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BAKTERIOGINOGENE STARTER KULTURE VS.
LISTERIA MONOCY TOGENES

Zdolec', N., M. Hadziosmanovié', L. Kozaéinski', Z. Cvrtila', I. Filipovié¢', K. Leskovar?

SAZETAK

U ovom radu prikazani su literaturni podaci o primjeni
bakteriocinogenih bakterija mlijecne kiseline i bakteriocina
u svrhu smanjenja broja bakterije Listeria monocytogenes
u hrani. Rezultati vecine istrazivanja afirmativni su prema
standardizaciji primjene bakteriocinogenih kultura, buduci
da povecavaju sigurnost proizvoda intenzivnijom redukci-
jom patogena. Glavnina podataka o pozitivnom ucinku
bakteriocinogenih starter kultura odnosi se na istraZivanja
fermentiranih kobasica, no antilisterijski efekt je opisan i u
svjeZzem vakuumiranom mesu peradi, kuhanim salamure-
nim mesnim proizvodima te ribi.

Kljuéne rijeci: Listeria monocytogenes, bakteriocino-
gene starter kulture

uvaD

Dodavanjem kultura bakterija mlije€ne kiseline u
razliGite vrste namirnica usporava se ili sprieCava

rast bakterija kvarenja (heterofermentativni laktoba-
cili, klostridije, Leuconostoc spp.) i patogenih mikro-
organizama kao rezultat intenzivnije acidifikacije
i sinteze antimikrobnih produkata poput organskih
kiselina (mlijecna), CO,, vodikovog peroksida ili
bakteriocina (Zdolec i sur., 2005a). Bakteriocini se
posljednjih godina sve vise spominju kao moguca
zamjena za neke kemijske konzervanse u proizvod-
nji tzv. minimalno procesirane hrane koju potrosaci
sve viSe potrazuju. IstraZivanja bakteriocina usmje-
rena su danas prema molekularnim osnovama nji-
hove sinteze te optimiziranju postupaka ekstrakcije i
stabilizacije. Poznato je da je aktivnhost bakteriocina
u hrani uvjetovana brojnim &imbenicima; vrstom
hrane (kruta, tekuca i dr.), njezinim sastavom, pri-
sutnoscu inhibitora (enzimi), tehnoloskim uvjetima
proizvodnje hrane itd. Primjena bakteriocina kao
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zasebnih konzervansa u proizvodnji hrane jos je
uvijek ograni¢ena na bakteriocin nizin (E234) u mlje-
karskoj industriji. U mesnim proizvodima bakterio-
cini se primjenjuju neizravno, odnosno uvodenjem

starter kultura koje sintetiziraju bakteriocine (Zdolec
i sur.,, 2007a). Njihovo je inhibicijsko djelovanje u
mesnim proizvodima utvrdeno prema nekim pato-
genim mikroorganizmima, ponajprije prema bakteriji

V Tablica 1. Pojavnost infekcija hranom uzrokovanih bakterijom L. monocytogenes u
Europi u razdoblju 1990.-2002. (De Valk i sur., 2005).

Godina Zemlja Broj slucajeva Prijenos Inkriminirana hrana
1992 Francuska 279 Hranom Svinjski jezik u zeleu
1992 Spanjolska 24 Hranom Nepoznat
1992 Norveska 6 Hranom Hladno pecenje
1993 Francuska 38 Hranom Rillettes (svinjsko meso)
1993 Italija 18 (gastroenteritis) Hranom Salata s rizom
1994-95 Svedska 9 Hranom Riblja salata
1995 Francuska 36 Hranom Sl (SI.r.OVO TE
mlijeko)
1995 Island 5 Nepoznat Nepoznat
1996 Danska 3 (gastroenteritis) Nepoznat Nepoznat
1997 Francuska 14 Hranom Sirevi (si[ovo kravije
mlijeko)
1997 Finska 5 Hranom Hladno-dimljena
kalifornijska pastrva
- 1566
1997 Italija L Hranom Salata s kukuruzom
(gastroenteritis)
1998-99 Finska 25 Hranom Maslac
Engleska i . .
1999 2 Hranom Sir/salata/sendvi¢
Wales
1999 Francuska 3 Hranom SR (S|_r_ovo Sais
mlijeko)
1999 Francuska 10 Hranom Pasteta
1999- . Vakuumirani riblji
2000 Finska 10 Hranom proizvodi
2000 Francuska 32 Hranom Svinjski jezik u Zeleu
2000 Portugal 1 Hranom Sir
2000 Spanjolska 15 Hranom Nepoznat
2001 Belgija LA Hranom Sladoled
9y (gastroenteritis)
2002 Francuska 11 Hranom Koba3|.ca za
namazivanje

