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Bauza-Kaszewska J., Szala B., Paluszak Z.
Antagonistic effect of lactic acid bacteria on Salmonella in co-cultures
Summary

The purpose of the research was to estimate the influence of lactic acid bacteria on pathogenic bacteria of
Salmonella Senftenberg W775. The method of co-cultures was applied in order to examine the interaction
between the investigated microorganisms. The results obtained indicate that 3 LAB strains (numbers 2, 3, 4)
isolated from fermented plant material indicated high antibacterial activity against Salmonella rods. The
growth of the pathogen in associated cultures was completely inhibited in 48 hours. The theoretical survival
of Salmonella incubated in the presence of Lactobacillus plantarum was significantly longer and amounted
to 132 hours. None of the LAB strains examined was influenced by Salmonella rods.
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Wykorzystanie bakterii fermentacji mlekoweJ
w przemysle spozywczym dotyczyto najczesciej szcze-
pow, ktore — z jednej strony — wplywaty na odpowiednie
walory smakowe danego produktu, z drugiej natomiast
uniemozliwiaty rozwoj mikroflory powodujacej jego
psucie. Obecnie ogromne zainteresowanie towarzyszy
przede wszystkim produkcji zywnosci probiotycznej,
ktorej korzystny wptyw na prawidlowe funkcjonowa-
nie organizmu cztowieka jest juz naukowo udokumen-
towany (8, 13, 16, 17). Oddzialywanie bakterii fermen-
tacp mlekowej z rodzaju Lactobacillus 1 Bifidobacte-
rium wchodzacych w sklad tych produktéw polega
gltownie na syntezie rdéznego rodzaju metabolitow
o charakterze antybakteryjnym (kwasy organiczne,
bakteriocyny, H,0,), stymulacji uktadu odpornoscio-
wego lub sekreql biosurfaktantow hamujacych adhez-
j& patogenow na powierzchni tkanek gospodarza (9,
18-20). Antagonistyczne wlasciwosci bakterii fermen-
tacji mlekowej w stosunku do wielu patogenow spra-
wiaja, ze coraz wigksze zainteresowanie budza takze
mozliwos$ci szerszego wykorzystania tych mikroorga-
nizmoéw i produktow ich metabolizmu w rolnictwie
do zwalczania fitopatogendw oraz eliminacji drobno-
ustrojow chorobotwoérczych wystepujacych w wyko-
rzystywanych do celow nawozowych odchodach zwie-
rzecych lub osadach $ciekowych (10-12, 21).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie
wzajemnego oddzialywania bakterii fermentacji mle-
kowej z rodzaju Lactobacillus oraz pateczek Salmo-
nella Senftenberg W775 w warunkach hodowli mie-
szanej. Wyselekcjonowane w ten sposob szczepy cha-

rakteryzujace si¢ szczegodlnie wysoka aktywnoscia
antagonistyczng stanowi¢ beda materiat do dalszych
badan dotyczqcych zaréwno efektu ich hodowli mie-
szanej z innymi patogenami, jak rowniez mozliwosci
zastosowania tych mikroorganizmow w procesie hi-
gienizacji osadow sciekowych.

Materiat i metody

W doswiadczeniu wykorzystano 4 szczepy bakterii fermen-
tacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus: L. plantarum 0858
z kolekeji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Politechniki Lodzkiej oraz 3 szczepy wyizolowane z podda-
nego procesowi fermentacji materiatu roslinnego, oznaczone
jako 2,3 14.

Izolaty z materialu roslinnego uzyskano w wyniku posie-
wu na podloze wybidrcze dla Lactobacillus Rogosa Agar
(Merck nr 5413). Bakterie ze wszystkich 3 szczepoéw byty
Gram-dodatnimi, katalazo-ujemnymi paleczkami. Testowany
szczep Salmonella Senftenberg W775 pochodzit z Uniwersy-
tetu Hohenheim w Stuttgarcie.

Czyste hodowle badanych drobnoustrojow uzyskiwano
przez ich zaszczepienie na podtozu ptynnym LAPTg (15).
Hodowle inkubowano przez ok. 18 godz. w temperaturze 37°C
w warunkach tlenowych. Koncentracja otrzymanej zawiesiny
wynosita 107-108 j.t.k.-ml™.

