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Bacteria of Enterococcus genus in milk and dairy products
Summary

Enterococci are widely present in nature and gain entry into raw milk and milk products through
equipment, unsanitary and unhygienic production and handling conditions, as well as through the water
supply. This short review describes current knowledge on the positive and negative importance of enterococci
in relation to the dairy industry. These bacteria are important for ripening and developing the aroma of certain
cheeses, especially traditional cheeses produced in the Mediterranean area. Their influence on the sensory
properties of cheeses seems due to specific biochemical traits such as proteolysis and lipolytic activity, citrate
utilisation, and production of aromatic volatile compounds. In many cheeses enterococci occur as non-starter
lactic acid bacteria (NS-LAB), and they are also components of cheese starter cultures. Some enterococci are
also used as probiotics and have the ability to produce bacteriocins (enterocins) and inhibit growth of food
spoilage or pathogenic bacteria. Enterococci may also reduce serum cholesterol levels, but on the other hand,
can spoil milk products and cause bacteraemia or other infections. Virulence factors such as adhesins, invasins
and haemolysin are little known. There is evidence that enterococci in food may produce thermo stable
biogenic amines provoking migraine attacks and even food poisoning. Some strains of enterococci are resistant
to many antibiotics such as Vancomycin. Enterococcal strains isolated from food and clinical causes have
demonstrated the ability to gene transfer Vancomycin and Tetracycline resistance among Enterococcus spp.
and other bacteria. The role of enterococci in disease and food poisoning has raised questions concerning their

safety for use as probiotics in the dairy industry.
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Rodzaj Enterococcus sa to Gram-dodatnie paciorkow-
ce, wywodzace si¢ z dotychczasowych streptokokow
grupy D, ktérym nadano nazwe ,.enterokoki”, w celu
podkreslenia ich jelitowego pochodzenia. Dotychczas,
wyizolowano 1 opisano blisko 30 gatunkow enteroko-
kéw (1,9, 16, 17). Jednak tymi o najwigkszym znacze-
niu dla przemysiu mleczarskiego pozostajq nadal gtow-
nie E. faecium i E. faecalis, po raz pierwszy wyizolowa-
ne z ludzkich jelit (1, 16, 31).

Wystepowanie w mleku surowym
i Srodowisku jego pozyskiwania

Enterokoki sa czescia autochtonicznej mikroflory ukta-
du pokarmowego (glownie jelit) ssakow i ptactwa, skad
poprzez odchody oraz na skutek niedostatecznej higie-
ny, dostaja si¢ na powierzchni¢ wymion, urzadzen do
doju, zbiornikow i dalej do mleka surowego (11, 16, 31).
Sa spotykane rzadko i w niewielkiej liczbie wsrod
mikroflory bytujacej w Zdrowym Wymlenlu Do mleka
surowego moga dostac si¢ rowniez poprzez zanieczysz-
czone odchodami wodg, obornik lub glebe. Moga takze
znajdowac si¢ w powietrzu, uwalniane z bton §luzowych
zwierzat lub ludzi. Kat bydla mlecznego jest zanieczysz-
czony gtownie E. faecium, mniej E. casseliflavus, E. fae-

calis, ktore czegsciej dominuja w kale ludzi (12, 13).
W mleku surowym, uzyskanym podczas doju o wyso-
kim poziomie higieny, ich udziat w catkowitej mikro-
florze zwykle nie przekracza ok. 10%, a najczgsciej nie
stwierdza si¢ ich w 1 cm® surowca mleczarskiego (23).
Podczas chlodniczego przechowywania mleka, bakterie
te nie rozmnazaja si¢ intensywnie i dlatego ich liczba
w mleku dostarczanym do mleczarni moze by¢ bezpo-
srednim wskaznikiem higieny doju i czysto$ci wymion.
Badania wykazuja, ze na powierzchni sprzetu do doju
oraz w wodzie stosowanej do mycia wymion krow i urza-
dzen do doju obecne sa gtéwnie E. casseliflavus i E. fae-
calis, co jednoznacznie wskazuje na prawdopodobne
zrodio tych bakterii w mleku (11-13, 31).

