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Procena rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima

Kratak sadrzaj

Procena rizika je nau¢no baziran proces koga ¢ine identifikacija hazarda, karakterizacija
hazarda, procena izlozenosti i karakterizacija rizika. U kontekstu bezbednosti hrane
rizik predstavlja verovatnocu i posledice da nastane Stetno delovanje na zdravlje ljudi
posle konzumiranja hrane. Sirevi kao hrana zauzimaju vazno mesto u ishrani ljudi. U
Evropi se danas oko 10% sireva proizvodi od sirovog mleka i ovi sirevi mogu da
predstavljaju potencijalni rizik po javno zdravlje. U Republici Srbiji veliki broj sireva,
prisutan na trzi$tu gradskih pijaca, proizvodi se u domacinstvima i moze se svrstati u
grupu mekih sireva bez zrenja ili sa zrenjem. Buduéi da se odreden broj mekih sireva
proizvodi od nekuvanog mleka, kao deo tradicije, postoji mogucnost da sa sirovim
mlekom u sir dospeju patogeni mikroorganizmi kao Sto su koagulaza pozitivne
stafilokoke. Glavni predstavnik koagulaza pozitivnih stafilokoka je Staphylococcus
aureus subsp. aureus. Kao ubikvitarni mikroorganizam nalazi se na kozi ljudi i
Zivotinja, a Cesto kolinizuje ductus papillaris mle¢ne Zlede muznih zivotinja. Sa aspekta
bezbednosti hrane znacaj ovog mikroorganizma se ogleda u tome Sto stvara
termostabilne enterotoksine koji uneti u odredenoj koli¢ini, putem hrane, u organizam
Coveka izazivaju intoksikacije.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se, na osnovu broja koagulaza pozitivnih
stafilokoka u siru, uslova za njithovo razmnoZavanje i stvaranje enterotoksina, kao 1
prisustva gena za sintezu enterotoksina kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih

iz sira, proceni rizik od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima.

Ispitivanjem je obuhvaceno 555 uzoraka mekih sireva razlicite starosti proizvedenih od
kuvanog ili nekuvanog mleka u individualnim domacinstvima iz razli¢itih geografskih

lokaliteta u Srbiji, koji su uzeti sa 17 pijaca.

Izolacija, identifikacija i odrdivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka radeni su
standardnom metodom (SRPS EN ISO 6888-2), a broj Lactococcus spp. i Lactobacillus
spp. je odreden metodom opisanom u standardu ISO 27205:2010 (IDF 149:2010).

Identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka do vrste radena je na osnovu

biohemijskih osobina pomo¢u BBLCrystal Identifikacionim sistemom-BD i ID 32



Staph-Biomerieux (Francuska). Sposobnost izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka da
stvaraju klasi¢ne enterotoksine (SEA, SEB, SEC, SED, SEE), kao i prisustvo
enterotoksina u siru ispitani su primenom ELFA tehnike VIDAS SET2 (BioMerieux,
Francuska). Fenotipska identifikacija izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, za koje je
ELFA tehnikom dokazano da stvaraju enterotoksine, radena je primenom ID 32 Staph-
Biomerieux (Francuska). Prisustvo gena za sintezu enterotoksina safilokoka (SE) u
dobijenim ekstraktima DNK iz 26 izolata enterotoksogenih koagulaza pozitivnih
stafilokoka ispitano je konvencionalnom multipleks PCR tehnikom (za gene sea i seb),
odnosno tehnikom Real-Time PCR (za gene sec, sed i see). Za dokazivanje prisustva
sea gena kori$¢eni su prajmeri sea-f (5’-TCAATTTATGGCTAGACGGTAAACAA-3’)
i sea-r (5-GAAGATCCAACTCCTGAACAGTTACA-3%), za prisustvo gena seb
koris¢eni su prajmeri seb-f (5’-AACAACTCGCCTTATGAAACGGGAT-3’) i seb-r
(5’- CTCCTGGTGCAGGCATCATGTCA-3’), za dokazivanje gena sec koris¢eni su
prajmeri sec-f (5’-CGTATTAGCAGAGAGCCAACCA-3’) i sec-r (5-GTGAATTT
ACTCGCTTTGTGCAA-3’), za dokazivanje gena sed kori$ceni su prajmeri sed-f (5°-
AAACGTTAAAGCCAATGAAAACA-3’) i sed-r (5>-TGATCTCCTGTACTTTTATT
TTCTCCTA-3’), a za dokazivanje gena see koris¢eni su prajmeri see-f (5’-TACCAA
TTAACTTGTGGATAGAC-3") i see-r (5’-CTCTTTGCACCTTACCGC-3").

Od ukupno 555 uzoraka sireva razlicite starosti, proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog
mleka, koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 168 (30,27%) uzoraka sira. Od
168 uzoraka sira, u kojima su dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke, 140 (83,33%)
uzoraka sira proizvedeno je od nekuvanog mleka, a 28 (16,67%) uzoraka sira
proizvedeno je od kuvanog mleka. Primenom skrining tehnike VIDAS SET2
(BioMerieux, Francuska) dokazano je da od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
26 (30,59%) izolata ima sposobnost da stvara klasi¢ne enterotoksine (SEA-SEE). Od 26
enterotoksogenih primoizolata 20 (76,92%) izolata je bilo poreklom iz uzoraka sireva
proizvedenih od nekuvanog mleka, a 6 (23,08%) izolata poreklom iz uzoraka sireva
proizvedenih od kuvanog mleka. Primenom ID 32 Staph-Biomerieux (Francuska) testa
izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka, koji su stvarali enterotoksine, najcesce su
identifikovani kao S. aureus (61,54% izolata), zatim S. xylosus (15,38 % izolata), S.
lentus (11,54% izolata) S. sciuri (11,54 % izolata).



Kod svih 26 primoizolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, poreklom iz sireva
proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog mleka za koje je ELFA tehnikom utvrdeno da
stvaraju enterotoksin, dokazan je gen za enterotoksin A (sea), a kod 24 izolata je pored
sea gena dokazan i gen za sintezu enterotoksina B (seb). Nijedan izolat nije posedovao
gene za sintezu enterotoksina C (sec), D (sed) i E (see). Od 26 uzoraka u kojima su
dokazane enterotosogene koagulaza pozitivne stafilokoke, enterotoksini su dokazani u 2
(7,69%) uzorka slatko-koaguliSuceg sira proizvedenog od nekuvanog mleka u kojima je
broj enterotoksogenih koagulaza pozitivnih stafilokoka bio iznad 5 log cfu/g sira.
Slatko-koagulisuci sirevi proizvedeni od nekuvanog mleka u kojima je broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka veci od 5 log cfu/g i u kojima je pH iznad 5,0 mogu da sadrze
enterotoksine u koli¢inama koje izazivaju intoksikacije i predstavljaju rizik po zravlje

ljudi.

Klju¢ne reci: koagulaza pozitivne stafilokoke, S. aureus, meki sirevi, enterotoksini
Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Higijena i tehnologija mleka

UDK 579.67:637.352.



Risk assessment of staphylococcal enterotoxins occurrence in soft cheeses
Summary

Risk assessment is a scientifically based process consisting of hazard identification,
hazard characterization, exposure assessment and risk characterization. A risk in the
food safety context is the probability and the consequences of adverse health effects
following the ingestion of food. Cheeses represent an important part in the human diet.
Approximately 10% of cheese in Europe is made from raw milk, presenting a
considereble potential risk to public health. In Serbia, a large number of cheeses present
at the town markets is produced in households and can be classified as soft cheeses
regardless ripening. Since some soft cheeses are produced from raw milk in acorrdance
with our tradition, there is a possibility that the pathogenic microorganisms, such as
coagulase-positive staphylococci pass into cheese from raw milk. The main
representative of coagulase-positive staphylococci is Staphylococcus aureus subsp.
aureus. As a ubiquitous microorganism is often present on the skin of humans and
animals, and often colonizes ductus papillaris of dairy animals. From the point of view
food safety this microrganism is significant brcase it may produce thermostable
enterotoxins which ingested in a certain amount via food causes intoxication in the

human organism.

The aim of this PhD thesiss was to assess the risk of staphylococcal enterotoxin
occurrence in soft cheeses on the basis of number of coagulase-positive staphylococci in
cheese, conditions for their growth, synthesis of enterotoxins, and the presence of genes
for enterotoxin synthesis in coagulase positive-staphylococci isolated from cheese, as

well to asses the risk of staphylococcal enterotoxins occurrence in soft cheeses.

The material consisted of 555 samples of soft cheeses of different ages produced of raw,
or cooked milk in individual households at different geographic localities in Serbia, and

obtained from 17 markets.

In order to isolate and determine the number of coagulase-positive staphylococci, the
standard method (SRPS EN 1SO 6888-2) was used and the number of Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp. was determined by the method described in ISO 27205: 2010 (IDF
149: 2010) standard.



The BBL Crystal Identification Systems BD and ID 32 Staph-Biomerieux (France) were
used to identify coagulase-positive staphylococci to the species level on the basis of
their biochemical characteristics. The ELFA technique VIDAS SET2 (BioMerieux,
France) was used for testing coagulase-positive staphylococci isolates to produce
classical enterotoxins (SEA, SEB, SEC, SED, SEE), and the occurrence of enterotoxins
in cheese samples. The phenotypic identification of coagulase-positive staphylococci
isolates, which were positive enterotoxin producers, was used 1D 32 Staph-Biomerieux
test (France). The presence of se genes for synthesis of staphiloccocal enterotoxins (SE)
in the obtained extracts of DNA from 26 enterotoxigenic coagulase isolates was
detected by conventional multiplex PCR technique (for genes sea and seb) i.e the Real-

Time PCR technique (for genes sec, sed and see).

In order to prove the presence of the sea gene the following primers sea-f (5’-TCAA
TTTATGGCTAGACGGTAAACAA-3’) and sea-r (5-GAAGATCCAACTCCTGAA
CAGTTACA-3") were used; for the gene seb primers seb-f (5’-AACAACTCGCCT
TATGAAACGGGAT-3) and seb-r (5’-CTCCTGGTGCAGGCATCATGTCA-3’) were
used; for the gene sec were used promers sec-f (5>-CGTATTAGCAGAGAGCCAA
CCA-3’) and sec-r (5’-GTGAATTTACTCGCTTTGTGCAA-3’); for the gene sed were
used the primers sed-f (5’-AAACGTTAAAGCCAATGAAAACA-3’) and sed-r (5’-TG
ATCTCCTGTACTTTTATTTTCTCCTA-3’); and for the see were used the primers
see-f (5’-TACCAATTAACTTGTGGATAGAC-3") and see-r (5’-CTCTTTGCACCTT
ACCGC -3°).

Out of the total of 555 cheese samples different ages, made from raw or cooked milk,
coagulase-positive staphylococci were present in 168 (30.27%) samples. Out of 168
samples of cheeses in which coagulase-positive staphylococci were present, 140
(83.33%) samples were produced from raw milk and 28 (16.67%) samples were
produced from cooked milk. Using the screening method VIDAS SET2 (BioMeriéux,
France), it was found that out of 85 isolates of coagulase-positive staphylococci 26
(30.59%) isolates produced classical enterotoxins (SEA-SEE). The isoaltes of
enterotoxigenic coagulase-positive staphylococci were identified as S. aureus (61.54%
of isolates), S. xylosus (15.38% of isolates), S. lentus (11.54% of isolates), S. sciuri
(11.54% of isolates) by using the 1D 32 Staph-Biomeriéux (France) test.



In all 26 isolates of coagulase-positive staphylococci originating from cheeses produced
from raw or cooked milk, which were enterotoxin producers the gene for enterotoxin A
(sea) was present, and in 24 isolates in addition the sea gene, the gene for the synthesis
of enterotoxin B (seb) was detected. None of the isolates posessed the genes for the
synthesis of enterotoxin C (SEC), D (SED) and E (SEE). Out of 26 tested cheese
samples positive for enterotoxigenic coagulase-positive staphylococci, enterotoxin was
detected in 2 (7.69%) sample sweet-coagulating cheese, made from raw milk in which
the number of enetrotoxigenic coagulase-positive staphylococci was more than 5 log
cfu/g. In sweet-coagulated cheeses made from raw milk in which the number of
coagulase-positive staphylococci was more than 5 log cfu/ g and the pH value was
higher than 5.0, enterotoxins may be present in amounts sufficient to cause intoxication,

thus they represent a risk to human health.

Keywords: coagulase-positive staphylococci, S. aureus, soft cheeses, enterotoxins
Scientific area: Veterinary Medicine
Special topics: Milk Hygiene and Technology

UDK number: 579.67: 637 352.
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1. UVOD

Sirevi kao hrana zauzimaju veoma vazno mesto u ishrani ljudi. Proizvodnja sireva datira
iz daleke proSlosti i imala je znacaja u svim civilizacijama. Sirevi se tradicionalno
proizvode u Srbiji vekovima, predstavljaju kulturno naslede i akumulirano iskustveno
znanje, koje se prenosi sa generacije na generaciju. Istorijski gledano u srednjem veku
glavna mesta gde se odvijala proizvodnja sireva su bili manastiri i feudalni posedi, tako
da mnoge grupe danasnjih sireva poti€u iz tog vremena. Tradicionalan nacin
proizvodnje sira zadrzao se sve do XIX veka, a sticanjem znanja iz mikrobiologije i
hemije mleka, upoznavanjem postupaka tokom dobijanja sireva i moguénosc¢u kontrole
procesa, proizvodnja sireva se Sirila 1 razvijala poprimajuci industrijski karakter. Danas
je u zemljama razvijenog sveta viSe prisutna industrijska proizvodnja naspram
tradicionalnog nac¢ina dobijanja sireva. U Srbiji je razvoj industrijske proizvodnje
sireva zapoceo pocetkom XX veka, ali i danas znacajan deo sireva, koji se mogu naci na
trziStu se proizvodi na tradicionalan nafin u domacdinstvima i malim zanatskim
pogonima za preradu mleka.

Prema definiciji ekspertske grupe FAO/WHO, sir predstavlja svez, ili sazreo proizvod
od mleka, koji se dobija posle koagulacije proteina i odvajanja surutke iz mleka,
pavlake, delimi¢no obranog mleka, mlacenice, ili meSavine ovih poluproizvoda. Sir
spada u hranu spremnu za konzumiranje, §to znac¢i da se ne podvrgava dodatnim
termickim tretmanima pre konzumiranja. Sirevi, koji se mogu naci na trziStu gradskih
pijaca se proizvode u individualnim domacinstvima od kuvanog ili nekuvanog mleka, a
poreklom su iz razli¢itih geografskih lokaliteta u Srbiji. U procesu proizvodnje ovih
sireva koagulacija se odvija dodavanjem sirila u mleko, bez dodavanja poznatih starter
kultura, Sto znac¢i da u procesu zrenje ucestvuje samo porirodna mikroflora mleka.
Prema vazecoj zakonskoj regulativi u nasoj zemlji sirevi se u promet mogu staviti kao:
sirevi sa zrenjem i sirevi bez zrenja. Sirevi sa zrenjem su sirevi, koji moraju imati
proces zrenja sa definisanim periodom u toku kojeg se deSavaju odgovarajuce
biohemijske i1 fizicke promene 1 na taj naCin poprimaju svoje specificne senzorne
karakteristike, Sto mora biti naznaeno u proizvodackoj specifikaciji. Nasuprot tome,
sirevi bez zrenja su sirevi koji se mogu koristiti neposredno posle proizvodnje. U Evropi

se danas oko 10% sireva proizvodi od sirovog mleka. Sa sirovim mlekom mogu da



dospeju patogeni mikroorganizmi i na taj nacin ovi sirevi neposredno posle proizvodnje
mogu da predstavljaju potencijalni rizik po javno zdravlje.

U Republici Srbiji veliki broj sireva, prisutan na trziStu gradskih pijaca, se moze svrstati
u grupu sireva bez zrenja. Budu¢i da se odreden broj sireva bez zrenja proizvodi od
nekuvanog mleka kao deo tradicije, postoji mogucénost da sa sirovim mlekom u sir
dospeju patogeni mikroorganizmi kao sto su koagulaza pozitivne stafilokoke.
Stafilokoke su aerobne, fakultativno anaerobne bakterije, koje se taksonomski
svrstavaju u familiju Staphylococcaceae rod Staphylococcus. Do danas je opisano 50
vrsta i podvrsta stafilokoka. Na osnovu sposobnosti da stvaraju enzim koagulazu
razvrstavaju se na koagulaza pozitivne i kogulaza negativne stafilokoke. Glavni
predstavnik koagulaza pozitivnih stafilokoka je Staphylococcus aureus subsp. aureus.
Kao ubikvitarni mikroorganizam Staphylococcus aureus (S. aureus) zivi na kozi ljudi i
zivotinja, a cesto kolonizuje ductus papillaris mle¢ne Zzlezde krava i moze da
prouzrokuje supklinicke mastitise. Bitna karakteristika mikroorganizma je sposobnost
da stvara ekstracelularne enzime i toksine, od kojih su mnogi patogeni za ¢oveka i
zivotinje. Sa glediSta higijene mleka znacaj ima sposobnost S. aureus da sintetiSe
termostabilne enerotoksine, koji mogu da izazovu alimentarna trovanja ljudi. Trovanja
hranom izazvana stafilokokama su intoksikacije, koje nastaju konzumiranjem hrane
koja sadrzi dovoljnu koli¢inu (<1pg/kg telesne mase konzumenta) jednog, ili viSe
enterotoksina. Do danas je opisano 11 enterotoksina stafilokoka (SE) i 11
enterotoksinima sli¢nih proteina (SEI).

Prema izvestaju EFSA-e iz 2014. godine 777 epidemija zabelezenih u 2012.godini su
bile izazvane toksinima Bacillus spp., Clostridium spp. i koagulaza pozitivnih
stafilokoka. Trovanja izazvana enterotoksinima stafilokoka su na drugom mestu
oboljenja izazvanih hranom. Od ukupnog broja zabelezenih oboljenja 346 je bilo
izazvano enterotoksinima stafilokoka od kojih je u 20% slucajeva sir bio uzrok trovanja.
Hrana, koja se dovodi u vezu sa trovanjima enterotoksinima stafilokoka je hrana bogata
proteinima, koja se proizvodi u zanatskim uslovima, kod kojih je proces proizvodnje
pra¢en manuelnom manipulacijom, ¢esto u kombinaciji sa neadekvatnom termickom
obradom i ¢uvanjem hrane. Cesto mnogi slu¢ajevi ovih trovanja produ nezapaZeno iz
razloga §to je inkubacioni period kratak, male epidemije se ne prijavljuju, postoje greske

u dijagnostici, nepravilnosti tokom uzimanja uzoraka i greSaka u laboratorijskoj



dijagnostici. Za nastajanje dovoljne koli¢ine enterotoksina, koja moze da izazove
intoksikacije (<lug/kg telesne mase konzumenta) potrebno je vise od 10° cfu S.
aureus/g sira. Stoga je u Pravilniku o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo
kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (Sluzbeni glasnik RS 72/10) predvideno da se
proizvodna partija sira mora ispitati na prisustvo enterotoksina stafilokoka ako se utvrdi
vise od 10° cfu koagulaza pozitivnih stafilokoka/g sira u fazi proizvodnje sira kada se
oc¢ekuje da je njihov broj najveéi. Budu¢i da nema dovoljno podataka o intoksikacijama
enterotoksinima stafilokoka posle konzumiranja sireva proizvedenih u domadinstvu, a
sirevi od nekuvanog mleka su prisutni na trzistu, smatarli smo da bi bilo korisno da se
ispitaju sirevi, koji se proizvode od nekuvanog ili kuvanog mleka u zanatskim uslovima
i domacinstvu i na taj na¢in proceni da li postoji rizik od intoksikacija enterotoksinima

stafilokoka nakon konzumiranja tako proizvedenog sira.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Procena rizika

Procena rizika zajedno sa upravljanjem rizikom i obaveStavanjem o riziku ¢ini proces
analize rizika. U kontekstu bezbednosti hrane rizik predstavlja verovatnocu i posledice
da nastane $tetno delovanje na zdravlje ljudi posle konzumiranja hrane. Procena rizika
obuhvata: 1. Identifikaciju hazarda, 2. Karakterizaciju hazarda, 3. Procenu izlozenosti i
4. Karakterizaciju rizika.

U proceni rizika od stvaranja eneterotoksina koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim
sirevima bez zrenja prvi korak bi bio identifikacija hazarda u okviru koga ¢e biti opisane
koagulaza pozitivne stafikoke i toksini koje stvaraju. Biologija, ekologija, patologenost
koagulaza pozitivnih stafilokoka i problem, koji predstavljaju kao hazard u hrani su

dobro prouceni i opisani u literaturi.

2.1.1. Identifikacija hazarda

Stafilokoke su gram-pozitivne koke (pre¢nika 0,5-1,5um), koje su pojedinacne, u
parovima, tetradama, kratkim lancima (tri, ili Cetiri Celije), 1 u nepravilnim paketi¢ima

kao grozdovi.

Karakteristike stafilokoka
Minimalni standardi za svrstavanje mikroorganizma u rod Staphylococcus obuhvataju

genotipske i fenotipske kriterijume (Freney i sar. 1999).

Genotipski kriterijumi

DNK stafilokoka sadrZi guanin+citozina (G+C) od 30 do 39 mol%. Drugi genotipski
kriterijumi, koji se uzimaju za svrstavanje nepoznatih vrsta u rod Staphylococcus se
baziraju na filogenetskom stablu konstruisanom poredenjem sekvenci 16S rRNK, ili
23S RNK. Stafilokoke se mogu podeliti na osnovu analize gena 16S rRNK sekvenci i
na osnovu ispitivanja celog genoma DNK na nekoliko filogenetskih grupa vrsta. Vrste u
okviru ovih grupa obi¢no imaju zajednicke karakteristike, tesko se razlikuju izmedu

sebe 1 mogu da nastanjuju sli¢ne ekoloske niSe, ili pokazuju isti patogeni potencijal.



Fenotipski kriterijumi

Stvaranje katalaze je karakteristika svih Staphylococcus vrsta, izuzev Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius i Staphylococcus saccharolyiticus. Stafilokoke su fakultativni
anaerobni mikroorganizmi, izuzev Staphylococcus aureus subsp. anaerobius i
Staphylococcus sacharolyiticus, koji su striktni anareobi. Ultrastruktura i hemijski
sastav Celijskog zida stafilokoka su tipicni za gram-pozitivne bakterije i Cine ga
peptidoglukani, tejkonska kiselina i proteini (Bevaridge, 2000; Schleifer i Kandler,
1972).

Na osnovu koagulaza testa, sposobnosti da stvaraju enzim koagulazu rod
Staphylococcus se deli na koagulaza-pozitivne i koagulaza-negativne stafilokoke.
Stvaranje koagulaze, enzima koji koaguliSe plazmu kunica najéesce se koristi i opste je
prihvacen kriterijum u identifikaciji patogenih stafilokoka, koje se dovode u vezu s
akutnim infekcijama. Stafilokoke su medu naj¢es¢im uzro¢nicima bakterijskih infekcija
kod ljudi, a Staphylococcus aureus je najznacajnija patogena vrsta stafilokoka. U
veterinarskoj medicini 3 vrste stafilokoka imaju znacaj kao patogeni uzrocnici: S.
aureus, S. intermedius i S. hyicus (Devriese, 1990). S. aureus i S. intermedius su
koagulaza pozitivne, dok je stvaranje koagulaze varijabilno kod S. hyicus, uglavnom
negativno, ili slabo pozitivno (Kloss i Schleifer, 1986). Jos dve vrste stafilokoka imaju
sposobnost da stvaraju koagulazu S. delphini i S. schleiferi. S. delphini je opisan kod
delfina 1988. godine (Varaldo i sar. 1988). S. schleiferi je sve do 1990. godine
svrstavan u koagulaza-negativne stafilokoke, kada je opisana nova podvrsta S. schleiferi
subsp. coagulans posle izolacije kod otitisa pasa, koja je imala sposobnost da stavra
koagulazu. Sve vrste stafilokoka, sem S. aureus pripadaju filogenetski blisko srodno S.

intermedius-S. hyicus grupi vrsta.

Opste karakteristike Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus subsp. aureus pripada rodu Staphylococcus i1 familiji
Staphylococcaceae (Euzéby, 2012). Mikroorganizam je prvi put opisao Sir Aleksandar
Ogston, a dve godine kasnije Rozenbah je izolovao iz Ciste kulture i dao ime
Staphylococcus aureus, $to poti¢e od grckih reci staphyle (grozd) i coccus (zrna, ili
bobice).



S. aureus je aerobni, fakultativno anaerobni, nepokretan, katalaza i koagulaza pozitivan
mikroorganizam. Na mikroskopskom preparatu bakterijske celije su sfericng oblika,
pojedina¢ne koke, ili u parovima, koje formiraju klastere u vidu grozda (slika 2.1.1.).
Na ¢vrstoj podlozi, krvnom agaru raste u vidu glatkih, konveksnih, sjajnih, okruglih
kolonije pre¢nika 0,5-1,5 pum. U zavisnosti od uslova za rast pigmentacija kolonija
varira od sive, sivo-bele boje sa Zzuzkastim do narandzastim odsjajem i § hemolizom.
Zarast su neophodni vitamini B kompleksa (tiamin i nikotinska kiselina), neorganske
soli i amino kiseline kao izvor azota, naroCito arginin, cistein, prolin i valin.
Glutaminska kiselina, leucin i tirozin nisu neophodni za rast, ali su vazni za sintezu
enterotoksina. LiSavanje ovog mikroorganizma bilo koje amino kiseline vise uti¢e na
sintezu enterotoksina A, nego na sintezu enterotoksina B i C. Arginin je esencijalan za
sintezu enterotoksina B (Baird-Parker, 1990; Asperger i Zangerl, 2003; Jay, 2000).
S. aureus spada u hemo-organotrofe sa respiratornim i fermentativnim metabolizmom.
U aerobnim uslovima stvaraju kiselinu iz glukoze, laktoze, maltoze i manitola, dok se u
anaerobnim uslovima kiselina dobija iz drugih $ecera ili alkoholnih Secera.

Veéina vrsta stafilokoka hidrolizuje prirodne zivotinjske proteine (kazein, Zzelatin,
fibrin), masti, fosfolipoproteine i Tween. Enzimska aktivnost S. aureus obuhvata
stvaranje koagulaze, alkalne fosfataze, proteaze, lipaze i kod nekih sojeva lecitinaze
(Baird-Parker, 1990; Asperger i Zangerl, 2003; Jay, 2000).

Celijski zid je rezistentan na lizozim i osetljiv na lisostafin, koji specifiéno cepa
pentaglicinske mostove u zidu S. aureus.

Ovaj mikroorganizam je ubikvitaran u prirodi i moze se nac¢i u vazduhu, prasini, vodi,
na raznim povrSinama u okruZenju, na sluzokoZzi nosa ljudi, koZi 1 dlaci toplokrvnih
zivotinja. Kod oko 20-30% humane populacije S. aureus stalno kolonizuje, dok kod
60% populacije povremeno kolonizuje kozu i sluzokozu. Neki sojevi imaju sposobnost
da stavaraju stafilokokne enterotoksine, koji mogu da prouzrokuju alimentarne

intoksikacije.



2.1.1. Slika. Bakterijske ¢elije Staphylococcus aureus pod elekronskim mikroskopom
(20/000:1) (http://www.micronaut.ch/)

Taksonomija

Do danas je opisano 50 vrsta i podvrsta stafilokoka. Na osnovu sposobnosti za stavraje
enzima koagulaze, razlikuju se koagulaza pozitivne stafilokoke (KPS) i koagulaza
negativne stafilokoke (KNS). Od sedam opisanih vrsta, koje pripadaju grupi koagulaza
pozitivnih stafilokoka (tabela 2.1.1), kao glavni uzro¢nik trovanja hranom navodi se S.

aureus subsp. aureus.

Tabela 2.1.1. Rod: Staphylococcus: koagulaza pozitivne vrste (Hennekinne i sar. 2010)

Vrsta Glavni izvori Referenca
S. aureus subsp. aureus ljudi, zivotinje Rosenbach, 1884
S. aureus subsp. anaerobius ovce De la Fuente i sar., 1976
S. intermedius pas, konj, kuna, golub Hajek, 1976
S. hyicus svinje, Zivina Devriese i sar., 1978
S. delphini delfini Varaldo i sar., 1988
S. schleiferi subsp. coagulans  pas (spoljasnji usni kanal) Igimi i sar., 1990
S. lutra ostali Foster i sar., 1997

Sinteza enterotoksina i faktori virulencije

Staphylococcus aureus karakterisu razliciti faktori virulencije, koji se mogu podeliti u

tri razli¢ite grupe, kao Sto su: ¢elijske komponente, egzoenzimi, egzotoksini.



Celijske komponente

Protein A je povrsinski protein, koji vezuje molekule IgG preko Fc regiona. U serumu
mikroorganizam vezuje molekule IgG u pogreSnom smeru (orjentaciji) Sto
onemogucava opsonizaciju fagocita (Grov, 1973).

Kapsularni polisaharidi ¢ine 11 seroloski razlicitih tipova, koji su identifikovani kod
izolata S. aureus poreklom od ljudi i goveda. Ovi kapsularni polisaharidi imaju ulogu da
reaguju sa odbrambenim mehanizmom domacina onemogucavajuci vezivanje antitela.
Takode se vezuju za epitelne, endotelne ¢elije, monocite dovode¢i do oslobadanja
citokina (Soell i sar. 1995).

Peptidoglukan i lipoteihoinska Kiselina kao komponente celijskog zida se ponaSaju
kao faktori virulencije i najverovatnije stimuliSu oslobadanje citokina. Mogu da izazovu
Sok, ali nikada pojedina¢no kao preciséeni peptidoglukan, ili teihoinska kiselina nisu
izazvali Sok kod eksperimentalnih Zivotinja (Projan i Novick, 1997).

Adhezini su proteini na povrsini bakterijske celije stafilokoka, koji omogucavaju
vezivanje za proteine domacina kao $to su fibronektin, laminin, vitronektin i kolagen,
koji ¢ine ekstracelularni matriks epitelnih i endotelnih povrSina (Mamo i sar. 1988;
Gillaspy i sar. 1998). Odreden broj izolata poseduje klamping-“clamping” faktor-
fibrinogen vezujuci protein, koji se vezuje za celije krvi 1 oSteceno tkivo. Interakcija sa
kolagenom moze takode da bude vaZna za otpocCinjanje vezivanja bakterije za oSteceno
tkivo.

Sposobnost S. aureus da stvara povrSinske faktore, kao $to su bakterijske povrSinske
komponente koje prepoznaju adhezivne molekule matriksa, protein A, polisaharid A,
peptidoglukan i klamping faktor omoguéava mikroorganizmu rezistenciju na
opsonofagocitozu, da stvara biofilm i adherira na matriks celije domacina. Posle
kolonizacije sekretuje razliCite egzotoksine i egzoenzime, koji su odgovorni za lezije
tokom razvoja infekcije. Jednom kada S. aureus prodre u potkozno tkivo i dospe u
krvotok, moze da inficira bilo koji organ, najcesée koStano tkivo i srcane valvule

(Garzoni i Kelley, 2009).



Egzoenzimi

1) Koagulaza

Koagulaza je ekstracelularni protein, koji se vezuje za protrombin u domacinu i formira
kompleks stafilotrombin. Aktivacija proteaze se odvija u kompleksu pri cemu
fibrinogen prelazi u fibrin. Ovaj enzim ima sposobnost da koagulize palzmu razli¢itih
vrsta zivotinja 1 ¢oveka. Humani izolati i izolati poreklom od Zivotinja koaguliSu
plazmu kunic¢a, konja, svinje i ¢oveka, dok ov¢iju 1 govedu plazmu koaguliSu izolati
poreklom od zivotinja. Dokaz da je koagulaza faktor virulencije je ograni¢avajuéi
premda bakterije mogu da Stite sebe od fagocitoze i imunoloske odbrane izazivajuci

lokalno koagulaciju (Projan i Novick, 1997).

2) Lipaze

Lipaze su enzimi, koje stvaraju koagulaza pozitivne i koagulaza negativne stafilokoke.
Sinteza se odvija za vreme logaritamske faze rasta i1 dostize maksimum za vreme
stacionarne faze stafilokoka. Ovi enzimi deluju na razli¢ite supstrate kao §to su plazma,
masne kiseline 1 ulja, koji se nalaze na povrSini koze. Uloga lipaza je 1 da omoguce
stafilokokama da koriste hranljive materije iz okruzenja (Projan i Novick. 1997). U
identifikaciji S. aureus na podlozi po Baird-Parkeru se koristi delovanje ovih enzima na

lipoprotein zumance jajeta i lipovitelin.

3) Hijaluronat liaza i hijaluronidaza
Hijaluronat liaza 1 hijaluronidaza predstavljaju grupu enzima, koje razlazu hijaluronsku
kiselinu 1 u vezi su sa virulentnos¢u. Depolarizacija hijaluronske kiseline u vezivnom

tkivu doprinosi Sirenju infekcije kroz razgradnju tkiva (Farrell i sar. 1995).

4) Proteaze

Najbolje opisana proteaza stafilokoka je serin-proteaza, poznata kao V8 proteaza.
Proteaze bi trebalo da ucestvuju u blokiranju aktivnosti antitela cepajuci, ili inaktivisu¢i
ih $to je dokazano u uslovima in vitro. Druga uloga proteaza moze da bude zastita od
antimikrobnih peptida, kao Sto su defenzini neutrofila, ili proteini krvnih plocica sa

mikrobicidnim delovanjem. Proteaze mogu da doprinesu uniStavanju tkivnih proteina i



povecaju invazivnost. Proteaza V8 ucestvuje u razgradnji fibronektin-vezujuceg
proteina, tako izazivajuéi Sirenje bakterije posle adherencije. Jo§ jedna uloga ovih
proteaza je snabdevanje hranljivim materijama iz okruzenja (McGavin i sar. 1997).
Neke stafilokoke, koje izazivaju mastitise Cesto stvaraju u razli¢itom stepenu proteine
molekulske mase 34-36 kDa sa citotoksi¢nom aktivnosc¢u (Zhang i Maddox, 2000).
Uloga enzima kao Sto su katalaza, hijaluronidaza, lipaza, termostabilna nukleaza,
stafilokinaze i B-galaktozidaza je u naruSavanju celijske strukture, razgradnji ¢elijskih
lipida 1 hijaluronske kiseline 1 prevodjenju fibrinogena u fibrin. Svi ovi mehanizmi ¢ine
da S. aureus deluje na leukocite, lojne zlezde i potkozno tkivo, povecava napredovanje
infekcije 1 inaktivise efekat B-laktamskih antibiotika (Halpin-Dohnalek i Marth,1989;
Ote i sar. 2011; Post,1999).

Egzotoksini

1) Hemolizini i leukocidin

S. aureus moze da stvara citotoksi¢ne molekule, koji se mogu podeliti u Cetiri klase u
kojima su Cetiri hemolozina (a, B, y,19) i leukocidin (Dinges i sar. 2000).

a-hemolizin je najbolje opisan hemolizin, koji najvise oste¢uje celijsku membranu.
Prijemcive ¢elije, narocito trombociti 1 monociti u krvi ljudi imaju posebne receptore za
ovaj hemolizin, omogucavajuci njegovo vezivanje, $to ima za posledicu formiranje pora
kroz koje prolaze katjoni i na taj nacin o$tecujuci krvne Celije.

B-hemolizin je sfingomijelinaza, koja o$te¢uje membrane bogate ovim lipidom.
Klasi¢an test za dokazivanje B-hemolizina je liza govedih i ov¢ijih eritrocita (Cifrian i
sar. 1996). Ovaj hemolizin omogucava prepoznavanje vecine, ali ne svih sojeva S.
aureus u zavisnosti od vrste domacina.

y-hemolizin (leukotoksin) i leukocidin su proteini koji deluju udruzeno oStecujuéi
leukocite i lipidne membrane.

d-hemolizin je veoma mali peptid koga stvara vecina sojeva S. aureus. U literaturi je
opisano da ima direktan, ili indirektan uticaj na aktivnost neutrofila i monocita, a time

ima proinflamatorno delovanje (Schmitz i sar. 1997).
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2) Toksini stafilokoka

S. aureus pored povrsinskih faktora, enzima i citotoksina moze da stvara enterotoksine i
toxic shock syndrome 1 (TST 1) toksin. Enterotoksini mogu da izazovu trovanja ljudi
hranom, a TSST1 modulira imunoloski odgovor domacina (Ote i sar. 2011).
Oslobadanje TSST-1 u krvotok moze da dovede do pojave razlicitih ozbiljnih klini¢kih
kompikacija, kao Sto su toksi¢ni Sok sindrom, iznenadne smrti novorodencadi i

Kawasaki sindrom (Deurenberg i sar. 2005).

2.1.2. Karakterizacija hazarda

Sa stanoviSta higijene namirnica stvaranje jednog, ili viSe eneterotoksina (SE) je
sustinsko za nastanak trovanja ljudi stafilokokama. Da bi doSlo do stvaranja dovoljne
koli¢ine enterotoksina, koja moze da izazove intoksikacije, potrebno je da broj S. aureus
bude veéi od 10° cfu/g namirnice (Jablonski i Bohach, 1997; Le Loir i sar. 2003). Do
sada poznati enterotoksini stafilokoka ¢ine grupu seroloski razliCitih ekstracelularnih
proteina, kojima su zajednicke vazne karakteristike: 1) sposobnost da izazovu emezu
kod primata, 2) superanigenost kroz nespecificnu aktivaciju T limfocita pracenu
oslobadanjem citokina 1 sistemskim Sokom, 3) otpornost na visoke temperature i
digestiju pepsinom, 4) strukturna sli¢nost. Prema sposobnosti da izazovu emezu kod
primata podeljeni su na prave (klasi¢ne) enterotoksine (SEA-SEC) i toksine sli¢ne
enterotoksinima (Argudin i sar. 2010).

