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1. UvOD

,,Paski sir je najcjenjeniji i najpoznatiji tvrdi ov¢ji sir u Hrvatskoj, ¢esto nazivan i ,,paskim
parmezanom®. Proizvodi se od mlijeka paske ovce koja se hrani na pasnjacima bogatim raznim
vrstama ljekovitog i aromati¢nog bilja, $to rezultira sirom karakteristicnog pikantnog okusa i
ugodnog mirisa. Sir se izraduje od sirovog i/ili pasteriziranog ov¢jeg mlijeka, a prirodnu mikrofloru
mlijeka vecinski ¢ine heterogene vrste bakterija mlije¢ne kiseline (BMK). Dominacija odredenih
vrsta BMK u procesu proizvodnje ,,PaSkog sira“ ovisi o temperaturi obrade sirovog grusa i uvjetima
zrenja, Sto uvelike utjeCe na kvalitetu sira. BMK iniciraju sloZene biokemijske reakcije koje su
kljuéne za razvoj specifi¢nih organoleptitkih svojstava ovog sira (BARAC i sur., 2008.; OSTARIC
i sur., 2022.).

Autohtona mikrobiota odnosno BMK do sada nisu istrazivane u kontekstu lanca
proizvodnje tradicijskog Paskog sira. Identifikaciju laktobacila u siru provela je JENSERLE
(2012.) primjenom PCR metode te izvjestila o tri identificirane vrste: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum i Lactobacillus paracasei (danas Levilactobacillus brevis,
Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei). Pored toga, prema naSim saznanjima
nije istrazen ni profil antimikrobne rezistencije u tom tipu proizvodnje. Preispitivanje uloge BMK,
uklju¢ivo enterokoka, u horizontalnom prijenosu gena rezistencije vazno je za sigurnost
fermentirane hrane Ciji doprinos ovom javnozdravstvenom problemu tek treba procijeniti
(WOLFE, 2023.). S obzirom da se BMK generalno smatraju tzv. dobrim bakterijama (probioticka
svojstva idr.) rijetko promisljamo o potencijalnim povezanim rizicima, tim vise $to ih svakodnevno
unosimo u velikom broju s premisom njihove dobrobiti za nase zdravlje. Medutim, pod
pretpostavkom da je ta prirodna mikrobiota preuzela gene rezistencije od drugih bakterija te
potencijalno ih prenosi dalje kroz lanac hrane na (uvjetno) patogene bakterije, daje nam opravdan
razlog za oprez (ZDOLEC i sur., 2016.). Problem procjene rizika antimikrobne rezistencije BMK
iz hrane zivotinjskog podrijetla lezi i u nedostatku sluzbenih validiranih kriterija (npr. minimalnih
procjenu sigurnosti mikroorganizama koji se dodaju u formi dodataka u hranu za Zivotinje, a

preporucila ih je Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, 2018.).

Cilj je ovog diplomskog rada bio izdvojiti i identificirati bakterije mlije¢ne kiseline iz lanca
tradicionalne proizvodnje Paskog sira, dakle iz mlijeka ovaca, sirista janjadi (koristi se za
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dobivanje prirodnog sirila), sirnog grusa i sira tijekom zrenja. Takoder je cilj bio medu identificiranim
izolatima odabrati sojeve identificiranih vrsta i podvrgnuti ih testiranju osjetljivosti na antibiotike u svrhu

preliminarnog uvida u prevalenciju rezistencije u tradicionalnoj proizvodnji Paskog sira.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Proizvodnja Paskog sira

Proces proizvodnje sira je slozen, a njegova kvaliteta i jedinstvenost ovise o nizu ¢imbenika.
Medu vaznim ¢imbenicima koji pridonose jedinstvenosti kona¢nog proizvoda, sira, svakako su
sastav i karakteristike sirovog mlijeka, koje su uvelike odredene genetikom zivotinja ukljucenih u
njegovu proizvodnju. Stoga genetika odredene jedinke ili pasmine predstavlja jedan od klju¢nih
elemenata za uspjeSnu proizvodnju autohtonih mlijecnih proizvoda, koji se ¢esto komercijalno
povezuju sa zasticenom 0znakom izvornosti. Istovremeno, utjecaj genetike Zivotinja na kvalitetu i
posebnost sira skladno se uklapa u koncept odrzivog stocarstva i oCuvanja raznolikosti domacih

Zivotinja i mlije¢nih proizvoda (OSTARIC i sur., 2022.).

Slika 1. Paska ovca; izvor: https://www.ovce-koze.hr/ovcarstvo-kozarstvo/ovcarstvo-i-

kozarstvo- u-rh/ovcarstvo-i-kozarstvo-u-rh/pasmine-ovaca/paska-ovca/

,,Paski sir je sir koji se proizvodi isklju¢ivo na podrucju otoka Paga, Skrda i Mauna. Pod

pojmom ,,Paski sir“ podrazumijeva se tvrdi ov¢ji sir od punomasnog mlijeka pasmine paske ovce
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(Slika 1). Prema literaturi paska ovca je ,,nastala* 1870. godine (BARAC i sur., 2008.). ,,Paski sir“
se moze prepoznati po svom niskom cilindriénom obliku, ravnom do lagano konveksnom plastu te
relativo maloj masi do 3,5 kg. Tvrde i glatke je kore te zlatnozute do svijetlocrvenkasto-smede boje.
Paski sir nalazi se u skupini ekstra tvrdih, punomasnih sireva koji zriju najmanje 6 mjeseci
(UDRUGA PROIZVODACA PASKOG SIRA OTOKA PAGA, 2018.). Zreli Pagki sir pikantnog
je okusa i oStrog okusa i mirisa po ov¢ijem mlijeku. Prosje¢no se dobije 15 do 17 kilograma Paskog

sira od 100 L ov¢jeg mlijeka. Smatra se kako je Paski sir jedan od najpoznatijih autohtonih sireva

u Hrvatskoj (TRATNIK, 1998.).

U proSlosti Paski sir proizvodio se na dva nacina, ,,na ruke* i ,,na formu*. Paski sir ,,na
ruke* najcesce se proizvodio na isto¢noj strani otoka dalje od Povljane. Sir ,,na ruke* proizvodio
se kraj ognjiSta. Upotrebljavalo se tvornicko sirilo koje se stavljalo u mlijeko koje se sirilo sat
vremena. Nakon sirenja se rajsece 1 dobro ,kalatacom* istuCe, zatim se sirina skuplja u grudu
stiS¢uci ju nekoliko minuta prema dnu. Gruda se stavlja u drveni kalup u koji se najprije stavi krpa.
Gruda se gnjec¢i rukama, a zatim se na sir stavlja das¢ica, a na daS¢icu kamen koji ostane na siru
do sutra. Sir se soli dvaput, prvi put 4 do 5 sati nakon pravljenja sira, a drugi put nakon 24 sata. Sir
dok zrije okrece se svaki dan i nekoliko puta se opere u morskoj vodi. Sir se stavljao u prodaju
najces¢e nakon mjesec dana zrenja. Takav sir nije bio punomasan, te je nakon nekoliko mjeseci

zrenja bio dosta suh, §to ga je ¢inilo izvrsnim sirem za struganje (BAKOVIC, 1961.).

