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OCENA ILOSCIOWEGO 1 JAKOSCIOWEGO SKEADU MIKROFLORY
SUROWYCH WEDLIN DOJRZEWAJACYCH ZA POMOCA
NOWOCZESNYCH METOD DIAGNOSTYCZNYCH

Streszczenie

Celem pracy byta identyfikacja mikroflory kwaszacej i denitryfikujacej surowych wedlin dojrzewaja-
cych regionu Podlasia. Na podstawie ro6znic morfologicznych kolonii wyodrgbniono reprezentatywne
szczepy, ktore poddano identyfikacji z zastosowaniem selektywno-réznicujacych podlozy i testow mikro-
biologicznych oraz identyfikacji z zastosowaniem systeméw MALDI TOF MS Biotyper oraz Vitek® 2.
Najliczniej reprezentowana grupa byly Gram-dodatnie ziarniaki stanowigce 88,5 % zidentyfikowanych
bakterii. Udzial poszczegdlnych rodzajow w tej grupie wynidst: 56,3 % — Staphylococcus sp., 26 % —
Enterococcus sp., 3,1 % — Weisella sp., 14,6 % — pozostate. W puli oznaczonych gronkowcoéw poszcze-
golne gatunki stanowity odpowiednio: 18,7 % — S. equorum, 11,5 % — S. saprophyticus, 16,7 % — S. xylo-
sus, 6,2 % — S. warneri, 1,1 % — S. vitulinus, 1,1 % — S. gallinarum oraz 1 % — S. simulans 1 S. hominis
ssp. novobiosepticus. W obrgbie rodzaju Enterococcus zidentyfikowano 2 gatunki: E. faecium (22,9 %)
oraz E. faecalis (3,1 %). Blisko 98 % badanych szczepow nie wykazata cech chorobotwoérczosci — nie
stwierdzono zdolnosci hemolitycznych, obecnosci czynnika CF i bakteryjnej oksydazy cytochromowe;.
Szczepy Staphylococcus sp. byty wrazliwe na polimyksyng B (100 %) i bacytracyng (> 60 %). Szczepy
Enterococcus sp. identyfikowane systemem Vitek® 2 wykazaly oporno$¢ na wszystkie proponowane
antybiotyki. Oznaczone bakterie stanowity mikroflorg fizjologiczng czlowieka i zwierzat, z ktérych pozy-
skano surowce do produkcji wedlin lub byly zwiazane ze Srodowiskiem chowu.

Stowa kluczowe: surowe wedliny dojrzewajace, mikroflora, identyfikacja, oporno$¢ na antybiotyki

Wprowadzenie

Tradycyjne, bogato przyprawione trwate wedliny surowe kresow suwalsko-
wilenskich, produkowane z migsa wieprzowego, wotowego, baraniego oraz sloniny,
charakteryzujg si¢ wieloletnig historia, wyjatkowa smakowitoscig oraz atrakcyjnym
wygladem. Mocno podsuszone, powstajace na bazie kuchni karaimskiej, doprawiane sg
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jedynie solg i pieprzem. Receptury wynikajace z doswiadczen Litwindw wprowadzaja
dodatkowo czosnek i jatowiec. W gospodarstwach polozonych w poblizu granicy
z Biatorusig wyrabiane sg wedliny bogato doprawione pieprzem, czosnkiem oraz maje-
rankiem. Stopien zanieczyszczenia mikrobiologicznego uzytych surowcow i dodatkow
przyprawowych, parametry solenia, peklowania, wedzenia, dojrzewania produkcyjne-
g0 1 poprodukcyjnego wpltywajg bezposrednio na zawartos¢ wody, aktywnos¢ wody
1 pH wyroboéw, a posrednio na ich barwe, aromat oraz sktad ilosciowy i jakosciowy
mikroflory [17].

