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! Apstrakt: U cilju utvrdivanja uticaja bakterija mleéne kiseline na
Staphylococcus aureus pradene su populacije Staphylococcus aureus,
Jakiokoka, laktobacila i pH u siru tokom ¢uvanja pri 4°C. Ispitano je 5
Poizvodnih partija belog sira, koji se proizvodi u domadinstvu od kravljeg
Micka, medanjem mieka jutarnje i veSernje muze, uz dodavanje komercijalnog
Smila. Za odredivanje broja Staphylococcus aureus koriséen Je Baird-Parker
#2ar, za odredivanje broja laktokoka je koriséen M-17 agar, a za broj laktobacila
MES agar. Dominantnu mikrofloru belog sira su predstavljali autohtoni sojevi
Sekterija mletne kiseline. Dobijeni rezultati su pokazali da se populacija
Seaphylococcus aureus smanjivala u siru tokom ¢uvanja 10 dana pri 4°C.
eednja vrednost broja Staphylococeus aureus u siru prvog dana je iznosila
97 log cfu/g, a desetog dana 5.86 log cfu/g. Tokom &uvanja smanjivao se i
#0j bakterija mleéne kiseline. Srednja vrednost broja laktokoka prvog dana je
Bosila 8.81 log cfu/g, a destog dana 5.76 log cfu/g. Srednja vrednost broja
Bkiobacila u siru prvog dana je bila 8.89 log cfu/g, a desetog dana 7.23 log
=3/g. Vrednost pH u siru prvog dana Cuvanja se kretala od 4,10-4,66, a desetog
#ma Cuvanja 4.12-4.88. Smanjenje populacije Staphylococcus aureus u belom
Je rezultat niskih pH vrednosti i temperature ¢uvnja.

Kljuéne refi: Staphylococcus aureus, bakterije mle¢ne kiseline, sir

Proizvodnja fermentisane hrane je jedan od najstarijih tehnolo$kih
(Wwcesa prerade hrane koji je poznat Coveku. Jo§ od vremena drevnih
“wilizacija opisane su metode koriséene za fermentaciju mleka, mesa i povréa i
* Zvedtaji datiraju 6000 godina pre nove ere (Caplice i Fitzerald, 1999).



178 R. Savi¢-Radovanovi¢, V. Kati¢

Proizvodnja razli€itih vrsta fermentisanih proizvoda od mleka je razvijena u
svim delovima sveta i svaka je svojstvena sa karakteristicnom istorijom
(Wouters i sar., 2002). U Srbiji se proizvodi beli meki sir na tradicinalan na¢in
u razli¢itim geografskim podrugjima. Ova vrsta sireva se proizvodi uglavnom
od sirovog mleka bez dodavanja starter kultura Sto znai da u procesu
fermentacije ucestvuje samo prirodna mikroflora mleka. Bakterije mletne
kiseline, pre svega laktokoke, mezofilni laktobacili, Leuconostoc spp. i
enterokoke su u zna¢ajnom broju prisutne u mnogim tradicinalno proizvedenim
sirevima u juZnoj Evropi (Tzenetakis i Tzenetaki, 1992, Tayar, 1995, Cogan i
sar., 1997, Caridi, 2003, Marino et al., 2003, Pefié-Mikulec i Jovanovic, 2005).
Buduéi da se beli sirevi proizvode od sirovog mleka, koje moZe biti
kontaminirano sa patogenim mikroorganizmima, dovodi se u pitanje bezbednost
sira. Staphylococcus aures je §iroko rasprostranjen oportuni mikroorganizam.
Znataj ovog mikroorganizma se ogleda u tome §to moZe da dovede do
alimentarnih intoksikacija ljudi ako se konzumira namirnica u kojoj je prisutna
dovoljna koli¢ina enterotoksina, koju stvara ovaj mikroorganizam. Do sada je
opisano 20 seroloski razli€itih enterotoksina (Loncarevi¢ i sar., 2005). Samo
ako se obezbede povoljni uslovi u namirnici Staphylococcus aures moze da se
razmnoZava i da stvara enterotoksine, koji pokazuju otpornost prema visokim
temperaturama, tako i prema temperaturama ¢uvanja pa enterotoksini mogu biti
prisutni u namirnici iako Zivih bakterijskih éelija nema (Jablonski i Bonach,
1997). Staphylococcus aures u sirevima moze da bude poreklom iz mleka, ili iz
spoljne sredine. Muzne Zivotinje su glavni izvor kontaminacije mleka sa
Staphylococcus aures i1 to narofito Zzivotinje sa subklinickim mastitisom
izazvanim ovim mikroorganizmom. Medutim, znadaj l;udn inficiranth sa
Staphylococeus auresom, koji manipuliSu sa mlekom 1 predsatavljaju
potencijalni izvor kontaminacije, nije zanemarljiv. Podaci pokazuju da mleko
sadrzi manji, ili veéi broj stafilokoka (Mijacevié, 1983, Jorgensen i sar. 2005,
Adwan i sar. 2005) §to ukazuje na moguénost da se ova] mikroorganizam moze
naéi i u sirevima, koji se proizvode od sirovog mleka. Na rast populacije
Staphylococcus aureus u mleku i sirevima uti¢u ekoloski uslovi u supstratu. Od
znadajnih ¢inilaca ekoloske sredine mogu se navesti temperatura, pH, aktivnost
vode, oksidoredukcioni potencijal, parcijalni pritisak, koncentracija soli.
Medutim, i prisustvo drugih mikroorganizama, kao $to su bakterije mlecne
kiseline utife na populaciju Staphylococcus aureus. Cilj ovog rada je bio da se
utvrdi uticaj autohtonih bakterija mlecne kiseline na Staphylococcus aureus u
belom siru tokom ¢uvanja pri temperaturi od 4°C.
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Materijal i metod rada

