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Sta�lokoki kao potencijalne izvorne 
starter kulture iz slavonskog kulena
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Svrha ovog rada bila je, odrediti mikrobnu populaciju slavonskog kulena proizvedenog na tradicionalan način u seoskim doma-

ćinstvima, jer je riječ o rizičnoj skupini hrane koje mogu biti izvor različitih uzročnika bolesti. Nadalje, kao dio autohtone mikrobne 

populacije, potencijalnih starter kultura  koje su odgovorne za aromu i teksturu određenog tradicionalnog mesnog proizvoda, izoli-

rane su, osim bakterija mliječne kiseline i bakterije iz roda Staphylococcus. U analiziranim uzorcima kulena, nisu dokazane patogene 

vrste.  Od izolata  bakterija iz roda Staphylococcus,  tipičnih predstavnika starter kultura za meso, prevladavali su: S. xylosus (5,56 

log10CFU/g), S warneri (5,36 log10CFU/g), S. lentus (3,30 log10CFU/g) i S. auricularis (3,30 log10CFU/g). Svi izolati sta�lokoka, osim 

izolata S. auricularis SK4 pokazali su znatno antimikrobno djelovanje prema patogenim test mikroorganizmima, kroz proizvodnju 

visokih koncentracija mliječne kiseline, te pokazali jedno od važnih svojstava potencijalnih starter kultura. Nadalje, izolat S. xylosus 

SK1 je pokazao i adhezijska svojstva na epitelne stanice crijeva miševa i time zadovoljio jedan od selekcijskih kriterija za izbor probio-

tičkog soja. Najjači inhibitorni učinak na rast patogena pokazali su izolati  S. xylosus SK1 i S. warneri SK2, dok S. auricularis SK4 prati 

krivulju rasta odabranih test mikroorganizama.

Ključne riječi: antimikrobno djelovanje, sta�lokoki, starter kulture za meso, adhezija
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Znanstveni rad

Uvod
U proizvodnji autohtonih mesnih 

proizvoda, važnost treba dati ka-
kvoći upotrijebljene sirovine i do-
dataka, budući da mogu biti izvor 
rasta različitih mikroorganizama, a 
mogu kontaminirati konačni proi-

mikroorganizmi, svojim rastom i me-
tabolizmom induciraju promjene u 
okusu, nutritivnoj kvaliteti, teksturi, 
aromi i sigurnosti samog proizvo-

-
cionalne starter kulture za mesne 
proizvode s ciljem oplemenjivanja, 
sigurnosti i duljeg vijeka trajnosti 
konačnog proizvoda. Najčešći star-
teri za mesne proizvode, uz bakterije 
mliječne kiseline (BMK), su koagu-

S.

xylosus, S. carnosus, S. warneri, S. len-

tus

-
gurnost proizvoda snižavanjem pH, 
razgradnjom šećera i proizvodnjom 
mliječne kiseline, te proizvodnjom 
bakteriocina, KNS utječu na ostala 
tehnološka svojstva fermentiranih 

glavnu ulogu u razvoju arome, okusa 
i boje fermentiranih mesnih proizvo-

Zbog njihove sposobnosti reduk-
cije nitrata i nitrita, dolazi do stvara-
nja nitrozilmioglobina, koji je odgo-
voran za karakterističnu crvenu boju 
mesnih proizvoda (Simonova i sur., 

je važna za razgradnju vodikovog 
peroksida, što spriječava oksidaciju 

lipida. Proizvodnja lipaza, je glavno 
-

nu ulogu u stvaranju arome fermen-
tiranih mesnih proizvoda (Simonova 

S. xylosus i S. carnosus su 
najčešće lipolitičke starter kulture 
korištene u fermentiranim mesnim 
proizvodima. Organoleptička kvali-
teta mesnih proizvoda, također ovisi 
o proteolitičkoj aktivnosti upotrije-
bljene starter kulture. Sposobnost 
KNS da proizvode bakteriocine je od 
velike važnosti za sigurnost mesnih 
proizvoda, a time i sigurnost samih 
potrošača. 

