mRNA. Stwier-
dzano je réznymi metodami u gronkoweéw (2, 19, 56),
Salmonella typhimurium (62) i E. coli (63). W przy-
padku S. typhimurium pod wplywem dzialania ciepla
ulega catkowitemu rozpadowi frakeji 23 rRNA. W tym
samym czasie zostaje takze calkowicie zniszczona
frakeja 30S RNA, a wspoleczynnik sedymentacji frakeji
508 zostaje obnizony do wlasciwego dla frakeji 47S.
W czasie regeneracji komoérek uszkodzonych w ich
plazmie nagromadzajg sie cztery rodzaje frakeji rRNA
o wspoélezynnikach sedymentacji 16, 17, 23 i 24S. Przy
odzyskiwaniu w tych samych warunkach pojawiajg
sie takze frakcje 22, 26 i 28S, ktére sg prekursorami
frakeji 30S RNA oraz 31 i 48S jako prekursory frakcji
508 (62).

Subletalne uszkodzenie termiczne gronkowcéw powo-
duje calkowite zniszczenie frakeji 16 i 30S RNA (52,
56) przy rownoczesnej zmianie helikoidy frakeji 23S
(52).

Powstajgce pod wplywem wysokich temperatur
zmiany w rRNA komdrki wegetatywnej nie sa jedy-
nymi i dlatego nie moga by¢ traktowane jako wy-
laczna przyczyna ich wuszkodzenia. Obecnie istnieja
podstawy do sadzenia, ze uszkodzeniu ulega réwniez
RNA komorki, ktére wykazano u gronkowca zlocistego
(2, 26), Aeromonas aerogenes (61) i Streptococcus
faecalis (6). W przypadku ostatniej z wymienionych
bakterii redukcja iloSci RNA nie byla jednak wprost
proporcjonalna do procentu komoérek przezywajgcych
(6).

Takze §ciana komoérkowa jest miejscem wrazliwym,
ale u E. coli nie reaguje ona uszkodzeniem w zakresie
temperatur miedzy 50° a 60°. Dzialanie temperatury
miedzy 75° a 100° zmienia jej wrazliwos§é na enzymy
proteolityczne. U gronkowcéw uszkadzana jest blona
cytoplazmatyczna i takze staje sie ona przepuszczalna
dla substancji wewnatrzkomérkowych, w tym réwniez
DNA. U psychrofilnej bakterii Vibrio marinus uszko-
dzenie termiczne obserwowane jest juZz po ogrzaniu
w temperaturze wyzszej od 20°. W otaczajacym Srodo-
wisku pojawia sie szereg zwigzkéw wewnatrzkomoér-
kowych, w tym biatka, DNA, RNA i aminokwasy
(18).

Istnieja takze przypuszczenia, ze za uszkodzenia ter-
miczne komérek wegetatywnych niektérych gatunkéw
bakterii odpowiedzialna jest wrazliwosé termiczna
DNA. Uzyskiwane jednak do tej pory wyniki nie udo-
wadniaja powyzszego jednoznacznie.
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W stanie uszkodzenia termicznego zaobserwowano
réwniez u Staph. aureus zmiane aktywnosci niekto-
rych enzyméw, Gléwnie tyczy to enzymoéw biorgeych
udzial w cyklu kwasow tirdjkarboksylowych. Oslabie-
niu ulega aktywnos$¢ dehydrogenazy butandiolowej i
mlekowej, hydratazy fumarowej, aldolazy Ifruktozo-
dwufosforowe]j oraz oksydazy NADP (7, 63). Synteza
koagulazy nie jest naruszana i obserwuje sie pojawienie
tego zwigzku nawet w podlozach, ktére uniemozliwiajg
rozmnazanie sie gronkowcéw uszkodzonych termicznie
(46).

Nie ulega réwniez zmianie ilo§¢ produkowanej przez
szczep S. aureus S6 enterotoksyny B (10), wyraZnie
natomiast zmienia sie wrazliwosé na chlorek sodowy.
Niezaleznie od pH przy 4,0% NaCl w podiozu lub wie-
cej, ilo§é odzyskiwanych uszkodzonych gronkowcéw
jest duzo mizsza od otrzymywanej na podlozach o
mniejszej zawartodci NaCl (55).

