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Influence of lactic acid on the survival of Salmonella on poultry carcass surfaces

Summary

The aim of this study was to determine the influence of different lactic acid concentrations on Salmonella
bacilli in microbiological media and on the surfaces of chicken carcasses. For the contamination of samples the
following strains were used: Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Hadar, Salmonella
Infantis and Salmonella Virchow. Each strain from each dilution was placed on nutrient agar without the
addition of chemical substances (the control), and on nutrient agar with various amounts of substances were
added 0.02%, 0.05%, 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%, 2% solutions of lactic acid. A concentration of up to 0.02%
of lactic acid did not have a significant effect on the quantitative growth of Salmonella spp. Starting from
the concentration of 0.1%, lactic acid completely inhibits the growth of all the studied strains of Salmonella.
150 samples from broiler chicken breasts were immersed for 2 minutes in 80 ml of Salmonella suspension
containing 10’ CFU. The samples were then transferred to sterile beakers with 250 ml of 2% and 5% solutions
of lactic acid for a period of S minutes. Compared to the control, at a lactic acid concentration of 2% the number
of Salmonella reductions ranged from 0.18 to 1.21 log. At the lactic acid concentration of 5%, the number of
Salmonella, compared to the control, reductions ranged from 2.69 log to 3.67 log. From the conducted tests
it can be concluded that it is possible to reduce the number of Salmonella bacilli on the surfasses of chicken

carcasses through lactic acid concentrations of at least 2%.
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W Polsce i poza jej granicami przeprowadzono
w ostatnich latach badania na temat zanieczyszczenia
pateczkami Salmonella migsa drobiu. Wykazano rdz-
ny procent dodatnich wynikow — od bardzo niskiego
do wysokiego (1). Obecnos¢ pateczek Salmonella na
tuszkach brojlerow wskazuje, ze metody stosowane
do wyeliminowania tego drobnoustroju nie sg w pelni
skuteczne. Badania dotyczace unieszkodliwiania pate-
czek Salmonella bylty prowadzone przy uzyciu wielu
metod z uzyciem rozmaitych zwigzkéw chemicznych,
m.in. kwasow organicznych (11). Nie wszystkie z tych
metod okazaly si¢ skuteczne. Liczba chemicznych
dodatkow stosowanych w przetworstwie zywnosci jest
ograniczona z powodu ich negatywnego oddziatywa-
nia na ludzki organizm oraz ze wzgledu na trudnosci
z rozpuszczalnos$cig 1 mozliwoscig bezposredniego
zastosowania. Poza tym proekologiczny styl zycia
konsumentoéw zmusza do stosowania w technologii
zywnosci jedynie takich $rodkow chemicznych, kto-
re wystepuja w przyrodzie. Wsérod preferowanych

dodatkow niszczacych flore bakteryjng na tuszkach,
oddzielng grupe¢ stanowig kwasy organiczne iich sole.
Kwasy organiczne powszechnie uwaza si¢ za bez-
pieczne. Nalezy do nich kwas mlekowy, dopuszczony
do stosowania w polskim przemysle spozywczym
(E 270) (17).

Na terenie UE od stycznia 2006 r. przepisy Rozpo-
rzadzenia 853 (15) dopuszczajg mozliwo$¢ stosowania
substancji przeciwdrobnoustrojowych zatwierdzonych
przez Staty Komitet ds. Lancucha Zywnosciowego
1 Zdrowia Zwierzat (SCoFCAH) w celu usuwania za-
nieczyszczen powierzchniowych z tuszek drobiowych.
Na podstawie ekspertyz naukowych, zawierajacych
opinie w sprawie uzywania niektoérych substancji
chemicznych do wyeliminowania pateczek Salmonella
z tuszek drobiowych Komisja Europejska w 2008 . (7)
przedstawila Statemu Komitetowi ds. Lancucha Zyw-
nosciowego i Zdrowia Zwierzat (SCoOFCAH) wniosek
okreslajacy $cisle warunki przeciwdrobnoustrojowej
obrobki migsa drobiowego. Nastepnie powotujac
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si¢ na pozytywne opinie Europejskiego Urzedu ds.
Bezpieczenstwa Zywno$ci wskazata, ze substancje
chemiczne do odkazenia migsa drobiowego zostang
zatwierdzone (5, 6). W 2013 r. zezwolita na stosowa-
nie kwasu mlekowego do odkazania tusz wotowych
(16), jednak nie moze on by¢ stosowany do zywnosci
nieprzetworzonej, w tym drobiu (14).

