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ZNACAJ KOAGULAZA POZITIVNIH STAFILOKOKA ZA
MIKROBIOLOSKU ISPRAVNOST HRANE®
SIGNIFICANCE OF COAGULASE-POSITIVE STAPHYLOCOCCI FOR
MICROBIOLOGICAL FOOD SAFETY

Vera Kati¢™

Alimentarne intoksikacije hranom, kod kojih je glavni simptom
povracanje i dijareja, nastaju posle unosa enterotoksina koje su u hrani
stvorili enterotoksogeni sojevi koagulaza pozitivnih stafilokoka. Entero-
toksini stafilokoka se normalno ili veoma malo inaktivisu za vreme pro-
cesa proizvodnje, skladistenja, distribucije ili za vreme kulinarske pri-
preme hrane. Stoga, ukoliko koagulaza pozitivne stafilokoke mogu da
se razmnoZavaju u hrani do broja ve¢eg od 105 - 108 cfu/g/ml pre nego
Sto budu unistene, konzumiranje takve hrane predstavija rizik od intok-
sikacije.

U "Pravilniku o mikrobioloSkoj ispravnosti namirnica u prometu"
(Sl. list SRJ 26/93) propisani su kriterijumi za koagulaza pozitivne stafi-
lokoke u hrani. Medutim, broj koagulaza pozitivnih stafilokoka nije
uvek dobar indikator za prisustvo enterotoksina stafilokoka, buduci da
broj ¢elija moZe da se smanji, a da enterotoksin bude prisutan u hrani.
Mikrobiolo$ki kriterijum za koagulaza pozitivne stafilokoke ifili entero-
toksine stafilokoka u hrani su neophodni i korisni za zastitu zdravija
ljudi.

Klju¢ne reci: koagulaza pozitivne stafilokoke, enterotoksini stafilokoka,
hrana, bezbednost hrane

Uvod / Introduction

Alimentarne intoksikacije, kod kojih su dominantni simptomi povra¢a-
nje i dijareja, nastaju posle konzumiranja hrane koja sadrzi termostabilne entero-
toksine koagulaza pozitivnih stafilokoka uglavnom Staphylococcus aureus (S. au-
reus). U vecini zemalja intoksikacija enterotoksinima stafilokoka jedna je od
najCe$c¢e opisanih bakterijskih intoksikacija nastalih posle konzumiranja hrane

* Rad saops$ten na simpozijumu "Bezbednost namirnica animalnog porekla", Fakultet veteri-

naske medicine Univerziteta u Beogradu, Beograd 16 i 17. oktobar 2008. godine
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(Balaban i Rasooly, 2000). U Evropi, mleko i proizvodi od mleka su opisani u 1-9%
(prosecno 4,8%) od svih alimentarnih intoksikacija izazvanih enterotoksinima S.
aureus (EC, 2003). Jedna od najvecih epidemija alimentarnih intoksikacija, na-
stalih posle konzumiranja proizvoda od mleka, zabelezena je 2000. godine u Ja-
panu (Asao i sar., 2003). Naj¢esce su u slucajevima alimentarnih intoksikacija
enterotoksinima stafilokoka opisani nepasterizovano mleko i sirevi.

Proizvodi od mleka, kao i drugi proizvodi sa visokim sadrzajem prote-
ina, dobar su substrat za rast S. aureus. Takvi proizvodi su ukljuéeni u alimentarne
intoksikacije zbog prisustva koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirovom mieku,
unakrsne kontaminacije za vreme proizvodnje i mogucée kontaminacije posle
zavrSenog procesa proizvodnje.

Mossel i sar., (1995) navode da je za nastajanje simptoma povraéanja
kod odraslih osoba potrebno da se hranom unese u organizam 10-20 ug stafi-
lokoknih enterotoksina/kg telesne mase. Drugi autori (Martin i sar., 2001) smatraju
da manje od 1 ug stafilokoknih enterotoksina moze izazvati simptome trovanja
kod osetljivih osoba. U velikoj epidemiji trovanja, izazvanog enterotoksinom A
stafilokoka u Japanu, utvrdeno je da je ukupan unos stafilokoknog enterotoksina
A u mleku sa smanjenim sadrzajem mle¢ne masti bio oko 0,02-0,1 ug (Asao i sar.,
20083).