Wystepowanie w przetworach mleczarskich

Enterokoki moga stanowi¢ istotny odsetek mikroflo-
ry zywnosci pochodzenia zwierzecego oraz towarzysza-
cym jej przetwarzaniu procesom technologicznym (16,
19, 22, 31). Swoja wszechobecnos¢ zawdzigczaja zdol-
nosci do rozwoju w zakresie temperatur 10-45°C (opti-
mum 37°C), odpornosci na zamrazanie oraz podwyzszo-
ne temperatury (przezywa]q ogrzewania w temperaturze
60°C przez 30 min.), zdolno$ci do rozwoju w szerokim
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zakresie wartosci pH (od 2,7 do 10) lub w $rodowisku
zawierajacym 6,5% NaCl (8, 16, 19). Maja réwniez zdol-
no$¢ do wzrostu w temperaturze 45°C w obecnosci soli
zotciowych (do 40% zotci). Poniewaz sa oporne na
niskie i podwyzszone temperatury (zamrazanie, paste-
ryzacjg, suszenie), ich liczebno$¢ w produktach mleczar-
skich zalezy od tego, ile tych bakterii przezyje obrobke
termiczna surowca (proces pasteryzacji mleka) oraz
od stopnia zanieczyszczenia mleka tymi bakteriami po
obrébce termicznej (reinfekcji popasteryzacyjnych). Ich
obecno$¢ w produktach mleczarskich wykorzystywana
jest jako wskaznik nie tylko jakos$ci mikrobiologicznej
surowca, ale rowniez poziomu higieny produkcji. Para-
metry pasteryzacji mleka sa gtownym czynnikiem se-
lekcjonujacym te drobnoustroje z mleka surowego. Po-
nad potowa Enterococcus moze przezyC pasteryzacjg
mleka systemem HTST (np. 72°C/15 s) i znacznie mniej
— pasteryzacjg wysoka (np. 85°C/16 s). Pomimo SWO_]ej
znacznej cieptoopornosci, enterokoki nie przezywaja
ogrzewania mleka w temperaturze ponad 90°C.

Obecno$¢ Enterococcus spp. stwierdzana jest w mlecz-
nych produktach fermentowanych, w tym w serach
twarogowych oraz serach podpuszczkowych, produko-
wanych zaréwno z mleka surowego, jak i mleka paste-
ryzowanego. Najczesciej spotykanymi gatunkami sa:
E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, ale zdarzaja
si¢ rowniez E. mundtii, E. dispar, E. casseliflavus,
E. gallinarum, E. malodoratus (1, 4, 6, 12-14, 31). Li-
czebno$¢ Enterococcus spp. w serach zalezy od czys-
tosci mleka serowarskiego i stosowanych kultur zakwa-
su serowarskiego, technologii oraz higieny produkcji.
W $wiezo wyprodukowanej podpuszczkowej masie se-
rowej poczatkowa liczba enterokokoéw moze wynosi¢ od
10° do 10 j.t.k./g, co wynika m.in. ze skoncentrowania
sktadnikéw (w tym mikroflory) mleka przerobowego
o okoto 10 razy (23). Podczas dojrzewania serow pod-
puszczkowych liczba enterokokow moze zmieniaé sig
lub pozosta¢ mniej wigcej stata, co zalezy od zro6znico-
wanej opornosci szczepow tych bakterii m.in. na pod-
wyzszone stgzenie soli 1 kwasowo$¢ masy serowej.
W dojrzatych serach podpuszczkowych stwierdzany po-
ziom enterokokow wynosi od 10° do 107 j.t.k./g (23).
Nalezy pokresli¢, ze w wielu przypadkach nie stwierdza
si¢ enterokokow w 1 g dojrzatego sera podpuszczkowe-
go, ale w niektorych serach produkowanych na potudniu
Europy enterokoki sa znaczaca czgscia mikroflory, a ich
liczba moze waha¢ si¢ w zakresie 10*-10® j.t.k./g pro-
duktu. W przypadku serow z mleka surowego, gtéwnie
tych otrzymywanych rzemieslniczo, poziom zanieczysz-
czenia enterokokami zalezy gtownie od jakosci mikro-
biologicznej uzytego mleka, a same bakterie sa trakto-
wane jako niestarterowa mikroflora kwaszaca (non-star-
ter lactic acid bacteria, NS-LAB). Wystgpowanie ente-
rokokow, ale w niewielkiej liczbie, w serach z mleka
pasteryzowanego ttumaczona jest ich cieptoopornoscia.
Natomiast wysoki poziom zanieczyszczenia enteroko-
kami seréw z mleka pasteryzowanego (szczegolnie tych
otrzymywanych w warunkach przemystowych i z uzy-
ciem kultur bakterii serowarskich) jednoznacznie wska-
zuje na zta higieng produkcji (14).
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Obecnos¢ enterokokow w mleku zaggszczonym sto-
dzonym $wiadczy o poziomie higieny produkcji, gdyz
jednym z etapéw obrobki termicznej mleka jest harto-
wanie, polegajace na ogrzaniu mleka do temperatury
ponad 100°C. Enterococcus, ktore dostana si¢ do mleka
zaggszcezonego stodzonego jako zanieczyszczenie wtor-
ne (popasteryzacyjne), moga powoli w nim rozwijac sig,
czemu dodatkowo moze sprzyjac przetrzymywanie pro-
duktu w podwyzszonej temperaturze. Czynnikiem ha-
mujacych rozwoj enterokokéw w mleku zaggszczonym
stodzonym jest niska aktywnos¢ wodna, wynikajaca z do-
datku do mleka znacznych ilosci cukru i podwyzszenia
zawarto$ci suchej masy. W przypadku mleka zaggszczo-
nego niestodzonego zapewnienie praw1dlowych warun-
kow technologicznych uniemozliwia przezycie tych bak-
terii z mleka surowego, ze wzgledu na stosowana bar-
dzo wysoka obrobke termiczna (sterylizacjg). Jedynie
uchyblema technologiczne, higieniczne albo nieszczel-
nos¢ opakowania moga spowodowac, ze w produkcie
koncowym znajda si¢ enterokoki.