Listeria monocytogenes
(Foegeding i sur., 1992;
De Martinis i Franco,
1998; Nissen i Holck,
1998; Lahti i sur., 2001;
Liserre i sur., 2002,
Hugas i sur, 2002;
Ty6pponen i sur., 2003;
Hadziosmanovi¢ i sur.,
2005; Zdolec i sur,
2006; Zdolec i sur., 200-
7b).

STARTER KULTURE
| LISTERIA
MONOCY TOGENES

Pored poznatih pri-
rodnih ograni¢avajucih
Cimbenika za rast pato-
genih mikroorganizama
u pojedinim namirnica-
ma (nizak pH i aktivnost
vode, nitriti, NaCl itd.),
u ukupnom zastithom
djelovanju svoje mje-
sto zauzima i postupak
biokonzerviranja (Leis-
tner i Gorris, 1995). U
tom smislu se najveca
paznja posveluje pri-
mjeni  bakteriocinoge-
nih bakterija mlijeCne
kiseline u fermentiranim
namirnicama radi anta-
gonistiCkog djelovanja
prema bakteriji L. mono-
cytogenes.

L. monocytogenes
ubikvitarna je bakterija
trajno prisutna u oko-
liSu, a izdvojena je iz
brojnih vrsta namirnica i
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proizvodnih pogona (Zivkovi(: i sur., 1998; Kozadin-
ski i HadZiosmanovic, 2001; Thévenot i sur., 2005a,
Colak i sur., 2007). Prema izvjeS¢u De Valka i sur.
(2005) broj slucajeva listerioze ljudi povezanih s
hranom u Europi nije zanemariv (Tablica 1).

lako je u literaturi malo podataka o ovoj bolesti koji
se dovode u vezu s konzumiranjem fermentiranih
mesnih proizvoda, ne treba zanemariti otpornost
uzroénika na uvjete niskog pH, niske aktivnosti
vode ili viSih koncentracija soli. Ipak, kako navode
Thévenot i sur. (2005a), u slu€aju kontaminacije
fermentiranih kobasica, broj se L. monocytogenes
obiéno smanjuje tijekom zrenja, ponajprije zbog
procesa suSenja. U naSim istraZzivanjima tradici-
onalnih fermentiranih kobasica proizvedenih bez
starter kultura takoder je zabiliezeno smanjenje
broja L. monocytogenes ispod praga detekcije do
kraja zrenja (28. dan) (Zdolec i sur., 2005b; 2007c).
Nadalje, Thévenot i sur. (2005b) ukazuju na vaznost
porijekla L. monocytogenes, 1j. prilagodenosti sup-
stratu $to bitno utjeCe na rast u nadjevu fermentira-
nih kobasica. Tako navode da je smanjenje stupnja
kontaminacije bakterijom L. monocytogenes tijekom
proizvodnog procesa ovisno o soju (P<0,001), te
je posljedica suSenja, a ne procesa fermentacije.
Sojevi L. monocytogenes koji su dobro prilagodeni
supstratu (izolirani iz kobasica) pokazali su se otpor-
nijima (smanjenje 1,5 log, ) od neadaptiranih sojeva
(smanjenje 3 log, ;) do 35. dana zrenja. Hugas i sur.
(1997) smatraju da je djelotvornost bakteriocinoge-
nih starter kultura u kontroli L. monocytogenes uve-
like ovisna o supstratu u kojem se primjenjuju kao i
uspostavljanju optimalnih uvjeta u kojima bi mogli
ispoljiti svoju optimalnu aktivnost.