Nacin pravljenja sira ,,na formu* je zapravo sir koji se pravio uz pomo¢ limenih kalupa. Na
taj nacin su pravili sir u razvijenijim dijelovima otoka, oko Novalje i Kolana. Mlijeko se
podsiravalo sa sirilom u prahu na 35 °C. Nakon 45 minuta mlijeko se koagulira. Zatim se grus
usitni na veli¢inu zrna rize uz pomoc¢ ,.kalatac¢e* i dogrije na 45 °C. Nakon 10 minuta susenja Sira,
dok se dobro istalozila sirutka, sir se mjesa 2 do 3 minute, vadi se u lub u sirnu krpu i presa
kamenom. Sir se soli dvaput, isti dan i dan poslije, a okrece se nekoliko puta i mijenja mu se sirna
krpa. Sir zrije obi¢no mjesec dana prije prodaje, prvo se 10 dana drzi na dasci, a kasnije se stavlja
u sobu ili konobu gdje je hladnija temperatura, oko 20 °C (BAKOVIC, 1961.).

U danaSnje vrijeme ,,PaSki sir* proizvodi se od termicki obradenog ili sirovog mlijeka.

Dodatci koje je dozvoljeno koristiti su kalcijev klorid, mlije¢ne starterske kulture i lizozim.

Mlijeko se siri tijekom 40 do 60 minuta pri 30 do 33 °C. Nakon sirenja dobiva se grus koji se reze
na jednoli¢na zrna veli¢ine psenice (Slika 2). Zatim slijedi mjeSanje grusa koji se dogrijava pri 38
do 45 °C tijekom 10 do 30 minuta. Nakon cijedenja grusa i njegovog odvajanja od sirutke, sir se
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stavlja na preSanje u kalupe tijekom najkrace 90 minuta. Neposredno prije preSanja na sir se
postavlja numerirana kazeinska plocCica sa jedinstvenim brojem ,koluta® sira i zajednicki znak
,,Paski sir“. Nakon preSanja sir se stavlja u salamuru slanosti 18 do 24 °Be tijekom 12 sati. Potom
se stavlja na zrenje u prostoriju tijekom 60 dana u kojoj je relativna vlaznost zraka 60-90 %,
temperatura zraka 10-20 °C. Tijekom zrenja Sir Se po potrebi ¢etka te pere salamurom, vodom ili
sirutkom, te 4 do 6 puta premazuje uljima biljnog podrijetla. ,,Paski sir” se najéesée na trzistu nalazi
u cjelovitom obliku (Slika 3), vec¢i kolutovi sira mogu se rezati u komade i potom vakumirati, a
sirevi koji zriju vise od 12 mjeseci na trziste se mogu stavljati i u naribanom obliku. Ribanjem i
rezanjem sira gubi se njegova autenti¢nost i kvaliteta, te je teze pratiti sljedivost takvog sira jer vise
nije vidljiv serijski broj kazeinske plog¢ice (UDRUGA PROIZVODACA PASKOG SIRA OTOKA
PAGA, 2018.).

Slika 2. Grus za ,,Paski sir*;

izvor: https://gligora.com/sirana/proizvodnja-ireva/nasa-sirana-i- tehnologija




Slika 3. Paski sir; snimio: Fabijan Ostari¢, projekt Sir je IN

2.2. Bakterije mlije¢ne Kiseline u ovéjem mlijeku i sirevima

Bakterije mlije¢ne kiseline su Gram-pozitivni, nesporulirajuéi, anaerobni koki ili Stapiéi
koji proizvode mlije¢nu Kiselinu kao jedan od produkata fermentacije ugljikohidrata (LATHINEN i
sur., 2012.). Bogat izvor korisnih mikroba, poput bakterija mlijeCne kiseline s probiotickim
svojstvima, predstavljaju sirovo mlijeko i sirevi od sirovog, nepasteriziranog mlijeka (OSTARIC i
sur., 2022.). Dijelimo ih na homofermentativne (produkt fermentacije je mlije¢na kiselina) 1
heterofermentativne vrste (uz mlije¢nu kiselinu, produkti su i octena kiselina, alkohol, CO2 i dr.)
(HEROUT, 2018.). Bakterije mlije¢ne kiseline koriste se za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih
proizvoda i sireva te ih ubrajamo u korisne bakterije (TRATNIK, 1998.). Nalazimo ih primjerice
u fermentiranim mesnim proizvodima, u mlijeku i fermentiranim mlije¢nim proizvodima, kruhu
od kiselog tijesta ili fermentiranom povrcu. Takoder se prirodno nalaze u probavnom sustavu ljudi i
zivotinja. Bakterije mlijecne kiseline takoder se koriste 1 kao probioti¢ke kulture kako bi poboljsale

zdravlje ljudi 1 zivotinja (KORHNEN, 2010.).

U sirovom mlijeku je njihov broj vrlo promjenjiv i vjerojatno ovisi o fazi proizvodnog lanca
te 0 mjestu i vremenu prikupljanja (OSTARIC i sur., 2022.). Ov&je mlijeko sadrzi mnogo veéi broj
mikroorganizama u odnosu na kravlje mlijeko, a uzrok tome je nacin drzanja, muznje i hranidbe.

U ovéjem mlijeku nalazimo pozeljne mikroorganizme koji su tehnoloski prihvatljivi u proizvodnji
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mlije¢nih proizvoda (Lactococcus spp., Lactobacillus spp.), te nepozeljne mikroorganizme koji
mogu prouzrociti greske u fermentaciji i zrenju, ali i uzrokovati oboljenja ljudi (ANTUNAC i
HAVRANEK LUKAC, 1999.). Uz laktobacile i laktokoke pronalazimo i enterokoke koje &ini 58
vrsta i 2 podvrste (PANDOVA i sur., 2024.). Enterokoki su prisutni u sadrzaju crijeva ljudi i
domacih zivotinja, te su ¢esto pokazatelji fekalnog onecis¢enja (TEUBER isur., 1999.). Enterokoki
se unutar skupine BMK smatraju vrlo kontroverznim bakterijama te se ¢esto nazivaju bakterijama
na granici sigurnosti hrane. Putem probavnog sustava ili kontaminiranog okoliSa, enterokoki
koloniziraju sirovine, uklju¢uju¢i mlijeko, gdje tijekom procesa fermentacije prezivljavaju i
razmnozavaju se. Enterokoki mogu biti od velike vaznosti za razvoj specifi¢nih senzornih svojstava
u siru, ali njihova otpornost na sol, visoke temperature i nizak pH moze doprinjeti njihovom
pretjeranom rastu i kvarenju hrane (ZDOLEC i KIS, 2022.). Sirovo mlijeko i meso, te fermentirani
proizvodi od sirovog mlijeka gotovo uvijek sadrze enterokoke, ponajprije Enterococcus faecium i
Enterococcus faecalis (TEUBER i sur., 1999.).