W przemysle drobiarskim najwigksze zanieczysz-
czenie, zwlaszcza niebezpieczne z punktu widzenia
zdrowia konsumenta mikroflora patogenng dotyczy
zarowno zewngtrznej powierzchni tuszek (skory), jak
1 wewnetrznej (jam ciata).

Pomimo wielu prob podejmowanych w celu unik-
nigcia zanieczyszczen wtornych pateczkami rodzaju
Salmonella na lini1 ubojowej 1 w trakcie produkcji
ciggle poszukuje si¢ skutecznych metod unieszkodli-
wiania tych bakterii. Zastosowanie roztworu kwasu
mlekowego do powierzchownej dezynfekcji tuszek
wydaje si¢ uzasadnione. Zanurzenie tuszek w roztwo-
rze lub rozpylenie na powierzchni moze by¢ najsku-
teczniejsza metoda.

Celem badan byto okreslenie wptywu wybranych
stezen kwasu mlekowego na przezywalno$¢ pateczek
Salmonella na podtozach mikrobiologicznych 1 na
powierzchni migsa kurczat brojleréw.

Material i metody

Wplyw kwasu mlekowego na przezywalno$¢ paleczek
Salmonella w podlozach mikrobiologicznych. Ustalono
nastepujace stezenia: 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%,
1%, 1,5%, 2% kwasu mlekowego w agarze odzywczym.
Salmonella Enteritidis nr ATCC 13076, Salmonella Ty-
phimurium nr KOS 24/2011, Salmonella Hadar nr KOS
1966 otrzymano z Muzeum szczepoéw bakteryjnych Pan-
stwowego Instytutu Weterynarii w Putawach. Salmonella
Infantis i Salmonella Virchow zostaty wyizolowane z migsa
kurczat. Uzyty w badaniach kwas mlekowy wyjatawiano
przy uzyciu filtra strzykawkowego PTFE Syringe Filter
(0,22 pum), nastepnie dodawano je w odpowiednich ste-
zeniach do podtoza agar odzywczy o temperaturze 50°C.
Badane szczepy wsiewano do bulionu tryptonowo-sojo-
wego (TSB) 1 po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze
37°C uzyskiwano hodowle wyjsciowa do dalszych badan.
Z hodowli wykonywano dziesi¢ciokrotne rozcienczenia
i kazdy szczep z kazdego rozcienczenia wysiewano na agar
odzywcezy bez substancji chemicznych (kontrola) oraz na
agar odzywczy z dodatkiem réznych ich ilosci. Stosowano
posiew powierzchniowy. Ptytki inkubowano w tempera-
turze 37°C przez 24 do 48 godzin. Badania dla kazdego
szczepu powtorzono dziesieciokrotnie.

Szczepy przechowywano na skosach agarowych w lo-
doéwce w temperaturze 4°C. Dla kazdej serii badan po-
szczegolne szczepy hodowano w bulionie odzywczym
w temperaturze 37°C przez 24 godziny.

Wplyw kwasu mlekowego na przezywalno$¢ paleczek
Salmonella na powierzchni tuszki kurczat. Badania prze-
prowadzono na 150 probkach z piersi brojlerow kurczat
zakupionych w zaktadach drobiarskich. Po dostarczeniu
piersi brojlerow do laboratorium, kazdg oznakowang préob-
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ke przetrzymywano w temperaturze 4°C. Kazda probke
dzielono na dwie czgsci. Jedna cze$¢ byta sprawdzana na
obecnosc¢ pateczek Salmonella (13).

