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Zbadano wplyw sktadu podtoza hodowlanego i czasu hodowli na sporulacje
testowych szczepow B. subtilis i B. stearothermophilus. Okreslono wplyw wy-
mienionych czynnikéw oraz liczby spor na ich wrazliwo$¢ na dziatanie pary
wodnej w nadcisnieniu.

WSTEP

Procesy sterylizacji od lat sa stosowane w medycynie oraz wielu gateziach przemystu.
W medycynie stanowig jeden z zasadniczych elementow profilaktyki zakazen szpital-
nych.

Trudno wyobrazi¢ sobie wspoiczesng chirurgie bez mozliwosci postugiwania sie
narzedziami wolnymi od drobnoustrojow. Pomimo ogromnego postepu w dziedzinie
techniki i chemii, bedagcych na ustugach medycyny, procesy termiczne stanowig nadal
podstawowg metode sterylizacji. Sprawno$¢ urzadzen sterylizujacych kontrolowana jest
czynnikami fizycznymi, proces wskaznikami chemicznymi, a jego skuteczno$é testami
biologicznymi [4, 5, 6, 8, 12, 22].

Do niedawna w niektérych krajach europejskich postugiwano sie testami z ziemig
ogrodowa, zawierajgcymi sporujgce bakterie charakteryzujace sie matg wrazliwoscig na
dziatanie ciepta w wysokich temperaturach.

Obecnie dominuje powszechnie dgzenie do standaryzacji - w tej dziedzinie réwniez.
W zwigzku z czym wprowadzane sg, w réznych formach uzytkowych, testy biologiczne
zawierajgce spory bakterii o okre$lonej wrazliwosci na czynniki sterylizujgce.

Uzyskanie drobnoustrojéw charakteryzujacych sie okreslonym, statym poziomem
wrazliwosci uwarunkowane jest:

— wrodzong wrazliwos$cig szczepu

— ujednoliceniem warunkéw wzrostu organizméw testowych przed przygotowaniem
testow

— zastosowaniem jednakowej metody przygotowania testow

— ujednoliceniem warunkéw hodowli po poddaniu testéw dziataniu czynnika ste-

rylizujgcego.
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Wymienione parametry stanowily i nadal stanowig temat licznych opracowan [1,3,
12, 13, 17, 18, 19, 20, 22].

Do kontroli proceséw dezynfekcji i sterylizacji termicznej stosowane sg szczepy
drobnoustrojéw sporujacych Bacillus subtilis i Bacillus stearothermophilus.

Celem pracy byto okreslenie stopnia sporulacji drobnoustrojéw hodowanych na
réznych podtozach oraz zbadanie wptywu sktadu podtozy hodowlanych, czasu hodowli
i liczby spor na tescie, na wrazliwo$¢ drobnoustrojow na dziatanie pary wodnej w nad-
ci$nieniu.

MATERIALY | METODY

Organizmy testowe: Bacillus subtilis NCTC 3610, Bacillus stearothermophilus NCTC 8923.

Podtoza hodowlane, stosowane do przygotowania zawiesiny spor:

a) Pozywka manganowa: Bacto-tryptone 3 g, Bacto-peptone 6 g, chlorek manganowy 1 ppm,
Bacto Nutrient Broth 15 g, ekstrakt drozdzowy 3,0 g, agar 25 g do 1000 cm3 wody destylow-
anej;

b) Pozywka peptonowa: Bacto-peptone 25 g, chlorek sodowy 1,25 g, weglan wapniowy 2 g,
azotan potasowy 1 g, agar 25 g, do 1000 cm3 wody destylowanej;

¢) Pozywka bulionowa: Bacto-Nutrient Broth 30 g, Bacto-peptone 2 g, chlorek sodowy 0,4 g,
agar 22 g, do 1000 cm3 wody destylowane;.

Podtoza hodowlane stosowane do odzysku drobnoustrojow:

— bulion zwykly: pepton 10 g, chlorek sodowy 5 g, wycigg miesny 1000 cm3;

— bulion zwykly z dodatkiem 0,1% skrobi rozpuszczalnej.

Warto$¢ pH podtozy 7,3 - 7,6.

B. subtilis hodowano w temperaturze 32°C, B. stearothermophilus w 50°C.

Metoda badania
1. Zaleznos$¢ sporulacji drobnoustrojéw od sktadu podtoza hodowlanego i czasu hodowli.
Drobnoustroje testowe hodowano w probdwkach na skosach agarowych o sktadzie podanym
wyzej. Hodowle prowadzono przez 26 dni w odpowiedniej temperaturze; w dwudniowych od-
stepach czasu zmywano z podtoza i liczono w komorze Thoma, przy uzyciu mikroskopu fazowo
- kontrastowego, 0go6lng liczbe drobnoustrojow oraz liczbe spor. Wyniki przedstawia rycina
li2

2. Zaleznos$¢ wrazliwosci drobnoustrojéw na pare wodng w nadcisnieniu od sktadu podioza
hodowlanego i czasu hodowli:

Drobnoustroje hodowano 3 tygodnie w butelkach Roux na statych podiozach o skiadzie
podanym wyzej. W odstepach czasu 24 h, 48 h, 1, 2, 3 tygodnie hodowle zmywano z podioza
10 cm' roztworu Ringera rozciericzonego 1:4, wirowano 15 minut przy 3500 obrotéw/min w tem-
peraturze 25°C. Plyn znad osadu zlewano, drobnoustroje zawieszano ponownie w roztworze
i poddawano wirowaniu (procedure powtarzano trzykrotnie). Po trzecim odwirowaniu drob-
noustroje zawieszano w wodzie destylowanej.

