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PROCENA RIZIKA OD NALAZA ENTEROTOKSINA STAFILOKOKA U MEKIM SIREVIMA
Radoslava Savi¢ Radovanovi¢’, Vera Kati¢?, B. Velebit®

“Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu
“Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd

Kratak sadriaj

Procena rizika je nauéno baziran proces koga €ine identifikacija hazarda, karakterizacija
®azards, procena izloZenosti i karakterizacija rizika. U kontekstu bezbednosti hrane rizik
predstavija verovatnocu i posledice da posle konzumiranja hrane nastane tetno
@=lovanje na zdravlje ljudi.Sirevi kao hrana zauzimaju vaino mesto u ishrani ljudi. U
M=publici Srbiji veliki broj sireva, prisutan na triiftu gradskih pijaca, proizvodi se u
Samadinstvima | moZe se svrstati u grupu mekih sireva bez zrenja ili sa zrenjem. Buduéi da
%= odreden broj mekih sireva proizvodi od nekuvanog mleka, kao deo tradicije, postoji
Mogucnost da sa sirovim mlekom u sir dospeju patogeni mikroorganizmi kao ito su
Soagulaza pozitivne stafilokoke. Trovanja hranom izazvana enterotoksinima stafilokoka su
Weoksikacije, koje nastaju konzumiranjem hrane koja sadrzi dovoljnu koli¢inu (<1ug/kg
#=iesne mase konzumenta) jednog, ili vide enterotoksina. Cilj ovog rada je bio da se na
S=novu broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u siru, uslova za njihovo razmnozavanije i
Stwaranje enterotoksina, kao i prisustva gena za sintezu enterotoksina kod koagulaza
pesmivnih stafilokoka izolovanih iz sira, proceni rizik od nalaza enterotoksina stafilokoka u
mekim sirevima. Za odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u ispitanim
=2orcima mekih sireva je koridéena standardardna metoda SRPS EN SO 6888-2. Za
Sptivanje sposobnosti primoizolata stafilokoka da stvaraju enterotoksine i prisustvo
#nterotoksina u uzorcima mekih sireva je koriS¢ena ELFA tehnika. Dokazivanje gena za
Smtezu enterotoksina je vrieno konvencionalnom multipleks PCR tehnikom (za gene sea i
528), odnosno tehnikom Real-Time PCR (za gene sec, sed i see).

¥sagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 85 (20,48%) uzoraka sireva razlidite starosti
& miihov broj se kretao od 1 do 5,79 log cfu/g sira. Od 85 izolata koagulaza pozitivnih
saflokoka poreklom iz sireva kod 26 (30,59%) izolata je dokazana sposobnost da stvaraju
Wasiine enterotoksine (SEA-SEE). Od 26 enterotoksogenih primoizolata 20 (76,92%)
=20iata je bilo porekiom iz uzoraka sireva proizvedenih od nekuvanog mieka, a 6 (23,08%)
@ofsta poreklom iz uzoraka sireva proizvedenih od kuvanog mieka. Kod svih 26
pomoizolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, poreklom iz sireva, za koje je ELFA
S=hnikom utvrdeno da stvaraju enterotoksin, dokazan je gen za enterotoksin A (sea), a
%od 24 izolata je pored sea gena dokazan i gen za sintezu enterotoksina B (seb). Nijedan
20iat nije posedovao gene za sintezu enterotoksina C (sec), D (sed) i E (see). Od 26
w2oraka u kojima su dokazane enterotosogene koagulaza pozitivne stafilokoke,
enterotoksini su dokazani u 2 (7,69%) uzorka slatko-koaguliSuéeg sira proizvedenog od
mekuvanog mieka u kojima je broj enterotoksogenih koagulaza pozitivnih stafilokoka bio
enad S log cfu/g sira. Slatko-koaguliSuéi sirevi proizvedeni od nekuvanog mleka u kojima
#= broj koagulaza pozitivnih stafilokoka vedi od 5 log ¢fu/g i u kojima je pH iznad 5,0 Mogu
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da sadrie enterotoksine u koli¢inama koje izazivaju intoksikacije i predstavljaju rizik po
zravije ljudi.