Uzorci sira

Uzorci belog sira iz 5 razli¢itih proizvodnih partija su uzeti iz Jjednog
domacdinstava u okolini Beograda. Sir je proizvoden od kravljeg mleka
mesanjem mleka juarnje i veernje muZe od prethodnog dana. Mleko vedernje
muZe je Euvano i rashladivano tokom noéi u ambijentu gde se proizvodi sir. Po
sjedinjavanju mleka dodavano je komercijalno sirilo (na 10 litara mleka 1
supena kasika sirila). Nakon formiranja grusa, isti je prebacivan u cedilo, potom
je formirana gruda, koja je presovana i na kraju soljena posipanjem kuhinjskom
solju. Uzorei sira su u ruénom frizideru preneti u laboratoriju gde su &uvani u
frizideru 10 dana pri 4°C.

Odredivanje broja Staphylococcus aureus, laktokoka, laktobacila

Izolacija i brojanje kolonija Staphylococcus aureus iz belog sira je
vriena zasejavanjem decimalnih razblaZenja sira na povrinu Baird Parker agara
-(Torlak) 1 inkubacijom 24-48h pri 37°C. Osnovno razblaZenje je pravljeno
prenosenjem 20 g uzorka u 180 ml 2% Na-citrata. Praenje populacije
laktokoka je vrSeno zasejavanjem odgovarajuceg razblaZenja u M-17 agar
(Merck) i inkubacije zasejanih podloga 24h pri 30°C. Pracenje populacije
laktobacila je vrSeno zasejavanjem odgovarajuceg razblazenja u MRS agar i
inkubacije zasejanih ploca 24-48 pri 37°C.

Odredivanje pH

Odredivanje pH u uzorcima belog sira je vrieno pomoéu digitalnog pH-
metra MA 5735 (Iskra). Odmerena koli¢ina sira od 9 g je prebacivana u 30ml
destilovane vode i dobro homogenizovana. Pre merenja je instrument baZdaren
sa dva standardna pufera,