Z drugiej czesci pobierano element skory piersi kurczat
o masie 10 g (4), w celu przeprowadzenia dalszych badan.
Do zanieczyszczenia probek uzyto szczepow: Salmonella
Enteritidis nr ATCC 13076, Salmonella Typhimurium nr
KOS 24/2011, Salmonella Hadar nr KOS 1966, Salmo-
nella Infantis 1 Salmonella Virchow. Szczepy wsiewano
do bulionu tryptonowo-sojowego (TSB) i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji 8 ml
bulionu przesiewano do 72 ml ptynu do rozcienczen. Liczba
pateczek Salmonella w 1 ml zawiesiny badanej na podtozu
agarowym wynosital0’ jtk/ml. Kazdg probke zanurzano
przez 2 minuty w 80 ml zawiesiny bakteryjnej, odzielnie
z wyzej wymienionymi patogenami. Okreslano wyjsciowe
zanieczyszczenie probek kontrolnych w kazdej serii badan.
Po wyjeciu osuszano probki przez 20 minut w komorze
laminarnej. Nastepnie probki przenoszono do jatowych
zlewek z 250 ml roztworu 2% i 5% kwasu mlekowego na
okres 5 minut. Kontrolg dos§wiadczenia stanowity probki
piersi brojlerow zanieczyszczone pateczkami Salmonel-
la 1 zanurzane w wodzie jatlowej przez 5 minut (liczba
przyjmowana za inoculum). Kazda probke przenoszono
do jalowej zlewki, zalewano 90 ml ptynu fizjologicznego,
homogenizowano w stomacherze Lab-Blender 400 przez
2 minuty otrzymujac rozcienczenie wyjsciowe. Nastepnie
wykonywano dziesi¢ciokrotne rozcienczenia w zbuforo-
wanej wodzie peptonowej (ZWP) do 10°¢. Z kazdego roz-
cienczenia przenoszono 0,1 ml na agar z ksyloza, lizyna,
dezoksycholanem (XLD). Kolonie typowe lub podejrzane
o przynalezno$¢ do rodzaju Salmonella byty identyfiko-
wane serologicznie i biochemicznie. Badania powtdrzono
dziesigciokrotnie dla kazdego wariantu do§wiadczenia. Do
analizy statystycznej wykorzystano wyniki z badan 150
probek z piersi, ktore nie byty naturalnie zanieczyszczone
pateczkami Sal/monella.

Analiza statystyczna. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie opierajac si¢ na warto$ciach logarytmowa-
nych. Analize¢ statystyczng wynikéw badan wykonano za
pomoca programu Statistica 9 PL. Testem Shapiro-Wilka
zbadano rozktad zmiennych, testem Levene’a okreslono
jednorodno$¢ ich wariancji. Do poréwnania zmiennych
ilosciowych o rozktadzie normalnym (i jednorodnych
wariancjach) uzyto jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA). Jako test post-hoc zastosowano test Tukey’a
w celu okreslenia r6éznic miedzy liczbg salmonel a steze-
niem kwasu mlekowego w poréwnaniu z grupa kontrolng.
Zalezno$¢ liczby pateczek Salmonella od stgzenia kwasu
mlekowego oceniono wykorzystujac korelacje liniowa. Do
weryfikacji stawianych hipotez (o braku zaleznosci) zasto-
sowano statystyczny test F (Fishera). W tabelach podano
wspotczynniki korelacji oraz odpowiadajace im poziomy
istotnosci (p). Za poziom istotnos$ci statystycznej przyjeto
p<0,05.

Wyniki i oméwienie
Wyniki badan przedstawiono w tabelach 1 i 2.