Zawiesine drobnoustrojéw testowych rozciericzano, a nastepnie okreslano liczbe komérek
w komorze Thoma przy uzyciu mikroskopu fazowo - kontrastowego.

W plytkach Petriego wyjatawiano utozone pojedynczo krazki bibuty filtracyjnej Whatman nr
1 o $rednicy 10 mm. Na kazdy krazek nanoszono, uzywajac wykalibrowanych igiet, 1 krople
(0,015 g) zawiesiny zawierajgcej 10 spor. Krazki z zawiesing (testy) suszono w zamknietych
ptytkach w temp. 32°C w czasie 24 h.

Do badania wrazliwosci drobnoustrojow na dziatanie pary wodnej w nadcisnieniu stuzyt
autoklaw doswiadczalny skonstruowany wedtug projektu mgr inz. K Zycha. Uzyskiwano w nim
zadane cisnienie w czasie 15 sekund, w tym tez czasie obnizeniu ulegato ci$nienie (do atmos-
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ferycznego) po zakonczeniu procesu. B. subtilis badano w cisnieniu 0,2 atn, B. stearothermophilus
w 0,7 atn. Kazdy parametr badano na 50 testach.

Testy, po ekspozycji w parze, umieszczano w podtozach ptynnych i inkubowano: testy z B.
subtilis w bulionie zwyklym w temperaturze 32°C w czasie 3 dni, testy z B. stearothermophilus
w bulionie zwyklym z dodatkiem 0,1% skrobi w temperaturze 50°C w czasie 5 dni.

Okreslano procent testéw, z ktérych nie wyhodowano drobnoustrojow.

Uzyskane dane nanoszono na papier logarytmiczno - probitowy, wykreslano proste inter-
polujgc miedzy naniesionymi punktami. Dla sprawdzenia, czy wykreslone proste oddajg wiary-
godnie przebieg dziatania bakteriobdjczego, zastosowano test Chi2

Tabela 1. Wrazliwos¢ spor Bacillus subtilis NCTC 3610 na dziatanie pary wodnej w nad-
cisnieniu (0,2 atn) w zaleznosci od skfadu podtoza wzrostowego i czasu ho-
dowli. Czas (w min) potrzebny do uzyskania 99,4% poziomu $miertelnosci
(odczytany z wykresow).

Influence of growth medium and incubation time on sensitivity of spores of

* skfad podtozy podany na str. 3
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Z wykresow odczytywano czas potrzebny do uzyskania poziomu $miertelno$ci 99,4% (tabele
l, W).

3. Zalezno$¢ wrazliwosci drobnoustrojow na pare w nadcisnieniu od liczby spor na tescie.

Zawiesine drobnoustrojow hodowanych 1 tydzien, przygotowang jak podano wyzej, roz-
cieficzano tak, aby uzyska¢ po 102, 103, 104, 10 spor na jednym tescie dla B. subtilis oraz 101,
102, 104 dla B. stearothermophilus. Testy poddawano dziataniu pary wodnej w nadcisnieniu.
Po ekspozycji testy inkubowano jak podano w p. 2. Okreslano procent testow, z ktérych nie
wyhodowano drobnoustrojow.

Wyniki przedstawiajg tabele 111 i IV.

Tabela [111. Wrazliwos¢ spor Bacillus subtilis NCTC 3610 na dziatanie pary wodnej w nad-
ci$nieniu (0,2 atn) w zaleznosci od liczby spor na eksponowanych testach
(wyrazone w % jatowych testow).
Influence of number of spores of Bacillus subtilis NCTC 3610 on test on the
sensitivity to steam under pressure (0,2 atn) (express in % of tests free of
bacteria)

*- nie badano
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OMOWIENIE WYNIKOW

Ryciny 1 i 2 przedstawiaja liczbe spor wytwarzanych przez drobnoustroje testowe
hodowane na trzech poditozach. Najmniejsza liczba spor wystgpita na podtozu nr c)
ubogim w sktadniki odzywcze. Szczegblnie wyrazne zjawisko to byto widoczne w przy-
padku B. subtilis. Drobnoustréj wytwarzat wiekszg liczbe spor na podtozu zawierajagcym
s6l manganowg. Zalezno$¢ ta nie byta wyraznie widoczna w przypadku B. stearother-
mophilus.

Proces wytwarzania spor przez obydwa drobnoustroje na wszystkich rodzajach ba-
danych podiozy zwiekszat sie szybko do 10 dni hodowli, po czym liczba spor ulegata
tylko nieznacznemu zwiekszeniu.