Diferenciranje enterotoksogenih sojeva od ostalih stafilokoka moguce
je samo na osnovu dokazivanja enterotoksina. lako danas ima razvijenih tehnika
za rutinsko dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani, one su jo$ uvek skupe,
pa je uobitajeno da se u hrani dokazuju stafilokoke sa osobinama patogenih
vrsta. Jedna od osobina patogenih vrsta je stvaranje koagulaze, pa je prema
"Pravilniku o mikrobioloskoj ispravnosti namirnica u prometu" (Sl. list SRJ 26/93)
predvideno dokazivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka. Medutim, sve koagu-
laza pozitivne stafilokoke ne stvaraju enterotoksine. Pasterizacijom mleka se
unistavaju koagulaza pozitivne stafilokoke, ali ne i enterotoksini. Buduc¢i da su
enterotoksini stafilokoka mnogo stabilniji u poredenju sa ¢elijama S. aureus
moguce je da se ispitivanjem proizvoda dobije negativan nalaz S. aureus, a da je
enterotoksin prisutan u hrani. Negativan nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u
odredenoj koli¢ini hrane ne znaci da u toj hrani sigurno nema enterotoksina stafi-
lokoka, kao Sto i pozitivan nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u odredenoj
koli€ini hrane ne znadi uvek i prisustvo enterotoksina u hrani. Stoga u cilju zastite
zdravlja ljudi od intoksikacija enterotoksinima stafilokoka kriterijum za utvrdivanje
koagulaza pozitivnih stafilokoka, kakav je danas u pravilniku, nije dobar pa je
potrebna njegova izmena.

Novi mikrobiolo$ki kriteriujum za odredivanje broja S. aureus i/ili ente-
rotoksina, koji treba da osigura zastitu zdravlja ljudi od intoksikacija enterotok-
sinima stafilokoka, treba da bude zasnovan na podacima o razmnozavaniju stafi-
lokoka i stvaranju enterotoksina u toku proizvodnje namirnica animalnog porekla,
epidemioloskim podacima, kao i na osnovu danas raspolozivih metoda za detek-
ciju S. aureus i enterotoksina stafilokoka.
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Izvori kontaminacije hrane bakterijom S. aureus i uslovi za razmnozavanje /
Sources of food contamination with S.aureus and conditions for multiplication

Bakterijom S. aureus hrana se kontaminira iz viSe izvora. Primarna
kontaminacija nastaje iz inficiranog tkiva ili obolele mle¢ne Zlezde. Sekundarna
kontaminacija nastaje od ljudi kliconoS$a, a rede sa opreme i iz vazduha (Stoja-
novi¢ i sar., 1999). S. aureus je ubikvitarni mikroorganizam koji se nalazi na kozi i
mukoznim membranama najveéeg broja toplokrvnih Zivotinja uklju¢ujuéi i one zi-
votinje koje su namenjene za proizvodnju hrane. Cesto se dokazuje u hrani ani-
malnog porekla, kao §to su sirovo mleko i sirovo meso, medutim, zbog slabe
kompeticije prema drugim mikroorganizmima retko dovodi do intoksikacija posle
konzumiranja sirovih proizvoda (izuzev kada se radi o mleku krava sa subkli-
ni¢kim mastitisima). Oko 50 % ljudi ima ovaj mikroorganizam na povr§inama koze
i sluzokoze, pa radnici koji rade u proizvodniji i prometu hrane mogu da budu izvor
kontaminacije hrane. Pored toga, ovaj mikroorganizam dobro prezivljava u spo-
ljaSnjoj sredini pa moze da bude deo mikroflore opreme za proizvodnju hrane. U
objektima za proizvodnju hrane, zbog njegove otpornosti na susenje, S. aureus se
Cesto nalazi u pra$ini, u ventilacionim sistemima i ciklonima. Bakterija takode
moze da kolonizuje opremu za proizvodnju hrane koja se tesko Cisti i ostavlja
vlazna (Bockelmann i sar., 1997).

S. aureus se razmnozava u rasponu od 7°C do 47,8°C temperature
medijuma, optimum 37°C, a enterotoksin stvara pri 10°C do 48°C, optimum 40°C
do 45°C (Tatini, 1973) (tabela 1). Ove temperature su odredene za S. aureus
umnozavan u bujonu u &istoj kulturi. Medutim, za prou¢avanje ponasanja ovog
patogena u hrani, moraju se uzeti u obzir i drugi faktori koji uti€¢u na rast. Za
predvidanje stvaranja enterotoksina u hrani mora se uzeti u obzir sledece: a) u
bilo kojoj hrani, optimalna temperatura za stvaranje enterotoksina je za nekoliko
stepeni viSa od temperature za razmnozavanje, b) temperatura znatno viSe uti¢e
na stvaranje enterotoksina nego na razmnozavanie S. aureusa (Smith i sar., 1983).
Drugi vazan faktor od koga zavisi razmnoZzavanje S. aureus i stvaranje enterotok-
sina je pH vrednost. S. aureus moze da se razmnoZzava u rasponu pH vrednosti od
4,0do 10, optimum 6,0 do 7,0 (tabela 1). Medutim, raspon pH vrednosti za stvara-
nje enterotoksina se menja sa drugim uslovima posebno anaerobiozom. Na
primer minimalna pH vrednost za stvaranje enterotoksina u aerobnim uslovima se
kre¢e od 4,9 do 5,7, a u anaerobnim uslovima od 5,7 do 7,0 (Varnam, 1996).