Sastav mikrobiote sirovog ov¢jeg mlijeka bio je predmet brojnih istraZzivanja u razli¢itim
podnebljima, pri ¢emu je koriStena klasicna i1 suvremena metodologija identifikacije pa se pri
usporedbi takvih rezultata istrazivanja to treba uzimati u obzir. Primjerice MALDI TOF masenom
spektrometrijom QUINTANA i sur. (2020.). pronalaze 21 vrstu bakterija mlije¢ne Kiseline medu
703 odabrane kolonije s MRS agara. Prevladavaju¢i rod je bio Lactobacillus (74 %), a vrste
Lactobacillus pentosus/plantarum/paraplantarum (32,4 % svih izolata). Ostale BMK koje su
identificirane su Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus coryniformis, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus  casseliflavus,  Enterococcus  mundtii, Weisella  confusa, Weissella
paramesenteroides, Leuconostoc citreum, Leuconostoc  mesenteroides, Leuconostoc
pseudomesentereoides, Lactococcus lactis, Streptococcus gallolyticus i Streptococcus infantarius.
PATIL i sur. (2019.) su iz ov¢jeg mlijeka sekvenciranjem 16S rRNA identificirali tek Cetiri vrste
medu izolatima s MRS agara i to L. plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus i Bacillus shackletonii, a ACURCIO i sur. (2014.) enterokoke; E. faecium,

Enterococcus durans i E. casseliflavus. ALEGRIA i sur. (2012.) su pak u poljskom ov¢jem siru

utvrdili pomoc¢u PCR amplifikacije i DGGE analize prevladavanje vrste Lactococcus lactis subsp.

lactis (60 % izolata). Drugi prema zastupljenosti bili su laktobacili, uglavhom L. casei i L.



plantarum. Nadalje nekoliko izolata identificirano je iz rodova Leuconostoc, Enterococcus i
Streptococcus.

U pogledu tradicionalnog Paskog sira, identifikaciju laktobacila provela je JENSERLE
(2012.) primjenom PCR metode te izvjestila o tri identificirane vrste: Lactobacillus brevis, L.

plantarum i L. paracasei.

2.3. Otpornost bakterija mlije¢ne kiseline na antibiotike

Antimikrobna rezistencija (AMR) je sposobnost bakterija da prezive izlozenost definiranoj
koncentraciji antibiotika (ACAR i ROSTEL, 2001.). Antimikrobna rezistencija jedan je od vode¢ih
javnozdravstvenih problema danasnjice, a koji se usko veze uz okoli§, domace Zivotinje, hranu za
zivotinje 1 hranu Zivotinjskog podrijetla, kao uostalom 1 za ljude odnosno antimikrobnu terapiju u

medicini (ZDOLEC i sur., 2016.).

Pojava otpornosti bakterija na antibiotike usko je vezana uz mehanizam horizontalnog
prijenosa gena. Elementi kao S§to su plazmidi, transpozoni i integroni su kljucni elementi u
bakterijskom horizontalnom prijenosu gena otpornosti, te su uglavnom odgovorni za prijenos gena
unutar ili izmedu bakterijskih vrsta. Takoder uspjesno je testiran i prijenos AMR gena posredovan
fagom izmedu razli¢itih enterokoknih vrsta i medu razli¢itim sojevima E. faecalis. Bakterije
mlijeCne kiseline koje se nalaze u hrani mogle bi biti rezervoar AMR gena za patogene bakterije u
ljudi (DEVIRGILLIS i sur., 2013.). Laktokoki i laktobacili pokazuju najvecu otpornost unutar
BMK na tetracikline, makrolide, glikopeptide, polimiksine (DEVIRGILIS 1 sur., 2013.). PrijaSnja
istrazivanja pokazala su kako su enterokoki ¢esto nosioci AMR gena te otporni na velik broj
antibiotika kao $to su penicilin, cefalosporin, vankomicin, streptomicin, eritromicin, fluorokinolon,
kloramfenikol, tetraciklin, neomicin, sulfonamidi i trimetoprim, rifampicin i klindamicin
(TEUBER i sur., 1999.). Isti autori su utvrdili otpornost laktobacila iz sirovog mlijeka i mlije¢nih
proizvoda prema tetraciklinu, eritromicinu, penicilinu G, kloksacilinu, streptomicinu, gentamicinu,

vankomicinu (intrizi¢no), cefazolinu i kloramfenikolu. Laktokoki su prema

istrazivanjima rezistentni na vecinu klinicki vaznih antbiotika. Lc. lactis subsp. lactis pokazuje

rezistenciju prema streptomicinu, tetraciklinu, kloramfenikolu (TEUBER i sur., 1999.).



VESKOVIC i sur. (2017.) isti¢u da su bifidobakterije najéesée otporne na vankomicin,
streptomicin, kanamicin, gentamicin, trimetroprim, fusidatnu kiselinu, norfloksacin, metronidazol,
nalidiksi¢nu kiselinu, polimiksin B i kolistin; najées¢e primarno (prirodena otpornost). Bakterije iz
roda Pediococcus pokazuju prirodenu otpornost na tetraciklin, streptomicin, kanamicin,
glikopeptide, doksiciklin, trimetoprim-sulfametoksazol, ciprofloksacin i sulfametoksazol. Vrsta P.
pentosaceus je mogu¢ nosioc prenosivih gena rezistencije za eritromicin i tetraciklin. Nadalje,
bakterije iz roda Leuconostoc pokazuju rezistenciju prema glikopeptidima, metronidazolu,
cefoksitinu, nalidiksi¢noj kiselini, kanamicinu, gentamicinu, streptomicinu, nitrofurantoinu,
trimetoprimu i sulfadiazinu. Prirodena otpornost Lc. lactis zabiljezena je prema kolistinu,
pipemidnoj kiselini, fosfomicinu i rifamicinu. Pojedinac¢ni sojevi Lc.lactis rezistentni su i prema
kloramfenikolu, streptomicinu, tetraciklinu i eritromicinu. Enterokoki pokazuju sekundarnu
(steCenu) otpornost prema kloramfenikolu, klindamicinu, eritromicinu, aminoglikozidima, R-
laktamima, tetraciklinima, fluorokinolonima i glikopeptidima. Laktobacili opcenito nisu osjetljivi
na eritromicin, tetraciklin, kanamicin, neomicin, streptomicin, gentamicin i kloramfenikol
(VESKOVIC isur., 2017.).

2.3.1. Otpornost bakterija mlije¢ne kiseline iz ov¢jeg mlijeka i sireva na antibiotike

Otpornost bakterija mlije¢ne kiseline na antibiotike istrazuje se u kontekstu potencijalnog
rizika Sirenja otpornosti kroz lanac proizvodnje hrane. To je slu¢aj i u proizvodnji ov¢jeg mlijeka i
sireva od nepasteriziranog ov¢jeg mlijeka kako bi se ponajprije utvrdila prevalencija takvih sojeva
Sto se moze upotrijebiti u identifikaciji opasnosti pri procjeni rizika. Tako su primjerice CHEN 1
sur. (2020.) bili fokusirani na sojeve bakterije Lc. lactis izoliranih iz ov¢jeg mlijeka te zabiljezili
razli¢ite profile rezistencije medu sojevima, a obuhvacdali su oksacilin, amikacin, neomicin,
gentamicin, tetraciklin, norfloksacin, furazolidon, sulfametoksazol, polimiksin, ceftazidim,
kanamicin, vankomicin, doksiciklin. Enterokoki iz ov¢jeg mlijeka u istrazivanju ACURCIA i sur.

