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Streszczenie

Praca dotyczyta badan nad mozliwoSciami regeneracji komoérek E. coli uszkodzonych
subletalnie w procesie utrwalania ditlenkiem wegla w podwyzszonym ci$nieniu (HPCD). Do
regeneracji zastosowano ptytki dwuwarstwowe TAL (Thin Agar Layer). Dodatkowo podj¢to
probe oceny przydatnosci metody plytek dwuwarstwowych do rutynowej kontroli jakos$ci
mikrobiologicznej w odniesieniu do znormalizowanej metody oznaczania E. coli.

Bakterie zawieszone w roztworach modelowych o pH 4 i pH 7 poddawano dziataniu
HPCD pod ci$nieniem 40 MPa, w temperaturze 55°C, w czasie od 10 do 20 minut.

Odzysk uszkodzonych komorek na pozywce TAL byt wyzszy niz na pozywce TBX
zalecanej w obowigzujacej normie. Roznice na pozywkach TAL i TBX wynosity od 0,6 do
1,2 log w buforze pH 4 i od 0,8 do 1,2 log w buforze pH 7. Pozywka TAL umozliwita wzrost
bakterii w postaci charakterystycznych niebieskich kolonii.

Stowa kluczowe: E. coli, uszkodzenia subletalne, HPCD, metoda ptytek dwuwarstwowych
(TAL)

APPLICATION OF THIN AGAR LAYER METHOD FOR RECOVERY
OF SUBLETHALLY INJURED ESCHERICHIA COLI CELLS BY HIGH
PRESSURE CARBON DIOXIDE TREATMENT

Summary

Possibilities of recovery of E. coli cells, sublethaly injured during high pressure carbon

dioxide (HPCD) treatment were investigated. The Thin Agar Layer method (TAL) was used
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for recovery of injured cells. Additionally , the suitability of Thin Agar Layer for routine
microbiological quality control was evaluated in relation to standardized method.

Bacterial cells suspended in model solutions pH 4 and pH 7 were treated with HPCD
under pressure 40 MPa at 55°C from 10 to 20 minutes.

The recovery of damaged cells on TAL was higher than on TBX, recommended in the
obligatory standard. The differences between growth of bacterial cells on TAL and TBX were
from 0.6 to 1.2 log in buffer pH 4 and from 0.8 to 1.2 log in buffer pH 7. TAL method
allowed to grow the bacterial cells in the form of characteristic blue colonies.

Key words: E. coli, sublethal injuries, HPCD, thin agar layer method (TAL)
WSTEP

Bakterie patogenne, do ktorych nalezy m.in. Escherichia coli, stanowig powazne
zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi. Wigkszo$¢ szczepéw E. coli pelni funkcje komensali
w przewodzie pokarmowym cztowieka. Istniejg jednak chorobotworcze szczepy, do ktorych
naleza enterokrwotoczne serotypy, np. O157:H7 czy O104:H4, bedace przyczyng epidemii
wywotywanych na calym $wiecie. Rezerwuarem tych bakterii jest m.in. nawo6z naturalny,
coraz czesciej stosowany w uprawie owocow 1 warzyw w gospodarstwach ekologicznych.
Zrédtem zachorowan powodowanych przez bakterie E. coli, w tym $miertelnych, w USA
i Kanadzie w latach 90. ubieglego stulecia byly surowe soki — jablkowy i cytrusowy [Parish
2003; Vasavada 2003], za§ w ostatnich latach sg to kietki, maliny czy produkty gotowe do
spozycia, tj. satatki [http://www.cdc.gov/ecoli/2013/0157H7-11-13/index.html]. Obecnie
W handlu §wiatowym wymogi mikrobiologiczne sg coraz bardziej restrykcyjne. Przyktadem
jest rynek azjatycki, ktory wymaga, aby powierzchnia jabtek byta catkowicie pozbawiona
bakterii E. coli.

Pomimo wielu staran producentow w kierunku uzyskania produktu czystego
mikrobiologicznie, zatrucia pokarmowe wystepuja nadal. Lagodne metody utrwalania
stosowane przy produkcji zywnos$ci niskoprzetworzonej nie zawsze pozwalajg na catkowitg
inaktywacje drobnoustrojéw. Poziom uszkodzen w przypadku kazdej komorki jest
indywidualny. Niektore pozostang catkowicie nienaruszone, u innych uszkodzenia moga
doprowadzi¢ do utraty zywotnosci (uszkodzenia letalne), pozostate beda uszkodzone
subletalnie, co oznacza zaburzenia w strukturze komorkowej i tymczasowe zmiany
w fizjologii. Uszkodzona w ten sposob mikroflora moze ulec regeneracji dzigki wewngtrznym
mechanizmom naprawczym, zapewniajac sobie przezywalnos$¢, a w konsekwencji namnozy¢

