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1. UVOD

Mlijeko je wvrlo pogodna podloga za razmnozavanje vecCine vrsta
mikroorganizama, ukljuujuci patogene bakterije. S druge strane, u sastavu mikroflore
nalazimo i poZeljne bakterije, tzv. dobre bakterije koje mogu djelovati blagotvorno na
organizam potroSaca, primarno putem fermentiranih mlijecnih proizvoda. U tom smislu
prirodna, tzv. «divlja» mikroflora mlijecnih proizvoda moze nam posluZiti polaznom
tockom prouCavanja mikrobnih medudjelovanja Ciji se principi mogu preto€iti i u
prakti¢ne okvire tj. proizvodnju sigurnije hrane. Tu su posebno bitne bakterije mlijeCne
kiseline (BMK) kao sastavni dio prirodne mikroflore mlijeka, koje svojom metabolickom
aktivnoSc¢u utjeCu i na ukupnu kakvocu mlijeka i fermentiranih mlije¢nih proizvoda
(ZDOLEC, 2009.). Bakterije mlijecne kiseline su vrlo heterogena skupina gram -
pozitivnih bakterija s izrazitom metabolickom aktivnosti i mlijeEnom kiselinom kao
zavr$nim i najvaznijim produktom (SUSKOVIC, 1996.; KLEIN i sur.,1998.; KOS,
2001.). Unutar skupine BMK nalazimo i rod Enterococcus, pri ¢emu u hrani dominira
nalaz vrsta Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium (CANZEK MAJHENIC,
2006.). Enterokoki prevladavaju u probavnom traktu ljudii zivotinja; i do prije tridesetak
godina smatrani su isklju€ivo izvorom kontaminacije hrane (fekalnim zagadivacima ili
bakterijskim kontaminantima). Medutim, postupno su enterokoki prihvaéeni kao
autohtona populacija u gasto - intestinalnom sustavu zdravih ljudi i zivotinja, te dio
fizioloSke mikroflore sirovog mlijeka i tradicionalnih mlije€nih proizvoda gdje pridonose
specifi¢nosti (GIRAFFA i sur., 1997; FULLER, 1989.; FRANZ i sur., 1999.). Industrijski
su vrlo vazni mikroorganizmi koji se upotrebljavaju kao starter, pomocne ili zastitne
kulture za dobivanje razligitih fermentiranih mlije¢nih proizvoda (LEBOS PAVUNC i
sur., 2013.; GELSOMINO i sur., 2001; ANDRIGHETTO i sur., 2001). Takoder imaju
veliko higijensko i tehnoloSko znacenje zbog potencijalno probiotickog djelovanja i jake
antimikrobne aktivnosti producirajuci enterocine (BANWO i sur., 2013.; LAUKOVA,
2012.).

Jedno od pozeljnih svojstava bakterija mlijeCne kiseline je, dakle, antimikrobna
aktivhost prema bakterijama kvarenja ili patogenim bakterijama. Najznacajniji je
mehanizam inhibicije nepozeljne mikroflore stvaranje organskih kiselina ili pak
antimikrobnih peptida poput bakteriocina (ZDOLEC, 2007.). Enterokoki koji pokazuju
ta svojstva se Cesto mogu izolirati iz hrane, no da bi se razmatrali kao potencijalne

probiotiCke kulture moraju zadovoljiti kriterije sigurnosti poput izostanka virulentnih
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faktora, prenosivih gena rezistencije ili dekarboksilacijske aktivnosti (ZDOLEC, 2016.).
Pojedini sojevi Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium ne pokazuju virulentna
svojstva, ne tvore biogene amine niti su otporni na antibiotike pa ih to €ini potencijalno
primjenjivima u fermentiranim proizvodima. Takoder, brojni enterokoki produciraju
bakteriocine, enterocine koji mogu posluziti kao zastitne kulture posebno prema
bakteriji L. monocytogenes (COP, 2016.). U vezi s navedenim, cilj je ovog rada bio
izolirati enterokoke iz sirovog mlijeka i ispitati njihovu antimikrobnu aktivnost u smislu

in vitro inhibicije rasta razliitih sojeva L. monocytogenes iz hrane.