Bakteriloski pregled mleka na uzroénike mastitisa

Uzorci mleka za bakterioloski pregled mleka na uzroénike mastitisa su
uzeti asepti¢no, posle dezinfekcije papila sa 70% etanolom, iz svake &etvrti u
sterilne epruvete. Zasejavanje je vrieno na povriinu hranljivog agara sa
dodatkom 7% ovéije krvi. Posle inkubacije 24-48h pri 37°C, karakteristi¢ne
kolonije §. aureus su umnoZene presejavanjem na kosi hranljivi agar, koji je
inkubiran 24h pri 37°C. Sa kosog hranljivog agara je uzet deli¢ kolonije 1
pravljen je mikroskopski preparat i bojen po Gramu, raden je katalaza test sa
3% vodonik peroksidom i koagulaza test sa razblazenom plazmom kuniéa u
fizioloSkom rasrtvoru (1:5).
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Rezultati istraZivanja i diskusija

Praéenjem populacija Staphylococcus aureus, Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp. 1 pH u belom siru iz 5 proizvodnih partija tokom
Suvanja pri temperaturi od 4°C dobijeni su slede¢i rezultati prikazani u
tabelama 1-5.

Tabela 1. Promena u broju S. aurews, tokom ¢uvanja belog sira iz 5 proizvodnih partija
tokom ¢uvanja 10 dana pri 4°C

Table 1. Change in number of S. aureus from 5 differente charges, during 10 days storage
of white cheese at 4°C

Vreme uzorkovanja Broj S.aureus*/Number S.aureus™®
(dani)/Time of (log cfw/g)
sampling (days)
I 1 11 v A"
1 6.45 6.68 6.99 7.08 7.65
2 6.17 6.91 7.17 7.54 7.46
3 6.02 6.42 7.14 7.22 7.33
4 6.21 6.04 7.22 6.87 7.27
5 5.86 4.84 6.85 7.07 7.33
6 5.79 5.48 6.82 6.89 6.91
7 5.81 436 6.51 6.43 6.99
8 6.24 4.54 5.77 6.98 7.24
9 5.82 5.22 5.57 6.73 7.07
10 5.20 5.84 5.04 6.12 7.09

Tabela 2. Promena u broju laktokoka tokom Cuvanja belog sira iz 5 proizvodnih partija
tokom ¢uvanja 10 dana pri 4°C

Table 2. Change in number of lactococci from 5 differente charges, during 10 days storage
of white cheese at 4°C

Vreme uzorkovanja Broj laktokoka */Number of lactococci
{dani)/Time of (log cfu/g)
sampling (days)
1 11 1 v A’

1 9.60 8.55 9.51 8.32 8.06
2 8.60 9.61 8.00 8.94 8.59
3 8.65 9.90 8.80 929 8.45
- 8.83 8.64 8.56 7.98 7.76
5 8.56 6.86 8.69 8.23 7.80
6 8.59 6.11 7.86 8.49 8.17
7 7.58 8.33 7.71 8.64 831
8 7.15 7.20 7.78 8.39 8.75
9 7.51 5.47 6.36 8.32 7.49
10 7.63 7.12 5.93 8.38 7.38
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Tabela 3. Promena u broju laktobacila tokom ¢uvanja belog sira iz 5 proizvodnih partija
tokom ¢uvanja 10 dana pri 4°C

Table 3. Changes in number of lactobacilli from § differente charges, during 10 days
‘storage of white cheese at 4°C

Vreme uzorkovanja Broj laktobacila® Number of lactobacilli*
(dani)Time of (log cfw/g)
sampling (days)
1 11 11 v Vv

1 9.65 9.32 9.50 8.13 7.86
2 920 9.33 6.69 8.63 7.89
3 8.31 871 8.34 9.36 8.45
4 8.74 8.25 8.60 6.60 8.19
5 1.86 7.10 7.51 7.31 8.06
6 7.98 5.17 6.75 7.68 7.86
7 8.00 7.60 6.39 8.80 8.59
8 7.69 7.19 6.41 8.37 8.78
9 7.50 6.15 6.33 8.55 8.45
10 7.44 6.59 531 8.38 8.43

Tabela 4. Promena pH u belom siru iz § proizvodnih partija tokom fuvanja 10 dana pri
4°C
Table 4. Changes in pH in white cheese from S differente charges, during 10 days storage at
4°C

