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RIZIK OD NALAZA KOAGULAZA POZITIVNIH
STAFILOKOKA UMEKIM SIREVIMA
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mimicaf@ver.bg.ac.rs

Biljana Durisi¢
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Abstract

Food poisoning caused by staphylococet is a toxic infection that anses from the con-
sumption of food containing a sufficient amount (<1pg/kg of a consumer body mass) of
one or more enterotoxins. In literaure, cheeses are cited as a cause of poisoning by
staphylococeal enterotoxins. The aim of the paper is to evaluate the nisk resulting from
the presence of coagulase-positive staphylococci and enterotoxins on the basis of their
number and cheese conditions that enable the secretion of enterotoxins. Cheeses were
tested to establish the presence of coagulase-positive staphylococci, the number of lactic
acid bacteria and physical-chemical parameters (pH value water activity and the content
of NaCl) were determined. Out of 17 samples of cheese, coagulase-
positive staphylococci were proved to exist in | (0,17%) sample of unripened cheese
produced from unboiled milk, and their number was 5.25 log cfw/g. The presence of
enterotoksins in the same sample was proved by the application of the ELFA technique.
Physical-chemical parameters in the tested cheese sample were favourable for the
growth of coagulase-positive staphylococci and for the secretion of enterotoxins, which
can endanger the consumer’s health by the risk of food poisoning.

Key words: cheese, coagulase-positive staphylocoeei, enterotoxins, poisoning

UvOoD

Sir kao hrana, zbog svoje nutritivne vrednosti zauzima veoma vaZno mesto u
ishrani ljudi i prisutan je na trpezama, kako u domacinstvima, tako i u ugosti-
teljskim objektima. Proizvodnja sireva datira iz daleke proslosti i imala je zna-
Eaja u svim civilizacijama. U Repulici Srbiji sirevi se tradicionalno proizvode
vekovima §to predstavljaja kulturno naslede i akumulirano iskustveno znanje,
koje s prenosi sa generacije na generaciju. Pored industrijske proizvodnje sira,
zastupljena je proizvodnja u malim zanatskim pogonima, ali 1 individualnim
domacinstvima. Veliki broj sireva, koji se u Republici Srbiji nalazi na trzidtu
potice iz proizvodnje u individualnim domacinstvima na tradicionalan nacin bez
dodavanja komercijalnih starter kultura i moZe se svriati u grupu mekih sireva
bez zrenja. U ponudi restorana su zastupljene razliCite vrste sireva, medu kojima
su sirevi proizvedeni na tradicionalan nain, koji poti¢u 1z razliéitih geografskih
lokaliteta u Republici Srbiji. Buduéi, da se odreden broj sireva bez zrenja proiz-
vodi od nekuvanog mleka, postoji moguénost da sa sirovim miekom u sir dos-
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peju patogeni mikroorganizmi kao $to su koagulaza pozitivne stafilokoke Sa
aspekta higijene namirnica znacaj koagulaza pozitivnish stafilokoka se ogleda u
sposobnosti da sinteti$u termostabilne enerotoksine. koji mogu da izazovu ali-
mentarna trovanja ljudi. Od sedam opisanih vrsta, koje pripadaju grupi koagula-
za pozitivnih stafilokoka, kao glavni uzrocnik trovanja hranom navodi se S.
aureus subsp. aureus (Hennekinne i sar. 2010). Stafilokoke u siru mogu da
budu poreklom iz mleka, ili iz spoljne sredine. U sirevima, koji se proizvode od
sirovog mieka, stafilokoke mogu da dospeju sa mlekom krava obolelih od sub-
klinickog mastitisa, ili iz spoljne sredine u uslovima lo$e higijene tokom dobija-
nja mieka i proizvodnje sira. Tokom postupka proizvodnje sira moze da dode do
naknadne kontaminacije poreklom od ljudi, koji uestvuju u procesu proizvod-
nje, ili rukuju sa hranom, a koji su nosioci koagulaza pozitivnih stafilokoka na
sluzokoZi nosa i #zdrela ili, imaju inficirane rane na rukama. Trovanja hranom
izazvana stafilokokama su intoksikacije, koje nastaju konzumiranjem hrane koja
sadrzi dovoljnu koli¢inu (<lug/kg telesne mase konzumenta) jednog, ili vise
enterotoksina. Do danas je opisano 1! enterotoksina stafilokoka (SE) i 11 ente-
rotoksinima sli¢nih proteina (SE/). Enterotoksini dospevaju u krvotok preko
alimentarnog trakta, izazivajuéi muéninu, povracanje, abdominaine bolove 1
dijareju (Rosec i Gigaud 2002: Letertre i sar. 2003). Inkubacioni period zavisi
od koli¢ine unetog enterotoksina (Murray, 2005). Najéesce je inkubacioni peri-
od kratak (2-8h). Oboljenje traje 24-48 h posle ¢ega dolazi do oporavka obole-
lih. Komplikacije su moguce 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 vili 3) izolacije istog
soja S. aureus kod pacijenta i iz hrane (Bryan i sar. 1997).