(2014.) bili su otporni na ceftazidim, oksacilin, streptomicin, vankomicin i ciprofloksacin.

MANGIA i sur. (2019.) su na izolatima laktobacila iz tradicionalnog ov¢jeg sira Fiore
Sardo (Sardinija) zabiljezili otpornost prema kanamicinu i gentamicinu. Otpornost BMK na
antibiotike istrazivali su i BULAJIC i sur. (2015.) u sjeni¢kom siru (Srbija) te utvrdili da je veéina
laktokoka otporna prema streptomicinu, ampicilinu, penicilinu i vankomicinu; laktobacili prema

vankomicinu i tetraciklinu, a enterokoki prema vankomicinu i streptomicinu.



Enterokoki iz ovéjeg sira u Slovackoj (VYROSTKOVA i sur., 2021.) pokazuju izrazenu
otpornost prema vankomicinu, eritomicinu, teikoplaninu i rimfapicinu, te umjerenu rezistenciju
prema minocilinu i nitrofurantoinu. U tom istrazivanju se pokazalo da je vise od polovine izolata
enterokoka sadrzavalo vanA gene, uz fenotipsku rezistenciju na vankomicin, a kod svih izolata
otpornih na eritromicin utvrdena je najucestalije prisutnost ermA gena, ali i drugih koji kodiraju
otpornost na eritromicin. Takoder su i svi izolati koji su sadrzavali vanA gen takoder pokazali

fenotipsku rezistenciju na teikoplanin.

TISIGKRIMANI i sur. (2022.) su istrazivali koncentracije antibiotika koje su potrebne za
inhibiciju rasta bakterija mlijecne kiseline iz ov¢jeg mlijeka i1 gr¢kih sireva. Za inhibiciju rasta
vecine izolata E. faecalis bila je potrebna koncentracija ve¢a od 128 mg/L antimikrobnih tvari
eritromicina, novobiocina, streptomicina, bacitracina, te tetraciklina. Inhibicija rasta ampicilinom
je varirala ovisno od izolata, a minimalna koncentracija se kretala u rasponu od 2 do 128 mg/L,
dok je za kloramfenikol i vankomicin bila prosje¢no 64 mg/L. Rast izolata Lc. lactis inhibirala bi
ve¢inom koncentracija ve¢a od 128 mg/L streptomicina i bacitricina, 128 mg/L eritromicina, 64-
128 mg/L kloramfenikola, 2-4 mg/L ampicilina, 32-128 mg/L tetraciklina i novobiocina, te 4-128
mg/L vankomicina. Rast izoltata Lp. pentosus inhibirale bi ve¢inom koncentracije vece od 128
mg/L bacitracina, kloramfenikola, eritromicina, novobiocina, streptomicina, vankomicina i
tetraciklina, te 2-16 mg/L ampicilina. Za prestanak rasta Lt. curvatus bila je potrebna koncentracija
veca od 128 mg/L bacitricina, novobiocina, streptomicina, vankomicina, 32 mg/L ampicilina, 64
mg/L eritromicina, 128 mg/L tetracilina te varijabilne koncentracije u sluc¢aju kloramfenikola. Za
inhibiciju rasta izolata E. faecium bile su potrebne u veéini slu¢ajeva koncentracije ve¢e od 128
mg/L bacitracina, kloramfenikola, eritromicina, streptomicina, 64 mg/L novobiocina, te varijabilne
koncentracije ampicilina i vankomicina. Rast izolata P. pentosaceus inhibirala bi u vecini slu¢ajeva
koncentracija ve¢a od 128 mg/L bacitracina, streptomicina, vankomicina i tetraciklina, te <128
mg/L amplicilina, kloramfenikola, eritromicina i novobiocina. Izolati Ln. mesenteroides, Lp.
plantarum, Lv. brevis i W. paramesenteroides bili bi inhibirani u veéini slucajeva
koncentracijom ve¢om od 128 mg/L bacitracina, streptomicina, vankomicina i tetraciklina, dok bi

za preostale antimikrobne tvari u vecini slu¢ajeva bilo potrebno manje od 128 mg/L.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Izolacija bakterija mlijecne Kiseline tijekom proizvodnje Paskog sira

Paski sir proizveden je na tradicionalan nacin u lokalnoj obiteljskoj sirani (Kolan, Pag) iz
mlijeka ovaca vlastitog gospodarstva. Tijekom proizvodnje prikupljeni su uzorci mlijeka ovaca,
grusa i sireva tijekom zrenja, kao i uzorci sirista sisajuce janjadi (KIS i sur., 2021.). Mikrobioloka
obrada uzoraka opisana je prethodno (KIS i sur., 2021.), a za daljnju determinaciju su izdvojene

192 kolonije s MRS agara.

3.2. Identifikacija izolata MALDI-TOF masenom spektrometrijom

Izolati bakterija mlije¢ne kiseline pripremljeni su nasadivanjem na MRS agar (BioMerieux,
Marcy I'Etoile, Francuska) inakon inkubacije (30 °C, 24 h) i dostavljeni u Zavodu za fizi¢ku kemiju
Intituta Ruder Boskovi¢ na identifikaciju. Standardni MALDI-TOF MS postupak sastoji se od
nanoSenja kolonije na MALDI matricu te dodavanja 1 pL 70% mravlje kiseline (Fisher Chemical,
Alcobendas, Spanjolska). Nakon su$enja na sobnoj temperaturi, svaka je to¢ka prekrivena s 1 puL
10 mg/mL alfa-4-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (CHCA, Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka)
u 50% acetonitrilu 1 2,5% trifluoroctenoj kiselini 1 ostavljena da se osusi.

Mijerenja su provedena s Microflex LT masenim spektrometrom (Bruker Daltonik, Bremen,
Njemacka), a spektri su snimljeni u pozitivnom linearnom modu u rasponu masa od 2 000 do 20
000 Da. Softver MBT Compass HT verzija 5.1 (Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka) koriSten je
za usporedbu spektara s referenthom bazom podataka. VVanjska kalibracija je provedena s Bacterial
Test Standardom (Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka). Kriteriji identifikacije bili su sljede¢i:
logaritamska vrijednost od 2,00-3,00 oznacavala je identifikaciju vrste s visokom pouzdanoscu,
logaritamska vrijednost od 1,70—1,99 oznacavala je identifikaciju vrste s niskom pouzdanosc¢u, dok
se vrijednost od 0-1,69 smatrala nepouzdanom identifikacija. (MIKULEC i sur., 2024.). Na
temelju vrijednosti rezultata koji predstavljaju najvec¢u vjerojatnost ispravne identifikacije,
odabrano je ukupno 100 izolata za procjenu zastupljenosti vrsta bakterija mlijecne kiseline u

uzorcima.
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3.3.0dabir izolata bakterija mlije¢ne kiseline za odredivanje otpornosti na antimikrobne tvari

Za ovo istrazivanje koristilo se 16 izolata bakterija mlije¢ne Kiseline, predstavnika
bakterijskih vrsta koje su identificirane MALDI-TOF MS-om:

= Lactococcus lactis

= Lactiplantibacillus plantarum

= Carnobacterium maltaromaticum
= Lactococcus raffinolactis

= Loigolactobacillus cornyformis
= Enterococcus faecalis

= Levilactobacillus brevis

= Pediococcus pentosaceus

= Leuconostoc mesenteroides

= Enterococcus durans

= Enterococcus faecium

= Enterococcus italicus

= Lacticaseibacillus paracasei

= Companilactobacillus paralimentarius
= Latilactobacillus sakei

= Latilactobacillus curvatus

3.4. Testiranje osjetljivosti bakterija mlije¢ne Kiseline na antimikrobne tvari

Provedeno je testiranje na ukupno 16 izolata bakterija mlije¢ne kiselina na 9 razli¢itih
antimikrobnih tvari pomo¢u E-testa (BioMerieux, Marcy [I'Etoile, Francuska). Odabir
antimikrobnih tvari proveden je prema preporukama EFSA-e (2018.) koje se odnose na bakterije
mlijecne kiseline kao dodatke hrani za Zivotinje, s obzirom da nema takvih uputa za izolate iz hrane
za ljude. Izolirane bakterije nanesene su troslojno i trosmjerno pomocu sterilnog brisa na MRS

agar, a nakon 15 minuta na njih su aplicirane E-test trakice pri ¢emu su koriStene maksimalno

3 trakice po jednoj petrijevoj zdjelici. Antimikrobne tvari koje su se Koristile u obliku E-test trakica

Su:
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= Ampicilin

= Vankomicin

= Tetraciklin

= Kanamicin

= Streptomicin

= Klindamicin

= Kloramfenikol
= Gentamicin

= Eritromicin

Nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 24 sata oCitane su minimalne inhibicijske koncentracije
(MIC) koja je odredena donjim dodirnim mjestom zone inhibicije s nanesenim vrijednostima MIC-
a na skali trakice E-testa (Slika 4). Intrepretacija rezultata provedena je prema kriterijima EFSA-e
(2018.; Tablica 1).

Slika 4. Princip oc¢itanja MIC vrijednosti E-testom (snimila: Marta Kis, dr.med.vet.)
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Tablica 1. Minimalne inhibicijske koncentracije (mg/L) odabranih antibiotika
za BMK (prilagodeno prema EFSA, 2018.)

g o ;O
= 5 £ = s E§ 3 &g &
S e < g g S < 2 <
= = = g 53 = = = 5
bas! = = - <
< = & ¥ & & & & U
Lactobacillus obligatno o) o) 16 16 16 1 4 4 4
homofermentativne *
Lactobacillus 1 2 16 64 16 1 4 4 4
acidophilus grupa
Lactobacillus oblig%tno 2 np. 16 64 64 1 4 g© 4
heterofermentaivne
Lactobacillus reuteri 2 n.p. 8 64 64 1 4 32 4
Lactobacillus 4 np. 16 64 64 1 4 8 4
fakultativno .
heterofermentativne ®
Lactiplantibacillus 2 np. 16 64 n.p. 1 4 32 8
plantarum/pentosus
Lacticaseibacillus 4 np. 16 64 32 1 4 8 4
rhamnosus

Lacticaseibacillus casei 4 np. 32 64 64 1 4 4 4
/paracasei

Bifidobacterium 2 2 64 n.p. 128 1 1 8 4
Pediococcus 4 np. 16 64 64 1 1 8 4
Leuconostoc 2  np. 16 16 64 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Streptococcus 2 4 32 np. 64 2 2 4 4
thermophilus

Propionibacterium 2 4 64 64 64 05 0.25 2 2

Enterococcus faecium 2 4 32 1,024 128 4 4 4 16
Corynebacterium 1 4 4 16 8 1 4 2 4

n.p.: nije preporuceno .

(@ - ukljucujuci L. delbrueckii

() : ukljucujuéi L. fermentum o

(©: Za'L. buchneri grani¢na vrijednost za tetraciklin je 128.

@ : Ukljucuju¢i homofermentativne vrste L. salivarius

= = o



4. REZULTATI

Rezultati identifikacije bakterija mlije¢ne kiseline prikazani su Tablicom 2, a primjeri
spektara masa odabranih vrsta su vidljivi na Slikama 5a i 5b. Identificirane vrste navedene su
redoslijedom koji odgovara njihovoj zastupljenosti u populaciji identificiranih kolonija. U
uzorcima sirovog ov¢jeg mlijeka identificirana je samo bakterija Lactococcus lactis, koja je kasnije
u gruSu potisnuta vrstama Carnobacterium maltaromaticum, Leuconostoc mesenteroides te
Lactococcus raffinolactis, dok u siru tijekom zrenja nije determinirana. Tijekom zrenja sira uocen
je porast bioraznolikosti populacije, odnosno broj identificiranih vrsta odmakom zrenja sira.
Mjesovita populacija bila je zastupljena ponajviSe vrstama laktobacila, potom enterokoka,
pediokoka, leukonostoka i karnobakterija. Ukupno je iz mlijeka, sirista, grusa i sira identificirano
16 razli¢itih vrsta koje su podvrgnute testiranju osjetljivosti na antibiotike: Lacticaseibacillus
paracasei, Loigolactobacillus coryniformis, Latilactobacillus sakei, Latilactobacillus curvatus,
Lactiplantibacillus plantarum, Companilactobacillus paralimentarius, Levilactobacillus brevis,
Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus italicus, Enterococcus

durans i Carnobacterium maltaromaticum.

Minimalne inhibicijske koncentracije antibiotika za odabrane izolate BMK (h=16)
prikazana je u Tablici 3. Sedam vrsta, odnosno Lactococcus raffinolactis, Enterococcus faecalis,
Pediococcus  pentosaceus, Enterococcus italicus, Lacticaseibacillus  paracasei,
Companilactobacillus paralimentarius i Latilactobacillus curvatus bilo je otporno na najmanje
jedan antibiotik prema kriterijima EFSA-e (2018.). Visestruko rezistentne vrste bile su E. faecalis,
Lc. raffinolactis, E. italicus, L. paracasei i C. paralimentarius. Otpornost je najucestalije
zabiljeZena prema kanamicinu i streptomicinu. Vazno je napomenuti da su izolati Lactococcus
lactis, Lactiplantibacillus plantarum, Carnobacterium maltaromaticum, Loigolactobacillus
cornyformis, Levilactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus durans,

Enterococcus faecium i Latilactobacillus sakei bili osjetljivi na sve testirane antibiotike.
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Tablica 2. Rezultati identifikacije bakterija mlije¢ne kiseline tijekom proizvodnje Paskog

sira

Uzorak

Broj kolonijaza Broj identificiranih

identifikaciju

kolonija (MALDI
score 2,0-3,0)

Identificirane vrste bakterija
mlijecne kiseline

Ov¢je mlijeko
(n=18)

18

18

Lactococcus lactis

Siriste janjadi
(n=3)

8

8

Enterococcus faecalis

Lactiplantibacillus plantarum

Sirni grus
(n=3)

60

50

Carnobacterium maltaromaticum
Leuconostoc mesenteroides
Lactococcus raffinolactis
Lactococcus lactis

Sir tijekom zrenja
(n=4)

Dan 13.