W grupie drobnoustrojow pozadanych technologicznie w procesie dojrzewania
wymieniane sg m.in. bakterie kwaszace przypisane do rzedu Lactobacillales i rodzin
Aerococcaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leukonostocaceae, Streptococca-
ceae [7, 10] oraz denitryfikujace ziarniaki rodzin Staphylococcaceae i Micrococcaceae
[3, 15]. Wigkszos¢ gatunkow rzedu Lactobacillales ma duze wymagania pokarmowe,
do wzrostu potrzebuje podlozy bogatych w witaminy z grupy B, aminokwasy, pochod-
ne kwasow nukleinowych, kwasy tluszczowe, mono- i disacharydy. Niektore z nich
maja zdolnos¢ wykorzystywania soli kwaséw organicznych, np. cytrynianow. Rozktad
zwigzkow bedacych zrodtem wegla prowadzi do kumulacji kwasu mlekowego tworzo-
nego z rozng wydajnosciag w odmianach D(-), L(+), zalezna od rodzaju i gatunku [1, 9].
Ze wzgledu na jakosciowy sktad koncowych produktow fermentacji bakterie mlekowe
dzieli si¢ na homo- i heterofermentatywne. Bakterie homofermentatywne (Lactobacil-
lus plantarum, L. casei, L. acidophilus, Streptococcus acidophilus, Lactococcus lactis
ssp. lactis, Enterococcus sp.) wytwarzaja gtownie kwas mlekowy (90 %). Gatunki
heterofermentatywne produkujg kwas mlekowy oraz inne zwigzki, np. kwas octowy
1 CO, (L. fermentum, L. brevis) lub etanol i CO, (Leuconostoc mesenteroides). Oprocz
wiasciwosci kwaszacych wiele gatunkow wykazuje zdolnosci proteolityczne oraz lipo-
lityczne. Inng korzystng cecha jest ich zdolnos¢ do syntetyzowania bakteriocyn, takich
jak nizyna, laktobrewina czy laktolina.

Obecnos¢ pozadanych technologicznie szczepdéw rodzaju Staphylococcus i Mi-
crococcus zapobiega procesowi jelczenia, sprzyja ksztattowaniu typowej barwy, aro-
matu oraz tekstury wedlin dojrzewajacych [2, 5, 6, 8]. Produkowana przez gronkowce
katalaza zapobiega przebarwieniom powodowanym przez nadtlenki wytwarzane przez
szczepy bakterii kwaszacych [11], a zwigzki o charakterze bakteriostatycznym wydtu-
zajg okres bezpiecznego przechowywania wedlin [4]. Gronkowce zwigzane z surow-
cami wykorzystywanymi do produkcji fermentowanych wyrobéw miesnych wykazuja
niski potencjat enterotoksyczny, a dodane do zywnosci w formie kultur starterowych
nie przejawiajg wzrostu opornosci na antybiotyki [5, 13, 19]. W wedlinach dojrzewaja-
cych technologig tradycyjng rozwija si¢ zatem mikroflora dzika nie-starterowa, ktora
moze by¢ dodatkowym zrédtem pozadanych technologicznie enzymow.
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Celem pracy byta identyfikacja mikroflory kwaszacej i denitryfikujgcej tradycyj-
nych surowych wedlin dojrzewajacych regionu Podlasia oraz ocena wihasciwosci bio-
chemicznych i chorobotworczych oznaczonych szczepow. Badane wyroby migsne,
odtwarzane obecnie przez nielicznych gospodarzy i gospodynie, regularnie zdobywaja
nagrody w konkursie ,,Nasze Kulinarne Dziedzictwo — Smaki Regionow”, organizo-
wanym przez Marszatka Wojewodztwa Podlaskiego, Polskg Izbe¢ Produktu Regional-
nego i Lokalnego oraz Podlaski Osrodek Doradztwa Rolniczego w Szepietowie. Nie-
ktore z nich sa dodatkowo wyrézniane jako ,Perly” targow Polagra. Proces
dojrzewania wedlin i sukcesja mikroflory zostaly zbadane w ramach projektu badaw-
czego MNiSW N N312 305740 ,,Wtasciwosci denitryfikujace, aromatyzujace i zakwa-
szajace bakterii kwasu mlekowego oraz ziarniakéw izolowanych z tradycyjnych suro-
wych wyrobow miesnych fermentowanych” [21, 22, 23].

