STRUCNI RAD

"Nina Vukusic, dr. med. vet.,
Commodatio d.o.o.

2jzv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec,
Zavod za higijenu, tehnologiju
i sigurnost hrane, Veterinarski
fakultet Sveucilista u Zagrebu

*e-mail:
nina.vukusic@commodatio.hr

Kljucne rijeci: enterocini,
enterokoki, hrana
Zivotinjskog podrijetla,
biokonzerviranje, sigurnost
hrane

Key words: enterocins,
enterococci, food of animal
origin, biopreservation, food
safety

Znacenje bakteriocina enterokoka u sigurnosti
hrane

Vukusié, N.”*, N. Zdolec?

Sazetak

Znaéenje enterokoka u podrucju sigurnosti hrane preispituje se vec niz godina. S jedne su strane
oni fermentacijske bakterije koje pridonose razvoju senzorskih svojstava fermentirane hrane,
sintetiziraju antimikrobne tvari — bakteriocine, no s druge strane stvaraju biogene amine ili preno-
se gene rezistencije u toj istoj hrani. U ovom su radu prikazane prednosti ovih bakterija s obzirom
na sposobnost sinteze bakteriocina enterocina koji pokazuju snazno inhibicijsko djelovanje prema
patogenim bakterijama uzro¢nicima bolesti prenosivih hranom. Primjena enterocina kao prirodnog
konzervansa primjer je novih trendova u razvoju biokonzerviranja i proizvodnje mikrobioloski sigur-
nije hrane Zivotinjskog podrijetla.

Abstract

he importance of enterococci in food safety has been discussed for a long time. On the one hand

they are fermentative bacteria that contribute to the development of the sensory properties
of fermented food, and synthesize antimicrobial agents — bacteriocins, but on the other hand they
produce biogenic amines or transfer resistance genes in the same food. This paper presents the
advantages of these bacteria with regard to the production of enterocins capable of inhibiting many
foodborne pathogens. The use of enterocins as natural preservatives is an example of new trends
in the development of bioconservation technologies and the production of microbiologically safer
food of animal origin.

uvoD

Bakteriocini su antimikrobni peptidi koje

Bakteriocini enterokoka (enterocini) mogu
biti Sirokog ili uskog spektra djelovanja, no

sintetizira vecina bakterija, a njihova primjena
u hrani ima svrhu produljenja odrzivosti ili po-
vecanja sigurnosti hrane. S tim u vezi bakterije
mlije¢ne kiseline najvaznija su mikrobna skupi-
na u kojoj se pronalaze sojevi koji sintetiziraju
bakteriocin i koji se potencijalno mogu koristiti
kao zastitne mikrobne kulture. Brojnim je istra-
zivanjima utvrden njihov antimikrobni ucinak u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima kao i u
proizvodnji razli¢itih vrsta hrane Zivotinjskog
podrijetla, posebno fermentirane hrane.
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uglavnom inhibiraju gram-pozitivne bakterije.
Najvaznije vrste koje proizvode enterocin jesu
Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium,
a njihovi su bakteriocini iz druge skupine bak-
teriocina koje smatramo malim, toplinski sta-
bilnim i membranski aktivnim peptidima (Bel-
kum i Stiles, 2000.). Enterocini su opisani kao
antimikrobni peptidi aktivni protiv nekih usko
povezanih bakterija mlijeCne kiseline, Listeria
monocytogenes, Clostridium spp., Staphylococ-
cus aureus i stoga pokazuju potencijal u unap-
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redenju sigurnosti hrane (Giraffa, 1995.). Mogu
se primjenjivati u hrani kao svojevrsni aditivi, tj.
dodaci, ili putem sojeva koji sintetiziraju bakte-
riocin izravno u prehrambenom lancu. Takoder
se ispituje primjenjivost enterokoka kao star-
ter-kultura koje sintetiziraju bakteriocine, no tu
je nuzna potpuna karakterizacija sojeva s ob-
zirom na potencijalna rizi¢na svojstva (Zdolec i
sur., 2017.).