2. PODACI IZ LITERATURE
2.1. Mikroflora sirovog mlijeka

Smatralo se da je mlijeko prilikom izlaska iz vimena gotovo sterilno, no utvrdeno
je da je nemoguce proizvesti mlijeko bez mikroorganizama. Posto mlijeko od muznje
do potroSaca dolazi u dodir sa razliCitim izvorima mikroorganizama; a idealan je medij
za rast i umnoZavanje velikog broja bakterija, vazno je voditi raCuna o cijelom procesu
prozvodnje kako bismo dobili mikrobioloski ispravno mlijeko i njegove proizvode. Na
mikrobioloski sastav sirovog mlijeka utje€u razli€iti Cimbenici: odrzavanje zdravlja na
farmi, higijena staje, sanitacija prostorija i opreme, krmiva koriStena u hranidbi, higijena
muznje; kao i temperatura i brzina hladenja mlijeka (PUCOVIC i sur., 2012.).Broj i vrsta
mikroorganizama prisutnih u sirovom mlijeku odredena je sezonom, higijenskim
uvjetima proizvodnje, hranidbom i sustavom hladenja. Tako, ovisno o ¢imbenicima,
ukupan broj mikroorganizama u svjeZze pomuzenom mlijeku moze biti od svega par
stotina do preko 10° /mL mlijeka (FRANK i HASSAN, 2002.), a higijenski ispravno
mlijeko mora sadrzavati manje od 100 000 mikroorganizama/mL (ANONIMNO, 2000.)
te ne smije sadrzavati patogene mikroorganizme i njihove toksine
(HADZIOSMANOVIC i sur., 2002.).

Treba razlikovati primarnu i sekundarnu mikrofloru. Primarnu c&ine
mikroorganizmi koji su dospjeli u mlijeko iz vimena zdravih krava te ne ugrozavaju
zdravstvenu / higijensku ispravnost mlijeka (ZDOLEC, 2011.a,b). Mlijeko i u izrazito
visokim higijenskim uvjetima, neposredno nakon muznje, uvijek sadrzi 500-1000 (max.
5000) mikroorganizama/ ml, a radi se ve¢inom o nepatogenim saprofitskim bakterijama
poput mikrokoka; te manji broj ostalih gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija
(CAUSIN i BREMLEY, 1985.). U sirovom neohladenom milijeku ili ohladenom na sobnu
temperaturu (= 13°C) uz mikrokoke prevladavaju uglavhom gram-pozitivnhe bakterije
mlijeCne kiseline Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus i dr. Znaci hladenjem
mlijeka mijenja se ta prirodno prisutna mikrobna populacija, dok se istovremeno u
neohladenom mlijeku mijenja jedino njihova razina kontaminacije (SAMARDZIJA i sur.,
2007.). U ohladenom mlijeku dominantne gram-pozitivhe bakterije zamjenjuju se gram-
negativnim i gram-pozitivnim psihrotrofnim bakterijama (LAFARGE i sur., 2004.). Rod
Pseudomonas je dominantni predstavnik psihrotrofnih  mikroorganizama.

SkladiStenjem sirovog mlijeka na nize temperature, dolazi do usporavanja rasta



psihrotrofnih bakterija, te usporavanja njihove proteoliticke i lipolitiCke aktivnosti
(KUMARSAN i sur., 2007.), no ipak duze skladiStenje zbog proteolize i lipolize uzrokuje

promjenu svojstava dobivenog mlijeka i mlijecnih proizvoda.

Psihrotrofna i koliformna mikrobna populacija spadaju u sekundarnu mikrofloru;
a takvo naknadno oneciScenje mlijeka mikroorganizmima iz okoline moZe nastati u
svim fazama proizvodnje mlijeka: s koze/ dlake Zivotinje, ruku/ odjece muzaca,
higijenski neispravne vode, stroja za muznju, zraka u staji, posuda za mlijeko itd.
(SANAA i sur., 1993.; KOZACINSKI i sur., 2003.; MUNSCH-ALATOSSOVA i sur.,
2005.; MATKOVIC i sur., 2006.). Tipi¢ni predstavnici druge skupine mikroorganizama
koja Cesto sekundarno kontaminira sirovo mlijeko su koliformne bakterije rodova
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus i Serratia (WALKER, 1988.;
LEDFORD, 1998.). Kod pojave mastitisa u mlijeku se mogu naci i patogeni
mikroorganizmi kao $to su Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Streptococcus pyogenes,
Mpycobacterium bovis i dr., koji se smatraju glavnim mikrobioloSkim rizicima za
potro$ace sirovog mlijeka (TREMONTE i sur., 2014.).