Material i metody badan

Materiatem doswiadczalnym byto 97 szczepow bakterii kwaszacych i denitryfiku-
jacych, izolowanych z tradycyjnych surowych wedlin dojrzewajacych regionu Podla-
sia, fermentowanych spontanicznie. Zgodnie z zaleceniami norm PN-EN ISO
7218:2008 [24] i PN-EN ISO 6887-2:2017-05 [25] wedliny rozdrabniano z zachowa-
niem aseptycznych warunkéw pracy w maszynce do migsa (MG700, Kenwood, Wielka
Brytania), homogenizowano (Stomacher 80, Seward, Wielka Brytania) a nastgpnie
posiewano metoda powierzchniowg na selektywne podtoza Baird-Parkera (emulsja
z6ttka, telluryn sodu, 37 = 1 °C, 24 - 48 h, Merck, Polska), MRS (kwas octowy, pH
54,30 £ 1 °C, 24 - 48 h, 20 % CO,, Merck, Polska) i M17 (30 + 1 °C, 24 - 48 h,
Merck, Polska). Bakterie dodatkowo pasazowano na podtoze Slanetza i Bartley (azy-
dek sodu, chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy, 37 £ 1 °C, 24 - 48 h, Merck, Polska) oraz
E.S.T.Y. Medium (3-procentowy nadtlenek wodoru (Laboratorium Galenowe, Polska),
37+1°C, 24 - 48 h, warunki tlenowe (Biocorp Polska Sp. z 0.0).

Pozyskane szczepy oceniano pod wzgledem zdolno$ci przemiany tryptofanu
w indol (odczynnik Kovasca, Biocorp Polska Sp. z 0.0), redukcji azotanow (V) do (I1I)
(odezynnik NIT 1, NIT 2, Zn, bioMerieux, Polska) oraz reakcji proteolitycznych (Cal-
cium Caseinate Agar acc. to FRAZIER and RUPP, 37 = 1 °C, 24 - 48 h, Merck, Pol-
ska). Ocena wtasciwosci chorobotworczych polegata na stwierdzeniu obecnosci czyn-
nika CF (ang. clumping factor; osocze krélicze, Biomed, Polska), aktywnosci
bakteryjnej oksydazy (odczynnik NADI, OXI test, Pliva-Lachema Diagnostica) oraz
mozliwosci przeprowadzenia hemolizy (5-procentowa odwtdkniona krew barania,
37°C, 24 - 48 h, Biocorp Polska Sp. z 0.0). Czyste kultury poddawano identyfikacji,
wykorzystujac  MALDI TOF MS Biotyper (Matrix-Assisted Laser Desorp-
cion/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry, Bruker Daltonik, Niemcy) oraz
Vitek® 2 (bioM¢érieux, Polska). MALDI TOF MS Biotyper wykorzystano do identyfi-
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kacji szczepow bakterii kwaszacych wyhodowanych na agarze MRS w warunkach
mikroaerofilnych z 20-procentowym dodatkiem CO, (ShelLab CO, Series Incubator,
Sheldon Manufacturing, USA). Monokultury nanoszono w postaci cienkiej warstwy na
plytke ze stali nierdzewnej i pozostawiano w temp. 20 + 2 °C do wyschnigcia. Plytke
pokrywano 1 pl roztworu nasyconego kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego
(HCCA), zawieszonego w rozpuszczalniku organicznym (10 mg HCCA/ml) o skta-
dzie: 50 % acetonitril, 47,5 % woda, 2,5 % kwas trifluorooctowy (TFA) i ponownie
pozostawiano do wyschnigcia. Automatyczny pomiar widma i jego analiz¢ porownaw-
cza z widmami wzorcowymi wykonywano przy uzyciu spektrometru masowego Mi-
croflex LT, wspdtpracujacego z programem MALDI-Biotyper 2.0 (Bruker Daltonik,
Niemcy). Prawdopodobienstwo poprawnej identyfikacji wyrazano wskaznikiem punk-
towym: wiarygodna identyfikacja drobnoustroju do poziomu gatunku (2,30 + 3,00),
wiarygodna identyfikacja drobnoustroju do poziomu rodzaju, prawdopodobny wynik
identyfikacji do poziomu gatunku (2,00 + 2,29), prawdopodobny wynik identyfikacji
do poziomu rodzaju (1,70 + 1,99) i niewiarygodny wynik identyfikacji (0,00 + 1,69).

