AGRONOMSKI FAKULTET

Štefica Janković

IZOLACIJA I KARAKTERIZACIJA AUTOHTONE POPULACIJE ENTEROKOKA IZ ISTARSKOG SIRA

Zagreb, 2009.

Ovaj rad  izrađen je u laboratoriju  Zavoda za mikrobiologiju  Agronomskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, pod vodstvom mentora dr. sc. Mirna Mrkonjić Fuka i predan  je na natječaj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj godini 2008 / 2009.

POPIS I OBJAŠNJENJE KRATICA KORIŠTENIH U RADU

g = gram

BMK = bakterije mliječne kiseline

PCR =  polymerase chain reaction

RAPD = random amplification of  polymorphic DNA

DNK = deoksiribonukleinska kiselina

mL = mililitar 

min = minuta

L = litra

CFU = colony – forming unit – broj kolonija formiranih po ml ili g uzorka

h = sat

µl = mikro litra

rpm = revolutions per minute

mM = mini molarna 

ng = nano gram

µg = mikro gram

V = volt

pb = parova baza

cm = centimetara

kb = kilo baza

UV = ultra violet

MIK = minimalna inhibicijska koncentracija

mm = milimetara

pmol =  piko molarni
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a) UVOD
Istarski sir jedan je od najvažnijih hrvatskih tradicionalnih proizvoda. Proizvodi se na brojnim malim obiteljskim gospodarstvima na čitavom području Istre. Tradicionalna tehnologija proizvodnje istarskog sira uključuje upotrebu svježeg ovčjeg mlijeka iz jutarnje ili večernje mužnje ili miješanje mlijeka večernje i jutarnje mužnje. Mlijeko dobiveno iz večernje mužnje skladišti se preko noći na 4° C. Tijekom pripreme istarskog sira mlijeko se zagrijava do 35° C te se nakon dodavanja tekućeg sirila ostavlja oko 1 h da odstoji. Sir se soli i nakon što se formira ostavlja se da zrije 3 - 4 mjeseca na konstantnoj temperaturi (14- 19° C) i vlažnosti. Dobiveni sir polutvrde je teksture i snažnog okusa. Tipičan izgled koluta istarskog sira prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Izgled koluta istarskog sira (ljubaznošću prof. dr. sc. Nevena Antunca)
Budući da se tradicionalni istarski sir proizvodi od nepasteriziranog mlijeka i bez dodatka starter kultura, njegove specifične organoleptičke karakteristike rezultat su aktivnosti autohtone mikroflore prisutne tijekom zrenja. Njihov sastav varira i mijenja se, tako da vrste i sojevi koji su dominantni u mlijeku i tijekom prvih faza zrenja, nisu nužno prisutni u zrelom siru. Priprema istarskog sira iz nepasteriziranog mlijeka i bez upotrebe starter kultura jedan je od razloga i česte sezonske varijabilnosti u kvaliteti zrelog istarskog sira. Kako bi se postigla uniformnost i smanjile razlike u kvaliteti potrebno je istražiti raznolikost autohtonih mikrobnih zajednica tijekom zrenja s ciljem upotrebe specifičnih vrsta ili sojeva kao starter kultura u proizvodnji istarskog sira. Velik broj autohtonih mikroorganizama izoliran je i identificiran iz različitih tradicionalnih sireva  (Čanžek Majhenič i sur., 2007; Dolci i sur., 2008; Flórez i Mayo, 2006). Međutim, ništa nije poznato o sastavu i dinamici mikrobnih zajednica u istarskom siru. Zbog toga je, u cilju očuvanja specifičnosti istarskog sira, potrebno istražiti dinamiku njegove autohtone mikroflore koja sudjeluje u fermentaciji i zrenju. 
Prepoznatljivost i karakterističnost tradicionalnih sireva sa specifičnim okusom i mirisom prvenstveno je vezana uz metaboličku aktivnost pojedinih funkcionalnih skupina bakterija mliječne kiseline (BMK). To je vrlo heterogena skupina gram pozitivnih mikroorganizama koje produciraju mliječnu kiselinu kao krajnji i najvažniji produkt metabolizma. Podjela unutar BMK na različite rodove  bazira se na morfologiji, sposobnosti fermentiranja glukoze, sposobnosti rasta na različitim temperaturama, sposobnosti rasta u zasićenim otopinama soli te toleranciju na kiseli i lužnati medij  (Axelsson, 2004). 
Unutar skupine BMK značajno mjesto zauzima rod Enterococcus, osobito tijekom zrenja tradicionalnih sireva s područja mediterana. Rod Enterococcus je široko raširena skupina mikroorganizama koju nalazimo gotovo svuda u okolišu. Prevladavaju u probavnom traktu ljudi i životinja te su se do prije nekoliko desetaka godina smatrali isključivo izvorom kontaminacije hrane. Međutim, danas je rod Enterococcus prihvaćen kao sastavni dio mikroflore tradicionalnih proizvoda koji značajno pridonosi njihovoj specifičnosti (Giraffa i sur., 1997; Fuller, 1989). Od posebne su važnosti u proizvodnji fermentiranih proizvoda poput sireva ili kobasica (Gelsomino i sur., 2001). Rod Enterococcus obuhvaća 26 vrsta od kojih su u sirevima najzastupljenije i najčešće identificirane vrste E. faecalis i E. faecium (Čanžek Majhenič, 2006). 
Posljednjih godina, sve je veći broj istraživanja genotipa i fenotipa autohtonih izolata BMK iz tradicijskih sireva. Također, brojne su studije mikrobnih zajednica koje prate dinamiku njihovog rasta u siru, a koje su  utvrđene izolacijom mikroorganizama na različitim selektivnim medijima te pomoću biokemijskih testova (De Angelis i sur., 2001; Fitzsimons i sur., 1999). Razvojem molekularnih metoda omogućena je identifikacija pojedinačnih izolata na razini roda, vrsta i sojeva (Wouters i sur., 2002). Sustavna istraživanja, koja uključuju molekularnu karakterizaciju izolata iz tradicijskih sireva izvršena su na brojnim sirevima poput; Comte, Mozarella, Grana Padano Pecorno, Feta, Camembert i Cheddar 