Poznavanje sposobnosti S. aureus da se razmnozava i stvara entero-
toksine, pri relativno niskoj aktivnosti vode, veoma je vazno za definisanje sadrza-
ja vode u hrani. S. aureus se razmnozava pri a,, od 0,83 do 0,99, a enterotoksin
stvara pri a,, od 0,85 do 0,99. S. aureus je halotolerantan mikroorganizam koji
moze da raste pri 10 do 20% NaCl, ali toksin ne stvara pri viS§e od 10% NaCl (Smith
i sar., 1983) (tabela 1).
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Tabela 1. Faktori koji utiC¢u na razmnoZavanje S. aureus i stvaranje enterotoksina /
Table 1. Factors that affect multiplication of S.aureus and production of enterotoxins

Stvaranje enterotoksina /
Rast S. aureus / Growth of S.aureus Production of enterotoxins
Faktor /
Factor Optimum/ | Interval varijacija / Optimum / Interval varijacija /
Optimum Variation interval Optimum Variation interval
Temperatura (°C) / . - i
Tempera ture (°C) 37 7-47,8 40-45 10-48
pH 6-7 4-10 7-8 4-9,6
Aktivnost vode / 0,98 0,83->0,991 0,98 0,85 ->0,992
Water activity
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Redoks potencijal / <-200mV do <-100mV do
Redox potential >+200mVv >+200mV >+200mVv >+200mV
Aerobna (5-20%
Atmosfera / Aerobna/ |Anaerobna-aerobna /| rastvorenog O») / | Anaerobna-aerobna /
Atmosphere Aerobic Anaerobic-Aerobic Aerobic (5-20% Anaerobic-Aerobic
diluted 0y)

1 Aerobna (anaerobna 0,90 - >0,99) / Aerobic (anaerobic 0.90->0.99)
2 Aerobna (anaerobna 0,92 - >0,99) / Aerobic (anaerobic 0.92->0.99)

Celije S. aureus se unistavaju toplotnim tretmanima, koji se najée$ée
koriste u industriji hrane. Otpornost na grejanje menja se pod uticajem razli¢itin
faktora, kao Sto su: sredstvo za zagrevanije, starost ¢elija i temperatura pri kojoj je
umnozavan S. aureus. Vecéa otpornost je utvrdena ako je patogen rastao pri 46°C
nego pri 37°C. Vrednost decimalne redukcije (Dgo) se krec¢e od 0,43 do 7,9 mi-
nuta, a z vrednost od 4,5°C do 10°C (Roberts, 1982). Celije S. aureus se unista-
vaju u mleku ako se primeni odgovarajuci toplotni tretman. S. aureus je potpuno
inaktivisan u mleku posle aplikacije sledecih temperatura u vremenu: 57,2°C u
trajanju od 80 min; 60°C u trajanju od 24 min; 62,8°C u trajanju od 6,8 min; 65,6°C
utrajanju od 1,9 mini 71,7°C u trajanju od 0,14 min (Bergdoll, 1989). Enterotoksini
S. aureus su termorezistentniji od samih ¢elija, prezivljavaju kuvanje i najveci broj
toplotnih tretmana koji se primenjuju u pripremi hrane. Stabilnost molekula ente-
rotoksina je pod uticajem razlicitin faktora sredine i postoje podaci da inaktivacija
toplotom moze da nastane pri temperaturama nizim od opste prihvaéenih. Na
primer termorezistencija enterotoksina A i B je mnogo niza u fermentisanoj soji
nego u brain-heart infusion bujonu. Kuvanjem fermentisane soje, jedan minut pri
80°C, kompletno se inaktiviSe enterotoksin A i 92% enterotoksina B (Nout i sar.,
1988). Enterotoksini stafilokoka su otporniji na delovanje gama zraka od éelija S.
aureus. Celije stafilokoka i enterotoksini su otporni na susenje, hladenje, zamrza-
vanje i uslove skladiStenja (tabela 2).
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Tabela 2. Faktori koji utiCu na destrukciju S. aureus i enterotoksina (Baird-Parker, 1990;
Concon 1998) /
Table 2. Factors that affect destruction of S.aureus and enterotoxins (Baird-Parker, 1990, Concon, 1998)

Enterotoksin stafilokoka /

Faktor / Factor S. aureus Staphylococcal enterotoxins

Bujon / Bouillon

Toplota / Heat (DGO,:,?'LE 04?]‘%2( min (DE; L;jﬁg)/gfgl,lglmn
(Deosc) 3,16-3,29 min

Radijacija / Radiation (D-kGy) 0,1-0,6 >30

Susenije, hladenje, zamrzavanje,

uslovi skladiStenja / Otporan / Resistant Otporan / Resistant

Drying, cooling, freezing, storage
conditions

*QOtpornost na toplotu je iskazana kao D- vrednost, odnosno kao vreme u minutima pri datoj tempera-
turi potrebno da se postigne redukcija 90 % zivih ¢elija /

* Resistance to heat Is presented as D-value, actually as time in minutes at a given temperature required for
achieving reduction of 90% living cells.