Do danas je opisano 22 enterotoksina stafilokoka (staphylococcal enterotoxins-SES) i
enterotoksinima  sliéna  toksina  (staphylococcal enterotoxin-like  toxins-SEl):
enterotoksin A (SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 (SEC2), C3 (SEC3), D (SED), E
(SEE), G (SEG), H (SEH), I (SEIl), J (SEJ) (Balaban i Rasooly, 2000), K (SEIK)
(Orwin i sar. 2001), L (SEIL), M (SEIM), N (SEIN), O (SEIO), (Jarraud i sar. 2001), P
(SIEP) (Omoe i sar. 2005), Q (SEIQ) (Orwin i sar. 2002), R (SEIR) (Omoe i sar.
2003), S (SEIS), T (SEIT) (Ono i sar. 2008), U (SEIU) (Letertre i sar. 2003) i U2 V,
koji se nalaze na klasteru egc, koji kodira sintezu enterotoksinu sli¢nih toksina (Thomas
i sar. 2006). Pet eneterotoksina SEA, SEB, SEC (SEC1,SEC2 i SEC3), SED i SEE,
razli¢iti u antigenoj reakciji, koji su izazvali trovanja hranom u literaturi se navode kao

klasi¢ni eneterotoksini.
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Enterotoksini i enterotoksinima sli¢ni toksini su globularni, ili jednolan¢ani polipeptidi
sa molekulskom masom od 22-28 kDa. Hidrolizom se dobija 18 aminokiselina, pretezno
aspartamska, glutaminska kiselina, lizin i tirozin. Za vecinu ovih aminokiselina
izoelektricna tacka je pri pH 5,7-8,6. Na osnovu poredenja sekvenci amino kiselina
enterotoksini stafilokoka (SE) i eneterotoksinima sli¢ni toksini su svrstani u Cetiri,
odnosno 5 grupa, zavisno da li se eneterotoksin H (SEH) svrstava, ili ne u grupu 1
(Larkine i sar.2009; Thomas i sar.2007; Ono i sar.2008; Uschyama i sar. 2006)
(Tabela 2.1.2.1.).

Tabela 2.1.2.1. Grupisanje eneterotoksina stafilokoka i eneterotoksinima sli¢nih toksina
(SE i SEI) poredenjem sekvenci aminokiselina (Modifikovano po Larkinu i sar. 2009)

Grupa SE i SEI
Grupa 1 SEA, SED, SEE, (SEH), SElJ, SEIN, SEIO, SEIP, SES
Grupa 2 SEB, SEC, SEG, SER, SEIU,SEIU2
Grupa 3 SEl, SEIK, SEIL, SEIM, SEIQ, SEIV
Grupa 4 SET
(Grupa 5) (SEH)

Sinteza eneterotoksina stafilokoka moze biti kodirana profagima (Batley i Mekalanos,
1985), plazmidima (Bayles i landolo, 1989), ili hromozomskim ostrvcima patogenosti
(Yarwood i sar. 2002). Geni za sintezu enterotoksina (se) imaju razli¢itu lokaciju.
Sintezu klasi¢nih eneterotoksina kodiraju fagi (SEA), hromozomi (SEB i SEC), ili
plazmidni geni (SED) (Tabela 2.1.2.2).

Plazmidi su nosioci seb, sed, sej, ser, ses, set gena. Fagi su umereno nosioci za gen sea,
ali ne za gen sec. Hromozomska ostrvca patogenosti su nosioci gena seb, sec, seg, seh,
sei, sek, sel, sem, sen, seo, sep i seq. Gen sec moze da se nalazi na plazmidu, ili
hromozomskim ostrvcima patogenosti zavisno od porekla soja (Fitzgerald i sar. 2001).
Lokacija se gena na mobilnim genetskim elementima moze da dovede do horizontalnog
transfera gena izmedu izolata S. aureus (Hennekinne i sar. 2012). Na primer gen seb se
nalazi na hromozomima kod nekih klini¢kih izolata (Shafer i Iandolo, 1978), dok je
kod drugih izolata na plazmidu (Shalita i sar. 1977). Glavni regulatorni sistem, koji
kontroliSe ekspresiju faktora virulencije S. aureus, je agr sistem (“aksesorni gen
regulator”) (Kornblum i sar. 1990). Ovaj sistem deluje u kombinaciji sa sar sistemom

(“stafilokokni akcesorni regulator”) (Cheung i sar. 1992; Novick i sar. 2001).
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Tabela 2.1.2.2. Karakteristike enterotoksina stafilokoka (Hennekinne i sar. 2010)

_ _ Molekulska Genetska baza Superantigeno Emetiék_o
Tip toksina masa (Da) delovanje delovanje
SEA 27,100 Profag + +
Hromozom,
plazmid,
SEB 28,336 Hromozomsko * *
ostrvce patogenosti
SEC;.03 =27,500 Plazmid + +
SED 26,360 Plazmid (pIB485) + +
SEE 26,425 Profag + +
Enterotoksin gen
SEG 27,043 cluster (egc), + +
hromozom
SEH 25,210 transpozon + +
SEI 24,928 egc, hromozom +
SElJ 28,565 Plazmid (pIB485) + n
Hromozomsko
SEK 25,539 ostrvce patogenosti " n
SEIL 24,593 Hromozomsko _ + i
ostrvce patogenosti
SEIM 24,842 egc, hromozom + n
SEIN 26,067 egc, hromozom + n
SEIO 26,777 egc, hromozom + n
SEIP 26,608 Profag (Sa3n) + n
SEIQ 25,076 Hromozomsko _ + i
ostrvce patogenosti
SER 27,049 Plasmid (p1B485) + +
SES 26,217 Plasmid (p1B485) + +
SET 22,614 Plasmid (p1B485) + +
SEIU 27,192 egc, hromozom + n
SelU, 26,672 egc, hromozom + n
Selv 24,997 egc, hromozom + n

+: pozitivna raeakcija; -: negativna reakcija; n: nepoznato

Vecinu ekspresije eneterotoksina stafilokoka (SE) kontrolise sistem agr. Tako na primer
ekspresija seb, sec i sed gena zavisi od agr sistema, dok ekspresija sea i sej gena ne
zavisi od ovog sistema (Tremaine i sar. 1993; Zhang i sar. 1998).

Sinteza enterotoksina je moguc¢a tokom svih faza rasta S. aureus (SEB i SED), samo kao
sekundarni metaboliti u kasnoj eksponencijalnoj ili stacionarnoj fazi rasta (SEB i SEC).

Vecina sojeva S. aureus moze da stvara jedan, ili viSe eneterotoksina, koji su rezistentni
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na proteoliticke enzime kao $to su tripsin, himotripsin, renin i papain, a pri pH 2 su
osetljivi na pepsin (Baird-Parker AC, 1990, Baird-Parker T 2000; Halpin-Dohnalek
i Marth, 1989; Jay, 2000; Kérouanton i sar. 2007; Normanno i sar. 2007).
Enterotoksin A (SEA), sam, ili u kombinaciji sa drugim enterotoksinima se najceSce
navodi kao uzrok trovanja hranom (Argudin i sar. 2010). Nasuprot tome, enterotoksin
C (SEC) neki autori navode kao uzrok intoksikacija nastalih posle konzumiranja
proizvoda od mleka (Norrmano i sar. 2007). Enterotoksin A (SEA) naj¢ece stvaraju
sojevi poreklom od ljudi, pa se nalaz ovog toksina u hrani objasnjava kontaminacijom
hrane od osoba koje ucestvuju u procesu proizvodnje hrane (Akineden i sar. 2008,
Rosengren i sar. 2010).

Trovanja eneterotoksinima stafilokoka su relativno blage intoksikacije, najcesce
dokazane u slu¢ajevima alimentarnih intoksikacija nastalih posle konzumiranja mleka i
proizvoda od mleka. Ranija istrazivanja su pokazala da je unosenje 20-25 pg SEB (0,4
ug/kg telesne mase) izazvalo povracanje (Raj i Bergdoll, 1969). Prose¢na doza
eneterotoksina A (SEA), koja je izazavala trovanje studenata ¢okoladnim mlekom u
SAD, bila je 114450 ng (Evenson i sar. 1988). Koli¢ina 20-100 ng enterotoksina A
(SEA) je izazavala trovanje pasterizovanim mlekom (Asao i sar. 2003), medutim neki
autori smatraju da veoma mala koli¢ina enterotoksina stafilokoka 0,5 ng/ml moze da
izazove oboljenje (Murray, 2005; Evenson i sar. 1988). Inkubacioni period zavisi od
koli¢ine unetog enterotoksina (Murray, 2005). Najces¢e je inkubacioni period kratak
(2-8h), a simptomi su mucnina, povracanje, abdominalni bolovi praceni sa ili bez
dijareje. Oboljenje traje 24-48 h posle ¢ega dolazi do oporavka obolelih. Komplikacije
su moguce kod dece 1 starih osoba. Dijagnoza intoksikacija izazvanih enterotoksinima
stafilokoka se potvrduje na osnovu: 1) nalaza 10° S. aureus/g hrane, 2) dokaza prisustva
enterotoksina u hrani i i/ili 3) izolacije istog soja S. aureus kod pacijenta i iz hrane
(Bryan i sar. 1997).
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Hrana kao izvor trovanja stafilokoknim enterotoksinima

Prvi slu¢aj trovanja enterotoksinima stafilokoka opisan je 1884. god. u Micigenu (SAD)
nastao posle konzumiranja Cheddar sira. Nekoliko godina kasnije, 1914. godine Barber
(1914) je dokazao da su enterotoksini stafilokoka bili uzrok trovanja nastalog posle
konzumiranja mleka, koje je ostavljeno da stoji pri sobnoj temperaturi, a bilo je
poreklom iz mle¢ne zlezde zahvacene mastitisom.

Hrana koja je izazvala trovanja enterotoksinima stafilokoka je razli¢ita i zavisi od
navika u ishrani. Hrana moze da bude dobar medijum za razvoj S. aureus i postoje
podaci da su mleko, kremovi, kolaci filovani kremom, maslac, Sunka, sirevi, kobasice,
meso u konzervama, salate, kuvana jela i nadev za sendvi¢e dokazani kao izvor
enterotoksina u sluc¢ajevima intoksikacija ljudi. Incidencija trovanja enterotoksinima
stafilokoka je sezonske prirode, jer najveci broj intoksikacija nastaje krajem leta, kada je
temperatura visoka, a hrana se ne Cuva na temperaturama frizidera (Montville i
Metthews, 2008).

Da bi doslo do alimentarnih intoksikacija ljudi koagulaza pozitivnim stafilokokama
treba da bude ispunjeno 5 uslova: 1) prisustvo izvora kontaminacije, koji sadrzi
enterotoksogene stafilokoke (sirov materijal, zdravi, ili inficirani nosioci), 2) prenos
stafilokoka iz izvora u hranu (slaba higijena tokom procesa dobijanja hrane), 3) hrana,
Ciji sastav 1 fiziCko-hemijske osobine podrzavaju rast S. aureus i sStvaranje
eneterotoksina, 4) optimalna temperatura i dovoljno vremena za rast ovog
mikroorganizma 1 stvaranje eneterotoksina i 5) unoSenje hrane, koja sadrzi dovoljnu
koli¢inu toksina i moze da izazove simptome (Hennekinne i sar. 2010). U literaturi su
opisani slucajevi trovanja enetrotoksinima stafilokoka (Bergdoll, 1989) gde je sir,
proizveden od mleka konatminiranog posle pasterizacije, a pre dodavanja starter
kultura, bio uzrok trovanja. Rast S. aureus i stvaranje enterotoksina su bili moguéi zbog
inhibicije rasta starter kultura i izostanka fermentacije.

U zemljama EU u 2011. godini je zabeleZzeno 0,07 slucajeva trovanja enterotoksinima
stafilokoka na populaciju od 100 000 ljudi (<0,01-0,45/100 000 zavisno od zemlje).
Prema izvestaju EFSA-e (2012) tokom 2010. godine u Evropi je prijavljeno 274
epidemije izazvane enterotoksinima stafilokoka. Najce$¢e inkriminisana hrana u
trovanjima stafilokoknim enterotoksinima se razlikuje od zemlje do zemlje. U Velikoj

Britaniji 53% trovanja izazavanih stafilokokama, zabelezenih u periodu od 1969-1990.
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godine, bilo je izazvano proizvodima od mesa, jelima od mesa, narocito Sunkom; 22%
slu¢ajeva je nastalo posle konzumiranja zivinskog mesa i jela od ovog mesa; 7% ribom i
Skoljkama i 3,5% jajima. Mleko i proizvodi od mleka su imali udeo od 8% do 53%
trovanja izazvanih eneterotoksinima stafilokoka. Dokazano je da 79% izolata S. aureus
stvara samo enterotoksin A (SEA), ili u kombinaciji sa jo§ nekim od enetrotoksina. Broj
S. aureus u hrani se kretao od 0 do 1,5x10' cfu/g (srednja vrednost 3x10’cfu/g).
Enterotoksin je dokazan u sirevima Kkoji su bili uzrok 2 epidemije, a da u tim sirevima
nije dokazano prisustvo S. aureus (Wieneke i sar. 1993).

U Francuskoj medu prijavljenim slucajevima trovanja enetrotoksinima stafilokoka
tokom dve godine (1999-2000) mleko i proizvodi od mleka su bili naj¢esé¢i uzrok
trovanja (32%), potom meso (22%), kobasice i pite (15%), riba i morski plodovi (11%),
jaja i proizvodi od jaja (11%) i Zivinsko meso (9,5%) (Haeghebaert i sar. 2002). Udeo
znacajnog broja proizvoda od mleka, dokazanih kao izvor enterotoksina u slucajevima
trovanja, objasnjava se velikom potro$njom sireva proizvedenih od sirovog mleka. U
periodu od 1981-2002. godine u 31 epidemiji izazvanoj hranom u Francuskoj naj¢esce
je dokazan SEA (69,7%) (Kerouanton i sar. 2007). Prvi slufajevi trovanja
eneterotoksinom E (SEE) su zabelezeni krajem 2009. godine, kada je u 6 epidemija u
razlu¢itim disistriktima Francuske obolelo 23 osobe. Uzrok trovaja su bili sirevi
proizvedeni od nepasterizovanog mleka. U nekim od uzoraka sireva je utvrden broj
koagulaza pozitivnih stafilokoka >1,5x10°cfu/g.

U Italiji, regija Pijemont u periodu od 2002. do 2010. godine, 181 osoba je obolela u
epidemijama izazvanim S. aureus i enterotoksinima stafilokoka (Ferrari i sar. 2011). U
literaturi je opisan slucaj porodice u kojoj su Cetiri ¢lana obolela posle konzumiranja
tardicionalnog jela ,,arancini®, koje se priprema od kuvanog pirin¢a i mesa i u kojem je
utvrden broj stafilokoka >10°/g i prisustvo eneterotoksina SEA i SEC (Bianchi i sar.
2013b). U Svedskoj u peiodu od 2003-2009. godine je zabelezeno 111 slu¢ajeva i 30
epidemija, Sto je predstavljalo 1%, odnosno 2% ukupno prijavljenih slucajeva i
epidemija nastalin posle konzumiranja hrane (Lindgqist i sar. 2004, 2005, 2006;
Linbland i sar. 2008, 2009, 2010).

U Austriji 2007. godine opisana je epidemija u kojoj je 30 dece obolelo posle
konzumiranja proizvoda od mleka u kojima su dokazane stafilokoke, koje su stvarale
enterotoksine A i D (SEA i SED) (Schmid i sar. 2009).
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U Svajcarskoj je jula 2008. godine zabeleZeno trovanje troje dece 4 h posle
konzumiranja kozijeg mleka u kojem je utvrdeno 5x10’cfu S aureus/ml. Dokazano je
prisustvo gena za sintezu enterotoksina D u izolatima S aureus poreklom iz mleka
(Giezendanner i sar. 2009).

U Norveskoj je =zabelezena epidemija trovanja izazavna jelom od krompira
pripremljenom sa sirovim mlekom. U jelu od krompira je dokazano 8x10° S. aureus/g, a
S. aureus je dokazan i u sirovom mleku iz tanka na farmi koje je kori§¢eno za pripremu
jela. lIzolati S. aureus iz jela i mleka su nosili gen seh, a enterotoksina H (SEH) je
dokazan u jelu, koje je izazvalo trovanje (Jorgensen i sar. 2005b).

S. aureus je u SAD sa 240.000 oboljenja godisnje znacajan uzro¢nik trovanja hranom
(Scallan i sar. 2011). Incidencija trovanja bi bila i veca da su zabeleZeni i sporadi¢ni
slucajevi (Bennett i sar. 2013). Trovanja zabelezena ovim mikroorganizmom u SAD od
1975-1982. godine bila su izazvana crvenim mesom (36%), salatama (12,3%),
zivinskim mesom (11,3%), testeninom (5,1%) i samo u 1,4% trovanja mlekom i
plodovima iz mora. U 17,1% trovanja nepoznat je uzrok (Genigeorgis, 1989).
Cokoladno mleko je bilo uzrok trovanja zabelezenog 1985. godine u Kentakiju (SAD).
Ovo ¢okoladno mleko je bilo kontaminirano i ¢uvano pri visokim temperaturama 4-5h
pre pasterizacije. Pasterizacijom su uniStene stafilokoke, ali ne i eneterotoksini. Ovaj
primer, kao 1 mnogi drugi ukazuju na znacaj isklju¢ivanja svih izvora kontaminacije
tokom procesa proizvodnje i hladjenja hrane i sastojaka hrane kada god je to moguce.
Proizvodi se mogu rashladivati pre, kao i posle termicke obrade (pasterizacija). U hrani,
koja je pravilno prosla proces proizvodnje stafilokoke bivaju uniStene. Noviji podaci
pokazuju da je S. aureus u SAD bio uzrok 2,6% oboljenja, koja su izazvana hranom
(Scallan i sar. 2011). Najces¢e je u slucajevima intoksikacija, nastalih posle
konzumiranja hrane, dokazan enterotoksin A (SEA) (77,8%), a zatim enterotoksin D i
enterotoksin B (SED i SEB).

U Brazilu je 2004. godine zabelezena epidemija u kojoj je 4000 ljudi obolelo posle
konzumiranja hrane u kojoj je dokazan S. aureus (Do Carmo, 2004). Ispitivanjem
primoizolata stafilokoka, izolovanih u 16 epidemija iz proizvoda od mleka u Brazilu,
naj¢eScée su dokazani geni sea i seb za sintezu enterotoksina A (SEA) i B (SEB) (Veras
i sar. 2008).
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U azijskim zemljama je sprovedeno nekoliko istrazivanja koja su pokazala da je u
epidemijama izazvanim stafilokokama najzastupljeniji bio enterotoksin A (SEA). Izolati
S. aureus poreklom od osoba obolelih tokom epidemija zabeleZzenih od 2001-2003.
godine u Tajvanu su nejc¢esce nosili sea gen, zatim seb i sec gen (Chiang i sar. 2008).

U Koreji oko 90% izolata S. aureus u trovanjima hranom su bili nosioci sea gena (Cha i
sar. 2006).

U Japanu je enterotoksin A (SEA) bio najc¢esce uzrok trovanja (Shimizu i sar. 2000). U
epidemijama zabelezenim u ovoj zemlji u periodu od 1995. do 1999.godune proizvodi
od mleka su bili uzrok u manje od 1% epidemija.

Ikeda i sar. (2005) su opisali veliku epidemiju u Osaki 2000.godine kada je obolelo
preko 10.000 ljudi posle konzumiranja pasterizovanog mleka sa niskim sadrZajem
masti, za ¢ije dobijanje je upotrebljeno mleko u prahu. U rekonstituisanom obranom
mleku i mleku u prahu je dokazano prisustvo male koli¢ine SEA (80ng) i sea gena.

Pored sea gena dokazano je i prisutvo seh gena.

U tabeli 2.1.2.3. hronoloski su prikazane vece epidemije intoksikacija, izazvanih
enterotoksinima stafilokoka, nastalih posle konzumiranja mleka i proizvoda od mleka,
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Tabela 2.1.2.3. Epidemije trovanja eneterotoksinima stafilokoka nastale posle
konzumiranja mleka i proizvoda od mleka (Cretenet i sar. 2011)

Br.

Vrsta

Zemlja | Godina slucajeva Hrana Tip SE mleka Referenca
SAD 1884. - sir - - Bergdol (1979)
SAD 1958. 200 Sir - sirovo Joh?isggol)sar.

. Zehren i Zehren
SAD 1965. - Sir - - (1968)
. Johnson i sar.
Kanada 1977. 12 Sir - - (1990)
Kanada | 1980. | 62 sir SSEEAC' i Todd i sar. (1981)
. . Aleknuse i
SAD 1981. 16 Sir - pasteriz. sar.(1998)
Engleska | 1983. 2 sir - pasteriz. Baret (1986)
i SEAI . De Buyser i
Francuska | 1983. 20 Sir SED sirovo sar.(1985)
Skotska | 1984. 27 sir SEA sirovo Bone i sar.(1989)
Skotska | 1985. 2 ngg - | nepasteriz. |  Sharp (1989)
¢okoladno . Evenson i sar.
SAD 1985. 860 . SEA pasteriz. (1988)
kozije . .
Izrael 1987. 3 mleko SEB sirovo Gross i sar. (1988)
Engleska | 1988. 155 sir - nepasteriz. Mag(tljggll)sar.
Brazil 1994. 7 Sir SEH - Pereira i sar. (1996)
Francuska | 1997. 140 sir - sirovo Keronzgggo;; | sar.
Francuska | 1998. 62 sir - sirovo Kero%gggo% | sar.
polutvrdi nije . Kerouanton i sar.
Francuska | 1998. 37 - dokazan sirovo (2007)
mleko u SEAI Asao i sar. (2003)
Japan 2000. | 13.420 prahu SEH i Ikeda i sar. (2005)
.. Kerouanton i sar.
Francuska | 2001. 4 meki sir SEA - (2007)
polutvrdi . Kerouanton i sar.
Francuska | 2001. 46 sir SED sirovo (2007)
sir od .
Francuska | 2002. 104 ovéijeg SEA sirovo Kero%gggo;; | sar.
mleka
Francuska | 2009. 23 Sir SEE | nepasteriz. | Ostyn i sar. (2010)
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2.1.3. Procena izloZenosti

Mleko i proizvodi od mleka predstavljaju dobar substrat za rast S. aureus i navode se

kao izvor enterotoksina u slu¢ajevima intoksikacija (De Buyser i sar. 2001).
Nalaz Staphylococcus aureus u mleku i sirevima

Staphylococcus aureus kao ubikvitarni mikroorganizam moze se ¢esto na¢i u mleku i
izolovati sa koZze vimene, papila, rana, opreme za muzu i iz okoline (Jorgensen i sar.
2005a). Ovaj mikroorganizam moze da izazove mastitise kod muznih Zivotinja. U
pomuzenom mleku broj S. aureus je 100-200 cfu/ml. Kod mastitisa broj ovog
mikroorganizma moze da raste do 10%cfu/ml mleka (Euzéby, 2012). Kontaminacija
mleka i proizvoda od mleka patogenim mikroorganizmima moze da bude endogenog
porekla, iz mle¢ne Zlezde inficirane muzne zivotinje ili egzogenog porekla iz okoline
(Brisabois i sar. 1997). Prirodni rezervoar S. aureus predstavljaju latentno inficirane
muzne zivotinje i ¢ovek. Ovaj mikroorganizam stalno kolonizuje 20-30% ljudske
populacije, a 60% populacije povremeno. U stvari, samo 20% ljudi skoro nikada nije
nosilac S. aureus (Kluytmans i Werheim, 2005). Kolonizacija S. aureus, ili gnojna
infekcija bilo kog dela tela osobe, koja rukuje sa hranom sigurno ima za posledicu
prisustvo ovog mikroorganizma na rukama, a posledi¢no kontaminaciju hrane. Izvor
intoksikacija ljudi moze da bude razli¢ita hrana, kontaminirana od latentno inficiranih
ljudi S. aureus, a kada sastav i fizicko hemijske osobine hrane kao i uslovi sredine
pogoduju razmnozavanju stafilokoka 1 stvaranju enterotoksina.

U literaturi su prisutni podaci o kontaminaciji sirovog mleka i proizvoda od sirovog
mleka S. aureus. Prema Boynukara i sar. (2008) i Pelisser i sar. (2008) ucestalost
nalaza S. aureus u sirovom mleku se krece od 6 do 28%. Ovaj mikroorganizam je
dokazan u 75% uzoraka kravljeg mleka i 96% uzoraka kozijeg mleka iz tankova za
mleko na farmama u Norveskoj (Jgrgensen i sar. 2005). Slican nalaz navodi Rall i sar.
(2008) po kojem je S. aureus dokazan u 70,4% uzoraka sirovog mleka.

Prevalencija S. aureus u sirovom mleku prema drugim autorima je bila veca i kretala se

od 31,9 do 90,4% (Tabela 2.1.3.1.)
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Tabela 2.1.3.1. Prevalencija S.aureus u sirovom mleku iz tankova i silo tankova na

farmama (Kousta i sar. 2010)

Uzorak Prevalencija % Zemlja Referenca
(ukupan br.uzoraka) porekla
Mleko iz silo tanka 66,7 (24) Brazil Andre i sar. (2008)
Mieko iz tanka na 85,5 (433) Norveska Jorgensen i sar. (2005)
farmi
Kozije mleko iz tanka 31,9 (407) Svajcarska Muehlherr i sar. (2003)
Sirovo mleko iz tanka 90,4 (21) Brazil Tondo i sar. (2000)

Na Novom Zelandu u 17% uzoraka sirovog mleka iz tanka je dokazano >500 cfu/ml S.
aureus (Howard, 2006), a u Pensilvaniji je dokazan S. aureus u 31% uzorka sirovog
mleka (Jayarao i sar. 2004). U Slovackoj Zigo i sar. (2011) i Dobrikova i sar. (2010)
navode da je incidencija S. aureus u sirovom mleku krava i ovaca 4-9%. Medvedova i
Valik (2009) su dokazali S. aureus u 20% uzoraka mleka, od kojih je 33% izolata
dokazano prisustvo gena za sintezu enterotoksina A (sea).

Raji¢ (2014) je dokazala prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoke u 1,64 do 17,20%
uzoraka mleka uzetih iz pojedinih Cetvrti vimena krava sa tri farme. Svi izolati su
stvarali hemolizine, najces¢e beta hemolizin (50% izolata), zatim alfa plus beta
hemolizin (36% izolata), beta plus delta hemolizinon (8% izolata), delta hemolizin (4%
izolata) i alfa hemolizin (2%). Na osnovu biohemijskih osobina izolati koagulaza
pozitivnih stafilokoka su naj¢es¢e identifikovani kao S. aureus (88%), zatim S.
chromogenes (4%), S intermedius (2%), S. xylosus (2%), S. sciuri (2%) i S. lentus (2%).
Primenom ELFA tehnike utvrdeno je da 20% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka,
koji su na osnovu fenotipskih i genotipskih osobina, identifikovane kao S. aureus, ima
sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina (A, B, C, D i E). Od 10 izolata S. aureus, kod
kojih je ELFA tehnikom utvrdena sposobnost sinteze klasi¢nih enterotoksina (A, B, C,
D i E), samo kod jednog izolata identifikovan je gen za sintezu enterotoksina B. Autor
je zaklju€ila da ovaj nalaz ukazuje da ostalih 90% izolata S. aureus ima sposobnost da
sintetiSe enterotoksine grupe C 1/ili E.

Hunt i sar. (2012.) su ispitali, na prisustvo S. aureus, 117 uzoraka sirovog mleka i
sireva iz razlicitih faza proizvodnje poreklom od 4 proizvodaca sireva i 5 snabdevaca
mlekom u Irskoj. Autori su izvrsili karakterizaciju 151 izolata iz 81 uzorka u kojima je

dokazan ovaj mikroorganizam. Rezultati su pokazali da 83,2% izolata nisu nosioci se
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gena, i ne poseduju sposobnost sinteze enterotoksina, a kod 16,78 % izolata iz uzoraka
poreklom od jednog proizvodaca dokazan je sec gen.

Korpysa-Dzirba i Osek (2011) su anlizirali 237 uzoraka sirovog mleka na prisustvo S.
aureus i dokazali prisustvo ovog mikroorganizma u 77 (32,5%) uzoraka. Od 66 izolata
5 (7,6%) izolata su nosili gene za sintezu enterotoksina i to 3 izolata za sintezu
enterotoksina C (sec) i 2 izolata za sintezu enterotoksina A (sea).

Tokom perioda od 6 meseci Park i sar. (2000) su ispitali prisustvo koagulaza
pozitivnih S. aureus u mleku i sposobnost stvaranja enterotoksina u uzorcima sirovog
mleka. 1z 178 uzoraka sirovog mleka sa 7 farmi izolovano je 18 (10,1 %) izolata S.
aureus i 8 (38%) izolata iz 21 uzorka mleka, kod kojih je broj somatskih ¢elija bio
manji od 500.000 u mililitru. Autori su dokazali da 7 (87,5%) od 8 izolata i 15 (83,3%)
od 18 izolata stvara enterotoksine. Enterotosini su pripadali serotipu B (66,7%), tipu A
(33,3%), a dva soja su stvarala enterotoksine A i B.

Radovanovi¢ Savi¢ (2000) je ispitujuéi prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka u
uzorcima sirovog mleka, koje se koristi za proizvodnju kiselo-koagulisuceeg sira u
individualnom domacdinstvu, dokazala prisustvo ovog mikroorganizma ¢iji je broj bio 3
log cfu/ml neposredno posle muze i rastao sa udaljavanjem od muze, da bi dostigao
vrednost od 5,1 log cfu/ml mleka vecernje muze. S. aureus je prezivljavao tokom
procesa proizvodnje kiselo-koagulisuceg sira. Populacija se uvecala od 5,69 log cfu/ml
u mleku pri podsiravanju do 6,81 log cfu/g u grusu, 7,35 log cfu/g u grudi i siru 7,10
log cfu/g.

U uzorcima sirovog mleka krava i jaka (Bos mutus) S. aureus je bio dokazan u velikom
broju uzoraka, §to su pokazali rezultati ispitivanja Urachimeg i sar. (2007) u Mongoliji.
Stafilokoke su izolovane iz 72 (74%) uzorka sirovog mleka. Od uzoraka u kojima su
dokazane stafilokoke 69,44% (50 od 72) uzoraka mleka je bilo poreklom od jaka a
30,5% (22 od 72) uzoraka je bilo poreklom od goveda. Tehnikom reverzne pasivne
aglutinacije su dokazali enterotoksin C u 10% (7 od 72) uzoraka mleka jaka i 21 % (15
od 72) uzorka mleku goveda.

Stephen i sar. (2002) su u uzorcima mleka uzetim iz tankova, na farmama u
Svajcarskoj, utvrdili 1,0 x 10* do 3,0 x 10°cfu S. aureus /ml mleka. Veli¢ina farme nije
imala znaCajnog uticaja (p >0,05) na broj S. aureus u mleku iz tankova.

Genotipizacijom 59 primoizolata, primenom, Pulsed-field gel elektrophoresis (PFGE),
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su dokazali 22 razli¢ita genotipa S. aureus. Samo jedan od dva glavna tipa je dokazan
na svakoj farmi, ukazuju¢i na nedostatak genetskog diverziteta medu izolatima S.
aureus sa farmi. Samo dva pulsotipa su se pojavila na viSe od jedne farme. Rezultati
PFGE su pokazali da postoji genetska relacija izmedu izolata S. aureus dobijenih iz
uzoraka mleka Cetvrti i mleka u tankovima na dve farme, na kojima je bio veliki broj
ktrava sa mastitisom. Daljim ispitivanjem multipleks PCR tehnikom dokazano je da 16
(27,1%) izolata S. aureus sadrzi se gene, od kojih je 15 bilo nosilac samo jednog gena, a
jedan dva gena (seg i sei). NajéeS¢e dokazani geni su bili seb, sea, sec, dok ni kod
jednog izolata nisu dokazani see, seh, sej, ili tst geni.

Sa ciljem utvrdivanja da 1i stafilokoke, uzro¢nici mastitisa mogu da izazovu
intoksikacije ljudi hranom, Cenci-Goga i sar. (2003) su ispitali 160 izolata S. aureus,
poreklom od 146 krava sa 18 farmi u Kaliforniji. Rezultati, koje su autori dobili
pokazuju da je znacajan broj izolata S. aureus (22 od 160) stvarao enterotoksine. Sedam
izolata je stvaralo SEC, 12 izolata SED, 3 izolata SEC i SED. Nijedan izolat nije stvarao
SEA i SEB.

Tkacikova i sar. (2003) su na prisustvo gena za enterotoksine, primenom multipleks
PCR tehnike, ispitali 87 izolata S. aureus iz 53 uzorka ov¢ijeg sirovog mleka, 21 uzorka
sirovog kravljeg mleka, jednog uzorka kozijeg mleka sa farmi u isto¢noj Slovackoj i 12
uzoraka sira od ov¢ijeg mleka. Dokazali su gene za 4 tipa enterotoksina. Tri tipa gena
za enterotoksine (SEA, SEC i SED) su dokazana kod S. aureus izolovanih iz ov¢ijeg
sirovog mleka. Tri tipa (SEB, SEC i SED) su dokazana kod izolata iz uzoraka sireva od
ov¢ijeg mleka; gen za enterotoksin C (SEC) je dokazan kod izolata iz uzorka kozijeg
sirovog mleka i dva gena (SEC i SED) su dokazana kod izolata iz kravljeg sirovog
mleka. Najveci broj enterotoksogenih stafilokoka (98,8%), izolovan iz sirovog mleka,
posedovao je gena za sintezu SEC i SED. Autori su zakljucili da je relativno visoka
prevalencija enterotoksogenih sojeva S. aureus 28 (38,6%) od 75 izolata, verovatno u
direktnoj korelaciji sa zdravstvenim stanjem mle¢ne Zlezde Zivotinja od kojih su uzeti
uzorci.

Soriano i sar. (2002) su mikrobioloskim pregledom 504 uzoraka hrane (proizvodi od
povréa, jaja, mesa, ribe, testa) prikupljenih iz kafeterija i restorana u zavrSnom
stadijumu pripreme, kada je hranu trebalo posluziti, dokazali prisustvo enterotoksogenih

stafilokoka u 19 (3,8%) uzoraka od kojih je 10 (52,6%) sojeva stvaralo enterotoksin C
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(SEC), 4 (21,1%) soja enterotoksin D (SED), 3 (15,8%) soja je stvaralo enterotoksin B
(SEB) i 2 (10,5%) soja je stavralo enterotoksin A (SEA). Tri uzorka hamburgera su
sadrzavala SEA, SEB i1 SEC, dok su enterotoksini dokazani u ekstraktima hrane. Uzorci
iz restorana su uzimani pre i posle implementacije sistema HACCP. Od 181 uzorka
hrane prikupljenih iz 4 restorana pre implementacije sistema HACCP, u 7 (3,9%)
uzoraka hrane su dokazane stafilokoke koje stvaraju enterotoksine. SED je stvaralo 4
(57,1%) izolata, 2 (28,6%) izolata SEC i 1 (14,3%) izolat SEA. U jednom uzorku
kuglice od mesa iz restorana je dokazan SEC. Posle uvodenja sistema HACCP u 4
restorana ispitivanjem 196 uzoraka hrane nisu dokazane stafilokoke koje stvaraju
enterotoksine, niti enterotoksini.

Tokom monitoringa bakterioloske ispravnosti mleka i proizvoda od mleka De Reu i
sar. (2004) su pregledali 143 uzorka sirovog mleka i 100 uzoraka proizvoda od mleka
sa farmi u Belgiji, 64 uzorka maslaca, 9 uzoraka jogurta, 16 uzoraka sireva, 7 uzoraka
sladoleda i 4 uzorka svezeg sira. Rezultati su uporedeni sa maksimalnim vrednostima,
koje propisuje EC direktiva 92/46/EC i maksimalnim vrednostima, koje propisuje
regulativa u Belgiji. Enterotoksini stafilokoka su dokazivani u uzorcima u kojima je broj
ovog mikroorganizma bio ve¢i od dozvoljenih maksimalnih vrednosti propisanih
direktivom i zakonskom regulativom.

Adwan i sar. (2005) su ispitali prisustvo enterotoksogenih S. aureus u ukupno 205
uzoraka sirovog mleka, koji su poticali sa farmi u severnoj Palestini od klini¢ki zdravih
krava (130) i ovaca (120). Od 100 izolata S. aureus kod 37 (37%) je dokazan gen za
sitezu enterotoksina (se). Kod najveceg broja izolata 20 (54,1%) je dokazan seb, zatim
sea gen kod 4 izolata (10,8%), sec gen kod 4 izolata (10,8%) i see gen kod 3 izolata
(8,19%). Nijedan od enterotoksogenih izolata nije bio nosilac vise od jednog gena (se).
Morandi i sar. (2007) su pregledom mleka (krava, koza, ovaca i bivolice) i proizvoda
od mleka (grus, sirevi stari 1-2 meseca, maslac 1 surutka) iz razli¢itih regiona u Italiji
izolovali 112 izolata S. aureus od kojih je 86 izolata iz uzoraka sirovog mleka i 26
izolata iz uzoraka proizvoda od mleka. Svih 112 izolata su identifikovani kao S. aureus.
Identifikacija 21 izolata (6 izolata poreklom od krava, 4 izolata poreklom od koza i 1
izolat poreklom od bivolice). Primenom metode reverzne pasivne lateks aglutinacije,
dokazano je da S. aureus izolovane iz mleka stvaraju klasi¢ne enterotoksine (SEA-

SED). Prisustvo gena za sintesu enterotoksina (sea, sec, seg, seh, sei, sej i sel) su ispitali

24



Multiplex-PCR tehnikom. Prisustvo gena za sintezu enterotoksina (se) su dokazali kod
67% ilolata. lzolati stafilokoka iz mleka krava su ¢eSée stvarale SEA, SED i nosile sej
gen, a stafilokoke izolovane iz mleka koza i ovaca su ¢eSce stvarale SEC i nosile sel
gen.