Na podtozach nr a) i c) liczba spor B. subtilis wzrastata gwattownie poczawszy od
pierwszych dni hodowli, natomiast gwattowne zwigkszenie liczby spor B. stearothermo-
philus wystgpito miedzy 6 a 10 dniem.

Zasadag byto zmniejszanie sie wrazliwos$ci spor organizméw, hodowanych na wszyst-
kich podtozach, wraz z wiekiem hodowli. Sktad podtozy, na ktérych rosty drobnoustroje
testowe, w widoczny i analogiczny sposéb wplywat na wrazliwo$¢ spor na badany
czynnik termiczny (tab. I i Il). Analogia dotyczyta zarowno krétkiego (24h i 48h), jak
i dtugiego (2 i 3 tygodnie) czasu hodowli.

W przypadku spor obu drobnoustrojow, w krotkim czasie hodowli, najmniejsza
wrazliwo$¢ charakteryzowata spory wyhodowane na podiozu a). Dla B. stearothermo-
philus zalezno$¢ ta pozwalata sie scharakteryzowac liczbowo - wrazliwo$¢ byta okoto
2,5 - 3 krotnie mniejsza niz spor hodowanych na podtozach b) i c¢). Natomiast dla B.
subtilis mozna jedynie przypuszczac, ze jest podobnie, poniewaz w najkrétszym czasie
ekspozycji - 5 min ginety drobnoustroje hodowane na podtozach b) i c), a graniczny
czas przezycia organizmoéw hodowanych na podtozu a) wynosit 16 min.

Wrazliwo$¢ drobnoustrojéw hodowanych 2 i 3 tygodnie charakteryzowata sie inng
zaleznoscig. Najmniej wrazliwe byly spory obu organizméw uzyskiwane z podioza b),
$rednio z podioza a) i najbardziej wrazliwe z podtoza c). Wyraznie zaznaczyta sie
réznica wrazliwosci B. stearothermophilus z podtoza b) ic) - byla okoto trzykrotna.

Zalezno$¢ dziatania sporobdjczego pary wodnej w nadci$nieniu od liczby spor drob-
noustrojow, widoczna jest zarowno w przypadku B. subtilis (tab. Ill) jak i B. stearother-
mophilus (tab. 1V).

Zwiekszenie liczby spor na testach z 103 do 104 wyraza sie w przypadku B. subtilis
przeszto dwukrotnym przedtuzeniem czasu dziatania (z 12 do 26 min), dla osiggniecia
takiego samego efektu sporobdjczego. W tabeli IV nie uwidoczniono wynikéw dla
testu zawierajgcego 104 spor B. stearothermophilus, poniewaz w najdtuzszym czasie
dziatania (50 min) wyjatowionych zostato jedynie 20% testow.

Porownujac wyniki uzyskane w 1. i 2. czesci badan mozna zaobserwowac, ze podtoze
sprzyjajace wytwarzaniu spor najmniej wrazliwych termicznie, jest jednocze$nie podto-
zem najmniej korzystnym dla ich wytwarzania. Obydwie cechy nie pozostajg ze sobg
w prostej zaleznosci. Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje niektérych autordéw,
dotyczace stymulujgcego wptywu obecnosci soli manganowych w podtozu wzrostowym
na proces sporulacji [2, 16].
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Stwierdzona w pracy zmienna, w czasie hodowli, zalezno$¢ wrazliwosci spor na
czynnik termiczny od skladu podioza, wyjasni¢ moze prezentowane w tej sprawie
rozbiezno$ci pogladéw [1, 2, 10, 11, 13, 16]. Dominujacy poglad, ze sole wapnia
uczestniczg w budowie mechanizméw obronnych spor, znalazt réwniez uzasadnienie
w prezentowanych wynikach badan wykonanych na drobnoustrojach hodowanych
w diugim (> 2 tygodnie) okresie czasu [7, 9, 10, 11, 14, 15, 21, 23].

WNIOSKI

1. Wrazliwo$¢ spor testowych szczepow B. subtilis i B. stearothermophilus na badany
czynnik termiczny uzalezniona jest od rodzaju podtoza hodowlanego i czasu hodowli.

2. Podtoza, na ktorych wytwarzana jest najwieksza liczba spor, nie sg jednoczesnie
podtozami sprzyjajagcymi powstawaniu form najbardziej opornych na dziatanie pary
wodnej w nadci$nieniu.

3. Liczba spor na tescie wptywa na efekt sporobdjczy pary wodnej w nadci$nieniu.

H. Krzywicka, B. Tadeusiak, J. Janowska

FACTORS MODULATING THE SENSITIVITY OF BACTERIAL SPORES TO STEAM
UNDER PRESSURE

Summary

The sensitivity of spores B. subtilis and B. stearothermophilus to steam under pressure
depended on the growth medium and duration of cultivation.

B.  subtilis and B. stearothermophilus produced the largest number of spores on medium with
Mn and yeast extract. However the spores grown on the medium were not the most resistant.

The resistant spores was growing up with the age of cultures. The highest level of resistance
was obtained in the case of the medium with Ca, after 7-10 days of cultivation. The sporicidal
effect of steam under pressure depended on the number of spores on the test.
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