System Vitek® 2 (bioMérieux, Polska) stuzyt identyfikacji i oznaczeniu leko-
wrazliwo$ci ziarniakow wyizolowanych z podtoza M17 (Merck, Polska) oraz gron-
kowcdéw 1 innych wyizolowanych z podloza Bairda-Parkera (Merck, Polska). Bezpo-
$rednio przed wykonaniem testow w aparacie Vitek® 2 kultury bakteryjne hodowano
na agarze z krwig owczg i inkubowano w temp. 37 °C przez 24 h. Indywidualne karty
identyfikacji kolorymetrycznej dla bakterii Gram-dodatnich (Vitek® 2 GP) zawieraty
43 studzienki, w tym 38 z substratami biochemicznymi (testy identyfikacyjne) oraz 5
z antybiotykami (testy lekowrazliwosci). Indywidualne karty identyfikacji koloryme-
trycznej dla bakterii Gram-ujemnych (Vitek® 2 GN) zawieraly 47 studzienek, w tym
46 z substratami biochemicznymi (testy identyfikacyjne) i 1 z wibriostatycznym czyn-
nikiem 0129/R (test lekowrazliwos$ci). Testy antybiogramowe obrazowaly wrazliwos¢
bakterii na obecno$¢ wybranych antybiotykow: polimyksyny B, bacytracyny, nowo-
biocyny, optochiny oraz wibriostatycznego czynnika 0/129. Gestos¢ komorek drobno-
ustrojow wprowadzonych automatycznie w postaci zawiesiny do studzienek z substra-
tami wynosita 0,50 - 0,63 w skali McFarlanda. Inkubacj¢ prowadzono w temp. 35,5 +
1 °C w ciggu 6 - 8 h Wyniki testow zostaly opracowane w programie Vitek® 2 Com-
pact z informacja o jakos$ci identyfikacji: doskonata (96 + 99 %), bardzo dobra (93 +
95 %), dobra (89 + 92 %), akceptowalna (85 + 88 %), malo prawdopodobna (2 - 3
jednostki taksonomiczne wykazaty ten sam wynik testu identyfikacji), nieidentyfiko-
walna (wigcej niz 3 jednostki taksonomiczne wykazaty ten sam wynik testu identyfika-
cji lub otrzymany wynik nie korespondowal z zadnym przypadkiem bazy danych).
Dalszym badaniom poddano szczepy o identyfikacji doskonatej, bardzo dobrej oraz
dobrej. Oprogramowanie Advanced Expert System (AES™) umozliwito interpretacje
oraz zatwierdzenie wynikow lekowrazliwosci.
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Wyniki i dyskusja

Wigkszos¢ zidentyfikowanych gatunkow mikroflory stanowity Gram-dodatnie
ziarniaki (88,5 %), tlenowe, wzglednie beztlenowe, paleczki (4,3 %), laseczki (1 %)
oraz formy pleomorficzne (3,1 %), tworzace lub nietworzace spor, reprezentujgce mi-
kroflorg fizjologiczng cztowieka, zwierzat oraz mikroflore dodatkow ziotowych. Pozo-
state mikroorganizmy stanowily nieoznaczong pod wzgledem gatunku/rodzaju grupe,
o matej wiarygodno$ci wyniku (tab. 1).

Tabela 1. Sklad iloSciowy i jakosciowy mikroflory kwaszacej i denitryfikujacej tradycyjnych surowych
wedlin dojrzewajacych

Table 1.  Quantitative and qualitative composition of acidifying and denitrifying microflora of tradition-
al raw ripened meats

Udziat System
Identyfikacja / Identification Percent . MALDI TOF

T amount [%] Vitek"25C MS SC
Staphylococcus equorum 18,7 90 - 99 -
Staphylococcus xylosus 16,7 89 -99 -
Staphylococcus saprophyticus 11,5 97-99 -
Staphylococcus warneri 6,2 87-99 -
Staphylococcus simulans 1 93 -
Staph. hominis ssp. novobiosepticus 1 98 -
Staphylococcus gallinarum 1,1 99 -
Staphylococcus vitulinus 1,1 97 -
Enterococcus faecium 22,9 93 -99 2,03-2,42
Enterococcus faecalis 3,1 99 <1,70
Aerococcus viridans 2,1 93-94 <1,70
Micrococcus luteus 1 94 < 1,70
Acinetobacter lwoffii 1,1 94 < 1,70
Acinetobacter pitii 1,1 - 1,99
Serratia liquefaciens grupa 2,1 98 - 99 <1,70
Kocuria kristinae 2,1 93 < 1,70
Bacillus sp. 1 97 <1,70
Weissella viridescens 3,1 - 1,97 -2,10
Niezidentyfikowane / Unidentified 3.1 >3j.t./tu. <1,70

Objasnienia / Explanatory notes:
SC — wskaznik identyfikacji / score; j.t./ t.u. — jednostka taksonomiczna / taxonomic unit; (-) — badan nie
prowadzono / no studies have been conducted.