U cilju karakterizacije S. aureus izolovanih iz mleka, poreklom od krava sa
subklinickim mastitisom i iz sabirnih tankova za mleko, Peles i sar. (2007) su ispitali
uzorke mleka sa 20 farmi u isto¢noj Madarskoj. Mleko iz tankova sa 14 od 20 farmi je
bilo kontaminirano ovim mikroorganizmom u broju 6 x 10% cfu S. aureus /ml.

U Brazilu su Rall i sar. (2008) pregledali ukupno 162 uzorka mleka sa pet farmi i po
54 uzoraka sirovog mleka iz glavnih tankova za mleko pre pasterizacije, posle
pastrizacije i na dan isticanja roka trajanja pasterizovanog mleka. S. aureus su dokazali
u 38 (70,4%) od 54 uzoraka sirovog mleka. S. aureus su dokazalu i u 8 (14,7%) uzoraka
mleka odmah posle pasterizacije i 11 (20,4%) uzoraka pasterizovanog mleka na dan
isticanja roka upotrebe. Nalaz S. aureus u mleku posle pasterizacije prema misljenju
autora je posledica nepravilno izvedene pasterizacije. Genotipizacijom izolata S. aureus
su utvrdili 12 genotipova. Najc¢esée su dokazali gen, koji kodira sintezu enterotoksina
A-sea kod 16 (41%) izolata, zatim seg gen kod 11 izolata (28,2%), gen sec kod 2 (5,1%)
izolata, sed gen kod 5 (12,8%) izolata, seb gen kod 3 (7,7%) izolata i see gen kod 2
(5,1%) izolata.

D'Amico i sar. (2008) su ispitali 133 uzorka sirovog mleka, koje se koristi za
proizvodnju sireva na prisustvo S. aureus. Uzorci su prikupljani jednom nedeljno od
juna do septembra 2006. godine sa 11 farmi, koje proizvode sireve od kravljeg, kozijeg i
ov¢ijeg mleka. U 34,6% (46 od 133) uzoraka mleka sa 8 farmi (73%) su dokazali S.
aureus.

U Brazilu Arcuri i sar. (2010) su iz 125 uzoraka mleka poreklom od krava sa
mastitisom, 96 uzoraka sirovog mleka iz tankova 1 70 uzoraka Minas svezih sireva,
izolovali 291 izolat S. aureus. Prisustvo gena za sintezu enterotoksina stafiloka (SE)
(sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj i sell) i tst-1 gen su ispitali primenom tehnike
PCR. Kod 109 (37,5%) izolata je dokazano prisustvo bar jednog od 11 gena. Najcesce
su dokazali gene za sintezu enterotoksina kod izolata poreklom iz Minas sira (72,9%),
zatim kod izolata poreklom iz uzoraka mleka iz tanka (41,7%) izolata i kod izolata

poreklom iz mleka krava sa subklinickim mastitisom (13,6%). Nalaz nedavno opisanih
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SE gena (seg-sell) je bio znatno veci (87 od 109 PCR-pozitivnih sojeva) nego klasi¢nih
SE gena (sea-see), koji su dokazani kod 15 izolata. NajceS¢e dokazani SE geni su bili
seg i sei, koji su bili pojedinac¢no, ili u kombinaciji sa drugim genima. Ni kod jednog
izolata nije dokazano prisustvo see. Kod 8 izolata je dokazan tst-1 gen, ali nijedan nije
bio poreklom iz mleka krava sa subklinickim mastitisom. Veliki genotipski diverzitet
potencijalno toksogenih izolata S. aureus, narocito iz Minas sireva ukazuje na razliite
izvore kontaminacije.

U Brazilu je uobicajeno konzumiranje mekih belih sireva, koji se proizvode od sirovog
mleka, ¢ija je pH vrednost visoka, sadrzaj vlage (>55%) i niska koncentraciju soli (1,4-
1,6%). Ovi sirevi se proizvode na malim farmama-mlekarama, ili u domacinstvima pri
razli¢itim higijenskim uslovima, dok industrijska proizvodnja podrazumeva korisé¢enje
pasterizovanog mleka, period zrenja od najmanje 60 dana, ako se za proizvodnju sireva
koristi sirovo mleko. Budu¢i da meki sirevi od sirovog mleka mogu da budu
potencijalni nosioci patogenih mikroorganizama, u drugom ispitivanju Moraes
Mendonca i sar. (2009) su mikrobioloski ispitali 55 uzoraka sireva, koji se proizvode
od sirovog mleka. Doakazali su prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka u 17
(30,9%) uzoraka sireva u broju iznsd 10* cfu/g. Ovaj rezultat je ukazao na nizak kvalitet
sirovog mleka, od kojeg su proizvedeni sirevi i da su uslovi proizvodnje neadekvatni.
Aydin i sar. (2011) su analizirali 1070 uzoraka hrane sa pijaca i mlekara u regionu
Marmara, Turska na prisustvo S. aureus. Od 147 izolata 92 (62,6%) je imalo sposobnost
da stvara enterotoksine. Primenom PCR tehnike utvrdeno je da 53,3% izolata nosi gene
za eneterotoksinima sli¢ne tosine seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq i seu,
koji su bili vise zastupljeni u odnosu na gene za klasi¢ne enetrotoksine (sea-see).
Daljom analizom dokazani su seo (37,0%), sei (32,7%), sem (30.4%), seg (29,3%), seu
(29,3%) i sec geni kod 27,2% izolata. Sposobnost izolata da stvaraju enterotoksine
(SEA-SEE) je ispitana ELISA tehnikom. lzolati S. aureus su stvarali 1 do 3
eneterotoksina, naj¢esc¢e SEA 1 SEC.

Holec¢kova i sar. (2002) su u Slovackoj ispitali uzorke sira proizvedenog od ov¢ijeg
mleka, Bryndza sira, testenine, kobasica i briseve iz procesa proizvodnje (sa opreme,
grlo i nos ljudi, koji u€estvuju u procesu dobijanja hrane). Stvaranje enterotoksina je
dokazano kod 20 (39,2%) izolata od ukupno 51 izolata S. aureus izolovanih iz ispitanih
uzoraka. Stvaranje enterotoksina A (SEA) je dokazano kod 3 (5,9%), SEB kod 12

26



(23,5%), SEA i SEB kod 5 (9,8%) izolata S. aureus. Najveca zastupljenost
enterotoksogenih izolata S. aureus bila je u siru proizvedeneom od ovc¢ijeg mleka
(47,4%), sa prevalencijom SEB od 36,8%. Od 18 izolata S. aureus iz testenine 6 (33%)
je bilo enterotoksogeno. Sinteza enterotoksina nije dokazana kod izolata poreklom iz
uzoraka Brindza sira i kobasica. lz uzoraka brisa sa opreme dokazan je jedan
eneterotoksogeni izolat i 4 enterotoksogena izolata iz briseva grla i nosa ljudi, koji su
ucestvovali u procesu proizvodnje.

Prevalencija S. aureus u razli¢itim vrstama sira u prometu prema podacima iz literature
kretala se od 0 do 25% (Tabela 2.1.3.2.)

Tabela 2.1.3.2. Prevalencija S. aureus u razli¢itim vrstama sira (Kousta i sar. 2010)

Vrsta Mesto Pevalencija % Zemlja Referenca
Vrstasira mleka | uzorkovanja (ukupan porekla
br.uzoraka)

Sir sa Paster. | prodavnice 17,6 (34) Italija De Lucai
plesnima sar.(1997)
Meki sir Paster. | prodavnice 8,3 (36) Italija De Lucai

sar.(1997)
Polutvrdi sir | Paster. | prodavnice 18,9 (53) Italija De Lucai
sar.(1997)
Mozarella tip | Paster. | prodavnice 25,0 (12) Italija De Lucai
sar.(1997)
Meki sir sa - Lokalne 3,8 (53) Egipat El-Sharound i
zrenjem pijace Spano (2008)
Svezi mekKi sir - Lokalne 0,0 (34) Egipat El-Sharound i
pijace Spano (2008)
Meki sir - Supermarket 20,0 (45) Brazil | Aragjo i sar.(2002)
Meki sir kozije | prodavnice 8,0 (62) Nemacka | Akineden i sar.
(2008)
Krem sir kozije | prodavnice 8,0 (50) Nemacka | Akineden i sar.
(2008)
Polutvrdi sir | kozije | prodavnice 5,4 (56) Nemacka | Akineden i sar.
(2008)
Tvrdi sir kozije | prodavnice 15,3 (13) Nemacka |  Akineden i sar.
(2008)

Normanno i sar. (2005) su u toku jednog opseznog ispitivanja pregledali 11.384
uzoraka razliCite hrane sa trzista i briseva sa povrsina iz pogona industrijske proizvodnje

hrane da bi utvrdili prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka. Rezultai su pokazali da

27



je 1971 (17,3%) uzorak bio pozitivan na prisustvo ovog mikroorganizma, od kojih je
541 uzorak dalje ispitan i iz 537 (99,3%) uzoraka je izolovan S. aureus. Ukupno 298
(55,5%) od 537 izolata je stvaralo enterotoksine. Od 3097 ispitanih uzoraka mleka i
proizvoda od mleka, 641 (20,7%) uzorak je bio kontaminiran koagulaza pozitivhim
stafilokokama. Od 364 odabrana izolata za dalju identifikaciju, 362 izolata je
identifikovano kao S. aureus od kojih je 217 (59,9%) izolata stvaralo enterotoksine. Ovi
sojevi su stvarali SEA (26,7%), SEB (0,9%), SEC (28,1%), SED (15,7%), SEA+SEB
(1,8%), SEA+SED (26%), SEA+SEC (0,5%) i SEC+SED (0,5%).

Bania i sar. (2006) su ispitali 50 izolata S. aureus poreklom iz sirovog mlevenog mesa i
sirove kobasice na sposobnost stvaranja enterotoksina. Sposobnost stvaranja
enterotoksina su dokazali kod 27 izolata. Samo 9 od 27 izolata su nosili gene, koji
kodiraju klasi¢ne enterotoksine SEA-SEE. Autori su dokazali prisustvo novih gena za
sintezu enterotoksina kod 18 izolata koji nisu stvarali klasi¢ne enterotoksine (SEA-
SEE). Svi izolati za koje je dokazano da stvaraju klasi¢ne enterotoksine (SEA-SEE) su
bili i nosioci gena koji kodiraju SEIs. Naj¢esce je bio dokazan gen, koji kodira SEIH
(stafilokoni enterotoksin-slican enterotoksinu H) kod 14 izolata, a zatim geni Koji
kodiraju SEIl i SEIG. Autori su takode dokazali prisustvo tri manje proucena gena: Sep
(8 izolata), sel (2 izolata) i sek (1 izolat).

Borelli i sar. (2006) su ispitali prisustvo enterotoksogenih Staphylococcus spp. u Serra
da Canastra sirevima u Brazilu. Ova vrsta sira se na tradicionalni na¢in proizvodi preko
200 godina u Minas Gerias oblasti od sirovog kravljeg mleka, dodavnjem surutke u
kojoj je prisutna prirodna mikroflora (Lactobacillus spp., Lactococcus spp. i
Streptococcus spp.). Proizvodnja sireva se odvija na malim farmama-mlekarama u
razli¢itim higijenskim uslovima. Budu¢i da ovi sirevi mogu da budu potencijalni nosioci
patogenih mikroorganizama uzorci su prikupljeni sa 10 farmi i obuhvatili su vodu,
koris¢enu tokom procesa dobijanja sireva, sirovo mleko, surutku, grus pre soljenja i
sireve posle 5 dana zrenja. Broj Staphylococcus spp. u mleku se kretao od <2,0 do 4,9
log cfu/ml. Ovaj broj nije bio samo u vezi sa niskim higijenskim nivoom, ve¢ se moze
dovesti u vezu sa temperaturom ¢uvanja mleka, odsustvom hladenja mleka pre procesa
dobijanja sireva. Veliki broj S. aureus je dokazan u surutki, koja je korS¢ena kao starter
kultura (<2,0 do 5,7 cfu/ml), grusu (4,3-6,3 log cfu/g) i u 70% uzoraka sira (<2,0 do 6,3

log cfu/g). Autori su zakljucili da tardicionalna upotreba, surutke kao izvora prirodne
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mikroflore (Lactobacillus spp., Lactococcus spp. i Streptococcus spp.), predstavlja
potencijalni opasnost za kontaminaciju Canastra sireva. Alternativu kontrole
kontaminacije bi predstavljalo Cuvanje prirodnih starter kultura pri temperaturama
hladenja sve do upotrebe. Od 75 izolata Staphylococcus spp. 70 (93,3%) je stvaralo
barem jedan od toksina (SEA, SEB, SEC, SED i TSST-1), a najéesce su stvarali SEB i
SEC. Izolati S. intermedius i S. hyicus iz mleka i grusa su stvarali SEB i SEC.

Alemida i sar. (2007) su uzorkovali 70 uzoraka sireva (mekih i tvrdih), koji se
proizvodeni od sirovog kravljeg, ov¢ijeg i kozijeg mleka, ili kombinacijom ovih vrsta
mleka u razli¢itim regionima Portugalije. Mikrobioloskim pregledom dokazali su S.
aureus u 37 uzoraka sireva, a u 11 uzoraka sireva broj S. aureus je bio iznad vrednosti
potrebnih za formiranje enterotoksina u koli¢inama koje izazivaju intoksikacije ljudi.
Cremonesi i sar. (2007) su ispitali 33 uzorka svezih sireva, mekih, polutvrdih i tvrdih
sireva proizvedenih od sirovog mleka na prisustvo S. aureus i enterotoksine stafilokoka
(SE) primenom klasi¢ne mikrobioloske i molekularne tehnike. U svim uzorcima je bilo
dokazano prisustvo S. aureus koje su identifikovane fenotipskim i genotipskim
metodama (23S rRNA, coa u nuc gen). Svi sirevi, kod kojih je broj S. aureus bio veci
od 10° cfu/g, su bili ispitani na prisustvo enterotoksina primenom reverzne pasivne
lateks aglutinacije (SET-RPLA) i ELFA VIDAS SET tehnike. Ni u jednom ispitanom
uzorku sira nisu dokazani enterotoksini. Od 33 izolata 14 (42%) su imali sea gen. lzolati
S. aureus poreklom iz 10 uzoraka sireva od kravljeg mleka su nosili sea ili sed gen, ili
kombinaciju sea, sed i sej gena, dok je kombinacija sec i sel gena dokazana u 2 uzorka
sira od kozijeg mleka. Samo kod jednog izolata S. aureus je dokazan seg gen.

Tokom trogodiSnjeg istrazivanaja (2003-2005), koje su sproveli Normanno i sar.
(2007) su ispitali 1634 uzoraka mleka, proizvoda od mleka i mesa na prisustvo
Staphylococcus aureus i izvrsili karakterizaciju enterotoksogenih sojeva izolovanih iz
ovih proizvoda. Od ukupno 1634 (641 uzorka mleka, proizvoda od mleka i 993 uzorka
proizvoda od mesa) S. aureus je dokazan u 209 (12,8%) uzoraka od kojih je 109 (17%)
uzoraka mleka i proizvoda od mleka, a 100 (10%) uzoraka proizvoda od mesa. Stopa
kontaminacije mleka i proizvoda od mleka je bila znacajno veca u odnosu na proizvode
od mesa (p<0,001). Od 209 izolata S. aureus (po jedan iz pozitivnog uzorka) 125
(59,8%) je stvaralo 1, ili vise enterotoksina (SE). Najcesce je dokazan enterotoksin D
(SED) kod 42 (33,6%) od 125 izolata, zatim enterotoksin A (SEA) kod 23 (18,4%),
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enterotoksin C (SEC) kod 19 (15,2%) i enterotoksin B (SEB) kod 8 (6,4%) izolata. Od
125 ispitanih enterotoksogenih sojeva najveci broj 63 (50,4%) izolata su bili humanog
porekla, zatim izolata poreklom od ovaca 29 (23,2%), 22 (17,6%) izolata poreklom od
nespecificnog domacina, 9 (7,2%) izolata poreklom od goveda i 2 (1,6%) izolata
poreklom od Zivine.

Poli i sar. (2007) su da bi utvrdili rizik od nalaza enterotoksogenih S. aureus u Monte
Veronese siru (sa oznakom zaSti¢enog porekla), koji se proizvodi od sirovog kravljeg
mleka pregledali 46 uzoraka (21 uzorak grusa i 16 uzoraka sireva posle 1 meseca zrenja
I 9 uzoraka sireva posle 3 meseca zrenja) primenom standardnih kulturelnih metoda i
real time PCR tehnike. Populacija S. aureus je bila veéa od 10° cfu/g u 78% uzoraka
sireva. Broj ovog mikroorganizma je bio ve¢i tokom proleca, u uzorcima grusa (1 x
10° do 3,4 x 10° cfu/g) i sira (<10° do 3,3,4 x 10° cfu/g). Daljim ispitivanjem 37 izolata
S. aureus, svaki iz razli¢itog uzorka, utvrdeno je da izolati sadrze barem jedan gen za
sintezu enterotoksina. Najcesce je bio dokazan gen, koji kodira sintezu SED (sed) i ser,
sed, seg i sem geni. Autori su zakljuéili da nalaz gena za stvaranje enterotoksina kod
izolata S. aureus poreklom iz sira Monte Veronese, u slucaju kada se koagulaza
pozitivne stafilokoke umnoze iznad 10° cfu/g, moZe da predstavlja rizik po zdravlje
ljudi.

Akineden i sar. (2008) su ispitali 161 uzorak sira proizvedenog od kozijeg mleka sa
trzista u Nemackoj (Hesse), koji su se mogli kupiti u prodavnicama, specijalizovanim
radnjama za organsku hranu i na pijacama. Ispitivanjem je obuhvaceno 50 uzoraka
grusa, 62 uzorka mekih sireva, 56 uzoraka polutvrdih sireva i 13 uzoraka tvrdih sireva.
Oko polovine (84) uzoraka je bilo poreklom iz Nemacke, dok su ostali sirevi bili
poreklom iz Holandije (43 uzorka), Francuske (35 uzoraka), Austrije (7 uzoraka), Italije
(4 uzorka), Norveske (3 uzorka), Spanije (2 uzorka), Belgije (I uzorak), Gréke (1
uzorak) i Svajcarske (1 uzorak). Koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane (>10
cfu/g) u 14 uzoraka i njihov broj se kretao od 30 cfu/g u grusu (krem siru) od
pasterizovanog mleka iz Nemacke do 8,6 x 10° cfu/g u polutvrdom siru od
pasterizovanog mleka iz Francuske.

El-Sharoud i Spano (2008) su ispitali 87 uzoraka svezih Domiati sireva (egipatski
svezi sir) na prisustvo Staphylococcus spp. Izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka su

najéescée identifikovani kao S. chromogenes (5 izolata), zatim kao S. xylosus (4 izolata),
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kao S. caprae (4 izolata) i kao S. aureus (2 izolata). Autori su dokazali da izolati S.
aureus poseduju gene za enterotoksine (sea i seb) i SEI gene (selg, seli, selm i selo).
Bendahou i sar. (2009) su bakterioloski pregledali 81 uzorak mleka i proizvoda od
mleka, Iben (fermentisano mleko) i Jben (tradicionalni sir) u severnom Maroku na
prisustvo S. aureus. Na sposobnost stvaranja enterotoksina (SEA-SED) i prisustvo se
gena su ispitali 44 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka. Od 44 izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka 40 izolata je identifikovano kao S. aureus, 2 izolata kao
Staphylococcus hyicus i 2 izolata kao Staphylococcus intermedius. Dobijeni rezultati su
pokazali da je 18 (38%) izolata S. aureus stvaralo jedan, ili vise klasi¢nih enterotoksina
(SEA, SEB, SEC i SED). Najveci broj izolata 11 (24%) je stvarao SEA, zatim SED
3(6,5%) izolata. Primenom PCR tehnike su dokazali da 39 od 44 izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka ima jedan od gena za stvaranje enterotoksina (sea, seb, sec, sed i
seh).

Mikrobioloskim ispitivanjem sireva, proizvedenih na malim farmam u Irskoj, koje su
sproveli O'Brien i sar. (2009) obuhvacen je 351 uzorak sira od 15 proizvodaca. Sirevi
su bili proizvedeni od sirovog i pasterizovanog ovcijeg, kozijeg i kravljeg mleka i to
tvrdi, polutvrdi, meki sirevi, meki sirevi sa plesnima i sirevi sa mazom, a poticali su iz
razli¢itih geografskih regiona. U 96% uzoraka sireva nalaz S. aureus je bio u skladu sa
EU regulativom. Ovaj mikroorganizam nije dokazan, ili je bio u veoma malom broju
(manje od 100.000 cfu/g za sireve od sirovog mleka, manje od 1000 cfu/g za termicki
obradene sireve). Veliki broj (preko 10.000 cfu/g) ovog mikroorganizma je dokazan u
12 uzorka sira poreklom od jednog proizvodaca. U uzorcima sireva, koji su uzorkovani
tokom prvih 6 meseci u godini nisu dokazani enterotoksini, a tokom drugih 6 meseci u
godini nije dokazano ni prisustvo S. aureus.

Pereira i sar. (2009) su izvrsili karakterizaciju 206 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka poreklom iz razlicite hrane u Portugaliji i ispitali da li izolati stvaraju
enterotoksine i hemolizine. Sposobnost stvaranja enterotoksina i prisustvo gena za
enterotoksine su ispitali kod 148 izolata koji su, na osnovu fenotipskih osobina
identifikovani kao S. aureus poreklom iz sirovog mesa (15 izolata), tradicionalnih
fermentisanih proizvod od mesa (65 izolata), sireva (9 izolata), iz mleka u sluc¢ajevima
subklini¢kih mastitisa (18 izolata), sirovog kravljeg mleka (20 izolata) i drugih

proizvoda (21 izolat). Stvaranje enterotoksina je ispitano VIDAS tehnikom, a prisustvo
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gena za stvaranje enterotoksina multipleks PCR tehnikom. Dobijeni rezultati su
pokazali da je za 148 izolata potvrdeno da su S. aureus. Genotipska identifikacija se u
potpunosti slagala sa identifikacijom na oshovu fenotipskih osobina. Daljim
ispitivanjem VIDAS tehnikom, utvrdeno je da 59 (40%) izolata ima sposobnost da
stvara enterotoksine. Ispitivanjem 148 izolata primenom mPCR tehnike kod 69% izolata
je dokazan 1, ili viSe gena za stvaranje enterotoksina i to 12 % izolata je imalo jedan
gen, a preostalih 88% vise od jednog se gena. Ispitano je 11 genotipova i njcesce su
dokazani sea i seg (26%); sea, seg i sei (23%) i seg i sei (25%). Kod izolata poreklom
iz sira, sirovog kravljeg mleka i mleka krava sa subklinickim mastitisom je bila niska
ucestalost se gena. Nasuprot tome, kod izolata dobijenih iz fermentisanih proizvoda od
mesa, ¢eSc¢e su dokazali gene za sintezu enterotoksina.

Morandi i sar. (2009) su izvrsili fenotipsku i genotipsku karakterizaciju primoizolata S.
aureus izolovanih iz uzoraka mleka razli¢itih vrsta Zivotinja (81 izolat iz mleka krava,
22 izolata iz mleka koza, 17 izolata iz mleka ovaca i 2 izolata iz mleka bivolice). Svih
122 izolata je identifikovano kao S. aureus primenom PCR tehnike. Medutim,
primenom Biolog GP identifikacije za 27 izolata su dobijeni slede¢i rezultati: 2 izolata
je identifikovano kao S. delphini, 1 izolat kao S. xylosus, 1 izolat kao S. intermedius i 1
izolat kao S. haemolyticus, 1 nije identifikovan i za 21 izolat identifikacija je bila samo
do nivoa roda (Staphylococcus spp.). Fenotipizacijom, na osnovu rezultata dobijenih
primenom Biolog GP, 78% izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka je identifikovano
kao S. aureus. Za identifikaciju preostalih 22% izolata bilo je potrebno da se pored
fenotipizacije uradi i genotipizacija. Prisustvo jednog, ili vise se gena je dokazano kod
79 (65%) od 122 ispitana izolata S. aureus. Najc¢esc¢e je dokazan sed gen (40 izolata),
zatim sea, sej, sec, sel i sei gen. Najmanje je bio zastupljen seh gen. Kod 21 izolata S.
aureus dokazan je samo jedan gen (13 izolata sea, 3 izolata sed, 1 izolat seg, 3 izolata
seh i 1 izolat sei), dok je kod preostalih 58 izolata dokazano vise od jednog gena.

Da bi utvrdili potencijalne izvore kontaminacije sireva S. aureus Jgrgensen i sar.
(2005a) su bakterioloski pregledali 144 uzorka sa jedne farme u Norveskoj na kojoj se
proizvodi sir od sirovog kravljeg mleka. Uzorci su bili mleko krava, brisevi iz okoline,
brisevi sa opreme za muzu, brisevi od ljudi koji su ucestvovali u procesu dobijanja
mleka i proizvodnji sira i sirevi iz razli¢itih faza proizvodnog procesa. S. aureus je bio

prisutan u mleku od pocetka procesa proizvodnje sira. Broj S. aureus u uzorcima mleka
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uzetim iz tanka je bio 355 cfu/ml. Najveci broj je dokazan u grusu u fazi presovanja
iznosio je 15 x 10° cfu/g, a potom se u sirevima 7. dana zrenja smanjio na 6 x 10° cfu/g.
Iz sira posle 10 nedelja zrenja S. aureus nije izolovan.

Autori su izvrsili genotipizaciju 75 izolata S. aureus, ispitali da li stvaraju enterotoksine
I prisustvo se gena. Identifikovali su 5 razlicitih serotipova i dokazali da 11 izolata ima
se gene, ali nijedan od tih izolata nije stvarao enterotoksine. Kao glavni izvor
kontaminacije opreme, okoline i proizvoda od sirovog mleka autori su naveli prisustvo
ovog mikroorganizma u mleku iz tanka.

Ikeda i sar. (2006) su ispitivali sireve proizvedene na Hokaidu (Japan) na prisustvo S.
aureus tokom perioda od 3 godine. S. aureus je izolovan iz 38 uzoraka sireva i to 3,6-
9,2% od ukupnog broja ispitanih uzoraka i 13-20% od ukupnog broja uzoraka sireva u
tipu mocarela. Najveéi broj ovog mikroorganizma je bio 2,0 x 10* cfu/g. Izolovani
sojevi su dalje ispitani PCR tehnikom da bi se utvrdilo prisustvo se gena. Od 33 izolata
kod 20 nisu dokazani se geni, dok je preostalih 13 izolata posedovalo seg gen i sei gen.
Autori nisu, primenom komercijalnih kitova, dokazali prisustvo enterotosina u uzorcima
sireva.

Prema podacima iz literature hrana spremna za konzumiranje, koja je kontaminirana
toksogenim S. aureus se navodi kao najces¢i uzroroénik oboljenja izazvanih hranom u
Koreji. Da bi ispitali kontaminaciju hrane, Oh i sar. (2007) su ispitali ukupno 3332
uzoraka hrane spremne za konzumiranje. U 285 (8,6%) uzoraka je dokazan S. aureus,
od toga u 31,6% krem kolaca, 19,8% sirove ribe i 19,3% kola¢a od pirina sa
punjenjem. Fenotipska ispitivanja su pokazala da je 48% izolata stvaralo jedan, ili vise
toksina, kao Sto su stafilokokni enterotoksini A, B, C (SEA,SEB 1 SEC). Preko 90 %
izolata je stvaralo SEA. Takode su dokazani SEB, SEC, SED, SEA+SEC i SEC+SED
enterotoksini. Za 13 izolata iz hrane je dokazano da stvaraju TSST-1 toksin.
Genotipizacijom je dokazano prisustvo gena za toksine kod 22 izolata, kod kojih nije
dokazano da stvaraju enterotoksine. Kod 69% izolata, za koje je dokazano da stvaraju
enterotoksine dokazano je prisustvo barem jednog se gena. Najcesce je bio zastupljen
genotip sea+seh (34,4%), zatim sea (18,8%) i sea+seg+sei (15,6%). Gen tst, koji kodira
TSST-1 je dokazan kod 13 (13,5%) izolata. Geni (ete i eth), koji kodiraju

egzofolijativne toksine A i B nisu dokazani ni u jednom uzorku.
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U Francuskoj su trovanja hranom izazvana stafilokoknim enterotoksinima na drugom
mestu uzroka trovanja hranom, posle Salmonella (Kerouanton i sar. 2007). U periodu
od 2001. do 2003. godine od ukupno 1787 zabelezenih slucajeva oboljenja izazvanih
hranom, kao uzro¢nik bolesti prenosivih hranom S. aureus je dokazan u 86 slucajeva, a
za 173 slucaja postoji sumnja (Delmes i sar. 2005). Kerouanton i sar. (2007) su
sproveli istrazivanje sa ciljem da izvrSe karakterizaciju izolata, koji se dovode u vezu sa
trovanjima stafilokoknim enterotoksinima. Ispitali su 178 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka poreklom iz hrane i kliniCkog materijala U slucajevima trovanja hranom
zabeleZenih u periodu od 1981. do 2002. godine u razli¢itim gradovima dve oblasti
Francuske. Za fagotipizaciju i ispitivanje prisustva gena za sintezu enterotoksina (se)
sea-sei i stvaranje enterotoksina (SEA-SED) odabrali su 33 izolata. Svi izolati (33) su
identifikovani kao S. aureus, 27 izolata su bila poreklom od ljudi, 6 izolata poreklom od
ovaca, ili poreklom od nespecifi¢cnog domacina. Dvadeset devet izolata je nosilo jedan
ili vise se gena. Gen sea je bio najéescée zastupljen (n=23) i u kombinaciji sa sed (n=12)
i seh (n=5). Dokazani su seg i sei zajedno sa sa sea-sed, sem jednog koji je sadrzavao
samo seg-sei.

Little i sar. (2008) su sproveli dva ispitivanja svezih Sireva, sireva sa zrenjem i
polutvrdih sireva, proizvedenih od sirovog mleka, termiziranog, ili pasterizovanog
mleka, u Velikoj Britaniji tokom 2004. i 2005.godine da bi utvrdili mikrobioloski
kvalitet ovih proizvoda. Najve¢i broj prikupljenih uzoraka je proizveden od kravljeg
mleka (63,9%). Prema mikrobioloskim kriterijumima, datim u Preporukama Evropske
komisije (2004/24/EC) 95,8% pregledanih uzoraka sireva je bilo zadovoljavajuceg
mikrobioloskog kvaliteta, 2,2% uzoraka je bilo na granici mikrobioloskog kvaliteta i 2%
uzoraka su bili nezadovoljavaju¢eg mikrobioloskog kvaliteta zbog velikog broja S.
aureus (u 2 uzorka je broj bio: 1,9 x 10*i 4 x 10 cfu/g). Svi izolati S. aureus poreklom
iz 13 uzoraka sireva, proizvedenih od sirovog mleka, u kojima je broj ovog
mikroorganizma bio > 10* cfu/g su imali gene za sintezu enterotoksina. Rezultati su
pokazali da naj¢eS¢e mikrobioloske kriterijume nisu zadovoljavali (4% uzoraka) sirevi
proizvedeni od kozijeg sirovog ili termiziranog mleka, zatim sirevi od kravljeg mleka
(2,7% uzoraka) i sirevi od ov¢ijeg mleka (0,3% uzoraka). Prema poreklu sirevi su bili
iz 21 zemlje. Najveé¢i broj uzoraka sireva je bio poreklom iz Francuske (38,3%) i

Velike Britanije (25,6%). Sirevi bez zrenja, koji su proizvedeni od sirovog i
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termiziranog mleka, kao i polutvrdi sirevi od pasterizovanog mleka su bili ¢eSce
nezadovoljavaju¢eg mikrobiloskog kvaliteta.

Ispitivanjem mikrobioloskog kvaliteta mleka i proizvoda od mleka iz restorana u Spaniji
(Valencija) prema Evropskim mikrobioloskim kriterijumima (92/46 EEC, 93/43/EEC i
Pravilnikom Komisije N0.20073/2005) Sospedra i sar. (2009) ni u jednom od 265
ispitanih uzoraka (95 uzoraka termicki obradenog mleka, 95 uzoraka mleka cuvanog pri
sobnoj temperaturi i 75 uzoraka proizvoda od mleka) nisu dokazali S. aureus.

U cilju utvrdivanja prisustva S. aureus, tokom procesa dobijanja sireva od sirovog
mleka u malim proizvodnim pogonima u Norveskoj, Jakobsen i sar. (2011) su
pregledali uzorke mleka i sireva, koje su sakupili sa 9 farmi na kojima se proizvodi sir
od kozijeg mleka i 8 farmi na kojima se proizvodi sir od kravljeg mleka. Ispitani su
sirevi iz 49 proizvodnih partija sira od kozijeg mleka i 73 proizvodne partije sira od
kravljeg mleka. Prevalencija S. aureus u siru proizvedenom od kozijeg mleka je bila
razli¢ita tokom procesa dobijanja sira, od 91,8% u mleku (Oh), 95,9% posle 24 h, da bi
se smanjivao posle 30 dana (42,9%). Tokom proizvodnje sira od kravljeg mleka
prevalencija ovog mikroorganizma je bila u mleku iz 47,2% proizvodnih partija, posle
5-6 h od pocetka procesa proizvodnje u 80,8% proizvodnih partija, a 30. dana
proizvodnje u 24,7% proizvodnih partija. Najveéi broj S. aureus je utvrden posle prvog
presovanja (posle 5-6 h od otpocinjanja procesa proizvodnje) u siru proizvedenom od
kozijeg mleka (1,26-5,07 log cfu/g), a siru od proizvedenom od kravljeg mleka (1,33-
3,58 log cfu/g).

U cilju utvrdivanja prisustva S. aureus i nivoa kontaminacije u svezim sirevima i
sirevima sa kratkim vremenom zrenja (<60 dana), Kkoji se proizvode na farmama-
mlekarama u Svedskoj, Rosengren i sar. (2010) su ispitali 151 uzorak sira. lzolate S.
aureus su ispitali na prisustvo gena za sintezu enterotoksina i sakupili informacije o
proizvodnoj praksi. Od ukupno 151 uzorka sira S. aureus su dokazali u 69% (38/55)
uzoraka sireva od sirovog mleka i 6% (6/96) sireva od pasterizovanog mleka. Broj
ovog mikroorganizma manji od 5 log cfu/g su dokazali u 16% (6/39) uzoraka sireva od
sirovog mleka i ni u jednom uzorku sira od pasterizovanog mleka. Broj S. aureus je
bio znacajno manji u sirevima proizvedenim od sirovog mleka sa dodatkom starter
kultura, nego u sirevima proizvedenim od sirovog mleka bez dodatih starter kulture.

Najveci broj (6,56 log cfu/g) dokazan je u siru od sirovog mleka proizvedenom bez
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dodavanja starter kulture. Drugi faktori, kao $to su pH, ay i vrsta mleka nisu znacajno
uticali na broj koagulaza pozitivnih i S. aureus u sirevima. Za fenotipsku identifikacija
koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz 44 uzorka sira, odabrano je 156 izolata.
Najveci broj izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka 152 (97%) je identifikovano kao S.
aureus, zatim kao S. intermedius 3 (2%) izolata i kao S. hyicusl (1%) izolat. Dalja
karekterizacija je vrSena samo za izolate S. aureus. Geni za sintezu enterotoksina (se)
nisu dokazani kod 45 (30%) izolata, 67 (44%) izolata je bilo nosilac samo jednog gena
(sec), a 40 (26%) izolata je nosilo vise od jednog se gena u kombinaciji sea, seg, sei, ili
sea i seh. Kod ispitanih izolata nisu dokazani seb, sed, see i sef geni. Od svih izolata,
113 (74%) izolata je nosilo tsst gen. U supernatantima kultura poreklom od 28 izolata su
dokazani SEA i SEC. Najcesce identifikovan biotip S. aureus je bio poreklom od ovaca
(51%), ljudi (24%), nespecificnog porekla (13%), zivine (11%) i od goveda (1%).
Izolati iz sira proizvedenog od kozijeg mleka su pripadali uglavnom biotipu poreklom
od ovaca (73%). lzolati iz kravljeg mleka su uglavnom pripadali biotipu poreklom od
ljudi (60%). Enterotoksine stafilokoka (SEA-SEE) nisu dokazali ni u jednom uzorku
sira.

U Turskoj Ertas i sar. (2010) su koriste¢i multipleks PCR (mPCR) tehniku utvrdili
prisustvo S. aureus i gena za sintezu entertoksina stafilokoka (Ses) u sirevima
proizvedenim od ovcijeg mleka 1 mlecnim dezertima. Prisustvo koagulaza pozitivnih
stafilokoka je dokzano u 86 (57,3%) ispitanih uzoraka. Ukupan broj S.aureus je
odredivan na Baird Parker agaru i kretao se od 1x10° do 1x10° cfu/g. Broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka je bio manji od 10° cfu/g u 25 (25%) uzoraka sireva i 12 (24%)
uzoraka mlec¢nih dezerata. Primenom ELISA tehnike enterotoksini stafilokoka (SES) su
dokazani u 7 (2,3%) uzoraka sireva i 5 (3,8%) uzoraka mlecnog dezerta. Enterotoksin A
(SEA) je dokazan u 4 (1,3%) uzorka sira i 3 (2,3%) uzorka mle¢nog dezerta;
enterotoksin B (SEB) je dokazana u 2 (0,6%) uzorka sira; enterotoksin C (SEC) je
dokazan samo u 1 (0,76%) uzorku mlecnog dezerta, enterotoksin D (SED) je dokazan u
1 (0,3%) uzorku sira i 1 (0,76%) uzorku mle¢nog dezerta. Koris¢enjem mPCR tehnike
dokazani su geni za sintezu enterotoksina kod 13 (3,02%) od 80 izolata. Najcesce je
dokazan sea gen kod 8 (1,8%) izolata, zatim seb gen kod 2 (0,46%) izolata, sec gen kod
1 (0,23%) izolata i sed gen kod 2 (0,46%) izolata. Medu izolatima iz sireva dokazani su
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geni sea kod 5 (1,6%) izolata, seb gen kod 2 (0,6%) izolata i sed gen kod 1 (0,3%)
izolata.

