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I. WSTEP

1. Wprowadzenie

Jaja sg elementem rozrodczym umozliwiajagcym rozwdj ptakdw poza organizmem
rodzicielskim. Jaja zwierajg informacje genetyczng oraz substancje niezbedne do rozwoju
zarodka, takie jak: biatka, ttuszcze, zwigzki mineralne i witaminy. Warstwowa budowa jaj
chroni je przed zagrozeniami S$rodowiska zewnetrznego oraz przed rozwojem
drobnoustrojow. Funkcje ochronng jaj petnig skorupka z kutikulg, btony podskorupkowe,
biatko jaja i btona witelinowa. Warstwowa budowa jaj wspomaga réwniez naturalne
mechanizmy ochronne poprzez kontrole migracji drobnoustrojow w tresci jaj oraz umozliwia
dyfuzje zwigzkdéw i energii pomiedzy komadrka jaja i Srodowiskiem zewnetrznym.

Jaja ptakéw s3 istotnym elementem diety cztowieka. Jako $rodek spozywczy,
stanowig zrédto skfadnikow odzywczych, takich jak biatka, fosfolipidy, witaminy, zwigzki
mineralne i kwasy ttuszczowe, w tym nienasycone kwasy ttuszczowe z grupy omega-3
i omega-6. Jajo kurze jako produkt pochodzenia zwierzecego kojarzone jest gtéwnie jako
prosty, wrecz archaiczny sktadnik pozywienia. Intensywny rozwdj proceséw przetwoérstwa
jaja umozliwit wyizolowanie poszczegdlnych jego sktadnikow w formie aktywnych zwigzkéw
lub pdtproduktédw do ich otrzymania. W celach tych wykorzystuje sie najczesciej techniki
oparte na metodach chromatografii, reakcjach enzymatycznych lub innych metodach biologii
molekularnej. Jaja kurze sg dzieki temu Zzrédtem wielu zwigzkédw biologicznie aktywnych,
tj. substancji o wifasciwosciach regulujgcych procesy metaboliczne w komérkach ludzkich
i zwierzecych. Zwigzki te, do ktorych nalezg m.in. biatka, peptydy, lipidy, witaminy, enzymy
oraz hormony, charakteryzujg sie szeroko pojetym dziataniem nutraceutycznym
i prozdrowotnym, obejmujgcym m.in. aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg,
przeciwnowotworowg oraz immunomodulacyjng (Kovacs-Nolan i wsp., 2005). Podjeto
rowniez proby wigczenia ich w profilaktyke chordb cywilizacyjnych i metabolicznych (Mine,
2007). Aktywne biologicznie zwigzki pochodzace z jaj znalazty zastosowanie w wielu
dziedzinach nauki, m.in. w farmacji, medycynie, biotechnologii oraz mikrobiologii.

Do najwazniejszych substancji o takim dziataniu zalicza sie lizozym, owomukoid,

owoalbumine, awidyne, owotransferyne, immunoglobuliny, fosfolipidy oraz cystatyne.



1.1. Aktywne zwigzki jaj

Gtéwne zrodto aktywnych zwigzkédw pochodzacych z jaj stanowig biatka oraz peptydy.
Ze wzgledu na dostepnos¢ surowca, metody ekstrakcji i dobrg rozpuszczalnosé, biatka jaja
sg dobrze poznane (Gotfab i Warwas, 2005). Biatka jaj petnig wiele funkcji. Odpowiedzialne sg
za utrzymywanie struktury jaja, wigzanie i transport witamin oraz mikroelementéw (Stevens,
1991). Do biatek jaj nalezg réwniez inhibitory proteaz, enzymy proteolityczne oraz
immunoglobuliny. Biatka jaja posiadajg réwniez wysoka wartos¢ odzywczg i uwazane byty
za standard w ocenie jakosci biatek innych produktéw spozywczych (Trziszka, 2000).
Intensywny rozwdj nauk przyrodniczych pozwolit na poznanie sktadu jaj. Ze wzgledu
na budowe i sktad chemiczny jaja, jego biatka dzieli sie na proteiny czesci biatkowej oraz
biatka zo6ttka. Biatko jaja posiada niejednolitg, warstwowa budowe, tworzac koloidalng
mieszanine polipeptyddéw i wody. Wsréd jego substancji bioaktywnych na uwage zastuguja
owoalbumina, ktéra stanowi 54% protein biatka jaja, konalbumina (13%), owomukoid (11%),
globiliny (8%), lizozym (3,5%) oraz cystatyna (0,05%). Z6ttko natomiast zawiera szereg
substancji odzywczych niezbednych dla rozwoju zarodka. Pod wzgledem strukturalnym
26ttko to uktad zemulgowanych komplekséw biatkowo — lipidowych.

Opracowanie innowacyjnych technik izolacji z jaj poszczegdlnych zwigzkéw
aktywnych umozliwito zastosowanie ich w aspektach innych niz kulinarne. W zwigzku
z powyzszym jaja ptakéw staty sie zréddtem istotnych biologicznych substancji mogacych
znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny. Jednak tylko nieliczne z nich
produkowane sg na skale przemystowg. Spowodowane jest to najczesciej skomplikowanymi
i kosztownymi procesami wyodrebniania aktywnych biologicznie zwigzkéw z jaja, co sprawia,
ze wiele z nich otrzymywanych jest wytgcznie na skale laboratoryjng. Dzieki rozwojowi
technik molekularnych, polegajgcych na trawieniu poszczegdlnych czesci biatkowych, istnieje
mozliwos¢ modyfikacji funkcji poszczegdlnych aktywnych peptydéw (Pellegrini i wsp., 2004).

Do aktywnych zwigzkéw jaja kurzego nalezy lizozym. Jest to dobrze poznane biatko
globularne o wysokiej aktywnosci enzymatycznej. Wystepuje powszechnie w tkankach
ludzkich, zwierzecych i roslinnych, w ptynach ustrojowych i bakteriofagach. Obecny jest
w Slinie, tzach, mleku oraz jajach kurzych. Zwigzek odkryty przez Fleminga w 1922 roku jest
jednym z czynnikdw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej. Lizozym to zwigzek o masie

czgsteczkowej 14,4 KDa, ktory zbudowany jest z 129 aminokwaséw.



Dzieki obecnosci mostkow siarczkowych w czgsteczce, lizozym jest enzymem
termostabilnym, ktérego dziatanie utrzymuje sie przez 1-2 minuty w temperaturze 100°C
przy pH nie wyzszym od 8,5. Dziatanie lizozymu (N-acetylomuramylohydrolazy) polega na
hydrolizie wigzan beta-glikozydowych pomiedzy kwasem N-acetylomuraminowym a
N-acetyloglukozaming peptydoglikanu w Scianach komérek bakterii Gram-dodatnich, czego
rezultatem jest rozpad komodrki bakteryjnej (Kowalska, 1989). Bakterie Gram-ujemne,
ze wzgledu na budowe struktur sciennych, sg bardziej odporne na jego dziatanie. Dodatek
czynnikdw  chelatujgcych, dezintegrujgcych lipopolisacharydowa strukture btony
komorkowej, umozliwia skuteczne dziatanie lizozymu na komdérki bakterii Gram-ujemnych
(Pellegrini i wsp., 1992). Uzyskuje sie to réwniez poprzez skojarzone dziatanie lizozymu
z nizyng, laktoferyng, glicyng oraz kwasem etylenodiaminotetraoctowym (EDTA) (Yuste i
wsp., 2000). Aktywnos¢ przeciwbakteryjna lizozymu wobec bakterii Gram-ujemnych wzrasta
takze poprzez skojarzone dziatanie enzymu z dziataniem wysokiej temperatury oraz
cisnienia. Wykazano tez przeciwgrzybiczg aktywnos¢ lizozymu wobec Candida albicans, co
moze stanowié alternatywe dla innych $rodkéw przeciwgrzybicznych (Wesierska, 2006).
Lizozym wykorzystywany jest takze jako czynnik przeciwwirusowy i przeciwnowotworowy.
Opisano jego udziat w ochronie bton komérkowych przed transformacja nowotworowg
(Trziszka, 2000). Przeciwwirusowa aktywnos$¢ N-acetylomuramylohydrolazy, polega na
inaktywacji wiruséw poprzez ich precypitacje oraz na stymulacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza poprzez synteze interferonu (Trziszka, 2000). Wtasciwosci te
wykorzystywane sg w leczeniu skdérnych zakazen wirusowych (opryszczka, ospa wietrzna).
W medycynie weterynaryjnej dimer lizozymu stosowany jest powszechnie jako stymulator
uktadu odpornosciowego oraz wspomaganie antybiotykoterapii. Zastosowanie lizozymu
w leczeniu z wykorzystaniem chemioterapeutykéw zapobiega pojawianiu sie endotoksyn
we krwi w przypadku posocznicy leczonej antybiotykami (Gotagb i Warwas, 2005). Ze wzgledu
na niskg mase czasteczkowa i zwigzang z tym mozliwos¢ przenikania lizozymu przez bariery
nerek, podjeto préoby jego zastosowania jako substancji pomocniczej w celowanym
transporcie lekow do nerek. Oczekuje sie, ze rozwigzanie to moze umozliwi¢ w przysztosci
leczenie innych schorzen zaleznych od filtracji nerkowej, w tym choréb sercowo —

naczyniowych (Trziszka, 2000; Kope¢ i wsp., 2005).



Cenne zrédto lizozymu stanowi biatko jaja kurzego, gdzie lizozym stanowi ok. 3,5%
jego suchej masy. Na skale przemystowg lizozym wykorzystywany jest w Japonii
do konserwacji miesa i produktéw miesnych, ryb i ich przetworéw, mleka i produktow
mleczarskich, swiezych owocéw i warzyw, owocdéw morza, wina i sake. Lizozym stosowany
jest rowniez przy produkcji piwa, gdzie odpowiada za kontrole wzrostu drobnoustrojéw
(Silvetti i wsp., 2010).

Pozostate, istotne ze wzgledu na biologiczng aktywnos¢ proteiny biatka jaja kurzego,
tj. owoalbumina, owotransferyna (konalbumina), owoinhibitor, owomucyna i awidyna,
stanowig przedmiot aktualnych badan naukowych. Petnig funkcje transportowe,
stabilizujgce, stanowig Zrédto peptydéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.
Wykorzystywane sg w testach diagnostycznych i transporcie lekéw (Trziszka, 2000; Mine,
2008).

Owoalbumina (OVA) stanowi ponad potowe wszystkich protein biatka jaja kurzego
(Sugimoto i wsp., 1999). Pomimo iz biatko to zostato jako jedno z pierwszych wyizolowane
z jaja kurzego, jego biologiczna funkcja pozostaje nieznana (Huntington i Stein, 2001).
Znajduje zastosowanie w badaniach laboratoryjnych jako modelowe biatko wywotujgce
odpowiedz immunologiczng. Wykazano aktywnos¢ antymutagenng owoalbuminy poddane;j
denaturujgcemu dziataniu ciepta (Vis i wsp., 1998). Poprzez trawienie owoalbuminy
za pomocg trypsyny, zsyntetyzowano peptydy o silnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
wobec Bacillus subtilis, Escherichia coli, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens oraz Candida albicans (Pellegrini i wsp., 2004).

Owotransferyna jest gtéwnym sktadnikiem systemu obrony przeciwbakteryjnej jaja
kurzego poprzez wigzanie jonéw Zzelaza, ktére stajg sie nieprzyswajalne dla niektdrych
drobnoustrojow, np. z rodzaju Pseudomonas. Owotransferyna posiada rowniez wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Wykazano jej aktywno$é przeciw wirusowi choroby Mareka
(Giansanti i wsp., 2002) oraz przeciw grzybom z rodzaju Candida (Valenti i wsp., 1985).
Owotransferyna, dzieki wtasciwosciom chelatowania jondw zelaza, wydaje sie by¢ waznym
czynnikiem w przetamywaniu opornosci na cefalosporyny. Stwierdzono jej aktywnos$é
przeciwbakteryjng wobec Pseudomonas spp., Escherichia coli, Streptococcus mutans,

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i Salmonella enteritidis (Abdallah i Chahine 1999).



Wyosobniony z niej peptyd OTAP92 wykazat aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec
Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli (Ibrahim, 2000).

Glikopeptydy powstate z owomucyny biatka jaja wykazujg witasciwosci
przeciwnowotworowe wobec komdrek guza u myszy (Watanabe i wsp., 1998). Owomucyna
odpowiada za utrzymanie struktury i lepkosci biatka jaja, co zapobiega rozprzestrzenianiu sie
w nim drobnoustrojéow (Lyndrup, 1973). Udowodniono réwniez przeciwwirusowga aktywnos¢
owomucyny wobec wirusa choroby Newcastle, rotawirusa bydta i ludzkiego wirusa grypy
(Mine i Kovacs-Nolan, 2005).

Awidyna to kolejne biatko o interesujgcej funkcji biologicznej. Podobnie jak cystatyna,
awidyna stanowi zaledwie 0,05% wszystkich protein jaja kurzego. Awidyna posiada zdolnos¢
wigzania biotyny. Jest to jedna z najsilniejszych interakcji miedzy biatkiem i ligandem.
Hamuje zatem rozwaj bakterii, ktérych wzrost uzalezniony jest od obecnosci biotyny.

Prowadzone s3 obecnie badania nad mozliwoscia wykorzystania naturalnych
peptydow jaj kurzych jako potencjalnych lekéw (Gotgb i Warwas, 2005; Mine, 2008).
Owomukoid testowany jest jako zwigzek pomocniczy w doustnej aplikacji lekéw biatkowych
i polipeptydowych, np. insuliny, co w przysztosci moze stanowié alternatywe dla aplikacji
insuliny drogg iniekcyjng (Gotab i Warwas, 2005).

Wiasciwosci przeciwbakteryjne biatka jaja kurzego potwierdzity badania, w ktérych
wykazano hamowanie wzrostu bakterii Gram-dodatnich wprowadzonych do biatka jaja
kurzego. Skutecznos¢ przeciwbakteryjna biatka jaja zalezy jednak od liczby wprowadzonych
komodrek bakteryjnych. Wykazano, ze biatko jaja kurzego hamuje rozwdj wprowadzonych
bakterii Gram-dodatnich w temperaturze 7°C przez 1-3 miesigce, w temperaturze 20°C przez
1-2 miesigce, natomiast efekt hamujacy w temperaturze 37°C utrzymywat sie 1-4 tygodnie
(Malicki, 2000).

Z6ttko jaja rowniez zawiera szereg substancji biologicznie aktywnych. Nalezg do nich
lipoproteiny, a wsrdd nich fosfolipidy, gtdéwnie fosfatydylocholina i fosfatydyloetanoloamina.
Fosfatydylocholina (lecytyna) bierze udziat w regulacji stezenia cholesterolu we krwi
zmniejszajac ryzyko wystgpienia chordb serca i miazdzycy. Lecytyna zottka jaja kurzego,
ze wzgledu na sktad chemiczny, w tym obecnos¢ zyciodajnych dtugotaricuchowych,
wielonienasyconych kwasdéw ttuszczowych, jest bardziej wartosciowa od lecytyn

pochodzenia roslinnego, ktére pozbawione sg tych kwasow.



Kwas arachidonowy (AA) wptywa na stabilnos¢ bton komodrkowych, natomiast kwas
dokozaheksaenowy (DHA) niezbedny jest do prawidtowego funkcjonowania uktadu
nerwowego. Obecnie prowadzone sg badania nad mozliwoscig zastosowania lecytyny
w leczeniu indukowanych choréb uktadu sercowo - naczyniowego u $win, z czym wigze sie
nadzieje na wykorzystanie preparatéw zawierajgcych cystatyne w leczeniu chordb serca
u ludzi (Nicpon i wsp., 2013a).

Cenne wtasciwosci biologiczne posiada rowniez frakcja liwetynowa z6ttka jaja.
W jej sktad wchodzi Immunoglobulina Y (lgY) oraz szereg peptydéw o potencjalnych
wtasciwosciach hamujacych zmiany degeneracyjne uktadu nerwowego. IgY odpowiada
za bierng odpornosc zarodka do momentu wyksztatcenia sie jego uktadu immunologicznego.
Dzieki rozwojowi technik immunizacji kur oraz metod oczyszczania immunoglobulin, mozliwa
stata sie produkcja duzych ilosci immunoglobuliny IgY, ktéra znalazta zastosowanie
w medycynie. Preparat immunoglobuliny otrzymywany jest z jaj kurzych w wyniku
wczesniejszej immunizacji kur. Zwieksza to ilosci uzyskiwanych przeciwciat, a sam proces
jest bardziej optacalny i mniej inwazyjny niz pozyskiwanie przeciwciat od immunizowanych
myszy i szczurow. Immunoglobulina IgY wykazuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.
Opisano proby jej zastosowania w leczeniu zakazen bakteryjnych oraz wirusowych.
Wykazano jej aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa oraz Helicobacter pylori (Hodek i Stiborowa, 2003). IgY znalazta rowniez
zastosowanie w immunologii, gdzie wykorzystywana jest w wielu testach diagnostycznych,
np. w tescie ELISA (Van Coillie i wsp., 2004).

W kontekscie dziatania terapeutycznego, istotng role przypisuje sie rowniez
ubocznym produktom pochodzgcym z przetwdrstwa przemystowego jaj, jakimi sg skorupy jaj
z btonami podskorupowymi. Mogg one stanowi¢ surowiec do produkcji wapniowych
suplementéw diety wykorzystywanych w leczeniu i profilaktyce osteoporozy (Sosnowska

i wsp., 2011).



1.2. Znaczenie zwigzkdw jaja w przemysle spozywczym

Ze wzgledu na liczne wtasciwosci substancji zawartych w jajach oraz dynamiczny
rozwdj technik pozyskiwania i izolacji zwigzkéw aktywnych z jaj, rozwija sie gatgz przemystu
oparta na bioaktywnych substancjach o szerokim spektrum aplikacyjnym. Wiele z tych
zwigzkow znalazto zastosowanie w przemysle spozywczym.

Biatka jaja z powodzeniem stosowane sg jako substancje wigzgce w wyrobach
cukierniczych. Zmodyfikowana albumina jaja hamuje niekorzystne zmiany lipooksydacyjne
w produktach zywnos$ciowych. Lizozym biatka jaja kurzego, w potaczeniu z innymi czynnikami
przeciwbakteryjnymi, moze by¢ wykorzystywany jako naturalny s$rodek konserwujacy
zywnos¢. Udokumentowano role lizozymu w przedtuzeniu trwatosci miesa drobiowego,
przetworéw mlecznych oraz rybnych, gdzie biopreparat lizozymu hamuje wzrost bakterii
Listeria monocytogenes (Hughey i wsp., 1989). Komercyjny preparat mieszaniny lizozymu
i glicyny w stezeniu 1,5% znalazt zastosowanie w przedtuzeniu trwatosci safatki
ziemniaczanej do 45 godzin w temperaturze 35-37°C (Trziszka, 2000). Lizozym znalazt takze
zastosowanie w biokonserwacji salami, kietbas parzonych, miesa mielonego i seréw. Enzym
ten wykorzystano réwniez w procesach dojrzewania serdw, gdzie poprzez lize bakterii
przyspieszat procesy dojrzewania seréw. Udowodniono réwniez skutecznos$¢ roztwordow
lizozymu w ochronie stabilnosci mikrobiologicznej surowego miesa drobiowego podczas jego
przechowywania (Malicki i wsp., 2011). Lizozym w potgczeniu z octanem sodu redukowat
liczbe bakterii z grupy coli oraz Escherichia coli przedtuzajgc tym samym trwatos¢ miesa
drobiowego pakowanego prézniowo i przechowywano w warunkach chtodniczych (Malicki
i wsp., 2010).