U Sirem smislu bakteriocini mogu pronaci
svoju primjenu i u animalnoj proizvodnji kao
svojevrsna zamjena za antibiotike. Naime, da-
nas je zabranjena primjena antibiotika kao pro-
motora rasta, pa se nastoje pronaci odredene
zamjenske tvari koje bi zamijenile antibiotike,
odnosno pridonijele boljoj konverziji hrane i
prirastu u tovu (npr. peradi i svinja). Opceni-
to su bolja konverzija i prirast, medu ostalim,
posljedica supresije Stetne mikroflore crijeva.
U tom se smislu kao alternativa antibioticima
mogu predloziti bakteriocini koji bi se primjenji-
vali sami ili putem bakterijskih kultura koje ¢e
otpustati bakteriocin u crijevu zivotinja. Takav
pristup ne samo da moze pridonijeti zdravlju i
produktivnosti zivotinja, ve¢ i smanjenju rizika
od Sirenja patogenih i/ili rezistentnih bakterija
u prehrambenom lancu. Naime, pod pretpo-
stavkom da se u crijevu Zivotinja djelovanjem
bakteriocina smaniji ili sprijeci kliconostvo (npr.
Salmonella, Campylobacter), smije se oceki-
vati i smanjenje pojave tih bakterija u animal-
nim proizvodima (npr. mlijeko, meso), uz drugu
pretpostavku da se uspjesSno sprijeci onecis¢e-
nje iz drugih izvora.

Enterokoki u hrani zivotinjskog
podrijetla

Bakterije iz roda Enterococcusjesu gram-po-
zitivni, fakultativho anaerobni koki, koji zbog
svoje termostabilnosti i mogucénosti prezivlja-
vanja u razli¢itim vremenskim uvjetima nasta-
njuju (koloniziraju) tlo, vodu i hranu. Poznati
su kao komenzali u probavnom traktu ljudi i
Zivotinja te imaju ulogu u zrenju i razvoju orga-
noleptickih svojstava hrane, ali i higijenske is-
pravnosti proizvoda. lako je izolirano viSe od 36
vrsta iz roda enterokoka, njih 26 povezano je s
infekcijama u ljudi. Enterococcus faecalis i Ente-
rococcus faecium dvije su vrste koje posljednjih
desetlje¢a kao oportunisticki patogeni uzrokuju

26

bolni¢ke infekcije urinarnog trakta, bakterije-
mije, meningitis, neonatalne infekcije i infekcije
rana (Hammerum, 2012.; van Tyne i Gilmore,
2014.). U novije vrijeme infekcije povezane bio-
filmom s medicinskih naprava pripisuju se upra-
vo ovim bakterijama (Arias-Moliz i sur., 2012.).

Enterokoki kao predstavnici bakterija mli-
jecne kiseline imaju vaznu ulogu u mikrobiolo-
giji hrane, odnosno biotehnologiji i sigurnosti
hrane. Naime, nalazimo ih posvuda u okolisu,
probavnom sustavu ljudi i zivotinja te su se
smatrale bakterijama indikatorima onetis¢enja
hrane. Enterokoki nisu, dakle, nuzno pokaza-
telji fekalne kontaminacije, budu¢i da su ubi-
kvitarne bakterije. Naprimjer, multirezistentni
sojevi enterokoka izolirani su iz sirovog mlijeka
sakupljenog iz vimena zdravih krava koje nikad
nisu bile lije¢ene antibioticima, ali su drzane uz
lijecene Zivotinje (Zdolec i sur., 2016.). To moze
upucivati na prisutnost rezistentne populaci-
je enterokoka u biosustavu, Sto je vrlo vazno s
obzirom na higijenske postupke koji se provode
u okviru proizvodnje hrane, a posebice u proi-
zvodniji gotove hrane.