Cilj ovog rada bio je, odrediti mi-
krobnu populaciju u kulenu, izolirati 
prirodnu populaciju koagulaza ne-

-
zirati njihova metabolička svojstva, 
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kroz proizvodnju mliječne kiseline, 
antimikrobna svojstva i sposobnost 
adhezije na tanko crijevo miševa, u 
svrhu selekcioniranja novih poten-
cijalnih funkcionalnih probiotičkih 
starter kultura.

Materijal i metode
Mikrobiološka kontrola slavon-

skog kulena  provedena je na  uzorci-
ma nasumice izabranih od privatnih 
proizvođača. Preporučeni parametri 
za trajne kobasice i druge trajne su-
homesnate proizvode, prema Vo-
diču za mikrobiološke kriterije za 

Salmonella sp., En-

terobacteriacea

-
lokoki, Staphylococcus aureus i Liste-

ria monocytogenes.

-
rija  iz slavonskog kulena proizvede-
nog na tradicionalan način, upotri-
jebljene su klasične mikrobiološke i 
biokemijske (API) metode (Tablica 1).

Inhibicija rasta odabranih test mi-
kroorganizama s izolatima Staphylo-

coccus vrsta određivala se disk-difu-
zijskom i turbidimetrijskom meto-
dom. Kao test mikroorganizmi oda-
brani su sojevi bakterijskih kultura iz 

Zbirke mikroorganizama Laboratori-
ja za opću mikrobiologiju i mikrobi-
ologiju namirnica Prehrambeno-bi-
otehnološkog fakulteta u Zagrebu: 
Escherichia coli Staphylococcus 

aureus Salmonella

Listeria monocytogenes

Disk-difuzijska metoda
Na površinu čvrste hranjive pod-

loge u Petrijevoj zdjelici, na koju je 
prethodno nacijepljen test-mikro-
organizam, postavljaju se diskovi 

određeni antimikrobni agens. Tije-
kom inkubacije spoj difundira radi-
jalno iz diska u agar tvoreći gradijent 
koncentracije i ovisno o njegovom 
antimikrobnom djelovanju inhibira 
rast mikroorganizma u okolini dis-
ka. Najveće koncentracije kemijskog 
agensa prisutne su u neposrednoj 
blizini diska i utječu i na minimalno 
osjetljive mikroorganizme. Kako se 
povećava udaljenost od diska, kon-
centracija agensa pada i utječe samo 
na osjetljivije mikroorganizme, dok 
rezistentni mikroorganizmi rastu sve 
do diska. Prozirna zona u kojoj nema 
vidljivog rasta naziva se zona inhi-
bicije (ZI) i indikacija je osjetljivosti 
mikroorganizma prema antimikrob-

Turbidimetrijska metoda 
Antimikrobno djelovanje izolirane 

bakterijske kulture ispitano je na test 
mikroorganizmima koji pripadaju 
Zbirci mikroorganizama Laboratorija 
za opću mikrobiologiju i mikrobiolo-
giju namirnica na Prehrambeno-bi-
otehnološkom fakultetu Sveučilišta 
u Zagrebu: Staphylococcus aureus 

  Escherichia coli , Salmone-

lla typhimurium , Listeria mono-

cytogenes Pseudomonas 

aeruginosa .

In vitro test na adheziju bakte-
rijskih stanica na epitelne stanice 
ileuma

Za testove adhezije korišteni su 
NIH (Swiss Albino) miševi, dobiveni 
sa Medicinskog fakulteta u Rijeci. 
Životinje su bile ženskog spola u 
dobi od tri mjeseca, prosječne te-

krmnom smjesom za laboratorijske 

Nizozemska. Miševi su držani u pla-
stičnim kavezima i čuvani pri sobnoj 
temperaturi.

Priprava suspenzije bakterijskih 
stanica 

Nakon uzgoja u hranjivom bujo-
nu, stanice S. xylosus SK1 isprane su 
dva puta i suspendirane u fosfatnom 

8/mL.