Kljuéne reéi: koagulaza pozitivne stafilokoke, S. aureus, meki sirevi, enterotoksini

Uvod

Sirevi kao hrana zauzimaju vaino 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 (Hunt i sar., 2012). U Republici Srbiji veliki broj sireva, prisutan na trzistu gradskih
pijaca, proizvodi se u domacinstvima i moZe se svrstati u grupu mekih sireva bez zrenja ili
sa zrenjem. Buduci 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 $to su koagulaza pozitivne stafilokoke.U proceni rizika od nalaza
enterotoksina koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim sirevima prvi korak bi bio
identifikacija hazarda.Biologija, ekologija i patogenost koagulaza pozitivnih stafilokoka,
kao i njihov znaéaj za javno zdravlje, dobro su prouceni i opisani u literaturi. Do danas je
opisano 50 vrsta i podvrsta stafilokoka. Na osnovu sposobnosti za stvaranje enzima
koagulaze, razlikuju se koagulaza pozitivne stafilokoke (KPS) i koagulaza negativne
stafilokoke (KNS). Od sedam opisanih vrsta, koje pripadaju grupi koagulaza pozitivnih
stafilokoka, kao glavni uzroénik trovanja hranom navodi se S. aureus subsp. aureus. Ovaj
mikroorganizam, prvi put opisan u XIX veku, zaokuplja nauénu javnost veé dva veka i ¢esto
je nazivan superpatogenom zbog svoje sposobnosti da stvara egzocelularne enzime i
toksine.

Sa stanovista higijene hrane stvaranje jednog,ili vise eneterotoksina (SE) je sudtinsko za
nastanak trovanja ljudi stafilokokama. Da bi doilo do stvaranja dovoijne koligine
enterotoksina, koja moze da izazove intoksikacije, potrebno je da broj S. aureus bude
iznad 10° cfu/g namirnice (Jablonski i Bohach, 1997; Le Loir i sar., 2003). Do sada poznati
enterotoksini stafilokoka ¢ine grupu serolodki razliCitih ekstracelularnih proteina, kojima
su zajednicke vaine karakteristike; 1) sposobnost da izazovu emezu kod primata, 2)
superanigenost kroz nespecifiénu aktivaciju T limfocita pracenu oslobadanjem citokina i
sistemskim 3okom, 3) otpornost na visoke temperature i digestiju pepsinom, 4) strukturna
sliénost. Prema sposobnosti da izazovu emezu kod primata podeljeni su na prave
(klasiéne) enterotoksine (SEA-SEE) i toksine slicne enterotoksinima (Argudin i sar., 2010).

Enterotoksini i enterotoksinima sliéni toksini su globularni, ili jednolancani polipeptidi sa
molekulskom masom od 22-28 kDa. Hidrolizom se dobija 18 aminokiselina, preteino
aspartamska, glutaminska kiselina, lizin i tirozin. Na osnovu poredenja sekvenci amino
kiselina enterotoksini stafilokoka (SE) i eneterotoksinima sli¢ni toksini su svrstani u €etiri,
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).

Do danas je opisano 23 enterotoksina stafilokoka (staphylococcal enterotoxins-SEs) i
enterotoksinima sliénih toksina (staphylococcal enterotoxin-like toxins-SE/):enterotoksin A
(SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 (SEC2), C3 (SEC3), D (SED), E (SEE), G (SEG), H (SEH), | (SEl), J
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(SEJ) (Balaban i Rasooly, 2000), K (SE/K) (Orwin i sar., 2001), L {SE/L), M (SE/M), N (SEIN), O
(SEIO), (Jarraud i sar., 2001), P (SIEP) (Omoe i sar., 2005), Q (SE/Q) (Orwin i sar., 2002), R
(SEIR) (Omoe i sar,. 2003), S (SE/S), T (SEIT) (Ono i sar., 2008), U (SE/U) (Letertre i sar.,
2003) i U2 i V, koji se nalaze na klasteru egc, koji kodira sintezu enterotoksinu sliénih
toksina (Thomas i sar., 2006). Pet eneterotoksina SEA, SEB, SEC (SEC1,SEC2 i SEC3), SED i
SEE, razliiti u antigenoj reakciji, koji mogu da izazovu trovanja hranom u literaturi se
navode kao klasitni eneterotoksini, a na triistu su prisutni komercijalni kitovi za
dokazivanje ovih enterotoksina.

