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WPROWADZENIE

W ostatnich latach rosngcym zainteresowaniem konsumentdow cieszg sie sery wytwarzane metodami rzemieslniczymi. Ich przyktadem sg sery gorskie takie jak: bundz, bryndza, gotka, redykotka czy oscypek.
Sery te sg wytwarzane z niepasteryzowanego mleka, najczesciej owczego lub mieszanego (owczo-krowiego). Ich produkcja bazuje na spontanicznych fermentacji, w ktoérych biorg udziat mikroorganizmy
obecne zarowno w surowym mleku, jak i catym otoczeniu produkcyjnym. Z powyzszych wzgleddéw mikrobiota seréw rzemieslniczych cechuje sie wiekszg réoznorodnoscig i zmiennoscig od mikrobioty serow
wytwarzanych w warunkach przemystowych. Dodatkowo ze wzgledu na sposdb produkcji, sery rzemieslnicze sg narazone na zakazenia drobnoustrojami chorobotwdrczymi. Dlatego tez postanowiono okreslic
jakos¢ mikrobiologiczng serow wytwarzanych metodami chatupniczymi w okregu tatrzanskim oraz zidentyfikowaé drobnoustroje uczestniczgce w procesie ich produkgji.

CEL BADAN

Celem badan jest okreslenie stanu mikrobiologicznego seréw podpuszczkowych wytwarzanych metodami rzemiesiniczymi z mleka niepasteryzowanego takich jak: bundz, bryndza, gotka i oscypek.
Wymienione sery poddano takze analizie metagenomowej oraz zidentyfikowano dominujgce w nich bakterie.

MATERIALY | METODY

Sery regionalne
Przedmiotem badan byty Swieze (1-3 dniowe) sery podpuszczkowe z mleka owczego, krowiego i
mieszanego, takie jak: bundz (n=10), bryndza (n=10), gotka wedzona krowia (n=15), gotka
mieszana (n=15), gotka owcza (n=10) i oscypek (n=10) wytworzone w okolicach Nowego Targu.

Oznaczanie jakosci mikrobiologicznej seréw
Liczebno$¢ wybranych grup drobnoustrojéw w badanych serach oznaczano metody posiewdw
iloSciowych w sposdéb zgodny z normami i wyrazano w jtk/g. Kierunki posiewéw ilosciowych,
wykorzystywane w nich pozywki oraz warunki inkubacji podano w tabeli 1.
W posiewach ilosciowych jako rozciericzalnik stosowano zbuforowang wode peptonowa. Prébki
serow o masie 10 g zawieszano w 90 ml 2% (w/v) cytrynianu trisodowego, a nastepnie
homogenizowano za pomocy wibracyjnego homogenizatora mikrobiologicznego Pulsifier.
Obecnos¢ bakterii Listeria spp., L. monocytogenes oraz Salmonella spp. potwierdzano metodg
enzymoimmunofluorescencyjng (ELFA) z uzyciem testow VIDAS® L. monocytogenes 1l (LMO2,
BioMerieux), VIDAS® Listeria Duo (LDUO, BioMerieux) oraz VIDAS® Salmonella (SLM, BioMerieux).
Wszystkie oznaczenia wykonywano w co najmniej trzech powtdérzeniach.

Analiza metagenomowa

Amplifikacje meta-DNA wyizolowanego z catej puli mikroorganizméw badanych seréw
prowadzono w probkach o catkowitej objetosci 25 pl zawierajgcych 100 ng genomowego DNA oraz
50 pl mieszaniny reakcyjnej (sktad: 1 x PCR mieszanina reakcji, 0,25 uM kazdego ze starterow i 5U
Taq polimerazy DNA). Produkty reakcji oczyszczono w kolumnach Clean-Up (A&A Biotechnology).
Normalizacje biblioteki prowadzono stosujgc zestaw Quant-iT HS ds.-DNA assai (Invitrogen) na
fluorymetrze Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific), a reakcje sekwencjonowania instrumentalnie
MiSeq Illumina i chemicznie V2 (2x250bp). Otrzymane dane analizowano za pomoca
oprogramowania GreenGenes v13 5.