Obecnos¢ enterokokéw w $mietance, Smietanie lub
masle jest $cisle skorelowana z ilo$cia tych bakterii
w mleku przerobowym. Wynika to z faktu, ze podczas
wirowania (odttuszczania) mleka obecne drobnoustroje
w wigkszosci przechodza do $mietanki, a tylko ich czgs¢
pozostaje w mleku odthuszczonym. W $mietance bakte-
rie skupione sa w fazie beztluszczowej tzw. plazmie, bo-
gatej w substancje odzywcze. Wysoka pasteryzacja $§mie-
tanki (w temperaturze ponad 90°C) zapewnia catkowite
zniszczenie tej mikroflory. Natomiast dtugotrwale prze-
trzymywanie $mietanki w podwyzszonej temperaturze
umozliwia powolny rozwoj tych enterokokow, ktére do-
staty si¢ do produktu po procesie pasteryzacji. W czasie
produkcji masta, podczas zmaslania i ptukania woda,
ponad 90-95% enterokokow, obecnych w $mietance lub
Smietanie, przechodzi do maslanki i wody ptuczacej.
w przypadku masta, o praw1d10wym stopmu wygniece-
nia (kropelki wody o $rednicy ponizej 7 um) i prawidto-
wej zawarto$ci wody, pozostate enterokoki nie znajduja
sprzyjajacych warunkéw do rozwoju z powodu braku
przestrzeni i sktadnikow odzywczych (31).

