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Enterokoke su normalni stanovnici
gastrointestinalnog trakta ljudi i Zivoti-
nja, te se redovno mogu izolovati iz
namirnica animalnog porekla, kao i po-
jedinih proizvoda, posebno sireva i fer-
mentisanih kobasica. U novije vreme,
aktuelizira se znaCaj prisustva entero-
koka u namirnicama usled prepozna-
vanja odredenih faktora virulencije u
njihovom bioloskom entitetu, kao i is-
poljavanja rezistencije na mnoge anti-
biotike. Fenomen antibiotske rezisten-
cije se potencira sposobnosc¢u entero-
koka da izmenjuju determinante rezi-
stencije putem prenosivih elemenata,
plazmida i transpozoma, ne samo unu-
tar svoje vrste, ve¢ i da ih predaju da-
leko patogenijim vrstama. Naucna jav-
nost poku$ava da uspostavi kriterijume
na osnovu kojih ¢e se sa sigurno$éu
moci proceniti bezbednost sojeva ente-
rokoka primenjivih kao starter kulture ili
probiotici, sa globalnim ciliem zastite
zdravlja potrosaca. Kod enterokoka
izolovanih iz razli¢itih vrsta sireva, pri-
menom disk-difuzione metode na Mul-
ler-Hinton agaru, utvrden je profil rezi-
stencije/osetljivosti na odabrane antibi-
otike.

Kljuéne reéi: enterokoke ¢ rezistencija na anti-
biotike

uUvoD

Bakterije roda Enterococcus (pret-
hodno ,fekalna” ili Lancefield-ova gru-
pa D streptokoka) su ubikvitarni mikro-
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organizmi. Dominantni habitat entero-
koka predstavlja gastrointestinalni trakt
ljudi i Zivotinja. Usled njihove toleran-
cije na visoke temperature i mogu¢é-
nosti prezivljavanja pod nepovoljnim
uslovima sredine, enterokoke mogu ko-
lonizovati razliite niSe. Dosada su se
veoma Cesto razmatrali kao indikatori
fekalne kontaminacije namirnica, odno-
sno pokazatelji sanitarnih uslova pro-
izvodnje. Enterokoke se u velikom bro-
ju uobicajeno javljaju u povréu, biljnom
materijalu i namirnicama, posebno ani-
malnog porekla, kao $to su fermenti-
sane kobasice i sirevi. Poznato je da
enterokoke imaju ulogu u razvoju orga-
nolepti¢kih karakteristika tokom proce-
sa zrenja sireva, a koriste se i kao
komponente starter kultura u proizvod-
nji sira (1). Pored toga, pojedine ente-
rokoke izolovane iz namirnica posedu-
ju brojne korisne biotehnoloske kara-
kteristike (produkcija bakteriocina, pro-
biotska svojstva), ¢ime se opravdava
njihova primena u proizvodnji fermen-
tisanih proizvoda.

Tokom poslednje dve dekade, en-
terokoke, na koje se prethodno gledalo
kao na organizme sa minimalnim klini-
¢kim znacajem, javljaju se kao vazni
patogeni u bolni¢kim sredinama kod imu-
nokompromitovanih osoba i u odeljenji-
ma intenzivne njege. Virulentna svoj-
stva enterokoka ukljuéuju adherenciju
na tkivo domacina, invazivnost i formi-
ranje apscesa, rezistenciju na i modu-
laciju odbrambenih mehanizama doma-
¢ina, sekreciju citolizina i drugih toksi-
¢nih produkata (2,3,4). Nedavno mo-
lekularno pretrazivanje determinanti viru-
lencije enterokoka pokazuju da kliniCki

izolati E. faecalis poseduju viSe deter-
minanti virulencije nego izolati iz na-
mirnica, koji opet u odnosu na starter
sojeve imaju vise faktora virulencije. Za
mnoge od ovih svojstava virulencije,
kao §to su hemolizin-citolizin produk-
cija, sposobnost adhezije i antibiotska
rezistencija, dokazano je da su preno-
sive putem mehanizama transfera gena
(5,6,7,8). Takode je demonstriran me-
hanizam transkonjugacije pomoéu ko-
jeg starter sojevi sticu determinante re-
zistencije od klini¢kih sojeva (5).

Virulencija enterokoka je u velikoj
meri osnazena njihovom c&estom rezi-
stencijom na uobi€ajeno primenjive an-
tibiotike. Rezistencija na antibiotike, in-
trinzicna ili steCena, ¢&ini enterokoke
efektivnim oportunistima u slu¢aju no-
sokomijalnih infekcija.