Vreme uzorkovania pH
(dani)/Time of
sampling (days) 1 il 1l I\ v

1 4.62 4.30 4.10 4.62 4.66
2 4.40 4.12 421 4.69 4.76
3 4.52 4.40 4.20 4.49 4.56
4 4.53 4.46 4.08 4.34 4.73
5 452 4.46 4.05 4.50 4.70
6 457 4.51 4.16 460 4.90
7 4.54 4.39 4.21 4.43 4.80
8 4.45 431 4.10 4.44 4.78
B 4.50 4.29 4.18 4.62 4.88
10 449 441 4.12 4.66 4.88

*srednja vrednost tn merenja/mean valuc of 3 measurements

Na osnovu dobijenih rezultata se moZe zapaziti da je populacija
S.aureus bila prisutna u sirevima iz svih 5 proizvodnih partija tokom Cuvanja od
1. do 10. dana (tabela 1). Populacija ovog mikroorganizma je prvog dana bila
zastupljena sa velikim brojem u sirevima iz svih 5 proizvodnih partija. Najveci
broj S.aureus je bio u siru proizvodne partije 5 (7.65 log cfu/g), a najmanji u
siru proizvodne partije 1 (6.45 log cfi/g). Tokom vremena populacija S.aureus
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se postepeno smanjivala, da bi najniZi broj desetog dana bio zabeleZen u siru
proizvodne partije 3 (5.04 log cfuw/g), $to je za 1.95 loganitamskih jedinica manje
od inicijalnog broja, koji je iznosio 6.99 log cfu/g. Najmanje smanjenje
populacije S.aureus je bilo u siru proizvodne partije 5, u kojem je bio najveéi
inicijalni broj od ispitanih uzoraka. Broj laktokoka su se kretao od 8.06 do 9.60
log cfu/g (tabela 2). Tokom vremena i populacija laktokoka se smanjivala,
izuzev u siru proizvodne partije 4, kada je pocetni broj prvog dana (8.32 log
cfu/g) rastao do 3. dana, a zatim &etvrtog dana iznosio 8.38 log cfw/g i bio
priblizno isti kao prvog dana. Pradenjem populacije laktobacila dobijeni su
rezultati koji pokazuju da se u uzorcima sireva u kojima je bio pre postignut
visok broj laktobacila (proizvodna partija 4) belezi pad, a u siru u kojem je
sporije dostignut najvisi broj (proizvodna partija 5) broj laktobacila rastao
tokom ispitivanja (tabela 3). Potvrda ovog zapaZanja se moZe videti u promeni
pH vrednosti (tabela 4). Najveée smanjenje populacije S.aureus je bilo u siru
proizvodne partije u kojem je postignuta najniza pH vrednost posle 10 dana
¢uvanja pri 4°C.

Nasi rezultati se u pogledu nalaza i broja S.aureus u siru slazu sa
rezultatima, koje su dobili drugi autori (Jorgensen et al. 2005, Cantena et al.
1994, Tayara, 1995, Hafiza, 1997), iako se radi o razli¢itim vrstama sira.
Poreklo 1 wveliki pocetni broj S.awreus u sirevima se moze objasniti
bakterioloSkim pregledom mieka na uzroénike mastitisa. Dobijeni nalaz
pokazuje da su izolovane koagulaza pozitivne stafilokoke iz po 2 €etvriti obe
muzne Zivotinje, ¢ijom muZom je dobijano mleko za proizvodnju belog sira.
Ovome u prilog govori i § hemoliza na krvnom agaru, koju preteZno daju izolati
poreklom od Zivotinja, Velikom potetnom broju S. aureus doprinosi 1 ¢uvanje
mleka vedernje muZe pri temperaturi ambijenta, koja se kretala od 12 do 25°C i
pri kojoj je mogao da se umnoZava ve¢ prisutan S. aureus.

Nalaz bakterija mle¢ne kiseline se slaze sa nalazom Cantena i sar.
(1994) 1 Pesic-Mikulec i Jovanovi¢ (2005), koji su dokazali da je broj ovih
mikroorganizama veéi od 9 logaritamskih jedinica u mekom siru proizvedenom
od sirovog kravljeg mleka. Promena broja laktobacila tokom ¢uvanja sireva u
nasem eksperimentu se slaze sa nalazom Tayara (1995).