2.1.1. Enterokoki u mlijeku

Dobro je poznato da su enterokoki ubikvitarni sveprisutni mikroorganizmi koji
nastanjuju tlo, hranu, vodu i gasto-intestinalni trakt ljudi i zivotinja. Zbog njihove Siroke
rasprostranjenosti, znacajni su u okoliSu, hrani i klinickoj mikrobiologiji. Rod
Enterococcus obuhvaca viSe od 26 vrsta, a E. faecalis i E. faecium su dvije vrste koje
se naj¢esS¢e nalaze u hrani Zivotinjskog podrijetla (GIRAFFA, 2003.; KLEIN, 2003.)

uklju€ujuci sirovo mlijeko.

Enterokoki su gram - pozitivne, katalaza negativhe, nesporogene, mezofilne
bakterije mlijeCne kiseline, tolerantne na zrak i kiselinu. Njihova najvaznija osobina je
sposobnost fermentacije laktoze, gdje je mlijeCna kiselina glavni zavrdni proizvod.
Glavni razlog za uspjeSno prezivljavanje i postojanost u mikrobioloSko razli¢itom
okruzenju je u njihovoj sposobnosti prilagodavanja na razliCite uvjete i velikoj
otpornosti. Enterokoki su otporni na susenje, toplinu i dezinfekcijska sredstva; rastu na
10-45 °C, prezivljavaju zagrijavanje na 62,8 °C tijekom 30 minuta, toleriraju 6,5% NaCl



i rastu pri pH izmedu 4,0 - 9,6 (STILES, 2002.). Zbog svih ovih osobina enterokoki su
skloni kompeticiji za hranjivim tvarima, prostorom i smatraju se vodeci mikroorganizmi
u fermentacijskim procesima. Enterokoki su se nekada smatrali ,fekalni“/ Lancefield
skupina D streptokoka, Sto dokazuje da im je glavno stanisSte i dalje gastro- intestinalni
trakt gdje ispoljavaju pozeljne ili nepovoljne aktivnosti (CANZEK MAJHENIC, 2006.).
Stoga je prehrambeni lanac vazan izvor enterokoka u ljudskom okruzenju. Dugo
vremena je prisutnost enterokoka u hrani smatrana pokazateljem loSe higijene, ali u
danasnje vrijeme enterokoke smatramo dijelom uobi€ajene mikroflore hrane (FRANZ
i sur., 1999.). Sirovo mlijeko i mlije€ni proizvodi od nepasteriziranog mlijeka su jedan
od prirodnih i bogatih izvora enterokoka s potencijalnim korisnim ili rizi€nim

¢imbenicima.

2.1.2. Antimikrobno djelovanje enterokoka — enterocini

Sojevi enterokoka za uporabu kao starter kulture/ dodatci hrani ili krmi se izabiru
nakon toCne identifikacije, karakterizacije i procjene sigurnosti soja, s ciliem
prezivljavanja tranzicije kroz probavni trakt i dostatne kolonizacije crijeva kako bi se
postigao pozitivni Zeljeni u€inak zastite protiv patogenih bakterija u probavnom traktu
domacina. Neki sojevi enterokoka kao npr. E. faecium SF-68 imaju dugu povijest

sigurne primjene u probioti¢koj terapiji (FRANZ i sur., 1999.).