Hodowle mieszane o objgtosci 20 ml uzyskano przenoszac
do jatowych kolbek po 10 ml hodowli czystej pateczek S. Sen-
ftenberg W775 1 10 ml hodowli czystej jednego ze szczepdw
Lactobacillus. Otrzymane w ten sposéb hodowle mieszane
oznaczono jako: mix 1: S. Senftenberg W775 + L. plantarum,
mix 2: S. Senftenberg W775 + Lactobacillus szczep 2, mix 3:
S. Senftenberg W775 + Lactobacillus szczep 3, mix 4: S. Sen-
ftenberg W75 + Lactobacillus szczep 4.
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Liczebno$¢ badanych drobnoustrojéw w monokulturach
i hodowlach mieszanych okre$lano na podstawie wynikoéw
posiewow wykonywanych w trzech powtorzeniach. W tym
celu przygotowywano szereg 10-krotnych rozcienczen, z kto-
rych przenoszono po 0,1 ml na podtoza stale — Mc Conkey
Agar (Merck nr 5465) dla Sa/monella i Rogosa Agar dla Lac-
tobacillus. Inkubacj¢ drobnoustrojow na podtozach statych
prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C
przez 24 godz. (Salmonella) 1 48 godz. ( Lactobacillus).

W pierwszym, wstepnym etapie badan sprawdzono liczeb-
nos¢ pateczek Salmonella po 48 godzinach hodowli miesza-
nej z poszczegodlnymi szczepami Lactobacillus. Nastegpnie,
w celu szczegotowego zbadania aktywnosci antagonistycznej
pateczek fermentacji mlekowej, zatozono nowe doswiadcze-
nia, w trakcie ktorych posiewy wykonywano co 6 godzin
(L. plantarum) oraz co 2 godziny (szczepy 2, 3, 4).

Uzyskane wyniki poddano obliczeniom statystycznym
z wykorzystaniem analizy wariancji. Istotno$¢ réznic migdzy
liczebnos$cia drobnoustrojow inkubowanych w warunkach
hodowli czystej i mieszanej okreslono za pomoca testu t-Stu-
denta (p = 0,05). Ponadto, postugujac si¢ rownaniami pros-
tych regresji, obliczono teoretyczng przezywalno$¢ pateczek
Salmonella w kazdej z testowanych hodowli mieszanych.

Wyniki i omowienie

Zmiany liczebno$ci badanych drobnoustrojéow
przedstawiono w tab. 1-5 i na ryc. 1-2.

W czasie 48-godzinnej wspolnej inkubacji zawiesi-
ny pateczek Salmonella i poszczeg6lnych szczepow
Lactobacillus zaobserwowano catkowita inaktywacje
populacji patogena w jego hodowlach mieszanych ze
szczepami 2, 3 14 (tab. 1). Antagonistyczne oddzialy-
wanie L. plantarum nie bylo tak silne, jakkolwiek do-
prowadzito do spadku liczebnosci pateczek Salmonella
22,33 x 107 do 1,39 x 10° j.t.k.-ml™, a statystycznie
istotne rdznice w koncentracji komorek patogena w ho-
dowli czystej i mieszanej (mix 1) zaobserwowano
zardwno na poczatku, jak i na koncu doswiadczenia
(tab. 1). W oparciu o uzyskane rezultaty podj¢to do-
datkowe badania w celu doktadnego poznania dyna-
miki zmian populacji hodowanych wspdlnie mikroor-
ganizmow.

Wplyw L. plantarum na populacj¢ Salmonella okres-
lono na podstawie wynikow 6 posiewdw wykonanych
w odstgpach 6-godzinnych. Pierwsze wyniki dotycza-
ce liczebnosci pateczek Salmonella w hodowli czys-
tej (2,56 x 10® j.t.k..ml™") i mieszanej (7,54 x 10®
j.tk.-ml™") zaobserwowane po 6 godzinach doswiad-
czenia sugerowaly niewielka stymulacje¢ liczebnosci
patogena pod wptywem paleczek fermentacji mleko-
wej, jednak kolejne analizy nie potwierdzity tej ten-
dencji, a stwierdzone rdznice
nie okazatly sig istotne staty-
stycznie (tab. 2). Wyniki ostat-
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Ryec. 1. Dynamika zmian liczebnosci populacji paleczek Sal-
monella w warunkach hodowli czystej (monokulturowa)
i hodowli mieszanej z L. plantarum (mix 1) w czasie 36-go-
dzinnej inkubacji [log (j.t.k. - ml™)]
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Ryec. 2. Dynamika zmian liczebnosci populacji paleczek Sal-
monella w warunkach hodowli czystej (monokulturowa)
i hodowli mieszanych (mix 2. 3, 4) w czasie 12-godzinnej in-
kubacji [log (j.t.k. - ml™)]