si¢ w produkcie i spowodowaé jego zepsucie [Kang, Siragusa 1999; Molenda 2007; Yuste
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i in. 2004]. Z doniesien naukowych oraz wlasnych doswiadczen laboratoryjnych wynika, ze
komorki uszkodzone subletalnie staja si¢ bardziej wrazliwe na czynniki selektywne (np.
antybiotyki, surfaktanty, barwniki) bedace sktadnikiem rdznicujacych pozywek
mikrobiologicznych  rekomendowanych przez 1SO (International Organization of
Standarization) i stosowanych w dziatach kontroli jakosci. Wzrost iregeneracja takich
komorek sa mozliwe jedynie na pozywkach bogatych, nieselektywnych, a te nie umozliwiaja
selekcji w populacji 1 r6znicowania bakterii [Wu, Fung 2001]. Pozywki nieselektywne stuza
do oszacowania sumy wszystkich komorek, ktore przezyty proces utrwalania. Nie wszystkie
znormalizowane metody stosowane w dziatach kontroli jako$ci uwzgledniaja etap regeneracji
komorek wuszkodzonych w procesach technologicznych, zatem istnieje ryzyko, ze
zanieczyszczenia produktu nie zostang wykryte. Nawet kilka komorek posiadajacych
zdolno$ci naprawcze moze stanowi¢ dawke infekcyjng 1 mie¢ ogromne znaczenie dla
bezpieczenstwa 1 jakosci produktu. Rozwigzaniem tego problemu moze okazaé sie
zastosowanie metody ptytek dwuwarstwowych (TAL), umozliwiajacej regeneracje
mikroorganizméw wraz ze wzrostem jedynie flory pozadanej. Metoda te polega na
przygotowaniu ptytki z selektywng pozywka, a nastgpnie zalaniu jej powierzchni cienka
warstwg podloza nieselektywnego. Goérna cze$¢ ptytki (nieselektywna) zaszczepiana jest
zawiesing mikroorganizméw, a nastgpnie cato$¢ poddawana inkubacji. W pierwszej
kolejnosci sktadniki odzywcze pozywki nieselektywnej umozliwig regeneracje komorek
uszkodzonych. Sktadniki selektywne pochodzace z dolnego podtoza (selektywnego)
w procesie dyfuzji staja si¢ dostgpne dla mikroorganizméw, nadajac catlemu systemowi
selektywnosci [Kang, Siragusa 1999; Kang, Fung 2000; Yuste, Fung 2003; Yuste i in. 2004].

Coraz czg$ciej nietermiczne metody utrwalania zywno$ci stanowig przedmiot
zainteresowan naukowcow 1 producentow. Poszukiwane alternatywne metody powinny
zapewnia¢ bezpieczenstwo konsumenta, przy jednoczesnym zachowaniu pozadanych
sktadnikow odzywczych oraz walorow sensorycznych. Jedng z nich jest metoda
z zastosowaniem ditlenku wegla w podwyzszonym cisnieniu (High Pressure Carbon Dioxide
— HPCD), ktoéra w ostatnich latach zyskala na popularnosci [Spilimbergo i in. 2002;
Spilimbergo i in. 2007; Garcia-Gonzales i in. 2007]. W odréznieniu od klasycznych metod
termicznych, metoda HPCD nie zawsze powoduje catkowita inaktywacj¢ drobnoustrojow,
natomiast prowadzi do powstania uszkodzen subletalnych w komorkach na skutek
wywotanego stresu. Ditlenek wegla jako medium stosowane w omawianej technice ma wiele
zalet — jest nietoksyczny, niedrogi i akceptowalny w przemysle spozywczym. Z tatwoscia

przenika w glab btony komoérkowej drobnoustrojow, powodujac jej rozpuszczanie.
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W dalszym etapie akumuluje si¢ we wnetrzu cytoplazmy i1 powoduje jej zakwaszenie.
Pomimo wysokich kosztow inwestycyjnych metody HPCD, koszty eksploatacji sa
stosunkowo niewielkie [Rawson i in. 2012].