Sojevi enterokoka koiji sintetiziraju bakteriocine enterocine mogu biti uvedeni u
prehrambeni proizvod kao dodatak kulturi u komercijalnim starterima. Dodatne kulture
za proizvodnju bakteriocina su uglavnom izolirane iz sirovog mlijeka i drugih prirodnih
izvora BMK koje sadrzi sojeve sa korisnim svojstvima kao S$to je bakteriocinogena

aktivnost.
Razli€iti su mehanizmi probiotickog djelovanja :

o Kompetitivha ekskluzija - nadmetanje za mjesta vezanja na epitelnoj povrsini
crijeva i time sprijeCavanje naseljavanja patogena;
e Kompeticija za hranjivim tvarima — stvaranje uvjeta u probavnom sustavu koji

pogoduju korisnim, a inhibiraju razvoj patogenih bakterija;



e Antimikrobno djelovanje — antagonizam prema patogenima proizvodnjom
razliCitih supstanci (organske kiseline, diacetil, vodikov peroksid) i bakteriocina

koji djeluju inhibicijski na rast i umnozavanje patogena.

Bakteriocini su produkti metabolizma bakterija mlijene kiseline, a brojnim
istrazivanjima utvrden je njihov antimikrobni ucinak u kontroliranim laboratorijskim
uvjetima i u proizvodniji razli€itih fermentiranih proizvoda. Biosinteza bakteriocina je
pozeljna karakteristika za izbor soja, jer sluzi kao vazan mehanizam isklju¢enja
patogena kako u fermentiranoj hrani tako i u gastro - intestinalnom okruzenju. Kako bi
se osiguralo da enterokoki koji se koristi u prehrambenoj industriji nisu potencijalni
patogeni, potrebno je ispitati njihove imbenike virulencije, sintezu biogenih amina ili

nositeljstvo gena antimikrobne rezistencije (ZDOLEC i sur., 2016.).

Od samog pocetka istrazivanja, neki enterocini su opisani kao antimikrobni
peptidi aktivni protiv srodnih gram - pozitivnih bakterija kao $to su L. monocytogenes,
Clostridium spp., Staphylococcus aureus pa su stoga znacajni u strategiji osiguravanja
sigurnosti hrane (GIRAFFA, 1995.). Sirok je raspon nacina djelovanja bakteriocina,
kao Sto je enzimska aktivnost, inhibicija izdanaka spora i stvaranje pora u stani¢noj
membrani; ali u cjelini aktivhost je usmjerena protiv gram - pozitivnih mikroorganizama.
Njihovo ciljno mjesto je citoplazmatska membrana bakterija formirajuci pore kroz koje
se gubi stani¢ni materijal (ABEE, 1995.), a takav ucinak na gram-negativne bakterije
onemogucen je strukturom njihove stanichne membrane (HELANDER i sur. 1997.).
Bakteriocini se mogu svrstati u 4 skupine: lantibiotici, kratki termostabilni peptidi,
termolabilni proteini i proteinski kompleksi (KLAENHAMMER, 1993., NES i sur.,
1996.). Za prehrambenu industriju najznacajniji su lantibiotici i kratki termostabilni

peptidi.

RODRIGUEZ i sur. (2000.) potvrdili su visoku u€estalost bakteriocina u sirovom
mlijeku, sa inhibitornom aktivnosti protiv patogenih mikrorganizama i bakterija
kvarenja. Enterocine Cesto proizvode sojevi E. faecalis i E. faecium, a spadaju u drugu
skupinu bakteriocina koji su kratki, termostabilni i membranski aktivni peptidi (van
BELKUM i STILES, 2000.). Istrazivanja su dokazala da bakteriocin AS-48, peptid kojeg
je proizvela bakterija E. faecalis izolirana iz sirovog mlijeka i mlije€nih proizvoda, ima
Sirok spektar antimikrobne aktivnosti; djeluje inaktiviraju¢e na odredenje patogene
mikroorganizme, ukljuCujuci i Listeria spp. Antimikrobni spektar i aktivnost bakteriocina



moze se prosiriti zajedniCkim djelovanjem razli€itih antimikrobnih faktora kao Sto su
anorganske soli, organske kiseline i njihove soli (EDTA), fenolni spojevi i druge

prirodne antimikrobne tvari.

