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Sprawdzono wpływ podłoży wzrostowych na odzysk drobnoustrojów testowych: 
Bacillus subtillis i Bacillus stearothermophilus poddanych działaniu pary wodnej 
w nadciśnieniu. Podłoża zawierające glukozę, tryptozę oraz L-alaninę stwarzały 
najkorzystniejsze warunki wzrostu.

WSTĘP

Proces sterylizacji należy kontrolować wskaźnikami fizycznymi, biologicznymi i che­
micznymi (2, 3, 4, 10, 18).

Wskaźniki biologiczne informują nas o fakcie zabicia drobnoustrojów -  spor wyse­
lekcjonowanych szczepów bakterii wysoce opornych na dany czynnik sterylizujący.

Szczepy testowe powinny być niepatogenne, łatwe w hodowli, a ich oporność p o ­
winna przewyższać oporność mikroorganizmów występujących w środowisku szpital­
nym.

W przypadku sterylizacji parą wodną w nadciśnieniu szczepem bakterii wykazującym 
najwyższą oporność jest Bacillus stearothermophilus. Procesy dezynfekcji termicznej 
również powinny być kontrolowane wskaźnikami biologicznymi. Do sporządzenia tes­
tów biologicznych stosuje się spory szczepu Bacillus subtilis (4, 18).

W ielu badaczy zaobserwowało różnice we wzroście drobnoustrojów poddawanych 
działaniu pary wodnej w nadciśnieniu w tem peraturach subletalnych zależnie od ro ­
dzaju stosowoanych podłoży po okresie ekspozycji (1, 8, 11, 12)

Celem niniejszej pracy było sprawdzenie jakie podłoża wzrostowe stwarzają najko­
rzystniejsze warunki dla rozwoju bakterii testowych.

MATERIAŁ I METODY

O r g a n i z m y  t e s t o w e :  Bacillus subtilis NCTC 3610, Bacillus stearothermophilus NCTC 
8923.



440 H. Krzywicka i in. N r 4

P r z y g o t o w a n i e  z a w i e s i n y  d r o b n o u s t r o j ó w
Hodowle baktertii prowadzono w butelkach Roux na podłożu agarowym zawierającym 3% 

bulionu zwykłego, 0,5% peptonu. Organizmy testowe hodowano przez 7 dni: B. subtilis w temp. 
32°C, B. stearothermophilus w temp. 50°C. Drobnoustroje zmywano z podłoża roztworem 
Ringera rozcieńczonym w stosunku 1: 4, płukano trzykrotnie odwirowując w czasie 15 minut 
przy 3500 obr/min w temp. 25°C. Po trzecim odwirowaniu drobnoustroje zawieszano w wodzie 
destylowanej.

Gęstość zawiesiny testowej określano w komorze Thoma przy użyciu mikroskopu fazowo -  
kontrastowego.

P r z y g o t o w a n i e  t e s t ó w
W płytkach Petriego wyjaławiano ułożone pojedynczo krążki bibuły filtracyjnej Whatman nr 

1 o średnicy 10 mm. Na każdy krążek nanoszono, używając wykalibrowanych igieł, 1 kroplę 
(0,015g) zawierającą 104 spor. Krążki z zawiesiną (testy) suszono w zamkniętych płytkach 
w temp. 32°C w czasie 24 h.

Działanie parą wodną w nadciśnieniu.
Badania oporności termicznej przygotowanych testów przeprowadzano w autoklawie doś­

wiadczalnym skonstruowanym wg. projektu mgr K. Zycha (PZH). Uzyskiwano w nim żądane 
ciśnienie w czasie 15 sekund, w tym też czasie uzyskiwano obniżeenie ciśnienia do atmosfe­
rycznego po zakończeniu procesu. Dla B. subtilis stosowano 0,2 atn, a dla B. stearothermophilus
0,7 atn. Działaniu pary wodnej w nadciśnieniu poddawano nie mniej niż 20 krążków- testów 
nasyconych zawiesiną drobnoustrojów. Po ekspozycji w autoklawie (czasy ekspozycji -  tabela
II, III) testy umieszczano w odpowiednich podłożach (skład podłoży podano w tabeli I).

B. subtilis inkubowano w podłożach I—VII: w temperaturze 32°C w czasie 3 dni. B. stearo­
thermophilus w podłożach III, V-VII: w temperaturze 50°C w czasie 5 dni.

Ponadto drobnoustroje testowe po ekspozycji w parze wodnej (czas ekspozycji -  tabela IV) 
hodowano w podłożach V i VI wzbogaconych dodatkowo L-alaniną (0,2%), w warunkach 
podanych wyżej. Określano % testów, z których wyhodowano drobnoustroje.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Skład stosowanych podłoży podano w tabeli I, a uzyskane wyniki przedstawiono 
w tabelach II, III i IV.