Wplyw kwasu mlekowego na pateczki Salmonella
w podlozach mikrobiologicznych podano w tab. 1.
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Dane w tabeli 1 wskazuja,
ze $rednia liczba bakte-
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Tab. 1. Wzrost paleczek Salmonella na podlozach agarowych z dodatkiem kwasu mlekowego
(n =10; log jtk/ml)

rii w probkach kontrol- Stezenie kwasu mlekowego (%) Otenazalsznosei
nych bez dodatku kwasu Serowar 0 |002]005| 01 [025] 05| 1 | 15] 2 liniowej
mlekowego W pqdiozu Liczba kolonii log jtk/ml r p
agarowym wynosita dla —

S. Enteritidis 8,92 log, dla | S Eeritidis | 892 | 8,91 | 697 | 0 0 0 0 0 0 |-0,865 | 0,000
S. Typhimurium 8,90 log, | S Typhimurium | 8,90 | 7.99 | 6,84 | 0 0 0 0 0 0 |-0,992 | 0,000
dla S. Hadar 8,97 log, | s.Hadar 897 | 877 |65 | 0 | o | o | o | o | o |-0898 |0,000
dla S. Infantis 8,97 log ,

. ; ’ S. Infantis 897 | 877 [ 671 | © 0 0 0 0 0 |-0,901 |0,000
idla S. Virchow 8,95 log. _ '

Kwas mlekowy w podto- | S: Virchow 895 | 894 | 691 | 0 0 0 0 0 0 [-0,865 | 0,000

Zu agarowym w stezeniu
0,1% catkowicie hamo-
watl wzrost wszystkich badanych szczepoéw pateczek
Salmonella. Przy stezeniu 0,05% liczba bakterii w po-
rownaniu z kontrolg, zmniejszyta si¢ 0 2,04 log w przy-
padku S. Virchow, o 2,42 log w przypadku S. Hadar,
0 2,26 log w przypadku S. Infantis, a o 2,06 log
w przypadku S. Tyhimuriumio 1,94 log w przypadku
S. Enteritidis. Bakterie te rosty natomiast w obecnosci
0,02% kwasu mlekowego w liczbach mieszczacych
si¢ w tym samym przedziale logarytmicznym. Dla
wszystkich serowaréw Salmonella uzytych w bada-
niach obserwowano tendencj¢ spadkowa wynikow
(ujemne wspotczynniki korelacji). Analiza statystyczna
wykazata istotng zalezno$¢ liniowg liczby bakterii od
stezenia kwasu mlekowego w podtozu mikrobiologicz-
nym dla wszystkich badanych serowarow (p = 0,000).

Wplyw kwasu mlekowego na wzrost salmonelli na
powierzchni tuszki kurczat przedstawiono w tab. 2.
Srednie wyj$ciowe zanieczyszczenie pateczkami Sal-
monella elementow tuszek kurczat bezposrednio po
zanieczyszczeniu wynosito 4,3 log jtk/g. Po zanurzeniu
w wodzie, srednia liczba bakterii w probkach kontro-
Inych bez dodatku kwasu mlekowego na elementach
tuszek brojlerow kurczat wynosita dla S. Enteritidis
4,00 log, S. Hadar 4,99 log, S. Typhimurium, S. Vir-
chow, S. Infantis 5,00 log. Przy stezeniu 2% kwasu
mlekowego liczba pateczek Salmonella, w por6wnaniu
z kontrola, zmniejszyta si¢ w przypadku S. Enteritidis
00,18 log, S. Typhimurium o 1,21 log, S. Hadar o 1,08
log, S. Infantis o 1,16 log oraz S. Virchow o 1,18 log.
Przy stezeniu 5% kwasu mlekowego liczba pateczek
Salmonella, w porownaniu z kontrola, zmniejszyta si¢
w przypadku S. Enteritidis 0 2,68 log, S. Typhimurium
0 3,67 log, S. Hadar o 3,60 log, S. Infantis o 3,65 log
oraz S. Virchow o 3,62 log. Analiza statystyczna wyka-
zala najsilniejszg istotng korelacje¢ liniowa liczby bak-
terii ze st¢zeniem kwasu mlekowego na powierzchni
tuszki kurczat w przypadku szczepu S. Typhimurium
(r=-0,977, p = 0,000).