Danas enterokoke smatramo s jedne strane
korisnim bakterijama buduci da su fermentacij-
ske bakterije koje pridonose senzorskim spe-
cifitcnostima proizvoda, dok su s druge strane
potencijalno virulentne bakterije, tvorci bioge-
nih amina ili nositelji gena rezistencije (Zdolec,
2018.). Stoga su enterokoki bakterije s dvoja-
kom ulogom u proizvodnji hrane, a u hrani Zi-
votinjskog podrijetla naj¢eSée nalazimo vrste E.
faecalis i E. faecium (Canzek Majheni¢, 2006.).
Enterokoki se mogu vrlo lako izolirati iz hrane
zivotinjskog podrijetla, ukljucujuci tradicional-
ne fermentirane proizvode. Koloniziraju sirovi-
nu (meso, mlijeko) preko probavnog sustava ili
kontaminiranog okolisa, gdje mogu prezivjeti i
umnazati se tijekom fermentacije (Hugas i sur.,
2003.). S jedne su strane upravo enterokoki ti
koji daju posebna organolepticka svojstva do-
macim kobasicama i odredenim vrstama sira,
dok s druge rezistencija na visoku temperatu-
ru (preZivljavaju na 62,8 °C 30 min.), sol (6,5 %
NaCl) i pH (4,0 - 9,6) (Stiles, 2002.) moze dove-
sti do njihova prekomjernog rasta i uzrokovati
kvarenje hrane.

Unato¢ dobrim karakteristikama, entero-
koki se ne smatraju dobrim, GRAS bakterijama
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(engl. generally recognized as safe). Mogu stva-
rati biogene amine ili su prirodno rezistentni
na niz antibiotika kao sto su cefalosporini, be-
ta-laktami, sulfonamidi i drugi. Najveci je pro-
blem stecena rezistencija posredovana genima
na plazmidima na kloramfenikol, eritromicin,
fluorokinolone i glikopeptide, kao Sto je vanko-
micin (antibiotik koji se upotrebljava u terapiji
visestrukih rezistentnih infekcija ili kod alergi-
je na penicilin i ampicilin) (Franz i sur., 2003.)
kao i prijenos gena rezistencije gdje dolazi-
mo do zacaranog kruga prijenosa preko hrane
zivotinjskog podrijetla na probavni trakt ljudi i
okolisa (Palmer i Gilmore, 2010.). Tako su izo-
lirani enterokoki rezistentni na antibiotike u
mesnim i mlije¢nim proizvodima, gotovoj hrani
(ready-to-eat) te probioti¢kim kulturama (Teu-
berisur., 1999.; Giraffa i sur., 2000.), dok su en-
terokoki rezistentni na vankomicin (VRE), pose-
bice E. faecium, utvrdeni u govedem i svinjskom
mesu, peradi, mesnim proizvodima (Borgen,
2001.; Lemcke i Bilte, 2000.), industriji sira i
tradicionalnim siranama (Teuber i sur., 1999.).
Osim posjedovanja virulentnih gena i gena re-
zistencije, E. faecalis ima sposobnost horizon-
talnog Sirenja tih gena, dok je u posljednjem
desetljecu zabiljezen prijenos gena rezistencije
na antibiotike izmedu sojeva E. faecium, kao i
prijenos rezistencije na vankomicin s E. faecalis
na S. aureus (Palmer i Gilmore, 2010.).

