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WPROWADZENIE

Dominujacg mikrobiotg serow wytwarzanych na drodze spontanicznych fermentacji sa bakterie fermentacji mlekowej (LAB). Bakterie te ksztattujg ich specyficzne cechy sensoryczne i organoleptyczne.
Pelnig one takze wazng funkcje konserwujaca. Jest ona wypadkowa ich zdolnosci do syntezy zwigzkow 0 dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Szczegolnie silng aktywnos¢ wzgledem drobnoustrojow
chorobotworczych wykazuja kwasy organiczne, H,O,, zwiagzki systemu laktoperoksydazy i bakteriocyny. Dlatego tez postanowiono ceni¢ potencjal przeciwdrobnoustrojowy mikrobioty seréw wytwarzanych
w naszym kraju metodami rzemieslniczymi. Jako przedmiot badan wybrano twarde sery podpuszczkowe z masy parzonej, - gotki (pucokoki) i oscypki oraz migkkie sery podpuszczkowe — bundz i bryndze.
Dostarczenie dowodéw naukowych wskazujacych na obecno$s¢ w badanych serach bakterii niszczacych drobnoustroje chorobotworcze moze by¢ waznym elementem ich promocji jako zywnosci
mikrobiologicznie bezpiecznej. LAB scharakteryzowane pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej moga zosta¢ ponadto wykorzystane do produkcji biopreparatow 0 dziataniu konserwujacym. Obecnie
szczegOlnie potrzebne sa biopreparaty do zwalczania patogenéw zoonotycznych, ktore wedlug raportow EFSA stanowig najwigksze zagrozenie dla konsumentow takich jak: Listeria, Salmonella, Yersinia,
verotoksyczne E. coli, Campylobacter, a takze innych bakterii chorobotwoérczych wykrywanych w produktach mlecznych (S. aureus, C. sakazakii). Z powyzszych wzgledow wymienione bakterie uzyto jako
wskazniki do oceny potencjatu przeciwbakteryjnego LAB uczestniczacych w produkcji wybranych serow rzemieslniczych.

CEL BADAN

Ocenienie potencjatu przeciwdrobnoustrojowego bakterii fermentacji mlekowej (LAB) bedacych dominujacg mikrobiotg serow rzemieslniczych
wytwarzanych w naszym kraju na drodze fermentacji spontanicznych.

METODYKA

Oznaczanie potencjalu przeciwdrobnoustrojowego

Izolaty LAB rozmrazano i pasazowano dwukrotnie w bulionie MRS (temp. 37°C,
24h). Takim materiatem (2% v/v) zaszczepiano hodowle testowe, ktére prowadzono w
bulionie MRS (temp. 37°C, 24h) bez regulacji pH. Otrzymane plyny hodowlane (ang.
culture fluid, CF) badano w kierunku zdolnosci do antagonistycznego oddzialywania na
szczepy wskaznikowe 0 roznej etiologii (izolaty z zywnosci, izolaty kliniczne i szczepy
kolekcyjne). Testy aktywnosci wykonywano metoda punktowg. Analogicznym badaniom
poddawano pozbawione komoérek supernatanty ptynow hodowlanych (ang. cell-free
supernatant, CFS). Aktywno$¢ CFS traktowano jako wyznacznik zdolnosci badanych
szczepéw do syntezy i sekrecji metabolitow 0 dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym.
Dodatkowo oznaczano aktywno$¢ zneutralizowanych CFS, tj. CFS o pH 6,5, a nastepnie
potraktowanych katalazg (500 U/ml, temp. 25°C, 30 min, Sigma) — tzw. ekstraktow
aktywnych (ang. active extract, EA). W EA oznaczano aktywno$¢ innych metabolitow, niz
kwasy organiczne i ditlenek wodoru. W celu ustalenia czy badane szczepy produkuja
réwniez bakteriocyny CFS poddawano dziataniu trypsyny (1 mg/ml, 25°C, 2h, Sigma) oraz
ogrzewaniu w temp. 80°C przez 30 min. Utrate aktywnosci EA po takiej obroébce uznawano
za potwierdzenie obecnosci w EA bakteriocyn lub bakteriocynopodobnych zwigzkow

biatkowych (BLIS).