Lizozym biatka jaja kurzego zastosowany réwniez zostat jako czynnik
przeciwdrobnoustrojowy w opakowaniach zywnosci, gdzie chronit przed rozwojem
drobnoustrojéw w trakcie jej przechowywania (Kandemir i wsp., 2005).

Z6ttko jaja jest réwniez zrodtem zwigzkdéw majacych zastosowanie w przemysle
spozywczym. Lecytyna zéttka wykorzystywana jest do stabilizowania i emulgowania uktadow
dyspersyjnych. Foswityna posiada zdolnosci chelatowania jonéw Zelaza i miedzi ograniczajac

niepozgdany wptyw procesow oksydacji na produkty spozywcze.



2. Cystatyna biatka jaja

Cystatyna biatka jaja kurzego jest dobrze poznanym biatkiem, nalezagcym do rodziny
inhibitorow proteinaz cysteinowych (Bode i wsp., 1988). Cystatyny tworzg grupe biatek
szeroko rozpowszechnionych w komdrkach ludzkich, zwierzecych, a takze w $wiecie roslin -
fitocystatyny (Turk i wsp., 2008; Urwin i wsp., 2003). Inhibitory te wystepuja w wielu
tkankach i ptynach ustrojowych, m.in. w osoczu krwi, mleku, tzach, slinie, moczu oraz ptynie
moézgowo — rdzeniowym. Cystatyna wystepuje w biatku i zéttku jaja. Po raz pierwszy zostata
opisana w 1968 roku przez badaczy Fossum i Whitaker (Saxena i Tayyab, 1997). Jest
pierwszym i najlepiej poznanym inhibitorem proteaz cysteinowych rodziny papainowe;.
Stanowi zaledwie 0,05% sktadu biatka jaja. Cystatyny tworzg ewolucyjnie zwigzang ze sobg
tzw. nadrodzine cystatyn (Ochieng, Chaudhuri, 2010). Z uwagi na lokalizacje oraz wielkos¢
i strukture fancuchéw polipeptydowych cystatyny mozemy podzieli¢ na trzy rodziny:
| — Stefiny obecne gtéwnie w cytozolu komorki, Il — Cystatyny wystepujgce w ptynach
ustrojowych, Ill — Kininogeny obecne w surowicy krwi, innych ptynach ustrojowych, a takze
komodrkach nowotworowych (Zavasnik-Bergant, 2008). Stefiny wystepujg przede wszystkim
wewnatrz komdrek, zawierajg okoto 100 reszt aminokwasowych (okoto 11 KDa). Druga
podrodzina cystatyn, do ktérej zaliczana jest cystatyna biatka jaja kurzego, to biatka
wystepujgce gtéwnie w ptynach ustrojowych i tkankach. Zawierajg one okoto 120
aminokwaséw (okoto 14 KDa). Obok kurzej cystatyny, do drugiej podrodziny zalicza sie
dobrze poznane ludzka cystatyne C oraz szczurzg cystatyne S. Trzecia podrodzina cystatyn —
kininogeny to zwigzki o wiekszej masie czgsteczkowej okoto 60 -120 KDa.

Cystatyna sktada sie z pojedynczego tancucha polipeptydowego zbudowanego ze 116
reszt aminokwasowych, o masie 13131Da oraz posiada dwa wigzania dwusiarczkowe.
Zawiera trzy wysoce konserwatywne domeny, ktdére warunkujg witasciwosci inhibicyjne
wobec proteinaz cysteinowych. Jest biatkiem stabilnym w warunkach wysokiej temperatury
i szerokiego zakresu pH (Zerovnik i wsp., 1997). Zasadniczym problemem jest izolacja
cystatyny z biatka jaja kurzego i zapewnienie jej trwatosci. Cystatyna nie traci aktywnosci
podczas 30 - minutowego ogrzewania w temperaturze 100°C, natomiast zamrazanie
i liofilizacja powodujg istotny spadek jej aktywnosci. Z tego powodu uzyskany z jaj preparat

cystatyny stabilizuje sie 20% glicerolem lub liofilizuje jego zbuforowany roztwér o pH 7,5.



W biatku jaja cystatyna wystepuje w dwoch immunologicznie identycznych formach:
ufosforylowanej o pl 5,6 i nieufosforylowanej o pl 6,5. Udziat procentowy obu form wynosi
odpowiednio: cystatyna o pl 6,5 = 63%, cystyna o pl 5,6 = 37%. Cystatyna biatka jaja kurzego
zaliczana jest do biatek podlegajgcych procesowi oligomeryzacji poprzez zjawisko wymiany
domen, tzw. 3D domain swapping. W wyniku procesu wymiany domen dochodzi
do powstania dimerdéw, a nastepnie polimeréw cystatyny o wifasciwosciach amyloidu,
co powoduje utrate jej wtasciwosci biologicznych (Gotgb i wsp., 2012). Cystatyna zaliczana
jest do biatek wystepujacych w jaju w niewielkich ilosciach. Dlatego do jej wyodrebniania
wykorzystuje sie specyficzne techniki, takie jak ultrafiltracja, chromatografia powinowactwa
oraz ogniskowanie izoelektryczne. Zawartos¢ cystatyny w biatku jaj kurzych zmienia sie wraz
z kolejnymi etapami rozwoju zarodka. Jej srednie stezenie wynosi okoto 80 mg/l. Znacznie
mniejsza koncentracja cystatyny wystepuje w surowicy kurczat oraz komorkach miesniowych
kur, gdzie jej stezenie wynosi okoto 1 mg/l. Zmniejsza sie rdwniez zawartos$¢ cystatyny
podczas przechowywania jaj, co jest wynikiem uczestnictwa inhibitorow proteinaz
cysteinowych w mechanizmach ochronnych zéttka jaja. Koncentracja cystatyny jest wyzsza
biatku jaj niezaptodnionych niz w jajach zaptodnionych. Na aktywnos¢ cystatyny wptywa
rowniez rodzaj paszy i sposdb zywienia niosek (Graszkiewicz i wsp., 2007). Trziszka i wsp.
(2004a; 2004b) badali wptyw wieku kur, warunki przechowywania jaj i obrébki termicznej
biatka na aktywnos$é cystatyny. Najnizszg aktywnos¢ cystatyny stwierdzono w jajach kur
niosek ponizej 30. tygodnia zycia lub powyzej 60. tygodnia zycia. Najwyzszg z kolei
stwierdzono w jajach kur niosek w wieku od 40 do 50 tygodni. Aktywnos¢ cystatyny
zmniejszyta sie o 4-12% w jajach przechowywanych w temperaturze 15°C przez 28 dni.
Czynnikiem obnizajgcym te aktywnos¢ byt rowniez proces pasteryzacji jaj kurzych.

Gtéwna funkcjg cystatyn jest ochrona organizmu przed niekontrolowang produkcja
proteaz cysteinowych. Zdolnosci inhibicyjne cystatyny wobec proteaz cysteinowych po raz
pierwszy zostaty opisane dla cystatyny biatka jaja kurzego (Gotab i Warwas, 2005). Proteazy
cysteinowe (nazywane takze tiolowymi lub sulfhydrylowymi) to enzymy hydrolizujgce
wigzania peptydowe z udziatem czynnej reszty cysteinowej w centrum katalitycznym.
Rozszczepiajg one polipeptydy, biorg udziat w obrocie metabolicznym wielu biatek endo

i egzogennych.



Cystatyna biatka jaja, zaliczana do rodziny endogennych inhibitorow proteaz
cysteinowych, wykazuje silne dziatanie inhibitorowe w stosunku do ficyny i papainy,
bromelainy i katepsyn (Mine, 2008).

Cystatynie przypisuje sie zdolno$é¢ wewnatrzkomérkowej i zewngtrzkomorkowej
kontroli rozktadu biatek. Wykazuje silne wtasciwosci inhibicyjne wobec enzymoéw
produkowanych przez bakterie niszczace tres¢ jaja. Gtéwna jej funkcjg jest ochrona jaja
przed bakteryjnymi lub wirusowymi peptydazami cysteinowymi. Bakteryjne proteinazy
cysteinowe, jako aktywne proteolitycznie enzymy pozakomérkowe, sg bardzo istotnymi
czynnikami zjadliwosci bakterii.

Potencjalne zastosowanie cystatyny jako naturalnej substancji o dziataniu
prozdrowotnym zwigzane jest z wykorzystaniem jej zdolnosci inhibitorowych w stosunku
do lizosomalnych proteaz cysteinowych, w szczegdlnosci katepsyn B, H, K, L i S (Anastasi
i wsp., 1983). Prawidtowa regulacja aktywnosci proteaz cysteinowych jest niezbedna w wielu
procesach fizjologicznych, takich jak aktywacja prekursoréw biatek, prezentacja antygendw,
przebudowa kosci, rdznicowanie keratynocytéw, apoptoza, prezentacja antygenéw
(Sosnowska i wsp., 2011; Mine, 2008). Zaburzenia rdownowagi proteaza/inhibitor
s3 m.in. przyczyng wielu choréb cztowieka, m.in. nowotworéw ztosliwych, choroby
Alzheimera, reumatoidalnego zapalenia stawdw, dystrofii miesni, osteoporozy, stwardnienia

rozsianego i przewlektych stanéw zapalnych (Gotab i wsp., 2012).

2.1. Aktywnos¢ cystatyny przeciw drobnoustrojom

Potencjalne zastosowanie cystatyny jako naturalnej substancji o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym zwigzane jest z wykorzystaniem jej zdolnosci inhibitorowych.
Cystatyna wystepujaca w biatku oraz w niewielkiej ilosci w zéttku jaja uczestniczy
w procesach regulacyjnych podczas rozwoju zarodka, a takze petni funkcje ochronng przed
bakteryjnymi i wirusowymi proteazami cysteinowymi, ktére zaangazowane sg w mechanizm
penetracji tkanek przez bakterie.

Cystatyna biatka jaja okazata sie by¢ skutecznym srodkiem przeciwbakteryjnym
w stosunku do wybranych bakterii jamy ustnej. Badano jej aktywnos¢ wobec bakterii Gram-
ujemnych wystepujacych w jamie ustnej, m.in.: Porphyromonas gingivalis, Bacterioides

forsythus, oraz Actinobacillus actinomycetemcomitans (Gotgb i Warwas, 2005).
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Jej dziatanie polega na tagodzeniu przebiegu standw zapalnych przyzebia na drodze
kompetycyjnego hamowania bakteryjnych tkankowych proteinaz cysteinowych (Warwas i
wsp., 2000; Jankowska i wsp., 2007). Inaktywujac proteinazy z Porphyromonas gingivalis,
cystatyna biatka jaja kurzego juz w stezeniu 1 puM hamuje w 50% wzrost tych bakterii
(Blankenvoorde i wsp., 1996). Bobek i wsp., 1991, stwierdzili odwrotng zalezno$¢ miedzy
stezeniem cystatyny a gtebokoscig kieszonek przyzebnych u pacjentow z zapaleniem
przyzebia. Wzorujgc sie na strukturze centrum aktywnego ludzkiej cystatyny C,
zsyntetyzowano peptyd o nazwie Cystapep 1, ktéry wykazywat aktywnos¢ przeciwbakteryjna
w stosunku do opornych na metycyline szczepéw  Staphylococcus aureus
oraz wieloopornych, koagulazoujemnych szczepdw Staphylococcus (Jasir i wsp., 2003 i 2004).
Cystatyna wyizolowana z hemocytéw stawonogéw posiada aktywnos$é przeciwbakteryjng
w stezeniu 80-100 upg/ml wobec Gram-ujemnych bakterii Salmonella typhimurium,
Escherichia coli i Klebsiella penumoniae (Dickinson, 2002). Cystatyny sg takze skutecznym
inhibitorem replikacji koronawiruséw, ktére mogg powodowac ostre zapalenie zotadka i jelit
(Collins i Grubb, 1998). Cystatyna biatka jaja kurzego posiada aktywnos¢ przeciwbakteryjng
wobec Streptococcus spp. nalezgcych do grupy A oraz Salmonella typhimurium (Mine i
Kovacs-Nolan, 2004).

Cystatyna wykazuje rowniez aktywnos$é przeciwwirusowa. Z tg cechg cystatyny wigze
sie potencjalna mozliwos¢ zastosowania jej jako czynnika hamujgcego rozwdj wirusa HIV
(Kovacs-Nolan i wsp., 2005; Trziszka i wsp. 2004b). Cystatyna ludzka i kurza hamujg proteazy
stymulowane przez wirusa polio (wirus paralizu dzieciecego), co daje réwniez nadzieje na
wykorzystanie tego faktu w leczeniu choréb wirusowych (Arai i wsp., 1995).

Duze nadzieje wigze sie z potencjalng mozliwoscia  wykorzystania
przeciwdrobnoustrojowych wtasciwosci cystatyny w przemysle spozywczym. Doniesienia
na temat aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny biatka jaja kurzego wobec
drobnoustrojow odpowiedzialnych za psucie sie zywnosci sg nieliczne (Wesierska i wsp.,
2005). Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg na realng mozliwosé zastosowania
cystatyny jako naturalnej substancji konserwujgcej zywno$é. Podjeto proby oceny
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja kurzego wobec drobnoustrojow

wystepujgcych  w  zywnosci, jednak rezultaty tych badafn nie s3 jednoznaczne.
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Literatura przedstawia przyktady hamujgcego wptywu cystatyny na wzrost bakterii
Staphylococcus aureus oraz Streptococcus pyogenes (Jasir i wsp., 2003).

Istniejg doniesienia na temat aktywnosci przeciwgrzybiczej cystatyny biatka jaja
kurzego. Kotaczkowska i wsp., 2010, z powodzeniem zastosowali cystatyne biatka jaja
kurzego w inhibicji wzrostu drozdzy Candida albicans na podtozach mikrobiologicznych,
wykazujagc ponadto jej wiekszg aktywnos$é wobec szczepdw Candida albicans opornych
na stosowane powszechnie chemioterapeutyki.

Cystatyna biatka jaja kurzego z tancuchem polimannozowym, ktéry zwieksza jej
odpornos¢ termiczng, wykorzystywana jest do poprawy jakosci potrawy Surimi.
Proteazy cysteinowe powodujg degradacje miozyny w miesniach ryb podczas gotowania,
pogarszajac tym samym cechy organoleptyczne potrawy. Zastosowanie cystatyny pozwala
na poprawe jakosSci organoleptycznej potrawy Surimi (Jiang i wsp., 2002; Li i wsp., 2007).

Przeprowadzone dotychczas nieliczne proby zastosowania cystatyny biatka jaja
kurzego jako substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym skfaniajg do dalszych badan
w tym zakresie. Istnieje potrzeba usystematyzowania wiedzy na temat aktywnosci cystatyny
przeciw drobnoustrojom poprzez zastosowanie standardowych metod badawczych
wykorzystywanych w diagnostyce laboratoryjnej. Wydaje sie, ze dzieki tym zabiegom
wzrosnie znaczenie cystatyny biatka jako naturalnego czynnika przeciwdrobnoustrojowego,

szczegoblnie w przemysle spozywczym.

2.2. Inne wtasciwosci cystatyny

Cystatyna jaja kurzego wykorzystywana jest do badan modelowych w medycynie
ze wzgledu na duze podobienstwo strukturalne do ludzkiej cystatyny C (Sosnowska i wsp.,
2011; Paraoan i Grierson, 2007). Podstawowg funkcjg inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych
jest regulacja reakcji biologicznych zwigzanych z proteolizg. Prowadzone sg jednak badania
nad wykazaniem szeregu innych wfasciwosci inhibitorow proteaz. Czynniki
przeciwnowotworowe, wtasciwosci protekcyjne, funkcje obronne i odstraszajgce, regulacja
procesow biologicznych, to tylko niektére wiasciwosci inhibitoréw enzymoéw
proteolitycznych, ktérych potencjalne zastosowanie mozliwe jest w diagnostyce,

profilaktyce, terapii i regulacji licznych zjawisk i proceséw biologicznych (Turk i Bode, 1991).
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Cystatyna biatka jaja kurzego, oprécz opisanych powyze] wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych, wykazuje aktywnos¢ przeciwnowotworowg (Cox, 2009; Cegnar,
2004). Przeciwdziatanie rozwojowi procesdw nowotworowych przez cystatyne stanowi
obecnie przedmiot duzego zainteresowania badaczy. W procesach metastazji komédrek
nowotworowych biorg udziat proteazy cysteinowe, zaangazowane w nowotworowag kaskade
proteolityczng. Proteazy cysteinowe biorg rdowniez wudziat w procesach inwazji
oraz metastazji komdrek nowotworowych. Niszczg one struktury bton i macierzy
pozakomérkowej, umozliwiajgc komdérkom nowotworu migracje poza jego obreb (Kennedy,
1993). W zwigzku z wtasciwosciami inhibicyjnymi cystatyny wobec proteaz cysteinowych,
pokfadane sg nadzieje na uczestnictwo cystatyny w hamowaniu nowotworowej kaskady
proteolitycznej, co zaowocowa¢ moze ograniczeniem badZz powstrzymaniem
nowotworowych proceséw przerzutowych (Kos i wsp., 2000). Wykazano réwniez,
ze preparat cystatyny z biatka jaj kurzych, dzieki wtasciwosciom inhibicyjnym wobec
katepsyn B i L w inwazyjnych komérkach nowotworowych szczuréw, moze stanowié
alternatywe lub wspomagac terapie przeciwnowotworowq. U szczurdw z wszczepionymi
komdrkami raka sutka, u ktérych zastosowano kurza cystatyne jako wspomaganie terapii
przeciwnowotworowej, zaobserwowano dtuzszy czas ich przezycia (Saleh i wsp., 2001).
Prowadzone sg réwniez badania nad stworzeniem rekombinowanych inhibitoréw fgczacych
funkcje hamowania proteaz cysteinowych oraz hamowania reakcji urokinazowego
aktywatora plazminogenu z jego receptorem. Powstanie rekombinowanych inhibitorow
prowadzi, w badaniach in vitro, do zmniejszenia inwazji komdrek raka jajnika (Gotgb
i Warwas, 2005; cyt. za Krol i wsp., 2003). W chorobach nowotworowych zaobserwowano
wzrost poziomu aktywnosci proteaz cysteinowych oraz spadek poziomu cystatyny (Konduri,
2002). Wydaje sie, ze niedobdr ten moze by¢ uzupetniany preparatami pozyskiwanymi
z biatka jaj kurzych i przepidérczych. Poprzez synteze czynnika TNF-a (tumor necrosis factor-a)
i interleukiny 10, cystatyna moze indukowaé nekroze guzéw nowotworowych (Verdot i wsp.,
1999).