Gatunkami dominujgcymi byly gronkowce koagulazo-ujemne S. equorum, S. xy-
losus, S. saprophyticus 1 S. warneri. W analizie jakoSciowej drobnoustrojow wyizolo-
wanych z podtozy przygotowanych dla bakterii mlekowych oraz Gram-dodatnich ziar-
niakéw wykazano, ze 26 % izolatow nalezato do rodzaju Enterococcus, w tym 23 % do
E. faecium. Drobnoustroje te przejawialy zdolno$¢ wzrostu na dodatkowych podtozach
Slanetza i Bartley oraz E.S.T.Y. w warunkach tlenowych, byly katalazo-ujemne, nie
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produkowaty acetoiny i redukowaty azotany (V) do (III) (tab. 2). Pozostate drobnou-
stroje to katalazo-dodatnie ziarniaki Staphylococcus sp. (57,3 %), katalazo-ujemne,
nieredukujgce azotanow, niejednorodne pod wzgledem morfologicznym Weissella sp.
(3,1 %), katalazo-dodatnie i redukujace azotany pateczki Serratia sp. (2,1 %), katalazo-
dodatnie, nieredukujace azotandw paleczki Acinetobacter sp. (2,2 %) oraz katalazo-
dodatnie i redukujace azotany ziarniaki Kocuria sp. (2,1 %).

Tabela 2. Ocena izolatow pod wzgledem zdolnosci proteolitycznych, redukcji azotanow (V) do (III) oraz
aktywnosci katalazy

Table 2.  Evaluation of isolates in terms of their proteolytic capacity, reduction of nitrates (V) to (III)
and catalase activity

Udziat reakcji dodatnich

Identyfikacja / Identification Percent amount of positive reactions [%]
IND CCA NO3/NO, KAT

Staphylococcus equorum 100 0 100 100
Staphylococcus xylosus 35,71 64,29 71,43 100
Staphylococcus saprophyticus 0 28,57 7,14 100
Staphylococcus warneri 33,33 0 33,33 100
Staphylococcus simulans 100 0 100 100
Staph. hominis ssp. novobiosepticus 0 0 0 100
Staphylococcus gallinarum 0 0 0 100
Staphylococcus vitulinus 25 0 100 100
Enterococcus faecium 0 16,67 91,67 0
Enterococcus faecalis 66,67 66,67 66,67 0
Aerococcus viridans 0 50 100 0
Micrococcus luteus 0 0 0 0
Acinetobacter Iwoffii 0 0 0 100
Acinetobacter pitii 0 0 0 100
Serratia liquefaciens grupa 0 0 100 100
Kocuria kristinae 0 0 0 0
Bacillus sp. 100 0 100 100
Weissella viridescens 0 0 0 0
Wynik niewiarygodny / False result 33,33 0 0 33,33

Objasnienia / Explanatory notes:

IND - test na obecno$¢ indolu w reakcji rozktadania tryptofanu / test for presence of indole as the trypto-
phan decomposition; CCA — reakcja rozkladania kazeiny / casein decomposition reaction; NO3;/NO, —
redukcja azotanow (V) do (III) / reduction of nitrates (V) to (IIT); KAT — test na obecno$¢ katalazy / test
for presence of catalase.

