D. Samarzija i sur.: Staphylococcus aureus... Miljekarstvo 57 (1) 31-48, 2007.

Staphylococcus aureus u siru

Dubravka Samarzija, Sonja Damjanovi¢, Tomislav Pogaci¢

Pregledni rad - Review UDK: 637.354/579.861.2

Sazetak

Rast bakterije Staphylococcus aureus u siru tijekom proizvodnje i pohrane
sira moze uzrokovati stvaranje enterotoksina odgovornih za nastanak bolesti
ljudi. Medutim, zbog specificnih osobina te bakterije i sloZenosti sira kao
medija za njihov rast, u praksi je cCesto vrlo tesko procijeniti stvarnu
sposobnost prezivljavanja tih patogenih bakterija u razlicitim vrstama sira.
Osim toga, podatci iz literature o ucestalosti kontaminacije i stupnju
enterotoksicnosti sojeva S. aureus znacajno se razlikuju. Radi objektivnije
procjene potencijalnog mikrobioloskog rizika za covjeka, zbog moguce
prisutnosti bakterije S. aureus u siru, ovaj pregledni clanak ukratko opisuje
osnovne karakteristike bakterije S. aureus i njihov utjecaj na higijensku
ispravnost sira. Takoder, u radu su prikazani viastiti rezultati istraZivanja
prisutnosti S. aureus bakterija u tradicionalnim (autohtonim) tvrdim ovcjim
sirevima proizvedenim od sirovog mlijeka.

Kljucne rijeci: Staphylococcus aureus, enterotoksini, sir, tradicionalni
ovcji sirevi

Uvod

U odnosu na ostalu hranu sir je, radi prisutnosti Staphylococcus aureus
bakterije i/ili stafilokoknih enterotoksina (SE), rijetko uzrokom bolesti ljudi
(Fox 1 sur., 2000.; Cogan, 2003.b; Heggum, 2006.). Usprkos toj ¢injenici
sposobnost rasta i1 prezivljavanja bakterije S. aureus utvrdena je u mnogim
vrstama sireva (Gomez-Lucia i sur., 1992.; Alterkruse i1 sur., 1998.;
Vernozy-Rosand 1 sur., 1998.; De Buyser 1 sur., 2001.). Tim
bakterijama sir se moze kontaminirati mlijekom i/ili tijekom cijelog
proizvodnog procesa (Walestra i1 sur., 1999.). Velik broj sojeva S. aureus
ima sposobnost stvaranja ekstracelularnih termostabilnih enterotoksina, koji
svoju biolosku aktivnost zadrzavaju 1 nakon toplinske obrade mlijeka i/ili
sirnog grusa. (Fox 1 sur., 2000.). Medutim, direktna opasnost SE za zdravlje
covjeka je njihova rezistentnost na vecinu proteolitickih enzima probavnog
sustava i nizak pH zeluca (Gouloumes i sur., 1996.; Balaban i Rasooly,
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2000.). Specifi¢nosti pojedinih sojeva S. aureus bakterija i sloZenost sira kao
medija, razlogom su varijabilnih, a ¢esto puta i kontradiktornih rezultata koji
se navode u literaturi (Le Loir 1 sur., 2003.). Osim toga, sustavi kontrole 1
izvori informacija o kontaminiranosti sira S. aureus bakterijama razlikuju se
od zemlje do zemlje (cit. Rosec 1 sur., 1997.; De Byser i sur., 2001.). Iz
tih razloga, za ljudsko zdravlje, vrlo je teSko procijeniti i definirati stvarni
mikrobioloski rizik od moguce prisutnosti bakterije S. aureus u siru.

Radi objektivnije procjene potencijalnog mikrobioloskog rizika za
covjeka ovaj pregledni Clanak ukratko opisuje: temeljne 1 nove spoznaje
vezane na S. aureus 1 SE, mikrobioloSke rizike, preventivne mjere u odnosu na
kvalitetu sira - hladenje, pasterizaciju, te vaze¢u EU i nacionalnu legislativu.
Takoder, u radu su prikazani vlastiti rezultati istraZivanja prisutnosti S. aureus
bakterija u tradicionalnim (autohtonim) tvrdim ov¢jim sirevima proizvedenim
od sirovog mlijeka.

