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INTERAKCJE WYSTEPUJACE POMIEDZY
MIKROORGANIZMAMI W KISZONKACH Z SORGO
A BAKTERIAMI

WYIZOLOWANYMI Z PYSKOW I ODBYTOW KROW

Streszczenie. Sorgo, bgdac rosling dnia krotkiego, nie tworzy w warunkach Polski dojrzatych
nasion, wytwarza jednak obfity plon zielonej masy. Z tego wzgledu wykorzystuje si¢ t¢ rosling na
kiszonk¢ uzupehiajaca obok kiszonki z kukurydzy. Cel pracy dotyczyt analizy sktadu chemicz-
nego kiszonki z kukurydzy i wlasciwosci antagonistycznych mikroorganizméw obecnych
w kiszonce z ‘Sucrosorgo 506° wobec bakterii potencjalnie zakaznych wystgpujacych w pyskach
i odbytach krow. Sktad chemiczny kiszonki z ‘Sucrosorgo 506’ oznaczono zgodnie z AOAC.
Zbadano wystgpowanie grzybow plesniowych, drozdzy, bakterii fermentacji mlekowej i Entero-
bacteriaceae. Analiza wlasciwosci antagonistycznych wykazata obecnos$¢ stref zahamowania
wzrostu w przypadku murawek z bakterii: Shigella spp. i Salmonella spp. Wobec Escherichia coli
nie zaobserwowano stref zahamowania wzrostu. Gldéwnymi mikroorganizmami wykazujacymi te
wlasciwosci okazaly si¢ bakterie mlekowe Lactobacillus brevis.

Stowa kluczowe: antagonizm, bakterie patogenne, bakterie mlekowe, PCR, strefy zahamowania
wzrostu

Wstep

Najwazniejsza pasza obje¢tosciowa stosowang w zywieniu bydta jest kukurydza.
Jednak przy zmiennych warunkach pogodowych i zwigzanych z tym niedoborach wody
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ro$ling alternatywna stato si¢ w ostatnich latach sorgo. Jest to roslina uprawiana w rejo-
nach suchych lub zbyt goracych dla innych roslin. Sorgo, podobnie jak kukurydza, jest
rosling o typie fotosyntezy C-4, lecz bardziej efektywnie niz kukurydza gospodaruje
wodg. Jak podaje ROLNICZY MAGAZYN ELEKTRONICZNY (2008), w warunkach glebo-
kiej suszy rosliny wstrzymuja wegetacj¢, by ponownie kontynuowac¢ wzrost, gdy zaist-
nieja sprzyjajace warunki wilgotnosciowe. Jednak w naszym klimacie sorgo nie wytwa-
rza dojrzatych nasion, za to daje obfite plony zielonej masy. W zwiazku z duzym poten-
cjatem plonowania, duza zawartos$cia cukru oraz innymi korzystnymi cechami sorgo
coraz cze¢sciej wykorzystuje si¢ na kiszonke uzupehiajaca wobec kukurydzy (Kozrow-
SKI i IN. 2009). Jedng z odmian dostepnych w Polsce jest ‘Sucrosorgo 506’ — jest to
odmiana sorgo cukrowego. Istnieja obawy dotyczace stosowania sorgo jako ro$liny
paszowej ze wzgledu na obecnos¢ w nim substancji antyzywieniowych, takich jak tani-
ny — pogarszajace smakowito§¢ oraz duriny, z ktorych po roztozeniu powstaje kwas
pruski. Jednak do$wiadczenia BOLSENA 1 IN. (2003) dowiodty, ze w prawidtowo wyko-
nanej kiszonce kwas pruski rozklada si¢ mniej wigcej po trzech tygodniach. W porow-
naniu z kukurydza produkcja kiszonek z ‘Sucrosorgo 506’ nie napotyka duzych trudno-
$ci, poniewaz zawiera wigksze stezenie cukrow prostych. MICHALSKI (2009) uwaza, ze
kiszonki uzyskane z sorgo cechuje mniejsza koncentracja energii ze wzglgdu na brak
kolb, dlatego wykorzystuje si¢ je w zywieniu krow mlecznych o mniejszej wydajnosci.