Sinteza eneterotoksina stafilokoka moZe biti  kodirana profagima (Betley 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. Plazmidi su nosioci seb, sed, sej, ser, ses, set gena. Fagi su umereno nosioci za
gen seq, 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. qureus (Hennekinne i sar., 2012). Na primer gen seb se
nalazi na hromozomima kod nekih klini¢kih izolata (Shafer i landolo, 1978), dok je kod
drugih izolata na plazmidu (Shalita i sar., 1977). Glavni regulatorni sistem, koji kontrolise
ekspresiju faktora virulencije S. oureus, 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). Vecinu ekspresije gena za
sintezu 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 mogucatokom
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 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 najéeSce 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 mieka (Norrmano i sar., 2007). Enterotoksin A (SEA)
najcece stvaraju sojevi poreklom od ljudi, pa se nalaz ovog toksina u hrani objasnjava
kontaminacijom hrane od osoba koje uéestvuju u procesu proizvodnje hrane (Akineden i
sar., 2008, Rosengren i sar., 2010).

U Evropi je 2012. godine zabelefeno 777 epidemija izazvanih bakterijskim toksinima
Bacillus spp., Clostridium spp. i koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje se smatraju drugim
najces¢im uzrognikom intoksikacija. Prema podacima EFSA-e iz 2014. godine. 346
epidemija je bilo izazvano enterotoksinima stafilokoka od kojih se u 20% sir navodi kao
uzrok trovanja (Anonymus, 2014). Cesto mnogi sluéajevi trovanja produ nezapaZzeno iz
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razloga §to je inkubacioni period kratak, male epidemije nisu prijavljene, postoje greske u
dijagnostici, nepravilnosti tokom uzimanja uzoraka i gre5aka u laboratorijskoj dijagnostici.

U EU 2005. godine u okviru mikrobiologkih kriterijuma definisani su kriterijumi
bezbednosti hrane za enterotoksine koagulaza pozitivnih stafilokoka, a u okviru
kriterijuma higijene u procesu proizvodnje definisani su kriterijumi za broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka u razlicitim kategorijama hrane. Prema ovoj EU direktivi hrana se
mora ispitati na prisustvo enterotoksina, ako je broj koagulaza pozitivnih stafilokoka iznad
10° cfu/g hrane kada se ofekuje da ¢e broj ovog mikroorganizma biti najveci. Ako se
dokaZe prisustvo enterotoksina u 25 g isptanog uzorka, smatra se da hrana nije bezbedna.
U Republici Srbiji zakonska regulativa je uskladena sa regulativom EU i od 2010. godine je
na snazi Pravilnik o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi
proizvodnje, prerade i prometa(Sluzbeni glasnik RS 72/10).

Da bi doglo do alimentarnih intoksikacija ljudi koagulaza pozitivnim stafilokokama treba
da bude ispunjeno 5 uslova: 1) prisustvo izvora kontaminacije, koji sadrii
enterotoksogene stafilokoke (sirov materijal, zdravi, ili inficirani nosioci), 2) prenos
stafilokoka iz izvora u hranu (slaba higijena tokom procesa dobijanja hrane), 3) hrana, €iji
sastav i fizicko-hemijske osobine podriavaju rast 5. aureus i stvaranje eneterotoksina, 4)
optimalna temperatura i dovoljno vremena za rast OVOE mikroorganizma i stvaranje
eneterotoksina i 5) unosenje hrane, koja sadrzi dovoljnu koli¢inu toksina koji moZe da
izazove simptome (Hennekinne i sar., 2010).