Staphylococcus aureus

S. aureus je Gram-pozitivna, katalaza pozitivna, fakultativno anaerobna
bakterija koja raste na temperaturi od 7 - 48 °C (optimum: 37 °C) i u uvjetima
pH vrijednosti sredine izmedu 4 - 10 (optimum: 6 - 7). U odnosu na sve druge
bakterije, S. aureus podnosi najnizu koli¢inu raspolozive vode (a,, minimum:
0,83 - 0,86) 1 vrlo visoke koncentracije soli (15 - 20 %). U siru S. aureus moze
biti humanog i animalnog podrijetla (Gilmour i Rowe, 1985.; Kloos i
Schleifer, 1986.; Asperger 1 Zangerl, 2002.). Budu¢i da je posljednjih
desetak godina S. aureus najcesce izolirani uzrocnik subklini¢kog i klinickog
mastitisa muznih Zivotinja (30 - 40 %), ta patogena bakterija u danasnjim
uvjetima proizvodnje mlijeka vrlo ¢esto kontaminira sirovo mlijeko (Abbar i
sur., 1986.; Gilmour 1 Harvey, 1990.; Asperger, 1994.). Istovremeno,
broj rezistentnih sojeva na primjenu antibiotika u lije¢enju mastitisa povecao
se na priblizno 70 %. (Asperger i Zangerl, 2002.). Zbog toga mlijeko
infektivnog vimena moze sadrzavati i do 10® bakterija /mL (cfu). U odnosu na
ostale patogene bakterije koje mogu kontaminirati sir, za nastanak bolesti
infektivni broj S. aureus bakterija relativno je velik (~10° cfu/mL/g). Razlog
tome je Cinjenica da uzro¢nik bolesti nije vegetativna stanica bakterije sama po
sebi, ve¢ enterotoksin(i) koje stvara (Fox 1 sur., 2000.; Lindqvist i sur.,
2002.). Naime, velik broj sojeva S. aureus sposoban je stvarati ekstracelularne
termostabilne enterotoksine, koji svoju biolosku aktivnost zadrzavaju i nakon
toplinske obrade mlijeka i/ili sirnog grusa (Walstra 1 sur., 1999.). U tom
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smislu, sir je za covjeka toksican 1 kada vegetativna stanica bakterije viSe nije
prisutna.

Stafilokokni enterotoksini (SE)

