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Sprawdzono wptyw podtozy wzrostowych na odzysk drobnoustrojow testowych:
Bacillus subtillis i Bacillus stearothermophilus poddanych dziataniu pary wodnej
w nadcisnieniu. Podtoza zawierajgce glukoze, tryptoze oraz L-alanine stwarzaty
najkorzystniejsze warunki wzrostu.

WSTEP

Proces sterylizacji nalezy kontrolowa¢ wskaznikami fizycznymi, biologicznymi i che-
micznymi (2, 3, 4, 10, 18).

Wskazniki biologiczne informuja nas o fakcie zabicia drobnoustrojéw - spor wyse-
lekcjonowanych szczepdw bakterii wysoce opornych na dany czynnik sterylizujacy.

Szczepy testowe powinny by¢ niepatogenne, tatwe w hodowli, a ich opornos¢ po-
winna przewyzsza¢ oporno$¢ mikroorganizmoéw wystepujacych w $rodowisku szpital-
nym.

W przypadku sterylizacji parag wodng w nadci$nieniu szczepem bakterii wykazujgcym
najwyzszg oporno$¢ jest Bacillus stearothermophilus. Procesy dezynfekcji termicznej
réwniez powinny by¢ kontrolowane wskaznikami biologicznymi. Do sporzadzenia tes-
tow biologicznych stosuje sie spory szczepu Bacillus subtilis (4, 18).

Wi ielu badaczy zaobserwowato roznice we wzroscie drobnoustrojéw poddawanych
dziataniu pary wodnej w nadcisnieniu w temperaturach subletalnych zaleznie od ro-
dzaju stosowoanych podiozy po okresie ekspozycji (1, 8, 11, 12)

Celem niniejszej pracy byto sprawdzenie jakie podtoza wzrostowe stwarzajg najko-
rzystniejsze warunki dla rozwoju bakterii testowych.

MATERIAL | METODY

Organizmy testowe: Bacillus subtilis NCTC 3610, Bacillus stearothermophilus NCTC
8923.
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Przygotowanie zawiesiny drobnoustrojow

Hodowle baktertii prowadzono w butelkach Roux na podtozu agarowym zawierajagcym 3%
bulionu zwykitego, 0,5% peptonu. Organizmy testowe hodowano przez 7 dni: B. subtilis w temp.
32°C, B. stearothermophilus w temp. 50°C. Drobnoustroje zmywano z poditoza roztworem
Ringera rozcieAczonym w stosunku 1: 4, ptukano trzykrotnie odwirowujac w czasie 15 minut
przy 3500 obr/min w temp. 25°C. Po trzecim odwirowaniu drobnoustroje zawieszano w wodzie
destylowanej.

Gesto$¢ zawiesiny testowej okreslano w komorze Thoma przy uzyciu mikroskopu fazowo -
kontrastowego.

Przygotowanie testéow

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
(0,015g) zawierajacg 104 spor. Krazki z zawiesing (testy) suszono w zamknietych ptytkach
w temp. 32°C w czasie 24 h.

Dziatanie parg wodna w nadcisnieniu.

Badania opornosci termicznej przygotowanych testow przeprowadzano w autoklawie dos-
wiadczalnym skonstruowanym wg. projektu mgr K. Zycha (PZH). Uzyskiwano w nim Zzadane
cis$nienie w czasie 15 sekund, w tym tez czasie uzyskiwano obnizeenie ci$nienia do atmosfe-
rycznego po zakonczeniu procesu. Dla B. subtilis stosowano 0,2 atn, a dla B. stearothermophilus
0,7 atn. Dziataniu pary wodnej w nadci$nieniu poddawano nie mniej niz 20 krazkdw- testow
nasyconych zawiesing drobnoustrojéw. Po ekspozycji w autoklawie (czasy ekspozycji - tabela
Il, 11) testy umieszczano w odpowiednich podtozach (sktad podtozy podano w tabeli I).

B.  subtilis inkubowano w podtozach I-¥1l: w temperaturze 32°C w czasie 3 dni. B. stearo-
thermophilus w podtozach I, V-VII: w temperaturze 50°C w czasie 5 dni.

Ponadto drobnoustroje testowe po ekspozycji w parze wodnej (czas ekspozycji - tabela 1V)
hodowano w podfozach V i VI wzbogaconych dodatkowo L-alaning (0,2%), w warunkach
podanych wyzej. Okre$lano % testéw, z ktérych wyhodowano drobnoustroje.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Sktad stosowanych podtozy podano w tabeli I, a uzyskane wyniki przedstawiono
w tabelach II, 111 i IV.

W tabelach podane sg procenty testow, z ktérych zostaty wyhodowane drobnou-
stroje w jednej serii doSwiadczen. Przyktad obliczen podano ponizej.

B. subtilis
Czas dziatania Liczba testéw Liczba testow
w minutach dodatnich
6 20 12
8 20 6
Razem 40 18

18 testow stanowi 45 %.

Na podstawie wynikow podanych w tabeli Il mozna stwierdzi¢, ze dla rozwoju B.
subtilis najkorzystniejsze jest podtoze I1ll. Pozostate podtoza mozna uszeregowac wg
nastepujacej kolejnosci: I, V, IV, VII, L

Sposrod czterech badanych podtozy dla rozwoju B. stearothermophilus najkor-
zystniejsze jest podioze V i Ill (tabela Ill1). Dodatek 0,2 % L-alaniny do podfoza



*) Skiady podtozy podano w tabeli |

bulionowego V znacznie zwigkszyt liczbe dodatnich wynikéw zaréwno B. subtilis jak
i B. stearothermophilus, natomiast wptynat niekorzystnie na wzrost bakterii zna-
jdujacych sie w podtozu z ekstraktem drozdzowym - podtoze VI (tabela 1V).