Trovanja eneterotoksinima stafilokoka su relativno blage intoksikacije, naj¢e$ce dokazane
u sluéajevima alimentarnih intoksikacija nastalih posle konzumiranja mleka i proizvoda od
mileka. Ranija istrafivanja su pokazala da je unodenje 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 fokoladnim mlekom u SAD, bila je 114150 ng
(Evensen | 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). Najéeice je inkubacioni period kratak (2-8h), a simptomi su munina, povracanje,
abdominalni bolovi praceni sa ili bez dijareje. Oboljenje traje 24-48 h posle cega dolazi do
oporavka obolelih. Komplikacije su moguée kod dece i 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. qureus kod pacijenta i iz hrane (Bryan i sar., 1997). U velikom broju studija je ispitan
uticaj faktora sredine (temperatura, pH, oksigenacija..) na umniavanje S. aureus,
ekspresiju gena i sintezu enterotksina u laboratorijskim medijumima, ili u hrani,
ukljugujuéi proces proizvodnje sira{Cretenet, Even i Le Loir, 2011). Danas je prihvaceno da
je za razumevanije i kontrolu ponasanja S. oureus neophodna anliza direktno in situ, u
matriksu hrane (Schelin i sar., 2011). Uticaj tehnoloskih parametara na ekspresiju gena i
sintezu enterotiksina tokom proizvodnje sira je vaino pitanje.
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Cilj

Podaci iz literature pokazuju da su koagulaza pozitivne stafilokoke prisutne u odedenom
broju u mleku i sirevima.Uslovi tokom proizvodnje mekih sireva slatkom koagulacijom
pogoduju razmnozavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka, a buduéi da u Republici Srbiji
nema epidemioloskih podataka o alimtarnim intoksikacijama izazvanim sirevima za cilj
ovog rada je postavijeno da se na osnovu broja koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim
sirevima, uslova 2a njihovo razmnoZavanje i stvaranje enterotoksina, kao | prisustva gena
za sintezu enterotoksina kod koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz sira, proceni
rizik od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima.

Materijal i metode

Ispitivanjem je obuhvaceno 415 uzoraka mekih sireva proizvedenih od kuvanog i
nekuvanog mleka. Uzorci sireva su bili razliite strarosti, koji su proizvedeni u
individualnim domadéinstvima iz razligitih geografskih lokaliteta u Srbiji. Na osnovu pH
vrednosti sira svi sirevi su razvrstani na slatko-koagulisuce i kiselo-koagulisuée. Sirevi u
kojima je pH vrednost bila vi3a od 4,6 su svrstani u slatko-koagulisuce, a sirevi sa pH
vredno3¢u nizom od 4,6 u kiselo-koagulisuée. Starost sireva je odredivana na osnovu
ankete proizvodada 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. U toku eksperimenta ispitano je 85
primoizolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, izolovanih iz 415 uzoraka sireva. Prisustvo
gena za sintezu enterotoksina je ispitano kod 26 izolata za koje Je ELFA tehnikom
utvrdeno da stvaraju enterotoksin, Kao referentni soj korisceni su: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 i Staphylococcus aureus aureus CIP 67.8 koji stvara enterotoksin A i
enterotoksin B.

U istim uzorcima sireva su ispitane fizicko-hemijske karakteristike. Izolacija, identifikacija i
odrdivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka radeni su standardnom metodom 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, a broj Lactococcus spp. i Lactobacillus spp. je
odreden metodom opisanom u standardu ISO 27205:2010 (IDF 149:2010).pH vrednost
uzoraka sira je merena potenciometrijski (Cari¢ i sar., 2000) pomocu pH-metra (pH-vision
246071 Ex tech instruments) uz prethodnu kalibraciju standardnim rastvorima (pH 4,01 i
7,0). Aktivnost vode u uzorcima sireva je izmerena pomoéu a,-metra (GBX Scientific
Instruments, FA-st/1 tastatura: Model MX 3700/ML 4700), koji radi na principu
odredivanja tacke rose. Sadriaja natrijum hlorida (NaCl) u siru je odreden titrimetrijskom
metodom (IDF/ISO/AOAC) (Carié i sar., 2000).

