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Koagulaza pozitivni sojevi izolovani iz
autohtonih sireva su okarakterisani u odno-
su na njihov enterotoksogeni potencijal i
profil fenotipske antimikrobne rezistencije.
Primenom VIDAS tehnologije, od 73 koa-
gulaza pozitivha soja stafilokoka analizira-
nih u nasem radu, potencijal produkcije en-
terotoksina je pokazalo 22 (30,14%) soje-
va. Rezistencija na jedan ili viSe odabranih
antibiotika je utvrdena kod 11 (50%) soje-
va, od kojih se 6 (54,54%) karakterisalo
svojstvom multiple rezistencije. Svojstvo
enterotoksogenosti i antimikrobne rezisten-
cije ispitivanih koagulaza pozitivnih stafilo-
koka predstavlja snazan argument u karak-
terizaciji rizika njihovog prisustva u sirevi-
ma.
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RIZIK PRISUSTVA STAFILOKOKA U

SIREVIMA

uUvoD

Prema podacima Evropske agen-
cije za bezbednost hrane, enterotok-
sini stafilokoka se navode kao uzrok
trovanja u 293 (55,4%) od 525 sluca-
jeva alimentarnih trovanja u 2009. go-
dini. Ispitivanja sprovedena u periodu
od 1993. do 1998. godine pokazuju
da je 4,8% registrovanih slucajeva
stafilokoknih trovanja u Evropi pove-
zano sa konzumacijom mleka i proiz-
voda od mleka (Lopez-Pedemonte i
sar., 2007).

Sa aspekta bezbednosti hrane,
najvaznija karakteristika koagulaza
pozitivnih stafilokoka je produkcija en-
terotoksina. Koagulaza pozitivni soje-
vi, i to pre svega Staphylococcus au-
reus, su jasno implicirani u slucajevi-
ma alimentarnih intoksikacija (Henne-
kinne i sar., 2011). U nau¢noj zajed-
nici ne postoji usaglasen stav o ente-
rotoksogenom potencijalu koagulaza
negativnih sojeva stafilokoka.

Do danas je otkriven 21 tip stafilo-
koknih enterotoksina (SE) i enterotok-
sinima sliénih tipova (Staphylococcal
Enterotoxin-like (SEl) (Hennekine i
sar., 2011). U 95% slu€ajeva stafilo-
koknih trovanja implicirani su klasi¢ni
enterotoksini (A, B, C, D, i E) (Schelin
i sar., 2011), s time da se u najvecem
broju slu¢ajeva dokazuje enterotoksin
A (Bergdoll, 1989; Mossel i sar.,
1995). Prema danasnjem nauénom
konsenzusu, koli¢ina enterotoksina
potrebna za ispoljavanje tipi¢nih simp-
toma trovanja u korelaciji je sa pribliz-
nim brojem stafilokoka od 10° CFU/g
namirnice, §to je pri mikrobiolo$koj ka-
rakterizaciji sireva ujedno i vrednost
postavljena kao hazard od strane ev-
ropske (European Comission Re-
gulation (EC) No. 1441/2007), ali i na-
Se legislative (SI. glasnik RS, br.
72/10).

Antimikrobna rezistencija, zahva-
ljuju¢i perzistentnoj cirkulaciji rezisten-
tnih sojeva bakterija u okruzenju, ali i
kroz lanac hrane, predstavlja ozbiljan
problem globalnih razmera. Prema

postojecoj, tzv. “rezervoar” teoriji, la-
nac hrane se moze smatrati jednim od
glavnih puteva transmisije rezistentnih
mikroorganuzama izmedu populacije
ljudi i zivotinja (Witte, 1997). Sojevi S.
aureus i koagulaza negativnih stafi-
lokoka poreklom iz sireva u najveéem
broju pokazuju rezistenciju na tetra-
ciklin, eritromicin, hloramfenikol i lin-
komicin (Perreten i sar., 1998). Kako
u odredenim slu€ajevima, moleku-
larnu bazu rezistencije na antibiotike
predstavlja ekstrahromozomalna
DNK, odnosno mobilni genetski ele-
menti, takvi rezistentni sojevi stafilo-
koka mogu posluziti kao rezervoari
gena rezistencije, gde se rizik posle-
di€nog prenosa takvih gena na druge
mikroorganizme u okruzenju (komen-
zale, oportuniste ili patogene) ne mo-
ze iskljuciti (Teale, 2002).

Cilj ovog rada jeste da se sojevi
koagulaza pozitivnih sojeva stafiloko-
ka, izolovani iz autohtonih sireva po-
reklom od sirovog mleka, okarakteriSu
u odnosu na njihov enterotoksogeni
potencijal i profil fenotipske antimik-
robne rezistencije. Time bi na osnovu
podataka o enterotoksogenom poten-
cijalu i fenotipu antimikrobne rezisten-
cije bila moguca preliminarna karakte-
rizacija rizika.