2.2. Utjecaj enterokoka na rast bakterije Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je gram-pozitivha, nesporogena, fakultativho
anaerobna patogena unutarstaniCna bakterija koja se nalazi posvuda u okolidu; raste
unutar velikog raspona pH (4,3-9,6) i temperature (1—45 °C), otporna prema visokim
koncentracijama NaCl-a (do 12%). Takve osobine omogucuju preZivljavanje postupke
obrade hrane i sposobnost umnoZavanja na temperaturama skladistenja (+4 °C) ¢ime
je prisutna u razliitim proizvodima predstavljajuci veliki problem u prehrambenoj
industriji i javnom zdravstvu (BUBONJA i sur., 2007.). U rizi€nu skupinu hrane spadaju
mlijeko, meso i sirevi gdje L. monocytogenes preZivljava tijekom proizvodnje i zrenja.
Njen rast primjerice u sirevima ili na povrsini sireva uvjetovan je pH vrijednostima i
aktivitetom vode (GAYA i sur., 1998.). SpreCavanje rasta bakterije na povrsini mogucée

je posti¢i dodavanjem bakteriocina u salamuru.

Zabrinutost zbog epidemija listerioze potaknula je istrazivanja uporabe
fizioloSke prirodne mikroflore BMK i njenih produkata- bakteriocina kao starter kultura/
dodataka kulturama u proizvodnji mlije€nih proizvoda. Vecina istrazivanja na mekom
siru je koristila bakteriocine u salamuri Sto je ispalo kao dobro sredstvo koje je
inaktiviralo rast i djelovanje prisutne bakterije lokalizirane na povrsini sira. Istrazivanja
su bila usmjerana prvenstveno na bijeli plijesnjivi sir Camembert (IZQUIERDO i sur.,
2009.). U tom smislu velik je interes u prehrambenoj industriji za koristenjem
enterokoka zbog antimikrobnog ucinka i time inhibiranja razli€itih patogenih bakterija.
Sojevi enterokoka povezani sa lancem hrane su izolirani iz razli€itih namirnica
animalnog podrijetla, a vecina njihovih produkata enterocina je aktivna protiv patogene
bakterije L. monocytogenes. Enterokoki najvjerojatnije utjeCu na ucCestalost nalaza i
broj L. monocytogenes u hrani (IZQUIERDO i sur., 2009.). StoviSe, izolati enterokoka
iz slovenskog tradicionalnog kraskog ov€jeg sira pokazali su snazan antimikrobni
ucinak prema L. monocytogenes koji bi mogao biti rezultat bakteriocinogene aktivnosti
(MOHAR i sur., 2005.).



3. MATERIJAL | METODE
3.1. l1zolacija i identifikacija enterokoka iz mlijeka

|zolati enterokoka (n=10) prikupljeni su iz mlijeka u prijaSnjem istrazivanju
(BUTKOVIC, 2015.). Identifikacija soja provedena je pomoéu MALDI-TOF masene
spektrometrije nakon ekstrakcije etanolom/formic kiselinom prema preporukama
proizvodaca (Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka). Metodologija identifikacije opisana
je u radu DOBRANIC i sur. (2016.).

3.2. Antimikrobna aktivhost enterokoka agar spot i difuzijskim testom

Antimikrobna aktivnost enterokoka odredivana je agar spot i agar difuzijskim
testom primjenom indikatorskog mikroorganizama Listeria monocytogenes ATCC
7644 te Sestizolata L. monocytogenes iz hrane. Ukratko, izolati enterokoka (n=10) su
namnazani u Brain Hearth Infusion (BHI) bujonu na 37 °C tijekom 24 sata. Dva mililitra
kulture je potom centrifugirano na 10000 okr./min. tijekom 5 minuta na 4 °C nakon ¢ega

su nadtalozi odbacdeni.

Za agar spot i agar difuzijski test koristen je standardni BHI agar te pokrovni
meki BHI agar (s 0,7 % agara) u koji su dodavani indikator mikroorganizmi (BHI bujon,
37 °C, 24 h). Nakon pripreme ploc€a (tvrdi BHI agar prekriven s 5 ml mekog BHI agara)
s indikatorskim mikroorganizmom, na povrsinu je naneseno 100 uL nadtaloga kulture
pojedinog izolata enterokoka radi provjere inhibicije rasta L. monocytogenes. Po
nanosenju nadtaloga ploCe su stavljene u hladnjak tijekom jednog sata te potom
inkubirane na 37 °C tijekom 24 sata. Po inkubaciji provjerena je pojava zone inhibicije

rasta indikatorskog mikroorganizma.