Dobrze przygotowana kiszonka zawiera przede wszystkim bakterie mlekowe, maja-
ce wlasciwosci prozdrowotne oraz utatwiajace zakiszanie. Bakterie te w procesie fer-
mentacji wytwarzaja kwas mlekowy, duza ilo§¢ kwasu octowego oraz 1,2-propanediol,
propanol i kwas propionowy. Duza ilo§¢ kwasu octowego i obecno$¢ propionowego
w kiszonce przyczynia si¢ do znacznego ograniczenia rozwoju drozdzy i grzybow ple-
$niowych, zwiekszajac okres stabilno$ci tlenowej kiszonki. Bakterie mlekowe dzieki
produkcji bakteriocyn wykazuja antagonizm w stosunku do bakterii patogennych bytu-
jacych w przewodzie pokarmowym, poprawiajac tym samym wlasciwosci sanitarno-
-epidemiologiczne paszy.

Celem pracy byla analiza sktadu chemicznego kiszonki z ‘Sucrosorgo 506’ zakisza-
nej bez dodatkow oraz obecnosci w niej mikroorganizméw o wiasciwosciach antagoni-
stycznych w stosunku do bakterii E. coli, Shigella spp. oraz Salmonella spp. wystgpuja-
cych w pyskach i odbytach krow.

Materialy i metody

Rosling poddang kiszeniu i dalszym analizom bylo sorgo cukrowe odmiany ‘Sucro-
sorgo 506°.

Analiza sktadu chemicznego kiszonki z ‘Sucrosorgo 506’ dotyczyta oznaczenia za-
warto§ci suchej masy, biatka ogoélnego, cukrow redukujacych, kwasu mlekowego,
octowego 1 mrowkowego, etanolu oraz pomiaru pH kiszonki. Sktad chemiczny ozna-
czono zgodnie z metodami AOAC (OFFICIAL METHODS... 2001).

Z silosoéw z kiszonka pobierano probke o masie 1 kg. Roztwor do analiz przygoto-
wano, dodajac 90 cm® roztworu soli fizjologicznej NaCl do 10 g probki kiszonki i ho-
mogenizowano go przez 10 min. Liczebnos$¢ grzybow plesniowych i drozdzy oznaczano
metoda ptytkowa z kolejnych rozcienczen roztworu na podiozu bakteriologicznym
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OGYE Agar (Oxoid). Ptytki inkubowano przez 5 dni w temperaturze 25°C. Bakterie
fermentacji mlekowej oznaczano na MRS Agar (Oxoid), czas inkubacji wynosit 24-72 h
w temperaturze 37°C w $rodowisku z CO, o stezeniu 5%. Clostridium oznaczano na
TSC Agar (Merck) z dodatkiem D-cykloseryny, czas inkubacji wynosit 18-24 h w tem-
peraturze 37°C w warunkach beztlenowych (Anaerocult®A). Enterobacteriaceae ozna-
czano na Chromocult Coliform Agar (Merck), czas inkubacji wynosit 24 h w temperatu-
rze 37°C.

Wymazy pobrane z pyskow i odbytow krow postuzyly za zrodlo bakterii patogen-
nych. Wstepnej identyfikacji dokonano za pomoca posiewu na podtozach selekcyjnych
(XLT4, Mac Conkey), w wyniku czego uzyskano pojedyncze kolonie. Z kolonii po 24 h
hodowli w temperaturze 37°C na pozywce LB izolowano DNA (stosujac Genelute Bac-
terial Genomic DNA Kit®) stuzace za matryce¢ do reakcji PCR.