Da bi doslo do stvaranja dovoljne koli¢ine enterotoksina, koja moze da iza-
zove intoksikacije. potrebno je da broj S. aureus bude veci od 10° cfu/g namir-
nice (Jablonski i Bohach, 1997: Le Loir i sar. 2003). Sirevi se u literaturi navo-
de kao uzrok trovanja enterotokinima stafilokoka.

Za cilj ovog rada je postavljeno da se proceni rizik od nalaza koagulaza
pozitivnih stafilokoka i enterotoksina na osnovu njihovog broja i uslova u siru,
koji omogucavaju stvaranje enterotoksina.

MATERUAL I METODE

Materijal je predstavijalo 17 uzoraka sireva (9 uzoraka sira proizvedenih od
nekuvanog mieka i 8 uzoraka sira od kuvanog mleka), koji su aseptiéno uzeti na
pijaci Skadarlija u koli¢ini od oko 250 g u polietilenske kese, oznadavani 1 u
ruénom frizideru pri 4 °C dostavijani u laboratoriju, gde su odmah Zapodete
analize.

Za odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka koriS¢ena je standard
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. Odre-

Tk 27-28 493



~

divanje ukupnog broja Lactococcus spp. 1 Lactobacillus spp. u sirevima je vrse-
no prema ISO 27205:2010 (IDF 149:10) standardu, odnosno ISO 20128:2005
(TDF 192:2006) standardu za Lactobacillus spp.

Odredivanje pH sira je vrieno potenciometrijski u rastvoru sira pripremlje-
nom mesanjem jednakih koli¢ina sira i destilovane vode (Cari¢ i sar., 2000) pH-
metrom (pH-vision 246071 Ex tech instruments) uz prethodnu kalibraciju sta-

* ndardnim rastvorima (pH 4,01 1 7.,0).

Odredivanje sadrZaja natrijum hlorida (NaCl) u uzorcima sireva vrieno je tit-
rimetrijskom metodom (IDF/ISO/AOAC) (Cari¢ i sar., 2000). Za odredivanje
aktivnosti vode u uzorcima sireva koridcen je a,-metar (GBX Scientific Instru-
ments, FA-st/l tastatura: Model MX 3700/ML 4700), koji radi na principu
odredivanja tacke rose. Rezultati merenja su dobijeni posle 3-5 minuta i oita-
vani na displeju aparata i Stampani na traci. SadrZaj vode u bezmasnoj materiji
sira izraCunavan je racunskim putem pomocu obrasca (Bylund, 1995):

% 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.

Za dokazivanje prisustva enterotoksina u siru u kojem je broj koagulaza
pozitivnih stafilokoka bio > 5 log cfu/g korii¢ena je ELFA tehnika VIDAS
SET2 (BioMerieux, Francuska).