(Berthier i sur., 2001; Fitzsimons i sur., 1999; Madrau i sur., 2006; Randazzo i sur., 2006) ADDIN EN.CITE  upotrebom RAPD te RFLP metoda. Ove metode pružaju vrijedne informacije o dinamici mikrobnih zajednica u siru tijekom zrenja te omogućuju identifikaciju i sustavno praćenje populacija enterokoka što je i jedan od ciljeva ovog rada. 
b) OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Poznavanje sastava autohtonih mikrobnih zajednica odgovornih za fermentaciju i proces zrenja tradicionalnih sireva, preduvjet je za standardizaciju proizvodnje i očuvanje tipičnih organoleptičkih karakteristika istarskog sira bez sezonskih varijabilnosti u kvaliteti. Osnovna pretpostavka ovog rada je da se detaljnom karakterizacijom autohtonih vrsta i sojeva unutar roda Enterococcus može značajno utjecati na proces zrenja i fermentacije istarskog sira. Za pretpostaviti je da je većina vrsta unutar roda Enterococcus iz istarskog sira pripada vrstama E. faecalis i E faecium koje pokazuju veliku otpornost na antibiotike široke primjene. Kako bi dokazali ovu hipotezu neophodno je istražiti raznolikost i dinamiku vrsta unutar roda Enterococcus u do sada neistraženom istarskom siru. Nadalje, cilj nam je istražiti  rezistenciju  sojeva unutar roda Enterococcus na različite, široko korištene antibiotike. Kako bi postigli ovaj cilj, enterokoki će biti izolirani iz uzorka mlijeka i sira, uzgojeni na selektivnim podlogama te karakterizirani fiziološkim i molekularnim metodama baziranim na PCR metodi.
Specifični ciljevi istraživanja:

1. Izolacija enterokoka iz uzoraka mlijeka i svježeg sira te sireva nakon 30, 60, 90 i 120 dana            zrenja na selektivnoj podlozi za rod Enterococcus.
2. Karakterizacija izolata fiziološkim metodama.

3. Identifikacija izolata na razini roda uz pomoć PCR metode.

4. Grupiranje izolata i izbor reprezentativnih izolata pomoću RAPD metode.
5. Identifikacija reprezentativnih izolata na razini vrste uz pomoć PCR metode.
5. Utvrđivanje antibiotske rezistencije reprezentativnih izolata.

c)  MATERIJALI I METODE
Uzorkovanje mlijeka i Istarskog sira
Uzorci mlijeka i sira uzorkovani su u razdoblju od lipnja do rujna 2007 godine sa obiteljskog gospodarstva Ribarić. Uzimani su uzorci svježeg mlijeka (M), svježeg sira (Sir 0) te uzorci sira nakon 30 (Sir 30), 60 (Sir 60), 90 (Sir 90) i 120 (Sir 120) dana zrenja pod sterilnim uvjetima. Svi uzorci transportirani su na 4° C u frižideru i pohranjeni na Zavodu za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta na -20˚ C do korištenja u mikrobiološkim analizama.

Izolacija enterokoka
Ukupno 10 g uzorka  sira  otopljeno je u 90 ml Ringerove sterilne otopine i homogenizirano 3 min u BagMixer 400 miješalici (Interscience, St Nom, Francuska) do dobivanja homogene otopine koja je poslužila za pripremu serije razrjeđenja. Ringerova sterilna otopina priprema se otapanjem 8,6 g NaCl- a, 0,3 g KCl-a i 0,33 g CaCl2 u 1 L destilirane vode.
Izolacija vrste iz roda Enterococcus provedena je serijom razrjeđenja uzoraka u fiziološkoj otopini razrjeđenja od 10ˉ¹ do 10ˉ6 u omjeru 9 ml fiziološke otopine i 1 ml suspenzije uzorka.  Fiziološka otopina napravljena je otapanjem 8 g NaCl-a u 1 L destilirane vode i sterilizirana u autoklavu na 121˚ C kroz 15 min. Serija razrjeđenja napravljena je za svaki od uzorka mlijeka, svježeg sira i sireva nakon 30, 60, 90 i 120 dana zrenja.  

Iz svake serije razrjeđenja po uzorku je prebačeno po 100 µl uzorka na tri CATC (Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar) selektivne podloge (Merck, Darmstad, Njemačka) koje su ostavljene na inkubaciji 3 dana na 37˚ C. CATC selektivnu podlogu dobili smo otapanjem 56 g podloge u 1 L destilirane vode te sterilizirali u autoklavu na 121˚ C kroz 15 min.  Nakon hlađenja u podlogu je dodano 20 ml 10 % otopine  NaCO3,  10 ml 1 % otopine TTC-a (trifeniltetrazolium – klorida) (Merck, Darmstadt, Njemačka) i 4 ml 10 % otopine Na-azida. 

Ukupan broj naraslih enterokoka na selektivnim CATC podlogama određen je brojanjem pojedinačnih kolonija na razrjeđenju na kojima je broj kolonija bio između 30 i 300. Ta vrijednost odgovara statističkim relevantnom području za određivanje broja mikroorganizama koji formiraju kolonije (CFU/ ml ili CFU/g). Broj enterokoka u ml mlijeka ili g sira određen je prema formuli: 

CFU=  broj kolonija/ faktor razrjeđenja

Pročišćavanje kultura
Pet do deset kolonija po uzorku, sa razrjeđenja koje je poslužilo za brojanje ukupnog broja enterokoka, dalje je pročišćeno do monokultura. Svaka pojedinačna kolonija prebačena je u 5 ml tekuće BHI (Brain Heart Infusion Broth) podloge (Biolife, Milano, Italija) te ostavljena na inkubaciji na 37˚ C kroz 24 h. BHI podloga pripremljena je otapanjem 37 g podloge u 1 L destilirane vode te je sterilizirana na 121˚ C/ 15 min. Kulture dobivene u tekućoj podlozi prebačene su ezom na svježe CATC podloge u sterilnim uvjetima kako bi se dobila pročišćena monokultura. 
Pohrana konzorcija

Ostaci prvotnih kultura sa selektivnih CATC podloga ispirani su sa 1000 µl fiziološke otopine koja je pripremljena kako je navedeno prethodno.  Ispranim konzorcijima dodano je 1000 µl otopine glicerola pomiješane sa BHI podlogom u omjeru 1:1 te su uzorci pohranjeni na ­80˚ C do korištenja za daljnje molekularno- mikrobiološke analize.     

Bojanje po Gramu i rast u zasićenoj otopini natrij- klorida 

Nasumično je izabrano dvadeset i pet kolonija koje su bojane metodom po Gramu. Obojani preparati promatrani su na svjetlosnom mikroskopu upotrebom najvećeg povećanja. Ovime su utvrđene morfološke karakteristike enterokoka i pripadnost gram pozitivnoj ili gram negativnoj skupini.. 