Przypuszcza sie, ze cystatyna moze cechowaé sie dziataniem wspomagajgcym
w leczeniu chordb otepiennych uktadu nerwowego. Istniejg dane na temat potencjalnej roli
cystatyny w leczeniu choroby Alzheimera, co daje wielkg nadzieje na wigczenie cystatyny

w terapie chordb cywilizacyjnych (Shah i Bano, 2009). Syntetyzowana jest przez komorki
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glejowe w odpowiedzi na obecnos¢ ztogow amyloidowych, co sugeruje, ze moze petnic
ochronng role w patogenezie choroby Alzheimera, jednak niektérzy badacze sktonni sg
do stwierdzenia, ze jest ona raczej mediatorem uszkodzenia w przebiegu tego schorzenia
(Levy, 2008). Przekonanie, ze cystatyna moze by¢ istotnym markerem w chorobach
neurodegeneracyjnych jest fakt, iz jej poziom zmienia sie w stanach padaczkowych,
niedokrwiennych i pourazowych médzgu (Pirttild i wsp., 2005). Obecnie, w ramach projektu
Ovocura, prowadzone sg na szczurach testy aktywnosci biologicznej i biomedycznej
cystatyny, w ktérych oczekuje sie wykazania wptywu dodatku cystatyny w paszy na procesy
kojarzeniowe i funkcjonowanie uktadu nerwowego ssakéw.

Interesujaca, ze wzgledu na pozadanie przez konsumentéw produktéw naturalnych,
wydaje sie by¢ mozliwos¢ zastosowania cystatyny w przemysle kosmetycznym. Wskazujg
na to badania, w ktérych myszy pozbawione cystatyny wykazywaty zaburzenia w tworzeniu
warstwy rogowej naskoérka i mieszkédw wiosowych, a tym samym do uposledzenia bariery
naskdérkowej (Zeeuwen i wsp., 2004). Wyniki eksperymentéw pokazaty, ze u pacjentéw
z atopowym zapaleniem skory i tuszczycg ekspresja cystatyny jest zmniejszona (Cork i wsp.,
2009). Cystatyna biatka jaja kurzego znalazta réwniez zastosowanie w dermatologii
weterynaryjnej. Prowadzone sg obecnie badania dotyczgce mozliwosci zastosowania
biopreparatu w terapii zmian skoérnych u pséw, m.in. w leczeniu atopowego zapalenia skory
(Nicpon i wsp, 2013b).

Cystatyna uwazana jest réwniez za czuty marker funkcji nerek. W ostatnich latach
wyraznie wzrosfo zainteresowanie cystatyng w diagnostyce nefrologicznej. Parametr ten
szczegblnie przydatny okazuje sie byé w wykrywaniu stanéw subklinicznych badz ostrych
niewydolnosci nerek jako czuty wskaznik filtracji ktebuszkowej nerek (GFR) (Bodnar i wsp.,
2008; Larsson i wsp., 2004). Wykazano rédwniez przydatnos¢ cystatyny w diagnozowaniu
przewlektej choroby nerek u oséb starszych (Imiela i Lewandowicz, 2007). W badaniach
prowadzonych na ludziach podkresla sie udziat cystatyny jako markera stanu funkcji nerek,
szczegblnie u oséb z chorobami autoimmunologicznymi lub po transplantacji nerki (Filler

i wsp., 2005).
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Zainteresowanie cystatyng jako czynnikiem prognostycznym choréb sercowo -
naczyniowych wzrosto po udowodnieniu spadku stezenia i aktywnosci inhibitorow proteaz
cysteinowych w osoczu krwi u chorych z tetniakiem aorty (Lutgens i wsp., 2007; Gacko
i wsp., 2003).

System regulacji aktywnosci katepsyn poprzez cystatyny odgrywa wazng role u kobiet
z powtarzajacymi sie poronieniami. U kobiet tych wykryto wyisze stezenia katepsyn
i cystatyn w trofoblascie tozyska lub btonie doczesnej, co stwarza mozliwos$¢ wczesnego
wykrywania zagrozonej cigzy (Babay i wsp., 2005).

Cystatyna znalazta réwniez zastosowanie w analityce laboratoryjnej, gdzie
wykorzystywana jest jako czynnik wychwytujacy badZz blokujgcy w testach
immunologicznych, np. w tescie ELISA (Xunhui i wsp., 2004).

Cystatyna biatka jaja kurzego posiada witasciwosci immunomodulujgce. Sugerowano
jej udziat w odpowiedzi immunologicznej i procesach zapalnych. W stezeniach fizjologicznych
cystatyna biatka jaja stymuluje produkcje interleukin przez komorki fibroblastéw dzigset
cztowieka oraz mysie splenocyty (Kato i wsp., 2000). Cystatyna posiada réwniez wtasciwosci
antygenowe. Przeciwciata otrzymano u zwierzat poprzez iniekcje domiesniowq
zemulgowanej i oczyszczonej cystatyny (Turk i wsp., 2008). W dostepnej literaturze
przedstawia sie réwniez wptyw cystatyny na modulacje uktadu odpornosciowego poprzez
ewentualny udziat w przetwarzaniu komplekséw MHC klasy Il oraz poprzez stymulacje tlenku
azotu (NO) w makrofagach, a takze czynnika TNF (Tumor Necrosis Factor) i interleukiny 10
(Das i wsp., 2001). Dzieki zdolnosci cystatyny do indukcji syntezy tlenku azotu (NO)
przez makrofagi, wykorzystano jg w leczeniu choroby kala-azar, wywotywanej
przez wiciowca Leishmania donovani z rodzaju Leishmania (Mukherjee i wsp., 2007).
Dzieki tym wtasciwosciom cystatyna stata sie obiecujgcym czynnikiem terapeutycznym
choréb zwigzanych z czynnoscia makrofagéw (macrophage-associated diseases). Brand i
wsp., 2004, wskazali na zaangazowanie cystatyny w procesy odwracalnego hamowania

degradacji macierzy kostnej poprzez modulacje degradacji kosci przez osteoklasty.
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3. Bezpieczenstwo zywnosci
3.1. Zagrozenia mikrobiologiczne zwigzane z Zzywnoscia

Zywno$é jest zrodtem sktadnikéw niezbednych do wtasciwego funkcjonowania
i rozwoju organizmu. W czasach wysokich wymagan konsumentéw, co do trwatosci i jakosci
produktédw spozywczych, zapewnienie bezpieczeristwa mikrobiologicznego zywnosci stanowi
bardzo istotny problem. Gtéwne zagrozenie stanowig drobnoustroje chorobotwédrcze
lub wzglednie chorobotwdrcze. Potrzeba poszukiwania nowych trenddéw i rozwigzan
w zakresie poprawy bezpieczeAstwa zywnosci i surowcdw uzywanych do jej produkcji wydaje
sie by¢ zrozumiata. Zywno$¢ stanowi doskonate $rodowisko dla rozwoju drobnoustrojéw,
jest réwniez wektorem w obiegu drobnoustrojéw w przyrodzie. Srodowisko surowcéw
spozywczych sprzyja szybkiemu namnazaniu sie drobnoustrojow powodujgc niekorzystne
zjawisko psucia sie zywnosci. Dodatkowym zagrozeniem dla potencjalnego konsumenta jest
obecno$é chorobotwodrczych lub wzglednie chorobotwérczych drobnoustrojow w zywnosci
odpowiedzialnych m.in. za wystepowanie zatru¢ pokarmowych.

Zanieczyszczenie zywnosci drobnoustrojami nastepowaé moze na drodze pierwotnej

lub wtdrnej. Bakterie, wirusy lub grzyby, wskutek zanieczyszczenia droga pierwotng dostajg
sie do zywnosci bezposrednio z surowcdéw roslinnych i zwierzecych. Zanieczyszczenia wtdrne
to takie, ktére pochodzg ze sSrodowiska zewnetrznego w czasie produkcji, przechowywania
lub przygotowywania do konsumpcji. Stanowig je woda, gleba, powietrze, scieki,
opakowania i dodatki do zywnosci, a takie zabiegi zwigzane z procesami produkcji,
magazynowania i dystrybucji sSrodkéw spozywczych.
Gtéwne zagrozenie mikrobiologiczne zywnosci stanowig bakterie: Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, a takie Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes
i Escherichia coli.

Zatrucia pokarmowe stanowig w Polsce powaziny problem. Wiekszo$¢ objawéw
zatrué¢ pokarmowych jest stosunkowo tagodnych, jednak mozliwe sg ich ciezkie, zagrazajgce
zyciu powiktania. Wedtug statystyk Panstwowego Zaktadu Higieny, co roku notuje sie w
Polsce ponad 20 tysiecy bakteryjnych zatru¢ pokarmowych. Na uwage zastuguje rowniez fakt
zwiekszajgcej sie liczby zatrué pokarmowych wywotanych przez enterowirusy, rotawirusy

oraz wirusy zapalenia watroby typu A.
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3.2. Czynniki warunkujace stan mikrobiologiczny zywnosci

Rozwdj przemystu spozywczego w zakresie higieny i technologii zywnosci poszukuje
rozwigzan chronigcych produkty spozywcze przez zanieczyszczeniem i rozwojem
drobnoustrojow. Zabiegi te majg na celu zmiane $rodowiska surowca spozywczego
i gotowego wyrobu w taki sposdb, by stworzyé niekorzystne warunki dla rozwoju
drobnoustrojow. Czynniki wptywajgce na stan mikrobiologiczny zywnosci mozemy podzieli¢
na czynniki Srodowiska zewnetrznego oraz wewnetrznego.

Temperatury wyzsze od maksymalnych (hipermaksymalne) i subminimalne nalezg
do czynnikéw srodowiska zewnetrznego. Temperatury hipermaksymalne to temperatury
wyzsze od maksymalnych dla mozliwosci wzrostu danych gatunkéw drobnoustrojow.
Skutkiem ich dziatania jest smier¢ form wegetatywnych lub/i przetrwalnikowych bakterii
po osiggnieciu tzw. minimalnej temperatury letalnej. Procesy technologiczne wykorzystujgce
temperatury hipermaksymalne do redukcji liczby drobnoustrojdw w zywnosci
to pasteryzacja — wykorzystujgca temperatury do 100°C i sterylizacja, w trakcie ktérej stosuje
sie temperatury powyzej 100°C. Znane sg réwniez procesy upperyzacji, w ktérych do redukgji
drobnoustrojéw wykorzystuje sie szybkie ogrzanie produktu i natychmiastowe jego
ochtodzenie. Tak przebiega np. proces technologicznej obrébki cieplnej mleka (HTST).
Aplikacja subminimalnych temperatur, czyli temperatur nizszych od minimalnych temperatur
wzrostu dla danych gatunkdéw drobnoustrojéw, wykorzystywana jest w procesach chtodzenia
i mrozenia zywnosci. Wptyw zabiegdw termicznych nie zawsze i nie w petni przyczynia sie
do redukcji drobnoustrojéw w zywnosci, pogarszajagc dodatkowo jej wiasciwosci
organoleptyczne.

Peklowanie i wedzenie to metody zaliczane do czynnikéw $rodowiska zewnetrznego
wptywajgcych na stan mikrobiologiczny zywnosci. Peklowanie to zabieg umozliwiajgcy
uzyskanie pozadanej jakosci organoleptycznej produktéw spozywczych. Hamuje on wzrost
wiekszosci drobnoustrojow chorobotwdrczych i odpowiedzialnych za psucie sie zywnosci.
Niebezpieczenstwo dla zdrowia konsumenta stanowié mogg azotyny, ktére w reakcji
z biatkiem tworzg zwigzki rakotworcze. Najwieksze zagrozenie dla cztowieka stanowig

dimetylonitrozoamina (DMNA) i dietylonitrozoamina (DENA).
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Wedzenie jako skuteczna metoda konserwacji zywnosci traci obecnie na znaczeniu.
Dym wedzarniczy to mieszanina wielu zwigzkéw chemicznych takich jak kwasy organiczne,
aldehydy, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, ktére wykazujg dziatanie
rakotwdrcze. Mimo, ze dym wedzarniczy posiada wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jego
skuteczne dziatanie dotyczy jedynie drobnoustrojéw na powierzchni produktu spozywczego.

O rozwoju poszczegdlnych gatunkéw drobnoustrojow decyduje réwniez dostepnosc
tlenu. Zdecydowana wiekszos¢ bakterii, plesni i drozdzy odpowiedzialnych za psucie sie
zywnosci to drobnoustroje tlenowe. Kontrolowanie ilosci tlenu dostepnego dla bakterii
pozwala na eliminacje poszczegbélnych grup drobnoustrojéw. Uzyskuje sie to
przez pakowanie lub przechowywanie produktéw spozywczych w warunkach prézni
lub zwiekszonej zawartosci dwutlenku wegla. Zabiegi te nie zabezpieczajg jednak przed
rozwojem drobnoustrojow beztlenowych i wzglednie beztlenowych, w tym laseczek jadu
kietbasianego. Srodowisko prézni sprzyja rozwojowi licznych gatunkéw bakterii kwasu
mlekowego, ktére wykorzystujac zjawisko antagonizmu miedzybakteryjnego, hamujg wzrost
bakterii chorobotwdrczych. Nadmiar ich jednak moze by¢ przyczyng niekorzystnych zmian

organoleptycznych produktu (skwasnienie).

3.3. Nowe trendy w konserwacji zywnosci i naturalne substancje konserwujgce Zzywnos¢

W ostatnich latach przemyst spozywczy poszukuje nowych, innowacyjnych rozwigzan
w zakresie bezpieczeristwa mikrobiologicznego zywnosci. Wzmozona nieche¢ konsumentéw
do tradycyjnych srodkéw konserwujgcych oraz wzrastajgca opornos¢ organizmow
na ich dziatanie sktaniajg badaczy do poszukiwania nowych metod eliminacji
drobnoustrojow. Tradycyjne metody utrwalania zywnosci powodujg wiele niekorzystnych
zmian w produktach. Wysoka temperatura powoduje utrate niektérych substancji
odzywczych, denaturuje biatka i pogarsza cechy organoleptyczne. Mrozenie produktéw
spozywczych powoduje spadek ich wartosci odzywczych, szczegdlnie podczas diugiego
przechowywania. Oczekiwania konsumentéw skupity sie w ostatnich latach na produktach
naturalnych, nieprzetworzonych, wolnych od konserwantéw, a jednoczesnie bezpiecznych
i przydatnych do spozycia przez jak najdiuzszy czas. W zwigzku z tym uwaga producentow,
technologdéw i mikrobiologdw zywnosci skupita sie na poszukiwaniu nowych rozwigzan w

zakresie bezpieczenstwa zywnosci.
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Zastosowanie wysokich cisnien hydrostatycznych (HHP — High Hydrostatic Pressures),
zwane réwniez metodg konserwacji z zastosowaniem cisnienia hydrostatycznego (HPP —
Hydrostatic Pressure Processing), zyskuje w ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie
badaczy (Hac¢-Szymanczuk i Mroczek, 2006). Po raz pierwszy uzyto wysokich cisnien
hydrostatycznych jako metody konserwacji zywnosci w Stanach Zjednoczonych, gdzie
konserwacji poddawano mleko, soki owocowe, mieso oraz owoce. Natomiast pierwsze
komercyjne produkty wyprodukowane z wykorzystaniem metody wysokich cisnien
hydrostatycznych wprowadzono na rynek w latach dziewieédziesigtych w Japonii.
Byly to dzemy i soki owocowe. Podjeto réwniez udane préby inaktywacji patogennych
bakterii w mleku ludzkim, zastepujgc tym samym termiczng metode jego pasteryzacji
(Chawla i wsp., 2011).

Metoda pulsacyjnego pola elektrycznego (PEF — Pulse Electric Field) polega
na poddaniu produktéw krétkotrwatym impulsom elektrycznym o wysokiej intensywnosci.
Mechanizm przeciwbakteryjnego dziatania pulsacyjnego pola elektrycznego polega
na zmianie potencjatu elektrycznego w btonach komérek bakteryjnych, co skutkuje
uszkodzeniem i $miercig bakterii. Metoda ta znalazta zastosowanie w konserwacji sokéw
owocowych, miesa, warzyw i mleka, masy jajowej. Skuteczno$é¢ metody PEF pordwnywana
jest ze skutecznoscig obrébki cieplnej produktow spozywczych. Niewatpliwg zaletg metody
jest zachowanie wartosci odzywczej wyrobow.

Jedng z najwczesniej wdrozonych metod konserwacji zywnosci jest sterylizacja
radiacyjna. Pierwsze préby jej zastosowania podjeto w latach szesc¢dziesigtych XX wieku
w Stanach Zjednoczonych. W technologii tej metody wykorzystuje sie zjawiska
radapertyzacji, radycyzacji i raduryzacji, polegajace na zastosowaniu réznych dawek
promieniowania. Raporty WHO wskazujg, ze zastosowanie dawek promieniowania do 10 kGy
zapewnia bezpieczenstwo mikrobiologiczne zywnosci i nie stanowi zagrozenia dla zdrowia
ludzi (Molenda, 2007). Metode tg wykorzystuje sie obecnie w kilkudziesieciu krajach swiata,
m.in. w Stanach Zjednoczonych, Chinach i Francji. W Polsce dopuszcza sie sterylizacje
radiacyjng przypraw suchych i suszonych warzyw. Mimo, iz sterylizacja radiacyjna zywnosci
jest metoda skuteczng, zatwierdzong przez Miedzynarodowg Komisje Kodeksu
Zywnosciowego dziatajacg pod kuratela WHO, stosowanie jej budzi watpliwoéci i obawy

konsumenta.
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Wraz ze wzrostem wymagan konsumentéw, co do jakosci mikrobiologicznej
i trwatosci produktow spozywczych, wzrosta w ostatnich latach ilo$¢ badan
nad poszukiwaniem i wykorzystaniem naturalnych substancji konserwujgcych zywnosc.
Stosowanie chemicznych dodatkéw funkcjonalnych do zywnosci budzi obawy konsumentéw,
ktorzy uwazajg je za zwigzki syntetyczne, nienaturalne, moggce by¢ przyczyng reakcji
alergicznych, zatru¢ i innych schorzen. Stosowanie chemicznych dodatkéw do zywnosci,
wedtug opinii konsumentéw, jest réwniez celowym zabiegiem producentéw dla ukrycia ztej
jakos$ci produktéw. Mimo, iz granica miedzy ,naturalnym” a ,syntetycznym” dodatkiem
do zywnosci jest umowna i ze wzgledu na powstawanie nowych technologii coraz bardziej
sie zaciera, konsumenci majg zazwyczaj wieksze zaufanie do naturalnych metod utrwalania
zywnosci. Siegaja chetniej po produkty konserwowane metodami naturalnymi, opartymi na
tradycyjnych recepturach.