Tab. 1. Liczebnos$¢ paleczek Salmonella w hodowli czystej
i hodowlach mieszanych po 48 godzinach inkubacji (j.t.k.-ml™)

: : Okres inkubacji (godz.)
Warunki hodowli

0 48
Monokultura 3,27 x 10%a 2,23 x107a
Mix 1 2,33 x 107b 1,39 x 105b

Mix 2 3,33 x107b ns

Mix 3 2,67 x107h ns

Mix 4 6,67 x 107b ns

Objasnienia: a, b—$rednie w kolumnach oznaczone r6znymi lite-
rami roznig sig istotnie przy p < 0,05; ns — nie stwierdzono

Tab. 2. Liczebno§¢ paleczek Salmonella w hodowli czystej i hodowli mieszanej z L. plan-
tarum (mix 1) w czasie 36-godzinnej inkubacji (j.t.k.-ml™")

niego posiewu wykonanego po Warunki Okres inkubacii (godz.)

36 godzinach dowiodly nato- hodowli 0 6 12 24 30 36

miast inhibicyjnego dziatania [yonoqumura | 2,32 x10% | 2,56 x 10% | 1,08 x10% | 8,60 x10% | 3,44 x10% | 1,49 x 10%

L. plantarum w stosunku do Mix 1 2,16 x10% | 7,54 x 10%a | 5,44 x10% | 4,26 x10% | 2,44 x107b | 3,44 x 10%
X X X X X X

pateczek Salmonella, czego % ’ alh al> RN e :

efektem byt spadek ich koncen-

Objasnienia: jak w tab. 1
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Tab. 3. Liczebno$¢ paleczek Salmonella w hodowli czystej i hodowlach mieszanych (mix 2, 3, 4)
w czasie 12-godzinnej inkubacji (j.t.k.-ml™)

tosci poczatkowe; Warunki Okres inkubaciji (godz.)
rzedu 8 log, do hodowli
10 odowli 0 2 4 6 8 10 12

5 log,,. Zarowno
w ostatnim, jak |Monokultura | 3,47 x10% | 3,00 x10% | 3,30 x10% | 1,33 x10% | 3,67 x107a | 4,00 x107a | 1,40 = 10%
1 wykonanyrn 6 go- |Mix 2 6,53 x 107 | 8,57 x107a | 2,85 x107b | 3,95 x107a | 2,41 x 107ab | 8,27 x 105ab | 1,55 x 105
dzin WCZGSHI@J PO Imix 3 7,23 x107ab | 8,23 x107a | 3,65 x107b | 6,10 x 107a | 5,50 x 10%¢ | 4,41 x 10%¢ | 1,01 x 10%b
siewie, liczebno$¢ | A

Mix 4 1,25 x 10%ab | 7,03 x107a | 1,40 x 107b | 3,85 x107a | 2,45 x 105¢ | 7,50 x 105 | 6,70 x 10%b
Salmonella w ho-

dowli mieszanej
byla istotnie nizsza
niz w monokultu-
rze (ryc. 1). Ges-

Objasnienia: jak w tab. 1

Tab. 4. Liczebnos$¢ palteczek Lactobacilus w hodowlach czystych i mieszanych (mix 1, 2, 3, 4) w czasie
48- (I), 36- (II) i 12- (III) -godzinnej inkubacji (j.t.k.-ml™)

tos¢ zawiesiny ko- Okres inkubacii (godz.)
mohre(lf pl'fltogeng Szczep Lactobacillus | Il 1]
w hodowli czystej 0 18 0 36 0 12
od poczatku do Monokult 2,47 x 108 1,76 x 108a | 3,96 x10% | 3,04 x 108

14 AN onokultura , X a g X a g X a 5 X a
kofica doswiadcze- |} prantarum
nia utrzymywata Mix 1 6,33 x107b | 1,39 x108a | 1,60 x108b | 2,74 x 10%a
sig na poziomie 107 ,  |Momokuiura | 112 <10% | 1,20 <107 3,13 x107a | 567 x107a
J't.\l;}.f(rz)llejg}?r?{ cz}?k Mix 2 2,07 x 1070 | 2,07 x 107h 5,27 x107a | 7,00 x 107a