Uspješnost izolacije enterokoka provjerena je i nacjepljivanjem izolata u 10 ml BHI tekuće podloge zasićene sa 6,5 % otopine NaCl-a. Kolonije su ostavljene da rastu 48 h na 37° C. Pojava zamućenosti otopine rezultat je rasta enterokoka dok je prozirnosti otopine indikator izostanka rasta bakterija u navedenim uvjetima.
Izolacija DNK 
Pet do deset pročišćenih kolonija po uzorku prebačeno je u 3 ml tekuće BHI podloge i ostavljeno na 37˚ C/ 24 h. Ukupno je uzgojeno 49 kolonija iz uzoraka mlijeka i sira kako slijedi: M (n= 5), Sir 0 (n= 4), Sir 30 (n= 10), Sir 60 (n = 10), Sir 90 (n = 10) i Sir 120 (n= 10). Izolacija DNK izvršena je uz pomoć komercijalnog kita za izolaciju NucleoSpin Tissue Kit (Machery- Nagel, Dürem, Njemačka) prema uputi proizvođača. Dobivene kulture centrifugirane su 5 min na 8000 rpm kako bi se dobio čisti talog bez tekuće podloge. U talog smo dodali 180 µl lizozima koji na 37˚ C tijekom 30 min izvrši prelizu bakterijske stanice hidrolizom glikozidnih veza u staničnoj stjenci bakterijskih stanica. Dodavanje 25 µl proteinase K postiže se potpuna liza stanica otapanjem citoplazmatske membrane bakterijske stanice i taj proces se dešava tijekom 90 min za vrijeme kojih se uzorci inkubiraju na 56˚ C u vodenoj kupelji. Nakon lize, uzorci se prebacuju u kivete koje se nalaze u. NucleoSpin Tissue Kitu. Dodavanjem nekoliko različitih pufera koji su sastavni dio kita fiksira se DNK za membranu kivete i ispiru se ostali stanični elementi.  Tim postupcima dobije se čista DNK na membrani koja se potom suši centrifugiranjem na 11 000 rpm/ 1min. Krajnji korak uključuje ispiranje membrane sa 100 µl BE pufera i centrifugiranje 1 min na 11 000 rpm čime se dobiva čista DNK. 
Određivanje koncentracije izolirane DNK
Koncentracija izolirane DNK provjerena je spektrofotometrijskom metodom. U kvarcnoj  kiveti DNK je razrijeđena u sterilnoj vodi u omjeru 1:50. Apsorbancija (A) analiziranih uzoraka mjerena je na valnoj duljini 260 nm uz pomoć spektrofotometra (Perkin Elmer, Lambda 12 ).  Koncentracija DNK određena je prema formuli: 

c (DNK)= A x FR X 50 ug/ml

A= apsorbancija

FR=faktor razrjeđenja 
Određivanje roda Enterococcus PCR metodom 

Za ovu metodu korištena je reakcijska smjesa volumena 25 µl koja je sadržavala 1x pufer,  2 µl 2 mM dNTP, 3 µl 50 mM MgCl2, 0.5 µl 10 pmol klice ( P1E1 i P2E2), DNK 120 ng, 0,25 µl DNK polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SAD) i sterilne vode do 25 µl. Oligonukleotidne početnic korištene u ovom istraživanju navedene su u Tablici 1. Nakon početne denaturacije genomske DNK od 5 min na 94˚ C, slijedi 25 ciklusa amplifikacije koristeći slijedeće temperaturne profile: 

1. Denaturacija – 94˚ C/1 min

2. Sparivanje početnice s kalupom - 60˚ C/1 min

3. Sinteza komplementarnih lanaca DNA - 72˚ C/1 min

Nakon zadnjeg ciklusa slijedi završno produljenje lanaca na 72˚ C u trajanju od 7 min.  

Tablica 1. Oligonukleotidne klice korištene za određivanje roda Enterococcus i njihove sekvence

	KLICA
	SEKVENCA

	P1E1
	5'TCAACCGGGGAGGGT 3'

	P2E2
	5'ATTACTAGCGATTCCGG 3'


Oligonukleotidne klice i uvjeti za umnažanje rod sepcifičnih enterokoka preuzeti su iz Deasy i sur.  (2000).
Grupiranje izolata na temelju RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) profila


Za grupiranje i redukciju izolata RAPD analizom korištene su M13 i P2 oligonukleotidne početnice. Reakcijska smjesa volumena 25 µl sastojala se od:  1x pufera, 1 µl 50 mM MgCl2, 1,25 µl  2 mM dNTP, 0,25 µl DNK polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SAD), 0,5 µl klice ( M13 ili P2), 2.5 µl 3 % BSA (Bovine Serum Albumin), DNK 120 ng i sterilne vode do 25 µl. Za povećanje specifičnosti RAPD analize, napravljena je pred amplifikacija DNK u 2 ciklusa kako slijedi:

1. 94˚C / 5 min

2. 37˚C/5 min

3. 72˚ C/ 5min

Nakon pred amplifikacije uslijedilo je 45 ciklusa sa slijedećim temperaturnim profilima:

1. Denaturacija – 94˚ C/1 min

2. Sparivanje početnice s kalupom - 37˚ C/1 min

3. Sinteza komplementarnih lanaca DNA - 72˚ C/2 min

Završno produljenje lanca izvršeno je  na 72˚C/ 10 min. 

Tablica 2. Oligonukleotidne klice korištene za RAPD analizu i njihove sekvence
	KLICE
	SEKVENCE

	M13
	5' GGAAACAGCTATGACCATG 3'

	P2
	5' GATCGGACGG 3'


Određivanje vrste enterokoka PCR metodom
Za metodu određivanja vrste specifičnih enterokoka korištena su četiri para oligonukleotidnih početnica (P1, P2, P3, P4) kako je navedeno u Dutka - Malen i sur. (1995). P1 i P2 početnice specifične su za E. faecalis, a P3 i P4 klice umnažaju dio genoma E. faecium (Tabela 3). Pripremljena je reakcijska smjesa volumena 25 µl. koja se sastoji od 1x pufera, 3,5 µl 50 mM MgCl2, 0,5 µl klica P1, P2, P3 i P4, 0,25 µl DNK polimeraze (Invitrogen, Kalifornija, SA), 2,5 µl 2 mM dNTP, 120 ng DNK i sterilne vode do 25 µl. Nakon početne denaturacije genomske DNA od 5 min na 94˚C, slijedi 30 ciklusa amplifikacije u slijedećim temperaturnim profilima:

1. Denaturacija – 94˚ C/1 min

2. Sparivanje početnice s kalupom - 54˚ C/ 1min

3. Sinteza komplementarnih lanaca DNA - 72˚ C/1 min

Završno produljenje lanca izvršeno je  na 72˚C/ 10 min. 