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat przeprowadzono na $wiecie wiele doswiadczen,
w ktorych badano zasadno$¢ zastosowania metody ptytek dwuwarstwowych do regeneracji
uszkodzen subletalnych drobnoustrojow. Poréwnywano liczebno$¢ populacji komorek
uszkodzonych w wyniku dziatania procesow termicznych oraz nietermicznych, takich jak
pulsujace pole elektryczne (PEF) czy wysokie cisnienia (HPP) dla patogenow zywnosci, tj.
Salmonella spp, Listeria spp, E. coli czy gronkowcoéw na pozywkach selektywnych,
nieselektywnych i na pozywce TAL [Kang, Siragusa 1999; Yuste i in. 2004; Zhao i in. 2013;
Somolinos i in. 2007; Walking-Ribeiro i in 2008]. Natomiast niewiele jest doniesien
naukowych dotyczacych uszkodzen subletalnych po zastosowaniu HPCD 1 mozliwos$ci ich
regeneracji na pozywce TAL.

Celem badan bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania metody TAL do regeneracji
komorek Escherichia coli uszkodzonych subletalniec w procesie utrwalania metoda ditlenku
wegla w podwyzszonym ci$nieniu oraz pordOwnania jej ze znormalizowang metoda

oznaczania B-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli wg PN-EN 1SO 16649-2:2004.

MATERIALY I METODY BADAN

Przedmiotem badan byly bakterie Escherichia coli ATCC 8739. Szczep przed
badaniami przechowywano w postaci zamrozonej W Cryobankach w temperaturze -27°C +
3°C. Material biologiczny przygotowywano tak, aby uzyska¢ zawiesing wyjSciowa
0 gestosci  okoto 10% jtk/ml. W tym celu szczep wzorcowy w postaci zamrozonej
w Cryobanku ozywiano w 10 ml Tryptone Soy Broth — TSB (Biocar diagnostics)
i inkubowano w warunkach 37°C/24 h. Nastepnie zawiesine drobnoustrojow przesiewano na
Tryptone Soy Agar — TSA (Biocar diagnostics) w celu uzyskania czystej kultury roboczej
I inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. W kolejnym etapie zebrang biomase
komorek bakterii zawieszano za pomocg ezy (~10 pl) w 200 ml ptynnego TSB
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 18 h. Po inkubacji hodowl¢ wprowadzano
w stosunku 1:20 do kolb zawierajacych po 200 cm® TSB i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 18 h (liczba kolb w zaleznos$ci od potrzeb). Tak uzyskang hodowle wirowano przez
10 minut w temperaturze 4°C przy obrotach 4000 x g, przemywano trzykrotnie i zawieszano

W zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS). Przygotowang biomas¢ zawieszano
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w buforach Mcllvain (0,1 M kwas cytrynowy; 0,2 M wodorofosforan sodu) o pH 4 i pH 7
bezposrednio przed poddaniem ich dziataniu HPCD w zmodyfikowanej aparaturze do
ekstrakcji nadkrytycznej (Applied Separations, USA). W badaniach zastosowano
temperature 55°C, ci$nienie 40 MPa i czas trwania procesu do 20 minut.

Oznaczenia liczebno$ci bakterii E. coli wykonano z wykorzystaniem:

e pozywki nieselektywnej TSA, w celu oznaczenia wszystkich komoérek w populacji

(uszkodzonych i nieuszkodzonych),

e pozywki TBX (BIO-RAD), zgodnej z metoda znormalizowang PN-EN SO 16649-
2:2004,

e plytki TAL, ktora stanowita kombinacje pozywek TSA + TBX. Przygotowanie
ptytek TAL polegalo na wylaniu ok 18 ml pozywki TBX na ptytk¢ Petriego
I pokryciu juz zestalonej powierzchni 14 ml (7 ml + 7 ml) pozywki TSA (metodyka
wg D. H. Kang, D. Y. C. Fung 1999). Schemat ptytki dwuwarstwowej
przedstawiono na rysunku 1. Plytki TAL miaty na celu zastgpienie etapu wstepnej
regeneracji komorek uszkodzonych opisanej w przywolanej normie. Sposob

wykonania analiz przedstawiono na rysunku 2.

zregenerowane
komérki po

uszkodzeniach
subletalnych

S agar nieselektywny
e - > (14 ml)

agar selektywny

Rysunek 1. Ptytka dwuwarstwowa (TAL)
Thin Agar Layer (TAL) plate

70



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2015 t. 70 nr 2

A

= —

Il
/

=

-0~

Prébka badana
(x g lubx ml

1-sze rozc. w PR -

szereg dziesigciokrotnych

rozcienczefiw PR

posiew
powierzchniowy na
TBX

inkubacja 37°C/4h -

regeneracja

inkubacja 44°C/20h -

Probka badana
(x g lub x ml

! 1-sze rozc. w PR
szereg dziesigciokrotnych
rozcieficzen w PR

/ posiew
powierzchniowy na
= TAL

l inkubacja 44°C/24h

brak wstepnej regeneracji

Rysunek 2. Schematy wykonania analiz oznaczania liczby E. coli na podstawie PN-EN 1SO