Na podstawie uzyskanych wynikéw, stwierdzono
hamujacy wptyw kwasu mlekowego na paleczki
Salmonella w podlozach bakteryjnych. Dziatanie na
salmonelle byto silniejsze w podtozach bakteryjnych
niz na tuszkach kurczat. Po zanurzeniu elementow
tuszek kurczat w roztworze kwasu mlekowego stwier-

Objasnienia: r — wspotczynnik korelacji liniowej; p — poziom istotnosci statystyczne;j

Tab. 2. Wzrost paleczek Salmonella na miesie kurczat brojle-
row z dodatkiem kwasu mlekowego (n = 10; log jtk/g)

Stezenie kwasu mlekowego (%) | (Qgena zaleznosci
Serowar 0 | 2 | 5 liniowej
Liczba kolonii log jtk/g r p

$. Enteritidis 4,00 3,82 1,32 -0,889 | 0,000
S. Typhimurium 5,00 3,79 1,33 -0,977 | 0,000
§. Hadar 4,99 3,91 1,39 -0,970 | 0,000
S. Infantis 5,00 3,84 1,35 -0,974 | 0,000
S. Virchow 5,00 3,82 1,38 -0,975 | 0,000

Objasnienia: jak w tab. 1

dzono, ze przy zastosowaniu 2% roztworu kwasu mle-
kowego uzyskano redukcje liczby pateczek Salmonella
sp. z powierzchni piersi kurczat od 0,18 do 1,21 log.
W wyniku zastosowania 5% roztworu kwasu mleko-
wego redukcja ta wynosita od 2,69 do 3,67 log.

Stosowanie substancji przeciwdrobnoustrojowych
do usuwania zanieczyszczen z tuszek drobiowych jest
normalnym zabiegiem w zaktadach drobiarskich USA,
Australii 1 Nowej Zelandii (10, 12). Wiele z nich jest
zatwierdzonych przez Agencje do Spraw Zywnosci
1 Lekéw (FDA — Food and Drug Administration), jako
zwiazki powszechnie uznane za bezpieczne (2, 12).

W pismiennictwie jest niewiele danych dotycza-
cych wptywu kwasu mlekowego na wzrost pateczek
Salmonella na tuszkach kurczat (3, 8, 9). Uzyskane
wyniki badan wlasnych, potwierdzaja rezultaty badan
innych autordw, ktorzy stosujac spryskiwanie 2%
kwasem mlekowym przez 17 do 180 sekund uzyska-
li redukcje zanieczyszczenia od 0,73 do 2,2 log (9,
19-21). Anang i wsp. (3) wykazali redukcje salmonelli
o 1,17 log, stosujac na powierzchni piersi kurczat 2%
roztwor kwasu mlekowego przez 10 minut, po ich
uprzednim poddaniu w laboratorium procesom zmie-
rzajacym do zlikwidowania mikroflory towarzyszace;.
Killinger i wsp. (8) uzyskali obnizenie zanieczyszcze-
nia salmonellami na poziomie 0,39 log po zanurzeniu
skrzydetek kurczat w 2% roztworze kwasu mlekowego
przez 180 sekund.

Stosowanie wysokich stezen roztwordéw antybakte-
ryjnych moze powodowac w tuszkach kurczat zmiany



142

organoleptyczne (18). Przeciwbakteryjny efekt sto-
sowania kwasu mlekowego do odkazania elementow
tuszek kurczat uzalezniony jest od rodzaju kwasu, jego
koncentracji, 1 wartosci pH. Przeciwdrobnoustrojowe
dziatanie kwasu mlekowego spowodowane jest
obecnoscig zdysocjowanych czasteczek oraz niskim
pH kwaséw. Przypuszcza si¢, ze stosowanie kwasu
mlekowego hamuje rozwo6j drobnoustrojow poprzez
zmniejszenie pH $rodowiska, zaktdcenie transportu
btonowego i/lub przepuszczalnosci bltony komor-
kowej, akumulacj¢ anionéw lub zmniejszenie we-
wnatrzkomoérkowego pH poprzez dysocjacje jondw
wodoru z kwasu (11). Jednak mechanizm dziatania
kwasu mlekowego na bakterie nie jest w petni pozna-
ny. Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnieje
mozliwos$¢ redukcji liczby pateczek Salmonella na
tuszkach brojlerow kurczat poprzez naniesienie na
ich powierzchni¢ przynajmniej 2% roztworu kwasu
mlekowego.
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