Tablica 3. Oligonukleotidne klice korištene za određivanje vrsta roda Enterococcus i njihove sekvence
	KLICE
	VRSTA SPECIFIČNE
	SEKVENCE

	P1
	E.  faecalis
	5'ATCAAGTACAGTTAGTCTT 3'

	P2
	E.  faecalis
	3'ACGATTCAAAGCTAACTG 5'

	P3
	E. faecium
	5'GCAAGGCTTCTTAGAGA 3'

	P4
	E. faecium
	3'CATCGTGTAAGCTAACTTC 5' 


Horizontalna gel elektoforeza

Agarozna gel elektroforeza

Uspješnost PCR amplifikacije sa rod i vrstom specifičnim početnicama provjerena je horizontalnom gel elektroforezom na 1,5 % agaroznim gelovima na 120 V/ 1h 30min. Agarozni gel pripremljen je otapanjem 1,5 g agaroze u 100 ml 30 mM TAE pufera. Na svaki gel naneseno je 5 µl PCR produkta i DNK marker od 100 pb (Fermantas, Burlington, Kanada). Nakon elektroforeze gelovi su bojani 30 min u etidium – bromidu koncentracije 0,5 µl/ml koji služi za detekciju amplificiranih fragmenata. Gelovi su fotografirani digitalnom kamerom na UV transiluminatoru. 

Poli (NAT) gel elektroforeza

Produkti RAPD amplifikacije provjereni su horizontalnom gel elektroforezom na 6% poli (NAT) gelovima (Elchrom Scientific AG, Cham, Švicarska), u 30mM TAE puferu te trajanju od 2 sata i 30 minuta kod 7V/ cm i 20˚C. Na svaki gel naneseno je 5 µl PCR produkta i molekularni marker od 1 kb (Invitrogen, Kaliornija, SAD) za određivanje veličine amplificiranih fragmenata. Nakon elektroforeze gelovi su bojani 30 min u etidium – bromidu, nakon čega su fotografirani digitalnom kamerom na UV transiluminatoru. 
Antibiotski diskovi

Kako bi se odredila rezistentnost izolata enterokoka na skupinu antibiotika široke primjene svaki reprezentativni izolat prethodno grupiran RAPD metodom uzgojen je u 5 ml BHI podloge i inkubiran 24 h na 37˚C. Nakon inkubacije svaki je uzorak razrijeđen u fiziološkoj otopini u omjeru 1: 10 te je 100 µl suspenzije koja sadrži oko 107 stanica nacijepljeno na čvrstu Müller Hinton (MH) podlogu (Biolife, Milano, Italija). Podloga je pripremljena otapanjem 38 g podloge koja sadrži agar u 1 L destilirane vode i autoklaviranjem na 121˚C kroz 15 min. Nakon razmaza uzoraka na MH krutoj podlozi, na svaki je uzorak postavljen antibiotski disk-  BBL™ Sensi-Disc™ Antimicrobial Susceptibility Test Discs (Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, Francuska). U ovom istraživanju korištene su ove koncentracije slijedećih antibiotika: 2 µg  ampicilina, 5 µg tetraciklina, 10 µg penicilina, 5 µg rifampina, 15 µg eritromicina i 10 µg klindamicin. Podloge sa antibioticima inkubirane su 18 h na 37˚C. 

Osjetljivost reprezentativnih enterokoka na vankomicin analizirana je E- test metodom (AB Biodisk, Solna, Švedska) koristeći trake natopljene vankomicinom. MH agar pripremljen je kako je prethodno navedno. Podloge su inkubirane 24 h na 37˚ C prije očitavanje minimalne inhibicijske koncentracije (MIK). 

Nakon inkubacije mjereni su promjeri krugova oko antibiotskih diskova unutar kojih nije došlo do rasta kolonija ili je izmjerena MIK vrijednost za osjetljivost na vankomicin. Izmjereni promjer u milimterima (mm) za svaki antibiotik pretvoren je u vrijednost: R = rezistentan (otporan), O = osjetljiv i NR= ne rezistentan (neotporan) na određenu koncentraciju antibiotika prema instrukcijama proizvođača.
d)  REZULTATI ISTRAŽIVANJA

Određivanje broja izoliranih enterokoka

Tijekom izolacije enterokoka na CATC selektivnoj podlozi određen je broj naraslih kolonija za svaki analizirani uzorak kako je navedeno u Tablici 4. Rezultat je prikazan kao broj mikroorganizama koje formiraju kolonije (CFU) u ml ili g uzorka. Kolonije enterokoka naraslih na CATC selektivnoj podlozi prikazane su na Slici 2.

Tablica 4. Broj mikroorganizama koje formiraju kolonije (CFU) u ml uzorka mlijeka (M), i g svježeg sira (Sir 0) i sireva nakon 30 (Sir 30), 60 (Sir 60), 90 (Sir 90) i 120 (Sir 120) dana zrenja.

	UZORAK
	CFU/ ml ili g

	M
	5.4 x 104

	Sir 0
	8,0 x 106

	Sir 30
	2,2 x 106

	Sir 60
	2,4 x 106

	Sir 90
	4,4 x 106

	Sir 120
	1,5x 10³


Najmanji broj enterokoka izbrojan je u siru nakon 120 dana zrenja (1,5 x 10³ ) dok je najveća vrijednost formiranih kolonija zapažena u svježem siru (8,0 x 106). 
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Slika 2. Kolonije enterokoka narasle na CATC hranjivoj podlozi.
Karakterizacija izolata fiziološkim metodama

Bojanjem po gramu i mikroskopskim pregledom kultura određene su osnovne morfološke karakteristike stanica enterokoka. Svi enterokoki  bili su okrugli (cocci) i ljubičaste boje što odgovara G+ bakterijama. 
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Slika 3.  Kolonije enterokoka pod svjetlosnim mikroskopom nakon bojanje po gramu (images.google.hr/ http://biomarker.cdc. go.kr:8080)
Rastom kultura u zasićenoj otopini NaCl- a potvrdili smo pripadnost izolata rodu Enterococcus kod 49 od ukupno 50 izolata. Jedan izolat dobiven iz svježeg sira (Sir 0) nije dao pozitivne rezultate u ovoj analizi te smo ga eliminirali iz daljnjih istraživanja. Za vrste roda Enterococcus karakteristično je da rastu u visoko koncentriranoj otopini NaCl.  