Cze$¢ szczepow Staphylococcus, gtownie S. xylosus, S. vitulinus i S. gallinarum
redukowata azotany, a 100 % szczepow S. equorum i S. simulans rozktadato tryptofan
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z wytworzeniem indolu. Blisko 98 % oznaczonych szczepow nie wykazato wiasciwo-
$ci chorobotwoérczych — w zadnym przypadku nie stwierdzono obecnosci czynnika CF
1 bakteryjnej oksydazy cytochromowej. Zdolnosci hemolityczne stwierdzono wytgcz-
nie w przypadku jednego szczepu Bacillus sp. Po analizie wynikoéw testow GP 1 GN
wykazano, ze szczepy rodzaju Staphylococcus rozktadaty 17,6 + 52,9 % sacharydow
1 zwigzkoéw pochodnych. Najbardziej aktywnym gatunkiem byt S. xylosus, ktory wyko-
rzystywat 51,9 % dostepnych zrodet wegla. W grupie sacharydow i glikozydow nie-
rozktadanych przez gronkowce byly: D-rafinoza, cyklodekstryna, pullulan oraz
D-amigdalina. Okoto 46 % szczepow Staphylococcus sp. wykazalo aktywnosé
B-galaktozydazy, 15 % — B-glukuronidazy, a 96,9 % — dihydrolazy argininy. Szczepy
Enterococcus sp. wykorzystywaly 58,8 + 82,3 % proponowanych zrodet wegla.
Zwigzkami nierozktadanymi przez paciorkowce byly D-ksyloza i pullulan, natomiast
D-sorbitol wykorzystywany byt jedynie przez E. faecalis. Wszystkie szczepy rodzaju
Enterococcus wykazaly aktywno$¢ hydrolazy i dihydrolazy argininy, ale wykazaty
r6zng aktywno$¢ arylamidaz: tyrozyny (45 %), L-asparaginianu (27,3 %), L-pirolidyny
(18,2 %) i alaniny (9,1 % szczepow). Kocuria kristine wykorzystywata sacharoze,
D-maltozg i D-ryboze. Jej aktywno$¢ enzymatyczna ograniczona byta do a-glukozy-
dazy, arylamidazy tyrozyny, leucyny i dihydrolazy argininy 1. Zaden z oznaczonych
szczepow rodzaju Staphylococcus, Enterococcus oraz Kocuria nie rozktadat fosfolipi-
dow ani nie prowadzit defosforylacji estrow fosforanowych. Gronkowce wykazaty
zdolnos$¢ rozktadania mocznika (76,9 %), alkalizowania $rodowiska (61,5 %) oraz
wzrostu przy podwyzszonym do 6,5 % st¢zeniu soli w poditozu (100 %). Paciorkowce
nie rozktadaly mocznika, nie alkalizowaly $rodowiska i potrafity rosna¢ w podtozu
0 6,5 % stezeniu soli. Niewrazliwa na podwyzszone stezenie soli Kocuria kristine alka-
lizowala $rodowisko zakwaszone kwasem mlekowym i byla wrazliwa na obecnos¢
polimyksyny, bacytracyny i wibriostatycznego czynnika 0/129 w $rodowisku (tab. 3).
Wszystkie szczepy rodzaju Staphylococcus byty wrazliwe na dzialanie polimyksyny B,
a oporne na dzialanie nowobiocyny (100 %), optochiny (100 %) i wibriostatycznego
czynnika 0/129 (100 % szczepdéw). Szczepy rodzaju Enterococcus wykazaty opornosé
na wszystkie proponowane antybiotyki.

Oba zaliczone do grupy Serratia liquefaciens szczepy, pomimo réoznego pocho-
dzenia, charakteryzowaly si¢ prawie identycznym profilem biochemicznym. Fermen-
towaty 52,6 % zaproponowanych zrodet wegla, wykazywaty aktywnos¢ o-, f-
galaktozydazy, B-amylazy i trzech arylamidaz: tyrozyny, proliny i L-pirolidyny. Bakte-
rie prowadzity dekarboksylacje ornityny oraz lizyny, alkalizowaly kwas mlekowy
1 bursztynowy oraz byly oporne na dziatanie wibriostatycznego czynnika 0/129. Acine-
tobacter Iwoffii przejawial zdolno$¢ wykorzystania kwasu kumarowego, wykazywat
aktywnos¢ arylamidazy tyrozynowej i glutamylowej oraz byl wrazliwy na dziatanie
czynnika 0/129. Nie prowadzit dekarboksylacji aminokwasow, nie alkalizowal kwa-
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sow, a podobnie jak Serratia sp., nie rozktadat lipidow 1 mocznika ani nie prowadzit
defosforylacji estrow fosforanowych. Szczep klasyfikowany jako Bacillus sp., podob-
nie jak szczepy rodzaju Enterococcus, potrafit wykorzystac jako zrodla wegla sacharo-
z¢, D-trehaloze, D-maltoze, D-mannoze¢ i D-mannitol oraz potrafit rozktada¢ mocznik.
Réznita go umiejetnos¢ rozktadania sorbitolu, aktywno$¢ B-glukuronidazy i arylamida-
zy tyrozyny oraz prowadzenie reakcji zaproponowanych w tescie GN, z udzialem
L-arabitolu, kwasu kumarowego, B-alaniny i L-histydyny. Bacillus sp. dekarboksylo-
wat ornityne i lizyne, alkalizowal kwas bursztynowy i byt oporny na dziatanie wibrio-
statycznego czynnika 0/129.