Naturalne substancje konserwujgce stanowig zatem aktualny przedmiot
zainteresowania badaczy, ktérzy coraz czesciej poszukuja nowych substancji, analizujac
mozliwosci ich zastosowania w zapewnieniu bezpieczenstwa zywnosci.

Naturalne biokonserwanty to zwigzki chemiczne pochodzgce z tkanek roslinnych,
zwierzecych i mikroorganizméw, oraz ich metabolity. Substancje te zapobiegajg rozktadowi
produktédw spozywczych w rdzny sposdéb. Mechanizm dziatania naturalnych konserwantéw
polega na hamowaniu wzrostu drobnoustrojow i niektérych reakcji enzymatycznych
odpowiedzialnych za niepozgdane zmiany w zywnosci. Naturalne zwigzki konserwujace
zywnos$¢ zyskujg w ostatnich latach na znaczeniu, poniewaz wywierajg znikome,
badz nie wywierajg zadnych skutkéw ubocznych dla konsumenta.

Zmiany preferencji konsumentdéw zywnosci wymuszajg na jej producentach, pomimo
wyzszych kosztow produkcji, coraz powszechniejsze stosowanie naturalnych konserwantéw.
Istotg ich stosowania jest otrzymywanie produktéw o wysokiej, niezmienionej wartosci
odzywczej, wolnej od szkodliwych, chemicznych substancji, a takie bezpiecznej
pod wzgledem mikrobiologicznym. Naturalne biosubstancje stosuje sie réwniez w celach
technologicznych, np. dla zahamowania niekorzystnych zmian koloru, konsystencji, smaku
i poprawy innych parametréw organoleptycznych. Wydaje sie, ze réwniez cystatyna biatka

jaja kurzego mogtaby spetnia¢ wymagania w tym zakresie.
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Il. CEL PRACY

Z uwagi na coraz wieksze zainteresowanie naturalnymi substancjami pochodzacymi z jaj
ptakdw oraz dotychczasowymi wynikami badan wskazujgcymi na aktywnos¢ tych substancji
przeciw drobnoustrojom, podjeto prébe doswiadczalnej oceny wyzej wymienionej
aktywnosci w odniesieniu do cystatyny. Istniejg nieliczne wyniki badan na temat aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja kurzego. Dostepne Zrddfa literaturowe
pozwalajg na uzasadnione przypuszczenie, ze moze ona wykazywaé dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe wobec drobnoustrojéw zwigzanych z przemystem spozywczym
(Wesierska i wsp., 2005).

Celem badan byta ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej biopreparatéw cystatyny
biatka jaja kurzego poprzez zastosowanie metod oznaczania minimalnego stezenia

hamujgcego (MIC) cystatyny oraz wyznaczania krzywych przezycia bakterii w jej Srodowisku.
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lll. MATERIAL | METODY

Przeprowadzone badania sktadaty sie z nastepujgcych etapdw:

e okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) biopreparatéw cystatyny,
e wyznaczenie krzywych przezycia badanych szczepdw testowych w sSrodowisku

ptynnym z dodatkiem biopreparatéw cystatyny.

Materiat badawczy

1. Roztwdr cystatyny biatka jaja kurzego

Do badan wykorzystano biopreparat cystatyny wyizolowany z biatka jaja kurzego
zmodyfikowang metodg opartg na chromatografii powinowactwa w Katedrze i Zakfadzie
Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

W badaniach wykorzystano nastepujgce roztwory macierzyste cystatyny biatka jaja
kurzego:

e roztwdr macierzysty cystatyny biatka jaja kurzego w formie monomerycznej
o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej albuminy wotowej (BSA)
oraz z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS),

e roztwdr macierzysty cystatyny biatka jaja kurzego w formie dimerycznej
o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej albuminy wotowe] (BSA)

oraz z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS).
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2. Szczepy testowe

Szczepy testowe wykorzystywane w badaniach pozyskano z kolekcji szczepow testowych
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii

Nauk we Wroctawiu. Do badan wykorzystano nastepujace szczepy testowe:

e Escherichia coli ATCC 23811
e Escherichia coli ATCC 8739
e Escherichia coli ATCC 25922
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Staphylococcus aureus ATCC 6538

e Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843
e Proteus vulgaris ATCC 6380
e Proteus vulgaris ATCC 13315

23



3. Podtoza mikrobiologiczne

Podtoza mikrobiologiczne wykorzystane w badaniach, oraz ich zastosowanie przedstawiono

w Tabeli 1.

Tabelal. Podtoza mikrobiologiczne wykorzystane w badaniach.

Podtoze mikrobiologiczne (producent)

Zastosowanie

Chromocult® Coliform Agar (Merck)

Odzyskiwanie szczepow testowych E. coli,

oznaczanie liczby bakterii z grupy coli

Agar BGA z zielenig brylantowa, czerwienig

fenolowa, laktozg i sacharozg (Merck)

Odzyskiwanie szczepow testowych

Salmonella enterica, wykrywanie obecnosci

pateczek Salmonella

Pseudomonas Selective Agar (Merck) Odzyskiwanie szczepow testowych
Pseudomonas aeruginosa

Agar Baird — Parkera wybidrczy (Merck) Odzyskiwanie szczepow testowych
Staphylococcus aureus, wykrywanie
obecnosci  gronkowcéw  koagulazo -
dodatnich

Agar Muellera Hinton (Merck) Oznaczanie minimalnego stezenia

hamujacego (MIC)

Bulion Muellera Hinton (Merck)

Namnazanie szczepow testowych

Zbuforowana woda peptonowa (Merck)

Rozcienczenia
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Metody badawcze

1. Przygotowanie szczepow testowych

Szczepy testowe namnazano w 18 — godzinnej hodowli w bulionie Muellera Hinton
w temperaturze 37°C, nastepnie trzykrotnie odwirowywano (3000 obrotéw na minute
przez 15 minut) i przemywano ptynem fizjologicznym. Komorki bakteryjne zawieszano
w plynie fizjologicznym i standaryzowano ich liczbe do ok. 10%tk x ml™. Nastepnie,
przygotowujgc materiat do oznaczania minimalnego stezenia hamujgcego, rozcieficzano
zawiesine komoérek bakteryjnych do odpowiednich koncentracji przyjetych dla oznaczania

minimalnego stezenia hamujgcego oraz wyznaczania krzywych przezycia drobnoustrojéw.

2. Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC)

Do oznaczenia minimalnego stezenia hamujgcego cystatyny biatka jaja kurzego
wykorzystano metode rozcieficzen biopreparatu w agarze.

Zestalone na poszczegolnych szalkach Petriego podtoze agarowe Muellera — Hinton

przygotowano tak, aby w 1 ml tego podtoza stezenie cystatyny wynosito odpowiednio:

e 80ug

e 100 pug
e 120pug
e 150 pug
e 300 pug

Przygotowano zawiesine komodrek bakteryjnych o gestosci 0,5 w skali McFarlanda.
Po doktadnym wymieszaniu, na uprzednio przygotowane szalki Petriego o réznym stezeniu
cystatyny, nanoszono w sposéb punktowy 2 pl zawiesiny poszczegdlnych szczepow
bakteryjnych. Inkubacje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C przez
24 godziny. Réwnoczes$nie prowadzono inkubacje prébek kontrolnych, ktére stanowity szalki
Petriego z naniesionym inoculum bakteryjnym bez dodatku cystatyny w podfozu agarowym.
Oznaczenia wykonano w 5 powtdrzeniach dla kazdego szczepu testowego. Po okreslonym

czasie inkubacji dokonano oceny wzrostu poszczegdlnych szczepdw testowych na podtozach
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agarowych. Ptytki agarowe bez dodatku biopreparatu cystatyny uznano za dodatnig prébe
kontrolna.

Zgodnie z zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci EUCAST
(European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing), za minimalne stezenie
hamujgce przyjeto najmniejsze stezenie biopreparatu cystatyny hamujgce wzrost bakterii w

badaniach in vitro.

3. Wyznaczanie krzywych przezycia

Przygotowang wczesniej zawiesine szczepow testowych standaryzowano uzyskujac
liczbe komdérek bakteryjnych ok. 104jtk x ml™.

Do 8,9 ml ptynnego podtoza Muellera-Hinton dodawano 1 ml roztworu macierzystego
cystatyny (stezenie 1000 pg/ml) oraz 0,1 ml przygotowanej wczesniej zawiesiny komorek
bakteryjnych o wystandaryzowanej liczbie ok. 10%tk/ml. Prébki kontrolne przygotowano
podobnie, dodajgc do 9,9 ml ptynnego podtoza Muellera-Hinton 0,1 ml zawiesiny komorek
bakteryjnych o koncentracji 10 jtk/ml.

Tak przygotowane prébki inkubowano w temperaturach 20°C oraz 37°C wykonujac
jednoczesnie oznaczenia liczby bakterii podczas inkubacji.

Oznaczenia liczby bakterii wykonywano w czasie 0 — bezposrednio po ich
wprowadzeniu do roztworu oraz po 2, 4, 8, 12 i 24 godzinach inkubacji w kazdej z
wymienionych temperatur. Oznaczenia liczby bakterii wykonywano poprzez odzyskiwanie
ich na podtozach wybidrczych, odpowiednich dla danego szczepu bakteryjnego. Do oznaczen
tych wykorzystano metode ptytkowg NPL (Burbianka i wsp., 1983). Oznaczenia wykonano w
7 powtdrzeniach dla kazdego szczepu testowego.

Na podstawie uzyskanych wynikow oznaczen liczby bakterii wyznaczono krzywe
przezycia badanych szczepow testowych w srodowisku ptynnego podtoza Muellera-Hinton z
dodatkiem roztworu macierzystego cystatyny biatka jaja kurzego, zaréwno w postaci

monomeru, jak i dimeru cystatyny.
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IV. WYNIKI

1. Minimalne Stezenie Hamujgce (MIC)

Oznaczono minimalne stezenie hamujace (MIC) nastepujgcych macierzystych
roztworow cystatyny:
1. roztwdr macierzysty cystatyny biatka jaja kurzego w formie monomerycznej
o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej albuminy wotowe] (BSA)
oraz z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS),
2. roztwor macierzysty cystatyny biatka jaja kurzego w formie dimerycznej
o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej albuminy wotowej (BSA)

oraz z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS).

Wyniki przeprowadzonych oznaczed minimalnego stezenia hamujgcego (MIC)
za pomocg metody rozcieiczen biopreparatu cystatyny w agarze przedstawiono w tabelach
2-23. Za minimalne stezenie hamujgce przyjeto minimalne stezenie cystatyny powodujgce
redukcje liczebnosci badanych szczepéw testowych. W zaleznosci od zastosowanego
roztworu oraz przyjetego stezenia cystatyny, po 24 godzinach doswiadczenia, uzyskano efekt
zahamowania wzrostu wszystkich szczepdéw testowych w srodowisku cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej, z wyjgtkiem bakterii z rodzaju Proteus sp. (Tabele 11-12

i 22-23).
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1.1 Minimalne steienie hamujgce cystatyny w formie monomerycznej w surowiczej

albuminie wotowej (BSA) z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS)

Tabela 2.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) monomeru cystatyny dla Escherichia

coli ATCC 23811.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 3.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) monomeru cystatyny dla Escherichia

coli ATCC 8739.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 4.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) monomeru cystatyny dla Escherichia

coli ATCC 25922.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 5.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC)

aeruginosa ATCC 9027.

monomeru cystatyny dla Pseudomonas

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 6.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) monomeru cystatyny dla Pseudomonas

aeruginosa ATCC 15442,

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 7.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) monomeru cystatyny dla Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 8.
Oznaczanie

minimalnego
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

stezenia

hamujacego (MIC) monomeru

cystatyny dla

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 9.
Oznaczanie

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

minimalnego

stezenia

hamujacego (MIC) monomeru

cystatyny dla

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 10.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) monomeru cystatyny dla Salmonella

enterica subsp. enterica PCM 843.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 11.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) monomeru cystatyny dla Proteus

vulgaris ATCC 6380.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 12.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) monomeru cystatyny dla Proteus

vulgaris ATCC 13315.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

1.2. Minimalne stezenie hamujace cystatyny w formie dimerycznej w surowiczej albuminie

wotowej (BSA) z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS)

Tabela 13.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Escherichia coli

ATCC 23811.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 14.
Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Escherichia coli
ATCC 8739.

Nr probki Dodatek biopreparatu (pg x ml™)
80 100 120 150 300
1 + - - - -
2 + - - - -
3 + - - - -
4 - - - - -
5 + - - - -
kontrola + + + + +

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 15.
Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Escherichia coli
ATCC 25922.

Nr prébki Dodatek biopreparatu (pg x ml™)
80 100 120 150 300
1 + - - - -
2 + - - - -
3 + - - - -
4 + - - - -
5 + - - - -
kontrola + + + + +

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 16.

Oznaczanie minimalnego stezenia

aeruginosa ATCC 9027.

hamujacego (MIC) dimeru cystatyny dla Pseudomonas

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 17.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) dimeru cystatyny dla Pseudomonas

aeruginosa ATCC 15442,

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 18.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 19.

Oznaczanie minimalnego stezenia
aureus ATCC 25923.

hamujacego (MIC) dimeru cystatyny dla Staphylococcus

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 20.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) dimeru cystatyny dla Staphylococcus

aureus ATCC 6538.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 21.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) dimeru cystatyny dla Salmonella

enterica subsp. enterica PCM 843.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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Tabela 22.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Proteus vulgaris

ATCC 6380.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml™)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost

Tabela 23.

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) dimeru cystatyny dla Proteus vulgaris

ATCC 13315.

Nr prébki

Dodatek biopreparatu (ug x ml'l)

80

100

120

150

300

+

+

4

5

+

kontrola

+

+ widoczny makroskopowo wzrost
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2. Krzywe przezycia szczepow testowych

2.1. Escherichia coli
2.1.1. Escherichia coli ATCC 23811

W prébkach z dodatkiem 100 pg x ml™ biopreparatu cystatyny zaréwno w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, najwieksza redukcja szczepu testowego wystgpita
po 4 godzinach inkubacji. Po 12 godzinach trwania doswiadczenia w temperaturze 20°C
liczba bakterii Escherichia coli w srodowisku monomeru i dimeru cystatyny, nie réznifa sie
istotnie od wyjsciowej liczby komérek bakteryjnych przyjetych w godzinie 0 doswiadczenia.
W kolejnych godzinach inkubacji nastepowat wzrost liczby bakterii, a po 24 godzinach
inkubacji liczba drobnoustrojéow w prébkach z dodatkiem monomeru i dimeru cystatyny
nie rdznita sie znamiennie od liczby bakterii w prébkach kontrolnych.

W prébkach inkubowanych w temperaturze 37°C z dodatkiem 100 pg x ml™
biopreparatu cystatyny, zaréowno w formie monomerycznej oraz dimerycznej, po pierwszych
4 godzinach inkubacji liczba komérek bakteryjnych byta najnizsza w stosunku do wyjsciowej
liczby bakterii. Nastepnie zaobserwowano stopniowy wzrost liczby bakterii w srodowisku
monomeru i dimeru cystatyny, a po 8 godzinach inkubacji liczba bakterii przewyzszata
wyjsciowa liczbe bakterii przyjetg na poczatku inkubacji (czas 0).

W probkach kontrolnych bez dodatku biopreparatu liczba bakterii w pierwszych
4 godzinach inkubacji w temperaturze 20°C nie rdéznita sie znacznie od wyjsciowej liczby
bakterii, po czym nastepowat istotny wzrost liczby komdrek bakteryjnych przez caty czas
inkubacji. W prébkach kontrolnych inkubowanych w temperaturze 37°C stwierdzono wzrost

liczby bakterii przez caty czas doswiadczenia.
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Rycina 1la. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 23811 na podfozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mil)

10

0 4 8 12 16 20 24

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 20°C

czas inkubac)i [h]

~“—monomer cystatyny  —=dimer cystatyny " kontrola

Rycina 1b. Poréwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 23811 na podtozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

10

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 20°C

czas inkubacji [h]

" ystatyny ~ Wdimercystatyny  “k
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Rycina 1c. Pordwnanie Srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 23811

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.

11

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 20°C

10

= o
1 T dn
F o

ronamer cystatyny

dimer cystatyny

kontrala

= 12h
—- 24h

Rycina 1d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 23811 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x mI™) (log jtk x mI™)
(godziny) Srednia | SD SE | érednia SD SE érednia SD SE

2 2,75 0,31 | 0,11 2,97 0,30 | 0,11 4,15 0,23 | 0,08
4 1,65 0,20 | 0,07 1,88 0,27 | 0,10 4,35 0,26 | 0,09
8 2,45 0,28 | 0,10 2,82 0,33 | 0,12 6,10 0,33 | 0,12
12 4,02 0,24 | 0,09 4,02 0,47 | 0,17 8,05 0,38 | 0,14
24 8,05 0,31 | 0,11 7,48 0,46 | 0,17 8,90 0,59 | 0,22
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Rycina 2a. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 23811 na podfozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

liczba bakterii [jkt/mi)

12

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 37°C

0 4 8 12 16 20 24

czas inkubacji [h]

~—&-—monomer cystatyny  ——dimer cystatyny " kontrola

Rycina 2b. Poréwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 23811 na podtozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

12

10

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 37°C

czas inkubacji [h]

" Y y ®dimercystatyny
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Rycina 2c. Pordwnanie Srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 23811

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.

12

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 37°C

1Mt

10 F

| =
1 2 4n
F 6h

ronamer cystatyny

dimer cystatyny

kontrala

= 12h
—- 24h

Rycina 2d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 23811 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) Srednia SD SE $rednia SD SE Srednia SD SE

2 370 | 031|011 | 351 0,40 | 0,15 4,23 0,25 | 0,09
4 200 | 027 | 010 210 | 039 | 014 | 482 | 043 | 0,16
8 3,14 | 032 | 012 | 339 0,33 | 0,12 7,05 0,51 | 0,19
12 454 | 0729 | 010 | 439 0,41 | 0,15 9,55 0,37 | 0,13
24 9,45 050 | 018 | 974 0,49 | 0,18 9,89 0,61 | 0,23
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2.1.2. Escherichia coli ATCC 8739

W prébkach z dodatkiem 100 pg x ml™t biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, najwiekszg redukcje wzrostu liczby bakterii odnotowano
po pierwszych 4 godzinach inkubacji. Nastepnie, w trakcie inkubacji prébek z dodatkiem
biopreparatéw nastepowat wzrost liczby komorek bakteryjnych, i po uptywie ok. 10 godzin
inkubacji w temperaturze 20°C liczba bakterii osiggata poziom zblizony do liczby wyjsciowej
drobnoustrojéw w poczatkowej fazie inkubacji (czas 0). W temperaturze 37°C stabilizacja
liczby bakterii w prébkach z dodatkiem biopreparatéw ponizej poziomu wyjsciowego
utrzymywata sie do ok. 8 godziny inkubacji. Po tym czasie liczba drobnoustrojéw istotnie
wzrastata przez caty czas inkubacji.
W prébkach kontrolnych w temperaturze 20°C liczba bakterii nieznacznie wzrastata
w pierwszych 4 godzinach inkubacji, po czym nastepowat jej istotny wzrost. W temperaturze
37°C statystycznie istotny wzrost liczby bakterii Escherichia coli nastepowat przez caty czas

inkubaciji.