16649-2:2004 (A) oraz z zastosowaniem metody ptytek TAL (B)

Schemes of enumeration of E. coli based on PN-EN ISO 16649-2:2004 (A) and
using TAL method (B)

Liczebno$¢ populacji bakterii E. coli zawieszonych w buforach, poddanych dziataniu

WYNIKI I DYSKUSJA

HPCD przedstawiono na rysunkach 3 i 4.
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Rysunek 3. Przezywalnos¢ E. coli zawieszonej w buforze pH 4 po procesie HPCD

Survival of E. coli suspended in buffer pH 4 after HPCD process
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Rysunek 4. Przezywalnos$¢ E. coli zawieszonej w buforze pH 7 po procesie HPCD

Survival of E. coli suspended in buffer pH 7 after HPCD process
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W wyniku dziatania ditlenku wegla uzyskano istotng redukcje w buforze pH 4 po 15
I 20 minutach procesu (rysunek 3), natomiast w buforze pH 7 redukcja byla nieistotna lub
bardzo niewielka (rysunek 4). Zastosowane parametry okazaly si¢ niewystarczajace do
inaktywacji bakterii E. coli w buforze pH 7, gdyz maksymalny poziom redukcji wyniodst
niespetna 1,0 log. W buforze pH 4 po 10 minutach dziatania HPCD pod cisnieniem 40 MPa
uzyskany stopien redukcji byt nieistotny statystycznie (p>0,05). Dopiero wydtuzenie czasu do
15 minut spowodowalo obnizenie poziomu populacji do 5,5 log. Natomiast calkowita
inaktywacje uzyskano po 20 minutach. Ro6znice pomigdzy liczba kolonii uzyskanych na
pozywce TSA 1 TBX byly wigksze w przypadku bakterii zawieszonych w buforze pH 7 (max
4,6 log) niz w buforze pH 4 (max 3,2 log). Swiadczy to prawdopodobnie o wyzszym
poziomie uszkodzen subletalnych wywotanych dzialaniem ditlenku wegla w $rodowisku
obojetnym.

Pomimo iz analizy mikrobiologiczne przeprowadzono zgodnie z obowigzujaca norma,
w ktorej zapewniona jest regeneracja komorek uszkodzonych, wzrost E. coli na selektywnej
pozywce TBX byl znacznie stabszy niz na pozywce TAL. W buforze pH 4 réznice wynosity
od 0,6 do 1,2 log, a w buforze pH 7 od 0,8 do 1,2 log w zalezno$ci od czasu trwania procesu.
Wyniki te potwierdzaja wrazliwo$¢ komorek uszkodzonych subletalnie na sktadniki
selektywne zawarte w pozywce TBX. Yuste 1 in. [2004] sugeruja, Ze obecnos¢ wyzszej liczby
komorek uszkodzonych w catej populacji bedzie skutkowaé wigkszymi réznicami w liczbie
kolonii na poszczegolnych pozywkach, a odzysk na pozywce TAL bedzie wyzszy niz na
pozywkach selektywnych. Na pozywce TAL uzyskano kolonie wykazujace charakterystyczne
cechy, tj. wzrost, specyficzng (niebieska) barwe oraz typowa morfologie kolonii.

Wigkszos¢ publikacji naukowych dotyczacych zastosowania metody TAL odnosi si¢ do
uszkodzen wywotanych metodami termicznymi [Kang, Siragusa 1999; Kang, Fung 2000; Wu,
Kang 2001]. Kang i Fung [2000] badali zastosowanie ptytek TAL do regeneracji komoérek
Salmonella Typhimurium w wodzie peptonowej uszkodzonych termicznie (55°C, 15 min). Na
pozywkach TSA 1 TAL liczebno$¢ populacji po dzialaniu temperatury wynosita okoto 4,5 log,
za$ na pozywce XLD odzysk wyniost 4 log. Autorzy podjeli probe oceny selektywnos$ci
metody TAL. W drugim do$wiadczeniu wysterylizowane odtluszczone mleko
kontaminowano pigcioma dodatkowymi bakteriami tj. Listeria monocytogenes, dwoma
szczepami Escherichia coli, Staphylococcus aureus oraz Bacillus cereus. Metoda TAL
umozliwita charakterystyczny wzrost S. Typhimurium (czarne kolonie) z jednoczesnym
zahamowaniem wzrostu flory towarzyszacej. Odzysk uszkodzonych komorek