Za ispitivanje sposobnosti primoizolata stafilokoka da stvaraju enterotoksine i prisustvo
enterotoksina u uzorcima mekih sireva je koris¢ena ELFA tehnika VIDAS SET2 (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 seo i seb), odnosno tehnikom
Real-Time PCR (za gene sec, sed i see). Za dokazivanje prisustva seq gena korisceni su
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prajmeri sea-f (5'- TCA ATT TAT GGC TAG ACG GTA AAC AA - 3') i sea-r (5'- GAA GAT CCA
ACT CCT GAA CAG TTA CA - 3'), za prisustvo gena seb kori§éeni su prajmeri seb-f (5'- AAC
AAC TCG CCT TAT GAA ACG GGA T-3') i seb-r (5'- CTC CTG GTG CAG GCATCATGT CA - 3'),
za dokazivanje gena sec koris¢eni su prajmeri sec-f (5'- CGT ATT AGC AGA GAG CCA ACC
A- 3') i sec-r (5'- GTG AAT TTA CTC GCT TTG TGC AA - 3'), 2a dokazivanje gena sed
koris¢eni su prajmeri sed-f (5'-AAA CGT TAA AGC CAA TGA AAA CA - 3') i sed-r (5'- TGA
TCT CCT GTACTTTTATTT TCT CCT A - 3'), a za dokazivanje gena see korisceni su prajmeri
see-f (5'-TAC CAA TTA ACT TGT GGA TAG AC - 3') i see-r {S'- CTC TTT GCA CCT TAC CGC -
3').

Rezultati

U cilju sagledavanja procene rizika od nalaza enterotoksina stafilokoka u mekim sirevima i
procene izloZenosti, ispitani su uzorci sireva, koji se proizvode razligitim tehnologijama u
individualnim domacinstvima sa vise podrucja u Srbiji, a iznose na trZiste u Beogradu.
Rezultati ispitivanja nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima (Grafikon 1) su
pokazali da od ukupno 415 uzoraka sireva razliéite starosti, proizvedenih od kuvanog ili
sirovog mileka, koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 85 (20,48%) uzoraka, a
njihov broj se kretao od 1 do 5,79 log cfu/g.

* Uzored sueva sa koagulaza poatvismstafiokokama

Grafikon 1. Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u mekim sirevima

Od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka porekiom iz sireva kod 26 (30,59%) izolata
je dokazana sposobnost da stvaraju klasiéne enterotoksine (SEA-SEE).

32




5. Simpozijum — Bezbednost i kvalitet namirnica animalnog porekla

§ Fio) izolata koagulaza pezitiviah stafilokols, kop stvasam
Uasiéne sterotodame: (SEA-SEE)

Grafikon 2. Nalaz enterotoksogenih stafilokoka

U cilju procene uslova za razmnoZavanje koagulaza pozitivnih stafilokoka i stvaranje
enterotoksina odredeni su broj Lactococcus spp., Lactobacillus spp. i fizitko-hemijski
parametri (pH, aktivnost vode i sadrZaj NaCl) u sirevima, a rezultati su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. Statisticki parametri broja koagulaza pozitivnih stafilokoka, Lactococus spp,
Lactobaciilus spp. i fizitko-hemijski parametri (pH, aktivnost vode i sadrZaj NaCl) u mekom
siru

Statisticki parametri
Parametri =
x -
n * 15D Xmin Xmax Cv(%)
(log cfu/g)
Broj koagulaza pozitivnih

ok o i 85 | 360+119 | 100 | 579 | 3327
HEOLLACIACORCES REP: 85 | 8332055 | 702 | 980 6,58

(log cfu/g)
Broy Loctnbordiis app. 85 | 662:095 | 400 | 919 | 1443

(log cfu/g)
pH 85 | 498:050 | 430 | 625 | 1016
2 85 | 095:002 | 082 | 0977 | 242
Sadrzaj NaCl (%) 85 | 1,1040,71 | <0,01 | 348 | 6431

Nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine u mekim sirevima
bez zrenja dat je u Tabeli 2.
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Tabela 2. 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 enterotoksine u uzorcima sira

Vrsta sira 8ro} ,

uzoraka sira Kuvano mleko Nekuvano mleko
Broj % Broj %

Kiselo-koagulisuci 19 1 5,26 5 26,32
Slatko-koaguliSuci 66 5 7,58 15 22,73
Ukupno 85 6 7,06 20 23,53

Poreklo izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine u mekim
sirevima bez zrenja je prikazano u Tabeli 3.