Nepobitna je &injenica da je stupanj mikrobnog
oneciscenja nadjeva rezultat primjene dobre higi-
jenske prakse tijekom klanja Zivotinja, klaonicke
obrade, rasijecanja, pripreme nadjeva (usitnjavanje,
salamurenje) odnosno ukupnog tehnoloskog proce-
sa proizvodnje. Osim toga, na prezivljavanje i rast
bakterija roda Listeria u fermentiranim kobasicama
bitno utje€u uvjeti zrenja (mikroklima; makroklima)
te primjena starter kultura. Kako navodi Encinas i
sur. (1999), u «chorizo» kobasicama Listeria vrste
uopce nisu pronadene u uzorcima proizvedenima
u industrijskom objektu uporabom starter kultura,
sorbata te zrenjem u kontroliranim uvjetima na viSim
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temperaturama. Suprotno, u kobasicama proizvede-
nima u obrtnickom objektu bez startera i u kontroli-
ranim uvjetima na nizim temperaturama broj Listeria
spp. bio je oko 3,5 log CFU/g, a u kobasicama pro-
izvedenima bez starter kultura u makroklimatskim
uvjetima 1,17 log CFU/g. Pracenjem proizvodnje
tijekom 32 dana u prvom slucaju (bez startera, kon-
trolirani uvjeti) rast Listeria spp. bio je inhibiran, a u
gotovom proizvodu broj smanjen za 0,5 log, dok je u
kobasicama bez startera proizvedenima u vanjskim
uvjetima broj bio veéi od pocetnog.

Kako navode Foegeding i sur. (1992), primjenom
bakteriocinogene starter kulture Pediococcus aci-
dilactici populacija L. monocytogenes smanjuje se
10 puta vide tijekom fermentacije kobasica (dimne
komore, 48 sati na 38 °C) nego u kobasicama ino-
kuliranima nebakteriocinogenim sojem iste kulture.
PreZivljavanje L. monocytogenes u nadjevu bilo je
uvjetovano i s pH nadjeva, pa je utvrdeno da je pri
pH < 4,9 L. monocytogenes u potpunosti eliminira-
na iz nadjeva tijekom zrenja. Ipak, i u kobasicama
s vi§im pH zabiljeZzeno je veée smanjenje broja L.
monocytogenes tijekom zrenja u prisutnosti bakte-
riocinogenog soja Pc. acidilactici $to autori pripisuju
izravnoj aktivnosti pediocina «in situ».

Lahti i sur. (2001) primijenili su bakteriocinogene
starter kulture Pc. acidilactici PA-2 i Lb. bavaricus
MI-401 u kombinaciji sa Staphylococcus xylosus
DD-34 te nebakteriocinogenu starter kulturu Lb.
curvatus Lb3 sa Staphylococcus carnosus Mill
u proizvodnji fermentiranih kobasica inokuliranih
razliitim koncentracijama L. monocytogenes (5,05-
5,41; 2,92-3,35 log CFU/g). U kobasicama s manjim
stupnjem kontaminacije L. monocytogenes nije
utvrdena u gotovom proizvodu (zrenje 49 dana). S
druge strane, vedi inicijalni broj L. monocytogenes
uvjetovao je i njen nalaz na kraju zrenja. Medutim,
uporabom bakteriocinogenih starter kultura zabilje-
Zena je evidentno veca redukcija patogena u nadje-
vu (< 2 log CFU/g nakon 21. dana zrenja).

Ty6pponen i sur. (2003) usporedili su djelotvor-
nost komercijalne starter kulture Pc. pentosaceus
RM2000 i probiotskih zastitnih kultura Lb. rhamno-
sus E-97800, Lb. rhamnosus LC-705i Lb. plantarum
ALCO1 u inhibiciji L. monocytogenes u sjeverno-
europskom tipu fermentiranih kobasica. U uzorcima
s pH 5,0-5,2 L. monocytogenes je eliminirana iz
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nadjeva do 21. dana zrenja (od 28) neovisno o vrsti
primijenjene starter kulture. Medutim, pri nizem pH
(4,7 — 4,9) zabiljezena je brza eliminacija patogena
koristenjem zastitnih kultura (7. dana) nego u koba-
sicama proizvedenim s komercijalnom starter kultu-
rom Pc. pentosaceus RM2000 (28. dana). Navedene
razlike u stupnju inhibicije patogena autori pripisuju
utjecaju brojnih ¢imbenika, medu njima i pH, na
aktivnost antimikrobnih tvari (bakteriocina i drugih
inhibitora malih molekulskih masa) u nadjevu.

Dicks i sur. (2004) istrazili su antilisterijsku aktiv-
nost bakteriocinogenih sojeva Lb. plantarum 423 i
Lb. curvatus DF126 u nadjevu fermeniranih koba-
sica od nojeva mesa. Utvrden je nagli pad broja L.
monocytogenes do 9. dana zrenja (s pocetnih 7 log
CFU/g na 4,7 log CFU/g), da bi potom populacija
opet dostigla pocetnu vrijednost (7 log CFU/g) do
kraja zrenja (22. dan). Autori zaklju€uju da su razlozi
navedenog «oporavka» listerije u gubitku aktivnosti
bakteriocina te pojavi rezistencije na primijenjene
bakteriocine.