Određivanje koncentracije izolirane DNK

DNK je izolirana iz ukupno 49 izolata enterokoka iz uzoraka mlijeka (n=5), svježeg sira (n = 4), sira nakon 30 dana zrenja (n= 10), sira nakon 60 dana zrenja (n=10), sira nakon 90 dana zrenja (n=10) i sira nakon 120 dana zrenja (n=10). Količina dobivene DNK određena je spektorfotometrijski i kretala se u rasponu  od 220 do 815 µg/ml kako slijedi iz Slika 4 i 5.
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Slika 4. Koncentracija dobivene DNK iz 5 izolata enterokoka izoliranih iz mlijeka (M) i 4 izolata izoliranih iz svježeg sira (Sir 0). Koncentracija je izražena u µg/ ml uzorka.
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Slika 5. Koncentracija dobivene DNK iz 40 izolata enterokoka izoliranih iz sireva nakon 30 , 60, 90 i 120 dana zrenja.
Identifikacija enterokoka PCR metodama
PCR analiza za identifikaciju na razini roda
Ukupno je analizirano 49 uzoraka izoliranih iz uzoraka mlijeka i sira. Za svih 49 izolata utvrđena je pripadnost rodu Enterococcus na temelju amplifikacije njihove DNK sa rod specifičnim početnicama. Pozitivan rezultat određen je kao PCR fragment duljine 733 pb na agaroznom gelu (Slike 6, 7, 8, 9). Ta veličina PCR produkta, kada se DNK amplificira klicama specifičnim za rod Enterococcus, dokaz je uspješnosti izolacije enterokoka. 
[image: image6.png]



Slika 6. PCR produkti dobiveni amplifikacijom DNK iz izolata dobivenih iz uzorka svježeg sira (Sir 0) sa rod specifičnim početnicama.  Redak 1- 4 = Sir 0 1-4. M = 100 bp marker.
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Slika 7. PCR produkti dobiveni amplifikacijom DNK iz izolata dobivenih iz uzorka svježeg sira (Sir 0) sa rod specifičnim početnicama.  Redak 1- 4 = Sir 0 1-4. M = 100 bp marker. 
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Slika 8. PCR produkti dobiveni amplifikacijom DNK iz izolata dobivenih iz uzorka svježeg sira (Sir 0) sa rod specifičnim početnicama.  Redak 1- 4 = Sir 0 1-4. M = 100 bp marker. 
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Slika 9. PCR produkti dobiveni amplifikacijom DNK iz izolata dobivenih iz uzorka svježeg sira (Sir 0) sa rod specifičnim početnicama.  Redak 1- 4 = Sir 0 1-4. M = 100 bp marker. 
Analiza RAPD profila

Primjenom RAPD metode DNK izolirana iz 49 uzorka za koje je utvrđeno da pripadaju rodu Enterococcus, amplificirana je pomoću M13 i P2 oligonukleotidne klice. Cilj je bio dobiti dovoljan broj polimorfnih fragmenata kako bi grupirali i reducirali broj enterokoka za daljnje analize. RAPD profili pokazuju da je amplificirana DNK iz uzoraka mlijeka i sira s korištenim klicama dala različite otiske (Slika 10, 11, 12, 13, 14, 15). Dobiveni otisci razlikuju se u broju i veličini fragmenata, čime smo potvrdili postojanje 14 različitih grupa u istraživanim uzorcima mlijeka i sira što ukazuje na relativno veliku polimorfnost unutar istraživanih izolata. Iz svake grupe odabran je jedan predstavnik za određivanje vrste specifičnih enterokoka i određivanje antibiotske rezistencija.
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Slika 10. RAPD profili nakon umnažanja M13 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 1-5 = M izolati 1-5; 6-9 = Sir 0 izolati 2-5; 10-19= Sir 30 izolati 1-10; 20-23= sir 60 izolati 1-4;  M=marker 1 kb
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Slika 11. RAPD profili nakon umnažanja M13 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 24-29 = Sir 60 izolati  5-10 ; M= marker 1kb
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Slika 12. RAPD profili nakon umnažanja M13 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 30-39 = Sir 90 izolati 1-10; 40-49 = Sir 120 izolati 1-10; 50 = E. avium ; 51 = E. durans ; 52 = E. faecalis ; M= marker 1kb
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Slika 13. RAPD profili nakon umnažanja P2 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 1-5 = M izolati 1-5; 6-9 = Sir 0 izolati 2-5 ; 10-19 = Sir 30 izolati 1-10;  20-23 = Sir 60 izolati 1-4 ; M= marker 1kb
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Slika 14. RAPD profili nakon umnažanja P2 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 24-29 = Sir 60 izolati 5-10 ; M= marker 1kb
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Slika 15. RAPD profili nakon umnažanja P2 oligonukleotidnom klicom. Oznake redaka na gelu: 30-39 = Sir 90 izolati 1-10 ; 40-49 = Sir 120 izolati 1-10; 50 = E. avium ; 51 = E. durans; 52 = E. faecalis ; M= marker 1kb
PCR analiza za identifikaciju na razini vrste 

Nakon grupiranja i redukcije izolata RAPD metodom dio genomske DNK jednog predstavnika svake od 14 određenih grupa umnožen je sa vrstom specifičnim klicama. Korištene su klice za vrste E. faecalis i E. faecium. Pomoću vrste specifičnih oligonukleotidnih klica dobiveni su fragmenti duljine 550 pb i 941 pb na agaroznom gelu (Slika 16). Dobivene duljine amplificiranih fragmenata potvrđuju pripadnost svih izolata vrsti E. faecalis (941 pb). Niti jedan od analiziranih uzoraka nije dao PCR  produkt od 550 pb  koji odgovara vrsti E. faecium. 
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Slika 16.  PCR profili dobiveni umnažanjem sa vrsta specifičnim oligonukleotidnim klicama. Oznake redaka na gelu: 1= M izolat 5;  2 = Sir30 izolat  5; 3-8 = Sir 90 izolati 4, 2, 3, 9, 7, 8;  9-14 =Sir 120 izolati 1, 7, 8, 5, 4, 10;  15=E. faecalis; 16=E. faecuim; NK= negativna kontrola; M= 100 marker
Određivanje rezistencije enterokoka na antibiotike

Reprezentativnih izolati testirani su na osjetljivost 7 različitih antibiotika široke primjene. Analiza je provedena metodom antibiotskih diskova i E- testa (Slika 17) Očitavanjem rezultata utvrdili smo otpornost 13 testiranih sojeva na antibiotik ampicilin (99 % uzoraka) dok je uzorak Sir 90 (4) bio nerezistentan. Na tetraciklin je bilo otporno 6 testiranih sojeva  (49 %), na penicilin 11 testiranih sojeva (79 %) te na rifampin 6 sojeva (49 %). Deset izolata je bilo nerezistentno, a 4 su pokazali osjetljivost na eritromicin. Na klindamicin su svi testirani sojevi bili otporni (100 %). Na vankomicin su rezistentna 2 soja (14 %) dok je većina izolata nerezistentna na navedeni antibiotik. Rezultati testiranja osjetljivosti na antibiotike navedeni su u Tablici 5. 
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a)                                                       b)