Tabela 3. Ocena izolatow pod wzgledem wrazliwosci na zastosowane substancje wstrzymujace wzrost

drobnoustrojow
Table 3.  Evaluation of isolates in terms of their sensitivity to substances used to inhibit growth of mi-
croorganisms
Udziat szczepow wrazliwych
Identyfikacja / Identification Share of susceptible strains [%]
POLYB BACI NOVO OPTO 0129R
Staphylococcus equorum 100 100 6,25 6,26 75
Staphylococcus xylosus 100 57,1 0 0 21,4
Staphylococcus saprophyticus 100 14,3 0 0 14,3
Staphylococcus warneri 100 83,3 100 0 16,7
Staphylococcus simulans 100 0 0 0 0
Staph. hominis ssp. novobiosepticus 100 100 0 0 0
Staphylococcus gallinarum 100 100 0 0 0
Staphylococcus vitulinus 100 100 0 0 0
Enterococcus faecium 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 25 25 0 0 25
Aerococcus viridans 100 100 0 0 0
Micrococcus luteus 100 100 100 100 100
Acinetobacter Iwoffii 100 100 100 100 100
Acinetobacter pitii - - - - -
Serratia liquefaciens grupa - - - - 0
Kocuria kristinae 100 100 0 0 100
Bacillus sp. - - - - 0
Weissella viridescens - - - - -
Wynik niewiarygodny / False result - - - - -

Objasnienia / Explanatory notes:
POLYB - polimyksyna B / polymyxin B, BACI — bacytracyna / bacitracin, NOVO — nowobiocyna /
novobiocin, OPTO — optochina / optochin, 0129R — czynnik wibriostatyczny / wibrio static agent 0129.
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Mikroflora denitryfikujaca wedlin dojrzewajacych przynalezy do rodziny Micro-
coccaceae. Naleza do niej trzy rodzaje: Micrococcus, Staphylococcus oraz Enterococ-
cus, bytujace na powierzchni skory oraz blon sluzowych zwierzat statocieplnych oraz
w $rodowisku ich chowu (gleba, powietrze, woda). S. equorum ma zdolno$¢ tworzenia
pochodnych mioglobiny, m.in. oksy- i deoksymioglobiny [4, 18]. S. xylosus prze-
ksztatca metmioglobing w nitrozylomioglobing [16]. Produkowana przez wymienione
gatunki katalaza zapobiega przebarwieniom powodowanym przez nadtlenki wytwarza-
ne przez szczepy bakterii kwasu mlekowego [11]. Najpowszechniej wystepujacymi
gatunkami gronkowcdéw we wiloskich wedlinach dojrzewajacych o wielowiekowe;j
tradycji sg S. equorum, S. saprophyticus 1 S. xylosus. S. equorum jest gatunkiem naj-
liczniejszym, oznaczanym zarowno w surowcach, jak i w wyrobach gotowych [14]. S.
xylosus jest izolowany przede wszystkim w wyrobach gotowych. S. saprophyticus jest
bakterig pochodzaca ze srodowiska produkcji. Innymi gatunkami gronkowcow, identy-
fikowanymi w wedlinach fermentowanych sa: S. succinus, S. warneri, S. vitulinus, S.
pasteuri, S. epidermidis, S. lentus 1 S. haemolyticus [15]. Mikroflora wedlin hiszpan-
skich o niskim pH jest zdominowana przez S. xylosus, S. carnosus 1 S. epidermidis
[15]. Obok gronkowcow izolowane sg rownie czgsto bakterie stabo kwaszace oraz
aromatotworcze, takie jak E. faecium i E. faecalis, ktore w wedlinach o wyzszym pH
znajduja odpowiednie warunki do wzrostu [19]. Gram-dodatnie ziarniaki greckich
wedlin fermentowanych to przede wszystkim S. xylosus, S. saprophyticus, S. equorum,
S. vitulinus 1 S. succinus [12]. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania umozliwity
lepsze poznanie srodowiska bytowania i mozliwosci biochemiczne drobnoustrojow
o cechach denitryfikujgcych, aromatyzujacych i kwaszacych, to jest bakterii kwasu
mlekowego oraz Gram-dodatnich, koagulazo-ujemnych ziarniakow.