Testy aktywnosci

Na pozywke Mueller-Hinton agar

silng aktywno$¢.

(Graso) =zaczepiong 10° jtk/ml
wskaznikowych nanoszono 20 ul CF, CFS i EA. Plytki z naniesionymi probkami
inkubowano w warunkach optymalnych dla wzrostu uzytych szczepéw choropbotwoérczych.
Po inkubacji mierzono w milimetrach (mm) srednice powstatych stref zahamowania
wzrostu. Na podstawie ich wielkosci orzekano o sile oddziatywania badanych szczepow
oraz ich metabolitow na badane szczepy. Drobnoustroje dajace strefy zahamowania wzrostu
0 Srednicy od 2 do 14 mm klasyfikowano jako wykazujace staba aktywnos$¢, natomiast
dajace strefy przejasnien 0 Srednicy wigkszej niz 14 mm klasyfikowano jako wykazujace

bakterii

MATERIALY

PRZEDMIOT BADAN: 800 SZCZEPOW LAB

POTENCJAL PRZECIWBAKTERYJNY LAB OCENIANO
WZGLEDEM PATOGENOW O ROZNEJ ETIOLOGII

< BAKTERIE WSKAZNIKOWE — POCHODZENIE >

KRYTERIA SELEKCJI

ZAKRES AKTYWNOSCI

=
=

SILA DZIALANIA

INNE SZCZEPY STOSOWANE W BADANIACH

Szczepy Pochodzenie Pozywka Temp. (°C)
Inne bakterie G(+)

Listeria monocytogenes 19111 ATCC NB 37

Listeria innocua 33090 ATCC NB 37

Listeria ivanovii 19119 ATCC NB 37

Staphylococcus aureus 25923 ATCC NB 37
Bakterie G(-)

Campylobacter jejuni 29428 ATCC NB! 42

Escherichia coli 10/21 KBiMZ NB 37

Pseudomonas aeruginosa 5442 ATCC NB 30

Salmonella Enteritidis 05/07 KBiMZ NB 37

Yersinia enterocolitica 9610 ATCC NB 37

NB: bulion wzbogacony, BTL i Biomaxima

KBiMZ: Kolekcja Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu, Polska

1 warunki mikroaerofilne (8-10% CO2,, 5-6% 02) wytwarzane za pomocg wktadow
Anaerocult™ C (Thermo Scientific™)

AKTYWNOSC CF BADANYCH SZCZEPOW

odsetek szczepow LAB dzialajacych antagonistycznie na bakterie chorobotworcze
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ZAKRES AKTYWNOSCI BADANYCH SZCZEPOW LAB SZCZEPY Z AKTYWNA FRAKCJA CFSTEA
- szczepy zdolne do syntezy zwiazkow o dzialaniu bakteriobdjczym
Liczba | Liczba szczel[))()]:v L5 L a;“%’“.’ll:)’Ch vslflstosunku do Lacznie BN Liczba/odsetek szczepéw LAB z aktywna frakcja

POChOC!ZGI’IlJiZB badany’ch gt RSN IOV liczba/odsetek szczepow LAB CFS EA EAO*
SZcZepow SZczepow aktvwnvch

-2 B B R R L A B B g’zvzpzw izolaty z bundzu 42/51,9 12/14,8 10/12,3
izolaty z bundzu 148 0 0 39|36 | 5 1 0 0 0 81/54,7 izolaty z bryndzy 24/38,7 4/6,4 2/3,2
izolaty z bryndzy 167 5 8 126 |22 1 0 0 0 0 62/37,1 .
: lat tek 105/56,8 8/4,3 512,7
izolaty z golek 204 0 0 9|84 |6 |00/ 0] 18629 1z0taty z gole
izolaty z osypkéw 189 4 | 34|38 13| 4 3 1 0 0 97/51,3 izolaty z osypkéw 53/54,6 221227 18/18,6
razem 800 9 | 42 /198 |151| 14 | 10 | 1 0 0 425/53,1 razem 224/52,7 46/10,8 32/7,5

1-9: liczba szczepow wskaznikowych wrazliwych na dziatanie CF badanych szczepéw LAB