18

17

Leuconostoc mesenteroides
Lacticaseibacillus paracasei
Latilactobacillus curvatus
Enterococcus faecalis

Dan 50.

20

14

Loigolactobacillus corinyformis
Leuconostoc mesenteroides
Latilactobacillus sakei
Levilactobacillus brevis
Pediococcus pentosaceus
Enterococcus faecalis

Dan 80.

24

24

Enterococcus faecium
Enterococcus durans
Lacticaseibacillus paracasei
Latilactobacillus sakei
Pediococcus pentosaceus
Leuconostoc mesenteroides
Loigolactobacillus coryniformis
Enterococcus faecalis
Enterococcus italicus

Dan 120.

44

44

Lacticaseibacillus paracasei
Pediococcus pentosaceus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Loigolactobacillus coryniformis
Latilactobacillus sakei
Latilactobacillus curvatus
Companilactobacillus
paralimentarius
Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus durans
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Slika 5a. Prikaz MALDI TOF masenih spektara identificiranih vrsta BMK
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Slika 5b. Prikaz MALDI TOF masenih spektara identificiranih vrsta BMK
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Tablica 3. MIC vrijednosti antibiotika u inhibiciji rasta bakterija mlijecne Kiseline

iz lanca proizvodnje Paskog sira

g e ;O

- £ 8 £ s £ 5 £ g

2 S s = 2 5 = ) g

o v - < o = = 8 b

£ E 5 5 2 = = = °

< > O V 7 0 v = v

Lc. lactis 0,19 1 2 6 2 0,047 0,064 0,094 1

L. plantarum 1 np. 0,125 12 np. 0,032 0,125 2 4

Cb. maltaromaticum 0,023 05 12 64 128 0,047 0,125 1 1
Lc. raffinolactis 0,064 1 16 96 128 0,047 0,064 0,064 1,5

L. cornyformis 1 1 2 1 4 0,032 0,125 1 1
E. faecalis 0,5 1,5 96 256 1024 1,5 12 16 1,5
L. brevis 0,5 n.p. 1,5 24 12 0,094 3 6 1,5

P. pentosaceus 0,5 n.p. 4 64 24 0,064 0,125 2 1
Ln. mesenteroides 0,25 n.p. 1,5 6 8 0,023 0,125 1 1,5
E. durans 0,094 0,38 12 48 96 0,125 0,016 00124 15
E. faecium 0,094 0,38 8 64 48 2 0,032 0,094 15
E. italicus 0,5 1,5 64 256 768 1,5 16 8 1,5
L. paracasei 0,19 n.p. 64 256 384 1 2 4 0,75
C. paralimentarius 1,5 256 12 256 96 0,25 0,064 1 1,5
L. sakei 0,023 0,38 2 2 4 0,125 1 1 15

L. curvatus 0,38 256 16 96 0,94 0,94 0,5 0,5 1

n.p. nije preporuceno
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5. RASPRAVA

Istrazivanja autohtone mikrobiote u proizvodnji Paskog sira rijetko su provodena,
vjerojatno zbog transformacije u standardiziranu proizvodnju iz pasteriziranog mlijeka uz dodatak
starter kultura. Tek je JENSERLE (2012.) primjenom PCR metode identificirala tri prevladavajuce
vrste laktobacila u Paskom siru: L. brevis, L. plantarum i L. paracasei. Prema naSim saznanjima
nase istrazivanje predstavlja prvo cjelovitije prouc¢avanje mikrobiote kroz lanac proizvodnje
Paskog sira u smislu identifikacije prevladavaju¢ih autohtonih bakterija mlije¢ne kiseline u mlijeku
Paske ovce, grusu i siru tijekom zrenja. Pored toga, iz siriSta sisaju¢e janjadi izoliran je L.
plantarum, soj koji je koriSten u inovaciji u proizvodnji Paskog sira primjenom u
mikroinkapsuliranom obliku uz dodatak prirodnog sirila (KIS i sur., 2023.). Rezultati MALDI-
TOF MS identifikacije odabranih kolonija bakterija mlije¢ne kiseline pokazuju prevladavanje
laktobacila u pojedinim fazama zrenja sira, $to je u potpunosti razli¢ito od mikrobiote ov¢jeg
mlijeka u kojem je bila prisutna samo vrsta Lc. lactis. Ta vrsta laktokoka vrlo je znacajna u
mljekarstvu i posjeduje brojne pozeljne tehnolosko-zdravstvene znagajke. U tom smislu su PAJAC
1 sur. (2021.) potvrdili snaznu acidifikacijsku sposobnost kao i dobru proteoliticku, lipoliticku i
antimikrobnu aktivnost laktokoka iz mlijeka Paske ovce. Odabrani soj Lc. lactis takoder je
eksperimentalno koristen u proizvodnji Pagkog sira u mikroinkapsuliranom obliku (KIS i sur.,
2023.) §to nije narusilo standardnu kvalitetu sira. Vrlo veliku bioraznolikost mikrobiote ov¢jeg
mlijeka izvjestili su pak QUINTANA i sur. (2020.) primjenom MALDI-TOF MS determinacije pri
¢emu su prevladavali laktobacili. U ovéjem mlijeku uobi¢ajen je i nalaz enterokoka koji mogu
perzistirati u grusu te zrenju sireva (ACURCIO i sur., 2014.). Poznato je kako mikrobiota sirovog
mlijeka ovisi o brojnim ¢imbenicima ukljucujué¢i zdravlje vimena i higijenu proizvodnje, no
svakako ne treba zanemariti ni primjenjenu metodologiju izolacije BMK te pogotovo metodu
selekcije kolonija za identifikaciju i primijenjenu metodu identifikacije. U posljednje vrijeme se
paznja pridaje metodama koje zaobilaze klasi¢no izdvajanje zivih bakterija na mikrobioloSkim
podlogama, ve¢ se izdvaja bakterijska DNA iz uzorka hrane te podvrgava metagenomskom
sekvenciranju (LAUKOVA i sur., 2021.). Jasno je da takve metode daju sasvim nov pogled na
sastav mikrobioma mlijeka ili sira, no ipak se u kontekstu kvalitete i sigurnosti proizvoda treba
fokusirati na mikrobiotu koja je uzgojiva i izdvojiva iz uzorka (j. ziva) kako bi ju mogli povezivati

upravo s dobivenim poZeljnim ili nepoZeljnim svojstvima gotovog proizvoda.
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U nasem istrazivanju laktokoki su gruSanjem mlijeka te zrenjem sira bili potisnuti drugim
skupinama bakterija mlije¢ne kiseline, pa su tijekom zrenja sira izdvojeni i identificirani ponajprije
laktobacili, a potom enterokoki, pediokoki, leukonostok i drugi. Medu laktobacilima prevladavale
su homofermentativne vrste Sto je tehnoloski pozeljno jer ne stvaraju strane arome, plinove i sl.
Medutim, iako u manjem opsegu, izdvojeni su i nepozeljni enterokoki (E. faecalis) te u prvim
fazama zrenja i Leuconostoc vrste koje su heterefermentativne plinotvorne bakterije. U finalnom
proizvodu prevladavala je vrsta L. paracasei, koja je takoder prisutna u tvrdim sirevima s naseg
trziSta proizvedenima sa starter kulturama (ZDOLEC i sur., 2022.). Prisutnost enterokoka takoder
je uobicajena u tvrdim sirevima u tipu PaSkog sira (do 5 log CFU/g), no njihov nalaz moze

rezultirati ve¢im koli¢inama biogenih amina u siru, posebno tiramina (ZDOLEC 1 sur., 2022.).