Slika 17. Izgled zone inhibicije rasta primjenom antibiotskih diskova (a) i E testa (b)
Tablica 5. Rezultati testiranja osjetljivosti na antibiotike. Oznake u tabeli prikazuju;  R= rezistentan ; O= osjetljiv; NR= nerezistentan. Upotrijebljeni su antibiotici: Am = ampicilin; Te =  tetraciklin; P = penicilin; Ri = rifampin; Er = eritromicin; Cl = klindamicin; Van = vankomicin. Broj u zagradi označava redni broj izolata. 
	Antibiotici

	Reprezentativni izolati
	Am
	Te
	P
	Ri
	Er
	Cl
	Van

	M (5)
	R
	R
	R
	O
	NR
	R
	NR

	Sir 30 (5)
	R
	O
	R
	R
	NR
	R
	NR

	Sir 90 (4)
	NR
	O
	R
	R
	NR
	R
	O

	Sir90 (2)
	R
	R
	R
	O
	O
	R
	NR

	Sir 90 (3)
	R
	O
	R
	O
	NR
	R
	NR

	Sir 90 (9)
	R
	O
	NR
	NR
	NR
	R
	NR

	Sir 90 (7)
	R
	O
	NR
	O
	NR
	R
	NR

	Sir 90 (8)
	R
	NR
	R
	O
	O
	R
	R

	Sir 120 (1)
	R
	R
	R
	R
	O
	R
	NR

	Sir 120 (7)
	R
	R
	NR
	R
	NR
	R
	NR

	Sir 120 (8)
	R
	NR
	R
	O
	NR
	R
	R

	Sir 120 (5)
	R
	O
	R
	NR
	O
	R
	NR

	Sir 120 (4)
	R
	R
	R
	R
	NR
	R
	O

	Sir 120 (10)
	R
	R
	R
	R
	NR
	R
	NR


e) RASPRAVA
Dinamika mikrobnih zajednica prisutnih tijekom zrenja istarskog sira do danas je potpuno neistražena To je djelomično zbog smanjenog interesa za očuvanje tehnologije proizvodnje istarskog sira u prošlosti. Međutim, zadnjih nekoliko godina porastao je interes za zaštitu tradicionalnih hrvatskih proizvoda visoke kvalitete u koje svakako spada i istarski sir. U ovom radu dobiveni su podaci o raznolikosti i dinamici vrsta unutar roda Enterococcus u istarskom siru. Također je istražena rezistentnost reprezentativnih izolata na 7 antibiotika široke primjene. Ukupno je analizirano 50 izolata dobivenih iz mlijeka, svježeg sira i sireva nakon 30, 60, 90 i 120 dana zrenja fenotipskim i genotipskim metodama. Broj enterokoka u istarskom siru kreće se od 1,5 x 10³ do 8,0 x 106 CFU/g  sira. Relativno visoka učestalost enterokoka u istarskom siru ne iznenađuje, budući da se enterokoki javljaju u različitim tipovima europskih sireva, osobito u mediteranskim sirevima pripremljenim iz sirovog ili pasteriziranog mlijeka (Cogan i sur. 1997). Smatra se da je izvor enterokoka u mlijeku i siru feces, kontaminirana voda, mljekarska oprema, loši higijenski uvjeti ili natrpani prostori za skladištenje (Gelsomino i sur., 2001). Broj enterokoka u istarskom siru donekle se razlikuje od rezultata dobivenih za ostale tradicionalne sireve. Nešto je niži nego u sirevima Manchego (Ramos i sur., 1981), La Serena (Fernandez del Pozo i sur., 1988) i Feta (Litopoulo- Tzanetaki i sur., 1993) gdje se broj enterokoka kreće od 104 do 107 CFU/g.  Više vrijednosti zabilježene su istarskom siru  u odnosu na irski chedar tip sira u kojem je broj enterokoka bio između 5,8 x 10³ do 2,6 x 104 CFU/g  (Gelsomino i sur. 2001) dok je u Tominc siru broj enterokoka između 1 x 105 do 3,7 x 106 CFU/g (Čanžek Majhenič i sur., 2004) što približno odgovara našim rezultatima. Na razlike u dobivenim rezultatima može utjecati velik broj čimbenika, kao npr. period uzimanja uzorka mlijeka, faze zrenja u kojima je bio sir u vrijeme uzimanja uzorka, klima, način ishrane životinja te način uzimanja i pohrane uzoraka. 

Najveći broj izolata analiziranih u našem istraživanju okarakteriziran je kao enterokoki (98 %) što ukazuje na visoku selektivnost CATC podloge korištene za izolaciju enterokoka u ovom radu. Iako je RAPD analizom određeno 14 reprezentativnih izolata unutar roda Enterococcus, svi izolati identificirani su  kao E. faecalis što ukazuje na dominaciju ove vrste u istarskom siru i malu unutar vrsnu raznolikost. E. faecalis  i E. faecium su i najčešće vrste izolirane iz tradicionalnih sireva sa područja mediterana (Cogan i sur., 2001; Čanžek Majhenič i sur., 2004).  E. faecalis  je najbrojnija vrsta enterokoka u ljudskom fecesu (Facklam i Teixeira, 1998) iako Klein (2003) smatra E. faecalis dominantnom vrstom u probavilu različitih vrsta životinja. E. faecalis je također najzastupljenija vrsta među enterokokima u slovenskom Tominc siru, a isti su rezultati zabilježeni kod mnogih europskih istraživača. Takva dominacija i zastupljenost ove vrste u različitim tipovima tradicionalnih sireva ukazuje na njenu korisnost i važnost tijekom sazrijevanja sira. Osim proizvodnje mliječne kiseline jedan od mehanizama na koji vrste roda Enterococcus utječu pozitivno na sazrijevanje sira dakako je i njihova proteolitička i lipolitička aktivnost (Arizcun i sur., 1997). 