MATERIJAL | METODI

Materijal ispitivanja predstavljali su
koagulaza pozitivni sojevi stafilokoka
(ukupno 73 soja), izolovani iz sireva
predstavljenih tradicionalnom tehnolo-
gijom, poreklom od sirovog mleka.

Odredivanje enterotoksogenosti
koagulaza pozitivnih sojeva
Staphylococcus spp.

Koagulaza pozitivne stafilokoke su
testirane na potencijal produkcije en-
terotoksina upotrebom VIDAS tehno-
logije (Vitek Immuno Diagnostic Assay
System, bioMérieux, France), koja ko-
risti princip Enzyme Linked Fluores-
cent Assay testa (ELFA), a prema in-
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strukcijama proizvodaca. Sojevi koa-
gulaza pozitivnih stafilokoka su kultivi-
sani u Brain Heart Infusion (BHI) bu-
jonu (37°C/24h). Po zavr$enoj inkuba-
ciji obavi se centrifugovanje na 7000 g
pri 4°C/10 min. 500 pl supernatanta
dodaje se u odgovaraju¢a udubljenje
VIDAS strip — a (Staph enterotoxin II,
SET 2, bio-Merieux), a potom se strip
ubaci u aparat Mini VIDAS (Vitek Im-
muno Diagnostic Assay System, bio-
Mérieux, France) i po obavljenoj kali-
braciji, aparat izvrsi oCitavanje i izbaci
listu dobijenih vrednosti.

Ispitivanje fenotipske rezistencije
na odabrane antibiotike kod
izolovanih sojeva stafilokoka
primenom disk difuzione metode i
E-testa

Ispitivanje  osetljivosti/rezistencije
sojeva stafilokoka je obavljeno prime-
nom disk difuzione metode, sledeci
preporuku Instituta za klinicke i labo-
ratorijske standarde (Clinical and La-
boratory Standard Institution - CLSI,
bivSi National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS)
(NCCLS, 2002), time da su koris¢eni
BBL diskovi impregnirani odgovaraju-
¢im antibiotikom (BBL™ Sensi-Disc™
Antimicrobial =~ Susceptibility ~ Test
Discs) (Becton, Dickinson and Com-
pany, Le Pont de Claix, France). Pri-
menjeni su sledecdi antibiotici: eritromi-
cin (15 pg), tetraciklin (30 pg), genta-
micin (10 pg), penicilin (10 1U), hlor-
amfenikol (30 pg), ampicilin (10 pg),
oksacilin (1 pg), vankomicin (30 ug),
neomicin (30 pg), ciprofloksacin (5
Hg).

Za odredivanje minimalne inhibi-
torne koncentracije za tetraciklin, pe-
nicilin i oksacilin kod enterotoksogenih
sojeva gde je disk difuzionom meto-
dom potvrdena fenotipska rezistenci-
ja, koridc¢eni su E test stripovi ((AB
Biomerieux, Solna, Sweden) na os-
novu instrukcija proizvodaca.

REZULTATI | DISKUSIJA

Primenom VIDAS tehnologije, od
73 koagulaza pozitivna soja stafiloko-
ka analiziranih u nasem radu, potenci-
jal produkcije enterotoksina je poka-
zalo 22 (30,14%) sojeva. Morandi i
sar. (2007) ispituju¢i enterotoksogeni
potencijal 107 koagulaza pozitivha
soja poreklom iz proizvoda od mileka,
sposobnost ekspresije enterotoksina
utvrduju kod 52% izolata. Normanno i
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sar. (2007) ispitujuéi enterotoksogeni
potencijal sojeva stafilokoka izolova-
nih iz proizvoda od mleka i mesa, spo-
sobnost produkcije enterotoksina utvr-
duju kod 125 (59,8%) sojeva.VIDAS
metoda (Vitek Immuno Diagnostic
Assay System, bioMérieux, France) je
brza i jednostavna za izvodenje, ali
njenom primenom se detektuju samo
SAE-SEE, ali ne i drugi, u skorije vre-
me, okarakterisani enterotoksini (Chi-
ang i sar., 2008). Pored toga, rezultati
se izrazavaju kao pozitivni i negativni,
i ne postoji mogucnost diferencijacije
razli¢itih enterotoksina. Princip meto-
de je imunoloska reakcija (EFLA), €ija
osetljivost zavisi od koli¢ine produko-
vanog toksina, tako da postoji mogué-
nost da se slabo produkujuéi entero-
toksogeni sojevi, ne detektuju (Cunha
i sar., 2006). Prema Schmitz i sar.
(1998), u klinickoj praksi, svaki soj
stafilokoka koji nosi gen za produkciju
enterotoksina trebao bi se smatrati
potencijalnim producentom enterotok-
sina kako se toksogeneza in vivo ne
moze iskljuciti.

Enterotoksogeni sojevi su dalje
analizirani u odnosu na profil antimik-
robne rezistencije, gde je 11 (50%)
sojeva pokazalo rezistenciju na jedan
ili viSe odabranih antibiotika, od kojih
se 6 (54,54%) karakterisalo svojstvom
multiple rezistencije (rezistencija na
dva i viSe antibiotika).