In vitro test na adheziju 
Test na adheziju proveden je pre-

Rezultati i rasprava
U istraživanim uzorcima slavon-

skog kulena klasičnim mikrobiološ-
kim metodama, izolacijom na selek-
tivnim podlogama, nisu dokazane 
bakterije iz roda Salmonella, entero-

i L. monocytogenes. Međutim, bakte-
rije vrste Staphylococcus dokazane 
su na selektivnom Baird-Parker aga-
ru (BP) kao crne kolonije s halo efek-

Tablica 1. Klasične mikrobiološke i biokemijske (API) metode izolacije i iden-

Table 1 Classical microbiological and biochemical (API) methods of isolation 

Mikroorganizmi/
Microorganisms

Metoda/
Method

Hranjive 
podloge/
Nutrient 

media

Uvjeti 
inkubiranja/
Incubation 
condition

API test/
API test

Salmonella sp.
RP-bujon, XLD 

(Biolife) sati/hours

Enterobacteriaceae VRBG (Biolife)
C

Staphylococcus 

aureus
BP (Merck)

C

klostridiji/ 
Sulphite reducing 

clostridia

SPS (Merck)
C

Listeria 

monocytogenes
Palcam (Merck)

C
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a izolirane su potencijalne starter 
kulture, koje su prirodna mikro�ora 
kulena. Mnogi autori su, u svojim 
istraživanjima mikrobne populacije 
u tradicionalnim fermentiranim pro-
izvodima, izolirali bakterije mliječne 

ali ne i patogene mikroorganizme 

podudaraju se s rezultatima tih istra-
živanja.

kiseline najzastupljenija i najaktivni-
ja mikrobna populacija u fermentira-
nim mesnim proizvodima (Simonova 

za stabilizaciju boje, zbog aktivnosti 
nitrat reduktaze, razgradnje peroksi-
da, također su odgovorni za aromu, 
zbog njihove proteolitičke i lipolitič-
ke aktivnosti, te stvaranja kratkloan-
čanih masnih kiselina (Bonomo i sur., 

S. xylosus, S. warneri

i S. lentus pripadaju najčešćim starter 
kulturama za fermentaciju mesa, a 
kako je jedan od selekcijskih kriterija 
za starter kulture antagonizam pre-
ma patogenim mikroorganizmima, u 
ovom radu praćena je inhibicija rasta 
odabranih test mikroorganizmima 
(Salmonella L. monocytoge-

nes S. aureus E. coli

-
trijskom metodom. Iz rezultata dobi-
venih preliminarnim istraživanjima 
disk-difuzijskom metodom vidljivo 
je da svi izolati pokazuju atimikrob-
nu aktivnost prema patogenim test 
mikroorganizmima (tablica 3).

Turbidimetrijskom metodom, ko-
jom je  omogućen direktan kontakt 
antimikrobnih tvari sa samim stani-
cama bakterija, pratila se inhibicija 
rasta test mikroorganizama. Iz rezul-

-
vo je da svi  bakterijski izolati osim  S. 

auricularis pokazuju značajnu inhibi-
ciju rasta na sve istraživane patoge-

sata rasta. 

Tablica 2. Zastupljenost  izolata Staphylococcus vrsta i proizvodnja mliječne 
kiseline
Table 2 The prevalence of Staphylococcus species and production of lactic 
acid

Staphylococcus sp. log
10

CFU/g

Koncentracija mliječne 
kiseline (g/L) /

Concentration of lactic 
acid bacteria (g/L)

pH podloge/
pH of medium

S. xylosus

S. warneri

S. lentus

S. auricularis 5,1

Tablica 3.  Zone inhibicije rasta test mikroorganizama
Table 3 Zone of growth inhibition of test microorganisms

ZONE INHIBICIJE (mm)/
ZONE OF GROWTH INHIBITION (mm)

E. coli S. aureus Salmonella sp. L. monocytogenes

S. xylosus

S. warneri 18

S. lentus 18 18 15

S. auricularis 8

Rezultati naših istraživanja su u 
skladu s rezultatima Prema i sur. 

S.

warneri

warnerin, koji inhibira rast bakterija 
S. aureus i P. acne, dok je bakterijski 
soj S. xylosus SO3  inhibiro rast bakte-
rija iz roda Listeria sp. i Pseudomonas

da je adhezija na epitelne stanice 
crijeva domaćina jedno od glavnih 
selekcijskih kriterija za izbor probio-

sposobnost vezanja izolata S. xylosus

SK1 na epitelne stanice ileuma miše-
va. Adhezijskim sposobnostima sta-

pažnje. Rezultati naših istraživanja su 
pokazali, da se soj S. xylosus SK1 veže 
na epitelne stanice ileuma miša (sli-
ka 5), što je u skladu s rezultatima Si-

dokazali sposobnost adhezije KNS: S.

xylosus i S. xarnosus, izoliranih iz tra-
dicionalnig fermentiranih kobasica, 
na intestinalne epitelne stanice ljudi.