S obzirom na utvrdenu bioraznolikost mikrobiote u ovom istraZivanju se preliminarno
fenotipski ispitale i njihovi profili osjetljivosti na antibiotike, na po jednom odabranom
predstavniku svih 16 izdvojenih vrsta BMK. Poznato je da je antimikrobna rezistencija
komenzalnih bakterija hrane u posljednje vrijeme interesantno podrucje istrazivanja zbog
potencijalnog horizontalnog prijenosa gena rezistencija u lancu hrane (WOLFE, 2023.). Naime,
pokazalo se da populacija tih bakterija u hrani moze nositi gene rezistencije za klini¢ki relevantne
antibiotike, koji mogu biti i prenosivi (CAMPEDELLI i sur., 2019.). S obzirom da se putem
fermentirane hrane u organizam potroSaca unosi velik broj tih bakterija, razvidan je znacaj
potencijalno rezistentne nepatogene mikrobiote poput laktobacila ili enterokoka (CAMPEDELLI i
sur., 2019.; ZDOLEC i KIS, 2022.). Ulogu fermentirane hrane u prijenosu rezistencije tek treba

evaluirati i procijeniti izloZenost potrosaca i potencijalni javnozdravstveni rizik (WOLFE, 2023.).

U naSem istraZivanju, medu ispitivanim vrstama najotpornijom se pokazao L. paracasei
kojeg je inhibiralo pet od devet testiranih antibiotika (gentamicin, kanamicin, streptomicin,
eritromicin i tetraciklin). Ti su rezultati u skladu s istrazivanjem HONI i sur. (2013.), gdje su izolati
L. paracasei bili rezistentni na iste antibiotike, osim na tetraciklin. U oba rada potvrdena je
osjetljivost prema ampicilinu i kloramfenikolu. Posebno se istiCe rezistencija prema
aminoglikozidima (gentamicin, kanamicin, streptomicin), sto je ¢esta pojava medu laktobacilima.
Ova otpornost moze biti klinicki znacajna u kontekstu probiotika i njihovih potencijalnih u¢inaka

na rezistenciju u mikrobiomima.

Sto se tite drugih vrsta laktobacila, u ovom istraZivanju su predstavnici vrsta L.

cornyformis, L. brevis, L. sakei i L. plantarum bili osjetljivi na sve testirane antibiotike. Suprotno
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tome, XU i sur. (2023) su izvijestili o multirezistenciji izolata L. cornyformis prema vankomicinu,
oksacilinu, imipenemu i norfloksacinu. Nadalje, WU i sur. (2022.) su izvijestili o rezistenciji izolata
L. brevis prema vankomicinu, fluorokinolonima i fosfomicinu, a DINCER i KIVANC (2022.) u
L. sakei na kanamicin, lomefloksacinu i ceftriakson. L. curvatus u nasSem je istrazivanju pokazao
je fenotip rezistencije na vankomicin, gentamicin i kanamicin. Ovi rezultati se razlikuju od nalaza
CHEN i sur. (2020), koji su izvijestili o rezistenciji L. curvatus na kloramfenikol, eritromicin i
tetraciklin.

Prema rezultatima istrazivanja, E. faecalis je druga najotpornija vrsta, pokazujuci
otpornost prema gentamicinu, streptomicinu, klindamicinu i tetraciklinu. Pri tome naglasimo da
smo procjenu otpornosti na antibiotike za E. faecalis i druge enterokoke (E. durans. E. italicus)
provodili prema preporu¢enim kriterijima za E. faecium (EFSA, 2018.). Sli¢ne rezultate dobili su i
FURLANETO-MAIA i sur. (2014.), koji su izvijestili o rezistenciji E. faecalis iz mekog sira u
Brazilu prema tetraciklinu, ali 1 prema eritromicinu i vankomicinu, §to nije uoceno u ovom
istrazivanju. CHINGWARU 1 sur. (2002.) takoder su zabiljezili visoku rezistenciju izolata E.
faecalis iz mesa i mlijeka prema ampicilinu, vankomicinu, te vrlo visoku otpornost na tetraciklin.
Sto se ti¢e ostalih vrsta enterokoka, E. italicus je bio otporan prema streptomicinu, klindamicinu i
tetraciklinu, dok su E. durans i E. faecium bili osjetljivi na sve testirane antibiotike. TEUBER i
sur. (1999.) izvijestili su da su enterokoki ¢esto otporni na vankomicin, streptomicin, eritromicin,
kloramfenikol, tetraciklin i klindamicin. Sli¢no tome, VESKOVIC i sur. (2017.) ukazuju na ste¢enu
otpornost enterokoka prema kloramfenikolu, klindamicinu, eritromicinu, aminoglikozidima, beta-
laktamima 1 tetraciklinu. Zabrinutost oko rezistencije enterokoka lezi u njihovoj sposobnosti
horizontalnog prijenosa gena za kljune antibiotike poput vankomicina i meticilina, Sto im
omogucava brzu prilagodbu i Sirenje rezistencije medu vrstama (EMAMALIPOUR i sur., 2020.;
KRAUSE i sur., 2022.). Ovi razultati isticu vaznost kontinuiranog pracenja otpornosti enterokoka u
prehrambenom lancu 1 njithovu sposobnost prijenosa otpornosti na patogene bakterije, Sto

predstavlja ozbiljan javnozdravstveni rizik.

U ovom istrazivanju, Lc. lactis je bio osjetljiv na sve antibiotike, dok je Lc. raffinolactis

bio otporan na kanamicin i streptomicin. DEVIRGILIS i sur. (2013.) izvjestavaju da laktokoki

Cesto pokazuju rezistenciju prema tetraciklinu, makrolidima, glikopeptidima i polimiksinima.
CHEN i sur. (2020.) su na izolatima Lc. lactis iz ov¢jeg mlijeka zabiljezili razlicite profile

rezistencije medu sojevima, a obuhvacali su oksacilin, amikacin, neomicin, gentamicin, tetraciklin,
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norfloksacin, furazolidon, sulfametoksazol, polimiksin, ceftazidim, kanamicin, vankomicin,
doksiciklin, to se razlikuje od nasih rezultata. Takoder, BULAJIC i sur. (2015.) su zakljugili kako
su laktokoki iz sireva ¢esto rezistentni na streptomicin, ampicilin, vankomicin i penicilin. Razli¢iti
stupanj osjetljivosti/otpornosti laktokoka medu razli¢itim istrazivanjima, ukoliko zanemarimo
eventualne metodoloske razlike i Kriterije procjene rezistencije, vjerojatno je posljedica razli¢itog

stupnja optereéenosti stoc¢arske proizvodnje antibioticima te okolisnim ¢imbenicima.