Svi stafilokokni enterotoksini (SE) su proteini relativno male molekularne
mase od 26 900 do 29 600 Da. Do danas je identificirano i opisano 20 vrsta
SE: SEA-SEE, SEG -SER, i SEU (cit. Jorgensen 1 sur., 2005.; cit.
Hennekinne 1 sur., 2006.) Ovisno o pH vrijednosti sredine, vrsta SEC
svrstava se u tri podvrste, SEC1, SEC2 1 SEC3. Enterotoksini od SEI do SEU
identificirani su na genetskoj razini, ali jo$ nije u potpunosti potvrdena njihova
ekspresija u siru (Cremonesi i1 sur., 2006.; Kérouanton 1 sur., 2007.)
Uvjeti u kojima stanica stvara SE (ay, temperatura, pH, prisustvo ili odsustvo
kisika) razlikuju se od uvjeta rasta vegetativne stanice. Tako npr. vrste SEB i
SEC stanica nece stvarati ukoliko je ay manji od 0,93, iako S. aureus raste i u
uvjetima ay, od 0,83. Mjerljivu koli¢inu vrsta SEB 1 SEC stanica moze stvoriti
u aerobnim uvjetima kada je pH 5,1. Istovremeno, u anaerobnim uvjetima i pH
sredini od < 5,7 stanica ne stvara mjerljivu kolicinu SE (Notermans i
Heuvelman, 1983.). Neke vrste SE (npr. A i E) nastaju u vrijeme
eksponencijalnog rasta stanice, dok druge vrste SE (npr. B i C) uglavnom
nastaju u stacionarnoj fazi rasta stanice. Enterotoksi¢ni sojevi humanog
podrijetla uglavnom stvaraju SE vrste A, C 1 D, dok enterotoksi¢ne sojeve
animalnog podrijetla, u vecini slucajeva, stvaraju vrste C i D (Hajek, 1978.;
Smith 1 Bencivengo, 1985.). U odnosu na podrijetlo izmedu 40 - 60 %
enterotoksi¢nih sojeva S. aureus je humanog, a 5 - 30 % animalnog podrijetla.
Sojevi izolirani iz toksi¢nih proizvoda u 75 % slucajeva pripadaju humanom
serotipu SEA (Rosec 1 sur., 1997.; Normanno i sur., 2005.) Medutim,
Kérouanton i sur. (2007.) u infektivnim sirevima po prvi su put uz humani
(84 %) utvrdili i ov¢ji te domacin nespecificni S. aureus biotip (16 %).
Stafilokokni enterotoksini (SE) su soj specificni, a jedan soj istovremeno moze
stvarati jedan ili viSe enterotoksina (Bautista i sur., 1988.; Holeckova i
sur., 2002.; Le Loir i sur., 2003.; Cremonesi i sur., 2006.). Interesantno
je istaknuti da S. aureus ne stvara uvijek SE, premda posjeduje gen za njihovo
stvaranje.

MikrobioloSki rizici
Sir je, kao 1 drugi proizvodi koji sadrze veliku koli¢inu proteina, dobar
medij za rast bakterije S. aureus. Patogenom bakterijom S. aureus sir se moze

33



D. Samarzija i sur.: Staphylococcus aureus... Miljekarstvo 57 (1) 31-48, 2007.

kontaminirati mlijekom tijekom proizvodnog procesa 1 naknadnom
kontaminacijom. Zbog svog sastava i svojstava sirovo mlijeko osigurava
gotovo optimalne uvjete za rast bakterije S. aureus, tim viSe $to je ta bakterija
rezistentna na sve prirodne antimikrobne supstance mlijeka, laktoperoksidazni
sustav, lizozim, laktoferin i dr. (Reiter, 1985.). U usporedbi s rastom u
sirovom mlijeku S. aureus bolje raste u pasteriziranom mlijeku (Walker i
Harmon, 1966.). Osim mlijeka, pove¢an mikrobioloski rizik za mogucu
prisutnost bakterije S. aureus u siru uvjetuje i neaktivna kultura. Zbog ostatka
antibiotika u mlijeku, ili zbog kontaminacije kulture bakteriofagima, kultura
gubi svoju aktivnost. Odnosno, stvaranje mlijecne kiseline u mlijeku/grusu je
usporeno i/ili potpuno zaustavljeno zbog cega izostaje inhibitorno djelovanja
mlijecne kiseline na rast bakterije S. aureus u siru (Fox, 2000.; Cogan,
2003.a)

Mikrobioloski rizik prisutnosti S. aureus 1 SE u siru predstavljaju i
odredeni tehnoloski procesi koji se koriste u proizvodnji sira. Tako soljenje
sirnog zrna, postupci koji se koriste u prvih sedam dana u proizvodnji vecine
polutvrdih i tvrdih sireva, te uvjeti zrenja karakteristi¢ni za sireve s rastom
plijesni ili bakterija na povrsini sira, pogoduju rastu enterotokoksi¢nih sojeva
S. aureus (Sutherland, 2003.; Scott, 1998.b; Megrand i sur., 1999,
Mufioz 1 sur., 2006.) Nepromijenjena organolepticka svojstva sira, takoder
predstavljaju mogucéu prisutnosti S. aureus 1 SE, jer ta svojstva nisu u
korelaciji s razinom kontaminiranosti sira tim bakterijama.