S. Typhimurium byt o ponad 1 log wyzszy na TAL niz na XLD. Kang i1 Siragusa [1999]
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w innej pracy poroéwnuja poziom uszkodzen wywotanych dzialaniem temperatury 60°C
W czasie 1,5 minuty u patogenéw Salmonella Typhimurium oraz Escherichia coli O157:H7
na réznych pozywakch. Regeneracja okreslona za pomocg agaru nieselektywnego TSA nie
odbiegata od wynikéw uzyskanych na ptytkach TAL i wynosita dla S. Typhimurium 2,5 log,
dla E. coli 2,7 log. Natomiast pozywki selektywne daly nieco nizszy odzysk. Dla
S. Typhimurium 1,8 log na pozywce XLD, dla E. coli 1,85 log na pozywce selektywnej. Na
ptytkach TAL odnotowano charakterystyczne reakcje, tj. wzrost, kolor czy morfologi¢
kolonii, dla obydwu szczepow.

Przyktad uszkodzen wywotanych po zastosowaniu wysokich ci$nien hydrostatycznych
przedstawiono w pracy Yuste i in. [2004], w ktorej oceniano przydatnos¢ metody ptytek TAL
do regeneracji siedmiu patogendow poddawanych dzialaniu wysokiego ci$nienia. Wyniki
uzyskane na TAL porownano z wynikami uzyskanymi na pozywkach selektywnych
dostepnych w handlu oraz na pozywce TSA. Hodowle zawieszone w wodzie peptonowe;j
poddawano cisnieniowaniu w warunkach 100-900 MPa w czasie 1-5 minut. Dla wigkszosci
badanych szczepow odzysk uszkodzonych komoérek na ptytkach TAL byl wyzszy niz na
pozywkach selektywnych. W niektorych przypadkach, przy niskim stezeniu komodrek po
dziataniu ci$nienia, pozywki selektywne nie umozliwilty wykrycia patogendow,
w przeciwienstwie do ptytek TAL. Dla Salmonella Typhimurium po dziataniu cis$nienia
200 MPa przez 5 min, na pozywce TSA uzyskano 1,72 log, na XLD nie wykryto
drobnoustroju, a na ptytkach TAL uzyskano odzysk 0,15 log. Natomiast metoda ptytek TAL
w duzej mierze nie umozliwila charakterystycznego wzrostu niektérym badanym patogenom.
Typowy wzrost bakterii E. coli na zastosowanym selektywnym agarze z dodatkiem eozyny
I blekitu metylowego (eosin methylene blue agar — EMB), to granatowo-czarne kolonie
0 charakterystycznym zielonym metalicznym potysku. Barwa kolonii na ptytkach TAL byta
od ré6zowych do fioletowych. Z kolei w przypadku komoérek wegetatywnych Bacillus cereus
uzyskano kolonie pomaranczowe na pozywce TAL zamiast r6zowych charakterystycznych
dla zastosowanej pozywkKi selektywnej.

Warto takze podkresli¢, ze niemalze wszystkie przywotane doswiadczenia nie byly
prowadzone zgodnie z obowigzujagcymi metodami znormalizowanymi, gdyz nie
uwzgledniano np. etapu regeneracji (o ile takie zostaly okreslone w normie). Przewazaty

hodowle prowadzone w warunkach 24h/37°C bez wzgledu na rodzaj badanego drobnoustroju.
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WNIOSKI

. Metoda ptytek dwuwarstwowych TAL umozliwita lepsza regeneracje komorek
uszkodzonych w wyniku proceséw utrwalania zywnos$ci niz pozywka rekomendowana
przez 1SO i dlatego moze okaza¢ si¢ obiecujacg alternatywag dla niektorych

klasycznych metod stosowanych w kontroli zywnosci.

. Zastosowanie alternatywnej metody ptytek TAL wigze si¢ z koniecznos$cig
prowadzenia badan dotyczacych mozliwosci regeneracji komoérek uszkodzonych dla

konkretnych patogenéw w zywnos$ci utrwalanej réznymi metodami.

. Wydluzenie czasu dziatania HPCD spowodowalo zwigkszenie poziomu inaktywacji

oraz uszkodzen subletalnych bakterii Escherichia coli.

. Nowoczesna metoda HPCD moze sta¢ si¢ obiecujaca alternatywa w stosunku do
metod termicznych. Jej zastosowanie w przemys$le wiaze si¢ jednak z konieczno$cig
prowadzenia badan dotyczacych zmian zachodzacych zaréwno w trakcie samego

procesu, jak i podczas przechowywania produktéw utrwalonych ta metoda.
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