Fooladi i sar. (2010) su bakterioloskim analizom 100 proizvoda od mleka,
proizvedenih na tradicionalan nacin u Iranu, izolovali 32 izolata S. aureus (18 izolata iz
krema, 10 izolata iz sireva i 4 izolata iz mleka). Od 32% uzoraka u kojima je dokazan
ovaj mikroorganizam najvise je bilo uzoraka krema (18%), a najmanje uzoraka mleka
(4%). Broj ovog mikroorganizma u uzorcima je varirao. Najve¢i broj S. aureus (7x10°
log cfu/g) je utvrden u kremu. Daljim ispitivanjem autori su dokazali da je 15,6%
izolata iz proizvoda od mleka stvaralo enterotoksine (12,5% SEA i 3,1% SEB). Najveéi
broj ovih izolata je bio poreklom iz krema od kojih je 2 (6,2%) izolata S. aureus stvaralo
SEA, ili SEB. Enterotoksin B (SEB) je stvarao samo 1 izolat (3,1%) iz sira. Nijedan
izolat nije stvarao oba enterotoksina u isto vreme.

Zocche i sar. (2010) su koriste¢i PCR tehniku ispitali prisustvo gena koji kodiraju
sintezu enterotoksina stafilokoka i pripadaju egc klasteru (seg, sei, selm, seln i selo) kod
izolata S. aureus poreklom iz razli¢ite hrane Zivotinjskog porekla (zivinsko meso, sirovo
mleko, kobasice i sir). Autori su dokazali prisustvo egc klastera kod izolata S. aureus i
nalaz razli¢itih genotipova, zavisno od vrste hrane iz koje je mikroorganizam izolovan.
Kod izolata poreklom iz Zivinskog mesa su dokazani svi geni iz klastera, dok je kod
druge vrste hane ovaj nalaz bio manji.

U Francuskoj proizvodi od mleka su hrana, koja se najceS¢e dovodi u vezu sa nalazom
S. aureus. Meyranda i sar. (1998) su eksperimentalno inokulisali sirovo kozije mleko,
koje se koristi za proizvodnju Camembert sira da bi ispitali sposobnost rasta S. aureus
I stvaranje enterotoksina u toku proizvodnje i zrenja ovog sira. Kozije mleko je
zagrevano do 34°C, a potom inokulisano sa sojem S. aureus 4890 1 A, koji je izolovan
iz sira 1 ima sposobnost da stvara enterotoksin A (SEA) >1000 ng/ml i u tragovima
enterotoksine B, C, D pri optimalnim uslovima. Pocetni broj S.aureus je bio 2, 3,4, 51
6 log cfu/ml mleka. Sirevi su proizvedeni po prozvodackoj specifikaciji i zrenje je
trajalo 41 dan. Ovaj mikroorganizam je bio koncentrisan u gruSu i broj je rastao do
momenta soljenja. Posle soljenja, populacija S. aureus je bila stabilna i u velikom broju.
Zapazena je redukcija za 1 log u sirevima sa pocetnim inokulumom veéom od 10%cfu/ml
na kraju zrenja (41. dan), uporedujuci sa brojem odredenim 22 h posle inokulacije. Broj

stafilokoka u unutrasnjosti sira nije bio znacajno veci u odnosu na broj na povrsini sira.
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Ni iz jednog uzorka mleka, uzetih iz tankova za ¢uvanje mleka, negativne kontrole i
salamure nije izolovan S. aureus. Enterotoksin A (SEA) je dokazan u uzorcima sira
proizvedenog od mleka eksperimentalno kontaminiranog S. aureus. Koli¢ina
enterotoksina se kretala od 1 do 3,2 ng/g u siru proizvedenom od mleka sa poc¢etnim
brojem S. aureus 10%-10° cfu/g. Enterotoksin nije dokazan u sirevima proizvedenim od
mleka sa najmanjim inokulumom. Rezultati odredivanja pH u sirevima pokazuju da se
ova vrednost blago snizavala tokom koagulacije i na ktraju cedenja, kada je bila 6,3.
Tokom procesa zrenja sira pH vrednost je rasla i 20. dana dostigla 7,1, a 41. dana 7,3.
Na povrsini sira pH vrednost je bila znatno visa u odnosu na unutrasnjost sira.

Rast S. aureus i stvaranje enterotoksina tokom prozvodnje 3 tipa polutvrda sira (Saint-
Nactaire tipa, Saint-Nactaire sa registrovanim geografskim poreklom i sira sa
registrovanim geografskom poreklom Salers) od kravljeg sirovog mleka su ispitali
Delbes i sar. (2006). Rezultati koje su dobili pokazuju da je broj koagulaza pozitivnih
stafilokoka rastao tokom prvih 6 h. Izmedu 6 i 24 h, broj koagulaza pozitivnih
stafilokoka se uvecao za manje od 0,5 log cfu/ml. Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka
u sirovom mleku se kretao od <10 cfu/ml do 3,3 log cfu/ml. Maksimalan broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka je dosignut u siru starom 1 dan (2,82-6,84 cfu/g). Na broj
koagulaza pozitivnih stafilokoka je uticao pH. Pocetni broj stafilokoka u mleku bi
trebalo da bude manji od 100 cfu/ml, a najbolje da je manji od 40 cfu/ml mleka. Autori
su dali preporuku, da bi se ogranicio rast koagulaza pozitivnih stafilokoka, pH vrednosti
bi trebale da budu oko, ili niZze od 5,8 u 6 h za Saint-Nactaire sireve i 6,3 i niZe za Salers
sireve. Enterotoksini su dokazani u dva Salers sira kod kojih je broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka 1. dana bio 5,55 i 5,06 log cfu/g i u kojima je pH vrednost bila
posle 6 h ve¢a od 6,6, odnosno 6,5.

Akkaya i Sancak (2007) su ispitali sposobnost rasta i stvaranja enterotoksina u Herby
siru, koji se proizvodi od sirovog mleka uz dodavanje 25 razli€itih biljaka iz Anadolije,
Turska. Autori su eksperimentalno inokulisali sirovo i pasterizovano mleko za
proizvodnju 10 sireva sa monokulturom i meSenom kulturom referentnih sojeva S.
aureus (10°cfu/ml) koji sintetisu A, B, C, D enterotoksine. Spoosobnost rasta i stvaranja
enterotoksina je praceno tokom 90 dana zrenja. Broj S. aureus u uzorcima sira,
proizvedenim od pasterizovanog mleka je rastao u koagulumu i grusu, dostizu¢i najveéi

broj od 7,778 log cfu/g sira starog 3 dana, a potom je doslo do smanjivanja broja posle
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15 dana, da bi posle 90. dana zrenja broj S. aureus bio 2,146 log cfu/g. U sirevima
proizvedenim od sirovog mleka broj S. aureus u koagulumu i grusu je bio visok ( 8,531-
9,431 log cfu/g), a najveci broj je bio u siru starom 3 dana ( 9,799 log cfu/g), a potom je
doslo do smanjenja broja i u siru starom 90 dana broj se kretao od 5,954-6,278 log
cfu/g.

Enterotoksin A je dokazan u grusu tokom dobijanja sira od eksperimentalno
kontaminiranog pasterizovanog mleka. Enterotoksini A, B, C i D su dokazani 3. dana
zrenja, a enterotoksin C je dokazan 15. dana u siru proizvedenom od eksperimentalno
kontaminiranog pasterizovanog mleka. Ni u jednom uzorku sira proizvedenog od
eksperimentalno kontaminiranog sirovog mleka tokom proizvodnje nisu dokazani
enterotoksini, iako je broj S. aureus dostizao vrednost od 10’cfu/g.

Bianchi i sar. (2013a) su u periodu od januara 2010. do jula 2011. godine analizirali
ukupno 1245 uzoraka (848 uzoraka sirovog mleka i 397 uzoraka proizvoda od mleka)
na prisustvo 11 eneterotoksina stafilokoka i eneterotoksinima sli¢nih toksina (SEA,
SEB, SEC,SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SER SEW i SEIP). Iz 481 (39%) uzoraka je
izolovan S. aureus. Od 481 izolata S. aureus iz sireva prisustvo jednog, ili viSe gena je
dokazano kod 255 (53%) izolata, a utvrdeno je 35 razlicitih profila gena za sintezu
eneterotoksina. Ni kod jednog izolata nije dokazano prisustvo seb i sec gena, dok je
najcesce dokazan ser gen kod 134 (28%) izolata, zatim sed (25%) i selj (25%).

Rola i sar. (2013) su ispitali 82 uzorka (48 uzoraka sirovog mleka, poluproizvoda i
proizvoda od mleka i 34 brisa iz okruzenja proizvodnje) sa 9 farmi-mlekara u Poljskoj.
Uzorci su uzeti u fazama proizvodnje kada se o¢ekuje najveéi broj S. aureus. Koagulaza
pozitivne stafilokoke su dokazane u 39 (81,3%) uzoraka mleka i sireva i 12 (35,3%)
briseva. Od 39 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz mleka i sireva 27
(69.2%) je identifikovano kao S. aureus pomoc¢u Api 32 Staph testa, a 12 (30.8%) kao
Staphylococcus sp. Enterotoksogene koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u
uzorcima sa 6 farmi-mlekara. Primenom PCR tehnike ispitano je da li su prisutni geni
za sintezu enterotoksina. Vise od polovine (54,9%) izolata je nosilo gene za sintezu
enterotoksina, od kojih je 17 (60,7%) izolata nosilo gene sed i sej a 5 izolata
istovremeno i ser gen. Geni nisu bili prisutni pojedinaéno ni u jednom ispitanom

izolatu. Kod 3 (10,7%) izolata je utvrdeno prisustvo Seg i sei gena.
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Isptivanjem 220 uzoraka mleka i proizvoda od mleka Hassani i sar. (2014) su dokazali
S. aureus u 58 (26,36%) uzoraka. Gen sea su dokazali kod 25% izolata poreklom iz
mleka i 18% izolata poreklom iz sireva.

Ispitivanjem prevalncije S. aureus u proizvodima od mleka u Slovackoj i prisustva se
(sea, seb i sed) gena Medvedova i sar. (2014) su dokazali prisustvo sea gena kod 32%
izolata. Ni kod jednog izolata S. aureus nisu dokazali seb gen i sed gen.

Pedonese i sar. (2014) su proucili rast S. aureus i stvaranje enterotoksina posle
eksperimentalne kontaminacije u toku proizvodnje Caciotta (Ricota) italijanskog mekog
sira proizvedenog od sirovog mleka sa i bez dodavanja komercijalnih starter kultura. Za
eksperimentalnu kontaminaciju kori$¢ena su dva razlicita inokuluma (5,03 i 3,22 log
cfu/ml) S. aureus, koji ima sposobnost da stvara eneterotoksine. U eksperimentu je
ispitan sir proizveden od sirovog mleka kontaminiranog sa 2,15 log cfu/ml koagulaza
pozitivnih stafilokoka. U siru proizvedenom bez starter kulture sa ve¢im inokulumom
broj koagulaza pozitivnih stafilokoka je dostigao 7,57 log cfu/g i veée vrednosti posle
faze acidifikacije, nego u siru proizvedenom sa starter kulturom (manje od 6,5 log
cfu/g). Enterotoksini su dokazani u sirevima proizvedenim sa i bez starter kultura. U
siru sa manjim inokulumom i bez starter kultura broj koagulaza pozitivnih stafilokoka je
bio 5 do 6 log cfu/g i nije dokazano stvaranja enterotoksina.

Ispitivanjem nivoa kontaminacije S. aureus sira Cotija u Meksiku i prisustva gena za
stvaranje toksina Torbido-Jimenez i sar. (2014) su dokazali S. aureus u 27 (54%) od
50 uzoraka sira. Broj S. aureus se kretao se od 12x10° do 3x10° cfu/g. Primenom PCR
tehnike su dokazali tstt-1 gen kod jednog izolata S. aureus.

Vicosa i sar. (2013) su primenom PCR tehnike kod 91 (98,9%) od 92 izolata S. aureus
poreklom iz sirovog mleka i sireva u Minas Gerisa oblasti, Brazil dokazali prisustvo
bar jednog se gena. Najcesce dokazan gen je bio sei (97,8%), a gen seu je dokazan kod
35 (38%) izolata. Geni seqg i sei su dokazani istovremeno kod 49 izolata.

U Poljskoj Lawrinowicz i sar. (2007) su ispitali prisustvo se i sel gena kod 53 izolata S.
aureus iz uzoraka hrane prikupljenih u periodu od 2004-2005. godine, 18 izolata iz
hrane prikupljenih u periodu od 1960-1970.godine i 30 izolata poreklom sa sluzokoze
nosa ljudi kliconosa u periodu od 2000-2002.godine. Kod 80% od svih ispitanih
izolata je dokazano prisustvo se i sel gena, sa ve¢om prevalencijom kod izolata porekom

od ljudi kliconosa (93%) u odnosu na izolate iz hrane (76%). Gen sea je ¢es¢e dokazan
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kod izolata poreklom od ljudi kliconosa (27%) u odnosu na izolate poreklom iz hrane
(11%) u periodu od 2004-2005.godine. Od 18 izolata poreklom iz hrene u periodu 1960-

1970. godine sea gen je dokazan kod 10 izolata S. aureus.

2. 2. Faktori koji uti¢u na rast S. aureus i stvaranje enterotoksina

U ovom delu pregleda literature ¢e biti prikazani faktori, koji uti¢u na rast S. aureus i
stvaranje enterotoksina.

Staphylococcus aureus ima sposobnost da raste i stvara eneterotoksine pri razli¢itim
uslovima u hrani. U literaturi je dobro proucena Sposobnost rasta, umnozavanja
Staphylococcus aureus posle eksperimentalne kontaminacije mleka i sireva (Tabela
2.2.1))

Tabela 2.2.1. Limiti za rast i stvaranje enterotoksina (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods, 1996).

Faktor Rast Stvaranje toksina
Optimum Raspon Optimum Raspon
Temperatura °C 37 7-48 40-45 10-48
pH 6-7 4-10 7-8 45-9,6 Aerobno
5,0-9,6 Anaerobno
Aktivnost vode 0,98 0,83->0,99 0,98 0,87-->0,99
(aw) Aerobno Aerobno
0,90->0,99 0,90->0,99
Anaerobno Anaerobno

2.2.1. Uticaj temperatura na rast S. aureus

S. aureus je mezofilni mikroorganizam sa optimalnom temeperturom rasta pri 37°C.
Minimalna temperaturta pri kojoj ovaj mikroorganizam raste u hrani je 5°C i to u slanini
(Farrrel i Upton, 1978). Rast je bio mogu¢ pri 6,7°C u zivinskom mesu ,,a la king*
(Angelotti i sar.1961). Rast pri 7°C je zabelezen u UHT mleku (Medvedova i sar.
2009). U bujonu sa mesanom kulturom 5 enterotosogenih izolata S. aureus nije bilo
rasta pri 7,5°C. Pri 8°C rast je bio zabelezen kada su drugi uslovi bili optimalni (Valero
I sar. 2009). Ispitujuci sposobnost razliitih izolata da rastu unutar uskih interavala

temperature Schmitt i sar. (1990) su zakljucili da je rast moguc¢ pri 7°C.
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Kao maksimalna temperatura pri kojoj je bio mogu¢ rast S. aureus se navodi 48,9°C u
obranom mleku (Stiles i Witter, 1965). Druga istraZivanja su pokazala da je to oko
45°C (Angelotti i sar. 1961, Vandesbosch i sar. 1973). Dalja istrazivanja su potvrdila
da ovaj mikroorganizam moze da raste pri 46°C samo ako je zaSti¢en rastvorom 1M
NaCl (El-Banna and Hurst, 1983), iako su George i sar. (1959) zabelezili rast u
obranom mleku. Nije bilo rasta za jedan izolat pri 51°C, ali je rastao pri 46°C
(Medvedova i sar. 2009).

2.2.2. Uticaj pH na rast S. aureus

Vecina izolata S. aureus raste u rasponu pH od 4,5 do 9,3 (Bergdoll i Lee Wong, 2006)
sa optimalnim rastom pri pH 6-7 (Baird-Parker, 2000; Bremer i sar. 2004; Halpin-
Dohnalek i Marth, 1989; Jay, 2000).

Na rast pri niskim vrednostima pH uti¢u i drugi faktori sredine. Rast je inhibisan sa
0,1% rastvorom siréetne kiseline i prisustvom masnih kiselina kratkih lanaca (C1-Cy)
(Normano i sar. 2007). S. aureus je vise osetljiv na acidifikaciju kada je koncentracija
soli povecana, iako je halotolerantan mikroorganizam.

Brza acidifikacija do pH vrednosti pri kojima nije mogu¢ rast je najefikasniji nacin
inhibicije ovog mikroorganizma. Kiseline nemaju isti kapacitet za inhibiciju pri
odredenim pH vrednostima i uticaj zavisi od kiseline koja se koristi za inhibiciju. Veci
efekat imaju organske Kkiseline pri pH vrednostima ekvivalentnim onim, koje su
postignute neorganskim kiselinama.

U mesanoj kulturi 5 enterotoksogenih izolata S. aureus je raslo pri 4,5 (Valero i sar.
2009). Sli¢ne rezultate su dobili Charlier i sar. (2008) u eksperimentu u kojem je pH
podesavan sa mle¢nom kiselinom. Prethodno izlaganje S. aureus 2 sata pri pH 4,51 30
minuta pri pH 9,5 su povecali prezivljavanje ove bakterije pri pH 2,51 12,0 (Cebrian i
sar. 2010).

2.2.3. Uticaj organskih kiselina na rast S. aureus

Uticaj organskih kiselina na rast S. aureus zavisi od koncentracije njihovih
nedisisovanih jona. Konstanta disocijacije (pKj;) je vrednost pH pri kojoj je odnos
disosovanih i nedisosovanih oblika 50:50. Sir¢etna kiselina i propionska kiselina ¢ije su

pPKa 4,8 1 4,9 su jaci inhibitori od mle¢ne kiseline ¢ija je pKy 3,9 (Baird-Parker, 2000;
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Charlier i sar. 2009). Otpornost S. aureus na pH vrednosti veé¢e od 5,5 se objasnjava
odrzavanjem intracelularnog pH disocijacijom, ili otpustanjem protona iz citoplazme, a
takode 1 ekspresijom gena odgovornih za puferski kapacitet citoplazme. Ovi geni
obuhvataju gene, koji kodiraju intracelularni haperoni, ureaza operon i geni za
metabolizam i transport aminokiselina (histidin, lizin, arginin), ugljenih hidrata i
fosforne kiseline (Charlier i sar. 2009; Baker-Austin i Dopson, 2007).

Potpuna inhibicija se postize pri pH ispod 5,0. Snizavanje intracelularnog pH 1 stres
oStecuju strukturu zida bakterijske ¢elije 1 vode ka smanjenoj aktivnosti enzima, koji su
osetljivi na pH. Nedisosovani oblici kiselina u¢estvuju u respiratornom lancu. Protonski
oblici difunduju u ¢eliju pri niskim pH S§to je praceno disocijacijom protona. Rast
mikroorganizma je tada jako ugrozen, jer se onda raspoloziva energija u ¢eliji koristi za
deacidifikaciju citoplazme aktivacijom proton gradijenta duz cele citoplazmati¢ne
membrane (Baker-Austin i Dopson, 2007).

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) siréetne i mle¢ne kiseline za S. aureus je 0,6
i 2,5 pl/ml (de Oliviera i sar. 2010). Pokazalo se da mle¢na kiselina ispoljava veci
efekat u kontroli patogenih bakterija u mesnom bujonu kada je dodata u koli¢ini, koja se
navodi kao MIC. Inhibitorna aktivnost je dokazrana kada su organske kiseline korisé¢ene
u sub MIC koncentracijama u kombinaciji sa karvakrolom i timolom.

Rast S. aureus u rekonstituisanom mleku je bio mogu¢ pri pH 4,5 i temperaturi od 37°C
kada je pH podesen sa HCI, ali je izostao pri istom pH podeSenom sa mle¢nom

kiselinom.

2.2.4. Uticaj soli i aktivnosti vode (a,) na rast S. aureus

lako je S. aureus halotolerantan mikrooganizam u poredenju sa drugim
mikroorgamizmima so inhibise rast S. aureus. Ovaj mikroorganizam moze da raste pri
koncentarciji NaCl od 2,5 do 20%. Valero i sar. (2009) su dokazali da je 5
enterotoksogenih sojeva stafilokoka u mesanoj kulturi raslo pri a, 0,867 kada je kao
hjumektant koris¢ena so. S. aureus je rastao u testenini sa a, ispod 0,86 (Valik i
GOrner, 1993). Rast izolata S. aureus je dokazan pri ay 0,893 (15,25% NaCl), ali ne i
pri ay 0,869 (18,17% NaCl) (Medvedova i sar. 2009). Kreisman i Labuza (1978) su
dokazali da S. aureus moze da raste u siru pri ay 0,94 i pH oko 5,7, ali ne i pri a, 0,91.

Snizavanje vrednosti za ay od 0,993 do 0,95 je uticalo na produzenje lag faze, stopu
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rasta i maksimalnu koncentraciju, a efekat je bio izrazeniji pri sniZzavanju tempreature.

Rast S. aureus je zabelezen u mesu pri koncentarciji NaCl od 20% (Tatini, 1973).

2.2.5. Uticaj atmosfere na rast S. aureus

S. aureus je fakultativni anaerobni mikroorganizam koji moze da raste usporeno u
odsustvu kiseonika. Rast S.aureus u bujonu bio je brzi a maksimalna gustina populacije
je ve¢a u aerobnim u odnosu na anaerobne uslove (Belay i Rasooly, 2002).
Oksigenacija, tokom sabiranja mleka posle muze ili tokom proces proizvodnje sira,
moze da favorizuje umnozavanje ovog mikroorganizma, dok mikro-anaerobni uslovi u

siru mogu da budu nepovoljni za stvaranje enterotoksina (Cretenet i sar. 2011).

2.2.6. Uticaj kompetetivnih mikroorganizma na rast S. aureus

Pitt i sar. (2000) su prou¢ili kinetiku rasta S. aureus u sirovom i pasterizovanom mleku
pri 37°C koja je bila ista u prvih 16 h inkubacije. Smanjenje broja ovog
mikroorganizma posle dostignute maksimalne gustine populacije je bilo brze u sirovom
mleku a broj je bio za 2 log cfu/ml manji nego u pasterizovanom mleku posle 72 h
inkubacije. Ovi podaci mogu da ukazuju da je rast isti u sirovom i pasterizovanom
mleku u ranim fazama proizvodnje sireva. Posle inokulacije S. aureus u mleko,
poreklom iz cetvrti zahvaCene mastitisom izazvanim streptokokama, rast ovog
mikroorganizma je bio neznatno veci u odnosu na rast u sirovom mleku (Fang et. al.
1993). U sirevima proizvedenim od sirovog mleka bakterije mlecne kiseline, kao
kompetitivna mikroflora pokazuju inhibitorno delovanje prema patogenim
mikroorganizmima (Ortolani i sar. 2010). Pereira i sar. (2009) su ispitali uticaj izolata
tri vrste bakterija mleéne kiseline tokom proizvodnje portugalskog sira. Izolat
Lactococcus lactis je pokazao efiksano inhibitorno delovanje na S. aureus, dok su
Lactobacillus brevis i Lb. plantarum pokazali manju inhibiciju. Radovanovi¢ i Katié¢
(2009) su dokazale da mesana kultura Lb lactis i Lb. plantarum usporava rast S. aureus

u sterilnom obranom mleku pri temperaturi od 30°C.
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2.2.7. Uticaj sadrZaja masti na rast S. aureus

Postoje dokazi da S .aureus raste u manjem broju u proizvodima od mleka sa ve¢im
sadrzajem masti, ali ovo zavisi od soja (Halpin-Dohnalek i Marth, 1989). Ova pojava
se moze dovesti u vezu sa osobinom da stvara lipaze i inhibicijom rasta, koja nastaje
zbog slobodnih masnih kiselina. Slobodne masne kiseline se oslobadaju usled lipoliticke

aktivnosti S. aureus i na taj nacin deluju autoinhibitorno.

2.2.8. Uticaj tempeartura na stvaranje enterotoksina stafilokoka

Minimalna i maksimalna temperatura pri kojoj S. aureus moze da se stvara enterotoksin
su 10°C i 45°C (Bergdoll i Lee Wong, 2006) sa optimalnom temperaturom 30-40°C.
Aoyama i sar. (2008) su dokazali enterotoksin u BHI bujonu posle 5 dana inkubacije
pri temperaturi od 10,8 °C, ali i ne pri temperaturi od 8,7°C posle 10 dana inkubacije.
lako mikroorganizam raste pri temeperaturama ispod 10°C ne zna¢i da ¢e stvarati
eneterotoksine. Enterotoksin nisu stvarala 2 eneterotoksogena soja S. aureus posle
inkubacije 36 h pri temperaturi od 18°C kada je populacija S. aureus bila 10° cfu/g
(Yang i sar. 2001). Termicka stabilnost enterotoksina zavisi od vrste hrane, pH,
sadrzaja NaCl i1 od same vrste enterotoksina. Enterotoksin A (SEA) je otporniji na
delovanje temperature pri pH 6,0 i visSim vrednostima, nego pri pH 4,5-5,5, dok je
enterotoksin D (SED) vise stabilan pri pH 4,5-5,5, nego pri 6,0. Ako enterotoksin nije u
potpunosti inaktivisan delovanjem temperature moze da dode do reaktivacije tokom

kuvanja, ¢uvanja, inkubacije (Tatini, 1976).

2.2.9. Uticaj pH na stvaranje enterotoksina stafilokoka

Stvaranje enterotoksina je mogucée u rasponu pH od 4,5 do 9,6 (ICMSF, 1996).
Optimalna pH vrednost za sintezu enterotoksina je 5,0. Rast S. aureus je mogu¢ pri 12%
NaCl, ali nema sinteze enterotoksina. Carpenter i Silverman (1976) su zabelezili
stvaranje enterotoksina A (SEA) pri pH 6,5-7,0 u kulturi sa kontrolisanim pritiskom
kiseonika. Posle eksperimentalne inokulacije sa 10° cfu S. aureus /ml bez dodavanja soli
Genigeorgis i saradnici (1971) su dokazali sinezu enetrotoksina pri rasponu pH od 4,0
do 9,83. Minimalna vrednost pH pri kojoj moze da se stvara enterotoksin zavisi da li je

rast u aerobnim ili anaerobnim uslovima. Za osam sojeva S. aureus, koji su stvarali
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enterotoksin A, minimalna pH vrednost je bila od 4,9 do 5,9 u aerobnim uslovima. U

anaerobnim uslovima nema sinteze enterotoksina B i C pri pH 5,7.

2.2.10. Uticaj aktivnost vode (a,) na stvaranje enterotoksina stafilokoka

Niske vrednosti za aktivnost vode viSe uticu na sintezu enterotoksia B (SEB), nego na
enterotoksin A (SEA) (Qi i Miller, 2000). Rast tri soja S. aureus pri 37°C i stvaranje
eneterotoksina A 1 B (SEA 1 SEB) su zabeleZeni pri ay 0,95. Koli¢ina eneterotoksina A,
koja je stvorena pri ay 0,996 i 0,95 je bila je priblizno ista, dok je je sinteza
eneterotoksina B bila smanjena pri nizim vrednostima (Paullin i sar. 2011). Sinteza
enterotoksina A (SEA) je bila pri 35°C u svinjskom mesu sa ay, 0,86, ali ne i pri a,, 0,83.
U govedem mesu stvaranje enterotoksina je bilo pri a, 0,88 (Tatini, 1973). Rast S.

aureus je mogu¢ u Sirem rasponu a,, U 0dnosu na stvaranje enterotoksina.

2.2.11. Uticaj kompetitivnih mikroorganizama na stvaranje enterotoksina

stafilokoka

U literaturi su prisutni podaci o uticaj kompetitivnih mikroorganizama na sintezu
enterotoksina (Smith i sar. 1983). Stvaranje enteretoksina zavisi od vrste
mikroorganizma, Kkoji je u kompeticiji sa S. aureus. Bakterije mle¢ne Kkiseline
(Lactobacillus, Streptococcus i Leuconostoc) su razgradile delimi¢no precis¢en
enterotoksin A. Opste je prihvaceno da se enterotoksin manje stvara kada je S. aureus u
prisustvu drugih mikroorganizama i da je potreban veci broj ovog mikroorganizma da bi

se stvorio enterotoksin (Tatini, 1973).

2.2.12. Uticaj atmosfere na stvaranje enterotoksina stafilokoka

Anaerobni uslovi pri 37°C nisu inhibisali stvaranje eneterotoksina A (SEA), ali je
koli¢ina enterotoksina bila manja nego u aerobnim uslovima (Belay i Rasooly, 2002,

Carpenter i Silverman, 1976).
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2.2.13. Uticaj hranljivih materija na stvaranje enterotoksina stafilokoka

Izvori uglejnika uti¢u na stvaranje enetrotoksina (Smith i sar. 1983). Dodavanje
glukoze inhibiSe stvaranje SEA, SEB i SEC, a objaSnjava se snizavanjem pH kao

rezultat metabolizma Sec¢era. Dodavanje amino kiselina je uticalo na stvaranje SEB.
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3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Podaci iz literature pokazuju da su koagulaza pozitivne stafilokoke i Staphylococcus
aureus prisutni u odedenom broju u mleku i sirevima. S aspekta bezbednosti hrane
znacaj ovog mikroorganizma se ogleda u tome Sto stvara termostabilne enterotoksine
koji uneti u odredenoj koli¢ini, putem hrane, u organizam c¢oveka dovode do
intoksikacije. Dovoljna koli¢ina enterotoksina, koja dovodi do intoksikacije, nastaje pri
broju koagulaza pozitivnih stafilokoka veéem od 10° cfu/g hrane. Uslovi tokom
proizvodnje mekih sireva slatkom koagulacijom pogoduju razmnoZzavanju koagulaza
pozitivnih stafilokoka. Za procenu rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekom
siru, proizvedenom u domacinstvu, vazno je da se odrede fizicko hemijske
karakteristike, broj laktobacila i laktokoka, broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u siru i
ispita sposobnost stafilokoka izolovanih iz sira da stvaraju enterotoksine. Stoga je cilj
ove doktorske disertacije bio da se, na osnovu broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u
siru, uslova za njihovo razmnozavanje i stvaranje enterotoksina, kao i prisustva gena za
sintezu enterotoksina kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sira, proceni
rizik od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima.

Za ostvarivanje ovog cilja postavljeni su sledeci zadaci:
3.1. Odrediti broj koagulaza pozitivnih stafilokoka, Lactococcus spp. i Lactobacillus
spp. u sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka.

3.2. Odrediti fizicko-hemijske parametre (pH, sadrzaj NaCl, masti, suve materije i

aktivnost vode) u sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka.

3.3. Formirati pul koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sireva i izvrSiti njihovu
identifikaciju ispitivanjem makromorfoloskih, mikromorfoloSkih i biohemijskih

osobina.

3.4. Ispitati da li koagulaza pozitivne stafilokoke, izolovane iz sireva, stvaraju klasi¢ne

enterotoksine (SEA, SEB, SEC, SED i SEE) .
3.5. Identifikovati gen ili gene za sintezu enterotoksina.

3.6. Ispitati na prisustvo enterotoksina sireve u kojima je utvrden broj enterotoksogenih
stafilokoka iznad 10° cfulg.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Materijal

Materijal za ispitivanje predstavljalo je 555 uzoraka mekih sireva proizvedenih od
kuvanog i nekuvanog mleka od kojih je 10 sireva bilo proizvedeno od kozijeg mleka, a

545 sireva od kravljeg mleka.

4.1.1. Sirevi

Uzorci sireva uzeti su na 17 pijaca (16 pijaca na teritoriji Beograda i 1 pijaca u Srhiji,
selo Guca) (Tabela 4.1.1.). Ispitano je 555 uzoraka sireva razlicite straosti, Koji su
proizvedeni u individualnim domacinstvima iz razli¢itih geografskih lokaliteta u Srbiji
(slika 4.1.1). Od 555 uzoraka sira, 389 uzoraka sira bili su slatko-koagulisuci sirevi, a
166 uzoraka sira kiselo-koagulisuci sirevi. Kriterijum po kojem su razvrstani sirevi u
slatko-koagulisuce i kiselo-koaguliSuce sireve je bla pH vrednost sira. Svi sirevi u
kojima je pH vrednost bila visa od 4,6 su svrstani u slatko-koaguliSuce, a sirevi sa pH
vredno§¢u nizom od 4,6 u kiselo-koaguliSu¢e (Jovanovié i sar. 2000). Starost sireva je
odredivana na osnovu ankete proizvodaca i svi sirevi starosti do 10 dana su svrstani u

sireve bez zrenja, a sirevi ¢ija je starost bila preko 10 dana u sireve sa zrenjem (Prilog 1

i2.)

4.1.2. Mikroorganizmi

U toku eksperimenta ispitivano je 168 primoizolata koagulaza pozitivnih stafilokoka,
izolovanih iz 555 uzorka sireva. Za dalja ispitivanja odabrano je 85 koagulaza
pozitivnih stafilokoka iz uzoraka sireva proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog mleka
na osnovu sposobnosti da stvaraju hemolizine. Ispitivanjem biohemijskih osobina
identifikovana su 45 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, a potom je kod 26 izolata,
za koje je dokazano da stvaraju enterotoksine, ispitano prisustvo gena za sintezu
enterotoksina.

Kao referentni soj koriséeni su:

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus aureus CIP 67.8 koji stvara enterotoksin A i enterotoksin B.
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Slika 4.1.2. Pijace na teritoriji Beograda sa kojih su uzeti uzorci sireva za ispitivanje

4.1.3. Podloge

U toku eksperimenta koris¢ene su slede¢e mikrobioloske podloge:
Podloge za izolaciju i odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Mikrobioloske podloge, koje su koriS¢ene tokom ispitivanja su pripremane iz praha

komercijalnih hranljivih podloga.
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4.1.3.1. Podloga za izolaciju i odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka i

Staphylococcus aureus

Za izolacija i odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i Staphylococcus

aureus korisc¢ena je podloga po Baird-Parkeru.

Sastav podloge po Baird Parkeru (LAB 85, Engleska) (g/l):

Tripton

Mesni ekstrakt
Ekstrakt kvasca
Glicin

Natrijum piruvat
Litijum hlorid (LiCl)
Agar

10.09g
7,59
10g
12,09
10,09
5049
20,0 ¢

Podloga je pripremana tako §to je 65,5 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode, a

posle zagrevanja, podloga je sterilisana u autoklavu 15 minuta pri 121°C, krajnji pH je

bio 6,8+0,2. U podlogu rashladenu na oko 47°C je dodata suspenzija zumanca jajeta (10

ml) i 1 ml 2% kalijum telurita na 100 ml podloge.

4.1.3.2. Podloga za odredivanje broja Lactococcus spp.

Za odredivanje broja Lactococcus spp. koris¢en je M-17 agar.

Sastav M-17agara (Liofilchem, Italija) (g/1):

Tripton

Sojin pepton

Ekstrakt mesa

Laktoza

Pepton

Askorbinska kiselina
Ekstrakt kvasca
Magnezijum sulfat (MgSQO,)
Dinatrijum-B-glicerofosfat
Agar

2,59
500
500
500
2,59
059
2,59

0,259
19.0¢
1509
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Podloga je pripremana tako $to je 57,3 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode,
potom je zagrevana da se otopi i sterilisana 15 minuta pri 121°C, krajnji pH je bio
7,2%0,2 pri 25°C.

4.1.3.3. Podloga za odredivanje broja Lactobacillus spp.

Za odredivanje broja Lactobacillus spp. koris¢en je M.R.S agar (De Man, Rogosa
Sharpe agar).
Sastav M.R.S agara (LAB, Engleska) (g/l):

Pepton 100¢g
Ekstrakt mesa 8,09¢
Ekstrakt kvasca 40¢
D(+) glukoza 20,0¢g
Kalijum hidrogen fosfat 204
(KH,PO,) ’
Tween 80 109
Diamonijumhidrogenacetat 2,040
Natrijum acetat 5090
Magnezijum sulfat (MgSQO,) 0,29
Mangan sulfat (MnSQO,) 0,004 g
Agar 120g¢

Podloga je pripremana tako Sto je 70 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode.

Podloga je zagrevana da se otopi i sterilisana 15 minut pri 121°C, krajnji pH je bio

6,4+0,2 pri 25°C.

4.1.3.4. Sredstvo za razblaZivanje i decimalna razblaZenja uzoraka sira

Za pripremanje osnovnog i decimalnih razblazenja koriS¢ena je puferisana peptonska

voda.

Sastav puferisane peptonske vode (LAB, Engleska) (g/l):

Produkt  enzimskog

razlaganja

kazrina 1009
Natrijum hlorid (NaCl) 5,09

Dinatrijumhidrogenfosfat (anhidrat) 3,69
Kalijumhidrogenfosfat 2549
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Podloga je pripremana tako §to je 20,1 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode i
ostavljeno da stoji 10 minuta, a potom je podloga sterilisana u autoklavu 15 minuta pri
121°C, krajnji pH bio je 7,0+0,2.

4.1.3.5. Podloga za umnozavanje Staphylococcus aureus i ispitivanje sposobnosti
izolata da stvaraju enterotoksine

Za umnozavanje Staphylococcus aureus i ispitivanje sposobnosti izolata da stvaraju

enterotoksine koris¢en je Brain Heart Infusion (BHI)-bujon (LAB, Engleska).