Rycina 3a. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podfozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 20°C

[+
"
A VT

4

3 i
>z
=
=
= T e
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\‘\ p——
2 +
0
[ Rl 8 12 16 20 24
czas inkubacji [h]
“monomer cystatyny “dimer cystatyny kontrola
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Rycina 3b. Poréwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 8739 na podfozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

10

o

=

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 20°C

czas inkubacji [h]

- ystatyny M dimer cystatyny  © kontrola
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Rycina 3c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podfozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.

10

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 20°C

ronamer cystatyny

dimer cystatyny
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| == 2n
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& 12h
=

Rycina 3d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x mI™) (log jtk x mI™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 2,85 0,28 | 0,10 2,91 0,33 | 0,12 4,12 0,20 | 0,07
4 2,11 0,27 | 0,10 2,13 0,32 | 0,12 4,43 0,20 | 0,07

3,01 0,24 | 0,09 3,13 0,30 | 0,11 6,26 0,21 | 0,07
12 4,51 0,23 | 0,08 4,60 0,25 | 0,09 8,11 0,25 | 0,09
24 7,83 0,52 | 0,19 7,98 0,40 | 0,15 8,62 0,30 | 0,11
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Rycina 4a. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podfozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

liczba bakterii [jkt/mi)

12

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 37°C

0 4 8 12 16 20 24

czas inkubacji [h]

~—&-—monomer cystatyny  ——dimer cystatyny " kontrola

Rycina 4b. Pordwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 8739 na podtozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

12

10

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 37°C

czas inkubacji [h]

- ¥ ¥ dimer cy y “kontrola
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Rycina 4c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podfozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.

12

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 37°C
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Rycina 4d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 8739 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,48 0,37 | 0,13 3,58 0,40 | 0,15 4,39 0,36 | 0,13
4 2,42 0,34 | 0,12 2,35 0,34 | 0,12 5,07 0,51 | 0,19
8 3,87 0,45 | 0,17 3,92 0,46 | 0,17 7,45 0,53 | 0,20
12 5,50 0,35 | 0,13 5,69 0,41 | 0,15 9,20 0,48 | 0,18
24 9,80 0,52 | 0,19 9,98 0,39 | 0,14 9,90 0,58 | 0,21
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2.1.3. Escherichia coli ATCC 25922

Podobnie jak w przypadku szczepu Escherichia coli ATCC 8739, w probdwkach
z dodatkiem 100 pg x mi™? biopreparatu cystatyny w formie monomerycznej
oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton w temperaturze 20°C
oraz 37°C, najwiekszg redukcje liczby bakterii, w pordwnaniu z prébkami kontrolnymi,
zaobserwowano w pierwszych 4 godzinach inkubacji. Efekt redukcji liczby komodrek
bakteryjnych ponizej wyjsciowej liczby bakterii (czas 0) utrzymywat sie do ok. 10 godziny
inkubacji. Po tym czasie liczba bakterii, zarowno w probdéwkach z dodatkiem monomeru
oraz dimerucystatyny, znaczaco wzrastata. W temperaturze 37°C liczba bakterii
w probdéwkach z dodatkiem biopreparatéw ulegta najistotniejszej redukcji w 4 godzinie
od posiewu. W temperaturze tej efekt hamowania wzrostu bakterii do poziomu wyjsciowego
(czas 0) utrzymywat sie do okoto 8 godziny inkubacji.

W prébkach kontrolnych, pozbawionych dodatku biopreparatéw cystatyny,
w temperaturze 20°C liczba komérek Escherichia coli ATCC 25922 po uptywie 4 godzin
od posiewu nie réznifa sie istotnie od wyjsciowej liczby bakterii. Po tym czasie nastepowat
znaczacy wzrost liczby bakterii w czasie trwania eksperymentu, szczegdlnie do 12 godziny
inkubacji. Prébki kontrolne inkubowane w temperaturze 37°C charakteryzowaty sie istotnym

wzrostem liczby bakterii szczegdlnie do 12 godziny inkubacji.
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Rycina 5a. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na podftozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mi]
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Escherichia coli ATCC 25922 w temperaturze 20°C
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Rycina 5b. Poréwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 25922 na podtozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 pug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

10

Escherichia coli ATCC 25922 w temperaturze 20°C

czas inkubacji [h]
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Rycina 5c. Porownanie srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCCC 25922

na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w

temperaturze 20°C.
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Rycina 5d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubaciji (log jtk x ml'l) (log jtk x ml'l) (log jtk x ml'l)
(godziny)

Srednia SD SE Srednia SD SE Srednia SD SE
2 2,49 0,36 | 0,13 2,26 0,26 0,09 4,16 0,26 0,09
4 1,91 0,27 | 0,10 1,89 0,30 0,11 4,25 0,24 0,09
8 3,24 0,37 | 0,13 3,11 0,34 0,12 6,10 0,27 0,10
12 4,11 0,27 | 0,10 4,27 0,40 0,15 8,15 0,38 0,14
24 7,90 0,33 | 0,12 8,09 0,46 0,17 8,30 0,37 0,13
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Rycina 6a. Krzywe przezycia szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na podftozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

liczba bakterii [jkt/mi]
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Rycina 6b. Poréwnanie wzrostu Escherichia coli ATCC 25922 na podtozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 6¢c. Porownanie Srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCCC 25922

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 6d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 ug

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x mI™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,50 0,33 | 0,12 3,78 0,51 | 0,19 4,33 0,27 | 0,10
4 2,06 0,28 | 0,10 2,49 0,35 | 0,13 4,90 0,51 | 0,19
8 4,26 0,28 | 0,10 4,43 0,46 | 0,17 7,13 0,41 | 0,15
12 5,10 0,30 | 0,11 5,17 0,47 | 0,17 9,40 0,53 | 0,20
24 9,24 0,59 | 0,22 9,57 0,51 | 0,19 9,92 0,50 | 0,18
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2.2. Pseudomonas aeruginosa

2.2.1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

W materiale badawczym z dodatkiem 100 pg x ml™? biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanym w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, najwiekszy spadek liczby bakterii testowych odnotowano
po ok. 2 godzinach od posiewu. Nastepnie odnotowano stopniowy wzrost liczby bakterii,
a ich stabilizacja ponizej wyjsciowej liczby bakterii (czas 0) utrzymywata sie do ok. 10 godziny
inkubacji w temperaturze 20°C oraz 8 godziny inkubacji w temperaturze 37°C.

W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.

Rycina 7a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
Pseudomonas aeruginosa 9027 w temperaturze 20°C
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Rycina 7b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Pseudomonas aeruginosa 9027 w temperaturze 20°C
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Rycina 7c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 9027 na podfozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
FPseudomonas aeruginosa ATCC 9027 w temperaturze 20°C
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Rycina 7d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100

pUg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubadji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE Srednia SD SE $rednia SD SE

2 220 | 030 | 011 | 241 032 | 012 | 4,22 0,27 | 0,10
4 2,40 | 0,25 | 0,09 | 2,49 033 | 0,12 | 4,62 0,28 | 0,10
8 335 | 028|010 | 3,78 0,30 | 0,11 5,42 0,34 | 0,12
12 413 | 031 | 011 | 4,31 029 | 0,10 | 6,24 0,42 | 0,15
24 692 | 043|016 | 7,19 0,46 | 0,17 7,52 0,47 | 0,17
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Rycina 8a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podfozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.
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Rycina 8b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 8c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 9027 na podfozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.
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Rycina 8d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100

g monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x mI™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,15 0,28 | 0,10 3,23 0,30 0,11 4,68 0,26 | 0,09
4 3,27 0,32 | 0,12 3,38 0,32 | 0,12 5,28 0,24 | 0,09
8 3,97 0,35 | 0,13 4,10 0,31 0,11 6,22 0,34 | 0,12
12 6,23 0,32 | 0,12 6,15 0,47 0,17 8,43 0,40 | 0,15
24 9,06 0,63 | 0,23 9,26 0,56 | 0,21 9,34 0,50 | 0,18
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2.2.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

W prébkach z dodatkiem 100 pg x ml™t biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, liczba bakterii ulegta istotnej redukcji po 4 godzinach
od posiewu. Od ok. 10 godziny od posiewu odnotowano wzrost liczby komorek bakteryjnych
powyzej liczby bakterii przyjetej na poczatku doswiadczenia (czas 0). Inkubacja tych samych
probek w temperaturze 37°C charakteryzowata sie najwiekszg redukcjg liczby bakterii
po okoto 2 godzinach od posiewu w przypadku prébek z dodatkiem monomeru cystatyny
oraz po okoto 4 godzinach od posiewu w przypadku prébek z dodatkiem dimeru cystatyny.
Stopien redukcji liczby bakterii ponizej poziomu wyjsciowego (czas 0) utrzymywat sie
do 8 godziny inkubacji dla prébek z dodatkiem monomeru i dimeru cystatyny inkubowanych
w temperaturze 37°C.

W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.
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Rycina 9a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu
Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.

Pseudomonas aeruginosa 15442 w temperaturze 20°C

10

liczba bakterii [jkt/mi]

0 4 8 12 16 20 29
czas Inubacji [h]

~-=monomer cystatyny  —“dimer cystatyny “kontrola =

Rycina 9b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.
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Rycina 9c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.
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Rycina 9d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem

100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubaciji (log jtk x mI™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 2,66 0,23 | 0,08 2,74 0,31 | 0,11 4,42 0,27 | 0,10
4 2,70 0,23 | 0,08 2,47 0,41 | 0,15 4,93 0,23 | 0,08
8 3,88 0,23 | 0,08 3,50 0,37 | 0,13 5,68 0,26 | 0,09
12 4,85 0,28 | 0,10 4,60 0,28 | 0,10 6,77 0,30 | 0,11
24 6,87 0,42 | 0,15 6,68 0,38 | 0,14 7,57 0,37 | 0,13
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Rycina 10a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.
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Rycina 10b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu Muellera

- Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 10c. Porownanie Srednich ilosci bakterii szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC

15442 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 10d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem

100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubadji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,16 0,34 | 0,12 3,10 0,21 | 0,07 4,75 0,27 | 0,10
4 3,65 0,31 | 0,11 3,06 0,33 | 0,12 5,69 0,24 | 0,09
8 4,15 0,31 | 0,11 3,97 0,36 | 0,13 7,00 0,37 | 0,13
12 6,20 0,35 | 0,13 5,99 0,39 | 0,14 8,29 0,33 | 0,12
24 8,90 0,40 | 0,15 8,78 0,40 | 0,15 9,22 0,36 | 0,13
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2.2.3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

W prébkach z dodatkiem 100 pg x ml™t biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w temperaturze 20°C oraz 37°C w ptynnym
podtozu Muellera - Hinton, liczba bakterii ulegta istotnej redukcji po ok. 2 godzinach
od posiewu. Od ok. 8 godziny od posiewu, w obu temperaturach inkubacji, odnotowano
wzrost liczby komodrek bakteryjnych powyzej liczby bakterii przyjetej na poczatku
doswiadczenia (czas 0).

W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.

Rycina 11a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
Pseudomonas aeruginosa 27853 w temperaturze 20°C
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Rycina 11b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu Muellera

- Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Pseudomonas aeruginosa 27853 w temperaturze 20°C
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Rycina 11lc. Porownanie Srednich ilosci bakterii szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.
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Rycina 11d. Liczebnos$¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem

100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubagiji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 2,46 0,25 | 0,09 2,31 0,34 | 0,12 4,60 0,24 | 0,09
4 2,78 0,25 | 0,09 2,86 0,37 | 0,13 4,92 0,24 | 0,09
8 4,06 0,36 | 0,13 3,92 0,43 | 0,16 5,69 0,27 | 0,10
12 5,12 0,22 | 0,08 4,89 0,42 | 0,15 6,64 0,28 | 0,10
24 6,89 0,39 | 0,14 7,03 0,39 | 0,14 7,60 0,38 | 0,14
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Rycina 12a. Krzywe przezycia szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.
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Rycina 12b. Poréwnanie wzrostu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu Muellera

- Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 12c. Porownanie Srednich ilosci bakterii szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 12d. Liczebnos$¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem

100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x ml'l) (log jtk x ml'l) (log jtk x ml'l)
(godziny) - - -

Srednia SD SE Srednia SD SE Srednia SD SE
2 3,16 0,34 | 0,12 3,00 0,25 0,09 4,68 0,24 | 0,09
4 3,38 0,36 | 0,13 3,21 0,31 0,11 5,46 0,33 0,12
8 4,14 0,32 | 0,12 4,05 0,35 0,13 6,35 0,24 | 0,09
12 6,19 0,31 | 0,11 5,69 0,40 0,15 8,43 0,25 0,09
24 9,01 0,40 | 0,15 8,79 0,49 0,18 9,31 0,46 0,17
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2.3. Staphylococcus aureus
2.3.1. Staphylococcus aureus ATCC 25923

W prébkach z dodatkiem 100 pg x ml™t biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, liczba bakterii ulegta znaczacej redukcji po ok. 4 godzinach
inkubacji. Wzrost liczby komodrek bakteryjnych powyzej liczby bakterii w godzinie 0
doswiadczenia nastgpit po 6 godzinach inkubacji, zaréwno w temperaturze 20°Ci 37°C.
W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.

Rycina 13a. Krzywe przezycia szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podiozu
Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
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Rycina 13b. Poréwnanie wzrostu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.
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Rycina 13c. Porownanie srednich ilosci bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923
na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.
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Rycina 13d. Liczebnos¢ [srednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]
szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100

g monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubaciji (log jtk x mI™) (log jtk x mI™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,50 0,53 | 0,20 3,21 0,36 | 0,13 4,68 0,45 | 0,17
4 3,01 0,40 | 0,15 2,95 0,34 | 0,12 5,16 0,30 | 0,11
8 5,12 0,30 | 0,11 4,91 0,47 | 0,17 7,01 0,37 | 0,13
12 7,91 0,29 | 0,10 7,72 0,45 | 0,17 8,91 0,54 | 0,20
24 8,61 0,43 | 0,16 8,53 0,40 | 0,15 9,68 0,53 | 0,20
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Rycina 14a. Krzywe przezycia szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podtozu
Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.
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Rycina 14b. Poréwnanie wzrostu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 14c. Porownanie srednich ilosci bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 14d. Liczebnos¢ [srednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na podifozu Muellera - Hinton z dodatkiem

100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) Srednia SD SE $rednia SD SE Srednia SD SE

2 3,80 0,44 | 0,16 | 3,49 0,35 | 0,13 4,98 0,37 | 0,13
4 3,21 0,28 | 0,10 | 3,09 0,34 | 0,12 6,01 0,29 | 0,10
8 5,60 0,59 | 0,22 5,50 0,39 | 0,14 8,18 0,66 | 0,24
12 8,70 0,30 | 0,11 | 8,52 0,49 | 0,18 9,23 0,44 | 0,16
24 9,57 0,66 | 0,24 | 9,40 0,45 | 0,17 | 10,01 | 0,50 | 0,18
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2.3.2. Staphylococcus aureus ATCC 6538

W prébkach z dodatkiem 100 pg x mlt biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, najwiekszy stopien redukcji liczby bakterii zaobserwowano
po okoto 4 godzinach inkubacji. Wzrost liczby komodrek bakteryjnych powyzej liczby bakterii
w godzinie 0 doswiadczenia nastgpit po okoto 6 godzinach inkubacji, zaréwno
w temperaturze 20°Ci 37°C.
W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.

Rycina 15a. Krzywe przezycia szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podiozu

Muellera- Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
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Rycina 15b. Poréwnanie wzrostu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podfozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

liczba bakterii [jkt/mi]
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Rycina 15c. Pordwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538

na podiozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.
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Rycina 15d. Liczebnos¢ [srednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]

szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) Srednia SD SE $rednia SD SE Srednia SD SE

2 3,86 0,44 | 0,16 | 3,96 0,29 | 0,10 4,29 0,37 | 0,13
4 3,14 0,34 | 0,12 3,37 0,32 | 0,12 4,88 0,49 | 0,18
8 5,29 0,52 | 0,19 5,55 0,38 | 0,14 6,77 0,48 | 0,18
12 8,21 0,47 | 0,17 | 8,37 0,55 | 0,20 8,63 0,38 | 0,14
24 8,95 0,67 | 0,25 | 8,86 0,65 | 0,24 9,52 0,43 | 0,16
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Rycina 16a. Krzywe przezycia szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

37°C.

liczba bakterii [jkt/mi]

12

Staphylococcus aureus ATCC 6538 w temperaturze 37°C
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Rycina 16b. Porownanie wzrostu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podtozu Muellera -

Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 16c. Porodwnanie srednich ilosci bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538
na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 16d. Liczebnos¢ [srednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]
szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538 na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg

monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x mI™) (log jtk x mI™) (log jtk x mI™)
(godziny)

$rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE
2 3,91 0,49 | 0,18 3,70 0,32 | 0,12 4,61 0,37 | 0,13
4 3,54 0,32 | 0,12 3,39 0,35 | 0,13 5,84 0,42 | 0,15
8 5,49 0,37 | 0,13 5,65 0,47 | 0,17 7,84 0,40 | 0,15
12 8,48 0,47 | 0,17 8,54 0,50 | 0,18 9,51 0,43 | 0,16
24 9,68 0,42 | 0,15 9,62 0,53 | 0,20 9,93 0,45 | 0,17
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2.4. Salmonella
2.4.1. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843

W prébkach z dodatkiem 100 upg x mi™t biopreparatu cystatyny w formie
monomerycznej oraz dimerycznej inkubowanych w ptynnym podtozu Muellera - Hinton
w temperaturze 20°C oraz 37°C, liczba bakterii ulegta istotnej redukcji po ok. 4 godzinach
inkubacji. Wzrost liczby komoérek bakteryjnych powyzej liczby bakterii w godzinie 0
doswiadczenia nastgpit po ok. 10 godzinach inkubacji w temperaturze 20°C, oraz po okoto 8
godzinach w temperaturze 37°C.
W prébkach kontrolnych, bez dodatku biopreparatu cystatyny, inkubowanych
w temperaturze 20°C oraz 37°C zaobserwowano intensywny wzrost liczby drobnoustrojow

przez caty czas doswiadczenia.
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Rycina 17a. Krzywe przezycia szczepu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843

na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 20°C.
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Rycina 17b. Porownanie wzrostu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 na podtozu

Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze

20°C.
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Rycina 17c. Poréwnanie Srednich ilosci bakterii szczepu Salmonella enterica subsp. enterica
PCM 843 na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru

cystatyny w temperaturze 20°C.
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Rycina 17d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]
szczepu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 na podiozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 20°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubacji (log jtk x ml™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™?)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,60 0,29 | 0,10 3,73 0,38 | 0,14 4,39 0,27 | 0,10
4 2,10 0,19 | 0,07 2,51 0,25 | 0,09 4,81 0,32 | 0,12
8 3,25 0,19 | 0,07 3,41 0,29 | 0,10 5,84 0,32 | 0,12
12 5,01 0,47 | 0,17 4,87 0,35 | 0,13 6,45 0,31 | 0,11
24 7,95 0,45 | 0,17 8,16 0,39 | 0,14 8,60 0,49 | 0,18
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Rycina 18a. Krzywe przezycia szczepu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843
na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny

w temperaturze 37°C.
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Rycina 18b. Porownanie wzrostu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 na podtozu
Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze
37°C.
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Rycina 18c. Poréwnanie $rednich ilosci bakterii szczepu Salmonella enterica subsp. enterica
PCM 843 na podfozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru

cystatyny w temperaturze 37°C.
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Rycina 18d. Liczebnos¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btad standardowy (SE)]
szczepu Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 na podifozu Muellera - Hinton

z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny w temperaturze 37°C.