Izolacja i identyfikacja hodowlanych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej (LAB)
Szczepy LAB izolowano z agarowych podfozy MRS i M17 i namnazano w pozywkach ptynnych
(30°C, 20h, warunki beztlenowe). Z kazdej probki sera izolowano ok. 20 czystych kultur. Ich
genomowe DNA stosowano jako matryce do reakcji PCR, w ktorej amplifikowano sekwencje 16S
rDNA. Amplifikacje prowadzono przy uzyciu starterow: S-D-Bact-0008-a-S-20 (krotka nazwa 27F),
S-Univ-1492-b-A-21 (krétka nazwa 1492R). Produkty PCR oczyszczano za pomocg zestawu Clean-
Up (A&A BIOTECHNOLOGY). Oczyszczone amplikony 16S rDNA wysytano do pracowni
sekwencjonowania (Genomed, Warszawa). Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomoca
program VectorNTI (Invitrogen) oraz serwisu BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tabela 1. Oznaczane grupy drobnoustrojow i warunki ich hodowli

Temp. Czas
Grupa mikroorganizmow Norma Pozywki agarowe® Srodowisko
[°cl [h]
Ogodlna liczba drobnoustrojow
PN-EN ISO 4833-1:2013-12 PCA (Graso) 30 48-72 tlenowe
tlenowych (OLDT)
Enterobacteriaceae PN-EN ISO 21528-2:2017-08  VRBG (Oxoid) 37 24 tlenowe
E. coli PN-ISO 16649-2:2004 Chromocult® TBX (Merck) 44 18-24 tlenowe
PN-EN ISO 6888- . .
S. aureus Baird Parker z RPF (Oxoid) 37 24-48 tlenowe
2:2001/A1:2004
XLD (Oxoid)
Salmonella PN-EN ISO 6579-1:2017-04 37 24-48 tlenowe
BGA (Oxoid)
Palcam Agar (Oxoid)
Listeria PN-EN ISO 11290-1:2017-07 37 24 tlenowe
ALOA (Graso)
L. monocytogenes PN-EN ISO 11290-1:2017-07  ALOA (Graso) 37 24 tlenowe
MRS (Graso)
LAB PN-ISO 15214:2002 30 48-72 beztlenowe?
M17 (Graso)
Drozdie PN-1SO 21527-1:2009 YGC (Graso) 20 72-96 tlenowe

awszystkie podtoza do oznaczen liczebnosci bakterii w serach suplementowano 50 mg/| natamycyny (Devocid®, Gist-
brocades); a warunki beztlenowe (85% N2, 15%C02) wytwarzano za pomocg systemu do hodowli beztlenowych

(Anaxomat)

b PCA: standardowy agar do liczenia drobnoustrojéw; VRBG: pozywka z fioletem, czerwienia, solami zétciowymi i
glukozg; Chromocult® TBX: agar z tryptonem, z6tcig i X-glukuronianem; Baird Parker z RPF: pozywka Baird-Parkera z
plazma krwi kréliczej i fibrynogenem; XLD: pozywka z ksylozg, lizyng i deoksycholanem sodu, BGA: pozywka z zielenig
Palcam agar: pozywka Palcam wg. van Nettena i wsp., ALOA: Agosti i Ottaviani Listeria Agar; MRS:
pozywka MRS; M17: pozywka M17; YGC: podtoze z chloramfenikolem.

brylantowg,

Tabela 2. Liczebno$¢ (xt SD) wybranych grup mikroorganizmoéow w badanych serach rzemiesiniczych