Iako je rod Enterococcus bio donedavno smatran indikatorom fekalne kontaminacije, danas se vrste ovog roda smatraju normalnom mikroflorom u hrani koja pozitivno utječe na razvoj specifičnih organoleptičkih karakteristika sira (Giraffa i sur., 1997; Fuller, 1989). Međutim, usprkos njihovim pozitivnim utjecajima na proces zrenja ipak se ne može zanemariti potencijal enterokoka u izazivanju infekcija kod ljudi. Naročito se vrsta E. faecalis smatra čestim uzročnikom različitih upalnih procesa. Svi reprezentativni uzorci analizirani u našem radu pokazuje rezistentnost ili osjetljivost na većinu od 7 antibiotika koji se danas široko koriste u prevenciji infekcija. Naročita je velika rezistentnost izolata na klindamicin i ampicilin (99 %). Nešto je manja rezistentnost sojeva na penicilin, tetraciklin i rifampin (54 %) dok je većina uzoraka nerezistentna na eritromicin i vankomicin. Dobiveni rezultati u skladu su sa istraživanjima ostalih autora. Prema Giraffa (2002) enterokoki iz europskih sireva su osjetljivi na različite antibiotike u različitim omjerima što je također potvrđeno iz radova Teubera i sur. (1999) i Franza i sur. (2001). Rezistencija enterokoka izoliranih iz europskih sireva na vankomicin najmanja je i iznosi oko 4 % dok je otpornost na ostale antibiotika između 7 % i 80 % (Teuber i sur., 1999). Tijekom analize 47 sojeva E. faecalis izoliranih iz sira, Franz i sur. (2001) otkrili su veliku osjetljivost sojeva na vankomicin, ali i vrlo visok postotak rezistencije na tetraciklin, eritromicin, penicilin i ampicilin. Očito ne postoji obrazac prema kojem bi se mogli klasificirati enterokoki na temelju njihove osjetljivosti na antibiotike. Čini se da je antibiotska rezistencija svojstvo koje ovisi o soju, regiji i porijeklu istraživanih enterokoka  (Čanžek- Majhenič i sur., 2005). 
Naši rezultati daju značajan doprinos u istraživanju raznolikosti mikrobnih zajednica u istarskom siru. Na temelju ovog istraživanja dobivene su nove informacije o ekologiji enterokoka i njihovim karakteristikama u istarskom siru, ali je i dan doprinos istraživanju enterkokoka u sirevima općenito. Naravno, potrebna je daljnja analiza enterokoka izoliranih i karakteriziranih u ovom radu kako bi se odredio njihov potencijal za korištenje kao starter kultura u tehnološkom procesu proizvodnje istarskog sira. 

f) ZAKLJUČCI

Na osnovu  rezultata istraživanja može se zaključiti:

· da je izolacije enterokoka na CATC selektivnim podlogama bila uspješna. Broj  enterokoka u mlijeku  i siru kreće se u rasponu od  1,5 x 10³ do 8,0 x 106  CFU/ g

· da su svi izolati određeni kao G + nakon bojanja po gramu,

· većina izolata rasla je u otopini NaCl-a što je indikator njihove pripadnosti rodu Enterococcus,

· uz pomoć PCR metode i specifičnih klica za rod Enterococcus  svi izolati identificirani su kao enterokoki što  potvrđuje uspješnost provedene izolacije,

· RAPD metodom određeno je 14 grupa unutar roda Enterococcus, a PCR metodom  za određivanje vrste utvrđena je dominacija vrste  E. faecalis,

· antibiotskim testiranjem  utvrđena je velika otpornost reprezentativnih uzoraka na većinu antibiotika široke primjene, ali i nerezistentnost na eritomicin i vankomicin,

· svi enterokoki u uzorcima istarskog sira identificirani su kao E. faecalis  što dokazuje malu unutar vrsnu raznolikost roda Enterococcus u istarskom siru. Potrebna je daljnja analiza enterokoka izoliranih i karakteriziranih u ovom radu kako bi se odredio njihov potencijal za korištenje kao starter kultura u tehnološkom procesu proizvodnje istarskog sira.

g) ZAHVALA 

Najveću zahvalnost iskazujem  mentoru dr. sc. Mirni Mrkonjić Fuka, na ukazanom povjerenju i nesebičnoj pomoći. Andrei Skelin, mr.sc. hvala na svesrdnoj pomoći i korisnim savjetima. Zahvaljujem se i prof.dr.sc. Sulejmanu Redžepoviću na ukazanom povjerenju i prof.dr.sc. Sanji Sikori na ustupljenom mjestu u laboratoriju. Svim suradnicima laboratorija Zavoda za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta zahvaljujem  na pomoći prilikom izvođenja analiza mlijeka i sira.  

h) POPIS LITERATURE:

1. Arizcun, C., Barcina, Y., Torre, P. (1997). Identification and characterization of proteolytic activity of Enterococcus ssp. Isolated from milk and Roncal and Idiazabal cheese. International Journal Microbiology 38, 17-24

2. Axelsson, L. (2004): Lactic Acid Bacteria: Classification and Physiology. U: Lactic Acid Bacteria, Microbiological and Functional Aspects. Salminem, S., Von Wright, A., Ouwehand, A., (eds.): Marcel Dekker, Inc., New York, 1-67.

3. Berthier F., Beuvier E., Dasen A., Grappin R. (2001). Origin and diversity of mesophilic lactobacilli in Comte cheese as revealed by PCR with repetitive and species-specific primers. International Dairy Journal 11, 293-305.

4. Cogan, T.M., Barbosa, M., Beuvier, E., Bianchi – Salvadore, B., Cocconelli, P.S., Fernandes, I., Gomez, J., Gomez, R., Kalantzopoulos, G., Ledda, A., Medina, M., Rea, M.C., Rodriguez, E. (1997): Characterization of lactic acid bacteria in artisanal dairy products. Journal Dairy Research 64, 409–421. 

5. Čanžek Majhenič, A. (2006). Enterococci: yin - yang microbes. Mljekarstvo, 56, 5-20.

6. Čanžek Majhenič, A., Mohar Lorberg, P., and Rogelj, I. (2007). Characterisation of the Lactobacillus community in traditional Karst ewe's cheese International Journal of Dairy Technology 60, 182-190. 

7. Dasen A.,  Grappin R. (2001). Origin and diversity of mesophilic lactobacilli in Comte cheese as revealed by PCR with repetitive and species-specific primers. International Dairy Journal 11, 293-305.

8. De Angelis M., Corsetti A., Tosti N., Rossi J., Corbo M. R., Gobbetti, M. (2001). Characterization of Non-Starter Lactic Acid Bacteria from Italian Ewe Cheeses Based on Phenotypic, Genotypic, and Cell Wall Protein Analyses. Applied and Environmental Microbiology 67, 2011-2020.

9. Deasy, B. M., Rea, M. C., Fitzgerald, G. F., Cogan, T. M., and Beresford, T. P. (2000). A rapid PCR based method to distinguish between Lactococcus and Enterococcus. Systematic and Applied Microbiology 23, 510-522.

10. 
Dolci, P., Alessandria, V., Rantsiou, K., Rolle, L., Zeppa, G., and Cocolin, L. (2008). Microbial dynamics of Castelmagno PDO, a traditional Italian cheese, with a focus on lactic acid bacteria ecology. International Journal of Food Microbiology 122, 302-311.

11. Dutka-Malen S.,Evers S., Courvalin P. (1995). Detection of glycopeptide resistence genotypes and identification to the species level of clinically relevant enterococci by PCR. Journal of Clinical Mycrobiology, 33, 24-27.