Enterokoke pokazuju intrinzi¢nu re-
zistenciju na cefalosporine, linkozami-
de, mnoge B-laktame i aminoglikozide
(9,10,11,12). Pored ove konstitutivhe
rezistencije, enterokoke imaju stecene
genetske determinante na osnovu kojih
ostvaruju rezistenciju na sve dosada po-
znate klase antibiotika, ukljucujuéi hlo-
ramfenikol, tetracikline i glikopeptide.
Najveéi rizik koji proizlazi iz steCene
rezistencije jeste taj $to je ona velikim
delom prenosive prirode. Transfer gena
je posredovan feromonima, ili se ostva-
ruje putem konjugativnih (¢esto multi-
rezistentnih) plazmida ili transpozoma.
Takva izmena genetskog materijala se
odigrava ne samo izmedu enterokoka,
vet je transfer gena mogué i na daleko
virulentnije patogene, kao $to je Staph-
ylococcus aureus (9,13). Ekstremno vi-
sok nivo rezistencije na antibiotike pri-
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mecen kod enterokoka, kao i njihova
Siroka zastupljenost u sirovoj hrani,
predstavljaju kljuéne elemente na os-
novu kojih se objasSnjava ¢est nalaz
antibiotski-rezistentnih enterokoka (anti-
biotic-resistant  enterococci-ARE) u
fermentisanim i nefermentisanim namir-
nicama. ARE su utvrdene u
proizvodima od mesa, proizvodima od
mleka, ,ready-to-eat foods”, pa Cak i
medu sojevima enterokoka koji se
predlazu kao probiotici (14,15,16,17,
18,19). Ispitivanjem evropskih sireva
utvrdene su enterokoke, prvenstveno
E. faecalis i E. faecium, rezistentne u
razlicitom nivou na penicilin, tetraciklin,
hloramfenikol, eritromicin, gentamicin,
linkomicin, rifampicin, fusidiksi¢nu kise-
linu i vankomicin, ujedno je prime¢ena
i multipla rezistencija na antibiotike
(14). Sojevi sa visokim nivoom rezi-
stencije na kanamicin i gentamicin su
nedavno izolovani iz francuskih sireva
proizvedenih od sirovog mleka i hospi-
talizovanih pacijenata (20).

Postoje¢i podaci o rezistenciji na
antibiotike medu enterokokama izolo-
vanim iz namirnica, otvaraju pitanje nji-
hovog ulaska u lanac hrane i time po-
tencijalnu ugrozenost ljudi. Postoji ja-
san i snazan epidemioloski dokaz o
vezi izmedu kori$¢enja antibiotika u hu-
manoj medicini i stoCarskoj proizvodniji,
i pojave, Sirenja i perzistencije rezi-
stentnih sojeva u namirnicama ani-
malnog porekla (21, 22). Pored toga,
namirnice koje su opterecene rezistent-
nim sojevima enterokoka mogu sluZiti
kao rezervoar antibiotske rezistencije.

MATERIJAL | METODE

Mikrobioloska analiza

Materijal ispitivanja su predstavljali
uzorci svezih i zrelih sireva, dobijenih
postupkom kisele i slatke koagulacije
iz sirovog i kuvanog mleka. Deset gra-
ma uzorka sira je homogenizovano do-
datkom 90 ml 2% rastvora Na-citrata, a
serijska decimalna razblazenja naprav-
liena sa sterilnim fizioloSkim rastvorom.
0,1 ml odgovaraju¢eg razblazenja je
zasejano na povrsinu kanamicin esku-
lin azid (KAA) agara i inkubisano pri
42°C/24h.

Izolacija i identifikacija sojeva

Po zavr§enoj inkubaciji, selektova-
ne su kolonije specificne morfologije i
preci§¢ene dvostrukom subkultivacijom
na KAA agaru. Nakon mikroskopskog
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ispitivanja, bojenja po Gram-u i izvo-
denja katalaza testa, fenotipizacija so-
jeva je sprovedena primenom sledecih
testova: rast pri 10 i 45°C, rast pri pH
9,6, rast u 6,5% NaCl bujonu, u 0,1%
metilen plavom mleku, rezistencija pri
60°C/ 15 i 30min, Voges Proskauer re-
akcija i fermentacija riboze.