Za agar difuzijski test su nacinjene jazice u koje je dodano 100 pL nadtaloga i
neutraliziranog nadtaloga. Neutralizacija nadtaloga provedena je dodavanjem 10N
NaOH pri ¢emu je pH podesSen na 7. Prije neutralizacije izmjeren je pH nadtaloga (pH
510 Eutech instruments, Nizozemska). Po nano$enju nadtaloga u jazice ploce su
stavljene u hladnjak tijekom jednog sata te potom inkubirane na 37 °C tijekom 24 sata.
Nakon inkubiranja provjerena je pojava zone inhibicije rasta indikatorskog

mikroorganizma.



3.3. Antimikrobna aktivhost enterokoka u tekué¢im hraniliStima

Odabrani soj Enterococcus faecalis 101 koriSten je za provjeru inhibicije rasta
bakterije L. monocytogenes ATCC 7644 u BHI i MRS tekucim hraniliStima (bujonima).
Listeria monocytogenes ATCC 7644 namnazana je u BHI bujonu na 37 °C tijekom 24
sata, te u prisutnosti E. faecalis 101, odnosno uz dodatak 1 mL nadtaloga kulture E.
faecalis 101. Nakon inkubiranja odredivan je broj L. monocytogenes na Palcam agaru
(Merck, Darmstadt, Njemacka). Ista metodologija ponovljena je koristenjem MRS

bujona.



4. REZULTATI

Odabrani izolati enterokoka determinirani su pomocu MALDI-TOF MS kako je

prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Rezultati identifikacije enterokoka metodom MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonik MALDI Biotyper)

Oznaka izolata  MALDI-TOF MS Score MALDI-TOF MS
21 Enterococcus faecium 2.212
22 Enterococcus faecium 2.082
23 Enterococcus faecium 1.958
24 Enterococcus faecium 2.089
26 Enterococcus faecium 2.096
27 Enterococcus faecium 1.921
28 Enterococcus faecium 2.078
29 Enterococcus durans 1.983
101 Enterococcus faecalis 2.163
102 Enterococcus durans 2.072

Rezultati testiranja antilisterijske aktivnosti enterokoka iz mlijeka prikazani su u

tablicama 2-8.
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Tablica 2. Inhibicija rasta L. monocytogenes ATCC 7644 primjenom nadtaloga kulture

enterokoka (n=10)

Oznaka Zona inhibicije (+/-)
uzorka Agar spot Agar difuzijski - | Agar difuzijski -
nadtalog neutralizirani
nadtalog

21 - - -

22 - - -

23 + + -

24 - - -

26 + + +

27 + + -

28 + + -

29 + - -

101 + + +

102 - - -

Tablica 3. Inhibicija rasta L. monocytogenes 1 primjenom nadtaloga kulture enterokoka

(n=10)

Oznaka
uzorka

Zona inhibicije (+/-)

Agar spot

Agar difuzijski - | Agar difuzijski -
nadtalog neutralizirani
nadtalog

21

22

23

24

26

27

28

29

101

102
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Tablica 4. Inhibicija rasta L. monocytogenes 2 primjenom nadtaloga kulture enterokoka

(n=10)

Oznaka
uzorka

Zona inhibicije (+/-)

Agar spot

Agar difuzijski -
nadtalog

Agar difuzijski
neutralizirani
nadtalog

21

22

23

24

26

27

28

29

101

102

Tablica 5. Inhibicija rasta L. monocytogenes 3 primjenom nadtaloga kulture enterokoka

(n=10)

Oznaka
uzorka

Zona inhibicije (+/-)

Agar spot

Agar difuzijski -
nadtalog

Agar difuzijski
neutralizirani
nadtalog

21

22

23

24

26

27

28

29

101

102
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Tablica 6. Inhibicija rasta L. monocytogenes 4 primjenom nadtaloga kulture enterokoka
(n=10)

Oznaka Zona inhibicije (+/-)

uzorka Agar spot Agar difuzijski - | Agar difuzijski —
nadtalog neutralizirani
nadtalog

21 - - -

22 - - -
23 - - -
24 - - -
26 - - -
27 - - -
28 - - -
29 - - -
101 + + +
102 - - -

Tablica 7. Inhibicija rasta L. monocytogenes 5 primjenom nadtaloga kulture enterokoka
(n=10)