Medutim, najve¢im mikrobioloSkim rizikom smatraju se fizikalna 1
kemijska svojstva SE, prije svega termorezistentnost (100 °C / 30 min.) i
rezistentnost na vecéinu proteolitiCkih enzima probavnog trakta covjeka i
proteolitickih enzima sira, te otpornost na nizak pH Zeluca covjeka.
Konzumacijom kontaminiranog sira, SE nepromijenjeni prolaze kroz Zeludac i
crijeva, resorbiraju se u krvotok i uzrokuju bolest ljudi. Simptomi bolesti su
mucnina, povracanje, bolovi u zelucu, dijareja. Zabiljezeni su, ali rjede,
glavobolja i snizavanje krvnog tlaka. Intoksikacija nastaje unutar 30 minuta do
8 sati nakon konzumacije sira, a bolest traje jedan dan. Temeljem
epidemioloskih studija, za ¢ovjeka se navodi infektivna doza SE od <1 pg do
40 pg (Balaban 1 Rasooly, 2000.; Ikeda i sur., 2005.) Odnosno, tako
velik raspon vrijednosti infektivne doze SE potrebne za nastanak bolesti moze
se objasniti ¢injenicom da korelacija izmedu broja S. aureus 1 koncentracije
SE u siru jo$ uvijek nije potvrdena. Mnoga neodgovorena pitanja vezana za
rast i prezivljavanje S. aureus u siru uvjetuju i korisStenje opcéeprihvaéenih
preventivnih mjera koje se koriste u sprjeCavanju rasta vecine patogenih
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bakterija - hladenje i pasterizacija mlijeka. Jedina specifi¢na preventivna mjera
u kontroli rasta bakterije S. aureus u siru je koriStenje aktivne mikrobne
kulture u odnosu na koju te bakterije pokazuju slabu kompetivnost (Mayra-
Mikinen i1 Bigret, 1998.; Rodriguez i sur., 2005.) Medutim, aktivna
kultura ne djeluje na smanjenje koncentracije SE koja je nastala prethodnim
rastom bakterije u mlijeku i/ili gruSu. U mikrobioloski rizik ubrajaju se i
razli€iti sustavi kontrole 1 izvori informacija u pojedinim europskim zemljama
koji otezavaju objektivniju procjenu rizika (De Buyser i sur., 2001.).
Takoder, za relevantno tumacenje pojave bolesti ljudi zbog prisutnosti S.
aureus 1/ili njegovih enterotoksina u siru, podatci su nepotpuni (Garbutt,
1997.). Naime, svi slucajevi bolesti nisu zabiljezeni, a za zabiljeZene slucajeve
vrlo Cesto nije navedena vrsta mlije¢nog proizvoda.

S. aureus - rast u siru

IstraZivanja sposobnosti rasta i preZivljavanja enterotoksi¢nih sojeva S.
aureus provedena su za svjeze, meke, polutvrde, tvrde, sireve s plemenitom
plijesni u unutrasnjosti sira, pasta filata sireve, topljene i albuminske sireve.
Sirevi su proizvedeni od sirovog i/ili pasteriziranog kravljeg, kozjeg ili ov¢jeg
mlijeka. Mlijeko je inokulirano bakterijama S. aureus u broju izmedu 10° do
10"/mL, te je koristena aktivna i slabo aktivna kultura. Rezultati istrazivanja
objedinjeni su u Dokumentu EC (2003.) na osnovi kojih je procijenjena
sposobnost rasta S. aureus u razli€itim vrstama sireva (tekst 1.1., 1.2., 1.3,
1.4., 1.5., 1.6.). Takoder, podatci o sposobnosti rasta bakterije u razli¢itim
vrstama sira dopunjeni su i rezultatima iz ostale dostupne literature.