Sastav BHIbujona (LAB, Engleska) (g/l):

17,59
Mozdano srcani infuz
Triptoza 10,09
Glukoza 2090
Natrijum hlorid (NaCl) 5049
Dinatrijumhidrogenfosfat 2549

Podloga je pripremana tako §to je 37 g praha podloge rastvoreno u 1000 ml destilovane
vode 1 ostavljeno da stoji 10 minuta, a potom uz meSanje podloga je blago zagrevana da
se rastvori i razlivena u epruvete. Sterilizacija podloge vrSena je u autoklavu 15 minuta

pri 121°C, krajnji pH je bio 7,0+0,2.

4.1.3.6. Krvni agar za ispitivanje sposobnosti koagulaza pozitivnih stafilokoka da

stvaraju hemolizine

Za ispitivanje sposobnosti Staphylococcus aureus da stvara hemolizine koris¢en je krvni
agar, koji je pripreman od baze za krvni agar uz dodatak 8-10% ov¢ije krvi.

Sastav baze za krvni agar (Torlak) (g/l):

Triptozni pepton 20,09
Ekstrakt kvasca 309
Natrijum hlorid (NaCl) 509
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Agar 15,09

Podloga je pripremana tako §to je 43 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode,
ostavljeno da da stoji 10 minuta, a zatim zagrevano do klju¢anja da se potpuno rastvori.
Sterilizacija podloge je vrSena u autoklavu 15 minuta pri 121°C, krajnji pH je bio
7,240,2.

4.1.3.7. Podloga za cuvanje izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka i

Staphylococcus aureus

Izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka i Staphylococcus aureus su ¢uvani na kosom
hranljivom agaru pri temperaturi 4°C.

Sastav hranljivog agara (Torlak) (g/l):

Pepton-1 1509
Ekstrakt mesa 3090
Natrijum hlorid (NaCl) 5049
Kalijum fosfat 0,30
Agar 18,09

Podloga je pripremana tako $to je 41,3 g praha rastvoreno u 1000 ml destilovane vode,
ostavljeno da stoji 10 minuta, a zatim zagrevano do kljucanja da se prah potpuno
rastvori. Sterilizacija podloge je vrSena u autoklavu 15 minuta pri 121°C, krajnji pH je
bio 7,3.

4.1.3.8. Plazma kuni¢a za koagulaza test

Za kogulaza test je koris¢ena liofilizovana plazma kunica (Veterinarski zavod-Zemun i
Himedia). Liofilizovana plazma rastvorena je u destilovanoj vodi (1:1), a potom je

razblazivana sa fiziolo$kim rastvorom u odnosu 1:4.
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4.1.4. Testovi za identifikaciju koagulaza pozitivnih stafilokoka

Identifikacija 45 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka iz sireva je vrSena pomocu
komercijalnih testova BBL Crystal Identifikacioni sistem (Gram-Positive ID Kit) i ID
32 STAPH - Identifikacioni sistem (BioMerieux, Francuska).

4.1.4.1. BBL Crystal Identifikacioni sistem (Gram-Positive 1D Kit)

Za identifikaciju 19 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka u toku prvog dela
ispitivanja kori$¢en je sistem za identifikaciju (ID) gram-pozitivnih bakterija (GP).
Komplet BBL Crystal Test GP ID se sastoji od: a) BBL Crystal GP ID poklopca za
panele, b) BBL Crystal baza i ¢) BBL Crystal ANR, GP, RGP,N/HID epruveta za
suspenyiju gram poyitivnih bakterija te¢nos¢u. Poklopac sadrzi 29 dehidriranih
biohemijskih i enzimskih supstrata. Baza ima 30 reakcionih polja. Inokulum za
ispitivanje je pripreman sa te¢nosc¢u ya suspenyiju bakterija i njime je punjeno svih 30
reakcionih polja u bazi. U prvom reakcionom polju je bila negativna kontrola
fluoroscencije (FCT), a preostalih 29 reakcionih polja je sadrzavalo sledece supstrate:
4MU-B-D-glukozid (FGC), L-valin-AMC (FVA) L-fenilalanin-AMC (FPH), 4MU- a-
D-glukozid (FGS), L-piroglutaminska kiselina-AMC (FPY), L-triptofan-AMC (FAR),
4MU-N-acetil-p-D-glukozamid (FGA), 4MU-fosfat (FHO), 4MU-B-D-glukoronid
(FGN), L-izoleucin (FIS), treahaloza (TRE), laktoza (LAC), metil- a i B glukozid
(MAB), saharoza (SUC), manitol (MNT), malotrioza (MTT), arabinoza (ARA), glicerol
(GLR), fruktoza (FRU), p-n-p-B-D glukozid (BGL), p-n-p-p-D-celobiozid (PCE), prolin
ileucin-p-nitroanilid (PLN), p-n-p-fosfat (PHO), p-n-p-a-D-maltoza (PAM), ONPG i p-
n-p-a-D galaktozid (PGO), urea (URE), eskulin (ESC), arginin (ARG).

4.1.4.2. 1D 32 STAPH -ldentifikacioni sistem (BioMerieux, Francuska)

Za identifikaciju 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka iz sireva, koji su stvarali
enterotoksine, koris¢en je ID 32 STAPH identifikacioni sistem (BioMerieux,
Francuska), koji se sastoji od stripova sa 32 mikroepruvete, od kojih se 26 koriste u
testu u kojima su dehidrovani supstrati: URE-urea, ADH-L-arginin, ODC-L-ornitin,
ESC-eskulin, GLU-D-glukoza, FRU-D-fruktoza, MNE-D-manoza, MAL-D-maltoza,
LAC-D-laktoza (govedeg porekla), TRE- D-trehaloza, MAN-D-manitol, RAF-D-
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rafinoza, RIB-D-riboza, CEL-D-celobioza, NIT-kalijum nitrat, VVP-natrijuum piruvat,
BGAL-2-naftil-BD-galaktopirinozid, ArgA-L-arginin B-naftilamid, PAL-2-naftil fosfat,
PyrA-piroglutaminska kiselina-p-naftil amid, NOVO-novobiocin, SAC-D-saharoza,
NAG-N-acetil-glukozamin, TUR-D-turanoza, ARA-L-arabinoza, BGUR-4-nitrofenil-
BD-glukuronid. Za prve tri mikrotube sa oznakama URE, ADH i ODC je bilo potrebno
mineralno ulje. Za ofitavanje su korilJ {eni reagensi: VPA i VPB, NIT1 i NIT2i FB
reagensi. Suspenzija mikrooganizama za inokulaciju je pravljena u odnosu rastvor na
0,5 McFarland standard.

4.1.4.3. VIDAS Staphylococcal enterotoxin test SET 2, 30701 (BioMerieux,
Francuska)

ELFA tehnika VIDAS Staphylococcal enterotoxin test SET 2, 30701 (BioMerieux,
Francuska) je automatizovani kvalitativni test, koji se koristi na VIDAS analajzeru za
detekciju stafilokoknih enterotoksina (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) u hrani. U toku
ispitivanja kori$¢eni su stripovi (BioMerieux, Francuska) za ovaj test u kojima se nalazi
standard, pozitivna i negativna kontrola, kojima je vrSena kalibracija pre svakog
ispitivanja. VIDAS Staphylococcal enterotoxin test SET2, 30701 (BioMerieux,
Francuska) je koriS¢en za ispitivanje prisistva enterotoksina u 26 uzoraka sireva. U toku
ispitivanje sposobnosti koagulaza pozitivnih stafilokoka da stavaraju eneterotoksine kao

podloga je koris¢en BHI bujon.

4.1.5. Reagensi i oprema za ekstrakciju enterotoksina stafilokoka iz sira

Za dokazivanje entrotoksina stafilokoka u sirevima koriS¢eni su slede¢i reagensi:
1. Dejonizovana voda;
2. 5N hlorovodoni¢na kiselina (HCI);
3. 5N rastvor natrijum hidroksida (NaOH);
4. PBS pufer (Phosphate Buffer Saline). Npr.: NaCl/Na;HPO,4:145 mM/10 mM, pH
7,3+0,2;
5. PolyEthylen Glycol 20000 (PEG);
6. Rastvor za ispiranje elektroda (npr: etanol 70%).
Za ekstrakciju enterotoksina stafilokoka iz sireva koris¢ena je standardna laboratorijska

oprema. Supernatant u toku ekstrakcije uzoraka dobijen je koriS¢enjem centrifuge
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(3000-5000 obrtaja) i odgovarajucih kiveta (50 ml). Za koncentraciju uzoraka sireva bili
su potrebni: dijalizna membrana (MWCO: 6.000 — 8.000 Daltona), zatvarai za

membranu, staklena vuna ili filter

4.1.6. Reagensi za ispitivanje prisustva gena za sintezu enterotoksina stafilokoka
(SEA-SEE)

U toku ispitivanja prisustva gena za sintezu enterotoksina stafilokoka kod 26 izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka, za koje je ELFA tehnikom dokazano da stvaraju
enterotoksine korisceni su sledeéi reagensi:

1. MasterPure Complete DNA and RNA Purification kit (Tissue and Cell Lysis
solution, MPC protein Precipitacion Reagent, TE buffer) - kit za izolaciju ukupnih
nukleinskih kiselina, proizvoda¢ Epicentre, USA;

2. Proteinaza K (Merck, Nemacka);

3. l1zopropanol (Aldrich, Nemacka);

4. Etanol 75% — (Sigma Aldrich, Nemacka);

5. Amplitag Gold PCR Master Mix (2x) — kit za pripremu reakcione smese,
proizvodac¢ Invitrogen, USA;

6. SYBR Green MasterMix (2x) — kit za pripremu RealTimePCR reakcione smese
(Invitrogen, USA);

7. Agarozni gel u prahu- (Invitrogen, USA);

8. Etidijum bromid — (Sigma Aldrich, Nemacka);

9. Gel Loading Dye — marker za vizuelizaciju amplifikovanih sekvenci u
elektroforetskom polju (Invitrogen, USA);

10. Set prajmera za ispitivanje prisustva gena za sintezu enterotoksina stafilokoka
(SEA-SEE) (100 pM) (Invitrogen, USA).

Spisak prajmera prikazan je u tabeli 4.1.6.1.
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Tabela 4.1.6.1. Spisak prajmera koris¢enih za ispitivanje prisustva gena za sintezu
enterotoksina stafilokoka

DuzZina
Prajmer | Target gen amplifikovane Sekvenca
sekvence (bp)
sea-f sea 93 5’>-TCAATTTATGGCTAGACGGTAAACAA-3’
sea-r 5’- GAAGATCCAACTCCTGAACAGTTACA -3°
seb-f seb 85 5’- AACAACTCGCCTTATGAAACGGGAT -3’
seb-r 5’- CTCCTGGTGCAGGCATCATGTCA -3°
sec-f sec 084 5’- CGTATTAGCAGAGAGCCAACCA -3’
sec-r 5’- GTGAATTTACTCGCTTTGTGCAA -3’
sed-f sed 150 5’- AAACGTTAAAGCCAATGAAAACA -3’
sed-r 5’- TGATCTCCTGTACTTTTATTTTCTCCTA -3’
see-f see 171 5’- TACCAATTAACTTGTGGATAGAC -3’
see-r 5’- CTCTTTGCACCTTACCGC -3’

4.2. Metode

Uzorci sireva su ispitivani primenom standardnih fizicko-hemijskih, hemijskih,

instrumentalnih 1 bakteriolo$kih metoda.

4.2.1. Uzorkovanje sireva

Uzorkovanja za mikrobioloska ispitivanja su vrSena primenom tehnike asepti¢nog
uzorkovanja prema medjunarodnom standardu 1SO 707:2008 (E) IDF 50:2008 (E).
Uzorci su uzimani u koli¢ini od oko 250 g pod asepticnim uslovima u polietilenske
kese, oznacavani i u ru¢nom frizideru pri 4 °C dostavljani u laboratoriju, gde su odmah
zapoCete analize. U istim uzorcima sireva su vrSena fizicko-hemijska ispitivanja i

hemijska ispitivanja.

4.2.2. FIZICKO-HEMIJSKE METODE

4.2.2.1. Odredivanje pH sira

Odredivanje pH sira je vrSeno potenciometrijski u rastvoru sira pripremljenom

meSanjem jednakih koli¢ina sira i destilovane vode (Cari¢ i saradnici, 2000).
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Prethodno usitnjen sir u koli¢ini od 10 g je izmeSan u porcelanskoj posudi sa 10 ml
destilovane vode i u tako pripremljenom uzorku je merena pH vrednost pH-metrom (Ex

tech instruments) uz prethodnu kalibraciju standardnim rastvorima (pH 4,01 i 7,0).

4.2.2.2. Odredivanje aktivnosti vode (a,)

Aktivnost vode merena je u uzorcima sireva pomocu ay-metra (a,-Wert-Messer, Lufft
Durotherm, Stuttgart), koji radi na principu vlakna. Uzorci sira su homogenizovani i
stavljani u donji deo instrumenta tako da bude prekriveno dno. Merenje je trajalo 4 h pri
temeperaturi od 25°C.

Za odredivanje aktivnosti vode u uzorcima sireva koris¢en je i ay-metar (GBX
Scientific Instrumewnts, FA-st/1 tastatura: Model MX 3700/ML 4700), koji radi na
principu odredivanja tacke rose. Homogenizovani uzorci su stavljani u plasticne
posudice za jednokratnu upotrebu, tako da uzorak zauzme 3/4 zapremine posudice.
Uzorak u otklopljenoj posudici je stavljan u leziste aparata, a potom je spustena glava
aparata u kome se nalazi komora u ¢ijem gornjem delu se nalazi ogledalo. Opticki
senzor je detektovao momenat u kome se na ogledalu pojavi kondenzat. Termokapl koji
je dodat na ogledalo je merio i temperaturu u momentu pojave kondenza, a termofilni
senzor je merio temperaturu uzorka. Temperatura ogledala u momentu pojave kondenza
i temperatura uzorka odredivali su aktivnost vode. Instrument je ponavljao merenja
temperature, dok se ne postigne ekvilibrijum. Pri postizanju ekvilibrijuma relativna
vlaZnost vazduha u komori je identi¢na aktivnosti vode u uzorku. Rezultati merenja su

dobijeni posle 3-5 minuta i oCitavani na displeju aparata i Stampani na traci.

4.2.2.3. Odredivanje sadrzaja natrijum hlorida (NaCl) u siru

Za odredivanje sadrzaja natrijum hlorida (NaCl) u siru koriS¢ena je titrimetrijska
metoda (IDF/ISO/AOAC), koja se zasniva na razaranju organske supstance sira uz
pomo¢ kalijum-permanganata (KMNO,) i kiseline (HNO3). Hloridni joni su odredivani

titracijom sa 0,1 mol/l amonijum rodanidom ((NH4).SCN).

U erlenmajer sa odmerenim uzorkom sira u koli¢ini od 2 g+0,001g, koji je prethodno
usitnjen i homogenizovan je dodato 25 ml 0,1 mol/l rastvora srebro nitrata (AgNQO3) i 25

ml conc HNOs;. Sadrzaj erlenmajera je zagrevan do kljucanja, potom je dodat
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kalijumpermanganat (KMnQOy,). Postupak zagrevanja do klju¢anja i dodavanje KMnO4
ponavljani su sve dok se reakciona smeSa obezbojavala (oko 10-15 ml KMnQO,). U
trenutku kada je postignuta postojana tamna, smeda boja smese dodata je glukoza da se
smesa obezboji. Zatim je u erlenmajer dodato 100 ml destilovane vode i 5 ml indikatora
gvozde(lll)-amonijum sulfata uz temeljno mesanje. Odmah potom, dok je rastvor topao
visak AgNOs titrovan je sa 0,1 mol/l (NH4)>SCN do pojave crveno-smede boje (boja
cigle), koja je postojana 30 sekundi (Cari¢ i saradnici, 2000).

Sadrzaj NaCl u siru izraGunavan je po sledec¢oj formuli:

NaCl(%) =

0,585x (V, —V,)
m

Gde je:
V:-zapremina 0,1 mol/l rastvora srebro nitrata (AgNO3)-25 ml
V;-zapremina 0,1 mol/l rastvora amonijum rodanida, koja je utroSena za titraciju (ml)

m-masa uzorka sira

4.2.2.4. Odredivanje sadrzaja masti u Siru

Sadrzaj masti u siru odredivan je referentnom acidobutirometrijskom metodom u
butirometru za sir po principu Schmidth-Bonzzmski-Ratzlaff-a. U ¢aSicu butirometra
za sir odmereno je 3 g homogenizovanog uzorka sira i ¢asica je vracena u butirometar.
Kroz gornji, uzi deo je sipano 10 ml sumporne kiseline (p=1,50-1,55 g/ml). Po
zatvaranju butirometar je snaZzno protresan i stavljan u vodeno kupatilo na 65°C. Uz
postepeno muckanje na svakih 15 minuta sve dok se sadrzaj potpuno ne rastvori. Potom
je dodat 1 ml amil alkohola (p=0,815 g/ml) i iste H,SO, do gornje crte na skali
butirometra. Butirometri su stavljani u centrifugu po Gerberu 1 centrifugovanje je vrSeno
10 minuta na 1100 obrtaja. Postupak centrifugovanja i drzanja u vodenom kupatilu 5
minuta na 65°C je ponavljan dva puta. OcCitavanje rezulta odredivanja sadrzaja masti u
masenim % je vrSeno vizuelno na skali suZzenog dela butirometra za sir u kojoj je bila

izdvojena mast.
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Sadrzaja masti u suvoj materiji sira je izraCunat prema slede¢em obrascu:

: . I a
% mastiu suvojmateriji sira = b x100

Gde je:
@ - % masti u originalnoj materiji sira

b -% suve materije sira

4.2.2.5. Odredivanje suve materije sira

Suva materijja sira je odredivana metodom suSenja u suSnici pri 102+2°C. U

aluminijumsku posudicu sa izarenim kvarcnim peskom, koja je prethodno ohladena i

odmerena je izmereno oko 3 g sira sa ta¢nos¢u £ 0.0001g. Posudica sa uzorkom je

stavljana zajedno sa stapi¢em i otklopljenim poklopcem u zagrejanu susnicu. Posle 2 h

suSenja posudica je zaklopljena hladena u eksikatoru, merena na analiti¢koj vagi.

Postupak suSenja ponavljan je u trajanju od 30 minuta, a hladenje merenje i ponovno

susenje je ponavljano dok razlika izmedu dva poslednja merenja nije bila manja od 0,5

mg. Za izraCunavanje sadrzaja suve materije koriS¢ena je najniZa zabeleZena vrednost.

Za izraCunavanje sadrZaja suve materije koriS¢en je slede¢i obrazac:
m, —m,
m, —m,

SM(%) =

Gde je:
mo-masa aluminijumske posudice bez uzorka (g)
m;-masa aluminijumske posudice sa uzorkom pre susenja (g)

My-masa aluminijumske posudice sa uzorkom posle susenja(g)

4.2.2.6. Odredivanje sadrzaja vode u siru

Sadrzaj vode u siru izracunavan je racunskim putem pomocu obrasca:

% H,0 = 100 — SM(%)

4.2.2.7. Odredivanje sadrzaja vode u bezmasnoj materiji sira

Sadrzaj vode u bezmasnoj materiji sira izraCunavan je racunskim putem pomocu

obrasca (Bylund, 1995):
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% VBMS=% H, O/ (100 — % MM ) x 100
Gde je:
% VBMS- sadrzaj vode u bezmasnoj materiji sira
% H, O-sadrzaj vode u siru

% MM- % masti u originalnoj materiji sira

4.2.3. Dokazivanje enterotoksina

Da bi se utvrdila sposobnost primoizolata za sintezu enterotoksina stafilokoka koris¢ena
je fluoroscentna imunoenzimska (ELFA) skrining metoda VIDAS SET2 (BioMerieux,
Francuska). Izolati koagulaza pozitivnih stafilokoka zasejavani su u BHI bujon, koji je
inkubisan tokom 24 h pri 37°C. Prekono¢na bujonska kultura u kojoj je bilo rasta,
termicki je inaktivisana tokom 15 min pri 95°C. Tokom termicke obrade dolazi do
istovremene sterilizacije bujona, a Celijski zidovi stafilokoka se raspadaju, $to za
posledicu ima znatno bolje vezivanje glikopolisaharidnih antigenih determinanti sa
antistafilokoknim antitelima impregniranim u insuflacionim nastavcima. Inaktivisani
bujon otpipetiran je u koli¢ini od po 500ul u Vidas SET 2 strip. Tako pripremljen strip,
postavljen je u Mini Vidas imunoenzimski analizator. Pre svakog ispitivanja vrSena je
kalibracija pomocu standarda enterotoksina, koji se nalaze u kitu. Rezultati su o¢itavani

automatski na displeju aparata 1 Stampani na traci.

4.2.4. lIspitivanje prisustva gena za sintezu enterotoksina kod izolata koagulaza

pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sireva

Nakon analize genoma koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sireva, koje su
stvarale enterotoksine Staphylococcus aureus ,,BLAST* softverom za ispitivanje su
izabrani sledeci geni: gen sea — koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina A, seb —
koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina B, sec—koji kodira sintezu stafilokoknog
enterotoksina C, gen sed—koji kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina Di see — koji
kodira sintezu stafilokoknog enterotoksina E.

Softverskom analizom konstruisani su parovi prajmera koji se komplementarno veZu
ispred 1 iza odgovarajuce sekvence odredenog gena. Prvog dana ispitivanja izolovane su

ukupne nukleinske kiseline iz svih 26 ispitivanih primoizolata. U svaku od mini tubica
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koje su sadrzavale precipitirane bakterijske ¢elije dodato je po 0,3 ml Tissue and Cell
rastvora i po 1 pl Proteinaze K koncentracije 50 pg/ul. Uzorci su potom postavljeni u
vodeno kupatilo na temperaturu od 65°C u trajanju od 15 minuta. Nakon inkubiranja,
uzorci su stavljeni na led u trajanju od 5 minuta, a zatim je u svaki uzorak dodato po
0,15 ml MPC Protein Precipitation reagensa. Uzorci su potom meSani na vibratoru za
epruvete tokom 10 s. Nakon mesanja, uzorci su centrifugirani tokom 10 min pri 13.000
obrtaja/min. Dobijeni supernatant je pipetiran u nove minutube i u svaku je potom
dodato po 0,5 ml izopropanola. Potom su nukleinske Kiseline precipitirane
centrifugiranjem tokom 10 minuta pri 13.000 obrtaja/min. Izopropanol je odliven, a
precipitat je 2 puta ispran 75% etanolom, a potom je sav rezidualni etanol uklonjen.
Dobijeni precipitat nukleinskih kiselina rastvoren je u 35 pl pufera za ¢uvanje DNK i
stavljen u zamrziva¢ na temperaturu od —30°C.

Prisustvo gena za sintezu SE u dobijenim ekstraktima DNK ispitano je
konvencionalnom multipleks PCR tehnikom (za gene sea i seb), odnosno tehnikom
RealTime PCR (za gene sec, sed i see). Za gene ispitivane konvencionalnom multipleks

PCR tehnikom pripremljena je posebna smesa ¢iji je sastav dat u Tabeli 4.2.4.1.

Tabela 4.2.4.1. Sastav reakcione smese za konvencionalni multipleks PCR

Ukupni volumen smese (ul) ‘ 25

Sastav i koncentracije komponenti:

2xAmplitaq Gold PCR Master Mix (uL) 12,5
SE gen-f (uL) 1,0
SE —r (uL) 1,0
Sterilna dd H,O (uL) 8,5

DNK ispitivanog uzorka 1,0

Program multipleks PCR reakcije prikazan je u tabeli 4.2.4.2.

Tabela 4.2.4.2. Program za konvencionalni multipleks PCR

Inicijalna denaturacija 95°C 5 min
95°C 30s

30 ciklusa 55°C 30s
72°C 60 s

Finalna elongacija 72°C 7 min
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Nakon amplifikacije, po 10 pl dobijenog amplifikata pomesano je sa 2 ul boje za
elektroforezu 1 mesavina je pipetirana u bunarci¢e 2% agaroznog gela obojenog
etidijum bromidom. Gel je stavljen u kadu i podvrgnut elektroforezi pri naponu od 120
V, jacini struje od 400 mA tokom 30 minuta. Nakon elektroforeze, gelovi su stavljeni na
UV transiluminator radi vizuelizacije traka, nakon ¢ega su snimljeni sistemom za
fotografisanje gelova GelDoc (Eppendorf, Nemacka).

Za gene ispitivane RealTime PCR tehnikom pripremljena je posebna smesa ¢iji je sastav
dat u Tabeli 4.2.4.3.

Tabela 4.2.4.3. Sastav reakcione smesSe za za Real Time PCR

Ukupni volumen smese (pul) ‘ 25
Sastav i koncentracije komponenti:
2x SYBR Green MasterMix (ul) 12,5
SE gen-f (ul) 1,0
SE gen—r (ul) 1,0
Sterilna dd H,O (ul) 8,5
DNK ispitivanog uzorka 1,0

Program ispitivanja gena za sintezu enterotoksina Real Time PCR metodom dat je u
tabeli 4.2.4.4.

Tabela 4.2.4.4. Program za Real Time PCR

Inicijalnadenaturacija 95°C 10 min

40 ciklusa 95°C 15s
60°C(sva 30s
trigena)

Citanje plode

Nakon RealTime PCR reakcije ocitane su Ct vrednosti sva tri ispitivana gena u svakom
uzorku i uporedene sa Ct vrednosti referentnih SE-produkujucih sojeva Staphylococcus

aureus.
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4.2.5. Ispitivanje prisustva enterotoksina u sirevima

Za dokazivanje prisutva enterotoksina u sirevima odabrano je 26 uzoraka sireva iz kojih

su izolovane koagulaza pozitivne stafilokoke, koje su stvarale enterotoksin i ¢iji se broj

kretao od 1,00 do 5,79 log cfu/g sira (Prilog 3 i 4).

Protokol za ispitivanje prisustva enterotoksina stafilokoka u sirevima tekao je u 3 faze:

I Ekstrakcija,

Il Koncentracija
111 Detekcija
I Ekstrakcija:
1. Odvagano je 25 g sira (minimalna masa za ekstrakciju iznosi 12,5 g);
2. Dodato 40 ml dejonizovane vode, prethodno zagrejane na 38°C;
3. Uzorak je homogenizovan Ultraturaxom, blenderom ili Stomacherom;
4. Ostavljen pri sobnoj temperaturi 30 minuta kako bi toksini difundovali u

9.

slobodnu te¢nost;

Uzorak je zakiSeljen SN rastvorom HCl tako da finalna pH vrednost
homogenizata bude u rasponu od 3,5-4,0;

Centrifugovan je pri 3000 g tokom 15 minuta pri sobnoj temperaturi;
Supernatant je prikupljen i izmeren njegov pH koji mora da se kre¢e u rasponu
3,5-4,5;

Mesavina je neutralizovana dodavanjem 5N NaOH tako da finalna pH vrednost
uzorka bude u rasponu od 7,4-7,6;

Uzorak je centrifugiran pri 3000 g tokom 15 minuta pri sobnoj temperaturi;

10. Supernatant je prikupljen i prenet u novi sterilan sud.
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Il Koncentracija:

1.
2.

N o a &

Pripremljno je 100 ml 30% rasvora polietilenglikola (PEG) (M,,=20.000);
Odrezano je 50 cm dijalizne membrane;

Dijalizna membrani je potapana u dejonizovanu voda tokom 30 minuta kako bi
se rehidrirala;

Nakon rehidracije, jedan kraj dijalizne membrane je podvezan.

Na drugi kraj je stavljen levak i prenet prikupljeni supernatant iz tacke 1/10;
Zatvoren je i drugi kraj dijalizne membrane;

Napunjena dijalizna membrana je postavljena u rastvor PEG-a i ostavljena da se
toksin koncentriSe drzanjem pri 4°C tokom noc¢i;

Nakon koncentrisanja, otvoren je jedan kraj membrane i dodat PBS, tako da
finalna masa ekstrakta bude u rasponu od 5,0 do 5,5 g;

Ekstrakt je prenet u novi sterilni stakleni ili polipropilenski sud i ¢uvan pri 4°C

max. 48 sati ili pri -18°C do pocetka ispitivanja.

111 Detekcija:

1.

Za detekciju je se koris¢en VIDAS Staphylococcal enterotoxin test SET2, 30701
(BioMerieux, Francuska). VIDAS SET2 koristi ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) tehniku za direktnu simultanu detekciju sedam tipova
enterotoksina (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED i SEE), Kkoriste¢i
monoklonska anti-stafilokokni enterotoksin antitela. Ovaj test je kvalitativan i
semikvantitativan. Osetljivost testa VIDAS SET2 je manje od 0,5 ng/g za
toksine A i B, manje od 1,0 ng/g za toksine C2 i E i blizu 1 ng/g za toksin D;
500 pl je otpipetirano u Vidas SET2 strip.

Tako pripremljen uzorak postavljen je u aparat Mini Vidas.

Rezultati su o€itavani direktno poredenjem dobijenih vrednosti sa standardom,

Sto je 1 Stampano.
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4.2.6. Bakterioloske metode

4.2.6.1. Priprema osnovnog i decimalnih razblaZenja uzoraka sireva

Priprema osnovnog i decimalnih razblazenja uzoraka sireva je vrSeno prema standardu
ISO 8261:2001. Milk and milk products — General guidance for the preparation of

test samples, initial suspensions and decimal dilutions for microbiological examination.

4.2.6.2. I1zolacija i odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima

Odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka je vrSeno prema standardu SRPS
EN ISO 6888-2, Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje-Horizontalnom metodom za
odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus i druge vrste)-Deo
1: Tehnika upotrebom agara po Baird-Parkeru.

4.2.6.3. Ispitivanje sposobnosti izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka da stvaraju

hemolizine

Ispitivanje sposobnosti da stvaraju hemolizine je vrSeno zasejavanjem izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka na povrsinu krvnog agara, koji je inkubisan 24 h pri 37°C. Ploce
su hladene tokom 15-20 minuta na sobnoj temperaturi, kako bi se podstakao toplo-
hladni efekat. Procena je vrSena na slede¢i nacin: a hemoliza-potpuno prosvetljenje oko
kolonija, p hemoliza-nepotpuno prosvetljenje oko kolonija, & hemoliza-vrlo uska zona
od oko 1 mm potpunog prosvetljenja oko kolonije, a+  hemoliza potpuno i nepotpuno

prosvetljenje oko kolonija

4.2.11.5. Odredivanje ukupnog broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u

sirevima

Ispitivanje je vrSeno prema ISO 27205:2010 (IDF 149:10) standardu, odnosno ISO
20128:2005 (IDF 192:2006) standardu za Lactobacillus spp.

Odredivanje ukupnog broja Lactococcus spp. vrSeno je zasejavanjem 1 ml iz
odgovaraju¢eg decimalnog razblazenja (10°,10% 107) u po 2 prazne Petri Jolje za

svako razblaZenje, a potom je uzorak prelivan M-17 agarom, koji je prethodno otopljen
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i rashladen na oko 45°C. Inkubacija zasejanih ploc¢a je bila 24 h pri 30°C. Za brojanje su
uzimane ploce iz dva susedna razblazenja na kojim je izraslo 30-300 kolonija.
Odredivanje ukupnog broja Lactobacillus spp. je vrSeno zasejavanjem 1 ml iz
odgovarajuc¢eg decimalnog razblazenja (104,10'5i 10'6) u po 2 prazne Petri Solje za svako
razblazenje, a potom je uzorak prelivan M.R.S.-agarom, koji je prethodno otopljen i
rashladen na oko 45°C. Zasejane ploce su inkubisane 48 h pri 37°C. Za brojanje su
uzimane plo¢e iz dva susedna razblazenja na kojim je izraslo 30-300 kolonija. Za
izraGunavanje ukupnog broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. kori$éen je sledeca
formula:

>

N o)k

Gde je:

X.c-Zbir kolonija izbrojanih na svim podlogama odabranim za brojanje
N1- broj Petri Solja odabranih u prvom razblazenju

N,- broj Petri Solja odabranih u drugom razblazenju

d- faktor prvog razblazenja odabranog za brojanje

4.2.11.6. Identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sireva

Koagulaza pozitivne stafilokoke su identifikovane na oshovu ispitivanja
makromorfoloskih, mikromorfoloskih i1 biohemijskih osobina. Po 5 tipi¢nih 1 atipi¢nih
kolonija je presejano na kosi hranljivi agar, koji je inkubisan 24 h pri 37°C.
Mikromorfoloske osobine su ispitivane pravljenjem mikroskopskih preparata, koji su
bojeni po Gramu i posmatrani pod imerzionim objektivom mikroskopa. lIzolati su
ispitani katalaza testom sa 3% vodonik peroksidom i da li stvaraju enzim koagulazu.
Koagulaza test

U epruvete je razlivano po 0,3-0,5 ml razblazene plazme kuni¢a u odnosu 1:4 sa
fizioloskim rastvorom. U epruvete su zasejavani izolati 1 kontroni soj, inkubacija je
vrsena pri 37 °C, a rezultati su oc¢itavani posle 2 h, 4 h, 6 hi24 h.

Identifikacija 19 izolata koagulaza pozitivnih stafiloka ispitivanjem biohemijskih

osobina je vrSena pomoc¢u BBL Crystal Identifikacionim sistemom-BD.
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BBL Crystal Identifikacioni sistem-BD, minimizovani metod identifikacije koristi
modifikovane fluorogene i hromogene supstrate za identifikaciju aerobnih gram-
pozitivnih mikroorganizama.

Inokulum za ispitivanje je pripreman sa inokulacionom tecnos$¢u u koju je brisem
preneseno 1-2 kolonije izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka sa krvnog agara, koji je
prethodno inkubisan 24 h pri 37°C. Zamucenost inokuluma je bila jednaka 0,5
McFarland standardu. Inolulumom je punjeno svih 30 reakcionih polja u bazi. Kada se
poklopac izravna sa bazom i ¢vrsto zatvori, inokulum za ispitivanje je rehidrirao isusene
supstrate i pokretao test reakcije. Posle inkubacie panela 18-24 h pri 37°C ispitano je da
li su u reakcionim poljima prisutne promene u boji ili fluorescencija kao posledica
metaboli¢kih aktivnosti mikroorganizama. Enzimska hidroliza fluorogenih supstrata
koji sadrze kumarinske derivative 4-metilumbeliferona (4MU) ili 7-amino-4-
metilkumarina (7-AMC) dovodi do povecane fluorescencije koja se lako moze videti
pomocu ultraljubi¢aste lampe. Hromogeni supstrati hidrolizom stvaraju vidljive
promene u boji. Ocitavanje promene boje je vrSeno vizuelno pomocu vidljivog (belog)
svetla (kolone E do J) i ultraljubicastog svetla i UV lempe (386 nm) (kolone A do D).
Obrazac koji nastaje kao posledica 29 reakcija se prebacuje u desetocifreni broj profila
koji se koristi kao osnova za identifikaciju. Obrasci biohemijskih i enzimskih reakcija
za 29 BBL Crystal RGP ID supstrata se ¢uvaju u BBL Crystal RGP ID bazi podataka.
Identifikacija je izvodena iz komparativne analize Sifre reakcija test izolata 1 Sema koje
se ¢uvaju u bazi podataka.

Za fenotipsku identifikaciju 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koji su stvarali
enterotoksine 1 koji su bili nosioci gena za sintezu enterotoksina koriséen je 1D 32

STAPH (BioMerieux, Francuska).

 ®9®Q0 000660000
0 iz 3‘ 4“5 6 7 5 g A 3 c )
~ Q @ O (,\/ O A\ @ D O

~| URE ADH ODC|ESC GLU FRU|MNE MAL LAC | TRE MAN { AIE
Sl'NIT VP BGALIAgA PAL Pyra INOVO SAC NAG | TUR ARA BGUR

3

(BB sTaPH

Slika 4.2.11.6. Kit ID 32 STAPH (BioMerieux, Francuska).
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Inokulum sa izolatima koagulaza pozitivnih stafilokoka pripreman je u API
inokulacionom medijumu (3 ml) u koju je prenet izolat sa krvnog agara prethodno
inkubisan 24 h pri 37°C, tako da zamucenje bude jednako standardu 0.5 McFarlanda.
Posle homogenizacije, inokulacioni medijum sa izolatom koagulaza pozitivnih
stafilokoka je u koli¢ini od po 55 pl pipetiran u mikrotube na stripu. Otvori mikrotuba
sa testovima URE, ADH i ODC prekrivani su sa po 2 kapi mineralnog ulja. Po
stavljanju poklopca, strip je inkubiran tokom 24 h pri 37°C. Ocitavanje je vrSeno
vizuelno pomocu tabele za ocitavanje. Testovi NIT, VP, od a-GAL do PYRA ocitavani
su posle ukapavanja reagenasa NIT 1 i NIT 2, VPA i VPB, odnosno FB reagenasa u
roku od 5 minuta. Identifikacija je vrSena formiranjem numeri¢kog profila-broj sa 9

cifara, koji je unoSen u API WEB identifikacioni softver.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i

Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u mekim sirevima

a. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim sirevima

U cilju sagledavanja problematike procene rizika od stvaranja enterotoksina u mekim
sirevima bez zrenja ispitani su sirevi, koji se proizvode razli¢itim tehnologijama u
individualnim domacdinstvima sa vise podruc¢ja u Srbiji, a iznose na trziSte u Beogradu.
Ispitivanjem su obuhvaceni sirevi, koji se proizvode od kuvanog ili nekuvanog mleka,
razliite starosti, a podeljeni su u 2 grupe na osnovu pH vrednosti. Grupu kiselo-
koaguliSu¢ih sireva ¢inili su sirevi razliCite starosti u kojima je izmerena pH vrednost
bila 4,6 i niza, dok su grupu slatko-koaguliSuéih sireva cCinili sirevi, ¢ija je vrednost pH
bila visa od 4,6. Budu¢i da je za stvaranje dovoljne koli¢ine enterotoksina (najmanje 1
ng), koja moZe da izazove alimentarne intoksikacije potrebno da u siru bude vise od 10°
cfu/g koagulaza pozitivnih stafilokoka, ispitan je nalaz i nivo kontaminacije sireva ovim
mikroorganizmom. Rezultati ispitivanja nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u

sirevima prikazani su u Tabeli 5.1.1.