S. aureus je slab u kompeticiji sa drugim mikroorganizmima i retko do-
stize veliki broj i ne stvara znacajne koli¢ine enterotoksina ako je prisutna mikro-
flora kvara. Stvaranje toksina je pod vec¢im uticajem temperature nego prisustva
drugih mikroorganizama (Herten i sar., 1989). Inhibitorni efekat bakterija mle¢ne
kiseline iz starter kultura je znacajan sa aspekta spre¢avanja razmnozavanja S.
aureus i stvaranja toksina u hrani. Prvo se smatralo da inhibicija rasta stafilokoka
nastaje zbog stvaranja mle¢ne kiseline. Danas se zna da i drugi proizvodi, koji
nastaju pri razmnozavanju bakterija mle¢ne kiseline, kao $to su vodonik peroksid i
bakteriocini, utiCu na razmnoZzavanje S. aureus. Pri prou¢avanju razmnozavanija S.
aureus u hrani i stvaranja enterotoksina moraju se uzeti u obzir svi faktori u vezi sa
hranom i sredinom u kojoj se hrana proizvodi i skladisti.

Enterotoksini stafilokoka / Staphylococcal enterotoxins

Enterotoksini stafilokoka su termostabilni proteini koje stvaraju mnogi
sojevi S. aureus. Enterotoksine mogu da stvaraju i neke druge koagulaza po-
zitivne stafilokoke, kao sto su: S. aureus subsp. aureus, S. aureus subsp. anaero-
bius, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi subsp. coagulans i S. lu-
trae. Prema Casman i saradnicima (1963) enterotoksini stafilokoka su oznaceni
velikim slovima abecede po redu otkrivanja. Do danas je opisano 16 imunoloski
razli¢itin enterotoksina: A, B, C4, C,, C3 D, E, G, H, I, J, K, L, M, Ni O (EC, 2003). Za
enterotoksin F stafilokoka, koji je opisan u sluc¢aju toxic shock syndrome (TSS)
(Bergdoll i sar., 1981), u kasnijim istrazivanjima je utvrdeno da nije enterotoksin i
da ne daje simptome povracanja, pa je ovaj enterotoksin isklju¢en iz sistema no-
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menklature enterotoksina stafilokoka i danas se opisuje kao toxic shock syn-
drome toxin (TSST) (Betley i sar., 1990).

Enterotoksini stafilokoka predstavljaju grupu seroloski razliCitih ek-
stracelularnih proteina i imaju zajedni¢ke osobine kao $to su: sposobnost da iza-
zovu povracanje i gastroenteritis kod primata; superantigenost (nespecificna akti-
vacija T limfocita pracena oslobadanjem citokina i sistemski $ok) koji su opisali
Fraser i sar., (2000), Papageorgiou (2000) i Ulrich (2000); otpornost na toplotu i di-
gestiju pepsinom; i strukturna sli¢nost (dva domena molekula i intramolekularna
disulfidna veza) koje su opisali Balaban i Rasooly (2000) i Dinges i sar., (2000).

Enterotoksini stafilokoka su sli¢ne molekulske mase izmedu 25.000-
29.000 kD. Stvaranje enterotoksina je kodirano pomocu profaga (npr. enterotok-
sin A; Betley i Mekalanos, 1985), plasmida (enterotoksin D; Bayles i landolo,
1989) ili hromozomalnih ostrvaca patogenosti (npr. enterotoksin B) (Yarwood i
sar., 2002).

Enterotoksogenost sojeva stafilokoka je razli€ita u zavisnosti od po-
rekla. Enterotoksin ¢eSée stvaraju sojevi poreklom od ljudi (70% do 80%), a rede
sojevi poreklom od Zivotinja (15%). Najznacajniji sa gledista alimentarnih trovanja
su enterotoksini A i D. Koli¢ina enterotoksina potrebna da dode do alimentarnih
trovanja je ve¢a od 1ug (Stojanovic, 1980; Bennett, 1986; Olivera Bunci¢, 1986).

Sinteza enterotoksina je specificna za odredeni soj, medutim, jedan
soj S. aureus moze da sintetiSe viSe enterotoksina. Sinteza enterotoksina je selek-
tivna i enterotoksini A i D se stvaraju u logaritamskoj fazi rasta stafilokoka, a
enterotoksini B i C se stvaraju za vreme kasne logaritamske faze i na pocetku sta-
cionarne faze. Stvaranje enterotoksina A i D je u uskoj korelaciji sa razmnozava-
njem S. aureus, a umnozavanje sojeva koji stvaraju enterotoksin B i C nije u ko-
relaciji sa stvaranjem enterotoksina. U mnogim ispitivanjima je ustanovljeno, da je
za stvaranje koli¢ine enterotoksina, koja se moze detektovati, potreban veliki broj
S. aureus (vi$e od 2,8x108/ml; Otero i sar, 1987). Na stvaranje enterotoksina uti¢e
viSe razliGitih ekstracelularnih faktora (hranljive komponente, pH vrednost, tem-
peratura, aktivhost vode, atmosferski pritisak, NaCl, drugi inhibitori i drugi mikro-
organizmi).