Nastepnie przeprowadzono reakcje PCR, stosujac odpowiednie startery dla bakterii
z rodzaju Shigella spp., Salmonella spp. 1 E. coli. Mieszanina reakcyjna o objetosci
25 pl zawierata: 2 pul DNA bakteryjnego, 5 pl buforu do PCR, po 0,25 mM kazdego
z dATP, dTTP, dCTP, dGTP, po 5 pM kazdego ze starterow, 0,9 U polimerazy Taq.
Cato$¢ uzupetiono woda do 25 pl. Zastosowano uniwersalne warunki reakcji dla star-
terow amplifikujacych fragment genu ipaH Shigella (sekwencja starterow: starter Shi-1
5’- CTT GAC CGC CTT TCC GAT AC -3’, starter Shi-2 5°- CAG CCA CCC TCT
GAG AGT A -3°, produkt 610 pz), fragment genu invA Salmonella (sekwencja starte-
row: starter Sall-1 5°- TAT CGC CAC GTT CGG GCA A -3’, starter Sall-2 5’- TCG
CAC CGT CAA AGG AAC C -3’, produkt 275 pz) i fragment promotora malB E. coli
(starter E.col-1 5’- GAC CTC GGT TTA GTT CAC AGA -3’, starter E.col-2 5’- CAC
ACG CTG ACG CTG ACC A -3°, produkt 585 pz). Warunki reakcji opracowano na
podstawie WANGA i IN. (1997). Denaturacje wstgpna przeprowadzono w czasie 15 s
w temperaturze 94°C, nastepnie przeprowadzono 35 cykli reakcji, ktére obejmowaty:
denaturacje DNA przez 3 s w temperaturze 94°C, przytaczanie starterow przez 10 s
w temperaturze 50°C, elongacje DNA przez 35 s w temperaturze 74°C. Synteze DNA
konczono, inkubujac probki w temperaturze 74°C przez 2 min i w temperaturze 45°C
przez 2 s.

Produkty reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2-procentowym zelu agaro-
zowym zawierajacym bromek etydyny (w stezeniu 1 pug-ml™). Zidentyfikowane bakte-
rie stanowity zroédlo murawek (ptytka agarowa z LB), na ktorych badano wiasciwosci
antagonistyczne mikroflory zawartej w kiszonce z ‘Sucrosorgo 506°. Bakterie z kiszon-
ki hodowano w standardowej pozywce LB w temperaturze 37°C przez 24 h. Nastepnie,
stosujac metode kolejnych rozcienczen, uzyskano na ptytkach z pozywka MRS Agar
pojedyncze kolonie bakterii mlekowych. Potencjat antagonistyczny wybranych kolonii
wobec bakterii patogennych analizowano metoda studzienkowa zgodnie z procedurg
podang przez KRASZEWSKA 1 IN. (2005). Na ptytke wylewano 20 ml podtoza (1,5-
-procentowy agar) zaszczepionego wezesniej 24-godzinng hodowla bakterii uzywanych
jako wskaznikowe (200 pl). Ptytki hodowano przez 24 h w temperaturze 37°C. Nastep-
nego dnia w murawce wycinano studzienki o $rednicy 11 mm. Na dno studzienki
wprowadzano 100 pl agaru o stezeniu 1%, a nastgpnie 100 pl 24-godzinnej hodowli
szczepu antagonistycznego. Studzienke zamykano, dodajac ponownie 100 pl 1-procen-
towego agaru. Po 24 h inkubacji w 37°C obserwowano strefy zahamowania wzrostu
organizmu patogennego. Identyfikacji szczepu antagonistycznego dokonano metoda
mikrobiologiczna, na MRS Agar oraz molekularna, izolujac DNA bakteryjne (otrzyma-
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ne z pojedynczych kolonii), a nastepnie przeprowadzajac reakcje PCR ze starterami
specyficznymi dla fragmentu 16s RNA bakterii mlekowych Lactobacillus brevis
(F.Lb-1 5°- GGA GTC AGC CGT CTA AGG TG -3°, R.Lb-2 5’- ACG CAG
TTG GTT T -3°). Warunki reakcji PCR: denaturacja wstepna — 94°C przez 10 min,
denaturacja — 94°C przez 15 s, nastepnie 35 cykli reakcyjnych obejmujacych przylacza-
nie starterow w temperaturze 52°C przez 30 s, elongacje DNA w temperaturze 74°C
przez 60 s, synteze¢ DNA w temperaturze 74°C przez 5 min. Wielko$¢ uzyskanego pro-
duktu wynosita 235 pz.

Wyniki

Sktad chemiczny kiszonki z ‘Sucrosorgo 506’ przedstawiono w tabeli 1. Uzyskane
wyniki wskazuja na zwigkszona zawarto$¢ cukrow oraz matg zawarto$¢ suchej masy
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przez SELWETA (2010).