Zaključak
U uzorcima slavonskog kulena  

izolirane su potencijalne starter kul-
ture Staphylococcus vrsta, koje su 
prirodna mikro�ora kulena i posje-
duju znatnu antimikrobnu aktivnost 
prema patogenim mikroorganizmi-
ma. Izolat S. xylosus SK1 je pokazao 
znatno antimikrobno djelovanje, 
kao i adhezijska svojstva na epitelne 
stanice ileuma miševa, i time zado-
voljio neke od glavnih selekcijskih 
kriterija za izbor probiotičkih sojeva 
i starter kultura.
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Slika 1. Inhibicija rasta S. aureus Staphylococcus vr-
sta (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. x. - S. xylosus)
Figure 1 Growth inhibition of S. aureus

Staphylococcus species (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. 
x. - S. xylosus)

Slika 2. Inhibicija rasta E. coli Staphylococcus vrsta 
(S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. x. - S. xylosus)
Figure 2 Growth inhibition of E. coli Stap-

hylococcus species (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. x. - S.

xylosus)

Slika 3. Inhibicija rasta Salmonella Staphyloco-

ccus vrsta (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. x. - S. xylosus)
Figure 3 Growth inhibition of Salmonella

of Staphylococcus species (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. 
x. - S. xylosus)

Slika 4. Inhibicija rasta L. monocytogenes

Staphylococcus vrsta (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S. auricularis, S. x. - S.

xylosus)
Figure 4 Growth inhibition of L. monocytogenes

of isolates of Staphylococcus species (S.w.- S. warneri, S. l. – S. lentus, S.a. - S.

auricularis, S. x. - S. xylosus)

tom. Sumnjive kolonije porasle na 

bojanjem po Gramu (gram pozitivni 

koagulaza testom (negativan). Bu-
dući da postoje određena odstupa-
nja u rezultatima dobivenih klasič-
nim mikrobiološkim i biokemijskim 
– API metodama, kolonije sumnjive 
na S. aureus potvrđivale su se  bio-

rezultata dobivenih biokemijskim te-
stom u uzorcima slavonskog kulena 
nije dokazana patogena bakterija S.

aureus, već S. xylosus, S. warneri, te S.

lentus i S. auricularis

Rezultati istraživanja su pokazali 
da u uzorcima slavonskog kulena 
nisu dokazane patogene bakterije, 
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The purpose of this study was to determine microbial population of “Slavonian kulen” produced in the traditional way, in rural house-

holds, because it is a risk group of food which can be a source of various causes of disease. Furthermore, as a part of the indigenous 

microbial population and potential starter cultures that are responsible for a certain �avor and texture of traditional meat products, 

except for lactic acid bacteria, bacteria of the genus Staphylococcus were isolated. In analyzed samples of “Slavonian kulen”, neither 

sample showed evidence of pathogen bacteria. Among isolates of the genus Staphylococcus, a typical representative of starter cul-

tures for meat, there prevailed: S. xylosus (5.56 log10CFU/g), S warneri (5.36 log10CFU/g), S. lentus (3.30 log10CFU/g) and S. auricula-

ris (3.30 log10CFU/g). All staphylococcal isolates, except for the isolates of S. auricularis SK4, showed signi�cant antimicrobial activity 

to the test pathogenic microorganisms through the production of high concentrations of lactic acid, and showed one of the impor-

tant properties of potential starter cultures. Furthermore, the isolate S. xylosus SK1 has also shown adhesion properties on epithelial 

cells of mice intestine and thus satis�ed one of the selection criteria for the selection of probiotic strains. The strongest inhibitory e�ect 

on the growth of pathogenic isolates was showed by S. xylosus SK1 and S. warneri SK2, whereas S. auricularis SK4 follows the growth 

curve of the selected test organisms.