Definicija enterotoksogenih sojeva nije jasna buduéi da neki sojevi
poseduju gen za stvaranje enterotoksina, ali ga ne stvaraju. Prema podacimaiz lit-
erature neki sojevi koji mogu da stvaraju enterotoksine ne stvaraju ih u siru (EC,
20083).

Metode za dokazivanje enterotoksina / Methods for proving enterotoxins

Za dokazivanje enterotoksina koriste se tri tipa metoda: bioloSke me-
tode, metode molekularne biologije i imunoloSske metode.

BioloSke metode se zasnivaju na pracenju emeti¢ke aktivnosti na
majmunima i maci¢ima. Simptomi alimentarne intoksikacije toksinima stafilokoka
su zapazeni kada je doza unetog enterotoksina bila iznad 200 ng. Zbog slabe
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osetljivosti metode i teSkoée za njeno izvodenje ona nema viSe prakti¢nu pri-
menu.

Druga grupa metoda su metode molekularne biologije kao Sto je
lan¢ana reakcija polimeraze (polymerase chain reaction- PCR). Ovom metodom
dobijaju se podaci o prisustvu ili odsustvu gena za enterotoksin stafilokoka, a ne
dobija se informacija o prisustvu ili odsustvu ekspresije tog gena za vreme proiz-
vodnje i skladiStenja hrane. Ova metoda takode nije primenjiva za detekciju
enterotoksina stafilokoka u hrani. Medutim, ona omogucava karakterizaciju so-
jeva S. aureus izolovanih u slu¢aju alimentarnih trovanja.

Danas se za dokazivanje enterotoksina u hrani koriste imunolo$ke
metode, koje se zasnivaju na upotrebi specifi¢nih antitela za enterotoksine. De-
tekcija enterotoksina stafilokoka u hrani zahteva osetljivije metode od metoda
koje se koriste za ispitivanje enterotoksogenosti sojeva, posto koli¢ina enterotok-
sina stafilokoka u hrani moze da varira od manje od 0,1 do viSe od 20 ng/g hrane.
Stoga metode za dokazivanje enterotoksina treba da budu dovoljno osetljive za
procenu bezbednosti hrane.

Za dokazivanje enterotoksina u hrani razvijeno je nekoliko imuno-
loskih metoda: imunodifuzija, Radio imunoAssay (RIA), Reversed Passive Latex
Agglutination (RPLA) i Enzyme Immunoassay (EIA).

Na principu difuzije u gelu razvijene su tri metode za dokazivanje
enterotoksina stafilokoka. Prva metoda mikro slajd tehnike je bila prva semikvanti-
tativna metoda za dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani. Ovom metodom
se moze dokazati 100 ng/ ml enterotoksina u hrani. Druge metode razvijene iz me-
tode gel difuzije nisu bile dovoljno osetljive za dokazivanje enterotoksina stafi-
lokoka u hrani.

Radio imunoassay je prva metoda dovoljno osetljiva da se dokaze
manje od 1 ng enterotoksina po gramu hrane. Medutim, priizvodenju ove metode
koriste se radionuklidi, kao $to je J'2%. Iz razloga bezbednosti pri radu sa radio-
nuklidima i problema pri odlaganju upotrebljenog materijala ova metoda se ne
koristi u vecini laboratorija.

U metodi Reversed Passive Latex Agglutination koriste se specifi¢na
antitela povezana za lateks partikule. Granica detekcije ove metode je 1 ng
enterotoksina stafilokoka po gramu hrane, pa nije adekvatna za detekciju malih
koli¢ina enterotoksina u hrani.

Razvojem Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) zamenjena
je upotreba RIA metoda za dokazivanje enterotoksina u hrani. Monoklonska an-
titela prema enterotoksinima stafilokoka su upotrebljena za razvoj ELISA sendvi¢
metode za primenu pri sluzbenoj kontroli proizvoda od mleka. Ovom metodom
moze se detektovati manje od 0,1 ng enterotoksina stafilokoka po gramu hrane.
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Kriterijumi za koagulaza pozitivne stafilokoke u hrani /
Criteria for coagulase-positive staphylococci in food

Diferenciranje enterotoksogenih sojeva od ostalih stafilokoka moguce
je samo na osnovu dokazivanja enterotoksina. lako danas ima razvijenih tehnika
za rutinsko dokazivanje enterotoksina stafilokoka u hrani, one su jo$ uvek skupe,
pa je uobi¢ajeno da se u hrani dokazuju stafilokoke sa osobinama patogenih
vrsta. Jedna od osobina patogenih vrsta je stvaranje koagulaze, pa je u "Pravilniku
o mikrobioloskoj ispravnosti namirnica u prometu" (Sl. list SRJ 26/93) predvideno
dokazivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka. Osim ako navedenim pravilnikom
za pojedine namirnice nije drugacije odredeno, namirnice u prometu ne smeju
sadrzavati koagulaza pozitivne stafilokoke u 0,01 gramui ili mililitru hrane. Sve ko-
agulaza pozitivne stafilokoke nisu i enterotoksogene. Entertotoksini stafilokoka su
otporniji na toplotu od ¢elija stafilokoka. Buduéi da je za nastanak alimentarnih in-
toksikacija potrebna odredena koligina enterotoksina koju stvara 10° do 108 ente-
rotoksogenih stafilokoka/g ili /ml hrane kriterijum koji je danas propisan u "Pravil-
niku..." (Sl. list SRJ 26/93) nije pouzdan za donoS$enje zaklju¢ka o bezbednosti
odredene hrane.