Whioski

1. W surowych wedlinach dojrzewajacych, poza gronkowcami, ktére stanowig
56,3 % oznaczonych Gram-dodatnich ziarniakow, stwierdza si¢ wzrost enteroko-
koéw, a udzial wynosi ponad 26 %. Wszystkie wyizolowane z wedlin szczepy ro-
dzaju Staphylococcus sa katalazo-ujemne.

2. Umiejetnoscei rozktadania tryptofanu nie wykazuje czes¢ szczepow gronkowcoOw
1100 % szczepow Enterococcus faecium, Aerococcus viridans, Acinetobacter
Iwoffi, Acinetobacter pitti, Serratia liquefaciens, Kocuria kristinae i Weisella viri-
descens. Sposrdd wszystkich oznaczonych szczepdw tylko czes$¢ rozktada kazeing
(S. xylosus, S. saprophyticus, E. faecium i E. faecalis).

3. Za wyjatkiem jednego szczepu Bacillus sp. oznaczone drobnoustroje nie wykazujg
cech chorobotworczosci. Szczepy Staphylococcus sp. wykazuja wrazliwo$é na
dziatanie polimyksyny B, bacytracyny (za wyjatkiem S. simulans), nowobiocyny
(tylko S. equorum i S. warneri) i wibriostatycznego czynnika 0/129 (tylko S. equo-
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rum, S. xylosus, S. saprophyticus i S. warneri). Ponad 93 % szczepow S. equorum
jest odpornych na obecnos$¢ optochiny w podtozu. Rodzaje Aerococcus sp. oraz
Micrococcus sp. sa wrazliwe na dziatanie polimyksyny B oraz bacytracyny.
Micrococcus luteus wykazuje dodatkowo wrazliwo$¢ na nowobiocyng, optoching
oraz wibriostatyczny czynnik 0/129.

Praca badawcza finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego w ramach projektu nr N N312305740 oraz dotacji przyznanej przez MNiSzW
na dziatalnosé statutowg DS-3705/1/KPPZ/2018.
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EVALUATION OF QUANTITATIVE AND QUALITATIVE COMPOSITION OF MICROFLORA
OF RAW RIPENED MEATS WITH MODERN DIAGNOSTIC METHODS

Summary

The objective of the study was to identify the acidifying and denitrifying microflora of raw ripened
meats in the Podlasie region. On the basis of morphological differences of the colonies, representative
strains were isolated and identified using selective-differentiating media and microbiological tests includ-
ing MALDI TOF MS Biotyper and Vitek® 2 systems. The most strongly represented group were Gram-
positive cocci, which constituted 88.5 % of all the identified bacteria. The percent amount of individual
types in this group was as follows: 56,3 % — Staphylococcus sp., 26 % — Enterococcus sp., 3,1 % — Weisel-
la sp., 14,6 % — other. In the pool of the staphylococci marked, the individual species amounted to, respec-
tively: 18,7 % — S. equorum, 11,5 % — S. saprophyticus, 16,7 % — S. xylosus, 6,2 % — S. warneri, 1,1 % —
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S. vitulinus, 1,1 % — S. gallinarum and 1 % — S. simulans and S. hominis ssp. novobiosepticus. Two spe-
cies were identified within the genus Enterococcus: E. faecium (22.9 %) and E. faecalis (3.1 %). Almost
98 % of the tested strains did not show pathogenicity — there were found no haemolytic abilities, no pres-
ence of CF factor, and no bacterial cytochrome oxidase. Staphylococcus spp. strains were sensitive to
polymyxin B (100 %) and bacitracin (> 60 %). The strains of Enterococcus sp. identified by a Vitek® 2
system showed resistance to all the suggested antibiotics. The marked bacteria were a physiological micro-
flora in humans and animals; raw materials for the production of sausages were obtained from them or
they were associated with the breeding environment.

Key words: raw ripened meats, microflora, identification, resistance to antibiotics
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