Wystgpowanie i liczebno$§¢ Enterococcus spp. w mle-
ku w proszku zalezy od temperatury w poszczegolnych
etapach produkcji: pasteryzacji, zaggszczania i suszenia.
Proces produkcji mleka w proszku uwzglednia zastoso-
wanie roznych parametréw pasteryzacji mleka przero-
bowego, od tagodnej pasteryzacji HTST (75°C/15 s) az
po wysokac pasteryzaCJQ (np. 135°C/30 s), co wptywa na
stopien zniszczenia enterokokdéw pochodzacych z surow-
ca. Sposrdd tych enterokokow, ktére przetrwaja paste-
ryzacje, tylko pewna liczba moze przezy¢ pdzniejsze za-
geszczanie i rozpytowe suszenie mleka. Uchybienia tech-
nologiczne (reinfekcje popasteryzacyjne, przedluzony
cykl produkcy]ny, przetrzymywanie mleka w podwyz-
szonej temperaturze) umozliwiaja enterokokom dosta-
nie si¢ i namnozenie w mleku zaggszczonym. W takim
przypadku mleko w proszku moze zawiera¢ wigcej tych
bakterii niz wynikatoby to z jakoS$ci higienicznej uzyte-
go surowca. Dlatego obecno$¢ Enterococcus spp. w mle-
ku w proszku swiadczy nie o jako$ci mikrobiologicznej
uzytego surowca, ale o poziomie higieny produkc;ji i pra-
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widlowosci procesu technologicznego. Podczas przecho-
wywania mleka w proszku enterokoki gina, a tempo tego
zjawiska zalezy m.in. od zawarto$ci wody w mleku
w proszku, szczelnos$ci opakowania i temperatury prze-
chowywania.

Pozytywne znaczenie obecnosci
w przetworach mleczarskich

Dos¢ dobrze poznany jest pozytywny wptyw Entero-
coccus spp. na powstawanie cech smakowo-zapacho-
wych mlecznych produktéw fermentowanych, szczeg6l-
nie serow podpuszczkowych dojrzewajacych. W wielu
przypadkach bakterie te sa $wiadomie stosowane jako
sktadnik kultur serowarskich, gdyz w serach otrzyma-
nych z ich dodatkiem stwierdza si¢ korzystniejsze cechy
sensoryczne oraz wyzsza zawarto$¢ wolnych kwasow
thuszczowych i aminokwasow niz w serach wyproduko-
wanych z zastosowaniem tylko tradycyjnych kultur se-
rowarskich. Dodatkowa zaleta stosowania niepatogen-
nych szczepdéw enterokokow jest to, ze ze wzgledu na
lepsza tolerancje podwyzszonej kwasowosci i stgzenia
NaCl oraz na szeroki zakres temperatury rozwoju, prze-
zywaja w masie serowej dtuzej niz tradycyjne bakterie
serowarskie. Pozytywny wptyw enterokokow na cechy
sensoryczne serow wynika m.in. ze zdolno$ci do meta-
bolizowania cytrynianow i wytwarzaniu aromatycznych
substancji, wlasciwosci proteolitycznych i lipolitycznych.
Enterokoki wytwarzaja takie sktadniki zapachowe, jak
acetaldehyd, etanol, diacetyl (1, 21, 27). Enterokoki r6z-
nig si¢ od innych bakterii mlekowych tym, ze dostgp-
nos$¢ fermentowalnych weglowodanow zapobiega me-
tabolizowaniu cytryniandw, natomiast u innych bakterii
mlekowych, metabolizm cytrynianow i cukrow moga
zachodzi¢ réwnoczesnie (24, 27). Enterokoki stwierdzane
w réznych serach podpuszczkowych wykazuja czesto
aktywnos$¢ proteolityczna wyzsza niz inne bakterie mle-
kowe (1, 6, 31). W serach dojrzewajacych, nawet jesli
stanowia mikroﬂorq z surowca lub reinfekcji, biora udziat
w rozktadzie biatek wytwarzajac rozne endo- 1 egzopep-
tydazy i przyczyniajac si¢ do rozktadu biatek do pepty-
dow, aminokwasow i innych prostych substancji azoto-
wych (6). Korzystny wplyw obecnosci enterokokow
w serach zwigzany jest takze ze zdolno$ciami tych bak-
terii do hydrolizy tluszczu mlecznego i wytwarzaniu
esteraz (27, 30).