Tabela 3. Poreklo izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje su stvarale enterotoksine u

mekim sirevima

Poreklo koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje
: stvaraju enterotoksine
Vrsta sira PIgE
uzoraka Kuvano mieko Nekuvano mieko
Broj % Broj %
Kiselo-koaguliduci 6 1 16,67 5 83,33
Slatko-koagulisuci 20 5 20,00 15 80,00
Ukupno 26 6 23,08 20 76,92

Rezultati ispitivanja prisustva gena za stvaranje enterotoksina su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Rezultati ispitivanja prisustva gena za sintezu enterotoksina kod izolata
koagulaza pozitivnih stafilokoka izolovanih iz mekih sireva

Vrsta Broj sea gen seb gen secgen | sedgen see gen
stafilokoka | izolata 5T o |Br. | % | Br.| % |Br.| % | Br. | %
S. aureus 26 26 100 | 24 | 9231 | O 0 0 0 0 0

Rezlultati ispitivanja prisustva enetrotoksina u sirevima proizvedenim od kuvanog ili
nekuvanog mleka su pokazali da je od 26 ispitanih uzoraka sira enterotoksin dokazan u 2
(7,69%) uzorka slatko-koagulijuéa sira proizvedena od nekuvanog mieka. U ova 2 uzorka
sira je prethodno dokazano prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje imaju

34




5. Simpozijum - Bezbednost i kvalitet namirnica animalnog porekla

sposobnost da stavarju eneterotoksine i kod oba izolata je dokazano prisustvo sea i seb
gena. Sirevi u kojima je dokazano prisustvo enterotoksina bili su starosti 3-4 dana,
odnosno 7 dana, a broj koagulaza pozitivnih stafilokoka je bio iznad S log cfu/g. 1zolati su
ispitivanjem biohemijskih osobina identifikovani kao Staphyiococcus aureus.

Diskusija

Bakterioloskim ispitivanjem mekih sireva dokazano je prisustvo koagulaza pozitivnih
stafilokoka u 85 (20,48%) uzoraka mekih sireva (Grafikon 1).Na$ nalaz se slaze sa nalazom
Aradjo i sar. (2002), koji su dokazali koagulaza pozitivne stafilokoke u 20% pregledanih
uzoraka mekih sireva u Brazilu. Sliéne rezultate su dobili De Luca i sar .(1997), dok El-
Sharound i Spano (2008) nisu dokazali S. aureus u uzorcima mekih sireva. U mleku koje se
dobija pravilnom muzom broj S. aureus se kreée od 100-200 cfu/ml, a u sluéaju latentne
infekcije mleéne Zlezde ovaj broj se poveéava do 10° cfu/ml {Asperger i Zangerl, 2003).
8Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka veci od 10° cfu/g sira proizvedenog od nekuvanog
mieka je posledica primarne kontaminacije mleka ovim mikroorganizmom usled latentne
infekcije ili supklinickih mastitisa. U prilog poreklu koagulaza pozitivnih stafilokoka govore
podaci iz leiterature o cestom nalazu koagulaza pozitivnih stafilokoka u mieku
{Medvedova i sar., 2014; Rajic, 2014; Boynukara i sar., 2008; Pelisser i sar., 2008, Rall i
sar., 2008; Jorgensen i sar., 2005; Hunt i sar,, 2012; Korpysa-Dzirba i Osek, 2011). Nalaz
koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima proizvedenim od kuvanog mieka se moie
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 uéestalost nalaza enterotoksogenih stafilokoka kod ljudi 40-60% (Medvedova
1 Valik, 2012).