Kietkowanie i rozwdéj spor bakterii przebiega w nastepujgcych etapach: depoli-
meryzacja kompleksu mureinowego w komorce, wydalenie wapnia i peptydéw zwia-
zanych z kwasem mureinowym. W tym stadium $niecie /dormancy/ jest przerwane
i odpornos$¢ termiczna spada gwattownie do poziomu bliskiego opornosci komérek
wegetatywnych.

Gdyby istniata mozliwo$¢ pobudzenia wszystkich spor do kietkowania, mozna bytoby
przeprowadzac procesy sterylizacji w stosunkowo niskich temperaturach. Jednak me-
toda ta nie jest w warunkach praktycznych realna. W kazdej populacji spor wystepuja
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Tabela 111 Wplyw skfadu podioza wzrostowego uzytego do odzysku Bacillus searothermo-
philus NCTC 8923 poddanego dziataniu pary wodnej w nadcisnieniu 0,7 atn
(wyrazone % testow, z ktérych zostaty wyhodowane drobnoustroje).
The recovery conditions (the composition of growth media) of test microorga-
nizm: Bacillus stearothermophilus NCTC 8923 after the exposition to saturated
steam under pressure 0,7 atn.

*) Skiady podtozy podano w tabeli |

Tabela 1V  Wplyw dodatku 0,2 % L-alaniny na wzrost drobnoustrojow po ekspozycji w

parze wodnej w nadcisnieniu: Bacillus subtilis NCTC 3610- 0,2 atn Bacillus
stearothermophilus NCTC 8923- 0,7 atn (wyrazony w % testéw, z ktdrych zostaty
wyhodowane drobnoustroje).
Influence of the addition of 0,2 % L-alanine for the growth of microorganisms
after the exposition to saturated steam under pressure: Bacillus subtilis NCTC
3610 - 0,2 atn, Bacillus stearothermophilus NCTC 8923 - 0,7 atn (in % of tests
with growing bacteria).

*) Skiady podtozy podano w tabeli |

formy znajdujace sie w gtebszym stanie $niecia niz inne. Obecnos¢ ich w wyjatowionym
materiale stwarza konieczno$¢ stosowania zawyzonych temperatur sterylizacji oraz
moze by¢ przyczyng btednej interpretacji wynikdw badan przeprowadzanych w tempe-
raturach subletalnych.

Wielu badaczy zajmowato sie problemem wyjasnienia mechanizmu kietkowania spor
i rozwoju (4, 14, 17).

Pobudzenie kietkowania osiagnieto stosujgc tzw. aktywacje termiczng, przepro-
wadzang w subletalnych temperaturach (6, 9), aktywacje promieniami gamma (13),
oraz chemicznymi substancjami wprowadzonymi do podt6z bakteryjnych. Zgodnie
z danymi z piSmiennictwa role aktywatoréw chemicznych moga ogrywac takie zwiazki
jak glukoza, tryptoza, L-alanina, kwas dwupikolinowy (4, 5, 8, 15, 17, 19, 20).
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W przedstawionych badaniach najkorzystniejsze dla wzrostu okazaly sie poditoza
zawierajace glukoze i tryptoze. Natomiast podtoza w skiad, ktérych wchodzit ekstrakt
drozdzowy nie dawaty zadowalajgcych wynikdw.

Widoczny dodatni wptyw na rozwdj drobnoustrojow wywierata obecno$¢ L-alaniny
w podiozu zawierajagcym cukry. Obecnocnos$¢ L-alaniny w podiozu z ekstraktem droz-
dzowym nie utatwiata kietkowania spor bakterii testowych lecz obnizata procent orga-
nizmoéw rozwijajacych sie.

WNIOSKI

1. Skiad podtozy wzrostowych wptywat na odzysk drobnoustrojow testowych: Bacillus
subtilis i Bacillus stearothermophilus po ekspozycji w parze wodnej w nadci $nieniu
w warunkach subletalnych.

2. Podtoza zawierajace glukoze, tryptoze oraz L-alanine stwarzaty najkorzystniejsze
warunki wzrostu.

H. Krzywicka, B. Jakimiak, E. Zarzycka

THE EFFECT OF GROWTH MEDIA ON THE RECOVERY
OF TEST MICROORGANISMS AFTER EKXPOSITION TO SATURATED
STEAM UNDER PRESSURE.

Summary

The aim of the study was to find out which growth media give the best condition for the
development of test bacteria after exposure to saturated steam under pressure.

The test organisms were strains of Bacillus subtilis NCTC 3610 and Bacillus stearothermo-
philus NCTC 8923.

The test prepared from spore suspensio were exposed to saturated steam under pressure
0.2 atn - B.subtilis , and 0.7 atn - B. stearothermophilus with various length of exposure
/sublethal conditions/. After the exposure the tests were placed in growth media.

The obtained results show that the compositions of the medium in which spore-forming
bacteria are grown after the exposure under sublethal conditions to saturated steam under
pressure affects the recovery of the test organism. The media with glucose, tryptose and
L-alanine provided the best conditions for growth.
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