Aktywnoscia w stosunku do co najmniej jednego szczepu
chorobotwoérczego cechowalo sie 425 szczepow LAB - 51,3% badanych
Szeroki zakres aktywnosci wykazywaly: 374 szczepy LAB = 88%

szczepow aktywnych

CFS (ang. cell-free supernatant)

- wyznacznik zdolno$ci szczepoéw do syntezy i sekrecji

metabolitow 0 dziataniu przeciwdrobnoustrojowym;

EA (ang. active extract) - wyznacznik zdolnos$ci szczepdéw do syntezy metabolitow, innych niz
kwasy organiczne i ditlenek wodoru,

EAO (poddany obrdobce EA) — wyznacznik zdolnosci szczepdéw do syntezy bakteriocyn lub
bakteriocynopodobnych zwiazkow biatkowych (BLIS), *utrata aktywnosci

WRAZLIWOSC ROZNYCH SZCZEPOW
SALMONELLA ENTERITIDIS

NAJBARDZIEJ AKTYWNE SZCZEPY LAB

Aktywnos$¢é CF, CFS i EA szczepow E. durans 510 (a),
E.faecium 1119 (b), Leu. mesnteroides 19b (c) oraz

NA DZIALANIE CF BADANYCH LAB B .I_..plantaru.m 67g.(d) W stosunk}J do najbardz!ej
Maksymalna aktywnos¢ wrazliwych na ich dzialanie szczepow chorobotworczych
;. L , : (a) (b)
Szcze Zrodlo Srednica strefy Zakres Glowny czynnik
P izolacji zahamowania Szczep aktywnosci | przeciwbakteryjny
wzrostu chorobotworczy
[mm]
Enterococcus durans 510 oscypek 20 S. Enteritidis umiarkowany | konkurencja
(c) (d)
Enterococcus faecium 111g gotka 20 L. monocytogenes | szeroki bakteriocyny/BLIS
. i Leuconostoc mesnteroides 19b bryndza 31 P. aeroginosa waski konkurencja
SZCZEP KOLEKCYJNY IZOLAT Z ZYWNOSCI IZOLAT KLINICZNY
Lactiplantibacillus plantarum 67g | gotka 28 L. monocytogenes | szeroki bakteriocyny/BLIS
PODSUMOWANIE

« Ponad potowa szczepow LAB wyizolowanych z seréw wytwarzanych metodami rzemie$lniczymi wykazywata antagonistyczng aktywnos$¢ w stosunku do co najmniej jednego drobnoustroju

wskaznikowego (Szczepu chorobotworczego).

« Szczepy chorobotworcze 0 roznej etiologii roznity sie wrazliwoscig na dziatanie metabolitow szczepow LAB.

* Najwiecej szczepow LAB byto aktywnych w stosunku S. Enteritidis, P. aeroginosa i Listeria. Najmniej dziatato natomiast na Y. enterolitica i S.aureus.
* Duziatanie bakteriobojcze w stosunku do wigcej niz 3 szczepdw chorobotworczych wykazywato 88% aktywnych szczepow LAB. Zakres aktywnosci zadnego z nich nie obejmowat jednak wszystkich

badanych szczepow chorobotworczych.

» Najsilniejszg aktywnoscig przeciwbakteryjng cechowaty sie szczepy Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Leuconostoc mesnteroides oraz Lactiplantibacillus plantarum.
« Szczepy E. faecium 111g i L. plantarum 67g byly m.in. zdolne do syntezy bakteriocyn i/lub innych bakteriocynopodobnych zwigzkow. Spektrum ich bakteriobojczego dziatania bylo jednoczesnie

najszersze.

WNIOSEK

Mikrobiota serow wytwarzanych metodami rzemieslniczymi na drodze spontanicznych fermentacji wykazuje potencjat przeciwdrobnoustrojowy, ktory moze by¢ wykorzystany
do opracowania biopreparatéw stuzacych do poprawy jakosci 1 bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci.
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Badania zostaly wykonane w ramach projektu pt. ,,Sie¢ uczelni przyrodniczych na rzecz rozwoju polskiego sektora mleczarskiego” nr 509-026 finansowanego z dotacji celowej Ministra Nauki