WYNIKI IDENTYFIKACJI LAB WYIZOLOWANYCH Z BADANYCH SEROW

Log [jtk/g]
100
Grupa mikroorganizmow Bundz Bryndza Goik? fioika Gotka owcza Oscypek
krowia mieszana
Ogolna liczba drobnoustrojow — 80
7,10+0,93 9,32+0,81 8,94+1,21 8,89+1,31 8,82+1,28 8,74+1,33 =
tlenowych =
Enterobacteriaceae 2,48+0,70 2,94+0,91  1,61+0,67 1,53+1,56 1,23+0,57 1,31+0,49 - 60
C
E. coli 2,44+0,67 2,830,59  1,58t0,61  1,32#0,51 1,22¢0,52  1,27:0,38 3 40
S. aureus 1,87+0,56 2,31+0,61 <DL <DL <DL <DL 3
2
Listeria 1,1240,72 3,1240,65 <DL <DL <DL <DL 20
L. monocytogenes <DL <DL <DL <DL <DL <DL
LAB (MRS) 6,61+0,63 8,78+0,68  8,65+0,53 8,86+0,43 8,82+0,22 8,75+0,49 bundz bryndza gotka gotka  golkaowcza  oscypek
krowia mieszana
LAB (M17) 7,0410,67 9,30+0,54  7,46%0,48  7,65+0,59 7,6810,41 7,72%0,46
Drozdze 3,410,26 6,89t0,25  4,76:0,13  4,780,39 4,81+0,39  4,67+0,34 = Enterococcus durans = Enterococus faecium
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! Enterococcus hirae Lactococcus garvieae
. . . . B W Lactococcus lactis subsp. lactis M Lactococcus lactis subsp. cremoris
DL: granica WykrywaanSC' —-10 th/g; n: liczba badanyCh prob W Lacticaseiobacillus casei B Lacticaseibacillus paracasei
kryteria oceny jakosci mikrobiologicznej serow z mleka surowego; jakos¢ zadawalajgca: E. coli <104 jtk/g, S. aureus <103 jtk/g, W Lactiplantibacillus plantarum W Leuconostoc citreum
L. monocytogenes brak w 1g; jakos$¢ graniczna: E. coli 10%-<10° jtk/g, S. aureus 103-<10% jtk/g, L. monocytogenes obecna-< W Leuconostoc mesenteroides Pediococcus acidilactici
10?%; jakos$¢ niezadawalajaca: E. coli > 10° jtk/g, S. aureus > 10* jtk/g, L. monocytogenes > 10? jtk/g
WYNIKI ANALIZY METAGENOMICZNEJ
Tabela 3. Rodzaje LAB wykryte w badanych serach
Liczba probek pozytywnych 100
Rodzaj Bundz Bryndza Gotka krowia  Gotka mieszana  Gotka owcza Oscypek 80
n=10 n=10 n=10 n=15 n=15 n=10 < 60
Carnobacterium 0 0 0 0 0 3 8
Enterococcus 2 10 10 10 11 10 5 40
Lactococcus 10 10 10 12 13 8 20
Lacticaseibacillus 5 6 10 15 15 10
Lactiplantobacillus 5 6 10 15 15 10 ,
bundz bryndza gotka krowia gotka golka owcza oscypek
Leuconostoc 10 10 8 13 15 10 mieszana
Pediococcus 10 10 0 0 10 10 :
B Carnobacterium B Enterococcus B Lactococcus
Weissella 2 10 3 2 1 5 Lacticaseibacillus W Lactiplantobacillus W Leuconostoc
Pedi B Weissell m/
n: liczba badanych prébek = SSEL LU
WNIOSKI

* Obecnosc¢ bakterii Pediococcus byta charakterystyczna jedynie dla seréw z mleka owczego.

E.durans, E. faecium, Lc. Lactis i Lc. garvieae.

nich wyizolowywano.

Mikrobiota seréw wytwarzanych w tym samym regionie przez réoznych producentdw byta zréznicowana zaréwno pod wzgledem sktadu ilosciowego, jak i jakosciowego.
Mimo zaobserwowanych rozni¢ zaden z badanych serow nie budzit zastrzezen pod wzgledem stanu higieny oraz bezpieczenstwa mikrobiologicznego.

Najbardziej liczng grupg drobnoustrojéw w serach z masy parzonej (gotkach i oscypkach) byty bakterie Lactobacillus.
W $wiezych serach miekkich (bundz) dominowaty natomiast bakterie Lactococcus, a w miekkich serach dojrzewajgcych (bryndza), bakterie Leuconostoc, Weissella i Enterococcus.

Najbardziej ztozonym sktadem mikrobiologicznym cechowaty sie oscypki. Z produktow tych wyizolowano takie gatunki LAB jak: L. casei, L. plantarum, L.pracasei, Leu. mesenteroides, Leu. citreum, P. acidilactici, P. pentosaceus,

Wiekszos¢ gatunkow charakterystycznych dla oscypkow wystepowato takze w gotkach owczych. Z pozostatych serow wyizolowano jedynie 2-5 gatunkéw LAB, wsrdod ktorych wspdlny dla wszystkich serow byt gatunek L. casei.
Wyniki analizy metagenomicznej swiadczg jednak o tym, ze w procesie produkcji badanych seréw, zwtaszcza miekkich oraz gotek zawierajgcych mleko krowie, uczestniczy znacznie wiecej grup drobnoustrojow od tych, ktore z

/2 Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego

Badania zostaty wykonane w ramach projektu pt. ,Sie¢ uczelni przyrodniczych na rzecz rozwoju polskiego sektora mleczarskiego” nr 509-026 finansowanego z dotacji celowej Ministra Nauki