1.1. Svjezi sirevi

Neovisno je li u proizvodnji svjezih sireva koriSteno sirovo ili
pasterizirano mlijeko, za te sireve nije utvrden rast S. aureus niti nakon
inokulacije mlijeka s 10° organizama/mL. Sposobnost rasta bakterije S. aureus
u svjezim sirevima inhibirana je brzim stvaranjem visoke koncentracije
mlije¢ne kiseline 1 posljedicno tome niskom pH vrijednosti sira (<5). Zbog
toga, visok postotak vlage (~55 %), ay, (0,95 - 0,97) i €injenica da ti sirevi ne
zriju (odrzivost u uvjetima temperature hladnjaka je od 5 - 30 dana), ne utjecu
na sigurnost proizvoda. Jedino u sluCaju neaktivne kulture i/ili niske
koncentracije prirodne mikrobne populacije, pretpostavlja se, ti sirevi mogu
sadrzavati S. aureus.
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1.2. MekKi sirevi

U odnosu na sposobnost rasta i prezivljavanja bakterije S. aureus u mekim
sirevima treba razlikovati Cetiri razli¢ite podskupine tih sireva: meki sirevi za
koje je karakteristicna isklju¢ivo mlijecna fermentacija, meki sirevi s
plemenitom plijesni na povrSini sira, meki sirevi s mazom na povrsini sira te
feta 1 ostali bijeli sirevi u salamuri (Scott, 1998.a). Kada mlijeko sadrzi >103
S. aureus bakterija/mL, od skupine mekih sireva jedino u sirevima s plijesni i
mazom na povrsini sira, utvrdena je S. aureus i/ili SE (Meyrad i sur., 1998.).
U odnosu na ostale meke sireve ti se sirevi razlikuju po ve¢em postotku vlage
(~50 %), ay (0,97 - 0,98), pH (6,8 - 6,9) te tehnologiji proizvodnje (sporo
stvaranje mlijeCne kiseline, niske temperature obrade gruSa, temperature
zrenja 12 - 16 °C) S§to ih ¢ini gotovo idealnom sredinom za rast S. aureus
bakterija (Johnson, 1998.). Prisutnost S. aureus 1/ili enterotoksina u ostalim
mekim sirevima moze se utvrditi jedino ako se radi o tehnoloskoj pogresci
(Vernozy-Rozand i sur., 1998.; Bintsis 1 Papademas, 2002.).

1.3. Sirevi s plemenitim plijesnima u unutrasnjosti sira

Usprkos ¢injenici da je pH vrijednost zrelih sireva s plemenitim
plijesnima u unutrasnjosti sira 6,0 - 6,5, a tipic¢ni ay 0,97 (Scott, 1998.a),
izgleda da ti sirevi nisu ugodna sredina za rast i prezivljavanje enterotoksi¢nih
sojeva S. aureus. Istrazivanja pokazuju da bakterija S. aureus nije prezivjela u
uvjetima sredine tih sireva, ¢ak ni onda kada je u proizvodnji sira koriStena
slabo aktivna kultura i inokulum od 10’ organizama/mL. Takoder, analizom
nasumce uzetih 256 sireva iz trgovina u Francuskoj, utvrdeni broj S. aureus
bakterija bio je manji od 100/g. za tu skupinu sireva (Boer de 1 Kuik,
1987.). Na prezivljavanja S. aureus u tim sirevima znacajan utjecaj moze se
pripisati kompetitivnom djelovanju P. rogueforti.

1.4. Polutvrdi i tvrdi sirevi

U odnosu na rast i prezivljavanje bakterije S. aureus u polutvrdim i tvrdim
sirevima znacajno je da se njihov broj smanjuje tijekom zrenja. Najcesce
nakon 30 dana zrenja sir vise nije pozitivan na prisutnost S. aureus, neovisno o
pocetnoj razini kontaminiranosti mlijeka i/ili sirnog gruSa (Gomez- Lucia i
sur., 1990.; Rodriguez i sur., 2005.). Medutim, zbog tehnoloskih procesa ti
su sirevi dobar medij za rast bakterije S. aureus u prvih sedam dana
proizvodnje. Jednako tako, ako je broj bakterija bio visok, njezini
enterotoksini mogu biti prisutni u siru na kraju zrenja u koncentraciji dovoljnoj
za nastajanje bolesti ljudi (Gomez- Lucia i sur., 1990.; Cogan, 2003.b).
Istovremeno, sposobnost rasta i preZivljavanje enterotoksi¢nih sojeva S.
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aureus nije utvrdeno u tim sirevima kada mlijeko i/ili sirni gru§ sadrzi do 10°
bakterija/mL/g.