Tabela 5.1.1. Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim sirevima proizvedenim

od kuvanog i nekuvanog mleka

Vrsta sira Broj Dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke
Uzoraka
n
" Sirevi od Sirevi od Ukupno
kuvanog mleka nekuvanog mleka
Broj % Broj % Broj %
Kiselo-koagulisu¢i 166 2 1,20 37 22,29 39 23,49
Slatko-koaguliSuéi 389 26 6,68 103 26,48 129 33,16
Ukupno 555 28 5,05 140 25,23 168 30,27

Od ukupno 555 uzoraka sireva, razlicite starosti, koji su proizvedeni od kuvanog i
nekuvanog mleka, koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 168 (30,27%) uzoraka

sireva. Od 168 uzoraka sireva u kojima su dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke,
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140 (83,33%) uzoraka sira proizvedeno je od nekuvanog mleka, a 28 (16,67%) uzoraka
sireva proizvedeno je od kuvanog mleka. Najvec¢i broj uzoraka sireva u kojima su
dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke je pripadao grupi slatko-koagulisucih sireva
proizvedenih od nekuvanog mleka (n=103), a zatim grupi kiselo-koaguliSu¢ih sireva
proizvedenih od nekuvanog mleka (n=37), grupi slatko-koagulisu¢ih sireva
proizvedenih od kuvanog mleka (n=26), a najmanje grupi kiselo-koagulisucih sireva
proizvedenih od kuvanog mleka (n=2).

Rezultati ispitivanja nivoa kontaminacije koagulaza pozitivnih stafilokoka u slatko-
koagulisu¢im 1 kiselo-koagulisSu¢im sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog

mleka su prikazani u Tabeli 5.1.2.

Tabeli 5.1.2. Nivoi kontaminacije mekih sireva koagulaza pozitivnim stafilokokama

Slatko-koaguliSuc¢i sirevi Kiselo-koaguliSuc¢i sirevi

Nivoi Broj Od kuvanog | Od nekuvanog Broj kU\Z?mog neklf\)/czianog
kontami- | uzoraka mleka mleka uzoraka mieka mileka
naclje () n % n % () n % n %
<

<2log 12 4 | 3333 | 8 | 6666 11 1 009 10 | 99,91
cfu/g

2-4log 63 12 | 19,05 51 80,95 18 1 0,06 | 17 | 99,04
cfulg

>4 log

54 10 | 18,52 44 81,48 10 0 0 10 100
cful/g

Ukupno 129 26 | 20,15 | 103 | 79,84 39 2 | 005 | 37 | 99,05

Iz prikazanih rezultata se vidi da je od 168 uzoraka sira, u kojima su dokazane
koagulaza pozitivne stafilokoke, bilo 129 uzoraka slatko-koagulisuceg sireva i 39
uzoraka kiselo-koagulisuceg sira. Kontaminacija od 2 log cfu/g i manje dokazana je u
12 uzoraka slatko-koagulisuc¢ih sireva od kojih je 4 (33,33%) uzoraka proizvedena od
kuvanog mleka i 8 (66,66%) uzoraka od nekuvanog mleka. U 11 uzorka kiselo-
koagulisu¢ih sireva konataminacija je bila < 2 log cfu/g i to u 1 (0,09%) uzorku
proizvedenom od kuvanog mleka i u 10 (99,91%) uzoraka od nekuvanog mleka. U
najve¢em broju uzoraka sireva kontaminacija koagulaza pozitivnim stafilokokama se
kretala od 2-4 log cfu/g i to u 63 uzoraka slatko-koaguluSu¢ih sireva od kojih je 51

(80,95%) uzorak sira bio proizveden od nekuvanog mleka i 12 (19,05%) uzoraka od
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kuvanog mleka. U 18 uzoraka kiselo-koagulisu¢ih sireva kontaminacija koagulaza
pozitivnim stafilokokama se kretala od 2-4 log cfu/g i to u 17 (99,04%) uzoraka
proizvedena od nekuvanog mleka i jednom (0,06%) uzorku od kuvanog mleka. Najveci
nivo kontaminacije, preko 4 log cfu/g je dokazan u 54 uzorka slatko-koagulisuceg sira
od kojih je najveéi broj (n=44) pripadao grupi sireva proizvedenih od nekuvanog mleka,
a 10 uzoraka je bilo proizvedeno od kuvanog mleka. Kod 10 uzoraka Kiselo-
koaguliSu¢ih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka je utvrdena konatminacija
koagulaza pozitivnim stafilokokama vise od 4 log cfu/g, a ni u jednom uzorku kiselo-
koagucisuceg sira proizvedeng od kuvanog mleka nije dokazano vise od 4 log cfu/g.

Rezultati nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u zavisnosti od straosti mekih sireva,
odnosno da li su sirevi bez zrenja ili sa zrenjem, proizvedenim od kuvanog i nekuvanog

mleka su prikazani u Tabeli 5.1.3.

Tabela 5.1.3. Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim sirevima bez zrenja i sa

zrenjem proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka

Dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke

Broj
Vrsta sira uzoraka L ) L .
) Meki sirevi bez zrenja Meki sirevi sa zrenjem
Broj % Broj %
Kiselo-koaguliSuéi 39 36 92,31 3 7,69
Slatko-koaguli$ucéi 129 121 93,80 8 6,20
Ukupno 168 157 93,45 11 6,55

Iz prikazanih rezultata se zapaza da je najveéi broj uzoraka sireva 157 (93,45%) u
kojima su dokazane kogulatza pozitivne stafilokoke bio iz grupe mekih sireva bez
zrenja. Od 129 uzoraka slatko koaguliSu¢ih mekih sireva bez zrenja u 121 (93,80%)
dokazane su koagulaza pozitivne stafilokoke i 36 (92,31%) uzoraka kiselo-koagulisu¢ih
sireva. Koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 11 (6,55%) uzoraka mekih sireva
sa zrenjem, od kojih su 8 (6,20%) uzoraka bili slatko-koagulisuéi, a 3 (7,69%) uzorka

kiselo-koaguliSuca sira.
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b. Rezultati odredivanja broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u mekim

sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka

Rezultati odredivanja broja Lactococcus spp. i  Lactobacillus spp. u slatko-
koaguliSu¢im sirevima bez zrenja i sa zrenjam proizvedenim od kuvanog mleka i

nekuvanog mleka su prikazani u Tabeli 5.1.4.

Tabeli 5.1.4. Nalaz Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u slatko-koaguliSu¢im

sirevima bez zrenja i sa zrenjem proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka

Od kuvanog mleka Od nekuvanog mleka
Vrstasira mikro\g:;t:lnizma X ¥
N X+SD N X+SD

(log cfu/g) (log cfu/g)

Sir bez Lactococcus spp.. 21 8,26+0,54 42 8,32+0,56

Zrenja Lactobacillus spp. 21 6,58+0,95 42 6,50+1,06
Sir sa Lactococcus spp.. 2 8,07+0,49 1 8,28
zrenjem Lactobacillus spp. 2 6,59+0,61 1 6,96

Iz prikazanih rezultata se vidi da je srednja vrednost broja Lactococcus spp. u uzorcima
slatko-koagulisucih sireva bez zrenja proizvedenim od kuvanog mleka bila 8,26 log
cfu/g, a u uzorcima sireva proizvedenim od nekuvanog mleka neznatno viSa 8,32 log
cfu/g. Srednja vrednost broja Lactobacillus spp. u uzorcima slatko-koagulisu¢ih sireva
bez zrenja, koji su proizvedeni od kuvanog i nekuvanog mleka je bila priblizno ista,
iznosila je 6,58, odnosno 6,50 log cfu/g. Srednja vrednost broja Lactococcus spp. u
uzorcima slatko-koagulisucih sireva sa zrenjem, proizvedenih od kuvanog i nekuvanog
mleka je bila neznatno niza u odnosu na vrednosti u sirevima bez zrenja. Srednja
vrednost broja Lactococcus spp. u slatko-koaguliSu¢im sirevima sa zrenjem
proizvedenim od kuvanog mleka je bila 8,07 log cfu/g i 8,28 log cfu/g u siru sa zrenjem
proizvedenom od kuvanog mleka. Srednja vrednost broja Lactobacillus spp. u slatko-
koaguliSu¢im sirevima sa zrenjem proizvedenim od kuvanog mleka je bila 6,59 log

cfu/g, a u uzorku sira sa zrenjem od nekuvanog mleka 6,96 log cfu/g.
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Rezultati odredivanja broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u uzorcima kiselo-
koagulisu¢ih sireva bez zrenja, koji su proizvedeni od kuvanog i nekuvanog mleka

prikazani su u Tabeli 5.1.5.

Tabela 5.1.5 Nalaz Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u kiselo-koaguliSu¢im

sirevima bez zrenja proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka

Od kuvanog mleka Od nekuvanog mleka
Vrstasira mikro\cglr’z]?nizma X X
N X+SD n X+SD
(log cfu/g) (log cfu/g)
Sir bez Lactococcus spp.. 1 7,68 18 8,50+0,55
zrenja Lactobacillus spp. 1 6,07 18 6,99+0,74

Iz prikazanih rezultata se vidi da je srednja vrednost broja Lactococcus spp. u uzorku
kiselo-koaguliSuceg sira bez zrenja, koji je proizveden od kuvanog mleka bila 7,68 log
cfu/g, a u sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka bila je 8,50 log cfu/g. Broj
Lactobacillus spp. u uzorku kiselo-koagulisuceg sira proizvedenog od kuvanog mleka je

bio 6,07 log cfu/g, a u uzorcima od nekuvanog mleka 6,99 log cfu/g.

U toku ispitivanja nisu obuhvaceni uzorci kiselo-koaguliSucih sireva sa zrenjem, koji su
proizvedeni od kuvanog i nekuvanog mleka.
Rezultati odredivanja broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u mekim sirevima

proizveenim od nekuvanog i kuvanog mleka su prikazani u Tabeli 5.1.6.

Tabela 5.1.6. Nalaz Lactococcus spp. 1 Lactobacillus spp. u mekim sirevima
proizvedenim od nekuvanog i kuvanog mleka

Broi Lactococcus spp. Lactobacillus spp.
Sir proizveden uzo:gjka X+sD X+3sD
Vrsta sira od (n) (log cfu/g) (log cfu/g)
| hekuvanog 103 8,35:0,49 6,30+1,09
Slatko-koaguliSuéi mleka
kuvanog mleka 26 8,25+0,53 6,58+0,91
. | nekuvanog 37 8,41+0,57 6,88:0,76
Kiselo-koaguliSuéi mleka
kuvanog mleka 2 7,68 6,07
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Iz prikazanih rezultata se vidi da je broj Lactococcus spp. bio priblizno isti u slatko-
koagulisu¢im 1 kiselo-koagulisSu¢im sirevima proizvedenim od nekuvanog i kuvanog
mleka i srednja vrednost broja ovog mikroorganizma iznosila je 8,35 log cfu/g, odnosno
8,41 log cfu/g. Srednja vrednost broja Lactococcus spp. u uzorcima slatko-koagulisSuceg
sira proizvedenim od kuvanog mleka je bila 8,25, a u uzorcima kiselo-koagulisuceg sira

od kuvanog mleka je bila manja i iznosila je 7,68 log cfu/g.

Srednja vrednost broja Lactobacillus spp. u slatko-koagulisu¢im i kiselo-koagulisu¢im
sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka je dostizala 6 logaritamskih
jedinica. Srednja vrednost broja Lactobacillus spp. u uzorcima slatko-koagulisucih
sireva proizvedenog od nekuvanog i kuvanog mleka je bila priblizno ista i iznosila je
6,30 log cfu/g, odnosno 6,58 log cfu/g. U uzorcima kiselo-koaguliSuéih sireva
proizvedenih od nekuvanog mleka srednja vrednost broja Lactobacillus spp. je bila 6,88
log cfu/g. Najmanji broj Lactobacillus spp. je utvrden u uzorcima kiselo-koagulisuceg
sira proizvedenog od kuvanog mleka u kojima je srednja vrednost broja bila 6,07 log

cfu/g.

5.2. Rezultati odredivanja fizicko-hemijskih parametara (pH, sadrzaj
NaCl, masti, suve materije i aktivnost vode) u sirevima proizvedenim

od kuvanog i nekuvanog mleka

U drugom delu ispitivanja odredeni su fizi¢ko-hemijski parametri u uzorcima sireva kod
kojih je dokazano prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka, razli¢ite starosti uzetih na
16 pijaca, koji su proizvedeni od kuvanog i nekuvanog mleka. Rezultati odredivanja
fizicko-hemijskih parametara (pH, aw, sadrzaj NaCl), u mekim sirevima proizvedenim

od nekuvanog i kuvanog mleka prikazani su u Tabeli 5.2.1.
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Tabela 5.2.1. Fizicko-hemijski parametri u mekim sirevima proizvedenim od kuvanog i

nekuvanog mleka

Sir od nekuvanog mleka Sir od kuvanog mleka
Parametar _ .
n X+SD Xmin | Xmax | n X+SD Xmin | Xmax
mast u
SM(%) | 79 | 5705£1021 | 2529 | 7684 | 4 | 426341768 | 1647 | 5525
voda u 79 | 7955+486 | 67,89 | 88,72 | 4 | 7195+446 | 67,63 | 76,54
BM (%) 1 -_— 1 1 1 1 _— 1 1 1
pH 140 | 5064063 | 410 | 694 | 28| 535049 450 | 6,25
ay, 61 | 0095+001 | 092 | 098 | 24| 0,95+0,02 087 | 0,98

NaCl (%) | 61 1,08+0,68 <0,01 | 3,04 |24 1,14+0,79 <0,01 | 3,48

Iz prikazanih rezultata se vidi da se sadrzaj masti u suvoj materiji mekih sireva
proizvedenih od nekuvanog mleka kretao od 25,29 do 76,84% (srednja vrednost
57,05%£10,21). U uzorcima mekih sireva proizvedenih od kuvanog mleka sadrzaj masti
je bio nizi i kreatao se od 16,47% do 55,25% (srednja vrednost 42,63+17,68).

Sadrzaj vode u bezmasnoj materiji u uzorcima mekih sireva, proizvedenih od
nekuvanog mleka, kretao se od 67,89 do 88,72% (srednja vrednost 79,55+4,86). Sadrzaj
vode u bezmasnoj materiji u uzorcima mekih sireva proizvedenih od kuvanog mleka
kretao se od 67,63 do 76,54 (srednja vrednost 71,95+4,46).

Izmerena pH vrednost u uzorcima mekih sireva od nekuvanog mleka se kretala od 2,10
do 6,94 (srednja vrednost 5,06+0,63), dok je u uzorcima mekih sireva proizvedenih od
kuvanog mleka bila od 4,50 do 6,25 (srednja vrednost 5,35+0,49).

Vrednost za aktivnost vode u uzorcima mekih sireva proizvedenih od kuvanog mleka je
bila od 0,92 do 0,98 (srednja vrednost 0,95+0,01), dok se u uzorcima mekih sireva
proizvedenih od kuvanog mleka kretala od 0,87 do 0,98 (srednja vrednost 0,95%0,02).
Sadrzaj NaCl u ispitanim uzorcima mekih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka se
kretao od 0,01 do 3,04% (srednja vrednost 1,08+0,68) a u uzorcima sireva proizvedenih
od kuvanog mleka kretala se od 0,01 do 3,48% (srednja vrednost 1,14+0,79).

Rezultati odrdivanja fizicko-hemijskih parametara u uzorcima mekih sireva bez zrenja i

sa zrenjem su prikazani u Tabeli 5.2.2.
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Tabela 5.2.2. Fizicko-hemijski parametri u mekim sirevima bez zrenja i sa zrenjem

Sir bez zrenja Sir sa zrenjem
Parametar _ .
n X+SD Xmin | Xmax | n X+SD Xmin | Xmax

mast u
SM (%) 76 55,85+11,03 | 16,47 | 76,84 | 7 61,33+£9,43 48,42 | 74,05
vodau | g6 | 7937:499 | 67,63 | 88,72 | 7 | 77,41622 | 70,67 | 88,42
BM (%) ) -1 ) i) i) - ) 1 1

pH 156 5,12+0,63 4,10 6,94 |12 4,88+0,31 4,39 5,50

aw 80 0,95+0.02 0,87 098 | 5 0,94+0,02 0,91 0,96

NaCl (%) | 80 1,06+0,67 <0,01 | 3,04 | 5 1,74+1,06 0,73 3,48

Iz prikazanih rezultata se moze videti da se sadrzaj masti u suvoj materiji mekih sireva
bez zrenja kretao od 16,47 do 76,84% (srednja vrednost 55,85+11,03). Neznatno visa
vrednost za isti parametar je dokazana u uzorcima sireva sa zrenjem u kojima se sadrzaj
masti u suvoj materiji kretao od 48,42 do 74,05% (srednja vrednost 61,33%9,43).
Sadrzaj vode u bezmasnoj materiji u uzorcima mekih sireva bez zrenja kretao se od
67,63 do 88,72% (srednja vrednost 79,37+4,99), a u uzorcima sireva sa zrenjem od
70,67 do 88,42% (srednja vrednost 77,41+6,22). lzmerena pH vrednost u uzorcima
mekih sireva bez zrenja se kretala od 4,10 do 6,94 (srednja vrednost 5,12+0,63), dok je
u uzorcima mekih sireva sa zrenjem bila u rasponu od 4,39 do 5,50 (srednja vrednost
4,88+0,31). Vrednost za aktivnost vode u mekim sirevima bez zrenja se kretala od 0,87
do 0,98 (srednja vrednost 0,95+0.02). Isti parametar u uzorcima mekih sireva sa
zrenjem se kretao od 0,91 do 0,96 (srednja vrednost 0,94+0,02). Sadrzaj NaCl u
uzorcima mekih sireva bez zrenja se kretao od 0,01 do 3,04% (srednja vrednost
1,06+0,67), a u sirevima sa zrenjem od 0,73 do 3,48% (srednja vrednost 1,74+1,06)

Rezultati odredivanja fizicko-hemijskih parametara u slatko-koagulisu¢im sirevima su

prikazani u Tabeli 5.2.3.
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Tabela 5.2.3. Fizicko-hemijski parametri u slatko-koagulisu¢im i kiselo-koagulisu¢im

sirevima
Slatko-koagulisuéi sir Kiselo-koaguliSudi sir
Parametar _ .
n X1SD Xmin | Xmax | N X+SD Xmin | Xmax
mast u
SM (%) | 64 | SS70£IL79 | 1647 | 7684 | 19| 5836:742 | 4372 | 69,86
voda u 64 | 77,98+458 | 67,63 | 8842 | 19| 8323+456 | 70,67 | 88,72
BM (%) 1 -_— 1 1 1 1 _— 1 1 1
pH 130 | 5324054 | 461 | 694 |38 | 4,39+014 410 | 4,60
ay, 66 | 0954002 | 0,87 | 098 |19 | 0,95+0,02 092 | 097

NaCl (%) | 66 1,16+0,67 <0,01 | 3,48 |19 0,87+0,80 <0,01 | 3,04

Iz prikazanih rezultata se vidi da se sadrzaj masti u suvoj materiji slatko-koaguliSuc¢ih
sireva kretao od 16,47 do 76,84% (srednja vrednost 55,70+11,79), a u uzorcima kiselo-
koagulisu¢ih sirevia od 43,72 do 69,86% (srednja vrednost 58,36+7,42). Sadrzaj vode u
bezmasnoj materiji u uzorcima slatko-koagulisucih sireva je bila u rasponu od 67,63 do
88,42% (srednja vrednost 77,98+4,58), a u kiselo-koaguliSu¢im sirevima od 70,67 do
88,72% (srednja vrednost 83,23+4,56). lzmerena pH vrednost u uzorcima slatko-
koaguliSu¢ih sireva se kretala od 4,61 do 6,94 (srednja vrednost 5,32+0,54), a u kiselo-
koagulisu¢im od 4,10 do 4,60 (srednja vrednost 4,39+0,14). Vrednost za aktivnost vode
u uzorcima slatko-koagulisuc¢ih sireva je bila od 0,87 do 0,98 (srednja vrednost
0,95+0,02), a u kiselo-koagulisu¢im od 0,92 do 0,97 (srednja vrednost 0,95+0,02).
Sadrdaj NaCl u uzorcima slatko-koaguliSucih sireva se kretao od <0,01 do 3,48%
(srednja vrednost 1,16+0,67), dok je u kiselo-koagulisu¢im sirevima najvi$a vrednost

bila 3,04%, a najniza manje od 0,01% (srednja vrednost 0,87).

*

Statisticki parametri broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp. i fizi¢ko-hemijski parametri (pH, aktivnost vode i sadrdaj NaCl) u

sirevima proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka prikazani su u Tabeli 5.2.4.
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Tabela 5.2.4. Statisticki parametri broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, Lactococus

spp, Lactobacillus spp. i fizicko-hemijski parametri (pH, aktivnost vode i sadrzaj NaCl)

u mekom siru
Statisticki parametri
Parametri X+
n ==0 Xmin Xmax Cv(%)
(log cfu/g)
Broj koagulaza pozitivnih | ) o0 | 540, 19 1,00 5,79 33,27
stafilokoka (log cfu/g)
Broj Lactococcus spp. | 400 | g 33,055 7.02 9,80 6,58
(log cfu/g)
Broj Lactobacillus spp. | 1o | 6594005 4,00 9,19 14,43
(log cfulg)
pH 168 | 4.98+0,50 430 B 10,16
a, 85 0,95+0,02 082 0,977 2.42
Sadrzaj NaCl (%) 85 1,10+0.71 <0,01 348 6431

Iz prikazanih rezultata se vidi da se broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u uzorcima
sireva proizvedenih od kuvanog i nekuvanog mleka kretao od 1 do 5,79 log cfu/g
(srednja vrednost 3,60+1,19 log cfu/g), a da je koeficejent varijacije bio 33,27%.

Broj Lactococcus spp. u istim uzorcima se kretao od 7,02 do 9,80 log cfu/g sira
(srednja vrednost 8,33+0.55) sakoeficijentom varijacije od 6,58%. Broj Lactobacillus
spp. se kretao u rasponu od 6 do 9,19 log cfu/g (srednja vrednost 6,62+0,95) sa
koeficijentom varijacije od 14,43%.

Izmerena pH vrednost u sirevima se kretala od 4,30 do 6,25 (srednja vrednost 4,98) sa
koeficijentom varijacije od 10,16%. Vrednost za aktivnost vode u ispitanim uzorcima
mekih sireva proizvedenim od nekuvanog i kuvanog mleka se kretala od 0,82 do 0,977
(srednja vrednist 0,95+0,02) sa koeficijentom varijacije od 2,42%. Sadrzaj NaCl se
kretao od 0,01 do 3,48 (srednja vrednost 1,10+0,71) sa koeficijentom varijacije od
64,31%.
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5.3. Rezultati identifikacije odabranih izolata koagulaza pozitivnih

stafilokoka izolovanih iz mekih sireva

5.3.1. Rezultati ispitivanja sposobnosti koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih

iz mekih sireva da stavaraju hemolizu

U identifikaciji koagulaza pozitivnih stafilokoka kori§¢eno je ispitivanje sposobnosti
izolata da stvaraju hemolizu. Ispitano je 102 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
poreklom iz sireva razliite starosti proizvedenih od kuvanog i nekuvanog mleka.

Rezultati ispitivanja hemolize na krvnom agaru prikazani su u Tabeli 5.3.1.

Tabela 5.3.1. Rezultati ispitivanja odabranih izolata koagulaza pozitivnih stafilokokada

stvaraju hemolizine na krvnom agaru

Vrsta hemolize Broj izolata %
a 5 4,90
B 52 50,98
) 3 2,94
atfP 23 22.55
o+ B 3 2,94
Odsustvo hemolize 16 15,69
Ukupno 102 100

Iz prikazanih rezultata moze se videti da je od 102 izolata najve¢i broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka iz sireva proizvedenih od kuvanog i nekuvanog mleka na krvnom
agaru davao B hemolizu (50,98%), zatim a + § hemolizu (22,55%), o hemolizu (4,90%),
a najmanji broj izolata 6 (2,94% ) i 6+ B (2,94% ). Odsustvo hemolize je zapaZeno kod
15,69% izolata.

5.3.2. Rezultati biohemijske identifikacije odabranih izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka izolovanih iz sireva proizvedenih od kuvanog i nekuvanog mleka

Na osnovu karakteristiénih makromorfoloskih osobina, mikromorfoloskih osobina,
katalaza testa, hemolize, koagulza testa i broja stafilokoka u siru od 76 izolata

koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz 83 uzorka sira odabrano je 18 izolata u
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toku prvog dela ispitivanja, koji su ispitani BBL Crystal Identifikacionim sistemom-BD.

Rezultati tih ispitivanja prikazani su u tabeli 5.3.2.1.

Tabela 5.3.2.1. Rezultati identifikacije izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka do

vrsteprimenom BBL Crystal Identifikacioni sistema-BD

Vrsta stafilokoka Broj izolata %
Staphylococcus aureus 17 94,44
S. cochnii ssp.cohnii 1 5,56
Ukupno 18 100

Rezultati prikazani u tabeli 5.3.2.1. pokazuju da je od 18 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka iz uzoraka sireva identifikovano kao Staphylococcus spp., najéesée kao S.

aureus (94,44% izolata), zatim S. cochnii ssp.cohnii (5,56% ).

5.4. Rezultati ispitivanja sposobnosti koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz mekih sireva da stvaraju enterotoksine

Za ispitivanje sposobnosti tvaranja enterotoksina odabrano je 85 izolata koagulaza
pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sireva razlicite starosti.
Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine u mekim

sirevima bez zrenja proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka dat je u Tabeli 5.4.1.

Tabela 5.4.1. Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine u

mekim sirevima bez zrenja proizvedenim od kuvanog ili nekuvanog mleka

Dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke, koje stvaraju

. Broj enterotoksine u uzorcima sira
Vrsta sira uzoraka
sira Kuvano mleko Nekuvano mleko
Broj % Broj %
Kiselo-koaguliSu¢i 19 1 5,26 5 26,32
Slatko-koaguliSuci 66 5 7,58 15 22,73
Ukupno 85 6 7,06 20 23,53

Primenom skrining metoda VIDAS SET2 (BioMerieux, Francuska) dokazano je da od

85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka 26 (30,59%) izolata stvaralo enterotoksine.
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Od ukupno 85 ispitanih uzoraka sira razlicite starosti, koji su proizvedeni od kuvanog i
nekuvanog mleka 19 uzoraka sireva su bili kiselo-koagulisuc¢i, a 66 uzoraka sireva su
bili slatko-koagulisu¢i. Koagulaza pozitivne stafilokoke, koje su stvarale enterotoksine
su najce$ce izolovane iz uzoraka slatko-koaguliSu¢ih sireva, 15 (22,73%) uzoraka
slatko-koagulisucih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka i 5 (7,58%) uzoraka
slatko-koagulisucih sireva proizvedenih od kuvanog mleka. U 5 (26,32%) uzoraka
kiselo-koaguliSucih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka i jednom uzorku (5,26%)
kiselo-koaguliSu¢eg sira od kuvanog mleka dokazane su koagulaza pozitivne

stafilokoke sa sposobnosé¢u da stvaraju enterotoksine (Tabela 5.4.1.).

Tabela 5.4.2. Poreklo izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale

enterotoksine u mekim sirevima bez zrenja

Poreklo koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje
stvaraju enterotoksine

Vrsta sira Broj
uzoraka Kuvano mleko Nekuvano mleko
Broj % Broj %
Kiselo-koaguliSuéi 6 1 16,67 5 83,33
Slatko-koaguli$ucéi 20 5 20,00 15 80,00
Ukupno 26 6 23,08 20 76,92

Od 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koji su stvarali enterotoksine, 20
(76,92%) izolata je bilo poreklom iz sireva proizvedenih od nekuvanog mleka, dok je 6
(23,08%) izolata bilo poreklom iz sireva proizvedenih od kuvanog mileka.

Od 20 uzoraka slatko-koagulisuc¢ih sireva u 15 (80%) uzoraka proizvedenog od
nekuvanog mleka i 5 (20%) uzoraka proizvedenog od kuvanog mleka dokazano je
prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka koje stvaraju enterotoksine. Od 6 uzoraka
kiselokoaguliSu¢ih sireva, prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka koje stvaraju
enterotoksine dokazano je u 5 (83,33%) uzoraka proizvedenih od nekuvanog mleka i 1

(16,67%) uzorku proizvedenog od kuvanog mleka (Tabela 5.4.2).
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5.4.1. Fenotipska karakterizacija entroksogenih koagulaza pozitivnih stafilokoka

izolovanih iz mekih sireva

Fenotipska karakterizacija izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale
enterotoksine, uradena je primenom ID 32 STAPH (BioMerieux, Francuska) testa

Rezultati tih ispitivanja prikazani su u tabela 5.4.1.1.

Tabela 5.4.1.1. Rezultati identifikacije izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka do vrsta
primenom ID 32 STAPH (BioMerieux, Francuska)

Vrsta stafilokoka Broj izolata %
Staphylococcus aureus 16 61,54
S. xylosus 4 15,38
S. sciuri 3 11,54
S. lentus 3 11,54
Ukupno 26 100

Rezultati prikazani u tabeli 5.4.1.1. pokazuju da je od 26 izolata koagulaza pozitivnih
stafilokoka, za koje je ELFA tehnikom dokazano da stvaraju enterotoksine,
identifikovano kao S. aureus (61,54% izolata), S. xylosus (15,38 % izolata), S. sciuri
(11,54 % izolata), S. lentus (11,54% izolata).

5.5. Rezultati identifikacije gena za sintezu enterotoksina u koagulaza

pozitivnim stafilokokama izolovanim iz mekih sireva

Obzirom da koriS¢ena ELFA tehnika u eksperimentu enterotoksine detektuje grupno
(SEA-SEE), bilo je neophodno da se identifikuju geni koji kodiraju sintezu jednog, ili
viSe toksina. Za identifikaciju gena za sintezu enterotoksina u koagulaza pozitivnim
stafilokokama izolovanih iz mekih sireva odabrano je 26 izolata za koje je prethodno
ELFA tehnikom dokazano da stvaraju enterotoksine (SE). Za ispitivanje je koriS¢ena
DNK stafilokoka ekstrahovana iz 26 izolata, koja je amplifikovana primenom
konvencionalne multipleks PCR tehnike za gene sea i seb, odnosno tehnikom Real-

Time PCR za gene sec, sed i see.
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Validacija konvencionalne multipleks PCR tehnike za ispitivanje gena sea i seb za
sintezu enterotoksina A (SEA) i eneterotoksina B (SEB) koris¢enjem monotoski¢nih
referentnih sojeva, prikazana je na slici 5.5.1. Sa slike se jasno vidi da su trake
amplifikovanih fragmenata gena za sintezu enterotoksina, jasno diferencirane, te da ne

postoji unakrsna reakcija (lazno pozitivna) amplifikacije ispitivanih gena.

Ladder ftsZ sea =] o)
100 bp 121 bp 93 bp 85 bp

Slika 5.5.1. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda monospecifi¢nih referentnih sojeva

dobijenih pomocu prajmera, specificnih za ftsZ, sea i seb gen.

Rezultati ispitivanja prisustva gena za stvaranje enterotoksina su prikazani u tabeli
55.1.
Tabela 5.5.1. Rezultati ispitivanja prisustva gena za sintezu enterotoksina u izolatima

koagulaza pozitivnih stafilokoka iz mekih sireva

Vrsta Brouj sea gen seb gen sec gen sed gen see gen
stafilokoka izolata | gy. % Br. % Br. % | Br. | % | Br. %
S. aureus 26 26 100 24 | 92,31 0 0 0 0 0 0
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Rezultati prikazani u tabeli 5.5.1. pokazuju da je kod svih primoizolata, za koje je ELFA
tehnikom utvrdeno da stvaraju klasicne enterotoksine (SEA-SEE), utvrdeno prisustvo
sea gena, a kod 92,31% izolata je dokazan i seb gen. Ni kod jednog od 26 ispitanih

primoizolata nisu dokazani geni za sintezu enterotoksina C (sec), D (sed) i E (see).

Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomocu prajmera za Sea sa izolatima

koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mekih sireva (izolati sa oznakama 31K,
43K, 70N, 79N, 93N, 111N, 116N, 132N, 168N, 222K, 227K, 229N, 254N, 260N,
263N, 327N, 342N, 367N, 370K, 391N, 392N, 393N, 400N, 401N i 414N) prikazani su
na slikama 5.5.2a 1 5.52b

70N 79N 93N 111N

LADDER 116 N 132N 168 N 222 K

Slika 5.5.2.a. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomoéu prajmera za sea
gen. M marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder). Izolati iz sira: 31K, 43K, 70N,
79N, 93N, 111N, 116N, 132N, 168N, 222K, 227K,
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Slika 5.5.2.b. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomoc¢u prajmera za sea
gen. M marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder). Izolati iz sira: 229N, 254N,
260N, 263N, 327N,341K, 342N, 367N, 370K, 391N, 392N, 393N, 401N,400N, 414N,
PC

Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomoéu prajmera za Seb sa
primoizolatima koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mekih sireva (izolati sa
oznakama 31K, 43K, 70N, 79N, 93N, 111N, 116N, 132N, 168N, 222K, 227K, 229N,
254N, 260N, 263N, 327N, 342N, 367N, 370K, 391N, 392N, 393N, 400N, 401N i
414N) prikazani su na slikama 5.5.3a i 5.5.3b.
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Slika 5.5.3.a. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomocu prajmera za seb
gen. M marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder).lzolati iz sira: 31K, 43K, 70N,
79N, 93N, 111N i pozitivna kontrola (PC)

Slika 5.5.3.b. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomoc¢u prajmera za seb
gen. M marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder).lzolati iz sira: 168N, 222K,
227N, 229N, 254N, 260N,263N
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LADDER 341Kk 342N 367N 370K 391N 392N 393N 401N 400N 414N 327 132

Slika 5.5.3.b. Rezultati elektroforeze PCR proizvoda dobijenih pomocu prajmera za seb
gen. M marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder).lzolati iz sira: 341K, 342N,
367N, 370K, 391N, 392N, 393N, 401N,400N, 414N, 327 i 132.

Ni kog jednog od 26 ispitivanih primoizolata koagulaza pozitivnih stafilokoka nisu

dokazani geni za sintezu enterotoksina C (sec), D (sed) i E (see).

Posmatranjem amplifikacionih signala iz DNK izolata, nedvosmisleno se zakljucuje da

genom ovih izolata ne sadrzi sec, sed odnosno see gen.

o
g
g
3
4
L

Grafikon 5.5.1. Amplifikaciona kriva gena za sintezu SEC, SED i SEE za uzorke i
pozitivne kontrole
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Dissociation Curve
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Grafikon 5.5.2. Disocijaciona kriva gena za sintezu SEC, SED i SEE za uzorke i

pozitivne kontrole

Sa grafikona 5.5.1. i 5.5.2. vidi se da su pozitivne kontrole za gene sec i see dale
pozitivan signal pri Ct vrednosti od 10-12, §to ukazuje da je amplifikacija uspesna.
Pored toga, negativna kontrola nije dala signal, §to ukazuje da u ispitivanom sistemu

reagenasa nije bilo kontaminacije koja bi odavala sliku laZno pozitivnog signala.

5.6. Rezlultati ispitivanja prisustva enetrotoksina u sirevima

proizvedenim od kuvanog ili nekuvanog mleka

Za ispitivanje prisutva enterotoksina u sirevima odabrano je 26 uzoraka sireva, koji su
prozvedeni od kuvanog i nekuvanog mleka, a kojima su dokazane koagulaza pozitivne
stafilokoke za koje je dokazano da stvaraju enterotoksine i utvrdeno je prisustvo gena za
sintezu enterotoksina A i B (sea i seb). Svih 26 izolata kod kojih je dokazano prisustvo
gena za sintezu enetrotoksina su identifikovani kao Staphylococcus aureus, Sto
potvrduje prisustvo ftsZ gena (slika 5.5.1.). Gen ftsZ funkcionalno ucestvuje u deobi
bakterijske ¢elije, jer kodira sintezu proteina kontraktilnog prstena (Z prsten) na mestu
razdvajanja buduce dve Celije. Gen je visoko oCuvan tokom evolucije Staphylococcus
aureus i sluzi kao stabilan identifikacioni marker za pripadnost vrsti Staphylococcus

aureus.
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Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima kretao se od 1,00 do 5,97 log cfu/g.
Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale
enterotoksine, Lactococcus spp., Lactobacillus spp., hemijskih parametara (pH,
aktivnost vode, sadrzaj NaCl) i nalaz enterotoksina u sirevima proizvedenim od
kuvanog i nekuvanog mleka dat je u Tabeli 5.6.11 5.6.2.

Dobijeni rezultati pokazuju da je od 26 ispitanih uzoraka sira enterotoksin dokazan u 2
(7,69%) uzorka slatko-koaguliSu¢a sira proizvedena od nekuvanog mleka (sirevi sa
oznakom 263 i 393). U ova 2 uzorka sira je prethodno dokazano prisustvo koagulaza
pozitivnih stafilokoka, koje imaju sposobnost da stavarju eneterotoksine i izolati (263N
I 393N) iz oba uzorka sira su bili nosioci gena za sintezu eneterotoksina SEA i SEB.
(sea i seb).