Wykorzystanie niepatogennych szczepdéw Enterococ-
cus spp. w procesie fermentacji moze pozwoli¢ na otrzy-
manie produktow o cennych walorach dietetycznych.
Wynika to z wlasciwosci tych bakterii: opornosci na
kwasny odczyn srodowiska, sole zotciowe, zdolnosci
do Wytwarzanla substancji przec1wdrobnoustrOJowych
do przezywanla 1 wspotzawodnictwa w uktadzie pokar-
mowym z inna mikroflora. Juz teraz niektore szczepy
enterokokow sa z powodzeniem stosowane jako probio-
tyki dla ludzi lub zwierzat. Glownie sa to szczepy z ga-
tunku E. faecium, chociaz réwniez moga by¢ stosowane
szczepy E. faecalis. Wiele szczepow enterokokow wy-
twarza rozne peptydy o wlasciwosciach przeciwdrobno-
ustrojowych, zwane enterocynami. W licznych do§wiad-
czeniach wykazano, ze te bakteriocyny wykazuja aktyw-
nos$¢ przeciw Listeria monocytogenes, Staphylococcus
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aureus, Vibrio cholerae, Lactobacillus spp., Pediococ-
cus spp., Clostridium spp., Bacillus spp. (2, 3,7, 10, 28).
Zdolno$¢ enterokokéw do wytwarzania bakteriocyn
moze by¢ wykorzystana w serowarstwie do zapobiega-
nia rozwojowi szkodliwej mikroflory, ktéora moze do-
stac¢ si¢ do mleka przerobowego lub masy serowej. Dzigki
temu mozna poprawi¢ bezpieczenstwo zdrowotne pro-
duktéw lub przedtuzy¢ ich trwatosé (21, 26, 28).

Niektore szczepy z rodzaju Enterococcus posiadaja
wlasciwosci obnizania poziomu cholesterolu w serum
krwi, co mozna z powodzeniem wykorzysta¢ w produk-
cji mlecznych napojow fermentowanych o wlasciwos-
ciach probiotycznych (26, 29, 32). Badacze wskazuja na
r6zne mechanizmy obnizania poziomu cholesterolu przez
enterokoki: asymilacj¢ czasteczek cholesterolu do $cia-
ny komorkowej bakterii i/lub precypitacj¢ cholesterolu
w kwasnym srodowisku wraz ze zdekoniugowanymi
kwasami zotciowymi. Dekoniugacj¢ kwasow zotciowych
katalizuje enzym hydrolaza soli zotciowych, ktorej ak-
tywnos$¢ stwierdza si¢ nie tylko u Enterococcus spp. ale
takze u innych Gram-dodatnich bakterii jelitowych (8,
25, 26, 29).

W niektorych krajach juz teraz wykorzystuje si¢ do-
datek kultur enterokokow (wyselekcjonowanych szcze-
pow E. faecalis lub E. faecium) w produkcji fermento-
wanych wyrobow mleczarskich, jednak nie do konca
wyjasnione oddziatywanie tych bakterii na organizm
cztowieka powstrzymuje przed powszechna akceptacja
zastosowania szczepow tych bakterii.

Negatywne znaczenie obecnosci
w przetworach mleczarskich

Nie zawsze obecno$¢ enterokokow wytwarzajacych
bakteriocyny w produktach mleczarskich jest pozytyw-
na i pozadana. W efekcie obecnosci enterokokow wy-
twarzajqcych enterocyny proces fermentacji moze wy-
dhuzy¢ si¢ lub nastapi zmiana cech smakowo-zapacho-
wych (np. tekstura serow dojrzewajacych bedzie zbyt
zamknigta, produkt bedzie miat nietypowy smak, zapach,
przebarwienia). Ponadto, wiele gatunkow enterokokow
ma wiasciwosci proteolityczne, w tym wytwarza dekar-
boksylazg aminokwasowa, ktéra w warunkach beztle-
nowych powoduje powstawanie termostabilnych amin
o nieprzyjemnym zapachu: tyraminy, histaminy, fenyl-
etyloaminy, putrescyny, kadaweryny. Obecnos¢ tych bio-
gennych amin uwazana jest nie tylko za objaw zepsucia
produktu, ale rowniez za przyczyng reakcji alergicznych
lub zatru¢ pokarmowych u ludzi (18, 20). Aminy takie
moga powstawaé zarowno w serach podpuszczkowych,
jak i twarogowych, uzyskanych z udziatem enterokokow
o aktywnosci dekarbokzylazy ktoéregos z aminokwasow.
Jak wskazuja dane piSmiennictwa, wyselekcjonowane
szczepy enterokokow stosowane jako sktadniki kultur
mleczarskich charakteryzuja si¢ bardzo stabym wytwa-
rzaniem amin biogennych.