: Monokultura | 1,10 x 1082 | 2,53 x 107a 6,83 x107a | 1,06 x 107a

11_1 badano interak- 3
cje miedzy patecz- Mix 3 3,73 x107b | 1,80 x107a 1,57 x107b | 7,67 x 107a
kami §S. Senften- ) Monokultura | 4,17 x107a | 2,23 x 107a 9,43 x107a | 8,00 x 107a
berg WT75 a wy- Mix 4 1,83 x107b | 3,00 x 107a 217 x 10" | 1,10 x 10%

izolowanymi z ma-

teriatu roélinnego Objasnienia: jak w tab. 1
szczepami Lacto-

bacillus 2, 3, 4. Biorac pod uwage wyniki wstep-

Tab. 5. Rownania regresji i przezywalno$¢ paleczek Salmonella
w hodowlach mieszanych z poszczegolnymi szczepami Lactobacillus

nego doswiadczenia 48-godzinnego (tab. 1),
sugerujacego potencjalnie wysoka aktywnosé

(mix 1,2, 3, 4)

. . . . Wspétczynnik | Wspotezynnik ] aa
antagonistyczna tych mikroorganizmow, zdecy-  [Badany | gy nanie regres Foarosli . [detormifaci Przezvvaalnosc
dowano sie na okre$lanie tempa inaktywacji | S%2€P ' 2 (%) (godz)
liczebnosci pateczek Salmonella w hodowlgch Mix1 | y=-0,0687x+9,0846 | r, =074 55 132
mieszanych co 2 godziny. Przez 8 godzin r6zni- ix 2 01681 + 81509 017 60 "
ce miedzy ich liczebnoscia w hodowli czystej |« |¥= 78S 2=~
i mieszanej byly niewielkie i dopiero w 10. go- |Mix3 | y=-0,2157x + 8,3383 | r;=-0,87 75 38
dzinie osiagnety warto$ci rzedu 1-2 log, (ryc. 2). |Mix4 | y=-0,2609x + 8,3729 | r,=-0,94 88 32

Ggstos¢ zawiesiny patogena po 12 godzinach
hodowli mieszanych wyniosta od 6,70 x 10* j.t.k.-ml”
(szczep nr 4) do 1,55 x 10° j.t.k.-ml" (szczep nr 2).
Analizy statystyczne dowiodly, Ze wlasnie w czasie
ostatniego posiewu liczebno$¢ pateczek Salmonella
we wszystkich hodowlach mieszanych osiagngta
wartosci istotnie nizsze niz w monokulturze (tab. 3).
Teoretyczny czas catkowitej inaktywacji pateczek Sal-
monella obliczony na podstawie rownan regresji byt
najkrétszy w przypadku szczepu nr 4 (32 godziny),
najdluzszy natomiast w przypadku szczepu nr 1 (48
godzin) (tab. 5).

W Zadnym z przeprowadzonych cykli do§wiadczal-
nych wspolna hodowla pateczek S. Senftenberg W775
1 bakterii fermentacji mlekowej nie spowodowata spad-
ku liczebnosci Lactobacillus przekraczajacego 1 log .
Koncentracja tych mikroorganizméw w badanej
zawiesinie utrzymywala si¢ niezmiennie na poziomie

107-10% j.t.k.-ml™, a roznice liczebnosci bedace efek-
tem hodowli mieszanej z Salmonella nie byly statys-
tycznie istotne (tab. 4).