U sirevima tokom ¢uvanja, pH vrednost se odrzavala i malo je varirala
u odnosu na pocetnu vrednost (tabela 4). Broj laktokoka 1 laktobacila je uticao
na promenu pH vrednosti u siru, a promena broja S. awreus je zavisila od
dostignute pH vrednosti i duzine delovanja. Zapaza s¢ da je u siru iz proizvodne
partije 3 sa krajnjim pH 4.12 1 velikom poéetnim brojem laktokoka i laktobacila
dodlo do smanjenja broja S. aureus za dve logaritamske jedinice (tabela 1). U
sirevima kod kojih je dostignuta pH vrednost bila visa od 4.33 do 4.66 broj S.
aureus se smanjio za 0.5 do 1 logaritamsku jedinicu. Na$ nalaz se slaZe sa
nalazima, koje su dobili drugi autori (Tayar, 1995, Bachmann i Spahr, 1993,
Vernozy-Rozand, 1998) po kojima se broj S. awreus u siru smanjuje posle
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odredenog vremena. Smanjenju populacije ovog mikroorganizma je doprinela i
temperatura ¢uvanja pri 4°C, jer se kao minimalna temperatura pri kojoj moze
da raste S. aqureus u literaturi navodi 7°C (4dams i Moss, 1995).

Zakljucak

Populacija Staphylococcus aureus je bila prisutna u svih 5 proizvodnih
partija belog sira tokom &uvanja. Prvog dana bila je zastupljena sa brojem 6.45
do 7.65 log cfu/g, a 10. dana sa brojem 5.20 do 7.9 log cfu/g.

Analizom mleka je utvrdeno da je Staphylococcus aureus poreklom iz
mle¢ne Zlezde muznih Zivotinja, kod kojih je bakterioloskim pregledom
izolovan koagulaza pozitivan S. aureus iz po 2 Cetvrti mlecne Zlezde.

Broj Staphylococcus aureus se smanjivao tokom ¢uvanja 10 dana pri
4°C. U uzorcima sira sa vec¢im pocetnim brojem laktokoka i laktobacila i
najnize postignutom pH vredno$éu (4.12) bilo je najvee smanjenje broja
Staphylococcus aureus.

THE EFFECT OF AUTOCHTONOUS LACTIC
ACID BACTERIA ON STAPHYLOCOCCUS
AUREUS IN WHITE CHEESE

R. Savié Radovanovié, V. Katié¢
Summary

For the purpose of determination of the effect of lactic acid bacteria on
Staphyiococcus aureus populations of Staphylococcus aureus, lactococel,
lactobacilli and pH in cheese were monitored during storage at 4°C
temperature. Five production batches of white cheese were analyzed. Cheese
was produced on the farm using cow milk from moming and evening milking,
and commercial rennet. For determination of the number of Staphylococcus
aureus Baird-Parker agar was used, for determination of number of lactococci
M-17 agar, and for number of lactobacilli MRS agar. Dominant microflora of
white cheese were autochtonous strains of lactic acid bacteria. Obtained results
showed that Staphylococcus aureus population in cheese decreased during
storage in duration of 10 days at 4°C. Mean value of number of Staphylococcus
aureus in cheese on the first day was 6.97 log cfu/g, and on the 10® day 5.86
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log cfi/g. During storage also the number of lactic acid bacteria decreased.
Mean value of number of lactococci on the first day was 8.81 log cfu/g, and on
the 10th day 5.76 log cfu/g. Mean value of number of lactobacilli in cheese on
the first day was 8.89 log cfu/g, and on the 10th day 7.23 log cfu/g. Value of pH
in cheese on the first day of storage varied from 4,10-4,66, and on the 10th day
of storage 4.12-4.88. Decrease of population of Staphylococcus aureus in white
cheese is the result of low pH values and storage temperature.

Key words: Staphylococcus aureus, lactic acid bacteria, cheese
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