Oznaka Zona inhibicije (+/-)

uzorka Agar spot Agar difuzijski - | Agar difuzijski -
nadtalog neutralizirani
nadtalog

21 - - -

22 - - -
23 - - -
24 - - -
26 - - -
27 - - -
28 - - -
29 - - -
101 + + +
102 - - -
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Tablica 8. Inhibicija rasta L. monocytogenes 6 primjenom nadtaloga kulture enterokoka
(n=10)

Oznaka Zona inhibicije (+/-)

uzorka Agar spot Agar difuzijski - | Agar difuzijski -
nadtalog neutralizirani
nadtalog

21 - - -

22 - - -
23 - - -
24 - - -
26 - - -
27 - - -
28 - - -
29 - - -
101 + + +
102 - - -

Temeljem rezultata prikazanih iz prethodnih tablica, izabran je izolat 101
(Enterococcus faecalis 101) Cije je antilisterijsko djelovanje provjereno i u tekuc¢im

hranilistima (BHI i MRS), a rezultati su prikazani tablicom 9.

Tablica 9. Broj L. monocytogenes ATCC 7644 u teku¢im hranilistima s Enterococcus
faecalis 101 (24 h na 37 °C)

Broj (cfu/ml) L. monocytogenes ATCC 7644

BHI MRS
L.monocytogenes ATCC 10° 3,5x 107
7644
L.monocytogenes ATCC 10° 2x103
7644 + E. faecalis 101
L.monocytogenes ATCC <10* 2,8 x 10*

7644 + nadtalog E.f. 101
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Slika 1. Inhibicija rasta L. monocytogenes u agar spot testu (E. faecalis 101)
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5. RASPRAVA

Nalaz enterokoka u sirovom mlijeku zdravih krava je uobi€ajen Sto pokazuju nedavna

istrazivanja i na nasim obiteljskim gospodarstvima (slika 2, BUTKOVIC, 2015.).

B FARMA1 ®FARMA2 ®FARMA3 ®BFARMAA4

Slika 2. Prosje¢ni broj (log1o cfu/ml) pojedinih mikroorganizama u mlijeku zdravih
vimena krava (BUTKOVIC, 2015.)

Pored toga, rezultati navedenog istrazivanja pokazali su da su enterokoki prisutni i u
mlijeku zdravih i u mlijeku terapiranih (mastitis) krava (slika 3), te da je antimikrobna

rezistencija podjednako prisutna u obje skupine.
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Slika 3. Prosjecni broj (log1o cfu/ml) enterokoka u mlijeku zdravih i terapiranih vimena
krava (BUTKOVIC, 2015.)

U ovom naSem istrazivanju odabrani su izolati enterokoka iz sirovog mlijeka radi
utvrdivanja njihovog inhibicijskog potencijala prema sojevima bakterije L.
monocytogenes iz hrane. Izolati enterokoka podvrgnuti su determinaciji suvremenom
metodom MALDI-TOF masene spektrometrije (ljubaznoscu dr.sc. Snjezane Kazazié,
Institut Ruder BoSkovi¢) koja se pokazuje brzom i pouzdanom metodom u rutinskim
identifikacijama bakterijskih izolata iz hrane (PAVLOVIC i sur., 2013.). Enterococcus
faecalis 101 pokazao je u agar spot i agar difuzijskim testovima inhibicijsko djelovanije
prema referentnom soju L. monocytogenes te prema 6 izolata L. monocytogenes iz
uzoraka hrane Zzivotinjskog podrijetla, dok drugi ispitivani sojevi enterokoka nisu
pokazali antagonistiCki ucCinak prema istim indikatorskim bakterijama. Nadalje,
zanimljivi su naSi rezultati istovremene inokulacije E. faecalis 101 i L. monocytogenes
ATCC 7644 u BHI/MRS bujonima gdje je evidentno smanjenje populacije patogena u
odnosu na bujone bez E. faecalis. Pored toga, primjena nadtaloga (neutraliziran
nadtalog bez stanica) dovela je do jo$ izrazenijeg smanjenja broja L. monocytogenes

u oba bujona.