Zblizone wyniki dowodzace inhibicyjnego dziata-
nia pateczek fermentacji mlekowej w stosunku do Sal-
monella potwierdzone byly przez doswiadczenie Fer-
nandeza i wsp. (6), w ktorym inaktywacja Salmonella
Cholerasuis przez L. acidophilus 1 L. gasseri nastepo-
wala juz po 7 godzinach wspolnej hodowli. Te same
szczepy bakterii mlekowych nie wptywaty jednak na
inne drobnoustroje, zarowno te stanowiace element
typowej mikroﬂory uktadu pokarmowego czlowieka,
jak 1 grozne z epidemiologicznego punktu widzenia
patogeny. Dowodzi to koniecznosci poszerzania za-
kresu prowadzonych badan wiasnych i objgcia nimi
wigkszej liczby mikroorganizméw chorobotwodrczych
wystepujacych w osadach sciekowych.
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Rezultaty przeprowadzonych doswiadczen wykaza-
ty, ze w przypadku najbardziej aktywnych szczepdéw
Lactobacillus pochodzacych z materialu roslinnego
(nr 3 14) istotna redukcja liczebnoS$ci patogena nastg-
powata po okoto 6 godzinach wspdlnej inkubacji
(ryc. 2). Bielecka i wsp. (1) zaobserwowali znaczne
obnizenie liczby pateczek Salmonella Enteritidis pod
wplywem bakterii fermentacji mlekowej migdzy 12.
a 16. godzinag hodowli mieszanej, przy czym dalsze
tempo inaktywacji patogena bylo rézne, w zaleznos$ci
od zastosowanego szczepu antagonistycznego. W ba-
daniach wtasnych réwniez odnotowano réznice w ak-
tywnosci testowanych pateczek fermentacji mlekowe;.
W poréwnaniu ze szczepami 2, 3, 4 eliminacja S. Sen-
ftenberg W75 pod wptywem L. plantarum nastgpo-
wala znacznie wolniej, a istotne zmiany liczebno$ci
patogena bgdace efektem oddziatywania Lactobacil-
lus odnotowano dopiero po 30 godzinach wspdlne;j
hodowli (tab. 2). Z kolei Draksler (5) 1 Breasher (2)
zaobserwowali gwattowna lub catkowita eliminacjg
Salmonella spp. po 24 godzinach inkubacji z patecz-
kami Lactobacillus spp.

Niewielkie réznice migdzy liczebnoscia badanych
szczepow Lactobacillus rosnacych w hodowli czyste;
1 mieszanej wskazuja na ograniczony wptyw pateczek
Salmonella na wzrost ich populacji (tab. 4). Obserwa-
cje te znajduja potwierdzenie w rezultatach wielu prac
naukowych i dotycza réwniez braku wplywu pateczek
Salmonella na inne rodzaje bakterii fermentacji mle-
kowej (1,4). Podobnie jak w badaniach wtasnych, ten-
dencja ta byta niezmienna bez wzgledu na czas trwa-
nia doswiadczenia.

Badania dotyczace oddziatywania bakterii fermen-
tacji mlekowej na mikroorganizmy patogenne prowa-
dzone sa od dawna i dowodza one ich antagonistycz-
nego wptywu na drobnoustroje wazne z epidemiolo-
gicznego punktu widzenia (pateczki Salmonella sp.,
enteropatogenne szczepy E. coli, Listeria monocyto-
genes, Staphylococcus aureus). W badaniach in vitro
wykorzystywane sa rézne metody doswiadczalne,
z ktorych czg$¢ oparta jest na zjawisku dyfuzji wytwa-
rzanych przez te mikroorganizmy metabolitéw w pod-
tozu agarowym, cze$¢ z kolei skupia si¢ na interak-
cjach zachodzacych migdzy potencjalnymi antagoni-
stami hodowanymi wspdlnie na podtozach ptynnych
(7, 11). Zastosowanie tych ostatnich umozliwia nie
tylko potwierdzenie aktywnosci antagonistycznej ba-
danych mikroorganizméw, ale pozwala réwniez na
doktadne okreslenie dynamiki zmian ich populacji (1).

Testowany szczep S. Senftenberg W775 charakte-
ryzuje si¢ duza odpornos$cia na wysokie temperatury
1 dzigki specyficznej strukturze antygenowej stosun-
kowo tatwo mozna go oznaczy¢ (14). Dzigki tym wias-
ciwosciom wykorzystywany jest cz¢sto jako mikroor-
ganizm wskaznikowy w badaniach nad skutecznos$cia
technologii majacych gwarantowac¢ higienizacj¢ m.in.
osadow $ciekowych przeznaczonych do celéw rolni-
czych (3). Szczegolna wrazliwos¢ S. Senftenberg W775
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na dziatanie szczepow Lactobacillus wyizolowanych
z materiatu roslinnego, ktore prowadzity do inaktywa-
cji tych mikroorganizméw w ciagu 48 godzin, uzasad-
nia celowo$¢ badan nad mozliwoscia wykorzystania
bakterii fermentacji mlekowej i ich metabolitow do
redukcji patogenéw zawartych w osadach lub nawo-
zach naturalnych (11). Dotyczy to szczegdlnie tych
sytuacji, gdy z r6znych powodow niemozliwe jest za-
stosowanie metod higienizacyjnych opartych na dzia-
taniu wysokiej temperatury.
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