Na osnovu naucnih saznanja o uslovima za razmnozavanje koagulaza
pozitivnih stafilokoka i stvaranje enterotoksina u hrani, u koli¢ini koja dovodi do
alimentarnog trovanja, epidemiolo$kih podataka i metoda za dokazivanje entero-
toksina potrebna je promena dosadasnjih kriterijuma za koagulaza pozitivne stafi-
lokoke u hrani.

S gledista bezbednosti hrane samo enterotoksogeni sojevi S. aureus
predstavljaju rizik po zdravlje ljudi, a kriterijumi koji se primenjuju treba da sprece
stvaranje enterotoksina stafilokoka za vreme procesa proizvodnje i pojavu entero-
toksina u finalnom proizvodu. (Kati¢ i sar. 2000).

Broj S. aureus u mleku s farme je u korelaciji sa subklinickim masti-
tisima i varira od 10 do nekoliko hiljada po mililitru mleka (Asperger i sar., 2002;
Mijacevi¢, 1983). Mleko je dobar medijum za razmnozavanje S. aureus i stvaranje
enterotoksina (pogodan pH, visoka aktivhost vode, hranljive materije) pa se pri
temperaturi iznad 10 °C, broj S. aureus moze brzo poveéati ¢ak i u slu¢ajevima
kada je pocetni broj nizak.

S ciliem da se zastiti zdravlje ljudi, potreban je kriterijum za utvrdivanje
broja S. aureus. Ukoliko sirovo mleko sadrzi veliki broj S. aureus, za vreme
prerade mleka u proizvode moze dodi do stvaranja enterotoksina. Opisana su ali-
mentarna trovanja enterotoksinima stafilokoka posle konzumiranja maslaca i sira
proizvedenih od sirovog mleka. Stoga sirovo mleko namenjeno za preradu u pro-
izvode ne treba da sadrzi veliki broj S. aureus. Utvrdivanje mikrobiolo$kih kriteri-
juma za sirovo mleko, namenjeno za preradu u proizvode, ima znac¢ajnu ulogu u
zastiti zdravlja ljudi.

Kriterijumi za odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka, za sireve
proizvedene iz sirovog mleka ili termiziranog mleka, imaju zna¢ajnu ulogu u oceni
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tih proizvoda sa gledista bezbednosti po zdravlje ljudi. S. aureus moze biti prisu-
tan u sirovom mleku, a kombinacija vremena i temperature za vreme termizacije
nije dovoljna da u svakom slu€aju garantuje unistavanje velikog broja S. aureus.
Ako postoji moguénost da se enterotoksogeni S. aureus umnozi u velikom broju u
prvih 48 Casova proizvodnje sira, stvorie se i enterotoksin. Tokom zrenja i
skladistenja sira ¢esto dolazi do smanjenja broja S. aureus, medutim, enterotok-
sin ostaje prisutan za sve vreme roka upotrebe sira.

U zavisnosti od vrste sira kritiCan period za stvaranje enterotoksina su
prva 2 do 3 dana od pocetka proizvodnje sira, kada broj S. aureus moze da se
poveca. U kasnijim fazama proizvodnije sira broj S. aureus se obi¢no smanjuje i na
osnovu njegovog broja odredenog u tim fazama ne moze se dobiti prava informa-
cija o moguénosti stvaranja enterotoksina u siru.

Zbog intrinzik i ekstrinzik faktora, od kojih zavisi razmnoZzavanje S. au-
reus i stvaranje enterotoksina, nivo stvorenog enterotoksina u optimalnim labora-
torijskim uslovima u poredenju sa sumnjivim sirom mora biti mnogo veéi. Stoga
odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka ne moze biti kriterijum za
prisustvo enterotoksina stafilokoka u siru.

Tokom proizvodnje i skladiStenja svezeg sira, S. aureus moze da se
razmnozava i stvara enterotoksin, posebno ako u proizvodnju sira nije uklju¢ena
mle¢nokiselinska fermentacija. Kontaminacija S. aureus svezih sireva, naprav-
lienih iz termicki obradenog mleka, mozZe da nastane posle toplotne obrade, a vi-
soka aktivnost vode (0,94-0,96) i visoka pH vrednost (6,0-6,2) u surutki sira
omogucavaju razmnoZzavanje ovog mikroorganizma.