Czas Monomer cystatyny Dimer cystatyny Kontrola
inkubaciji (log jtk x mI™) (log jtk x ml™) (log jtk x ml™)
(godziny) $rednia SD SE $rednia SD SE $rednia SD SE

2 3,84 0,37 | 0,13 3,68 0,34 | 0,12 4,79 0,33 | 0,12
4 2,45 0,32 | 0,12 3,09 0,29 | 0,10 5,14 0,42 | 0,15
8 3,81 0,41 | 0,15 4,18 0,52 | 0,19 6,25 0,39 | 0,14
12 4,75 0,55 | 0,20 5,30 0,37 | 0,13 6,74 0,46 | 0,17
24 9,50 0,60 | 0,22 9,02 0,60 | 0,22 9,90 0,65 | 0,24
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V. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analizg statystyczng objeto poréwnanie zmian liczby komdrek bakteryjnych w prébkach
z dodatkiem monomeru cystatyny, dimeru cystatyny oraz w prébkach kontrolnych
dla 9 szczepdéw bakterii (Escherichia coli ATCC 23811, Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococus aureus ATCC 25923,
Staphylococus aureus ATCC 6538 oraz Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843),
w dwdch temperaturach (20°C i 37°C), po uptywie 2, 4, 8, 12 i 24 godzin (wartosci
poczatkowe w godzinie 0 doswiadczenia, jako identyczne we wszystkich grupach,
nie podlegaty analizie statystycznej). Badano $rednie dla poszczegdlnych odczytéw miedzy 3

grupami:

e grupa kontrolna — szczepy bakteryjne bez dodatku cystatyny,
e grupa szczepow bakteryjnych w srodowisku monomeru cystatyny,

e grupa szczepow bakteryjnych w srodowisku dimeru cystatyny.

Do opracowana danych wykorzystano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA)
na poziomie istotnosci 5%. W przypadku odrzucenia hipotezy zerowej o rownych wszystkich
Srednich w trzech populacjach statystycznych wykorzystano test post-hoc Tukeya celem
ustalenia, ktdére grupy rdéznig sie od siebie w sposéb istotny statystycznie. Obliczeh dokonano
przy wykorzystaniu pakietu Statistica 9.1 firmy StatSoft. W opisie wykorzystano oznaczenia
M — monomer cystatyny, D — dimer cystatyny, K — grupa kontrolna. Na wszystkich wykresach

pionowe stupki oznaczajg 95% przedziaty ufnosci dla srednich.

1) Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 20°C (Ryc. 1c):
a) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),
b) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i D—K (p<0,001),
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2)

3)

d)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdoznice miedzy Srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 24h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,008)

i D—K (p<0,001).

Escherichia coli ATCC 23811 w temperaturze 37°C (Ryc. 2c):

a)

b)

c)

d)

e)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p=0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,002)
i D—K (p=0,003).

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001).

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001).

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001) i M-D (p<0,001).

wykazano brak istotnych statystycznie rdznic miedzy sSrednimi po uptywie 24h

(p=0,874).

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 20°C (Ryc. 3c):

a)

b)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i DK (p<0,001),
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4)

5)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdoznice miedzy Srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 24h (p=0,005).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,006)

i D—K (p=0,025).

Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 37°C (Ryc. 4c):

a)

b)

c)

d)

e)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p=0,002),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001),
wykazano brak istotnych statystycznie rdznic miedzy sSrednimi po uptywie 24h

(p=0,800).

Escherichia coli ATCC 25922 w temperaturze 20°C (Ryc. 5c¢):

a)

b)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D—K (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i DK (p<0,001),
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6)

7)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdoznice miedzy Srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

wykazano brak istotnych statystycznie réznic miedzy s$rednimi po uptywie 24h

(p=0,191).

Escherichia coli ATCC 25922 w temperaturze 37°C (Ryc. 6¢):

a)

b)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 2h (p=0,003).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,002)
i D—K (p=0,039),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),
wykazano brak istotnych statystycznie rdéznic miedzy srednimi po uptywie 24h

(p=0,083).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 w temperaturze 20°C (Ryc. 7c):

a)

b)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i D—K (p<0,001),
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8)

9)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001) i M—D (p=0,045),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

wykazano brak istotnych statystycznie réznic miedzy s$rednimi po uptywie 24h

(p=0,076).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 w temperaturze 37°C (Ryc. 8c):

a)

b)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),
wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),
wykazano brak istotnych statystycznie rdéznic miedzy srednimi po uptywie 24h

(p=0,633).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 w temperaturze 20°C (Ryc. 9¢):

a)

b)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i D—K (p<0,001),
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c) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

e) wykazano istotne statystycznie rdoznice miedzy Srednimi po uptywie 24h (p=0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,01)
i D—K (p=0,001).

10) Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 w temperaturze 37°C (Ryc. 10c):

a) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

b) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001) i M—D (p=0,004),

c) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

e) wykazano brak istotnych statystycznie réznic miedzy srednimi po uptywie 24h
(p=0,119).

11) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 w temperaturze 20°C (Ryc. 11c):

a) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

b) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i DK (p<0,001),
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c) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

e) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 24h (p=0,007).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,008)
i D—K (p=0,033).

12) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 w temperaturze 37°C (Ryc. 12c):

a) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

b) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001),

c) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001) i M—D (p=0,027),

e) wykazano brak istotnych statystycznie réznic miedzy s$rednimi po uptywie 24h
(p=0,123).

13) Staphylococus aureus ATCC 25923 w temperaturze 20°C (Ryc. 13c):

a) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

b) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i DK (p<0,001),
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c) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p=0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

e) wykazano istotne statystycznie rdoznice miedzy Srednimi po uptywie 24h (p=0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,001)
i DK (p<0,001).

14) Staphylococus aureus ATCC 25923 w temperaturze 37°C (Ryc. 14c):

a) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001) i
D—K (p<0,001),

b) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001),

c) wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

d) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 12h (p=0,014).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,014),

e) wykazano brak istotnych statystycznie rézinic miedzy srednimi po uptywie 24h
(p=0,120).

15) Dla Staphylococcus aureus ATCC 6538 w temperaturze 20°C (Ryc. 15c¢):

a) wykazano brak istotnie statystycznych rdéznic miedzy s$rednimi po uptywie 2h
(p=0,10930).

b) wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)

i DK (p<0,001).
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wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001). W
ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001) i D—
K (p<0,001).
wykazano brak istotnie statystycznych rdznic miedzy srednimi po uptywie 12h
(p=0,27517).
wykazano brak istotnie statystycznych réznic miedzy srednimi po uptywie 24h

(p=0,11019).

16) Dla Staphylococcus aureus ATCC 6538 w temperaturze 37°C (Ryc. 16c):

a)

b)

c)

d)

e)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy $rednimi po uptywie 2h (p=0,0012).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,0116)
i D-K (p=0,0014).

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001).

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001).

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,002)
i D—K (p=0,003).

wykazano brak istotnych statystycznie rdznic miedzy sSrednimi po uptywie 24h

(p=0,43873).

17) Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 w temperaturze 20°C (Ryc. 17c):

a)

b)

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p=0,003),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),

D—K (p<0,001) i M—D (p=0,022),
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c)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testéw parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i D-K (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi po uptywie 24h (p=0,038).

W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,033).

18) Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 w temperaturze 37°C (Ryc. 18c):

a)

b)

d)

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy $Srednimi po uptywie 2h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 4h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001),
D—K (p<0,001) i M-D (p=0,008),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy Srednimi po uptywie 8h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie réznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p<0,001).
W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p<0,001)
i DK (p<0,001),

wykazano istotne statystycznie rdznice miedzy srednimi po uptywie 12h (p=0,049).

W ramach testow parami wykazano istotng réznice miedzy grupami M—K (p=0,040).
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VI. DYSKUSJA

1. Minimalne Stezenie Hamujace (MIC)

W dostepnej literaturze wiele jest metod badawczych wykorzystywanych do oceny
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej substancji pochodzenia naturalnego. Zasady tych
metod opierajg sie na pomiarach lub obserwacjach zmiany barwy badanych substancji,
obecnosci ewentualnego wzrostu drobnoustrojow, czy obecnosci wytrgcajacych sie
zwigzkéw po dodaniu specyficznych reagentéw. Wskutek tak licznych metod i ich modyfikacji
nie opracowano do tej pory standardowego testu stuzgcego ocenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej substancji potencjalnie uwazanych za naturalne biokonserwanty
produktéw spozywczych.

Wszystkie  techniki  wykorzystywane do oceny skutecznosci  dziatania
przeciwdrobnoustrojowego poszczegdlnych substancji okreslane sg jako metody testowania
wrazliwosci przeciwdrobnoustrojowej (AST — antimicrobial susceptibility testing).

w diagnostyce laboratoryjnej, w kontekscie oceny skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej potencjalnych konserwantdw zywnosci, wykorzystuje sie
najczesciej metody oznaczania minimalnego stezenia hamujgcego (MIC - Minimal Inhibitory
Concentration), minimalnego stezenia bakteriobdjczego (MBC — Minimal Bactericidal
Concentration), opisywanego w literaturze réwniez jako minimalne stezenie letalne
(MLC — Minimal Lethal Concentration). Za minimalne stezenie bakteriobdjcze (letalne)
przyjmuje sie najmniejszg koncentracje srodka bdjczego, w obecnosci ktérego ginie 99,9%
drobnoustrojow w okreslonym czasie i warunkach inkubacji.

Wsréd wyzej wymienionych metod oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego
stanowi obecnie najbardziej rozpowszechniong technike w ocenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej nowych, naturalnych biosubstancji o  witasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych. Metoda ta jest rowniez wykorzystywana w medycynie ludzkiej,
jako test stuzgcy ocenie wrazliwosci badanych drobnoustrojow na chemioterapeutyki.
Metoda oznaczania minimalnego stezenia hamujgcego wykorzystywana jest réwniez jako
test poréwnawczy wobec niejednoznacznych wynikéw innych doswiadczen, m.in. testéw
dyfuzji z krazka, lub jako potwierdzenie badz wykluczenie opornosci drobnoustrojow wobec

badanych zwigzkéw (Andrews, 2001).
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W literaturze minimalne stezenie hamujace definiowane jest jako:

e minimalne stezenie powodujgce zahamowanie wzrostu Ilub redukcje
liczebnosci szczepu testowego (Carson i wsp., 1995),

e minimalne stezenie niezbedne do catkowitego zahamowania wzrostu
organizmu testowego po 48 godzinach inkubacji (Canillac i Mourey, 2001),

® najnizsze stezenie niezbedne do zahamowania makroskopowo widocznego
wzrostu szczepu testowego (Delaquis i wsp., 2002),

e najnizsze stezenie powodujace istotng (powyzej 90%) redukcje badanego

szczepu (Cosentino i wsp., 1999).

W przeprowadzonym doswiadczeniu za minimalne stezenie hamujgce biopreparatu
cystatyny w formach monomerycznej oraz dimerycznej przyjeto najnizsze jego stezenie
powodujgce zahamowanie wzrostu badanych szczepdéw testowych po 24 godzinach inkubacji
w warunkach optymalnych dla rozwoju poszczegdlnych szczepdw testowych.

Zastosowany w badaniach biopreparat cystatyny, zaréwno w formie monomerycznej,
jak i dimerycznej, okazat sie skuteczny wobec wiekszosci badanych szczepow
drobnoustrojow. Biopreparat cystatyny skutecznie hamowat wzrost wszystkich trzech
badanych szczepdw Escherichia coli przy stezeniu 100 pg x mi™. Cystatyna w stezeniu
120 pg x ml™* lub wyzszym skutecznie hamowata wzrost bakterii Pseudomonas aeruginosa
oraz Salmonella enterica subsp. enterica. Szczepy Staphylococcus aureus wykazywaty
najwiekszg oporno$¢ na dziatanie roztworéw cystatyny w tescie oznaczania minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC). Ich wzrost na podtozach agarowych hamowany byt przy stezeniu
300 pg x ml™t cystatyny. Roztwory cystatyny okazaty sie nieskuteczne wobec bakterii
z rodzaju Proteus sp. Nawet najwyzisze przyjete w doswiadczeniu stezenie cystatyny
(300 pug x ml') nie spowodowato zahamowania wzrostu bakterii Proteus vulgaris
na podtozach agarowych.

Co istotne, nie zaobserwowano réznic w efekcie dziatania przeciwbakteryjnego
monomeru oraz dimeru cystatyny w stosunku do wszystkich szczepdw bakteryjnych
wykorzystanych w doswiadczeniu. Zatem wartos$ci minimalnego stezenia hamujgcego (MIC)
cystatyny w formie monomerycznej oraz dimerycznej wobec badanych szczepow

bakteryjnych sg identyczne.
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W dostepnej literaturze niewiele jest informacji na temat skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja kurzego, a wyniki przeprowadzonych
dotychczas badan réznig sie miedzy sobg. W zwigzku z tym porédwnanie uzyskanych wynikéw
badan dotyczacych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja kurzego
z wynikami innych autordéw jest trudne z uwagi na ich niewielka liczbe, a takze réznorodnosé
stosowanych metod badawczych, wyboru materiatu badawczego i otrzymywanych
rezultatow.

Z dostepnych zrddet literaturowych oraz witasnych doswiadczen i obserwacji wynika
fakt, iz za zmienno$¢ otrzymywanych wynikdw badan nad skutecznoscia
przeciwdrobnoustrojowg naturalnych biopreparatéw wykorzystywanych w konserwacji
zywnosci odpowiadajg czynniki zalezne od uzytego w badaniach szczepu bakteryjnego,
od badanej substancji oraz czynniki zwigzane z wyborem odpowiednich metod badawczych
i ich modyfikacji (Bruzewicz, 2004).

W ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej poszczegdlnych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego istotng role odgrywa dobdér odpowiedniego szczepu testowego. Zgodnie
z profilem pracy, do badan wybrano szczepy testowe stuzgce jako drobnoustroje
wskaznikowe w ocenie jakosci produktéw spozywczych (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa) oraz odpowiedzialne za psucie sie zywnosci
(Proteus vulgaris). Ponadto w badaniach uwzgledniono szczep Salmonella, bakterii bedacej
jedng z gtéwnych przyczyn zatrué¢ pokarmowych w Polsce. Wybér szczepdéw testowych
spowodowany byt rdéwniez ich przydatnoscia w ocenie dziatania czynnikdéw
przeciwbakteryjnych. Niektére z nich standardowo wykorzystuje sie w ocenie dziatania
chemioterapeutykdéw oraz innych naturalnych substancji pochodzenia roslinnego,
np. ekstraktu korzenia tarczycy bajkalskiej (Bruzewicz, 2004).

Wykorzystane w badaniach szczepy pochodzity z kolekcji ATCC (American Type
Culture Collection), uzyskane z PCM — Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (Polska Akademia
Nauk, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu). Byly to nastepujace
szczepy bakteryjne: Escherichia coli ATCC 23811, Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
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Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, Proteus
vulgaris ATCC 6380 oraz Proteus vulgaris ATCC 13315.

Niektére z tych bakterii byly testowane réwniez w badaniach innych autoréw.
Wesierska i wsp. (2005), w ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny biatka jaja
kurzego stosowali rdézinorodne szczepy bakteryjne. Byty to szczepy Escherichia coli,
Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus  aureus, Staphylococcus  gallinarum,
Staphylococcus xylosus, Serratia liquefaciens, Citrobacter freundii, Acinetobacter Iwoffi,
Oligella sp., oraz Salmonella enterica Enteritidis.

Inni  autorzy wykazali aktywno$¢ cystatyny biatka wobec drobnoustrojow
wystepujgcych w jamie ustnej cztowieka: Porphyromonas gingivalis, Bacterioides forsythus,
czy Actinobacillus actinomycetemcomitans (Blankenvoorde, 1998; Grenier, 1996). Cystatyna
wyizolowana z hemocytéw stawonogéw wykazata dziatanie hamujgce (IC s9) wobec
szczepdw Salmonella typhimurium, Escherchia coli i Klebsiella penumoniae w stezeniu
80-100 pg x ml™ (Agarwala i wsp., 1996).

W badaniach witasnych, sposrdd szczepdw bakteryjnych testowanych réwniez
przez innych autoréw, uzyto szczepdw Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus oraz Salmonella.

Na wyniki badain oceny skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej poszczegdlnych
substancji wptywa rowniez faza wzrostu drobnoustrojéw, a w szczegdlnosci fakt, w jakiej
fazie wzrostu znajdujg sie drobnoustroje w momencie ekspozycji na poszczegdlng
substancje. Przyjmuje sie, ze do oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej poszczegdlnych
substancji pochodzenia naturalnego wykorzystuje sie drobnoustroje bedgce w fazie
logarytmicznego wzrostu. Takie postepowanie przyjeto réwniez w przeprowadzonych
badaniach, w ktorych wykorzystano bakterie pochodzace z 18-godzinnej zsynchronizowane;j
hodowli. Nawet kilkugodzinna réznica w dtugosci prowadzonej hodowli bakteryjnej moze
znaczgco wplywaé¢ na efekty dziatania badanej substancji wobec drobnoustrojow
(zaleski, 1985).