Tabela 1. Sktad chemiczny kiszonki z ‘Sucrosorgo 506 oznaczony zgodnie z AOAC (OFFICIAL
METHODS... 2001)

Table 1. Chemical composition of ‘Sucrosorgo 506’ silage determined in accordance with AOAC
(OFFICIAL METHODS... 2001)

Sucha Cukry Kwas Kwas Kwas Biatko
; Etanol X
masa redukujace | mlekowy octowy mastowy (gke' s.m) ogodlne pH
(gkgh) |(gkg' sm)|(gke! sm)|(gke' s.m)| (kg s.m.) T (gkg! s.m.)
297 +1,01 137 1,05 | 4,17 +1,31 | 0,93 +0,23 0,00 1,50 +0,18 51 +1,01 4,11 +0,01

Analiza mikrobiologiczna kiszonki dotyczyla okreslenia liczebno$ci grzybow ple-
$niowych, drozdzy, bakterii fermentacji mlekowej i Enterobacteriaceae (tab. 2). Wynik
reakcji PCR potwierdzit obecno$¢ bakterii potencjalnie patogennych: Shigella spp.,
Salmonella spp. i E. coli w badanym materiale. Wynikiem wzajemnych oddziatywan
pomiedzy bakteriami patogennymi a bakteriami obecnymi w kiszonce byly strefy za-
hamowania wzrostu bakterii chorobotwodrczych (tab. 3). Bakterie znajdujace si¢ w ki-
szonce z ‘Sucrosorgo 506’ wykazywaly znaczny antagonizm w stosunku do bakterii
Shigella spp. i Salmonella spp., natomiast w przypadku bakterii E. coli nie obserwowa-
no obecnosci stref zahamowania wzrostu.

Tabela 2. Oznaczenie grzybow plesniowych, drozdzy, bakterii fermentacji mlekowej i Enterobac-
teriaceae w kiszonce z ‘Sucrosorgo 506’

Table 2. Determination of mould fungi, yeasts, lactic acid bacteria and Enterobacteriaceae in
silage from ‘Sucrosorgo 506’

Plesnie
(itk 10° w 1 g s.m.)

Drozdze
(tk 10*w 1 g s.m.)

Bakterie mlekowe
(jtk 10° w 1 g s.m.)

Enterobacteriaceae
(jtk 10° w 1 g s.m.)

5,11 0,75

4,61 £1,02

32,03 +1,13

4,01 £1,01
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Tabela 3. Srednie strefy zahamowania wzrostu bakterii patogennych w kiszonce z ‘Sucrosorgo
506’ (mm)
Table 3. Average growth inhibition zones of pathogenic bacteria in ‘Sucrosorgo 506’ silage (mm)

Powtodrzenia Shigella spp. Salmonella spp. Escherichia coli
7/47 13 7 0
7/62 12 7 0
7/65 8 12 0

Dokonano metoda PCR identyfikacji bakterii wykazujacych wlasciwosci antagoni-
styczne w stosunku do Shigella spp. i Salmonella spp. Uzyskano produkt reakcji ampli-
fikacji wynoszacy 235 pz, charakterystyczny dla bakterii mlekowej L. brevis (rys. 1).

M1 2345678 9101112131415161718 M

| D g DD g S g S oy G @ &0 &0 85 &5 o & &

235 pz

Rys. 1. Elektroforeza produktu reakcji PCR z zastosowaniem starterow
Lb-1/Lb-2 w 2-procentowym zelu agarozowym; M — marker ci¢zaru, tory 1-18
— kolejne proby

Fig. 1. Electrophoresis of PCR products using primers set Lb-1/Lb-2 in 2%
agarose gel; M — molecular size marker, tracks 1-18 — successive attempts

Zidentyfikowane szybka metoda PCR bakterie mlekowe L. brevis przewazaty w ki-
szonce z ‘Sucrosorgo 506’ i wykazywaly wlasciwos$ci antagonistyczne w stosunku do
bakterii patogennych — Shigella spp. i Salmonella spp., natomiast w stosunku do bakte-
rii E. coli nie zaobserwowano tego typu oddziatywan (tab. 3).