Bakteriocini

Posljednjih dvadeset godina istrazivanja o
bakteriocinima gram-pozitivnih bakterija u ve-
likom su porastu, s posebnim fokusom na bak-
terije mlije¢ne kiseline (BMK), i zbog temeljnih
istrazivanja i zbog njihove moguce primjene u
prehrambenoj industriji i spre¢avanju alimen-
tarnih infekcija (Mirkovi¢, 2016.). Bakterioci-
ni su uglavnhom mali, termolabilni, pozitivho
nabijeni peptidi koji svoje djelovanje pokazuju
povecanjem membranske propusnosti Sto za
posljedicu ima gubitak metabolita iz bakterij-
ske stanice. Smatra se da njihova raznovrsnost
u veli¢ini, antimikrobnom spektru i mehanizmu
djelovanja omogucuje bakteriji koja ga proizvo-
di ekolosku prednost i opstanak u okruzenju
koje dijeli s blisko srodnim vrstama s kojima su
u kompeticiji za iste nutrijente. Opcenito, razli-
Citi bakteriocini variraju u spektru i nacinu an-
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timikrobnog djelovanja, molekularnoj masi, ge-
netskim i biokemijskim svojstvima (Jack i sur.,
1995.). Njihovo je ciljno mjesto citoplazmatska
membrana u kojoj stvaraju pore kroz koje se
gubi stani¢ni materijal. S druge strane ucinak
hidrofobnih bakteriocina na gram-negativne
bakterije onemoguéen je strukturom njihove
stani¢ne stijenke (Helander i sur. 1997.). Stoga
bakteriocini bakterija mlije¢ne kiseline mogu
biti aktivni samo protiv srodnih gram-pozitivnih
bakterija (Jackisur., 1995.). Svoje antimikrobno
svojstvo oni pokazuju putem dva mehanizma:
a) vezanjem bakteriocina za specificne recepto-
re na vanjskoj stani¢noj membrani Sto povecava
propusnost ionskih kanala i gubitak intracelu-
larnih elektrolita i/ili pH ravnoteze i b) prola-
skom bakteriocina kroz citoplazmatsku mem-
branu indukcijom aktivnih nukleaza. Poznato je
da bakteriocini BMK djeluju na gram-pozitivne
bakterije, dok djelovanje na gram-negativne
nije uobicajeno, najvjerojatnije zbog sloZeni-
je strukture njihove stanitne membrane koja
je nepropusna za vecinu makromolekula i hi-
drofobnih supstancija (Veskovi¢-Moracanin,
2010.).

Bakteriocini enterokoka
- enterocini

Kako smo ve¢ naveli, enterocini su bakterio-
cini koje proizvode bakterije iz roda Enterococ-
cus, kao Sto su E. faecalis, E. faecum, E. durans
i E. mundii. Mnogi od tih enterocina pokazali su
snazan baktericidni u¢inak prema bakterijama
kvarenja ili patogenim mikroorganizmima pri-
sutnima u hrani, npr. Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Clostridium sp., E. coli,
Vibrio cholerae i Bacillus cereus, te zbog toga
imaju vaznu ulogu kao prirodni konzervansi (Gi-
raffa i sur., 1997.). U nasem nedavnom istrazi-
vanju (Vukusi¢ i Zdolec, 2019.; u tisku) pokazalo
se da enterokoki djeluju inhibicijski na sojeve
bakterija L. monocytogenes, L. ivanoviii L. inno-
cuate Y. enterocolitica. Antimikrobno djelovanje
na bakterije roda Listeria zabiljezeno je i nakon
neutraliziranja nadtaloga kulture E. faecalis EF-
101, $to moze biti rezultat djelovanja bakterio-
cina — enterocina (slika 1). Proteinska struktura
inhibitora potvrdena je primjenom proteinaze
K, Sto se smatra dokazom postojanja bakterio-
cina u otopini (nadtalogu).
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Slika 1. Inhibicija rasta L.
monocytogenes primjenom
neutraliziranog nadtaloga
kulture E. faecalis EF-101
(snimila: Nina Vukusic)

Crk i Zdolec (2018.) navode da Enterococcus
faecalis 101 pokazuje u agar-spot i agar-difu-
zijskim testovima inhibicijsko djelovanje prema
referentnom soju L. monocytogenes te prema
Sest izolata L. monocytogenes iz uzoraka hrane
Zivotinjskog podrijetla. Autori su istodobnom
inokulacijom E. faecalis 101 i L. monocytogenes
ATCC 7644 u BHI/MRS bujonima dokazali evi-
dentno smanjenje populacije patogena u odno-
su na bujone bez E. faecalis. 0sim toga primjena
nadtaloga (neutraliziran nadtalog bez stanica)
dovela je do joS izrazenijeg smanjenja broja L.
monocytogenes u oba tekuca hranilista.