Kolejnym czynnikiem zaleznym od szczepu testowego drobnoustroju i wptywajgcym
na zmiennos$¢ i réznorodnos¢ wynikow aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny jest
wielkos¢ inoculum, ktéra wymieniana jest jako istotna zmienna przy wykonywaniu oznaczen

wrazliwosci bakterii. Inoculum okresla liczbe komadrek bakteryjnych, wyrazang jako liczbe

95



jednostek tworzacych kolonie na mililitr (jtk x ml ™) lub CFU x ml * (ang. colony forming
unite per millitre). Inoculum moze by¢ réwniez wyrazone jako zmetnienie lub gestosc
optyczna zawiesiny bakteryjnej. W niniejszym doswiadczeniu, do wyznaczania minimalnego
stezenia hamujgcego cystatyny liczbe komodrek bakteryjnych (inoculum) standaryzowano
do okoto 1-2 x 10° jtk x ml™, co odpowiada zawiesinie bakteryjnej o gestosci 0,5 McFarlanda
(EUCAST, 2000).

Gtéwnym czynnikiem wptywajgcym na zmienno$¢ otrzymywanych dotychczas
wynikéw badan oceny minimalnego stezenia hamujgcego cystatyny byt réwniez wybér
metody badawczej. W przeprowadzonych badaniach za minimalne stezenie hamujgce
przyjeto najmniejsze stezenie biopreparatu cystatyny hamujgce wzrost bakterii.
W niniejszym doswiadczeniu oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego przeprowadzono
w srodowisku statym, gdzie biopreparat cystatyny rozpuszczono w podtozu agarowym, ktdére
ulegato zestaleniu. Celem takiego postepowania byto zapewnienie optymalnej dyfuzji
biopreparatu z podtoza.

W dostepnej literaturze przeciwdrobnoustrojowa aktywnos¢ cystatyny biatka jaja
okreslana byta za pomocg metody dyfuzji z krgzka w agarze (Wesierska i wsp., 2005).
W badaniach tych biopreparat cystatyny biatka jaja dyfundowat z krgzka bibutowego
na podtozu statym. Miarg wrazliwosci badanych szczepdw byta wielkosé Srednicy strefy
zahamowania wzrostu bakterii wokot krazka nasyconego biopreparatem. Strefy
zahamowania wzrostu badanych szczepdow testowych uzyskano przy stezeniu 80 pg/dysk
(w przypadku szczepu Escherichia coli ATCC 25922 strefa ta wynosita 11mm, w przypadku
szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 strefa wynosita 12mm). Stezenie cystatyny
120 pg/dysk wobec szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 skutkowato
zahamowaniem jego wzrostu w strefie 16mm wokét krazka.

Ocena pomiarow wielkosci stref zahamowania wzrostu bakterii wokot krazkdéw
bibutowych nasgczonych cystatyng jest trudna wskutek braku mozliwosci doktadnej
interpretacji otrzymanych wynikéw badani. Ponadto, poréwnanie tych wynikéw z wynikami
przeprowadzonych badan jest trudne, gdyz wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu wokot

krazka nasyconego cystatyng nie koreluje z wartoscig MIC (Hryniewicz i wsp., 2002).

96



Wesierska i wsp., 2005 w swych badaniach dotyczgcych okreslenia aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej cystatyny, postuzyli sie metodg wyznaczania stezenia hamujgcego
rozwdj bakterii. Poprzez oznaczenie wartosci IC (ang. Inhibitory Concentration) cystatyny
biatka jaja kurzego okreslono stezenie biopreparatu konieczne do zahamowania wzrostu
szczepdw bakteryjnych w 50% (ICso) lub 100% (ICi00). Za pomocg powyziszych metod
stwierdzono, ze cystatyna hamuje wzrost wszystkich badanych szczepéw testowych
w stezeniach od 75 do 200 pg/ml. Catkowite zahamowanie wzrostu badanych bakterii
osiggnieto stosujgc roztwdr cystatyny w stezeniach od 100 do 500 pg/ml, z wyjatkiem
szczepu Citrobacter freundii, ktérego zahamowanie wzrostu nastgpito przy stezeniu
cystatyny wynoszgcym powyzej 1mg/ml.

Poréwnanie otrzymanych wynikdw badan jest trudne z uwagi na zastosowanie
odmiennych metod oznaczania aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny.

Badana substancja to kolejny czynnik mogacy wptywaé na rezultaty uzyskanych
wynikéw badan. W doswiadczeniu wykorzystano roztwory cystatyny biatka jaja kurzego
w postaci monomerycznej oraz dimercznej w surowiczej albuminie wotowej (BSA)
z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS), o stezeniu 1000 pg/ml.
Obecnos¢ 5% surowiczej albuminy wotowej (BSA) w roztworach cystatyny zapobiegata
zjawisku agregacji cystatyny, ktére mogtoby powodowaé nierdbwnomierng dyfuzje
biopreparatu z podtoza agarowego, a tym samym wptywaé¢ na rezultaty badan.
W przywotanych wynikach badan innych autoréw brak jest szczegétowych informacji
o sktadzie roztwordw cystatyny, badz biopreparat cystatyny w poczatkowej postaci
wystepowat w formie liofilizatu i charakteryzowat sie inng aktywnoscia roztworu
macierzystego (Wesierska i wsp., 2005).

Powyzsze czynniki mogg zatem byé przyczyng réznic w dotychczasowych badaniach

oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja kurzego.
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2. Krzywe przezycia szczepow testowych

Szczegbétowq analize dynamiki wzrostu badanych szczepéw testowych wykonano jako
uzupetnienie poprzedniego etapu badan dotyczgcego wyznaczania minimalnego stezenia
hamujgcego cystatyny.

Metode wyznaczania krzywych przezycia drobnoustrojéw zastosowano w celu
sprawdzenia w jaki sposdb dodatek biopreparatow cystatyny biatka jaja kurzego wptynie na
rozwoéj szczepow bakteryjnych podczas ich inkubacji w $rodowisku ptynnym. Badania
prowadzono w dwdch temperaturach. Temperatura inkubacji to czynnik istotnie wptywajacy
na wzrost drobnoustrojow. Kazdy drobnoustrdj posiada optymalny zakres temperatur
umozliwiajgcy jego rozwodj. Zakres ten okreslany jest przez tzw. temperatury kardynalne
(Molenda, 2010). Temperatura optymalna zawiera sie w zakresie ograniczonym
temperaturami kardynalnymi dla poszczegdélnych drobnoustrojow i jest to temperatura,
w ktorej czas jednej generacji, czyli czas uptywajgcy miedzy kolejnymi podziatami komdrek
bakteryjnych jest najkrétszy (Zaleski, 1985) W niniejszym doswiadczeniu dynamike wzrostu
bakterii badano w dwdch temperaturach 20°C oraz 37°C. Temperatura 20°C odpowiadata
warunkom przechowywania produktéw spozywczych w temperaturze pokojowe;j.
Temperatura 37°C odpowiadata natomiast optymalnej temperaturze wzrostu badanych
szczepow testowych.

Za wyjsciowg liczbe komoérek bakteryjnych, czyli wielko$é inoculum w godzinie
0 doswiadczenia, przyjeto liczbe 10* jtk x ml™ kierujac sie faktem, iz zanieczyszczenie
poprodukcyjne produktu spozywczego nie przekracza liczby bakterii rzedu 10%-10° jtk x g'1
(zaleski, 1985).

Ocena dynamiki wzrostu badanych szczepdw bakteryjnych byta kolejnym etapem
badan dotyczacych oznaczania aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny biatka jaja kurzego.
Oceny wptywu dodatku biopreparatu cystatyny na wzrost szczepdw bakteryjnych dokonano
w kontekscie wielkosci oraz czasu, w jakim utrzymywat sie efekt bakteriostatyczny.
W przypadku badanych szczepdéw, w zaleznosci od rodzaju bakterii i temperatury inkubacji,
najwiekszg redukcje liczby komérek bakteryjnych zaobserwowano po okoto 4 godzinach
inkubacji zarowno w temperaturach 20°C i 37°C. Dtugo$¢ utrzymywania sie efektu
przeciwbakteryjnego cystatyny wobec badanych szczepéw testowych byta uzalezniona od

temperatury inkubacji i wahata sie od okoto 6 do okoto 12 godzin inkubacji, po ktérym to
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czasie liczba komarek bakteryjnych wzrastata powyzej wyjsciowej liczby komérek przyjetej w
godzinie 0 doswiadczenia (Ryciny 1a-18a). Najwieksza opornoscia na dziatanie
biopreparatéw cystatyny charakteryzowaty sie szczepy Staphylococcus aureus, gdzie poziom
redukcji liczby bakterii byt najnizszy, a czas utrzymywania sie efektu przeciwbakteryjnego
najkrétszy. W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano réznic w efekcie dziatania
cystatyny w formie monomerycznej i dimerycznej wobec wszystkich szczepow bakteryjnych.

Udowodniona w powyzszych badaniach aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
cystatyny biatka jaja kurzego skfania do oceny mozliwosci jej zastosowania jako naturalnego
czynnika przeciwbakteryjnego w profilaktyce i leczeniu zakazen bakteryjnych u ludzi
i zwierzat, a takze jako biokonserwantu w przemysle spozywczym. Roztwér cystatyny,
zarbwno w postaci monomerycznej, jak i dimerycznej, redukowat liczbe drobnoustrojow
podczas ich inkubacji. Skuteczno$¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego biopreparatu
zostata okreslona w réznych warunkach termicznych inkubacji, zaréwno w temperaturze
optymalnego wzrostu drobnoustrojow, jak i w nizszej temperaturze 20°C. Pomimo,
ze cystatyna jest biatkiem termostabilnym, uzyskane wyniki badan wydajg sie by¢ istotne
w aspekcie przechowywania produktow spozywczych w warunkach temperatury pokojowe;.

Istotg oceny danej substancji w aspekcie wykorzystania jej jako konserwantu jest
wptyw na stan zdrowia konsumenta. Dostepna literatura nie wskazuje na jakiekolwiek
szkodliwe oddziatywanie cystatyny na organizm zdrowego cztowieka, w tym oddziatywanie
toksyczne. Co wiecej, cystatynie biatka jaja kurzego przypisuje sie wiele przedstawionych
wczesniej oddziatywan prozdrowotnych.

Bezsprzecznie, czynnikiem limitujgcym zastosowanie biopreparatu cystatyny jako
biokonserwantu w utrwalaniu zywnosci jest czas trwania efektu przeciwbakteryjnego, ktéry
stabnie w trakcie inkubacji szczepdéw bakteryjnych. Wydaje sie wiec, ze zastosowanie
cystatyny biatka jaja kurzego jako czynnika przeciwbakteryjnego jest ograniczone.

Na podstawie doniesien literaturowych przypuszcza sie jednak, ze istnieje mozliwosc
wydtuzenia efektu przeciwdrobnoustrojowego poprzez potgczone dziatanie naturalnych
substancji z innymi czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi. Podjeto proby synergistycznego
dziatania wysokiego ci$nienia hydrostatycznego z bakteriocynami, dwutlenkiem wegla lub

promieniowaniem jonizujgcym (Malinowska-Panczyk i Kotodziejska, 2007).
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Przyktadem zwigzku, ktéry moze wspdtdziataé z innymi czynnikami w zakresie
aktywnosci przeciw drobnoustrojom, jest lizozym biatka jaja kurzego. Lizozym zostat
zastosowany jako czynnik przeciwbakteryjny wspdlnie z innymi zwigzkami pochodzenia
naturalnego, m.in. z nizyng. Wykazano, ze mozliwe jest skojarzone zastosowanie lizozymu
z wysokim cisnieniem, podwyzszong temperaturg, co skutkuje zwiekszong ich aktywnoscia
wobec bakterii Gram-ujemnych (Nakimbugwe i wsp., 2006). Fakty te sktaniajg do podjecia
proby zastosowania cystatyny biatka jaja kurzego wspdlnie z innymi zwigzkami pochodzenia
naturalnego o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych lub z czynnikami $rodowiskowymi
sprzyjajacymi redukcji drobnoustrojoéw. Dziatanie takie zostato podjete poprzez zastosowanie
skojarzonego dziatania cystatyny biatka jaja kurzego z siarczanem miedzi, co stanowi
przedmiot zgtoszenia patentowego, ktdrego jestem wspotautorem (Malicki i wsp., 2013).

Niewatpliwg korzyscig przemawiajacg za mozliwoscia synergistycznego oddziatywania
cystatyny z wymienionymi powyzej czynnikami jest obnizenie kosztéw procesu poprzez
wykorzystywanie mniejszych ilosci aktywnych substancji, a takze osiggniecie dtuzszego
efektu hamowania wzrostu drobnoustrojow w poréwnaniu z efektem dziatania pojedynczych
substancji.

Dzieki wtasciwosciom przeciwdrobnoustrojowym, biopreparat cystatyny biatka jaja
kurzego wydaje sie spetniaé kryteria naturalnego biokonserwantu. Przedstawione wyniki
badan laboratoryjnych wymagajg kontynuacji. Kolejnym etapem w kwestii zastosowania
biopreparatu cystatyny na skale szerszg niz laboratoryjna powinny byé badania nad
wptywem biokonserwantu na stan mikrobiologiczny gotowych produktéw spozywczych
podczas ich przechowywania. Uzyskane wyniki badan sugerujg réwniez ich kontynuacje
dla oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny w dziataniu synergistycznym
z innymi naturalnymi substancjami. Ponadto istotne wydaje sie sprawdzenie czy i w jaki
sposdb biopreparat cystatyny wptywa na witasciwosci organoleptyczne produktow
poddawanych jego dziafaniu.

Dobrze rozwiniety i zorganizowany system hodowli kur, powszechnos$¢ surowca
jajczarskiego oraz stosunkowo niska jego cena, sprawity, ze jaja kurze staty sie przedmiotem

zainteresowania badaczy w aspekcie pozyskiwania zwigzkdéw biologicznie aktywnych.
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Udowodniona w powyzszych badaniach aktywno$¢ przeciwbakteryjna cystatyny
poszerza dotychczasowg wiedze na temat wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
bioaktywnych substancji pochodzgcych z jaj kurzych. Fakt ten sprawia, ze surowiec jajczarski
moze stac sie doskonatym materiatem wykorzystywanym m.in. w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym. Szanse na wykorzystanie witasciwosci przeciwbakteryjnych cystatyny
na skale wiekszg niz laboratoryjna stworzyto opracowanie nowatorskich programéw hodowli
i zywienia kur niesnych. Mozliwe jest to m.in. dzieki zastosowaniu nowej generacji dodatkéw
paszowych dla kur. Pozwala to na poznanie i modyfikacje sktadu chemicznego jaj,
a tym samym pozyskiwanie pozadanych substancji w wiekszych niz dotychczas ilosciach.
Postepowanie takie pozwala na okreslanie kur niesnych objetych specjalistycznymi
programami zywienia i immunizacji mianem zywych bioreaktoréw wytwarzajgcych
biofarmaceutyki (Sosnowska i wsp., 2011).

Dzieki uzyskanym wynikom badan jaja kurze jawig sie nie tylko jako produkty
spozywcze o wysokiej wartosci odzywczej i kulinarnej, ale takze jako surowiec
wykorzystywany do produkcji preparatow o licznych wtasciwosciach biologicznych,

w tym przeciwbakteryjnych.
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VII. WNIOSKI

W oparciu o uzyskane wyniki badan sformutowano nastepujgce wnioski:

Cystatyna biatka jaja kurzego, zaréwno w formie monomerycznej, jak rowniez
w formie dimerycznej, wykazywata aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec wiekszosci

badanych szczepow testowych.

Efekty dziatania przeciwbakteryjnego cystatyny w formie monomerycznej

oraz w formie dimerycznej sg podobne i nie rdznig sie statystycznie miedzy sobg.

Skuteczno$¢ przeciwbakteryjna cystatyny biatka jaja kurzego w formie
monomerycznej oraz w formie dimerycznej w stosunku do badanych szczepow
bakteryjnych jest zmienna i zalezy od rodzaju szczepu testowego, temperatury

oraz czasu inkubaciji.

Cystatyna biatka jaja kurzego w formie monomerycznej oraz dimerycznej dziata
skutecznie przez pierwsze 6-12 godzin. W celu przedtuzenia jej dziatania korzystne
bytoby zastosowanie zwigzkdéw o dziataniu synergistycznym z cystatyng lub ponowne

jej dodanie.

Cystatyna w formie monomerycznej oraz dimerycznej, dzieki potwierdzonym
w badaniach wfasciwosciom przeciwbakteryjnym, moze znalez¢ zastosowanie jako
naturalna substancja antybakteryjna w leczeniu ludzi i zwierzat oraz jako

biokonserwant w zywnosci.
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VIIl. STRESZCZENIE

Badania nad poszukiwaniem naturalnych substancji o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym  stanowig aktualny kierunek zainteresowania badaczy
w przemysle spozywczym, mikrobiologii zywnosci i ochronie zdrowia konsumenta.
Zwigzane jest to ze wzrastajgcymi wymaganiami konsumentéw i producentéw zywnosci,
co do trwatosci i jakos$ci produktdw spozywczych, oraz rosngcg niechecig konsumentéw do
tradycyjnych srodkow konserwujgcych. Produkty spozywcze poddane procesom utrwalania
poprzez substancje pochodzenia naturalnego postrzegane sg przez konsumentéw jako
bezpieczne, w poréwnaniu z produktami utrwalanymi za pomocg metod tradycyjnych.

Jaja kurze zawierajg szereg substancji o dziataniu biologicznym, w tym o dziataniu
bakteriobdjczym lub bakteriostatycznym. Wydaje sie, ze cystatyna biatka jaja kurzego moze
wykazywac wiasciwosci przeciwbakteryjne i spetniaé kryteria biologicznego konserwantu
Zywnosci.

Wydaje sie, ze gtéwna funkcjg inhibitoréw enzyméw proteolitycznych, do ktérych
nalezy cystatyna biatka jaj kurzego, jest regulacja podstawowych reakcji biologicznych
zwigzanych z proteolizg. Niektére z inhibitorow lub produktéw ich proteolizy wykazujg
szereg innych wtasciwosci biologicznych, m.in. sg czynnikami wzrostu, wykazujg dziatanie
przeciwnowotworowe, blokujg kanaty wapniowe, przejawiajg dziatanie foto-
i radioprotekcyjne. Stwarza to mozliwos¢ wykorzystania inhibitorow enzymoéw
proteolitycznych w profilaktyce, terapii i regulacji wielu proceséw biologicznych
niezwigzanych z proteoliza.

Dostepna literatura omawia liczne wtasciwosci cystatyny biatka jaja kurzego. Biatko to
wykazuje szereg efektéw leczniczych i wykorzystywane jest w profilaktyce i terapii wielu
schorzen (Turk i wsp., 2008).