Dyskusja

Wedlug badan MACHULSKIEGO i KSIEZAKA (2004) sorgo, ze wzgledu na obfity plon
zielonej masy, duza odporno$¢ na wyleganie, duza zawarto$¢ cukréw rozpuszczalnych
i tolerancj¢ na wyzsze temperatury, nadaje si¢ jako roslina paszowa uzupehiajaca
w stosunku do kukurydzy. Wedlug KOZEOWSKIEGO i IN. (2009) jego warto$¢ zywie-
niowa stanowi okoto 80-90% wartoséci kukurydzy. Sorgo cukrowe (‘Sucrosorgo 506°),
poddane analizie w tej pracy, jest wartosciowa rosling paszowg podawang zwierzgtom
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w stanie $wiezym lub zakiszanym. Wyniki analizy chemicznej potwierdzaja, ze pasza
ma dobre wartosci pokarmowe, odznacza si¢ duza zawarto$cig cukrow rozpuszczalnych
w wodzie, natomiast niekorzystna cecha jest mata zawarto$¢ suchej masy. BARBANTI
i IN. (2006) uwazaja, ze przyczyna matego stezenia sktadnikéw pokarmowych w ki-
szonce jest niewielki udzial owocostanow w plonie. Ogoélna analiza mikrobiologiczna
kiszonki wykazala obecno$¢ grzybow plesniowych, drozdzy, bakterii fermentacji mle-
kowej 1 Enterobacteriaceae w dopuszczalnych przez AOAC (OFFICIAL METHODS...
2001) normach. Bakterie potencjalnie patogenne bytuja u zwierzat w prawidtowych
stanach fizjologicznych. Wyjatek stanowig bakterie Shigella spp., ktore zasiedlaja
glownie organizm ludzki i wyzszych naczelnych, ich obecnos¢ u bydta moze by¢ zwia-
zana z zanieczyszczeniami gleby, np. odchodami. Bakterie Shigella spp., Salmonella
spp. 1 E. coli stanowily organizmy wskaznikowe stuzace do identyfikacji wlasciwosci
antagonistycznych. Badania dowiodly powstania stref zahamowania wzrostu bakterii
patogennych w przypadku Shigella 1 Salmonella, nie zaobserwowano natomiast takiego
efektu w przypadku E. coli. Analiza mikrobiologiczna i molekularna z zastosowaniem
odpowiednich starteréw charakterystycznych dla 16s RNA bakterii mlekowych wykaza-
ta, ze L. brevis jest bakteriag majaca hamujacy wpltyw na wzrost bakterii patogennych.

Bakterie L. brevis naleza do bakterii heterofermentatywnych, produkujacych kwas
mlekowy, CO,, etanol i kwas octowy. W badanej kiszonce (bez inokulantéw) bakterie
te zdominowaty pozostale bakterie mlekowe, co ma korzystny wptyw na jakos$¢ kiszon-
ki, jej whasciwosci zdrowotne (zwlaszcza ze sa one stosowane jako probiotyki) oraz
stabilizacj¢ w warunkach tlenowych.

Whioski

1. Kiszonka z ‘Sucrosorgo 506’ ma dobre parametry organiczne, a mata zawarto$¢
suchej masy ulatwia zakiszanie.

2. W badanych kiszonkach z ‘Sucrosorgo 506’ przewazaty bakterie z heterofermen-
tatywnego gatunku Lactobacillus brevis, majace wlasciwosci prozdrowotne.

3. Bakterie Lactobacillus brevis wykazywaly wlasciwosci antagonistyczne w sto-
sunku do patogendéw wyizolowanych z pyskow i odbytéw krow.

4. Najsilniejsze zahamowanie wzrostu wzgledem Lactobacillus brevis oznaczono
w przypadku Shigella spp., a mniejsze — w przypadku Salmonella spp.

5. Lactobacillus brevis nie hamowal wzrostu Escherichia coli.
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INTERACTIONS OCCURRING BETWEEN MICROORGANISMS IN SORGHUM
SILAGE AND BACTERIA ISOLATED FROM COWS MOUTHS AND RECTUMS

Summary. Being a short day plant, in Polish climatic conditions, sorghum does not produce
mature seeds, although it yields high forage harvest and, therefore, plans are made to utilise this
plant as maize substitute. The aim of the performed analyses was to assess chemical composition
and antagonistic properties of microorganisms present in the silage of ‘Sucrosorgo 506’ against
potentially pathogenic bacteria occurring in the mouths and rectums of cows. Chemical composi-
tion was determined in accordance with AOAC requirements. In addition, occurrence of mould
fungi, yeasts, lactic fermentation bacteria and Enterobacteriaceae was investigated. The per-
formed analyses of antagonistic properties revealed the presence of inhibition zones in the case of
pellicle from Shigella spp. and Salmonella spp. bacteria. No growth inhibition zones were ob-
served against Escherichia coli. The main microorganisms which exhibited antagonistic proper-
ties were lactic bacteria of Lactobacillus brevis.
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