Pod wplywem subletalnego szoku termicznego Str.
faecium u komérek nieuszkodzonych zaobserwowano
zwiekszenie procentowej zawarto$ci nasyconych kw.
tluszczowych. Przypuszcza sie, ze wynikajgca z tego
zmiana budowy chemicznej blony cytoplazmatyczne]
byla przyczyna stwierdzonego u tego gatunku wzrostu
cieploopornosci i zmniejszenia wrazliwos$ei na NaCl (14).

Wysokie temperatury moga réwniez wywolywaé
uszkodzenia metaboliczne u drozdzy. Sposréd 10 ba-
danych gatunkéw u 9 pojawila sie bardzo duza wrazli-
woéé na niskie pH, wyrazajaca sie wydatnym zaweze-
niem zakresu umozliwiajgcego rozmnazanie (45).

Z powyzszego przegladu wynika wiec, ze
dzialanie wysockiej temperatury na komorki
wegetatywne réznych gatunkéw drobnoustro-
jow jest wielokierunkowe. Dokonane obserwa-
cje pozwalaja przypuszezaé, ze wprowadzenie
unitarnej hipotezy przyczyn uszkodzenia tech-
nicznego wszystkich komoérek wegetatywnych
wydaje sie by¢ niemozliwe.

Odzyskiwanie drobnoustrojéow uszkodzonych
jest tylko mozliwe po uprzedniej restytucji ko-
morki. Rozpoczyna sie ona od resyntezy i re-
koncentracji zwiazkow, ktore wydostaly sie po-
za obreb komorki, a potem dopiero ma miejs-
ce resynteza i regeneracja RNA, w tym rRNA.
Zregenerowaniu i uszczelnieniu podlega réw-
niez $ciana komorkowa (27).

Mozliwosé odzyskania maksymalnej liczby
komorek uszkodzonych istnieje tylko na pod-
fozach optymalnych. Regeneracja trwa kilka
godzin i potem sg one zdolne do wzrostu row-
niez na podlozach minimalnych.

Str. faecalis znajduje optymalne warunki do
rozwoju w bulionie tryptikazowo-sojowym (9).
Uszkodzony S. aureus jest bardzo wrazliwy na
chlorek sodowy, jezeli jednak w $rodowisku
znajda sie¢ dostepne dla bakterii substancje od-
zyweze w postaci np. glukozy, mieszaniny ami-
nokwasow i fosforan, wtedy moze dojs¢ do re-
generacji nawet bez rozmnazania sie. Polega na
resyntezie RNA i wtedy wywolana tempera-
turg wrazliwo§¢ na NaCl jest tracona (27). Przy
odzyskiwaniu tej bakterii wskazuje sie na is-
totna role pH podloza, ktore dla uszkodzonych
komorek lezy przy 6,0 (1).

Uszkodzona S. typhimurium ginie w podiozu
SF i w bulionach zawierajacych tetrationat (12).
Jest ona rowniez niezdolna do rozwoju na pod-
tozu Lewina. Na agarze tryptikazowo-sojowym
rozwija sie natomiast dobrze wtedy, gdy doda
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sie 0,25% cytrynianu sodowego. Jej regeneracja
jest takze wynikiem resyntezy RNA oraz syn-
tezy adenozyny i nowego biatka (61). Stwierdzo-

no przy tym, ze wegiel wprowadzany do podloza -

w postaci glukozy nie jest whudowany w sktad
powstajacych biatek (47).

Uszkodzeniu termicznemu moze ulec bardzo
wysoki procent populacji, ktory w przypadku
E. coli i bakterii kolipodobnych przekracza
99%. Nie rosng one wtedy na podlozu VRBA,
z zielenig brylantows i dezoksycholanem (39).

Poniewaz bakterie uszkodzone zachowuja sie
jak mutanty, a ich zmiennos¢ nie posiada cha-
rakteru auksotroficznego (38) istnieje podstawa
do twierdzenia, ze stres wywoluje okreslone
zmiany w ukladzie genetycznym komorki, a
zmienione zapotrzebowanie pokarmowe jest
zjawiskiem wiornym. Za takim pogladem prze-
mawia obserwacja o nabywaniu przez te bakte-
rie podobnych cech niezaleznie od tego, czy
stres zostal wywolany wysokg temperatura, ni-
skg temperatura, podwyzszonym stezeniem NaCl
czy tez naswietlaniem promieniami jonizujg-
cymi, a takze mozliwosé¢ utrzymywania sie u-
szkodzenia przez szereg generacji (40).