Benkerroum i sur. (2003) istraZili su ucinak bakte-
riocinogenog i nebakteriocinogenog soja Lc. lactis
subsp. lactis M na L. monocytogenes ATCC 7644 u
fermentiranim kobasicama tipa «marguez». Primje-
nom i jednog i drugog soja broj L. monocytogenes
smanjivao se tijekom fermentacije (24 sata na 30
°C), dok se u kontrolnoj kobasici proizvedenoj bez
Lc. lactis subsp. lactis M patogen razmnoZavao
neometano. Uporabom bakteriocinogene kulture
broj L. monocytogenes je smanjen za 2,7 log, a
nebakteriocinogene za 1,6 log. U sljede¢em istra-
zivanju Benkerroum i sur. (2005) pratili su rast L.
monocytogenes u fermentiranim kobasicama bez
dodanih starter kultura te uz primjenu komercijal-
ne starter kulture (S. xylosus SL-25, S. carnosus
LS-25, nebakteriocinogeni Lb. curvatus LS-25) i
bakteriocinogenih sojeva Lc. lactis subsp. lactis
LMG21206 i Lb. curvatus LBPE. Tijekom zrenja (22
dana) nije zabiljezen porast inicijalnog broja pato-
gena (2-3 log CFU/g) ni u jednoj skupini istrazivanih
kobasica. U kontrolnim kobasicama (bez starter
kultura) i kobasicama s dodanom nebakteriocino-
genom starter kulturom znacajnije smanjenje broja
listerije nije zabiljezeno sve do 19. dana zrenja. S
druge strane, dodatkom Lb. curvatus LBPE, broj
L. monocytogenes je smanjen ispod praga detekcije

vec 4. sata fermentacije, a 8. dana nije viSe izolirana
ni metodom obogacéenja. U kobasicama proizvede-
nima s Lc. lactis subsp. lactis LMG21206 L. mono-
cytogenes je eliminirana iz nadjeva 15. dana zrenja.
Slijedno dobivenim rezultatima, autori preporucuju
upotrebu navedenih bakteriocinogenih starter kultu-
ra u proizvodnji fermentiranih kobasica radi kontrole
L. monocytogenes.

Nedavno provedena istrazivanja utjecaja Lb.
sakei 1151, 1154 i 1155 na populaciju L. monocyto-
genes tijekom zrenja razliitih srednjoeuropskih i
mediteranskih fermentiranih kobasica — madarske
salame, bosanskog sudZuka, sremske kobasice
i tradicionalne fermentirane kobasice is SZ Hrvat-
ske (Caklovica i sur., 2006; Gasparik-Reichardt i
sur., 2006; Drosinos i sur., 2006; Hadziosmanovi¢
i sur., 2006; Zdolec i sur., 2007b) pokazala su zna-
Cajan doprinos zastitnih kultura u smanjenju broja
L. monocytogenes u nadjevu tijekom zrenja. Upo-
trebom navedenih kultura u madarskoj salami je
zabiljeZzeno smanjenje broja L. monocytogenes za
oko 2 log tijekom 28-dnevnog zrenja (s pocetnih 5,5
na 3,5 log CFU/g), a u kontroli za oko 1,5 log. U
bosanskom sudzuku L. monocytogenes u potpuno-
sti je eliminirana iz nadjeva tijekom zrenja (28 dana)
uporabom zastitnih sojeva Lb. sakei (redukcija oko
5 log), dok u kontrolnoj kobasici to nije bio slucaj
(smanjenje s inicijalnih 4,85 na 3,83 log CFU/g).
Sliéni rezultati zabiljezeni su i u sremskoj kobasici
u kojoj L. monocytogenes nije utvrdena u gotovom
proizvodu (28. dana) uporabom za$titnih sojeva
(redukcija 4,0 — 4,5 log). S druge strane listerija
je opstala u kontrolnoj sremskoj kobasici (< 2 log
CFU/g). U naSem istraZivanju populacija L. mono-
cytogenes je smanjena ispod praga detekcije vec
14. dana primjenom soja Lb. sakei 1155, dok je u
kontrolnim uzorcima te primjenom sojeva 11511154
to utvrdeno 28. dana zrenja.