Uwaza sig, ze Enterococcus spp. sa mikroflora jelito-
wa oportunistyczna, ktéra moze sta¢ si¢ chorobotwor-
cza dla organizmu gospodarza. Wigkszo$¢ gatunkow
enterokokow rzadko jest przyczyna bakteriemii u ludzi,
w warunkach szpitalnych sporadycznie stwierdza si¢
E. durans, E. hirae, E. avium, E. casseliflavus, E. galli-
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narum, E. raffinosus (15, 19, 22). Wyjatkiem sa E. fae-
calis 1 E. faecium, ktore czgsto sa obwiniane za infekcje
bton sluzowych nosa, gardta, drog moczowych oraz inne
infekcje u ludzi. Niewiele wiadomo o czynnikach przy-
czyniajacych si¢ do nabywania przez enterokoki zdol-
nos$ci do powodowania infekcji. Wiadomo, ze enteroko-
ki maja zdolno$¢ do kolonizacji tkanek, dzigki zdolnos-
ciom do wiazania si¢ do specyficznych biatek zewnatrz-
komorkowych nablonka jelit. By¢ moze stad przypusz-
czenie, ze wiele enterokokow, ktore spowodowaty in-
fekcjg, dostato si¢ do organizmu przez uklad pokar-
mowy. Jest to o tyle mozliwe, ze wiele szczepow np.
E. faecalis izolowanych w warunkach klinicznych wy-
twarza cytolizyny (hemolizyny), hialuronidazg oraz inne
substancje wykazujace zdolno$¢ uszkadzania tkanek (6,
15, 22).

Coraz czg$ciej odnotowuje si¢ nabywanie przez bak-
terie z rodzaju Enterococcus opornosci na antybiotyki
glikopeptydowe (glycopeptide-resistant enterococci, GRE),
a szczegolnie na wankomycyng (vancomycin-resistant
enterococci, VRE) (6, 16, 19, 22). Szczepy oporne na
antybiotyki glikopeptydowe, w tym wankomycyng
stwierdza si¢ nie tylko w warunkach klinicznych, ale tak-
ze w mleku surowym i produktach mleczarskich (4).
Z pismiennictwa znane sa przyklady przenoszenia anty-
biotykoopornosci w obrgbie 1 poza obrgbem gatunku.
W warunkach in vitro 1 in vivo wykazano, ze plazmidy,
na ktérych kodowana jest antybiotykoopornos¢, moga
zostac¢ przeniesione z komorek E. faecalis lub E. faecium
do komorek Staphylococcus aureus, Listeria monocyto-
genes, Clostridium spp., Bacillus spp., Lactobacillus spp.
(5). Nalezy pamigta¢, ze istnieje wiele bakterii p051ada-
]qcych naturalny wysoki i stalty poziom opornosci. Wy-
mieni¢ nalezy takie rodzaje bakterii mlekowych, jak Lac-
tobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, ktore wspolistnie-
ja z enterokokami w przewodzie pokarmowym ludzi i w
niektorych produktach mleczarskich. Jak wskazuja ba-
dania niemieckie, istnieje mozliwo$¢ przekazywania
genu opornosci na wankomycyng lub tetracykling mig-
dzy drobnoustrojami podczas procesu fermentacji (5).

Nabywanie antybiotykoopornosci przez Enterococcus
spp. oraz powszechne ich wystgpowanie staja si¢ szyb-
ko problemem bezpieczenstwa zdrowotnego produkcji
zywnosci. Mozliwo$¢ rozprzestrzeniania sig takich szcze-
pow enterokokOdw wraz z zywnoscia oraz dostania si¢
ich do organizmu czlowieka, gdzie w sprzyjajacych wa-
runkach moga by¢ przyczyna trudno uleczalnych infek-
cji, zapewne na trwale uniemozliwi pelne wykorzysta-
nie ich pozytywnych wtasciwosci w przemysle mleczar-
skim.
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