Uszkodzenie termiczne komoérek wegetatyw-
nych posiada duze znaczenie w przemysle spo-
zywezym, a szeczegdlnie wyraznie rola uszko-
dzonych bakterii psychrofilnych uwypukla sie
w przemysle mleczarskim (21, 22, 23, 33). Zda-
rza sig, ze bezpodrednio po pasteryzacji nie
stwierdza sie obecnodci bakterii psychrofilnych
w mleku, a dopiero pdzniej ujawnia sie ich
szkodliwe dzialanie. Przyczyng nieprawidlowej
oceny mleka bezpodrednio po pasteryzacji jest
badanie skutkéw obrébki termicznej przez po-
siew bezposredni na agar tryptikazowo-sojowy.
Na tym podlozu bakterie uszkodzone nie znaj-
duja wystarczajaco korzystnych warunkéw do
rozwoju 1 nie ujawniajg swej obecnosci w cza-
sie 46—72 godzin hodowli. Na tym samym pod-
fozu w postaci plynnej wzrost wystepuje po 72
godzinne] hodowli w temp. 20° (13).

Jak wynika z powyzszego przegladu tak w
temperaturach subminusowych., jak tez hvper-
maksymalnych drobnoustroje zmieniaja swoje
cechy. Obserwowane zmiany morfologiczne i bio-
chemiczne powoduja, ze podezas badania zyw-
nosei nieprawidliowymi metodami ich obeenosé
nie zostaje wykazana. Efektem tego s straly
ekonomiczne oraz zachorowania konsurmentéw.

Aspekt ekonomiczny zagadnienia wigze sie
integralnie z problemem trwalosci surowcédw,
polproduktéw i produktu gotowego. Produkt
zamrozony po rozmrozeniu lub poddany paste-
ryzacji zawiera komorki uszkodzone i nieuszko-
dzone. Jezeli badaniami mikrobiologicznymi
objete zostanag tylko nieuszkodzone, uzyskany
obraz stanu faktycznego bedzie falszywy, a
wydana ocena bledna. Regeneracja komorek
uszkodzonych, ktora odbywa sie takze w pro-
dukcie spozywczym i ich aktywne wlaczanie
sie do procesu psucia przyspicsza go wydalnic.
Zostaje przez to skrécony czas przeznaczony

dla obrotu i zywno$¢ trafia do ragk konsumenta
w stanie budzgcym powazne watpliwosci, a cza-
sem jest zwracana producentowi jako zepsuta.

Problemem tym pod katem widzenia zdrowia
ludzkiego zajelo sie ostatnio FAO, oglaszajac
raport w sprawie sposobu ustalania standar-
déw mikrobiologicznych w zywnosci (65). Sze-
roki jego skrot zostal ostatnio ogloszony w
Polsce (68). Wynika z niego, ze tylko wlasciwe
wstawienie wymagan mikrobiologicznych w
czasie produkcji oraz ich kontrolowanie przy
uzyciu wlasciwych metod moze ochroni¢ kon-
sumenta przed zachorowaniem.

Stwierdzone wlasciwosci biologiczne drobno-
ustrojow zmuszaja do podjecia okreslonych
dzialan. Stosowanie parametréw technologicz-
nych przerobu zywnodci nie moze nadal byé
oparte tylko na cechach smakowitosci i goto-
wosci kulinarnych produktu bez uwzgledniania
zagadnienn mikrobiologicznych. Stosowane do-
datki do Zzywno$ci, a szezegblnie obrobka ter-
miczna sa to zabiegi, ktére w okre§lony sposdéb
modeluja $rodowisko i wplywaja na biologie
drobnousirojow. Zostajg wytworzone nowe wa-
runki ekologiczne, w ktérych mozliwosé wyko-
nywania funkeji zyciowych jest inna niz wy-
kazywana w badaniach klasycznych.