Sirevi u kojima je dokazano prisustvo enterotoksina bili su starosti 3-4 dana, odnosno 7
dana, a broj koagulaza pozitivnih stafilokoka bio vise od 5 log cfu/g (Tabela 5.6.1. i
5.6.2.). lzolati 263N i 393N su ispitivanjem biohemijskih osobina identifikovani kao

Staphylococcus aureus.
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Tabela 5.6.1. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine, Lactococcus spp.,

Lactobacillus spp., hemijskih parametara ( pH, aw, sadrzaj NaCl ) i nalaz enterotoksina u sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka

Broj koagulaza . Broj
Redni | Oznaka | Starost | Oznaka pJozitivgnih pH NaCl Broj Lactobatillus Nalaz
. - sira izolata . . aw Lactococcus spp. enterotoksina
broj sira (dani) | stafilokoka stafilokoka sira (%) (log cfulg) SPp. usiru
(logcfu/g) (log cfulg)
1. 70 3 70N 3,90 4,62 0,965 @ 0,117 8,33 6,58 -
2. 79 7 79N 4,02 4,69 0,960 | 0,351 8,74 7,41 -
3. 93 4 93N 5,20 4,59 0,960 @ 0,241 8,81 7,72 -
4, 111 7 111N 5,78 5,40 0,940 | 1,433 8,45 6,78 -
5. 116 3 116N 5,79 5,01 0,977 | 1,346 8,48 5,48 -
6. 132 2 132N 2,48 4,52 0,942 | 2,194 8,60 7,32 -
7. 168 2 168N 3,40 4,95 0,920 @ 0,907 8,32 6,02 -
8. 229 3-4 229N 3,63 4,42 0,950 | 0,613 7,78 6,49 -
9. 254 1 254N 2,30 5,07 0,965 @ 1,580 8,29 4,30 -
10. 260 12 h 260N 4,36 4,84 0,970 | 1,492 7,02 4,90 -
11. 263 34 263N 5,08 4,83 0,960 1,872 7,84 5,32 +
12. 327 7 327N 2,48 4,55 0,946 | 1,726 8,02 6,26 -
13. 342 7 342N 2,30 5,78 0,940 @ 2,779 7,19 6,99 -
14. 367 4-5 367N 3,30 4,73 0,956 | 0,965 8,36 7,26 -
15. 391 3-4 391N 2,95 5,15 0,951 & 1,463 8,45 7,09 -
16. 392 7 392N 2,60 4,81 0,953 | 0,995 8,32 6,99 -
17. 393 7 393N 5,35 4,76 0,962 = 0,497 8,23 6,73 +
18. 400 7 400N 5,38 4,65 0,955 | 1,082 8,19 6,91 -
19. 401 7 401N 3,52 4,77 0,960 & 0,468 7,29 6,18 -
20. 414 3 414N 2,78 4,36 0,969 | 0,497 8,32 6,38 -
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Tabela 5.6.2. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine, Lactococcus spp., Lactobacillus

spp., hemijskih parametara (pH, aw, sadrzaj NaCl ) i nalaz enterotoksina u sirevima proizvedenim od kuvanog mleka

Broj koagulaza

Redni | Oznaka StquSt (_)znaka pozitivnih pH NacCl Broj Br.oj Nalaz .
broj sira sira |z_olata stafilokoka sira Aw (%) Lactococcus spp. | Lactobacillus spp. enterot_oksma
(dani) | stafilokoka (logcfulg) (log cfu/g) (log cfu/g) usiru

1. 31 4 31K 4,20 5,11 0,955 1,170 8,71 6,00 -

2. 43 3 43K 2,48 5,20 0,940 1,320 8,84 7,33 -

3. 222 7 222K 1,00 4,76 0,935 2,135 8,23 6,16 -

4, 227 3-4 227K 1,00 4,50 0,960 0,731 7,68 6,07 -

5. 341 2 341K 4,94 5,79 0,945 1,784 7,85 7,04 -

6. 370 3-4 370K 3,00 5,63 0,956 0,848 8,30 7,21 -
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6. DISKUSIJA

Meki sirevi, a posebno meki sirevi bez zrenja proizvedeni slatkom koagulacijom zbog
sastava i fizicko-hemijskih karakteristika predstvaljaju dobar medijum za
razmnozavanje S. aureus i stvaranje enterotksina. Prema podacima iz literature trovanja
enterotoksinima stafilokoka su na tre¢em, a po nekim autorima na drugom mestu
najces¢ih trovanja hranom. U zemljama EU u 2009. godin registrovano je 293
epidemije izazvane enterotoksinima stafilokoka Sto predstavlja 5,3% od svih
zabelezenih epidemija. Prema izvesStajima iz 15 evropskih zemalja mleko i proizvodi od
mleka su u 1-9% (prose¢no 4-8%) epidemija intoksikacija utvrdeni kao izvor
enterotoksina stafilokoka. Prema izvestaju EFSA-e iz 2014. godine od ukupnog broja
zabelezenih alimentarnih oboljenja 346 je bilo izazvano enterotoksinima stafilokoka od
kojih je u 20% slucajeva sir bio izvor enterotoksina. lako su meki sirevi, proizvedeni u
domacinstvu od nekuvanog ili kuvanog mleka, zastupljeni na trzistu u Republici Srbiji u
velikom broju, u naucnoj i struc¢noj literaturi nema dovoljno podataka o riziku koji ta
vrsta sireva, kada su u pitanju intoksikacije enterotoksinima stafilokoka, predstavlja po
zdravlje ljudi. Stoga smo smatrali da bi bilo korisno izvrSiti procenu rizika od nalaza
enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima proizvedenim u individualnim
domacinstvima.
Bakterioloskim ispitivanjem, kojim je obuhvaceno 555 uzoraka mekih sireva
proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog mleka, uzetih sa 17 pijaca, dokazano je
prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka u 168 (30,27%) uzoraka mekih sireva
(Tabela 5.1.1). Ovaj nalaz se slaZze sa nalazom, koji su dobili Moraes Mendoca i sar.
(2009) koji su dokazali koagulaza pozitivne stafilokoke u 30,9% pregledanih uzoraka
sireva proizvedenih od sirovog mleka. Za razliku od rezultata dobijenih u naSim
istrazivanjima De Luca (1997), El-Sharound i Spano (2008) i Akineden i sar. (2008)
su S. aureus dokazali u 0-25% ispitanih uzoraka razlicitih vrsta sireva. Nasi rezultati su
pokazali da je od 168 uzoraka sireva, u kojima su dokazane koagulaza pozitivne
stafilokoke, najveci broj 140 (83,33%) uzorka sira proizvedeno od nekuvanog mleka a
28 (16,67%) uzoraka sira je proizvedeno od kuvanog mleka. Nalaz koagulaza pozitivnih
stafilokoka u uzorcima mekog sira proizvedenog od nekuvanog mleka od 5,05% je
manji u odnosu na vrednost od 25% koju su dobili De Luca i sar. (1997) ispitivanjem
sireva proizvedenih od pasterizovanog mleka. Prisustvo koagulaza pozitivnih
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stafilokoka u uzorcima sireva proizvedenih od nekuvanog mleka je poreklom iz mleka.
U mleku koje se dobija pravilnom muzom broj S. aureus se kre¢e od 100-200 cfu/ml, a
u slucaju infekcije mlecne Zlezde ovaj broj se povecava do 10* cfu/ml (Asperger i
Zangerl, 2003). Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka veéi od 10* cfulg sira
proizvedenog od nekuvanog mleka je posledica primarne kontaminacije mleka ovim
mikroorganizmom usled latentne infekcije ili supklinickoih mastitisa. U prilog poreklu
koagulaza pozitivnih stafilokoka nam govore podaci iz leiterature o Cestom nalazu
koagulaza pozitivnih stafilokoka u mleku (Medvedova i sar. 2014; Rajié¢, 2014;
Boynukara i sar. 2008; Mork i sar. 2010, Pelisser i sar. 2008, Rall i sar. 2008,
Jorgensen i sar. 2005a; Hant i sar. 2012; Korpysa-Dzirba i Osek, 2011).

Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima proizvedenim od kuvanog mleka se
moze objasniti naknadnom kontaminacijom iz spoljne sredine, sa ruku radnika i opreme
za prozvodnju sira, a visoka aktivnost vode (0,94-0,96) i visoka pH vrednost (6,0-6,2) u
siru omogucavaju njihovo razmnozavanje. U prilog kontaminaciji poreklom od ljudi
govore podaci da je ucestalost nalaza enterotoksogenih stafilokoka kod ljudi 40-60%
(Medvedova i Valik, 2012).

Proces proizvodnje sireva je kompleksan proces. Ponasanje S. aureus u siru zavisi od
procesa proizvodnje i kapaciteta mikroorganizma da prezivi stres u matriksu sira
(Cretenet i sar. 2011). Meki sirevi se na teritoriji Republike Srbije u individualnim
domacinstvima proizvode od kuvanog ili nekuvanog mleka. U nekim geografskim
podru¢jima sir se isklju¢ivo proizvodi od kuvanog mleka, a u nekim od nekuvanog
mleka. Za proizvodnju mekih sireva od nekuvanog mleka u individualnim
domacinstvima koristi se mleko jutarnje, vecernje, ili mesano mleko jutarnje 1 veCernje
muze. Ako se sir proizvodi meSanjem mleka obe muze, mleko vecernje muze se tokom
no¢i ¢uva u rashladenom stanju, ali Cesto se ¢uva i u ambijetalnim uslovima S§to
pogoduje razmnozavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka. Po spajanju sa mlekom
jutarnje muze dodaje se komercijalno sirilo prema uputstvu proizvodaca, bez dodavanja
starter kultura. Mleko sa dodatim sirilom se ostavi da stoji 2-4 h da bi se formirao grus.
Kada dode do koagulacije, grus se sece da bi se izdvojila surutka i prebacuje u cedilo. U
cedilu stoji 2-4 h u ambijetalnim uslovima, a potom se cedilo, zateze i formira gruda,
koja se presuje da bi se preostala surutka iscedila. Sir pod presom se ¢uva u frizideru.

Neki proizvodaci dodaju so u mleko, a vecina soli pre, ili za vreme secenja sira u kriske.
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Meki sirevi od kuvanog mleka se proizvode takode od mleka jutarnje, vecernje, ili
mesanjem mleka jutarnje i vecernje muze. Posle termicke obrade, mleko se ostavi da se
ohladi i ¢uva u rashladenom stanju, u frizideru 24 h. Posle skidanja kajmaka sa
povrsine, mleko se zagreva do 25C° i dodaje sirilo, bez dodavanja komercijalnih strter
kultura. Da bi se formirao grus potrebno je 3-4 h. Grus se prebacije u cedilo i cedi 3-4 h.
Cedenje se odvija u ambijetalnim uslovima pri temperaturi 20-25°C, a zatim se zategne
cedilo 1 formira gruda. Soljenje se vrSi na isti nacin kao i sirevi proizvedeni od
nekuvanog mleka. Ne postoji standard po kojem proizvodaci sole sir, ve¢ svaki
proizvoda¢ na osnovu svog iskustva soli sir. Sagledavanjem procesa proizvodnje mekih
sireva, moze se zakljuciti da postoje uslovi za rast S. aureus, narocito u ranim fazama,
kada su visoke pH vrednost i temperatura. Rast mikroorganizma je mogu¢ sve dok
fizi€ko-hemijski paramatri (pH, aktivnost vode, sadrzaj NaCl) i prisustvo kompetitivne
mikroflore ne po¢nu da uticu na rast S. aureus.

Nasi rezultati pokazuju da je od 168 uzoraka sireva, U kojima su dokazane koagulaza
pozitivne stafilokoke, 129 (76,78%) uzoraka sireva pripadalo grupi slatko-koagulisucih
sireva, a 39 (23,21%) uzoraka grupi kiselo-koagulisucih.

Ambijentalni uslovi u kojima se proizvode sirevi, narocito tokom toplih meseci godine
pogoduju razmnozavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka, tako da tokom proizvodnje i
skladiStenja mekog sira koagulaza pozitivne stafilokoke mogu da se razmnozavaju i
stvaraju enterotoksine, posebno ako u proizvodnju sira nije uklju¢ena mle¢nokiselinska
fermentacija, kao Sto je to kod slatko-koaguliSu¢ih sireva. Uslovi tokom proizvodnje
mekih sireva slatkom koagulacijom, kada je pH sira iznad 4,6 pogodovali su rastu i
razmnozavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka. Prema podacima iz literature
(ICMSF, 1996) rast ovog mikroorganizma je mogu¢ pri rasponu pH od 4 do 10, dok je
optimalno pri pH 6-7.

U zavisnosti od starosti sireva od 168 uzoraka sireva, u kojima su dokazane koagulaza
pozitivne stafilokoke, najveci broj 157 (93,45%) uzoraka je pripadalo grupi mekih
sireva bez zrenja, a 11 (6,55%) uzorka je pripadalo grupi sireva sa zrenjem (Tabela
5.1.3).

Najveci nivo kontaminacije sireva koagulaza pozitivnim stafilokokama (>4 log cfu/g) je
dokazan u 54 uzorka slatko-koagulisu¢ih sireva od kojih je 44 (81,48%) uzorka

proizvedeno od nekuvanog mleka i 10 (18,52%) uzoraka od kuvanog mleka (Tabela
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5.1.2.). U najvec¢em broju uzoraka (n=63), od kojih je 51 (80,95%) uzorak pripadao
grupi slatko-koagulusucih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka, a 12 (19,05%)
uzoraka je pripadalo grupi slatko-koaguliSu¢ih sireva proizvedenih od kuvanog mleka,
nivo kontaminacije nivo kontaminacije koagulaza pozitivnim stafilokokama se kretao
od 2 do 4 log cfu/g. Nasi rezultati se slazu sa nalazima Polli i sar. (2007), koji su
dokazali da je populacija S. aureus u 78% uzoraka Monte Veronese sira proizvedenog
od sirovog kravljeg mleka veéa od 10° cfu/g. Za razliku od rezultata dobijenih u nasim
ispitivanjima Borelli i sar. (2006), su dokazali ve¢i nivo kontaminacije S. aureus (<4,8
do 6,3 log cfu/g) u 70% uzoraka Canastra sira. U prilog nasim rezultatima su rezultati
Rosengren (2012), koja je dokazala koagulaza pozitivne stafilokoke u 69% (38/55)
uzoraka sireva proizvedenih od sirovog mleka i 6% (6/96) uzoraka sira proizvedenim od
pasterizovanog mleka. Veéi broj koagulaza pozitivnih stafilokoka je dokazan u siru
proizvedenom od sirovog mleka, narocito onim bez dodatka starter kultura. Nivo >5 log
cfu/g je dokazan kod 16% (6/39) uzoraka sireva proizvedenih od sirovog mleka, a
najveci broj, 6,56 log cfu/g Rosengren (2012) je dokazala u uzorku sira proizvedenom
od sirovog mleka bez dodataka starter kultura.

Nasi rezultati pokazuju da je broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima
proizvedenim od kuvanog i nekuvanog mleka bio od 1,0 do 5,9 log cfu/g. Najveéi broj
ovog mikroorganizma je dokazan u slatko-koagulisu¢em siru starosti 4 dana, koji je
proizveden od nekuvanog mleka (Prilog 3.). Veliki sadrzaj vode u bezmasnoj materiji
82,34% i pH 4,76 su pogodovali rastu koagulaza pozitivnih stafilokoka u siru. lako u
literaturi postoje podaci da S. aureus raste u manjem broju u proizvodima od mleka sa
veé¢im sadrzajem masti (Halpin-Dohnalek i Marth, 1989) na$ rezultat pokazuje da
sadrzaj masti u suvoj materiji sira nije uticao na rast S. aureus, jer je ovaj
mikroorganizam mogao da se umnozi do vrednosti vise od 5 log cfu/g. U 3 uzorka sirau
kojima je utvrden najmanji broj koagulaza pozotivnih stafilokoka (1 log cfu/g) sadrzaj
masti u suvoj materiji je bio 30,03%, 59,61% i 66,57%. Sva tri uzorka sira su na osnovu
ove vrednosti mogla da se kategoriSu kao masni, punomasni i ekstramasni Sirevi. Na
broj kaogulaza pozitivnih stafilokoka nije imala uticaja pH vrednost, jer je u sva tri
uzorka izmerena visoka pH vrednost (5,50; 5,97 i 6,50). Budu¢i da je starost dva uzorka
sira bila jedan dan visoka pH vrednost se moze objasniti ¢injenicom da nije bilo

dovoljno vremena za mle¢no-kiselinsku fermentaciju i snizavanja pH. U uzorku sira
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(17f/m), ¢ija je starost bila 15 dana, fermentacija se odvijala sporije i u tom uzorku sira
izmeren je pH 5,97.

Preko 5 log cfu/g koagulaza pozitivnih stafilokoka je utvrdeno u 2 uzorka kiselo-
koaguliSuceg sira (3/n i 72/n) starosti 2 i 15 dana, koji su proizvedeni od nekuvanog
mleka (Prilog 5.). Iako je u siru doslo do snizavanja pH vrednosti do 4,39, odnosno 4,41
to nije imalo uticaja na rast koagulaza pozitivnih stafilokoka. Medutim, u 2 uzorka sira
(oznaka 71/n i 94/n) u kojima je izmeren pH 4,22 odnosno 4,25 broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka je bio 1,0 log cfu/g. Manji broj mikroorganizma se moze objasniti
zdruzenim uticajem pH i sadrzaja masti, jer je u ovim uzorcima sadrzaj masti u suvoj
materiji bio visok (oko 60%) (Prilog 5).

Rezultati koje smo dobili odredivanjem broja Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u
mekim sirevima pokazuju da je broj Lactococcus spp. u uzorcima slatko-koagulisucih
sireva proizvedenih od kuvanog, ili nekuvanog mleka priblizno isti oko 8 log cfu/g. Broj
Lactobacillus spp. je bio priblizno isti u slatko-koaguliSu¢im sirevima sa zrenjem i bez
zrenja (6,60 log cfu/g), a najveéi broj, 6,96 log cfu/g je utvrden u uzorku slatko—
koaguliSuc¢eg sira sa zrenjem proizvedenog od nekuvanog mleka. (Tabela 5.1.4.) Nasi
rezultati se slazu sa rezultatima Akkaya i Sancak (2007), koji su odredili broj bakterija
mlecne kiseline u Herby siru. Vece vrednosti za broj bekterija mle¢ne kiseline, oko 9
log cfu/g ovi autori su utvrdili u sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka.
Populacija Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. u broju, koji smo mi utvrdili u
sirevima je doprinela razvijanju mlecno-kiselinske fermentacije i posledi¢no tome
snizavanju pH vrednosti u uzorcima mekih sireva. Bakterije mle¢ne kiseline imaju
krucijalnu ulogu u proizvodnji fermentisanih proizvoda kao Sto je sir i veliki broj
literaturnih podataka govori u prilog inhibitornom delovanju, koje pokazuju
Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. prema S. aureus (Fang i sar. 1993, Ortolani i
sar. 2010, Pereira i sar. 2009, Radovanovi¢ i Kati¢ 2009). Inhibitorno delovanje
bakterija mlecne kiseline nije samo posledica snizavanja pH, ve¢ i1 mehanizma
kompeticije, smanjenja koli¢ine esencijalnih hranljivih materija i stvaranja produkata

(vodonik peroksid, orhanske kiseline, bakterocini, nizin).
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Rezultati odredivanja pH vrednosti u uzorcima mekih sireva, u kojima su dokazane
koagulaza pozitivne stafilokoke, proizvedenih od kuvanog mleka pokazuju da se u
uzorcima kiselo-koaguli$ucih sireva pH vrednost kretala od 4,10 do 4,60, a u uzorcima
slatko-koaguli$ucih sireva od 4,61-6,94 (Tabela 5.2.3.). Pri ovim vrednostima pH je bio
mogu¢ rast koagulaza pozitivnih stafilokoka i njihov broj se kretao od 1 do 5,79 log
cfu/g. Prema ICMSF (1996) S. aureus moze da raste u rasponu pH 4 do 10, dok je
stvaranje enterotoksina u aerobnim uslovima moguce pri pH vrednosti 4,5 do 9,6. Nasi
rezultati se slazu sa nalazima Jakobsen i sar. (2011) koji su dokazali znaéajno
smizavanje pH vrenosti u sirevima proizvedenim od sirovog mleka posle 5-6 h
fermentacije. Posle 24 h u sirevima su izmerili pH vrednost nizu od 5,5 i utvrdili najveci
broj S. aureus u uzorcima starosti 5-6 h kada je broj bio preko 4 log cfu/g. Pocetni broj
S. aureus u mleku znacajno utiCe na broj ovog mikroorganizma tokom prvih faza
proizvodnje sira. Rezultate slicne nasim su dobili Akkaya i Sancak (2007) koji su u
sira Herby proizvedenom od pasterizovanog mleka izmerili pH vrednost 4,25 do 5,24, a
u siru proizvedenom od sirovog mleka 4,28 do 6,41.

Bitna karakteristika stafilokoka je da ovaj mikroorganizam moze da raste pri Sirokom
rasponu aktivnost vode u odnosu na druge mikroorganizme. Najniza vrednost a,, pri
kojoj mogu da rastu koagulaza pozitivne stafilokoke je 0,83-0,86, $to je ekvivalentno
koncentraciji od 20% NaCl (Hennekinne i sar. 2012). Nasi rezultati odredivanja
aktivnosti vode pokazuju da se a, u mekom siru proizvedenom od nekuvanog mleka
kretala od 0,92 do 0,98, a u siru proizveom od kuvanog mleka od 0,87 do 0,98 (Tabela
5.2.1). Pri ovim vrednostima jaktivnosti vode bio je mogu¢ rast koagulaza pozitivnih
stafilokoka. Priblizno iste vrednosti su dokazali Akkaya i Sancak (2007) u Herby siru
starosti od 1 do 90 dana. U sirevima proizvedenim od pasterizovanog mleka a,, se
kretala od 0,91 do 0,97, a u sirevima proizvedenim od sirovog mleka od 0,89 do 0,97.
Nasi rezultati odredivanja sadrzaja NaCl u mekim sirevima pokazuju da je najveca
dokazana vrednost bila 3,48. lako je S. aureus halotolerantan mikroorganizam u
poredenju sa drugim mikroorganizmima i bakterijama mlecne kiseline NaCl zajedno sa
drugim faktorima u siru moze da inhibise rast S. aureus. Rast je moguc¢ pri koncentraciji
NaCl 2,5-20% (Cretenet i sar. 2011), a kako smo u uzorcima mekih sireva dokazali
sadzaj NaCl do 3,48%, ovaj fizi¢ko-hemijski parametar nije uticao na rast koagulaza

pozitivnih stafilokoka. Prema misljenju (Cretenet i sar. 2011) snizavanje aktivnosti
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vode moze da utice na stvaranje enterotoksina. Opadanje aktivnosti vode manje uti¢e na
stvaranje enterotoksina A i H (SEA i SEH) u odnosu na enterotoksine B i C (SEB i
SEC). Stvaranje SEA je moguce pri vrednostima a ,, od 0,87 do 0,89, dok je stvaranje
SEB moguce pri aktivnosti vode od 0,97 do 0,99 (Jay, 2000).

Ispitivanjem fizicko-hemijskiog parametara, vode u bezmasnoj materiji 83 uzorka
mekog sira, proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog mleka, u kojima su dokazane
koagulaza pozitivne stafilokoke prema Pravilniku o kvalitetu proizvoda od mleka i
starter kultura (Sluzbeni glasnik RS 33/10) se moze svrstati u kategoriju mekih sireva na
osnovu sadrazaja vode u bezmasnoj materiji sira, koja je u svim uzorcima bila visa od
67%.

Na osnovu rezultata odredivanja sadrzaja masti u suvoj materiji sira prema Pravilniku o
izmenama i dopuni pravilnika o kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura (Sluzbeni
glasnik RS 34/14) ispitani sirevi se mogu svrstati u polumasne sireve, jer je najmanja
vrednost utvrdena u uzorcima sireva bila 16,47%, Sto je u kategoriji >10 do <25%.
Uzorci sireva koji su sadrzavali >25 do <45%. masti u suvoj materiji sira su svrstani u
masne sireve, uzorci sireva koji su sadrzavali >45 do <60%. masti u punomasne i uzorci
sireva, koji su sadrzavali >60% masti kategorisani su kao ekstra masni sirevi. (Prlog

3,4,5,6).

* *

Hemoliza je znaCajna Kkarakteristika patogenih stafilokoka, pa je u fenotipskoj
identifikaciji izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka koriS¢ena ta njihova osobina. Nasi
rezultati pokazuju da je najveéi broj izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka iz sira
najcesce stvarao beta hemolizu (50,98%), zatim alfa plus beta hemolizu (22,55%), alfa
hemolizu (4,90%), a najrede delta hemolizu i delta plus beta hemolizu (2,94%).
Hemolizu na krvnom agaru nije stvaralo 15,69% izolata (Tabela 5.3.1). Nasi rezultati se
slazu sa rezultatima, koje je dobila Rajié¢ (2014) ispitujuéi izolate koagulaza pozitivnih
stafilokoka iz vimena krava i dokazala da je najces¢e daju beta hemolizu (50% izolata),
zatim alfa plus beta hemolizu (36% izolata), beta plus delta hemolizu (8% izolata), delta
hemolizu (4% izolata) i alfa hemolizin (2% izolata). Nasi rezultati su u skladu sa
rezultatima Morandi i sar. (2009), koji su utvrdili da 54% izolata, koagulaza

pozitivnih stafilokoka izolovanih u slu¢ajevima mastitisa krava, na krvnom agaru stvara
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beta hemolizu, a 40% izolata stvara alfa plus hemolizu. Nasi rezultati se slazu i sa
rezultatima Akineden i sar. (2001) koji su dokazali da od 103 izolata S. aureus beta
hemolizu na krvnom agaru stvara 50 izolata. Za stafilokoke koje izazivaju mastitise je
karakteristi¢cno da najceS¢e na krvnom agaru daju beta hemolizu, alfa i beta hemolizu, ili
samo alfa hemolizu, pa na§ nalaz moze da ukaze da su izolati koagulaza pozitivnih
stafilokoka iz sira poreklom iz vimena.

Ispitivanjem biohmijskih osobina 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka za koje je
ELFA tehnikom dokazano da stvaraju enterotoksine, identifikovano kao S. aureus
(61,54% izolata), S. xylosus (15,38 % izolata), S. sciuri (11,54 % izolata), S. lentus
(11,54% izolata) (Tabela 5.4.1.1.). Nasi rezultati su sli¢ni rezultatima EI-Sharoud i
Spano (2008) koji su od 15 izolata Staphylococcus spp. iz Domiati sireva 2
identifikovali kao S. aureus, 4 izolata kao S. xylosus, ali i 4 izolata kao S. caprae i 5
izolata kao S. cromogenes, koje mi nismo dokazali. U najveéem broju, 40 izolata od 46
izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka iz mleka i tradicionalnih frementisanih
proizvoda su identifikovali kao S. aureus Bendahou i sar. (2009). Morandi i sar.
(2009) su svih 122 izolata iz razli¢itih proizvoda od mleka indentifikovali kao S. aureus
primenom PCR tehnike, medutim primenom Bilog GP identifikacije bila je moguza
identifikacija za 78% izolata S.aureus, dok je za preostalih 22% izolata bila potrebna
primena PCR tehnike. Za razliku od nasih rezultata Raji¢ (2014) je u ve¢em procentu
izolate koagulaza pozitivih stafilokoka iz melaka identifikovala kao S. aureus (88%),
zatim S. chromogenes (4%), S. intermedius (2%), S. xylosus (2%), S. sciuri (2%) i S.
lentus (2%). Rosengren (2012) je od 156 izolata iz sira 152 (97%) izolata identifikovala
kao S. aureus. Medvedova i sar. (2014) su ispitivanjem biohemijskih osobina API
Staph testom od 64 izolata poreklom iz mleka i tradicionalnih sireva 52 (81,3%) izolata
identifikovali kao S. aureus. Preostale izolate su identifikovali kao S. caprae (4), S.
lentus (2), S. epidermidis (2), S. hominis (2) i S. xylosus (2).

Kod svih 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, kod kojih smo dokazali
sposobnost sinteze enterotoksina, PCR metodom je potvrdeno prisustvo 16S rRNK
karakteristi¢ne za stafilokoke.

Izolati S. aureus razli¢itog porekla, koji imaju sposobnost da stvaraju eneterotoksine se
Cesto razlikuju po broju mobilnih genetskih elemenata, genima za sintezu enterotoksina

(se), kao 1 enterotoksinima i enterotoksinima slicnim proteini koje stvaraju (Argudin i
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sar. 2010). Izolati S. aureus, koji stvaraju enterotoksine nose razli¢ite gene za sintezu
enterotoksina (se geni) i ponekad mogu da budu nosioci vise razliitih gena. Geni-Se Se
nlaze na razli€itim mobilnim genetskim elementima, kao Sto su plazmidi, profagi, egc
(enterotoxin genetic cluster) Klasteri, S. aureus ostrvcima patogenosti (SaPls)
hromozomskim kasetama stafilokoka (Hennekinne i sar. 2010; Schelin i sar. 2011).
Enterotoksin A (SEA), pojedinacno, ili u kombinaciji sa drugim enterotoksinima i
enterotoksinima slicnim toksinima je naj¢e$¢e dokazan enterotoksin u hrani i navodi se
kao uzro¢nik alimentarnih itoksikacija ljudi. Predominantni nalaz enterotoksina A
(SEA) u hrani se moze objasniti izuzetno visokom otpornos¢u ovog toksina na
proteoliticke enzime (Balaban i Rasooly, 2000; Bergdoll, 1988; Holmberg i Blake,
1984).

Nasi rezultai su pokazali da je od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka 26
(30,59%) izolata imalo sposobnost da stvara enterotoksine. Primenom skrining metoda
VIDAS SET 2 (BioMerieux, Francuska) klasi¢ni enterotoksini (SEA-SEE) dokazuju se
grupno. Budu¢i da nismo mogli da utvrdimo koje od pet klasi¢nih enterotoksina stvaraju
izolati koagulaza pozitivnih stafilkokoka odlucili smo se da izvrSimo identifikaciju gena
za sintezu enterotoksina.

U toku naseg istrazivanja izolate koagulaza pozitivnih stafilokoka, kod kojih je ELFA
tehnikom potvrdena sposobnost sinteze enterotoksina, analizirali smo PCR metodom na
prisutvo gena za sintezu klasi¢nih enterotoksina A, B, C, D i E (sea, seb, sec, sed i see).
Od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje u stvarale enterotoksine 26
(30,59%) izolata je nosilo gene za sintezu enterotoksina A (sea), dok je kod 24 izolata
utvrdeno istovremeno prisustvo gena za sintezu enterotoksina A (sea) i enterotoksina B
(seb). Nasi rezultati se slazu sa rezultatima Medvedova i sar. (2014), koji su dokazali
da 32% izolata S. aureus iz mleka i proizvoda od mleka nosi se gene za sintezu
enterotoksina (SEA-AEE). Od 9 izolata, koji su stvarali enterotoksine 5 izolata je nosilo
jedan gen (se), a 4 izolata dva gena za sintezu enterotoksina. Najveci broj, 4 izolata je
nosilo sea gen, §to se slaze sa nasim rezultatima, a 3 izolata su nosila Sea i sec gen i po
jedan izolat see, ili kombinaciju sea/see. Autori nisu dokazali seb i sed gen.

Nasi rezultati se slazu sa podacima iz literature o predominaciji nalaza enterotoksina A
(SEA), koji su zabelezeni u razli¢itim zemljama sveta. U Velikoj Britaniji u toku

opseznog pracenja epidemija u periodu od 1969-1990.godine 79% izolata S. aureus je
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stvaralo enterotoksin A (SEA) (Wieneke i sar. 1993). U Francuskoj se enterotoksin A
(SEA) navodi kao najces¢i uzrocnik trovanja (69,7%) u 31 epidemiji zabelezenoj tokom
perioda od 1981-2002. godine, a bila su izazvana razli¢itom hranom kao §to su mleko,
proizvodi od mleka, meso i salate (Kerouanton i sar. 2007). Najc¢es¢e dokazan gen je
bio sea, zatim sed, seg, sei i seh. U manjem broju su dokazani seb i sec, dok see gen nije
uopste dokazan. Na$ nlaaz se slaze sa nalazom Kerouantona i sar. (2007) u pogledu
nalaza sea gena, ali se razlikuje u pogledu nalazu drugih gena, jer nasim ispitivanjem
nisu dokazani sec i sed geni.

Nasim nalazima govore u prilog i literarturni podaci o epidemijama izazvanim
enterotoksinima stafilokoka, nalazu gena za sintezu enterotoksina (se). U Austriji je
2007. godine zabeleZena epidemija u kojoj je obolelo 40 dece, a bila je izazvana
proizvodima od mleka. Izolati S. aureus su stvarali enterotoksine SEA i SED, a muzne
zivotinje su predstavljale rezorvoar ovog mikroorganizma (Schmid i sar. 2009). U SAD
enterotoksin A (SEA) se naj¢es¢e dovodi u vezu sa trovanjima hranom (77,8%), a prate
ga SED i SEB (Casman, 1965). Nasi rezultati se u potpunosti slazu sa rezultatima
(Veras i sar. 2008) koji su kod izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz
proizvoda od mleka dokazali sea i seb gen. lIzolati, koji su poticali od pacijenata
obolelih u toku epidemija izazvanih hranom 2001-2003. godine u Tajvanu su bili
najCeSée nosioci sea gena, a zatim seb i sec gena (Chiang i sar. 2008). Prema Cha i
sar. (2006) oko 90% izolata, koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz hrane u
slu¢aju epidemije trovanja, Su nosioci sea gena. Enterotoksin A (SEA) je enterotoksin,
koji je nejcesce izazvao stafilokokna trovanja hranom u Japanu u periodu od 1980-1995.
godine (Shimizu i sar. 2000). Velika epidemija u Japanu je zabeleZzena 2000. godine,
koja je izazvana pasterizovanim mlekom sa smanjenim sadrZzajem masti u kojem je
dokazan SEA (Asao i sar. 2003), dok je je epidemija zabelezena 2009. godine bila
izazvana palacinkama u kojima su dokazani SEA i SEC (Kitamoto i sar. 2009).

Cest nalaz enetrotoksina A (SEA) se moZe objaniti uticajem aktivnosti vode. Vrednosti
aktivnosti vode (aw) pri kojim moze da se razmnozava S. aureus se razlikuju od
vrednosti pri kojim moze da se stvara enterotoksin. Minimalna vrednost a,, pri kKojoj
mikroorganizam moze da raste je 0,83-0,86, Sto je ekvivalentno koncentraciji od 20%
NaCl. Optimalna vrednost za rast S. aureus je >0,99. Medutim, stvaranje enterotoksina

A 1D (SEA i SED) je manje podlozno uticaju i moguce pri priblizno istim vrednostima
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aktivnosti vode, koje omogucéavaju rast S. aureus kada su drugi uslovi optimalni.
Nasuprot tome, stvaranje enterotoksina B (SEB) je vrlo osetljivo na snizavanje
vrednosti za aktivnosti vode i teSko da SEB moze da se stvara pri vrednosti od 0,93,
uprkos intenzivnom rastu mikroorganizma (Hennekinne i sar. 2012). Sli¢an uticaj ay
ima na stvaranje enterotoksina C (SEC). Pored ay, nizak pH moze da izazove indukciju
profaga, koja ima za posledicu poveéanje ekspresije sea gena (Schelin i sar. 2011).
Rezultati Rola i sar. (2013) se razlikuju od nasih, jer su dokazali prisustvo sed gena kod
28 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz sireva proizvedenih od
nekuvanog mleka. Nasuprot nasim rezultatima su i rezultati Bianchi i sar. (2013a), koji
su kod 255 izolata S. aureus poreklom iz mleka i proizvoda od mleka dokazali prisustvo
gena za sintezu enterotoksina ser (28%), sed (25%) i selj (25%).

U Irskoj Hant i sar. (2012) su dokazali da 83,2% izolata S. aureus iz sirovog mleka i
proizvoda od mleka ne nosi gene za sintezu enterotoksina (se). Od 26 izolata poreklom
iz uzoraka od jednog proizvodaca je dokazan sec i potvrdeno da izolati S. aureus imaju
sposobnost da stvaraju eneterotoksin C (SEC). Nasi rezultati se razlikuju od rezultata
Morandi i sar. (2009), koji su od 122 izolata poreklom iz razli¢itih proizvoda od mleka
u Italiji prisutvo jednog, ili viSe gena doakazali kod 79 (65%) izolata. Za razliku od nas
dokazali su najcesce sed gen (40 ozolata), sea gen i gene sej, sec, sel, sei i seh, koje mi
nismo dokazali. Od na$ih rezultat se razlikuju i rezultati Rosengren (2012), koja je
primenom PCR tehnike kod izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz sireva
u Svedskoj najéesée dokazala sec gen i to kod 44% (67/152) izolata. Gen sec je u ovom
istrazivanju dokazan pojedinacno 1 biotip je bio poreklom od ovaca. Za razliku od 26%
(40/152) izolata drugog se-profila, koji su nosili kombinaciju sea, seg i sei, ili sea i seh
gena bili su biotipa poreklom od ljudi i nespecificnog domacina. Kod 29% (40/152) nije
dokazano prisustvo se gena. Nasi rezultati se razlikuju od nalaza Vicosa i sar. (2013),
koji su najceS¢e dokazali sei gen kod izolata S. aureus poreklom iz sirovog mleka i
sireva.

U literaturi ima podataka da su enterotoksini SEB, SEC i SED izazvali alimentarne
intoksikacije Sirom sveta (Wieneke i sar. 1993; Kérouanton i sar. 2007; Veras i sar.
2008).