Pasterizacija mleka je efikasan postupak u eliminaciji S. aureus, pa
broj ovih mikroorganizama u mekom siru proizvedenom iz pasterizovanog mleka
ukazuje na kontaminaciju posle pasterizacije. Ukoliko je broj S. aureus visok u
prvih 48 ¢asova proizvodnije sira, postoji rizik od stavranja enterotoksina. Utvrde-
no je da se broj S. aureus smanjuje za vreme zrenja i skladiStenja mekog sira,
medutim, enterotoksin ostaje u siru za sve vreme roka upotrebe. Kriterijum za ko-
agulaza pozitivne stafilokoke je validan samo ako se primeni 48-72 Casa od
pocetka proizvodnje sira. Ako se sir ispituje posle tog vremena, umesto odredi-
vanja broja koagulaza pozitivnih stafilokoka treba ispitati sir na prisustvo entero-
toksina. Enterotoksini mogu da se dokazuju direktno u siru. Sir koji sadrzi entero-
toksine nije prihvatljiv za ishranu ljudi. Alternativno se moze prvo izvrSiti ispitivanje
sira na prisustvo TNaze. Ukoliko je reakcija na TNazu pozitivna, sir se obavezno
ispituje na prisustvo enterotoksina.

S. aureus moze da se razmnozava i stvara enterotoksine za vreme
proizvodnje mleka u prahu (npr. u tanku za skladiStenje zgusnutog mleka pre
susenja). Zbog nepovoljnih uslova za razmnozavanje S. aureus u mleku u prahu
tokom skladiStenja njegov broj se smanjuje. Medutim, odsustvo S. aureus ne
isklju€uje prisustvo enterotoksina stafilokoka, buduci da se oni mogu stvoriti pre
procesa suSenja. Medutim, ako se mleko u prahu koristi u pripremi odredenih
namirnica, S. aureus moze da se umnozava i stvara enterotoksine. Mleko u prahu i
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proizvodi koji sadrze mleko u prahu opisani su u slu¢ajevima alimentarnih intok-
sikacija toksinima stafilokoka.

Pri utvrdivanju mikrobioloSkih kriterijuma za bezbednost mleka u
prahu treba uzeti u obzir mogucnost da je doSlo do stvaranja enterotoksina u
mleku u prahu za vreme proizvodnje kao i mogucnost da je proizvod kontaminiran
bakterijom S. aureus posle proizvodnje. Stoga mleko u prahu treba ispitivati na
broj koagulaza pozitivnih stafilokoka i prisustvo enterotoksina.

S. aureus moze da se razmnoZzava tokom proizvodnje zamrznutih pro-
izvoda od mleka, ali ne i tokom njihovog skladistenja.

Zakljuéak / Conclusion

Alimentarne intoksikacije enterotoksinima stafilokoka nastaju kao po-
sledica konzumiranja hrane koja sadrzi enterotoksine koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka, najceSc¢e S. aureus. Do danas ni u jednom slucaju alimentarnih intoksika-
cija enterotoksinima stafilokoka nisu dokazane koagulaza negativne stafilokoke.
Medutim, sve koagulaza pozitivne enterotoksogene stafilokoke ne stvaraju ente-
rotoksine u svakoj vrsti hrane. Stvaranje enterotoksina stafilokoka u hrani zavisi
od medusobnog odnosa brojnih faktora kao Sto su: aktivnost vode, pH, redoks
potencijal, temperatura i inhibitorno dejstvo drugih bakterija. RazmnoZavanje
enterotoksogenih stafilokoka i stvaranje enterotoksina u fermentisanim proizvo-
dima od mleka mogu da sprece bakterije mle€ne kiseline. Opste je prihvaéeno da
izolati poreklom od ljudi mnogo ¢eSée stvaraju enterotoksin nego izolati poreklom
od goveda i da su izolati stafilokoka iz obolelog vimena rezistentniji od izolata iz
zdravog vimena. Izolati stafilokoka iz hrane najceS¢e stvaraju enterotoksin A i
enterotoksin D.

Enterotoksini stafilokoka su mnogo otporniji na stetno delovanje oko-
line nego celije stafilokoka. Enterotoksini stafilokoka se normalno ne inaktivisu ili
veoma slabo inaktiviSu za vreme proizvodnje, skladiStenja, distribucije ili kulinar-
ske pripreme hrane. Stoga, ako su enterotoksogene stafilokoke mogle da se raz-
mnozavaju u hrani do broja veéeg od 10°-108 cfu/g ili/ml, pre nego &to su
uniStene, postoji rizik od intoksikacije toksinima stafilokoka.

Enterotoksogene stafilokoke mogu da se razmnozavaju i stvaraju
enterotoksin u prvim fazama proizvodnje sira kada je pH grusa vec¢i od 5,0 i kada
bakterije mle¢ne kiseline nisu prisutne u velikom broju. Period pogodan za
umnozavanje S. aureus u siru kre¢e se od nekoliko ¢asova do najviSe 48 ¢asova u
zavisnosti od vrste sira.