Waskie ramy opracowania nie pozwalaja na
omowienie innych niz temperatura czynnikow
majacych wplyw na drobnoustroje wystepuja-
ce w zywnodci. Biorge jednak pod uwage od-
dzialywanie tak ogdlnie znanych, jak sktad che-
rniczny otaczajgcego srodowiska gazowego, ay,
produktu. jego pH, redox, stezenia chlorku so-
dowego i innych dodatkow oraz antagonizm
miedzydrobnoustrojowy mozna stwierdzié, Zze:

1. problemy ekonomiki produkeji przemystu
spozywczego oraz ochrony zdrowia konsumenta
stwarzajg koniecznos$¢ wlaczenia postulatéw
mikrobiologii zywno$ci do nauki o Zywnosci
oraz ich praktycznego stosowania w przemysle
SPOZyWCZym,

2. stosowanie podwyzszonych temperatur
podczas obrébki termicznej zywno$ci przy na-
dawaniu jej gotowosci kulinarnej jest w kaz-
dym przypadku zabiegiem pasteryzacyjnym. Z
powyzszego wynika koniecznod$é wprowadzenia
parametrow, ktérych poziom wyznaczony na
podstawie badan teoretycznych spowoduje za-
dany skutek bakteriobéjezy,

3. kontrola  mikrobiologiczna  surowcow,
przerobu i gotowego produktu spozywerzego
musi byé prowadzona przy uzZyciu nowoczes-
nych i wlaéciwych metod, ktére powinno sie
wprowadza¢ w formie obowiazujacych aktow
prawnych,

4. odmienno$é¢ cech morfologicznych i bio-
chemicznych drobnoustrojéw w przerobionej
zywnoéci  stanowi podstawe do postulowania
intensywnego rozwoju badan nad ich biologia
w nowych warunkach ekologicznych.
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Skazenie aflatoksyng B; $rut arachidowych
i mieszanek paszowych

Z Zaktadu Higieny Weterynaryjnej w Warszawie

Z chwilg ustalenia przyczyny tzw. Turkey
Disese X (14), ktéra w 1960 r. w Anglii spowo-
dowala masowe upadki indykéw w wyniku za-
trucia aflatoksynami, rozpoczeto na szerokg
skale badania nad pozostaloscia mikotoksyn w
paszach i komponentach paszowych oraz Srod-
kach spozywczych roslinnego i zwierzecego po-
chodzenia (1, 3, 4, b). Zatrucie aflatoksynami
powoduje ostrg hepatoksykoze wielu gatunkow
zwierzat (2, 10, 13, 15)., Wg Eddsa (5) dawka
DL;y per os aflatoksyny By dla wybranych ga-
tunkéw zwierzat wynosi: kaczeta 0,4—0,6 mg/
kg dawka podawana przez 5 dni: krélik 0,3
mg/kg; warchlak 0,62 mg/kg; szczur 5,5—T7,2
mg/kg; owca 2,0 mg/kg. Najbardziej wrazliwym
na dzialanie aflatoksyn jest pstrag. Podawanie
aflatoksyny B; w jednorazowej dawce 4ug/kg,
wywoiuje u pstraga powstanie guzowatych

346

przerostow watroby i drog zoélciowych z formo-
waniem sie cyst (5).

Edds podaje, ze dawka 3,0 mg/kg aflatoksyny
B; u szczura powoduje zahamowanie syntezy
kwasoéw nukleinowych, dajac zmiany struktu-
ralne neukleotydéw zauwazalne juz w 30 min.
od chwili podania.

Wg danych pismiennictwa (4, 5) najwigksze
ilosci aflatoksyny B; stwierdzono w orzeszkach
ziemnych, leszezynowych, splesnialym chlebie,
serze, twarogach, $Smietanie, majonezie, ryzu,
sorgo. Udowodniono, ze u bydia zywionego pa-
szg skazong aflatoksyng B; w lisciach 0,6—
0.9 mg w dawce jednorazowej, mikotoksyna po-
jawia sie w mleku po 3—5 dniach po podaniu
1 wydala si¢ z nim 10 dni od momentu zaprze-
stania skarmiania (3).

Najwieksze ilosci aflatoksyny By stwierdzono