1.5. Pasta filata i topljeni sirevi

U tehnologiji proizvodnje pasta filata i topljenih sireva koriste se
temperature obrade sirnog tijesta vise od 80 °C koje potpuno inaktiviraju rast
bakterije S. aureus. 1z tih razloga ti su sirevi, na prisutnost te bakterije,
potpuno sigurni proizvodi.

1.6. Albuminski sirevi

Albuminski sirevi, u usporedbi s ostalim sirevima, zbog svog sastava i
svojstava (pH > 6; aw 0,94 - 0,96) najbolji su medij za rast i prezivljavanje
bakterije S. aureus. Unutar 6 - 24 sata u tim sirevima broj bakterija S. aureus
moze biti veéi od 10°g i u sludajevima kada su bakterije u mlijeku prisutne u
broju od 10” organizama/mL.

Hladenje i pasterizacija mlijeka

Hladenje 1 pasterizacija najceS¢e su opceprihvacene preventivne mjere
koje se koriste u kontroli rasta patogenih bakterija u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima (Walestra 1 sur., 1999.). Tako ¢e uobicajene temperature
hladenja mlijeka ispod 10 °C zaustaviti rast te stvaranje enterotoksina
enterotoksi¢nih sojeva S. aureus prisutnih u sirovom mlijeku. Takoder S.
aureus nece prezivjeti uobiCajene temperature pasterizacije mlijeka koje se
koriste u proizvodnji sira (63 - 65 °C/30 min.; 72 - 75 °C/15 - 30 s). Nazalost,
neovisno o hladenju i pasterizaciji mlijeka, kontaminacija sira tim bakterijama
1 prisutnost enterotoksina moguca je zbog ubikvitarnosti bakterije S. aureus i
termostabilnosti njezinih enterotoksina (Otero i sur., 1993.; Le Loir i sur.,
2003.). Iz tih razloga, op¢eprihvacene preventivne mjere u kontroli rasta, S.
aureus u siru nemaju veliko znacenje. S druge strane, hladenje mlijeka potice
rast psihrotrofne mikrobne populacije koja zbog svojih termostabilnih
proteolitickih 1 lipolitickih enzima negativno utjece na kvalitetu sira (Suhren,
1989.; Rowe i sur., 1990.). Ti enzimi kataliziraju biokemijske reakcije koje
povecavaju razinu slobodnih masnih kiselina koje su uzrokom stranog okusa
sira. Osim toga, njihovim proteolitickim djelovanjem dolazi do djelomicne
razgradnje PB-kazeina s tendencijom napuStanja kazeinske micele. Negativan
utjecaj hladenja mlijeka na kvalitetu sira jo$ je naglaSeniji za ovc¢je mlijeko
budu¢i da je udjel B-kazeina u odnosu na ukupni kazein gotovo 50 %. Zbog
hladenja izazvane promijenjene strukture kazeinskih micela mlijeka negativno
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utjecu na mikrostrukturu sira odgovornu za senzorna svojstva odredene vrste
sira (Tavaria 1 sur., 2006.). Pasterizacija, kao i hladenje mlijeka, uz
pozitivan ima 1 negativan utjecaj na kvalitetu sira, posebice na proces zrenja i
senzorske karakteristike sira. Razlogom negativnog utjecaja na kvalitetu su
ireverzibilne promjene odredenih mikrobioloskih, enzimatskih i fizikalnih
karakteristika mlijeka vaznih u proizvodnji i zrenju sira. Najznacajnije
ireverzibilne promjene su aktivacija/inaktivacija prirodnih enzima i proenzima
mlijeka i denaturacija sirutkinih proteina (Bachmann i sur., 1995.; Grapin
i1 Beuvier, 1997.). Te fizikalne i kemijske promjene sastojaka mlijeka
umanjuju prirodnu sposobnost mlijeka za sirenje. Potom uzro¢no-posljedi¢no
dolazi do modifikacija mikrobioloskih i biokemijskih reakcija tijekom zrenja
sira koje su odgovorne za senzorska svojstva sira.