Doniesienia na temat aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny biatka jaja kurzego
wobec drobnoustrojéw odpowiedzialnych za psucie sie Zzywnosci s3 nieliczne
oraz nie do konica spdjne. Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg na realng

mozliwos¢ zastosowania cystatyny jako naturalnej substancji konserwujgcej zywnosé.
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Podejmowano préby oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cystatyny biatka jaja
kurzego wobec drobnoustrojow wystepujacych w zywnosci, jednak rezultaty tych badan
nie sg jednoznaczne.

W zwigzku z tym, w niniejszej pracy podjeto prdbe laboratoryjnej oceny skutecznosci
przeciwbakteryjnej cystatyny wobec wybranych szczepdw testowych zwigzanych
z problematyka bezpieczestwa zywnosci.

Przeprowadzone badania sktadaty sie z etapdéw polegajacych na okresleniu
minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) biopreparatdw cystatyny oraz na wyznaczeniu
krzywych przezycia badanych szczepow testowych w $rodowisku ptynnym z dodatkiem
biopreparatéw cystatyny.

W badaniach wykorzystano nastepujgce roztwory macierzyste cystatyny biatka jaja
kurzego: 1) roztwér macierzysty cystatyny biatka jaja kurzego w formie monomerycznej
o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej albuminy wotowej (BSA) oraz z dodatkiem
zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS), 2) roztwdr macierzysty cystatyny biatka
jaja kurzego w formie dimerycznej o stezeniu 1000 pg/ml z dodatkiem 5% surowiczej
albuminy wotowej (BSA) oraz z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej (PBS).

W eksperymencie wykorzystano szczepy testowe: Escherichia coli ATCC 23811,
Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella enterica
subsp. enterica PCM 843, Proteus vulgarisATCC 6380, oraz Proteus vulgaris ATCC 13315.

Do oznaczenia minimalnego stezenia hamujgcego cystatyny biatka jaja kurzego
wykorzystano metode rozcienczen biopreparatu w agarze. Minimalne stezenie hamujgce
okreslano na podtozu Muellera — Hinton, ktére przygotowano tak, aby w 1 ml tego podtoza
stezenie biopreparatéw cystatyny wynosito odpowiednio 80 pg, 100 pg, 120 pg, 150 ug oraz
300 pg. Za minimalne stezenie hamujgce (MIC) przyjeto najmniejsze stezenie biopreparatu
cystatyny hamujgce wzrost bakterii na ptytkach Petriego.

Krzywe przezycia badanych szczepéw testowych w S$rodowisku biopreparatow
cystatyny wyznaczono poprzez inkubacje zawiesiny komérek bakteryjnych (w liczbie ok.
10%tk/ml) w ptynnym podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem roztworu macierzystego

cystatyny (stezenie 1000 pg/ml).
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Warunki eksperymentalne ustalono zamierzajgc wykazac czy i w jaki sposdb dodatek
biopreparatéw cystatyny biatka jaja kurzego wptynie na rozwdj szczepdw bakteryjnych
podczas ich inkubacji w $rodowisku ptynnym. Prébki inkubowano w temperaturach 20°C
oraz 37°C wykonujgc jednoczesnie oznaczenia liczby bakterii podczas inkubacji.
Oznaczenia liczby bakterii wykonywano w czasie 0 — bezposrednio po ich wprowadzeniu
do roztworu oraz po 2, 4, 8, 12 i 24 godzinach przechowywania w kazdej z wymienionych
temperatur. Oznaczenia liczby bakterii wykonywano poprzez odzyskiwanie ich na podfozach
wybidrczych, wtasciwych dla danego szczepu bakteryjnego. Do oznaczen tych wykorzystano
metode ptytkowg NPL (Burbianka i wsp., 1983). Badania wykonano w 7 powtdrzeniach dla
kazdego szczepu testowego.

Przeprowadzone badania pozwolity na oznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego
(MIC) biopreparatu cystatyny. Zastosowany w badaniach biopreparat cystatyny okazat sie
skuteczny wobec wszystkich badanych szczepdw drobnoustrojéw, z wyjatkiem bakterii
z rodzaju Proteus. Jednakze pordéwnanie uzyskanych wynikdw oznaczania minimalnego
stezenia hamujgcego cystatyny z wynikami innych autorow jest trudne, z uwagi na niewielka
ilos¢ badan oraz zréznicowanie stosowanych metod i materiatéw badawczych.

W zatozeniu, przeprowadzone w niniejszej pracy badania oznaczania minimalnego
stezenia hamujgcego cystatyny miaty réwniez na celu weryfikacje dotychczasowych wynikéw
badan w tym zakresie oraz podjecie préby standaryzacji doboru metod badawczych w ocenie
aktywnosci przeciwbakteryjnej cystatyny biatka jaja kurzego.

Podczas wyznaczania krzywych przezycia drobnoustrojéw w $rodowisku
biopreparatéw, stwierdzono istotne roéznice we wrazliwosci poszczegdlnych szczepdéw
testowych na dodatek cystatyny, w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi pozbawionymi
dodatku biopreparatu. Dodatek biopreparatu cystatyny skutecznie ograniczat wzrost
badanych szczepdw bakteryjnych, gtéwnie w pierwszych 8 - 12 godzinach, zaleznie od
zastosowanej temperatury i rodzaju szczepu testowego. Po tym czasie efekt zahamowania
wzrostu bakterii zmniejszat sie, a ich liczba wzrastata powyzej poziomu wyjsciowego
przyjetego w godzinie 0 doswiadczenia.

Udowodniona w powyzszych badaniach aktywnos$é przeciwbakteryjna cystatyny
poszerza dotychczasowg wiedze na temat wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

bioaktywnych substancji pochodzacych z jaj kurzych.
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Dzieki uzyskanym wynikom badan jaja kurze jawig sie nie tylko jako produkty
spozywcze o wysokiej wartos$ci odzywczej i kulinarnej, ale takie jako surowiec
wykorzystywany do  produkcji preparatébw o  wifasciwosciach  biomedycznych,

w tym przeciwbakteryjnych.

W oparciu o uzyskane wyniki badan sformutowano nastepujgce wnioski:

1. Cystatyna biatka jaja kurzego, zaréwno w formie monomerycznej, jak rowniez
w formie dimerycznej, wykazywata aktywnosc przeciwbakteryjng wobec wiekszosci

badanych szczepdéw testowych.

2. Efekty dziatania przeciwbakteryjnego cystatyny w formie monomerycznej

oraz w formie dimerycznej sg podobne i nie rdznig sie statystycznie miedzy soba.

3. Skutecznos$¢ przeciwbakteryjna cystatyny biatka jaja kurzego w formie
monomerycznej oraz w formie dimerycznej w stosunku do badanych szczepdw
bakteryjnych jest zmienna i zalezy od rodzaju szczepu testowego, temperatury

oraz czasu inkubaciji.

4. Cystatyna biatka jaja kurzego w formie monomerycznej oraz dimerycznej dziata
skutecznie przez pierwsze 6-12 godzin. W celu przedtuzenia jej dziatania korzystne
bytoby zastosowanie zwigzkdéw o dziataniu synergistycznym z cystatyng lub ponowne

jej dodanie.

5. Cystatyna w formie monomerycznej oraz dimerycznej, dzieki potwierdzonym
w badaniach wfasciwosciom przeciwbakteryjnym, moze znalez¢ zastosowanie jako
naturalna substancja antybakteryjna w leczeniu ludzi i zwierzat oraz jako

biokonserwant w zywnosci.
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IX. SUMMARY

Studies on the exploration of natural substances with antimicrobial activity are the
current direction of the interest of the researchers in the food industry, food microbiology
and the consumer health care. This is due to the increasing requirements of consumers and
food producers as to the durability and quality of food products after production, and the
growing reluctance of consumers to traditional preservatives. Food products fixed with
substances of natural origin are perceived by consumers as safe, as compared to the
products treated with traditional methods. Chicken eggs contain a number of substances
having biological activity, including a bactericidal or bacteriostatic. It seems that the egg
white cystatin can exhibit antimicrobial properties and meet the criteria of biological
preservative in food. It seems that the main function of the inhibitors of proteolytic
enzymes, which include the chicken egg white cystatin, is a basic control of biological
reactions with proteolysis. Some of the inhibitors or products of their proteolysis
demonstrate biological properties, such as growth factors, antitumor effect, blocking the
calcium channel activity and show photo- and radioprotective activity. This creates the
possibility of using inhibitors of proteolytic enzymes in the prevention, therapy and the
regulation of many biological processes not associated with proteolysis. The literature shows
many characteristics of egg white cystatin. This protein has a number of therapeutic effects
and is used in the prevention and treatment of many diseases. Reports on the antimicrobial
activity of chicken egg white cystatin against microorganisms responsible for food spoilage
are few and inconsistent. Previous studies point to the real possibility of application of
cystatin as a natural food preservative. There were made attempts to assess the
antimicrobial activity of egg white cystatin against pathogens in the food, but the results of
these studies are not conclusive. Therefore, in the present study there were made attempts
of evaluation of the antimicrobial efficacy of cystatin against selected strains associated with
food industry. The purpose of the study was also assistance in evaluation of the possible
usage of cystatin as a natural preservative in the food industry. The studies aimed to
determine also the minimal inhibitory concentration (MIC) of chicken egg white cystatin and
also to determine the survival curves of the bacterial strains in liquid medium with the

addition of cystatin.
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The study used the following solutions of chicken egg white cystatin: 1) the solution

of chicken egg white cystatin in monomeric form in 5% solution of bovine serum albumin
(BSA) supplemented buffered saline (PBS), with a concentration of 1000 upg/ml;
2) the solution of chicken egg white cystatin in dimeric form in 5% solution of bovine serum
albumin (BSA) supplemented buffered saline (PBS) at a concentration of 1000 pg/ml.
In the experiment the following bacterial strains were used: Escherichia coli ATCC 23811,
Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella enterica
subsp. enterica PCM 843, Proteus vulgaris ATCC 6380, and Proteus vulgaris ATCC 13315.
To determine the minimal inhibitory concentration of the chicken egg white cystatin the
agar dilution method was used. The minimal inhibitory concentration was determined on
the Mueller - Hinton medium which was prepared in the way the concentration of cystatin in
1 ml of this medium was respectively 80 mg, 100 mg, 120 mg, 150 mg and 300 mg.
The lowest concentration of cystatin which inhibited the growth of bacteria in Petri dishes
was determined as the minimum inhibitory concentration (MIC). The survival curves of test
strains in the environment of the cystatin were determined by incubation of the bacterial
cell suspension (approximately 10* jtk/ml) in liquid Mueller-Hinton medium supplemented
with cystatin (concentration 1000 pg/ml). The major objective was to determine how the
addition of chicken egg white cystatin affects the development of bacterial strains during
incubation in liquid media. Samples were incubated at temperatures of 20°C and 37°C.
Determination of the number of bacteria was carried out at time 0 - immediately after their
introduction into the solution and after 2, 4, 8, 12 and 24 hours of storage at each of these
temperatures. Determination of the number of bacteria was performed by their recovery on
selective media, suitable for each strain. The indications were made with MPN method
(most probable number), (Burbianka et al., 1983). Labelling was performed in 7 replications
for each test organism.

The research have determinated the minimum inhibitory concentration (MIC)
of chicken cystatin. Cystatin used in the study was effective against all tested strains of

microorganisms, except bacteria of the Proteus sp. This may be caused by the ability of the
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bacteria of the Proteus sp. to a characteristic movement and colony growth and the
consequence the difficulty of assessing bacterial growth on the agar medium.

However, comparison the results obtained for determining the minimal inhibitory
concentration of cystatin with the results of other authors is difficult because of the
insignificant number of the research in this field and the diversity of methods and materials
used. Research carried out in this paper was to verify the previous results in this area and to
try to standardize the selection of research methods in the evaluation of the antimicrobial
activity of chicken egg white cystatin. While determining the survival curves of
microorganisms, there were significant differences in the sensitivity of individual test strains
in the environment of cystatin, compared to control samples without the additive of
cystatin. Addition of cystatin effectively inhibited the growth of bacterial strains, especially in
the first 8 - 12 hours, depending on the temperature used and the type of the bacteria.

After this time, the effect of inhibition of bacterial growth was reduced and their number
increased above baseline at 0 time adopted in the experiment. These studies demonstrate
the antibacterial activity of chicken egg white cystatin. The results extend the existing
knowledge about the antimicrobial properties of bioactive substances isolated from chicken
eggs. With the obtained results, eggs not only appear as a food of high nutritional value, but
also as material for the manufacture of substances for biomedical applications, including

antibacterial agents.
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Based on the results, the following conclusions were obtained:

1. Chicken egg white cystatin both in monomeric as well as dimeric form
demonstrates the antibacterial activity against most of the tested bacterial
strains.

2. The effects of the antibacterial activity of chicken egg white cystatin in the
monomeric and dimeric form are similar and not statistically different among
themselves.

3. The antimicrobial activity of chicken egg white cystatin in the monomeric and
dimeric form is variable and depends on the type of the bacterial strain,
temperature and time of incubation.

4. Chicken egg white cystatin in the monomeric and dimeric form is effective
for the first 6-12 hours. In order to prolong its activity would be beneficial
to add other substances with the synergistic effect with cystatin or re-adding
cystatin only.

5. Chicken egg white cystatin in the monomeric and dimeric form can be used
as a natural antibacterial substance in the treatment of humans and animals

and as a food preservative.
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X. DOKUMENTACIJA PRACY

1. Spis tabel

Tabela 1. Podtoza mikrobiologiczne wykorzystane w badaniach 24

Tabele 2-12. Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) cystatyny w formie
monomercznej w surowiczej albuminie wotowej (BSA) z dodatkiem zbuforowanego roztworu
soli fizjologicznej (PBS) dla nastepujgcych szczepdw testowych:

Tabela 2. Escherichia coli ATCC 23811 28
Tabela 3. Escherichia coli ATCC 8739 28
Tabela 4. Escherichia coli ATCC 25922 29
Tabela 5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 29
Tabela 6. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 30
Tabela 7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 30
Tabela 8. Staphylococcus aureus ATCC 25923 30
Tabela 9. Staphylococcus aureus ATCC 6538 31
Tabela 10. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 31
Tabela 11. Proteus vulgaris ATCC 6380 31
Tabela 12. Proteus vulgaris ATCC 13315 32

Tabele 13-23. Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) cystatyny w formie
dimercznej w surowiczej alouminie wotowej (BSA) z dodatkiem zbuforowanego roztworu soli
fizjologicznej (PBS) dla nastepujgcych szczepow testowych:

Tabela 13. Escherichia coli ATCC 23811 32
Tabela 14. Escherichia coli ATCC 8739 33
Tabela 15. Escherichia coli ATCC 25922 33
Tabela 16. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 34
Tabela 17. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 34
Tabela 18. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 34
Tabela 19. Staphylococcus aureus ATCC 25923 35
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Tabela 20. Staphylococcus aureus ATCC 6538 35

Tabela 21. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843 35

Tabela 22. Proteus vulgaris ATCC 6380 36

Tabela 23. Proteus vulgaris ATCC 13315 36
2. Spis rycin

Ryciny 1a-18a. Krzywe przezycia szczepdéw testowych na podtozu Muellera - Hinton
z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny:

Rycina 1a. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 20°C 38
Rycina 2a. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 37°C 40
Rycina 3a. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 20°C 42
Rycina 4a. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 37°C 45
Rycina 5a. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 20°C 48
Rycina 6a. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 37°C 50
Rycina 7a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, temperatura 20°C 52
Rycina 8a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,temperatura 37°C 55
Rycina 9a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 20°C 58
Rycina 10a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 37°C 60
Rycina 11a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 20°C 62
Rycina 12a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 37°C 65
Rycina 13a. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 20°C 67
Rycina 14a. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 37°C 70
Rycina 15a. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 20°C 72
Rycina 16a. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 37°C 75
Rycina 17a. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 20°C 78
Rycina 18a. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 37°C 80
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Ryciny 1b-18b. Pordwnanie wzrostu szczepéw testowych na podtozu Muellera - Hinton
z dodatkiem 100 ug monomeru oraz dimeru cystatyny:

Rycina 1b. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 20°C 38
Rycina 2b. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 37°C 40
Rycina 3b. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 20°C 43
Rycina 4b. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 37°C 45
Rycina 5b. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 20°C 48
Rycina 6b. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 37°C 50
Rycina 7b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, temperatura 20°C 53
Rycina 8b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,temperatura 37°C 55
Rycina 9b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 20°C 58
Rycina 10b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 37°C 60
Rycina 11b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 20°C 63
Rycina 12b. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 37°C 65
Rycina 13b. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 20°C 68
Rycina 14b. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 37°C 70
Rycina 15b. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 20°C 73
Rycina 16b. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 37°C 75
Rycina 17b. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 20°C 78
Rycina 18b. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 37°C 80

Ryciny 1c-18c. Poréwnanie Srednich ilosci bakterii szczepdéw testowych na podtfozu Muellera
- Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru oraz dimeru cystatyny:

Rycina 1c. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 20°C 39
Rycina 2c. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 37°C 41
Rycina 3c. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 20°C 44
Rycina 4c. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 37°C 46
Rycina 5c. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 20°C 49
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Rycina 6c¢. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 37°C 51

Rycina 7c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, temperatura 20°C 54
Rycina 8c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,temperatura 37°C 56
Rycina 9c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 20°C 59
Rycina 10c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 37°C 61
Rycina 11c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 20°C 64
Rycina 12c. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 37°C 66
Rycina 13c. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 20°C 69
Rycina 14c. Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 37°C 71
Rycina 15c. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 20°C 74
Rycina 16c. Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 37°C 76
Rycina 17c. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 20°C 79
Rycina 18c. Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 37°C 81

Ryciny 1d-18d. Liczebno$¢ [$rednia, odchylenie standardowe (SD) i btagd standardowy (SE)]
szczepéw testowych na podtozu Muellera - Hinton z dodatkiem 100 pg monomeru
oraz dimeru cystatyny:

Rycina 1d. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 20°C 39
Rycina 2d. Escherichia coli ATCC 23811, temperatura 37°C 41
Rycina 3d. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 20°C 44
Rycina 4d. Escherichia coli ATCC 8739, temperatura 37°C 46
Rycina 5d. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 20°C 49
Rycina 6d. Escherichia coli ATCC 25922, temperatura 37°C 51
Rycina 7d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, temperatura 20°C 54
Rycina 8d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,temperatura 37°C 56
Rycina 9d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 20°C 59
Rycina 10d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, temperatura 37°C 61
Rycina 11d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 20°C 64
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Rycina 12d.
Rycina 13d.
Rycina 14d.
Rycina 15d.
Rycina 16d.
Rycina 17d.

Rycina 18d.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, temperatura 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 20°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923, temperatura 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 20°C
Staphylococcus aureus ATCC 6538, temperatura 37°C
Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 20°C

Salmonella enterica subsp. enterica PCM 843, temperatura 37°C

66

69

71

74

76

79

81
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