Nasi rezultati ispitivanja prisustva enterotoksina U 26 uzoraka sireva, iz kojih su

izolovane stafilokoke koje stvaraju enterotoksine, primenom ELFA tehnike (Tabela
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5.6.1. 1 5.6.2.) su pokazali da je enterotoksin stafilokoka dokazan u dva uzorka sira
(oznake 263 i 393) proizvedena od nekuvanog mleka u kojima je broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka bio ve¢i od 5 log cfu/g (Tabela 5.6.1.). Izolati koagulaza
pozitivnih stafilokoka (263N i 393N) iz ova dva sira su stvarali enterotoksine i kod njih
je dokazano prisustvo gena za sintezu enterotoksina A i B (sea i seb). Oba izolata su
ispitivanjem biohemijkih osobina identifikovana kao Staphylococcus aureus. Vrednost
pH u oba sira je bila 5,08 i 5,35, a vrednost za aktivnost vode je bila 0,960 i 0,962. Pri
ovim vrednostima je mogu¢ rast S. aureus, a s obzirom da je temperatura za rast bila
optimalna u uslovima dobijanja sira, mikroorganizam je imao dovoljno vremena i
povoljne uslove da se umnozi do vrednosti iznad 5 log cfu/g i stvori dvoljnu koli¢inu
enterotoksina, koja je detektovana. Sadrzaj NaCl u 2 uzorka sira u kojima su dokazani
eneterotoksini  je bio 0,497 i 1,872%. Budu¢i da je S. aureus halotolerantan
mikroorganizam i moze da raste pri sadrzaju NaCl od 20%, izmerene vrednosti nisu
inhibitorno uticale na rast i razmnozavanje ovog mikroorganizma. lako je broj
Lactococcus spp. bio 7,84 i 8,23 log cfu/g u uzorcima sira nije uticao na smanjenje broja
S. aureus. Broj Lactobacillus spp. u uzorku sira sa oznakom 263 je bio 5,32 log cfu/g
Sto je bilo manje u odnosu na broj utvrden u drugom uzorku (oznaka 393)-6,73 log
cfu/g. Manji broj Lactobacillus spp. u uzorcima sireva u kojima su dokazani
enterotoksini je imao za posledicu sporije odvijanje mle¢no-kiselinska fermentacije, a
time sporije snizavanje pH vrednosti pri ¢emu je bilo moguce da se S. aureus umnozi
iznad 5 log cfu/g. Niska vrednost pH moze da izazove indukciju profaga dovodeé¢i do
ekspresije sea gena (Schelin i sar. 2011) sto objaSnjava ucestaliji nalaz sea gena i SEA
toksina. Cretenet i sar. (2011) su dokazali da Lc. lactis moze pozitivno ili negativno da
modulise ekspresiju se gena u matriksu sira. Ekspresija sea gena je blago povecana u
prisustvu Lc. lactis, dok je jaka supresija sec4 zapazena u matriksu sira u odsustvu Lc.
lactis. U prisustvu Lc.lactis je smanjena regulacija agr sistema u vezi sa Snizavanjem
pH vrednosti.

Nasuprot nasim rezultatima su rezultati Rola i sar. (2013), koji su dokazali prisustvo S.
aureus u 56% uzoraka sireva proizvedenih od sirovog mleka. lako je broj S. aureus bio
>10° log cfu/g, a najveéa vrednost 2,6 x10’ log cfu/g autori nisu dokazali prisustvo
enterotoksina ni u jednom uzorku sira. Prisustvo enterotoksina u 33 uzorka sira nisu

dokazali ni Cremonesi i sar. (2007). Takode, Rosengren (2012) nije dokazala
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enterotoksine (SEA-SEE) u uzorcima sireva proizvedenim od sirovog mleka bez starter
kultura u kojima je broj Staphylococcus aureus bio 5-6,5 log cfu/g i za koji je dokazano
da stvara enterotoksin C (SEC).

Procena rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka predstavlja kompleksan proces u
kojem pored broja koagulaza pozitivnih stafilokokavazno neophodno poznavanje
faktora sredine, minimalnih i maksimalnih vrednosti pri kojima je mogu¢ rast S. aureus
i stvaranje enterotoksina. U proceni rizika treba ispitati da li S. aureus stvara
enterotoksine, jer nisu svi izolati nosioci gena za sintezu enterotoksina, vrstu
enterotoksina i korelacijiju izmedu broja S. aureus i stvaranja enterotoksina.

Korelacija izmedu prisutva gena za sintezu enterotoksina (se) i sinteze enterotoksina je
70-80%, $to se moze objasniti nepotpunom ekspresijom gena za sintezu enterotoksina
Na korelaciju uticu faktori sredine kao Sto su temperatura i aktivnost vode (ay),
prisustvo drugih kompetitivnih mikroorganizama, koji su vazni podjednako za rast i
stvaranje enterotoksina (Medvedova i Valik, 2012).

Budu¢i da su na$i rezultati pokazali da je od 26 uzorka mekih sireva u kojima su
dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke, koje stvaraju enterotoksine 15 (76,92%)
uzoraka pripadalo grupi slatko-koagulisucih sireva proizvedenih od nekuvanog mleka i
5 (23,08%) uzoraka grupi slatko-koagulisucih sireva proizvedenih od kuvanog mleka
(Tabela 5.4.2), ova vrsta sira moze da predstavlja rizik, zbog potencijalne moguénosti
nalaza enterotoksina. Nalaz enterotoksina u dva uzorka slatko-koagulisuceg sira
proizvedenog od nekuvanog mleka ukazuje da posebnu opasnost mogu da predstavljaju
ovi sirevi u kojima je pH veci od 5,0. Manji rizik predstavljaju kiselo-koagulisuci sirevi,
jer je od 26 izolata S. aureus u 5 (19,23%) izolata poreklom iz sira proizvedenog od
nekuvanog mleka i jednom (3,85%) izolatu poreklom iz kiselo-koagulisuceg sira
proizvedenog od kuvanog mleka dokazano prisustvo gena za stvaranje enterotoksina.
Nasi rezultai su potvrdili neophodnost dokazivanje enterotoksina stafilokoka u sirevima
u kojima je dokazan broj koagulaza pozitivnih stafilokoka veéi od 10° log cfu/g, §to je

predvideno nasom i evropkom zakonskom regulativom.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Od ukupno 555 uzoraka sireva, koagulaza pozitivne stafilokoke dokazane su u 168
(30,27%) uzoraka sira. Od 168 uzoraka sira kogaulaza pozitivne stafilokoke su
dokazane u 140 (83,33%) uzoraka sira proizvedenoog od nekuvanog mleka i 28

(16,67%) uzoraka sira proizvedenog od kuvanog mleka.

2. Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u 83 uzorka sira kretao se od 1 do 5,90 log
cfu/g. Najveci broj koagulaza pozitivnih stafilokoka (5,90 log cfu/g) utvrden je u uzorku

slatko-koaguliSuceg sira.

3. Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz sira naj¢es¢e su stvarale beta hemolizu
(50,98%), zatim alfa plus beta hemolizu (22,55%), alfa hemolizu (4,90%), najrede
delta hemolizu i delta plus beta hemolizu (2,94%), a hemolizu na krvnom agaru nije

stvaralo 15,69% izolata.

5. Koagulaza pozitivne stafilokoke izolovane iz sira, za koje je utvrdeno da stvaraju
enterotoksine, na osnovu biohemijskih osobina identifikovane su kao S. aureus

(61,54%), S. xylosus (15,38%), S. sciuri (11,54%) i S. lentus (11,54%).

6. ELFA tehnikom utvrdeno je da 26 (30,59%) izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka
stvara klasi¢ne enterotoksine (SEA-SEE).

7. Kod svih 26 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz uzorka sira za
koje je ELFA tehnikom utvrdeno da stvaraju enterotoksin, dokazan je gen za
enterotoksin A (sea), a kod 24 izolata je pored sea gena dokazan i gen za sintezu
enterotoksina B (seb). Nijedan izolat nije posedovao gene za sintezu enterotoksina C
(sec), D (sed) i E (see).

108



8. Enterotoksin je dokazan u dva uzorka sira u kojima je broj koagulaza pozitivnih

stafilokoka bio iznad 5 log cfu/g .

9. Slatko-koagulisu¢i sirevi proizvedeni od nekuvanog mleka, u kojima je broj
koagulaza pozitivnih stafilokoka ve¢i od 5 log cfu/g, mogu da sadrze enterotoksine u

koli¢inama koje izazivaju intoksikacije i predstavljaju rizik po zravlje ljudi.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Broj uzoraka sireva uzorkovanih na pijacama u toku ispitivanja

Broj sireva
Redni
) Pijaca Od kuvanog Od nekuvanog Ukupno
bro} mleka mleka

1 Novi Beograd-blok 44 31 39 70
2 Banjica 27 34 61
3 Zemun 9 38 47
4 Kaleni¢ 6 26 32
5 Zeleni venac 12 22 34
6 Skadarlija 9 27 36
7 Cvetko 27 18 45
8 Banovo brdo 10 26 36
9 Novi Beograd-Merkator 4 4 8
10 Lazarevac 21 - 21
11 Palilula 11 14 25
12 Guca 16 - 16
13 Vidikovac 16 13 29
14 Bele vode 8 7 15
15 Zeleznik 14 6 20
16 Sremcica 17 6 23
17 Peram 15 22 37

Ukupno 253 302 555

Prilog 2. Broj i vrsta uzoraka sireva koji su koris¢eni za ispitivanja na osnovu
dokazanog prisustva koagulaza pozitivnih stafilokoka

Od kuvanog mleka Od nekuvanog mleka
Vrsta sira Ukupno
Bez zrenja | Sazrenjem | Bez zrenja Sa zrenjem

Kiselo- 2 : 36 1 39
koaguliSuci

Slatko- 24 2 98 5 129
koaguliSuci

Ukupno 26 2 134 6 168
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Prilog 3. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i hemijskih
parametara (pH, sadrzaj masti u suvoj materiji, sadrzaj vode i vode u bezmasnoj

materiji)u slatko-koaguliSu¢im sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka

Broj
dni koagulaza Mast Vodau
Redni Oznaka Poreklo Starost g . bezmasnoj
uzorka (mesto) sira pozitivnih | pH | u SM materiji
broj stafilokoka (%) o0 )
(log cfu/g)
1. 5a/n Ub 12 h 1,00 5,27 | 50,98 76,89
2. 9b/n Ub 12 h 2,30 5,77 | 75,47 86,07
2-3
3. 21/n Ub 2,84 5,96 | 36,43 12,77
dana
4, 23/n Sopot-Kosmaj | 7 dana 5,57 4,77 | 72,08 78,95
5. 25/n SIS 2 dana 300 537 | 5938 | 8549
Smed.Palanka
6. opin | Drankovina- e 456 | 580 | 40,60 | 67,89
Valjevo
7. 34/n Kosmaj 7 dana 3,04 4,77 | 43,45 75,21
8. 36/n Sjenica 30 dana 4,12 482 | 63,23 73,87
9. 11¢/n Ve""ILgAOkr' 12h 300 532 5248 | 7430
10. 12d/n Zuce 4h 3,52 6,65 | 49,88 82,27
11. 13d/n Zuce L 5,77 4,79 | 57,32 76,88
dana
12. 13e/n Zuce 4 dana 5,90 476 | 57,06 82,34
13. 17f/n Ub 1 dan 1,00 5,97 | 66,57 83,70
14, g7 | BamwaTrepta | o 1,00 550 | 59,61 | 74,94
Cacak
15. 38/n UZice 7 dana 5,29 5,83 | 25,29 77,76
16. 40/n Valjevo 5 dana 5,17 5,15 | 57,04 81,17
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Broj

koagulaza Mast Vodau
Redni Oznaka Poreklo Starost g o bezmasnoj
. . pozitivnih | pH | uSM
broj uzorka (mesto) sira . materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfu/g)
17. 41/n Trli¢-Ub 7 dana 2,90 5,11 | 54,92 75,48
18. 42/n Trli¢-Ub 1 dan 4,34 558 | 46,74 71,51
19. 44/n Trlié-Ub 1 dan 3,93 518 | 62,83 80,28
., 4-5
20. 45/n Trlié-Ub 481 5,69 | 63,99 80,74
dana
21, 46/n Ub 12 h 5,32 5,46 | 46,35 72,85
22. 51/n Orasac- 7 dana 519 491 | 5226 | 72,60
Obrenovac
23, 52/n Orasac- 3 dana 3,84 6,15 6398 | 78,1sl
Obrenovac
24, 55/n Ranilovic- | 040 3,00 512 | 6357 | 7544
Arandelovac
Pricevic- 1-2
25. 58/n . 4,48 6,52 | 43,09 78,50
Valjevo dana
26. 59/n Pricevic- 3 dana 3,90 625 | 57,77 | 7938
Valjevo
27, 62/n iculloy 12h 566 | 603 6289 | 8432
Mladenovac
28. 64/n Banjani-Ub 1 dan 2,48 5,83 | 54,52 77,82
29. 65/n Banjani-Ub 3 dana 3,00 5,73 | 66,45 81,33
30. 66/n Banjani-Ub 7 dana 2,00 478 | 76,84 84,44
31. 73/n Ovéa 1 dan 1,00 6,30 | 30,03 74,12
32. 75/n Vranic- 1 dan 5,68 6,10 | 63,17 | 7436
Barajevo
33, 76/n KmyeSevel- |y 4 230 589 | 7668 @ 84,95
Stara Pazova
34. 84/n Stubline-Ub 7 dana 5,67 495 | 57,32 81,39
35. 85/n Cedovo-Sjenica | do 1m. 3,18 479 | 74,05 83,51
36. 88/n Trli¢-Ub 1-2 2,00 542 | 64,65 82,74
dana
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Broj

koagulaza Mast Vodau
Redni Oznaka Poreklo Starost g o bezmasnoj
. . pozitivnih | pH | uSM
broj uzorka (mesto) sira . materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfu/g)
37. 89/n Trli¢-Ub 15 dana 3,00 5,11 | 69,99 88,42
38, g | VolkaStra | 248 | 490 | 56,74 | 78,50
Pazova
39, grry | SRR 470 529 | 3628 | 69,01
Pazova
40. 104/n Liplje-Ljig 12h 4,60 6,42 | 40,31 77,87
A1, 105/n Kosmaj- 12h 458 | 509 | 5534 | 7724
Rogacevo
42, 107/n Kosmay- 1-2 230 | 534 6101 | 81,97
Nemenikuce dana
43, 111/n OOt | 5 ana 546 | 515| 6156 | 79,18
Nemenikuce
a4, 115/ Sopot- | 4 ana 537 |566| 61,21 | 8250
Nemenikuce
45, 116/n Sopot 7 dana 4,39 5,30 | 56,89 78,63
46. 118/n Valjevo 5 dana 4,60 5,33 | 51,32 74,02
47. 120/n Valjevo 7 dana 3,90 5,04 | 55,80 80,20
48, 121/n OraSac- 7 dana 3,69 562 | 62,19 80,80
Obrenovac
49. 122/n Crvenka-Ub 12h 4,30 6,60 | 59,09 80,47
50. 123/n Crvenka-Ub 7 dana 3,52 4,73 | 51,03 78,22
124/n i =
51, Bajevac 7 dana 414 | 469 | 5961 | 78,60
Valjevo
52. 125/n Arnajevo- 12h 460 |592| 50,60 | 7492
Kosmaj
Bal 127/n Bajevac- 35 304 |473 6158 | 72,62
Valjevo dana
54, 130/n Drlupa-Kosmaj 12h 3,69 5,63 | 46,24 69,10
55. 131/n | Drlupa-Kosmaj | 7 dana 2,30 4,77 | 68,00 74,66
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Broj

. koagulaza Mast Vodau .
Redni Oznaka Poreklo Starost S bezmasnoj
broj uzorka (mesto) sira poz_ltlvnlh PH | uSM materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfulg)
56. 132/n Drlupa-Kosmaj | 1 dan 4,30 5,86 | 60,96 81,93
57. 133/n | Drlupa-Kosmaj 3-5 3,30 4,89 | 64,19 80,40
dana
58. 134/n Drlupa-Kosmaj | 1 dan 3,48 6,31 | 54,76 81,86
59. 135/n Stubline- 1 dan 3,74 6,94 | 37,55 77,32
Obrenovac
60. 137/n Stubline 12h 3,86 6,31 | 53,80 77,18
Obrenovac

Prilog 4. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i hemijskih

parametara (pH,sadrdZzaj masti u suvoj materiji,sadrzaj vode i vode u bezmasnoj

materiji) u slatko-koaguli§uc¢im sirevima proizvedenim od kuvanog mleka

Broj
koagulaza Mast Vodau
Redni broj | Oznaka Poreklo Starost gulaz bezmasnoj
. pozitivnih pH | uSM
uzorka (mesto) sira . materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfulg) 0
1. 82/k Belanovica 7 dana 2,00 5,55 | 48,33 76,54
-Ljig
2. 91/k radnja 7 dana 5,19 5,08 | 16,47 67,63
3. 92/k radnja 5 dana 3,84 5,82 | 55,25 73,00
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Prilog 5. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i hemijskih

parametara (pH, sadrzaj masti u suvoj materijii vode u bezmasnoj materiji) u kiselo-

koaguliSu¢im sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka

Broj
. koaguljaza Mast Vodau .
Redni Oznaka Poreklo Starost R bezmasnoj
broj uzorka (mesto) sira poz_|t|vn|h PH | uSM materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfu/g)
1. 3/n Valjevo- 15 dana 5,46 4,39 | 48,42 75,01
Lukavac
2. 32/n Ub 3 dana 2,00 4,10 | 43,72 81,61
3. 43/n Trli¢-Ub 7 dana 2,00 4,59 | 63,07 80,48
4, 53/n Kusadak 4 dana 3,70 4,31 | 60,55 82,15
5. 67/n Resnik 7 dana 2,78 4,45 | 53,75 79,15
6. 70/n Trli¢-Ub 7 dana 4,63 4,61 | 59,67 73,72
7. 71/n Ovdéa 3 dana 1,00 4,22 | 65,21 88,20
8. 72/n Jagnjilo- 2 dana 5,54 4,41 | 52,17 87,02
Mladenovac
9. 74/n Jagnjilo- 2 dana 4,08 4,30 | 66,66 86,71
Mladenovac
10. 78/n Jagnjilo- 5-6 2,00 4,30 | 69,51 82,94
Mladenovac dana
11. 81/n Zuce-Avala | 2dana 3,95 4,30 | 62,44 84,01
12. 94/n Vojka- 2 dana 1,00 4,25 | 59,19 85,88
Stara Pazova
13. 96/n Sopot- 2 dana 2,00 4,39 | 48,81 82,93
Nemenikuce
14. 102/n Vojka 4 dana 2,00 4,28 | 57,34 83,64
15. 103/n Belegis 3 dana 4,30 4,25 | 64,49 88,72
16. 109/n KrnjeSevci 12h 2,00 4,44 | 59,46 86,04
17. 112/n Vojka 2 dana 3,00 4,13 | 69,86 87,83
18. 114/n Krnjesevci 1dan 2,60 4,12 | 58,46 84,46
19. 98/m Ugrinovci 1 dan 3,04 4,25 | 55,27 84,01
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Prilog 6. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka i hemijskih

parametara (pH, sadrzaj masti u suvoj materijii vode u bezmasnoj materiji) u kiselo-

koaguliSu¢im sirevima proizvedenim od kuvanog mleka

koaB I;Joljaza Mast Voda u
Redni | Oznaka Starost g o bezmasnoj
. Poreklo (mesto) . pozitivnih pH | uSM
broj uzorka sira . materiji
stafilokoka (%) (%)
(log cfu/g) >
1. 99/k Pljevlja 30 dana 2,84 4,50 | 50,46 70,67
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Prilog 7. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, fizicko-hemijskih parametara (pH, ay, sadrzaj NaCl), broja

Lactococcus spp. i Lactobacillus spp.u slatko-koagulisuc¢im sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka

Broj koagulaza

Redni | Oznaka Starost Sadrzaj pozitivnih Broj Br_oj
Poreklo . pH aw NaCl . Lactococcus spp. | Lactobacillus spp.
br. uzorka sira (%) stafilokoka (o) (oo
(log cfulg)

1. 4 Rogaca-Sopot 1 dan 6,05 | 0,970 1,316 5,60 8,70 7,04
2. 17 Gornja Bukovica 2-3 dana 4,66 0,965 0,527 4,23 9,54 9,20
3. 20 Belosavac-Topola 7 dana 5,65 0,940 1,404 2,90 8,90 6,90
4, 45 Kusadak 3 dana 4,68 | 0,970 0,263 4,49 9,17 8,25
5. 47 Kusadak 6 dana 5,03 | 0,945 1,697 2,21 8,55 7,43
6. 50 Jagnjilo 2 dana 4,62 | 0,940 1,199 2,70 8,52 6,20
7. 70 Nemenikuée-Sopot 3 dana 4,62 | 0,972 0,117 3,90 8,33 6,58
8. 79 Nemenikuée-Sopot 7 dana 4,69 0,963 0,351 4,02 8,74 7,41
9. 90 Zuce-Avala 12 h 501 | 0,940 1,433 2,90 9,17 5,23
10. 92 Lazarevac 7 dana 4,96 | 0,930 1,989 5,59 8,58 6,93
11. 95 Vrelo-Ub 4-5dana | 4,96 | 0,928 1,989 4,54 8,48 6,83
12. 98 Zuce-Avala 1 dan 5,15 0,950 0,234 5,29 8,64 7,35
13. 111 Cacak 7 dana 540 | 0,961 1,433 5,78 8,45 6,78
14. 116 Pozega 3 dana 501 | 0,965 1,346 5,79 8,48 5,48
15. 124 Ripanj 2 dana 556 | 0,956 1,521 3,90 8,56 5,18
16. 125 Ripanj 7 dana 4,95 | 0,970 0,322 3,26 8,45 6,70
17. 148 Ub 2-3dana | 4,64 | 0,977 1,141 5,60 8,67 5,93
18. 156 Vrani¢ 7 dana 4,66 | 0,925 1,404 2,00 9,29 7,45

138




Broj koagulaza

Redni | Oznaka Starost Sadrzaj pozitivnih Broj Br.oj
Poreklo . pH aw NaCl . Lactococcus spp. Lactobacillus spp.
br. uzorka sira (%) stafilokoka (log cfulg) (log cfulg)
(log cfulg)
19. 168 Jagnjilo-Mladenovac 2 dana 4,95 0,920 0,907 3,40 8,32 6,02
20. 181 Beli Potok 12 h 493 | 0,920 0,907 2,60 8,60 4,00
21. 182 Beli Potok 2 dana 4,90 | 0,930 0,878 2,00 8,48 5,08
22. 188 Jagnjilo-Mladenovac 2 dana 5,54 0,961 1,814 5,09 8,34 7,85
23. 189 Jagnjilo-Mladenovac 12 h 5,07 0,965 0,416 3,43 8,56 6,53
24. 225 Brovi¢,Obrenovac 3-4 dana 4,96 0,928 0,731 4,32 7,74 5,59
25. 237 Brovi¢,Obrenovac 3-4 dana 528 | 0,950 0,585 4,60 7,51 5,15
26. 242 Kusadak 7 dana 4,82 0,935 1,667 2,78 7,23 6,18
27. 254 Rabrovac- ldan | 507 | 0930 | 1580 2,30 8,29 4,30
Mladenovac
28. 259 Trli¢-Ub 5-6 dana 4,81 0,950 0,965 3,90 8,29 6,03
29. 260 Jagnjilo-Mladenovac 12 h 4,84 | 0,935 1,492 4,36 7,02 4,90
30. 263 Jagnjilo-Mladenovac | 3-4 dana 4,83 0,962 1,872 5,08 7,84 5,32
31. 271 Kusadak 12 h 544 | 0,961 1,492 3,00 7,99 6,51
32. 272 Kusadak 7 dana 505 | 0,940 1,609 4,77 7,99 7,11
33. 302 Joseva-Ub 10 dana 5,17 0,954 1,901 3,57 8,17 7,39
34, 315 Veliki Borak- 3nedelje | 4,65 | 0,957 | 1,404 2,85 8,28 6,96
Barajevo

35. 342 Takovo-Ub 7 dana 578 | 0,940 2,779 2,30 7,19 6,99
36. 357 Planinica-Div¢ibare 7 dana 563 | 0,948 1,784 2,60 7,38 6,27
37. 367 Velika Mostanica 4-5 dana 4,73 | 0,956 0,965 3,30 8,36 7,26
38. 391 Kusadak 3-4 dana 515 | 0,951 1,463 2,95 8,45 7,09
39. 392 Kusadak 7 dana 4,81 0,953 0,995 2,60 8,32 6,99
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Broj koagulaza

Redni | Oznaka Starost SadrZaj pozitivnih Broj Br.oj
Poreklo . pH aw NaCl . Lactococcus spp. Lactobacillus spp.
br. uzorka sira (%) stafilokoka (log cfulg) (log cfulg)
> (log cfulg) g g g g
40. 393 Kusadak 7 dana 4,76 0,962 0,497 5,35 8,23 6,73
41. 400 Azanja 7 dana 4,65 0,955 1,082 5,38 8,19 6,91
42, 401 Kusadak 7 dana 4,77 0,960 0,468 3,52 7,29 6,18
43. 65 Krnjesevci 3 dana 4,69 0,962 0,205 3,62 8,63 7,64

Prilog 8. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, fizicko-hemijskih parametara (pH, aw, sadrzaj NaCl), broja Lactococcus

spp. i Lactobacillus spp.u slatko-koaguliSu¢im sirevima proizvedenim od kuvanog mleka

Sadryai Broj koagulaza Broj Broj
Redni | Oznaka Starost adrzaj pozitivnih J Lactobacillus
Poreklo . pH aw NaCl . Lactococcus spp.
br. | uzorka sira (%) stafilokoka (log cfulg) spp.
5 (log cfu/g) 9 g (log cfu/g)

1. 5 Ugrinovci 1dan 5,23 | 0,965 1,521 4,27 9,00 8,39

2. 31 Zlatari¢-Valjevo 4 dana 511 | 0,962 1,170 4,20 8,71 6,00

3. 43 Ranilovic- 3dana | 520 | 096 | 1,316 2,48 8,84 7,33
Arandelovac

4. 44 Ranilovic- 10dana | 4,83 | 0,956 | 0,731 3,74 8,51 7,09
Arandelovac

5. 53 Klju¢-Mionica 4-5dana | 5,32 | 0,963 0,526 5,39 9,57 6,71
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. Starost Sadrzaj Bl k_oggu_laza Broj Broj.
Redni | Oznaka . pozitivnih Lactobacillus
br. uzorka Poreklo sira pH aw NaCl stafilokoka (log Lactococcus spp. Spp.
(%) (log cfu/g)
cfu/g) (log cfu/g)
6. 57 Ljubi¢-Cac¢ak 1 dan 591 | 0,976 0,087 5,30 8,50 7,11
7. 110 Cacak 7 dana 5,26 | 0,965 1,404 5,18 8,56 5,04
8. 112 Cacak 50dana | 4,67 | 0,934 3,481 2,00 8,41 7,02
9. 164 Gornja Bukovica 1 dan 6,25 | 0,869 0,614 2,95 8,19 5,54
10. 186 Zagorica-Topola 2 dana 553 | 0,932 1,696 3,83 8,30 6,93
11. 187 Zagorica-Topola 7 dana 557 | 0,93 0,117 3,56 8,38 6,60
12. 202 Bistrica-Lazarevac 12 h 586 | 0,938 0,029 3,60 7,43 6,13
13. 207 Ba,Suvobor 3-4dana | 5,73 | 0,932 1,813 2,60 7,56 5,40
14. 222 Brovi¢-Obrenovac 7 dana 4,76 | 0,935 2,135 1,00 8,23 6,16
15. 243 Piroman,Obrenovac | 7 dana 482 | 0,93 1,667 2,78 7,23 6,18
16. 245 Pambukovica-Ub 15dana | 4,95 | 0,905 1,199 2,48 7,72 6,15
17. | 24g | GomiaBukovica- 1, | 566 | 097 | 0322 3,60 8,29 4,30
Valjevo
18. 299 Bacevac-Barajevo | 2-3dana | 4,95 | 0,965 1,492 4,39 8,21 7,29
19. 301 Jasenak-Obrenovac 3 dana 6,21 | 0,975 0,322 2,00 7,73 7,27
20. 341 Takovo,Ub 2 dana 5,79 | 0,945 1,784 4,94 7,85 7,04
21. 353 Lukavac,Valjevo 4 dana 5,60 | 0,955 1,375 2,00 8,02 7,21
22. 370 Zvizdar,Ub 3-4dana | 5,63 | 0,956 0,848 3,00 8,30 7,21
23. 371 Zvizdar-Ub 7 dana 5,63 | 0,952 0,907 2,84 8,15 7,29
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Prilog 9. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, fizicko-hemijskih parametara (pH, a , sadrzaj NaCl), broja Lactococcus

spp. i Lactobacillus spp.u Kiselo-koagulisu¢im sirevima proizvedenim od nekuvanog mleka

.. Broj koagulaza . .
Redni | Oznaka Starost Sadrzaj pjozitivgnih Broj Br.oj
Poreklo : pH aw NaCl . Lactococcus spp. Lactobacillus spp.
br. uzorka sira (%) stafilokoka (log cfulg) (log cfulg)
(log cfu/g)

1. 11 Vojka-Srem 1 dan 4,32 0,959 1,316 2,84 9,81 8,83
2. 41 Gvozdenovi¢-Valjevo | 3-4 dana 4,46 0,96 0,292 4,38 8,83 6,43
3. 42 Kraljevo 7 dana 4,43 0,946 1,609 2,00 8,38 7,53
4, 64 Nemenikuée-Sopot 1dan 4,32 0,969 0,205 5,51 8,93 7,17
5. 93 Lazarevac 4 dana 4,59 0,967 0,241 5,20 8,81 7,72
6. 97 Zuce-Avala 3 dana 4,30 0,97 0,001 4,83 9,36 6,23
7. 132 Jagnjilo 2 dana 4,52 0,945 2,194 2,48 8,60 7,32
8. 195 Vojka-Stara Pazova 2 dana 4,45 0,92 0,322 2,84 8,64 6,81
9. 229 Zuce 3-4 dana 4,42 0,95 0,613 3,63 7,78 6,49
10. 230 Zuce 2-3 dana 4,38 0,925 0,351 5,51 8,11 5,54
11. 231 Zuce 2 dana 4,59 0,96 3,042 3,20 7,68 6,93
12. 239 Gvozdenovi¢-Ub 7 dana 4,56 0,92 1,091 3,39 781 6,78
13. 327 Milorci-Ub 7 dana 4,55 0,946 1,726 2,48 8,02 6,25
14, 388 Kusadak 4 dana 4,50 0,964 0,760 3,88 8,45 7,27
15. 389 Kusadak 6 dana 4,60 0,961 1,024 2,00 8,56 6,99
16. 414 Simanovci 3 dana 4,36 0,969 0,497 2,78 8,32 6,38
17 60 Vojka-Srem 4 dana 4,57 0,96 0,585 2,48 8,78 7,53
18 80 Vojka-Srem 12 h 4,35 0,965 0,001 3,00 8,20 7,56
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Prilog 10. Rezultati odredivanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, fizicko-hemijskih parametara (pH, ay, sadrzaj NaCl), broja Lactococcus

spp. i Lactobacillus spp.u kiselo-koaguliSu¢im sirevima proizvedenim od kuvanog mleka

Broj koagulaza

Redni Sadrzaj 9 Broj Broj
Oznaka Poreklo Ste}rost pH aw NaCl p.OZ't'Vn'h Lactococcus spp. Lactobacillus spp.
uzorka sira stafilokoka (log

br. (%) (log cfu/g) (log cfu/g)
cfu/g)
1. 227 Brovi¢-Obrenovac 3-4 dana 450 | 0,957 0,73125 1,00 7,68 6,07
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IIpuaor 1.

HN3JABA O AYTOPCTBY

ITornucanu-a Mr Radoslava Savi¢ Radovanovié

Opoj ynuca

HU3jaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa JrcepTaliyja moj HacJI0BOM

Procena rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima

® PC3YJITAaT COIICTBCHOT UCTPAXKUBAYKOI palid,

e Jla MpesioKeHa AucepTalyja y HeIUHA HU Yy JIeIOBUMa HUje Omiia mpeiokeHa
3a noOujame OWIO0 KOje NOUIJIOME TIpeMa CTYIUjCKUM MporpaMuMa JIpyrux
BHCOKOIITKOJICKMX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e Ja HHMCAM KpIIMO/Ja ayTOpcka IpaBa U KOPUCTHO HHTENEKTYalHy CBOJUHY
JPYTUX JIHIA.

MMoTrnuc noxkTopanga

V¥ Beorpany, _ 28.1.2015.




IIpuuor 2.

U3JABA O UICTOBETHOCTH LITAMIAHE U EJTEKTPOHCKE
BEP3UJE JOKTOPCKOT PAJIA

Nwme u npesume aytopa Mr Radoslava Savi¢ Radovanovié

bpoj ymuca

Cryaujcku nporpam

Hacnos pama Procena rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima

Menrop Prof. Dr Vera Katié¢

IloTnincanu

u3jaBJbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3WjU KOJy caMm Tipenao/da 3a oOjaBjpuMBambe Ha mnoptany Jururananor
peno3uropujyma YHusepsureray beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JIMYHHU MOAAIM BE3aHU 3a 100Mjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOIMHA U MECTO pohjema U JaTyM oa0paHe
pana.

OBM JMYHM TOJAM MOTY ce€ O00jaBUTM Ha MpPEKHUM CTpaHMIIAMa JUTHUTAIHE
Oubnuoreke, y €JIEKTPOHCKOM Karalory W Yy mnyOnukanujama YHHBEpP3UTETa Y

beorpany.

MMornuc noxkropanaa

V¥ Beorpany, _ 28.1.2015.




IIpuor 3.

HN3JABA O KOPUIITREDY

Osnamhyjem YHuBepsutercky oubnmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jdururanau
peno3uToprjyM YHHUBEp3UTeTa y beorpamy yHece Mojy AOKTOPCKY TUCEPTAIU]y IO
HaCJIOBOM:

Procena rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima

KOja je MOje ayTOpCKO JeIIO.
Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa TIPEIa0/iia caM y eJIEKTPOHCKOM (opMaTy MOTOIHOM
3a TPAjHO apXUBHUPAHE.
Mojy TOKTOPCKY AMCEPTaIjy NOXpamkeHy y JuruTanamu peno3uTopujyM Y HUBEp3UTETa
y Beorpany mory na Kopucte CBH KOjU TOIITY]y Oapeade caapkaHne y ogabpaHoM TUITY
muuenne Kpearusue 3ajeanuiie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oTy4no/a.
1. AyropctBO
2. AyTOpcTBO - HEKOMEPIHjAIHO
@AyTOpCTBO — HEKOMepIIMjalTHO — 0e3 mpepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjAITHO — JEITUTH TI0/1 UICTUM YCIOBUMA
5. AytopctBo — 0e3 nmpepaje
6. AyTOpCTBO — JI€JIUTH TOJI UCTUM YCIIOBUMA
(Monumo n1a 3a0KpyXHTE caMO jeAHY O]l IIECT MOHYh)eHUX JMIIEHIHU, KpaTak OIUC

JIMICHIM 1aT je Ha oJjiehuHu JTucTa).

IMoTnuc noxkropanaa

VY Beorpany,  28.1.2015.




1. AytopctBo - Jlo3BOJBABaTE yMHOKaBame, MTUCTPUOYIM]Yy M jaBHO CAOMIITaBame Jena, W
npepase, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HadWH onpeheH on cTpaHe ayTropa WIM JaBaola
JUIICHIIE, YaK U y KoMmepuyrjanae cBpxe. OBO je Hajca000HI]a O/ CBUX JIUTICHIIH.

2. AyropctBo — HekoMmeprmjanHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JIUCTPUOYIM])Y W jaBHO
CaoMIITaBambe JIela, ¥ pepasie, ako ce HaBeze MMe ayTopa Ha HauuH oapelhen ox crpane ayropa
WM naBaona JimieHIe. OBa JIMIieHIa He J03B0JhaBa KOMEPIHjallHy yIoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HeKoMepuHjarHo — 0e3 mpepajie. Jlo3BojkaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPUOYIIN]Y U
JaBHO CaoIIIITaBamwe Jielia, 03 MPOMEHa, IPEOOTUKOBakba WU YIIOTPEOE Jiesia y CBOM JIeITy, aKo
ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HauuH onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaoua juieHre. OBa
JMIEHIA He J03B0JbaBa KOMEPLUjaIHy yrnoTpeOy fena. Y 0HOCY Ha CBE OCTalle JIUIEHIIE, OBOM
JIMIICHIIOM ce orpaHnyaBa HajBehn oOum mpasa kopumihemwa jena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIHUjaTHO — JACIUTH MO/ UCTUM ycioBUMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAbE,
JUCTPUOYIU]Y U JaBHO CAOIIITaBake Jieja, W Mpepajie, ako Ce HaBelle MME ayTopa Ha HaYMH
onpeleH o cTpaHe ayTopa WM JlaBaolia JHIEHIIC U aKo ce mpepaaa AUCTprOynpa moj UCTOM
WIM CIMYHOM JureHioM. OBa JUIEHIA HE J03BOJbaBa KOMEpIHMjalHy yrnoTpeOy jaena u
npepaja.

5. AytopctBo — 6e3 npepaze. [lo3BosbaBare yMHOXKaBambe, JUCTPUOYLIM]Y U jJABHO CAOIILTABAE
nena, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka MM YNoTpede Jiesla y CBOM JIelly, aKO Ce HaBele MMe
ayTopa Ha HauMH ozapeheH oX cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JuieHre. OBa JIMIEHIa 103B0JbaBa
KOMEpIIHjaTHy yrnoTpeOy nena.

6. AyTOpCTBO - JEIHMTH TOJA MCTHM ycioBuMa. J[03BOJpaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPHOYIH]Y U
JaBHO caolTaBame JIeNa, U pepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH ox cTpane
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE M aKo Ce Ipepajga AMCTPUOyUpa IOJ HCTOM HWIIM CIMYHOM
muueHnoM. OBa JUIEHIA J103BOJbAaBA KOMEPLMjaIHy yHnoTpeOy aena u mpepazna. Ciuyna je

CO(l)TBepCKI/IM JIMIICHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOI' KOAA.