W tabelach podane są procenty testów, z których zostały wyhodowane drobnou­
stroje w jednej serii doświadczeń. Przykład obliczeń podano poniżej.

B. subtilis
Czas działania Liczba testów Liczba testów
w m inutach dodatnich

6 20 12
8 20 6

Razem  40 18
18 testów stanowi 45 %.

Na podstawie wyników podanych w tabeli II można stwierdzić, że dla rozwoju B. 
subtilis najkorzystniejsze jest podłoże III. Pozostałe podłoża można uszeregować wg 
następującej kolejności: II, V, IV, VII, I.

Spośród czterech badanych podłoży dla rozwoju B. stearotherm ophilus najkor­
zystniejsze jest podłoże V i III (tabela III). D odatek 0,2 % L-alaniny do podłoża



*) Składy podłoży podano w tabeli I

bulionowego V znacznie zwiększył liczbę dodatnich wyników zarówno B. subtilis jak 
i B. stearothermophilus, natom iast wpłynął niekorzystnie na wzrost bakterii zna­
jdujących się w podłożu z ekstraktem drożdżowym -  podłoże VI (tabela IV).

Kiełkowanie i rozwój spor bakterii przebiega w następujących etapach: depoli- 
meryzacja kompleksu mureinowego w komórce, wydalenie wapnia i peptydów zwią­
zanych z kwasem mureinowym. W tym stadium śnięcie /dormancy/ jest przerwane 
i odporność term iczna spada gwałtownie do poziomu bliskiego oporności kom órek 
wegetatywnych.

Gdyby istniała możliwość pobudzenia wszystkich spor do kiełkowania, można byłoby 
przeprowadzać procesy sterylizacji w stosunkowo niskich tem peraturach. Jednak  m e­
toda ta nie jest w warunkach praktycznych realna. W każdej populacji spor występują
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T a b e l a  I I I  Wpływ składu podłoża wzrostowego użytego do odzysku Bacillus searothermo- 
philus NCTC 8923 poddanego działaniu pary wodnej w nadciśnieniu 0,7 atn 
(wyrażone % testów, z których zostały 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.

*) Składy podłoży podano w tabeli I

T a b e l a  I V Wpływ dodatku 0,2 % L-alaniny na wzrost drobnoustrojów po ekspozycji w 
parze wodnej w nadciśnieniu: Bacillus subtilis NCTC 3610- 0,2 atn Bacillus 
stearothermophilus NCTC 8923- 0,7 atn (wyrażony w % testów, z których zostały 
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).

*) Składy podłoży podano w tabeli I

formy znajdujące się w głębszym stanie śnięcia niż inne. Obecność ich w wyjałowionym 
m ateriale stwarza konieczność stosowania zawyżonych tem peratur sterylizacji oraz 
może być przyczyną błędnej interpretacji wyników badań przeprowadzanych w tem pe­
raturach subletalnych.

Wielu badaczy zajmowało się problem em  wyjaśnienia mechanizmu kiełkowania spor
i rozwoju (4, 14, 17).

Pobudzenie kiełkowania osiągnięto stosując tzw. aktywację termiczną, przepro­
wadzaną w subletalnych tem peraturach (6, 9), aktywację prom ieniam i gamma (13), 
oraz chemicznymi substancjami wprowadzonymi do podłóż bakteryjnych. Zgodnie 
z danymi z piśmiennictwa rolę aktywatorów chemicznych mogą ogrywać takie związki 
jak glukoza, tryptoza, L-alanina, kwas dwupikolinowy (4, 5, 8, 15, 17, 19, 20).
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W przedstawionych badaniach najkorzystniejsze dla wzrostu okazały się podłoża 
zawierające glukozę i tryptozę. N atom iast podłoża w skład, których wchodził ekstrakt 
drożdżowy nie dawały zadowalających wyników.

Widoczny dodatni wpływ na rozwój drobnoustrojów wywierała obecność L-alaniny 
w podłożu zawierającym cukry. Obecnocność L-alaniny w podłożu z ekstraktem  droż- 
dżowym nie ułatwiała kiełkowania spor bakterii testowych lecz obniżała procent orga­
nizmów rozwijających się.

WNIOSKI

1. Skład podłoży wzrostowych wpływał na odzysk drobnoustrojów testowych: Bacillus 
subtilis i Bacillus stearothermophilus po ekspozycji w parze wodnej w nadci śnieniu 
w warunkach subletalnych.

2. Podłoża zawierające glukozę, tryptozę oraz L-alaninę stwarzały najkorzystniejsze 
warunki wzrostu.

H . K r z y w i c k a ,  B.  J a k i m i a k ,  E .  Z a r z y c k a

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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