Pojedine vrste i sojevi enterokoka takoder ispolja-
vaju inhibicijsko djelovanje prema L. monocytoge-
nes sintezom bakteriocina. Primjenom enterocina
CCM 4231 u fermentiranoj Hornad salami zabilje-
zeno je intenzivnije smanjenje L. monocytogenes
nego u kontrolnim uzorcima (Laukova i sur., 1999).
Nakon 7 dana zrenja broj L. monocytogenes u kon-
trolnoj kobasici je bio 107 CFU/g, a u kobasicama s
enterocinom tek 10* CFU/g, a ta razlika se zadrza-
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la i tijekom iducih 14 dana. Primjenom enterocina
AS-48 Ananou i sur. (2005) su utvrdili da je stupanj
inhibicije L. monocytogenes ovisan o pocetnoj kon-
centraciji enterocina.

Aktivnost bakteriocina bakterija mlijecne kiseline
prema L. monocytogenes pokuSava se iskoristiti i
u proizvodnji drugih mesnih proizvoda. Tako su
Katla i sur. (2002) primijenili bakteriocin sakacin P
te Lb. sakei zajedno s L. monocytogenes u pileéim
hladnim narescima. Po inokulaciji poluproci§¢enog
bakteriocina i zastitne kulture proizvodi su vakuu-
mirani i pohranjeni na 4 i 10 °C tijekom 4 tjedna.
Istrazivanje je pokazalo da je Lb. sakei sintetizira
bakteriocin u navedenim uvjetima pohrane pileceg
mesa, a dodani sakacin P bio je stabilan i u manjim
i ve¢im koncentracijama. Dodavanjem 3,5 ug g
sakacina zabiljezen je bakteriostatski ucinak tije-
kom 4 tjedna pohrane, a uz 12 ng g primijeéen je
pocetni rast L. monocytogenes, ali slabog intenzi-
teta. Nakon 4 tjedna pohrane broj L. monocytoge-
nes u uzorcima s nizom koncentracijom sakacina
P bio je 2 log nizi nego u kontrolnim uzorcima (bez
sakacina). Primjenom vece koncentracije sakacina
P, bakteriocin je detektiran u uzorcima i nakon 6
tiedana pohrane. Mataragas i sur. (2003) primije-
nili su Ln. mesenteroides i Lb. curvatus L442 kao
potencijalne zastitne kulture u kontroli L. monocy-
fogenes u kuhanoj lopatici. Broj L. monocytogenes
je njihovom primjenom smanjen za oko 1,5 log, dok
je dodavanjem bakteriocina smanjen ispod praga
detekcije (<100 CFU/g). Bakteriocinogeni sojevi Lb.
sakei kao i njihovi proCisceni bakteriocini (sakacin)
pokazali su se u€inkovitima u sprjeCavanju rasta L.
monocytogenes i u kuhanoj Sunki (Bredholt i sur.,
1999; 2001) te ribi (Katla i sur., 2001).

* Autori se zahvaljuju Ministarstvu znanosti, obrazovanja i Spor-
ta koje podupire znanstvene projekte «Veterinarsko javno zdrav-
stvo u proizvodnji zdrave hrane» (053-0531854-1851) i «Mikro-
bioloska kakvoca i odrzivost namirnica Zivotinjskog podrijetla»
(053-0531854-1853).

RIASSUNTO
BATTERIOCINOGENE STARTER COLTURE VS. LISTERIA
MONOCYTOGENES

In questo riassunto ci sono mostrati i dati letterari della
applicazione dei batteriocinogeni batteri del acido lattico e
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batterriocino allo scopo di diminuire il numero del batterio
Listeria monocytogenes nel cibo. | risultati della maggior
parte delle ricerce sono affirmativi secondo la standardiz-
zazione della applicazione di colture batteriocinogene,
siccome aumentano la sicurezza dei prodotti facendo
ridurre piu intesivamente i patogeni. La maggior parte dei
dati sull’ effetto positivo di batteriocinogene starter colture
si riferiscono alla ricerca delle salsicce fermentate, ma I’
effetto antilisterioso € stato descritto anche nella carne di
maiale appena confezionata sottovuotta, prodotti di carne
cucinati e messi in salamoia, e in pesce.

Le parole chiavi: Listeria monocytogenes, batterioci-
nogene starter colture
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