Keywords: antimicrobial activity, staphylococci, starter cultures for meat, adhesion

Das Ziel dieser Arbeit war, die mikrobielle Richtigkeit des Slawonischen Kulens, hergestellt auf traditionelle Weise in Haushalten auf 

dem Land, zu bestimmen. Es ist hier die Rede von einer risikoreichen Nahrungsgruppe, die Erreger verschiedener Krankheiten sein 

kann.  Als Teil der autochtonen mikrobiellen Population, der potentiellen Starterkulturen, die für das Aroma und die Textur des be-

stimmten traditionellen Erzeugnisses verantwortlich sind, wurden außer Bakterien der Milchsäure auch  Bakterien aus der Gattung 

Staphylokokkus isoliert.  Die analysierten Muster befriedigten weil in keinem Muster pathogene Organismen festgestellt worden sind. 

Von Bakterienisolaten aus der Gattung Staphylokokkus, typischen Vertretern der Starterkulturen für Fleisch, überwiegten: S. xylo-

sus (5,56 log10CFU/g), S. warneri (5,36 log10CFU/g), S. lentus (3,30 log10CFU/g) und S. auricularis (3,30 log1oCFU/g). Alle Staphy-

lokokkus-Isolate, außer Isolat S. auricularis SK4, zeigten bedeutende antimikrobielle Wirkung gegenüber pathogenen Testmikroor-

ganismen, durch die Erzeugung hoher Konzentrationen von Milchsäure, und zeigten so eine der wichtigen Eigenschaften von po-

tentiellen Starterkulturen. Weiterhin zeigte Isolat S. xylosus SK1 adhäsione Eigenschaften auf die Epithelzellen der Mausdärme, und 

damit befriedigte es eines der Selektionskriterien für die Wahl der probiotischen Sorte. Die stärkste inhibitorische Wirkung zeigten 

die Isolate S. xylosus SK1 und S. warneri SK2, während auricularis SK4 die Wuchskrümmung der gewählten Testmikroorganismen 

begleitet.

Schlüsselwörter:  antimikrobielle Wirkung, Staphylokokken, Starterkulturen für Fleisch, Adhäsion

Lo scopo di quest’articolo era determinare la corettezza microbiologica di kulen di Slavonia fatto a casa in maniera tradizionale, 

perché si tratta di un gruppo di alimenti di rischio che può essere sorgente di vari tipi di agenti provocatori di malattie. Oltre questo, 

come la parte di autoctona popolazione microbica di potenziali culture starter, responsabili dell’aroma e della tessitura di un pro-

dotto tradizionale di carne, sono state isolate, salvo i batteri dall’acido lattico, anche i batteri tipo Staphylococcus. I campioni analiz-

zati hanno soddisfatto gli standard proscritti dal Regolamento di standard microbiologici per gli alimenti (NN – Narodne novine/

U�ciale listino nazionale croato 46/94; 20/01; 40/01; 125/03; 32/04), visto che in nessuno di campioni sono state determinate le sorti 

patogene. Dagli isolati di batteri tipo Staphylococcus, rappresentanti tipici di culture starter per la carne, prevalevano: lo S. xylosus 

(5,56 log10CFU/g), lo S. warneri (5,36 log10CFU/g), lo S. lentus (3,30 log10CFU/g) e lo S. auricularis (3,30 log10CFU/g). Tutti gli isolati 

di sta�lococchi, tranne l’isolato S. auricularis SK4, hanno rivelato una notevole azione antimicrobica nei confronti di patogeni mi-

croorganismi di test, tramite la produzione di concentrazioni alte di acido lattico, e hanno rivelato anche una delle caratteristiche 

importanti delle culture starter. Anzi, l’isolato S. xylosus SK1 ha rivelato le caratteristiche adesive su cellule epiteliali degli intestini di 

topi e così hanno soddisfatto uno dei criteri di selezione per l’elezione di sorte probiotica. Il più forte e�etto d’inibizione sulla crescita 

di patogeni hanno rivelato gli isolati S. xylosus SK1e S. warneri SK2, mentre lo S. auricularis SK4 segue la curva di crescita di prescelti 

microorganismi di test.

Parole chiave: azione antimicrobica, sta�lococchi, culture starter par la carne, adesione

Slika 5. Adhezija stanica S. xylosus

Figure 5.Cell adhesion of S. xylosus
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