Opcenito, bakterije mlijeCne kiseline inhibiraju rast srodnih (gram-pozitivnih)
bakterija primarno djelovanjem svojih organskih kiselina (octena, mlijeéna), a potom i
sintezom antimikrobnih spojeva poput bakteriocina (LUCKE, 2000.). U nasem
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istrazivanju inhibicija rasta sojeva L. monocytogenes zabiljezena je i nakon
neutraliziranja kiselina u nadtalogu E. faecalis 101 (bez stanica), pa se moze
pretpostaviti da je inhibicija nastala djelovanjem enterocina ili drugog inhibitora. Brojna
su istrazivanja primjene enterocina u razli€itim proizvodima Zivotinjskog podrijetla u
smislu testiranja njihova djelovanja na umjetno inokuliranu patogenu mikrofloru,
ukljuCujuci bakteriju L. monocytogenes. Tako su YILDIRIM i sur. (2016.) inokulirali soj
L. monocytogenes ATCC 7644 (koriSten i u naSem istrazivanju) u sterilizirano mlijeko
u razli¢itim koncentracijama zajedno s razli€itim koncentracijama enterocina KP.
Utvrdili su snazno inhibirajuce djelovanje enterocina, no taj je ucinak bio obrnuto
proporcionalan sadrzaju masti u mlijeku i koncentraciji patogena; odnosno $to je
mlijeko imalo manji sadrzaj masti i manji poc€etni broj patogena, enterocin je bio
ucinkovitiji. Zeljeni utjecaj enterocina na L. monocytogenes potvrden je i u razlicitim
mlije¢nim proizvodima, poput jogurta i razli€itih tradicionalnih i industrijskih sireva
(LAUKOVA, 2012.).
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6. ZAKLJUCCI

Enterococcus faecalis 101 izoliran iz sirovog mlijeka pokazuje inhibicijski u€inak na sojeve L.

monocytogenes iz hrane zivotinjskog podrijetla $to je pocetna osnova za daljnju karakterizaciju
soja.

Primjena soja ili enterocina u pokusnoj proizvodnji hrane pokazat ¢e njihov doprinos u

podizanju mikrobioloSke sigurnosti hrane, posebno s obzirom na bakteriju L. monocytogenes.
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8. SAZETAK

Enterokoki imaju vaznu tehnoloSku i higijensku ulogu u proizvodnji hrane Zivotinjskog
podrijetla. U ovom istraZivanju izoliran je soj Enterococcus faecalis 101 iz sirovog
mlijeka te je ispitan njegov inhibicijski potencijal prema izolatima bakterije L.
monocytogenes iz hrane. Agar spot i agar difuzijskim testom utvrdene su zone
inhibicije rasta L. monocytogenes ATCC 7644 i 6 izolata L. monocytogenes iz hrane
primjenom neutraliziranog nadtaloga kulture E. faecalis Sto moze biti rezultat
djelovanja enterocina. Smanjenje populacije L. monocytogenes ATCC 7644 za 4-5 log
zabiljezeno je i u teku¢im hraniliStima primjenom kulture E. faecalis 101 odnosno
nadtaloga. Ovi povoljni preliminarni rezultati preduvjet su za daljnju karakterizaciju soja
s obzirom na sintezu enterocina i moguéu biozastitnu ulogu u pokusnoj proizvodniji

hrane.

Klju€ne rijeCi: Enterococcus faecalis, enterocin, Listeria monocytogenes, hrana
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9. SUMMARY

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ENTEROCOCCI! ISOLATED FROM RAW MILK

Enterococci represents important foodborne bacteria from technological and hygienic
point of view. In this study, Enterococcus faecalis 101 was isolated from raw milk and
subjected to testing its antilisterial activity. Inhibition zones were observed toward L.
monocytogenes ATCC 7644 and 6 food-originated strains of L. monocytogenes by
agar spot and agar difusion methods by applying neutralized supernatant of E. faecalis.
Reduction of L. monocytogenes ATCC 7644 by 4-5 log was found in liquid media
inoculated with E. faecalis 101 culture and supernatant, respectively. These promising
preliminary results are prerequisites for further characterization of the strain with regard

to enterocin sinthesis and posible protective role in experimental food production.

Key word: Enterococcus faecalis, enterocin, Listeria monocytogenes, food
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