12. Facklam, R.R., Teixeira, L.M. (1998): Enterococcus. U: Topley and Wilson's Microbiology and Microbial Infections. Balows, A., Duerden, B.I.,(eds): Arnold, London, 669- 682.

13. Fernández del Pozo, B., Gaya, P., Medina, M., Rodríguez Marín, M.A., Núñez, M. (1988). Changes int he microflora of La Serena ewes' cheese during ripening. Journal Dairy Research 55, 449 – 455.

14. Fitzsimons N. A., Cogan T. M., Condon S., Beresford T. (1999). Phenotypic and genotypic characterization of non-starter lactic acid bacteria in mature Cheddar cheese. Applied and Environmental Microbiology 65, 3418-3426.

15. Flórez, A. B., and Mayo, B. (2006). Microbial diversity and succession during the manufacture and ripening of traditional, Spanish, blue-veined Cabrales cheese, as determined by PCR-DGGE. International Journal of Food Microbiology 110, 165-171.
16. Franz, C.M.A.P., Muscholl – Silberhorn, A.B., Yousif, N.M.K., Vancanneyt, M., Swings, J., Holzapfel, W.H. (2001). Incidence of virulence factors and antibiotic resistance among enterococci isolated from food. Applied and Environmental Microbiology 67, 4385 – 4389.

17. Fuller, R. (1989). Probiotics in man and animals. Journal Applied Bacteriology 66, 365 – 378.
18. Gelsomino, R.; Vancanneyt, M.; Condon, S.; Swings, J.; Cogan, T.M.(2001). Enterococcal diversity in the enviroment o fan Irish Cheddar – type cheesemaking factory. International  Journal  Food Microbiol., 71, 177-188

19. Giraffa, G., Canniuti, D., Neviani, E. (1997). Enterococci isolated from dairy products: a review of risks and potential tehnological use. Journal Food Protection 60, 732 – 738.

20. Giraffa, G. (2002). Enterococci in foods. FEMS Microbiology Reviews 26, 163-171.

21. Klein, G. (2003). Taxonomy, ecology and atibiotic resistance of enterococci from food and the gastro – intestinal tract. International Journal of Food Microbiology 88, 123 – 131. 

22. Litopoulou – Tzanetaki, E., Tzanetakis, N., Vafopoulou – Mastrojirannaki, A. (1993). Effect of  the  type of  starter on microbiological, chemical and sensory characteristics of Feta cheese. Food Microbiology 10, 31 – 41.

23. Madrau M. A., Mangia N. P., Murgia M. A., Sanna M. G., Garau G., Leccis L., Caredda M., Deiana P. (2006). Employment of autochthonous microflora in Pecorino Sardo cheese manufacturing and evolution of physicochemical parameters during ripening. International Dairy Journal 16, 876-885.

24. Ramos, M., Barneto, R., Ordóñez, J.A. (1981). Evaluation of a specific starter for Manchego cheese production. Milchwissenschaft 36, 528 – 531.

25. Randazzo C. L., Vaughan E. E.,  Caggia C. (2006). Artisanal and experimental Pecorino Siciliano cheese: Microbial dynamics during manufacture assessed by culturing and PCR-DGGE analyses. International Journal of Food Microbiology 109, 1-8.

26. Teuber, M., Meile, L., Schwarz, F. (1999). Acquired antibiotic resistance in lactic acid bacteria from food. Antonie van Leeuwenhoek 76, 115-137.

27. Wouters J. T. M., Ayad E. H. E., Hugenholtz J. , Smit, G. (2002). Microbes from raw milk for fermented dairy products. International Dairy Journal, 12, 91-109.

i) SAŽETAK

ŠTEFICA JANKOVIĆ

IZOLACIJA I KARAKTERIZACIJA AUTOHTONE POPULACIJE ENTEROKOKA IZ ISTARSKOG SIRA

Tradicionalni istarski sir proizvodi se od nepasteriziranog mlijeka i bez dodatka starter kultura. Njegove specifične organoleptičke karakteristike rezultat su aktivnosti autohtonih mikrobnih zajednica prisutnih tijekom zrenja. Njihova raznolikost varira i mijenja se tijekom sazrijevanja sira, tako da vrste i sojevi koji su dominantni u mlijeku i tijekom prvih faza zrenja, nisu nužno prisutni u zrelom siru. Vrste roda Enterococcus u velikom su broju zastupljene u tradicionalnim sirevima sa područja mediterana. Istraživanje njihove raznolikost bio je cilj ovog rada. Fiziološkim i molekularnim analizama utvrđena je prisutnost roda Enterococcus u uzorcima mlijeka, svježeg sira i sirevima nakon 30, 60, 90 i 120 dana zrenja. Broj enterokoka u našim uzorcima iznosio je 1,5 x 10³ do 8,0 x 106 CFU/g sira. Vrsta E. faecalis dominantna je u našim uzorcima, što dokazuje malu unutar vrsnu raznolikost roda Enterococcus u istarskom siru. Velik postotak analiziranih izolata rezistentan je na klindamicin, ampicilin, penicilin, tetraciklin i rifampin dok je većina uzoraka neosjetljiva  na eritromicin i vankomicin. Potrebna je daljnja analiza enterokoka izoliranih i karakteriziranih u ovom radu kako bi se odredio njihov potencijal za korištenje kao starter kultura u tehnološkom procesu proizvodnje istarskog sira.

Ključne riječi: istarski sir; enterokoki; autohtone mikrobne zajednice; fiziološke metode; molekularne metode.
j) SUMMARY

STEFICA JANKOVIC

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF AUTOCHTHONOUS POPULATION OF ENTEROCOCCI IN ISTRIAN CHEESE

Istrian cheese is produced from unpasterized milk and without adition of starter cultures. Its specific organoleptic characteristics are therefore result of activity of autochthonous microbial community during the ripening. They diversity vary during the ripening thus species and strains which are dominating during the first ripening phase are not necesarily present in the final one. Genus Enterococcus is widely distributed in traditional Mediteranian cheeses. Using physiological and molecular methods we found enterococci in samples of milk, fresh cheese and cheeses after 30, 60, 90 and 120 days ripening. Number of enterococci in our samples were between 1,5 x 10³ do 8,0 x 106 CFU/g cheese. Species E. faecalis was dominant in our samples which demonstrated small inter species variety of genus Enterococcus in istrian cheese. The main number of isolates was resistant to clyndamicin, ampicillin, penicilin, tetracycline and rifampin, while most samples indicate sensibility on eritromycin and vancomycin. Further analysis of enterococci isolated and characterized in this work is required to determine theirs potential for using as starter cultures in technological process of istrian cheese production.
Key words: Istrian cheese; enterococci; autochthonous microbial community; physiological methods; molecular methods.
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