REZULTATI I DISKUSIJA

Na osnovu sadrzaja vode u bezmasnoj materiji (>67%) svih 17 ispitanih
uzorka sireva sa beogradske pijace ,,Skadarlija” pripadalo je grupi mekih sireva.
Dobijeni rezultati su pokazali da su od 17 ispitanih uzoraka sireva koagulaza
pozitivne stafilokoke dokazane u 1 (0,17%) uzorku sira bez zrenja, koji je proi-
zveden od nekuvanog mleka i njihov broj je bio 5.25 log cfu/g. Uzorak sira je
ispitan na prisustvo enterotoksina, jer prema vaZe¢oj zakonskoj regulativi (Pra-
vilnik o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvod-
nje, prerade i prometa, Sluzbeni glasnik RS br.72/10) ako se utvrdi broj >10" log
cfu/g koagulaza pozitivnih stafilokoka u siru proizvedenom od nekuvanog mle-
ka proizvodnu partiju sira treba ispitati na prisustvo enterotoksina. U ispitanom
uzorku sira je primenom ELFA tehnike dokizano prisustvo enterotoksina. Nasi
rezultati se razlikuje od nalaza Rola i sar. (2013), koji nisu dokazali enterotoksi-
ne u uzorcima sireva u kojima je broj koagulaza pozitivnih stafilokoka dostigao
broj od 10 log cfu/g. Suprotno nasim rezultatima su i rezultati Rosengrena i sar.
(2010), koji nisu dokazali enterotoksine ni u jednom uzorku svezih sireva u
kojijma je nejveci broj koagulaza pozitivnih stafilokoka bio veéi od 6 log cfu/g.
Sliéne rezultete nadim dobili su Ertas 1 sar. (2010). koji su dokazali prisutvo
enterotoksina u 7 uzoraka (2,3%) od 86 uzoraka sireva u kojima su dokazane
koagulaza pozitivne stafilokoke u broju 2-6 log cfu/g. Nasi rezultati su u skladu
sa rezultatima Delbes i sar. (2006), koji su dokazali prisustvo enterotoksina u 2
uzarka polutvrda sira u kojima je 1. dana broj koagulaza pozitivnih stafilokoka
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bio 5,55 odnosno 5,06 log cfu/g i pH 6,6 1 6.5. U prilog nasim rezultatima su
rezltati Pedonese i sar. (2014), koji su dokazali enterotoksine u sirevima posle
eksperimentalne kontaminacije u toku proizvodnje Caciotta (Ricota) italijan-
skog mekog sira proizvedenog od sirovog mleka sa i bez dodavanja komercijal-
nih starter kultura,

Dominantnu mikrofloru sira predstavljale su bakterije mlecne kiseline, koje
su poticale iz spoljne sredine, jer se sirevi na tradicionalan nacin proizvode bez
dodavanja komercijalnih starter kultura. Broj Lactococcus spp. u uzorcima sire-
va proizvedenim od kuvanog mieka se kretao od 6,30 do 8.66 log cfu/g i u
uzorcima od nekuvanog mileka od 8,50 do 8,77 log cfu/g (Tabela 1),

Tabela 1. Statisteki parametri odredivanja broja Lactococcus spp. i Lactobacilius spp.) 1 fizitko-
hemijskih parametara (pH, a,, i sadrZaja NaCl

Ispitivani Sir od kuvanog mieka Sir od nekuvanog mleka

parametri

n X +SD Xmin | Xmax | n iisD Xmin | Xmax

hactacorous $p. 779:0.71 | 630 | 8.66 8.08:022 | 850 | 877
(log cfu/g)

Lactobacillus spp. 591130 | 400 | 7.44 6.88:048 | 615 | 7.60
(log cfu/g)