Ispitivanje osetljivosti izolovanih so-
jeva enterokoka izvrSeno je primenom
agar disk difuzione procedure (BD BBL
Sensi-Disc Antimicrobial Susceptibility
Test Discs, Becton Dickinson Com-
pany), prema instrukcijama proizvoda-
Ca.

REZULTATI | DISKUSIJA

Utvrdeni broj enterokoka u ispiti-
vanim uzorcima sira zavisio je od pri-
menjenog tehnoloskog procesa. Broj
enterokoka u svezim, slatko koaguli$u-
¢im sirevima dobijenim iz sirovog mle-
ka kretao se 8,0 x 104-9,0 x 1086 cfu/g.
U uzorcima svezih, slatko koaguliSuéih
sireva iz kuvanog mileka, enterokoke
su utvrdene u broju od 4,0 x 107 do
4,4 x 107 cfu/g. Kod odzrelih sireva
dobijenih  slatkom koagulacijom iz
sirovog mleka broj enterokoka se
kretao < 102-5,0 x 104 cfu/g, dok kod

odzrelih  sireva dobijenih  slatkom
koagulacijom iz kuvanog mleka
enterokoke su utvrdene u rasponu

2,5 x 104-1,5 x 105 cfu/g. Kod svezih,
kiselo koaguliucih sireva dobijenih od
sirovog mleka utvrdeni broj enterokoka
je iznosio 2,4 x 105-2,12 x 107 cfu/g,
dok kod istih sireva, ali dobijenih od
kuvanog mleka, broj enterokoka je bio
znac€ajno nizi i iznosio je od 5 x 104
do 6 x 104 cfu/g. Teuber i sar. (23)
utvrduju da se enterokoke mogu
umnoziti do visokog broja, ¢ak vise od
107 cfu/g u svezim sirevima.
Sprovodenjem fenotipizacije, uku-
pno je izolovano 42 soja enterokoka,
koji su potom primenom agar disk di-
fuzione metode ispitani na rezistenciju
na antibiotike. lzolovani sojevi entero-
koka u 65,82% slu€aja pokazuju rezi-
stenciju na penicilin, 62,02% sojeva po-
kazuje rezistenciju na tetraciklin,
68,35% sojeva je rezistentno na linko-
micin, 27,84% sojeva na gentamicin. Re-
zistenciju na neomicin  pokazuje
31,64% ispitivanih sojeva, na eritromi-
cin 31,64% sojeva, dok je 65,82% is-
pitivanih sojeva rezistentno na hloram-
fenikol. Ispitivanja sprovedena od
strane Teuber i sar. (24), analizom 53

uzorka tvrdih, polutvrdih i svezih sireva,
utvrduju sledeéi nivo rezistencije kod
izolovanih sojeva enterokoka: rezisten-
cija na penicilin (18%), eritromicin
(48%), gentamicin (80%), tetraciklin
(59%), rifampicin (7%), kloramfenikol
(32%) i vankomicin (4%). Uobi¢ajena
multipla rezistencija kod izolovanih so-
jeva enterokoka je podrazumevala rezi-
stenciju na tetracikline, kloramfenikol,
eritromicin i gentamicin, dok vankomi-
cin rezistentni izolati nisu utvrdeni. U
cilju procene potencijalne opasnosti
koju namirnice optereéene rezistentnim
sojevima enterokoka predstavljaju po
zdravlje potro$aca, neophodno je utvr-
diti da li zapaZzena rezistencija pred-
stavlja prirodnu ili steCenu, $to zahteva
dalja ispitivanja.
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SUMMARY

THE RESISTANCE PROFILE OF ENTEROCOCCI ISOLATED FROM CHEESES
Snezana Bulaji¢, Zora Mijacevi¢

Faculty of Veterinary Medicine, University of Belgrade

Enterococci are ubiquitous microorganisms, but have a predominant habitat in the gas-
trointestinal tract of humans and animals. These bacteria are commonly found in foods
especially those of animal origin such as fermented sausages and cheeses. Nowadays,
enterococci have become a focus of attention and get a new dimension due to recogni-
tion of some putative virulence factors in their biological entity and also resemble their
resistance to most antibiotics. The phenomenon of antibiotic resistance is emphasized
by the ability of enterococci to exchange the resistance determinants through transfer-
able elements like plasmids and transponsons. The scientific public is making efforts try-
ing to establish the criteria according to which safety evaluation of starter or probiotic
strains might be possible. The examination of antibiotic resistance/sensitivity profiles was
performed by applying disk-diffusione procedure on Muller-Hinton agar.
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