Izolat Pediococcus pentosaceus iz Paskog sira testiran u ovom istrazivanju je pokazao
rezistenciju prema kanamicinu, jednoj od osam testiranih antimikrobnih tvari, sto je takoder manji
stupanj otpornosti u odnosu na druga istrazivanja ove vrste podrijetlom iz mljekarske proizvodnje.
Tako su BHUKYA i BHUKYA (2021.) na P. pentosaceus iz mlacenice utvrdili otpornost uz
kanamicin i na streptomicin, vankomicin, ciprofloksacin, norfloksacin i trimetoprim. Pracenje
otpornosti na antibiotike kod P. pentosaceus je vazno jer postoji moguénost da nosi prenosive gene
rezistencije, posebice za eritromicin i tetraciklin, $to su naglasili VESKOVIC i sur. (2017.). Ovakva
rezistencija moze predstavljati rizik za Sirenje otpornosti na antibiotike u prehrambenom lancu i
javnom zdravstvu. Leuconostoc mesenteroides u nasem istrazivanju takoder je bio osjetljiv na sve

testirane antibiotike, $to je povoljan rezultat u odnosu na druga izvjesé¢a (VESKOVIC i sur., (2017.).

Bakterije mlijecne kiseline obi¢no su osjetljive na antimikrobne tvari koje djeluju kao
inhibitori stani¢ne stijenke kao $to su penicilini i inhibitore beta laktamaze, a naj¢ece su otporne na
aminoglikozide kao $to su kanamicin, streptomicin, gentamicin i neomicin (CHEN i sur., 2020.),
Sto je zabiljezeno iu ovom radu. Dobiveni rezultati ukazuju na umjerenu prevalenciju antimikrobne
rezistencije u odabranim izolatima BMK iz lanca proizvodnje tradicionalno proizvedenog ov¢jeg
sira. Izolati koji su pokazali potpunu osjetljivost na antibiotike, L. plantarum, Lc. lactis, E. faecium

i E. durans, potencijalni su kandidati za daljnju karakterizaciju u odabiru sirarskih kultura.
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ZAKLJUCCI

Obuhvatom uzoraka od sirovog ovc¢jeg mlijeka, siriSta janjadi, sirnog grusa do Paskog
sira u tijeku zrenja ukupno je identificirano 16 razli¢itih vrsta bakterija mlijene kiseline.
Prevladavale su vrste homofermentativnih laktobacila, potom enterokoka, pediokoka i
laktokoka.

Vecina je izolata bila osjetljiva na antibiotike $to ide u prilog dobre prakse u ekoloskom
ovcarstvu otoka Paga

Fenotipski zabiljezenu rezistenciju pojedinih izolata potrebno je dodatno istraziti u smislu

potencijala prijenosa rezistencije na izloZenu indikatorsku nerezistentnu mikrobiotu
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8. SAZETAK

Ena Horvat - OTPORNOST NA ANTIMIKROBNE LIJEKOVE IZOLATA

MLIJECNOKISELINSKIH BAKTERIJA IZOLIRANIH TIJEKOM PROIZVODNJE

TVRDOG OVCIJEG SIRA

Autohtona mikrobiota tradicionalnih sireva moze biti izvor potencijalnih mljekarskih
kultura koje se mogu Koristiti u kontroliranoj, standardiziranoj proizvodnji. Cilj ovog rada bio je
procijeniti osjetljivost bakterija mlije¢ne kiseline izoliranih tijekom tradicionalne proizvodnje
Paskog sira na antimikrobna tvari (antibiotike). Bakterije mlijecne kiseline (BMK, n=175) izolirane
su iz sirovog ov¢jeg mlijeka, siriSta janjadi, grusa i sira tijekom zrenja koriste¢i de Man, Ragosa i
Sharpe agar (MRS) te identificirane pomoéu MALDI-TOF masene spektrometrije. Nakon
identifikacije do razine vrste, izolati su testirani na osjetljivost prema antibioticima: ampicilinu,
vankomicinu, gentamicinu, kanamicinu, streptomicinu, eritromicinu, klindamicinu, tetraciklinu i
kloramfenikolu E-testom (minimalna inhibitorna koncentracija) na MRS agaru. Rezultati su
interpretirani prema mikrobioloSkim grani€nim vrijednostima predlozenim od strane EFSA-e.
Ukupno je identificirano 16 razli¢itih vrsta BMK, a prevladavale su vrste homofermentativnih
laktobacila, potom enterokoka, pediokoka i laktokoka. Vec¢ina je izolata bila osjetljiva na
antibiotike Sto ide u prilog dobre prakse u ekoloskom ovcarstvu otoka Paga. Fenotipski zabiljeZenu
rezistenciju pojedinih izolata potrebno je dodatno istraziti u smislu potencijala prijenosa
rezistencije na izlozenu indikatorsku nerezistentnu mikrobiotu. Izolati koji su pokazali potpunu
osjetljivost na antimikrobna sredstva, kao $to su Lactiplantibacillus plantarum, Lactococcus lactis,
Enterococcus faecium i Enterococcus durans, predstavljaju potencijalne kandidate za daljnju

karakterizaciju i odabir za primjenu u mljekarstvu.

Kljuéne rijeci: antimikrobna rezistencija, bakterije mlije¢ne kiseline, MALDI-TOF MS, ,,Paski

BN 14

SIr
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9. SUMMARY

Ena Horvat — THE RESISTANCE TO ANTIMICROBIAL DRUGS OF LACTIC ACID

BACTERIA ISOLATES OBTAINED DURING THE PRODUCTION OF HARD

SHEEP CHEESE

The indigenous microbiota of traditional cheeses may be a source of potential dairy cultures
that can be used in controlled, standardized production. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial susceptibility of lactic acid bacteria isolated during the traditional production of Pag
cheese. Lactic acid bacteria (LAB, n=160) were isolated from raw sheep milk curd and cheese
during ripening using de Man, Ragosa and Sharpe agar (MRS) and identified by MALDI-TOF
mass spectrometry. After identification to species level, isolates were tested for antimicrobial
susceptibility to ampicillin, vancomycin, gentamycin, kanamycin, streptomycin, erythromycin,
clindamycin, tetracycline, and chloramphenicol by E-test (Minimal Inhibitory Concentrations) on
MRS agar. The results were interpreted according to the microbiological cut- off values proposed
by EFSA. A total of 16 different species of LAB were identified, with the predominant species
being homofermentative lactobacilli, followed by enterococci, pediococci and lactococci. Most
isolates were sensitive to antibiotics, which indicates good practice in organic sheep farming on
the island of Pag. The phenotypically recorded resistance of individual isolates needs to be further
investigated with regard to the potential of resistance transfer to the exposed, non-resistant
microbiota. Isolates that showed complete sensitivity to antimicrobial agents, namely -
Lactiplantibacillus plantarum, Lactococcus lactis, Enterococcus faecium, and Enterococcus

durans, are potential candidates for further characterization to be selected for dairy applications.

Key words: antimicrobial resistance, lactic acid bacteria, MALDI-TOF MS, ,,Pag cheese*
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