Buduc¢i da su enterotoksini stabilniji od ¢elija S. aureus mikrobioloskim
kriterijumima treba definisati grani¢nu vrednost za broj koagulaza pozitivnih stafi-
lokoka u ranoj fazi proizvodnije sira (2-3 dana od pocCetka proizvodnje), a grani¢nu
vrednost za enterotoksine u kasnijim fazama proizvodnje sira.
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Rizik od alimentarnih intoksikacija toksinima stafilokoka moze se sma-

njiti primenom dobre higijenske prake, dobre proizvodacke prakse i integrisanim
pristupom proizvodniji hrane zasnovanom na principima HACCP-a.
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ENGLISH

SIGNIFICANCE OF COAGULASE-POSITIVE STAPHYLOCOCCI FOR
MICROBIOLOGICAL FOOD SAFETY

Vera Kati¢

Staphylococcal foodborne intoxication, in which major symptoms are vomit-
ing and diarrhoea, occurs after ingestion of thermostable staphylococcal enterotoxins pro-
duced in food by enterotoxigenic strains of coagulase-positive staphylococci. Staphylo-
coccal enterotoxins are normally not or only slightly inactivated during food processing,
storage, distribution or during the preparation of the food in the kitchen. Therefore, if
enterotoxigenic staphylococci are able to grow in food to more then 10° - 108 cfu/g/ml bef-
ore they are killed there is still a risk of intoxication with consumption.

The legislation of the Republic of Serbia lays down criteria for coagulase- posi-
tive staphylococci in food. However, the number of coagulase-positive staphylococci may
not always be a good indicator of the presence of staphylococal enterotoxins, and the
number of cells may have already decreased although the product still contains enterotox-
ins. The microbiological criteria for coagulase-positive staphylococci and/or staphylococ-
cal enterotoxins in food are essential and useful to protect public health.

Key words: coagulase-positive staphylococci, staphylococcal enterotoxins, food,
food safety

PYCCKUA

3HAYEHME KOAT'YJISA3 MOJIOXKUTEJIbHbIX CTA®UIIOKOKKOB AJ1
MWUPKPOBMOJIOT'MYECKOU NCNPABHOCTU KOPMA

Bepa KaTtuu

AnVMeHTapHble NHTOKCUKALMN KOPMOM, Y KOTOPbIX f1aBHbIA CUMNTOM pBOTa
1 Qnaps, BO3HMKAIOT Noc/ie BHOCA S3HTEPOTOKCMHOB, KOTOPbIE B KOPME CO34asn 3HTEPO-
TOKCUIEHHbIE LITAMMbl KOArynsas MoJSIOKUTENbHbIX CTa(UIOKOKKOB. OHTEPOTOKCUHbI
CcTahnIOKOKKOB HOPMasibHO UITN O4EHb Mario MHaKTUBUPYIOTCS BO BPEMS npoLecca npo-
U3BOACTBA, cknaaa, AMCTpubyLun unm BO BPeMS KyJMHApPHOW NoaroToBku kopma. OT-
TOro, HACKOMbKO Koaryns3a NosioXuTesbHble CTahUIOKOKKU MOTYT pa3MHOXaTbCs B
KopMe [0 uucna 6onbliero ot 105-108 ucpy/r/mn npexxae 4em, 4To 6yAyT MHUHTOXKEHDI,
noTpebneHve KopMma NnpeacTaBnseT co60iM PUCK OT MHTOKCUKaLMU.

B PernameHTe 0 MMKpPO6GMONOrM4EeCKOM NCMPaBHOCTY MULLEBBIX NPOAYKTOB B
obopoTe (Cn. Jinct CPIO 26/93) npegnvcaHHble KpUTEpUM A5 KOoarynssbl MOfoXu-
TenbHOro cTtaduioKokka B Kopme. Mexay TeMm, YMCMo Koarynsi3oB MOJIOXKUTENbHbIX
CcTadhnSIOKOKKOB He BCerfa XOopowwuid VHAMKATOP AN MPUCYTCTBUSA SHTEPOTOKCMHOB
CcTadhSIOKOKKOB, TaK Kak YMCII0 KNETOK MOXET YMEHbLUNTCS, @ YTO SHTEPOTOKCUH byaeT
NpUCYTCTBYOWMIA B KopMe. MUKPOOBUOMOrMHecKuin KpuTepuin Anst koarysaa MosfioxXu-
TeNbHOro cTadnIOKOKKa U/Mnn SHTEPOTOKCKHbI CTaUITIOKOKKOB B KOPME HEOHX0AUMbI
1 NONEe3Hbl ANS OXpaHbl 340POBbSA NOAEN.

KntoyeBble CroBa: Koarynsa noyioXXuUTerlbHOro CTadunoKoKKa, SHTEPOTOKCHUHBI
CTadMIIOKOKKOB, KOPM, 6€30MacHOCTb KopMa
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