Primjena enterocina u prehrambenoj
industriji

Proces obrade i prerade, posebno mesnih
proizvoda, u danasnjoj industrijskoj proizvodniji
hrane ukljucuje brojne kemijske procese. U po-
sljednje je vrijeme zdravstvena svijest javnosti
dovela do povecane potraznje proizvoda koji
zaobilaze te procese, stoga upotreba bakterio-
cina nije samo prednost za same bakterije nego
se moze iskoristiti u prehrambenoj industriji kao
sredstvo za kontrolu nepozeljnih mikroorgani-
zama u hamirnicama, i to na prirodan nacin, sto
je na kraju i osnovni zahtjev samih potrosaca.

Da bi se razmatrali kao potencijalne starter,
zastitne ili probioticke kulture, mikroorganiz-
mi moraju zadovoljiti kriterije sigurnosti poput
izostanka virulentnih faktora, prenosivih gena
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rezistencije ili dekarboksilacijske aktivnosti
(Zdolec, 2018.). Pojedini sojevi E. faecalisi E. fa-
ecium ne pokazuju virulentna svojstva, ne tvore
biogene amine niti su otporni na antibiotike, pa
ih to ¢ini potencijalno primjenjivima u fermen-
tiranim proizvodima. Zabiljezeno je da ente-
rokoki tijekom fermentacije snazno inhibiraju
rast Listeria sp., ne uzrokuju promjenu kvalitete
okusa te ih autori preporucuju kao starter-kul-
ture mesnim proizvodima kako bi se poboljsala
sigurnost hrane. Tako su E. faeciumRZS C13 i E.
faecium CCM 4231 koristeni kao starter-kulture
u proizvodnji Spanjolskih kobasica (Callewaert i
sur., 2000.). Ananou i suradnici (2004.) upotrije-
bili su enterocin AS-48 iz E. faecalis za kontrolu
enterotoksi¢nih sojeva S. aureus. Autori su kom-
binirali metode ¢uvanja hrane i dodali enterocin
na 4 °C, zajedno s pove¢anom koncentracijom
NaCl (6 — 7 %) i time dobili zeljene rezultate.
Ennahar i Deschamps (2000.) zapazili su visoku
aktivnost entoricina A iz E. faeciumna 13 sojeva
L. monocytogenes. Aymerich i suradnici (2000.)
demonstrirali su ucinkovitost enterocina AiBu
smanjivanju populacije L. innocua u raznim me-
snim proizvodima (kuhana Sunka, pasteta, fer-
mentirani proizvodi).

Unato¢ intenzivnhom proucavanju bakterio-
cina kao biokonzervansa u hrani, samo se nizin
i pediocin AcH/PA1 upotrebljavaju komercijal-
no kao prirodni konzervansi hrane u zemljama
sirom svijeta. Relativno uski spektri djelovanja
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mnogih bakteriocina, stalne promjene zakon-
skih regulativa za koriStenje dodataka u pre-
hrambenoj industriji i brza adaptacija patogenih
bakterija na bakteriocine koji se dodaju najces¢i
su razlozi njihove ograni¢ene upotrebe. Zbog
toga su istrazivanja sve viSe usmjerena k stva-
ranju mutantnih sojeva koji ¢e proizvoditi dva
ili vise bakteriocina istodobno (Martinez i sur.,
2000.; Horn i sur., 1999.). No kako je upotre-
ba rekombinantnih mutanata u prehrambenoj
industriji ogranicena, prirodni su izolati i da-
lje najvedi izvor novih bakteriocina sa Sirokim
spektrom djelovanja.

Napomena: Rad je izvadak iz diplomskog rada
Nine Vukusi¢ Karakterizacija bakteriocina ente-
rokoka izoliranih iz hrane Zivotinjskog podrije-
tla (mentor izv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec)
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