Zastupljenost sojeva stafilokoka u
odnosu na fenotipsku rezistenciju is-
polienu prema jednom, dva ili viSe

odabranih antibiotika prikazana je u
tabeli 1.

NajCesci fenotipovi antimikrobne
rezistencije kod sojeva stafilokoka
podrazumevaju rezistenciju na vanko-
micin, penicilin i ampicilin (54,54%),
dok se rezistencija na tetraciklin utvr-
duje kod 3 (27,27%), odnosno 2
(18,18%) soja u slucaju rezistencije
na oksacilin. Fenotip rezistencije na
hloramfenikol i ciprofloksacin nosi po
jedan izolat stafilokoka. Perreten i sar.
(1998) ispitujuci osetljivost koagulaza
negativnih stafilokoka izolovanih iz na-
mirnica kao najée$c¢e fenotipove utvr-
duju rezistenciju na hloramfenikol, tet-
raciklin, eritromicin i linkomicin. Nasi
rezultati su saglasni rezultatima ispiti-
vanja Resch i sar. (2008), gde se kao
dominatni profil rezistencije utvrduje
rezistencija na penicilin, oksacilin, am-
picilin, ali i na linkomicin, tetraciklin, i
fusidiksi¢nu kiselinu. U radu Spanu i
sar. (2010) sojevi Staphylococcus au-
reus izolovani iz sireva proizvedenih
od sirovog ovéijeg mleka pokazuju re-
zistenciju na ampicilin (36,1%), penici-
lin (33,3%), tetraciklin (11,1%) i klok-
sacilin (2,8%).

Rezistentna populacija stafilokoka
je izlozena proceduri odredivanja mi-
nimalne inhibitorne  koncentracije
(MIC) za penicilin, tetraciklin i oksa-
cilin primenom E testa, gde se 3 soja
karakterisalo rezistencijom na penici-
lin i 1 soj je pokazao rezistenciju na
tetraciklin. Rezistencija na oksacilin
nije potvrdena (tabela 2).

Tabela 1. FENOTIPSKA REZISTENCIJA IZOLOVANIH SOJEVA STAFILO-
KOKA U ODNOSU NA ODABRANE ANTIBIOTIKE

Table 1. ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF ISOLATED STAPHYLO-

COCCAL STRAINS
Rezistentni sojevi stafilokoka Zastupljenost sojeva u
Rezistencija Resistant strains of staphylococci odnosu na r_en_stencuu_
na E!‘epa_ antlblotlft_:ll_(ular_ntl-
. ioticima *-profili rezi-
E’esstance broj stencije
number Antimicrobial resistance
profiles
1 antibiotik
1 antbiotic | ° 45,45 Van
2 antibiotika
2 antibiotics | | 9,09 PIAM
3 antibiotika 2 1818 Te/P/Am (1)
3 antibiotics ! P/Am/Cip (1)
S P/Tet/Am/Van/(1)
: g:t:g:ggzz 3 27,27 P/C/AM/OX (1)
Te/P/Am/Ox (1)

* E — eritromicin; Te — tetraciklin; Gm — gentamicin; P — penicilin; C - hloramfenikol; Am — ampicilin;
Ox — oksacilin; Va — vankomicin; N — neomicin; Cip — ciprofloksacin
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Tabela 2. REZISTENTNA POPULACIJA STAFILOKOKA PREMA REZULTA-
TIMA ODREDBIVANJA MIC ZA PENICILIN | TETRACIKLIN

Table 2. RESISTANT POPULATION OF STAPHYLOCOCCI ACCORDING TO
RESULTS OF MIC EVALUATION FOR TETRACYCLINE AND

PENICILLIN

Antibiotik
Antibiotic

MIC (ug/mL)

Broj rezistentnih sojeva
Number of resistant strains

Staphylococci spp.

tetraciklin
tetracycline

Rz1

penicilin
penicillin

R=0.125 3

Rezultati odredivanja antimikrobne
rezistencije ispitivanih izolata stafiloka
opravdavaju primenu disk difuzionog
testa kao orijentacione, odnosno
,screening“ metode, ali u objektivnoj
proceni rezistencije sasvim sigurno je
opravdano uvodenje jedne od kvanti-
tativnih metoda, odnosno odredivanje
MIC-a.

ZAKLJUCAK

Na osnovu utvrdenog enterotok-
sogenog potencijala, i svojstva multi-
ple rezistencije na odabrane antibio-
tike, prisustvo koagulaza pozitivnih
stafilokoka u sirevima predstavlja bio-
loski hazard. Potrebna su daljna ispiti-
vanja kako bi se u potpunosti spoznao
sloZzeni mehanizam ekspresije entero-
toksina stafilokoka u samom matriksu
namirnica, ali i utvrdila genetska baza
antimikrobne rezistencije.
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