Proces proizvodnje sireva je kompleksan proces. Ponadanje 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. Za proizvodnju mekih sireva
od nekuvanog mleka u individualnim domacéinstvima koristi se mieko jutarnje, vecernje, ili
mesano mleko jutarnje i veernje muze. Ako se sir proizvodi mesanjem mleka obe muie,
mieko vefernje muie se tokom noéi éuva u rashladenom stanju, ali ¢esto se €uva i u
ambijetalnim uslovima 3to pogoduje razmnoZavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka.
Sagledavanjem procesa proizvodnje mekih sireva, mose se zakljuditi da postoje uslovi za
rast 5. oureus, narodito u ranim fazama, kada su visoke pH vrednost i temperatura. Rast
mikroorganizma je mogué sve dok fizicko-hemijski paramatri (pH, aktivnost vode, sadriaj
NaCl) i prisustvo kompetitivne mikroflore ne poénu da utilu na rast S. gureus.
Ambijentalni uslovi u kojima se proizvode sirevi, naroéito tokom toplih meseci godine
pogoduju razmnoZavanju koagulaza pozitivnih stafilokoka, tako da tokom proizvodnje i
skladiStenja mekog sira koagulaza pozitivne stafilokoke mogu da se razmnoavaju i
stvaraju enterotoksine, posebno ako u proizvodnju sira nije uklju¢ena mleénokiselinska
fermentacija, kao 3to je to kod slatko-koagulisucih sireva. Uslovi tokom proizvodnje mekih
sireva slatkom koagulacijom, kada je pH sira iznad 4,6 pogodovali su rastu i
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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. Pri vrednostima za pH, aktivnost vode sadriaj NaCl, koje smo dobili (Tabela 1) bio
je moguc rast koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Nasi rezultai su pokazali da je od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka 26 (30,59%)
izolata imalo sposobnost da stvara enterotoksine (Tabela 2 i 3). Primenom skrining
metoda VIDAS SET 2 (BioMerieux, Francuska) dokazuje se grupa enterotoksina (SEA-SEE).
Buducdi da nismo mogli da utvrdimo koje od pet klasicnih enterotoksina stvaraju izolati
koagulaza pozitivnih stafilkokoka odludili smo se da izvriimo identifikaciju gena za sintezu
enterotoksina. Od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka, koje u stvarale
enterotoksine kod 26 (30,59%) izolata je dokazan gen za sintezu enterotoksina A (sea),
dok je kod 24 izolata utvrdeno istovremeno prisustvo gena za sintezu enterotoksina A
(sea) i enterotoksina B (seb) (Tabela 4). Nasi rezultati se slaiu sa rezultatima Medvedova i
sar. (2014), koji su kod 32% izolata S. gureus poreklom iz mleka i proizvoda od mieka
dokazali gene za sintezu enterotoksina (SEA-AEE). Nasi rezultati se slau sa podacima iz
literature o predominaciji nalaza enterotoksina A (SEA), koji su zabelezeni u razlicitim
zemljama sveta. U Velikoj Britaniji u toku opseinog pracenja epidemija u periodu od
1969-1990. godine 79% izolata S. gureus je stvaralo enterotoksin A (SEA) (Wieneke i sar.,
1993). U Francuskoj se enterotoksin A (SEA) navodi kao najéeddi uzrocnik trovanja (69,7%)
u 31 epidemiji zabeleZenoj tokom perioda od 1981-2002. godine, a bila su izazvana
razli¢itom hranom kao 5to su mleko, proizvodi od mieka, meso i salate (Kerouanton i sar.,
2007). Najcedce su u ovoj epidemiji dokazani sea gen, zatim sed, seg, sei i seh, rede su
dokazani seb i sec, dok see gennije uopste dokazan. Na$ nalaz 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.