pH 9 | 5,05+1.01 394 6,31 8 | 4622035 4,08 5,05

a, (,93=0,04 0,89 0,97 0.95+0,01 0,94 0.96

NaCl (%) 242=193 0.49 6,67 1.61+0,69 0,58 243

Rezultate sli¢ne nasim dobili su Mojsova i sar, (2013), Akkaya i Sancak
(2007), Delamare i sar. (2012), Radovanovi¢ (2015). Veci broj laktokoka u siru
proizvedenom od nekuvanog mleka se moze objasniti time da mleko nije termi-
¢ki obradeno, pa je broj laktokoka veéi nego u siru proizvedenom od kuvanog
mieka. Broj Lactobacillus spp. kretao od 4,00 do 7.44 log cfu/g u uzorcima
sireva proizvedenim od kuvanog i od 6,15 do 7.60 u uzorcima sireva proizvede-
nim od nekuvanog mieka. Nagi rezultati se slazu sa rezultatima Akkaya 1 San-
cak (2007), koji su dokazali vece vrednosti za broj bakterija mleéne kiseline,
oko 9 log cfu/g u sirevima proizvedenim od nekuvanog mieka. Populacija Lac-
fococcus spp. 1 Lactobacillus spp. u broju, koji smo mi utvrdili u sirevima je
doprinela razvijanju mle¢no-kiselinske fermentacije i posledi¢no tome snizava-
nju pH vrednosti u uzorcima mekih sireva. Bakterije mle¢ne kiseline imaju kru-
cijalnu ulogu u proizvodnji fermentisanih proizvoda kao §to je sir i veliki broj
literaturnih podataka govori u prilog inhibitornom delovanju, koje pokazuju
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Lactococcus spp. 1 Lactobacillus spp. prema stafilokokama (Fang i sar. 1993,
Ortolani i1 sar. 2010, Pereira i sar. 2009, Radovanovi¢ i Kati¢ 2009). Inhibitorno
delovanje bakterija mie¢ne kiseline nije samo posledica snizavanja pH. vec 1
mehanizma kompeticije, smanjenja koli¢ine esencijalnih hranljivih materija i
stvaranja produkata (vodonik peroksid, orhanske kiseline, bakterocini, nizin).

Vrednosti za pH sira su se kretale u uzorcima sira proizvdenim od kuvanog
mleka od 3.94 do 6,31 i u uzorcima sira od nekuvanog mieka od 4,08 do 5,05.
Vrednost za aktivnost vode u uzorcima sira proizvdenim od kuvanog mleka se
kretala od 0,89 do 0,97 i u uzorcima sira od nekuvanog mleka od 0,94 do 0,96.
Sadrza) NaCl u uzorcima sira proizvdenim od kuvanog mieka od 0,49 % do
6.67% 1 u uzorcima sira od nekuvanog mieka od 0,58% do 2,43% (Tabela 1).

Nasi rezultati odredivanja sadrzaja NaCl u mekim sirevima pokazuju da je
najveca dokazana vrednost bila 6,31% u uzorku sira od kuvanog mieka (Tabela
1.). lako su stafilokoke halotolerantni mikroorganizmi u poredenju sa drugim
mikroorganizmima i bakterijama mle¢ne kiseline, NaCl zajedno sa drugim fak-
torima u siru moze da inhibise njihov rast.

Fizitkohemijski parametri u uzorku sira, u kojem dokazano prisustvo entero-
toksina su pogodovali rastu koagilaza pozitivnih stafilokoka, koje su se umnozi-
le do broja 5.25 log cfu/g. Pri uslovima u siru pH 4,84, aktivnosti vode 0,94 1
sadrzaju NaCl 2,08% je bila moguca sinteza enterotoksina $to se slaze sa poda-
cima iz literature. Stvaranje enterotoksina je moguce u rasponu pH od 4,5 do 9.6
i a, od 0,87 do 0,96 (ICMSF. 1996).

ZAKLJUCAK

Od 17 uzoraka sireva koagulaza pozitivne stafilokoke su dokazane u 1
(0.17%) uzorku sira bez zrenja, koji je proizveden od nekuvanog mleka i njihov
broj je bio 5.25 log cf/g. U istom uzorku je dokazano prisustvo enterotoksina.
Fizickohemijski parametri (pH, aktivnost vode i sadrzaj NaCl) u ispitanom
uzorku sira su pogodovali rastu koagilaza pozitivnih stafilokoka i stvaranju
enterotoksina, §to moze da predstavlja rizik od trovanja konzumenata,

Napomena: Istrazivanje u ovom radu je bilo u okviru projekta II1 46009, koji
finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.
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