Ispitivanjem prisustva enterotoksina u uzorcima sira (26 uzoraka), iz kojih su izolovane
stafilokoke koje stvaraju enterotoksine, primenom ELFA tehnike enterotoksini stafilokoka
su dokazan u dva uzorka sira u kojima je broj koagulaza pozitivnih stafilokoka bio iznad 5
log cfu/g. Kod koagulaza pozitivnih stafilokoka poreklom iz ova dva sira utvrdeni su geni
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 mogué 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 umnoii do vrednosti
iznad 5 log cfu/g i stvori dvoljnu koliinu enterotoksina, koja je detektovana. Sadrzaj NaCl
u 2 uzorka sira u kojima su dokazani eneterotoksini je bio 0,497 i 1,872%. Bududi da je S.
aureus halotolerantan mikroorganizam i moiZe da raste pri sadriaju NaCl od 20%,
izmerene vrednosti nisu inhibitorno uticale na rast i razmnozZavanje ovog mikroorganizma.
lako je broj Lactococcus spp. bio vise od 7 log cfu/g u uzorcima sira nije uticao na
smanjenje broja S. aureus. Niska vrednost pH moie da izazove indukciju profaga dovodeci
do ekspresije sea gena (Schelin i sar., 2011) $to objasdnjava ucestaliji nalaz sea gena i SEA
toksina. Cretenet i sar. (2011) su dokazali da Lc. lactis moZe pozitivho ili negativno da
modulie ekspresiju se gena u matriksu sira. Ekspresija seo gena je blago povecana u
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prisustvu Le. lactis, dok je jaka supresija sec zapazena u matriksu sira u odsustvu Le. lactis.
U prisustvu Lclactis je smanjena regulacija agr sistema u vezi sa sniZavanjem pH
vrednosti. Cest nalaz enetrotoksina A (SEA) se moZe objasniti uticajem aktivnosti vode.
Vrednosti aktivnosti vode (a,) pri kojim moZe da se razmnoZava$. aureus se razlikuju od
vrednosti pri kojim moZe da se stvara enterotoksin. Minimalna vrednost a,, pri kojoj
mikroorganizam moZe da raste je 0,83-0,86, 5to je ekvivalentno koncentraciji od 20%
NaCl. Optimalna vrednost za rast S. aureus je >0,99. Medutim, stvaranje enterotoksina A i
D (SEA i SED) je manje podloino uticaju i moguce pri pribliZno istim vrednostima
aktivnosti vode, koje omogucavaju rast S. aureus kada su drugi uslovi optimalni, Nasuprot
tome, stvaranje enterotoksina B (SEB) je vrlo osetljivo na sniZavanje vrednosti za
aktivnosti vode i telko da SEB moie da se stvara pri vrednosti od 0,93, uprkos
intenzivnom rastu mikroorganizma (Hennekinne i sar,, 2012). Sli€an uticaj a, ima na
stvaranje enterotoksina C (SEC). Pored a,, nizak pH moZe da izazove indukciju profaga,
koja ima za posledicu povecanje ekspresije sea gena (Schelin i sar. 2011).

Nasuprot nasdim rezultatima su rezultati Rola i sar. (2013), koji su dokazali prisustvo S.
oureus u 56% uzoraka sireva proizvedenih od sirovog mleka. lako je broj S. oureus bio
210° 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 enterotoksine
(SEA-SEE) u uzorcima sireva proizvedenim od sirovog mleka bez starter kultura u kojima je
brojStaphylococcus aureus bio 5-6,5 log cfu/g i 2a koji je dokazano da stvara enterotoksin
C (SEC).

Zakljugak

Od ukupno 415 uzoraka sireva razlicite starosti, proizvedenih od kuvanog ili nekuvanog
mleka, koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 85 (20,48%) uzoraka sira. Primenom
ELFA skrining tehnike dokazano je da od 85 izolata koagulaza pozitivnih stafilokoka 26
(30,59%) izolata ima sposobnost da stvara klasiéne enterotoksine (SEA-SEE). Od 26
enterotoksogenih primoizolata 20 (76,92%) izolata je bilo poreklom iz uzoraka sireva
proizvedenih od nekuvanog mileka, a 6 (23,08%) izolata poreklom iz uzoraka sireva
proizvedenih od kuvanog mleka. 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 veéi od 5 log cfu/g i u kojima je pH iznad 5,0 mogu
da sadrZe enterotoksine u koli¢cinama koje izazivaju intoksikacije i mogu da ptedstavljaju
rizik po zravije ljudi.
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