Legislativa

Dopustena razina kontaminiranosti mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda S.
aureus bakterijama propisana je EU Uredbom Vijeca 92/46/EEC, te
nacionalnim propisima sadrzanim u Pravilniku o kakvoéi svjezeg sirovog
mlijeka (NN46/94), Pravilniku o mikrobioloskim standardima za namirnice
(NN102/00) 1 Zakonu o hrani (NN 117/03, 130/03,48/04). Svrha
mikrobioloskih kriterija opéenito, pa tako i1 za prisutnost S. aureus u siru, je
zaStita potroSaca. Medutim, vazeCom legislativom propisan broj bakterija S.
aureus u siru nije uvijek dobar indikator i jamstvo za potpuno siguran
proizvod. Naime, odsustvo bakterije S. aureus ne mora znaciti da sir ne sadrzi
SE. Suprotno, prisutnost tih bakterija u siru ne mora uvijek znaciti da se radi o
enterotoksi¢nim sojevima. Zbog toga je 2003. godine EU znanstveno vijece za
veterinarske postupke u javnom zdravstvu (Scientific Committee on
Veterinary Measures relating to Publich Health) predlozilo na usvajanje nove
mikrobioloske kriterije prisutnosti S. aureus bakterija u siru (EC Dokument,
2003.). Za mekane, polutvrde i1 tvrde sireve to znaci da se vazeci kriterij
utvrdivanja samo prisutnog broja bakterije S. aureus smije koristiti unutar 72
sata od proizvodnje. Nakon 72 sata te skupine sireva treba analizirati na
prisutnost SE. Alternativno, dopusta se preliminarno utvrdivanje enzima
termonukleaze (TNase) u tim sirevima. Ako se utvrde pozitivni rezultati,
analiza utvrdivanja SE u siru postaje obvezna. Utvrdivanje broja bakterije S.
aureus u svjezim 1 albuminskim sirevima dovoljno je za procjenu zdravstvene
ispravnosti, te se taj kriterij ne mijenja.
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S. aureus u tvrdim ovcijim sirevima - vlastiti rezultati

Posljednjih desetak godina u Hrvatskoj je porasla proizvodnja
tradicionalnih (autohtonih) sireva zbog oCuvanja tradicije vlastite proizvodnje,
zastite ruralnih podrucja i prepoznatljivosti tih sireva na svjetskom trziStu
(Samarzija 1 sur., 2006.). Tradicionalni (autohtoni) sirevi u svim zemljama,
pa tako 1 u Hrvatskoj, uglavnom se proizvode od sirovog mlijeka, te se
okusom i teksturom znacajno razlikuju od istih vrsta sireva proizvedenih od
pasteriziranog mlijeka (Beuvier 1 sur., 1997.; Muir 1 sur., 1997
Demarigny i sur., 1996., 1997.; Andrighetto i sur., 2002.; Samarzija i
sur., 2004.). Medutim, ¢esto takvu proizvodnju prate losiji higijenski uvjeti,
pa ti sirevi predstavljaju veéi mikrobioloski rizik za zdravlje ljudi, u odnosu na
sireve proizvedene od pasteriziranog mlijeka (Ryser, 1998.; De Buyser i
sur., 2001.).

Budu¢i da u Hrvatskoj ima vrlo malo podataka o mikrobioloskoj kvaliteti
na$ih tradicionalnih (autohtonih) sireva, svrha istrazivanja bila je utvrditi
prisutnost bakterije S. aureus u tvrdim ov¢jim sirevima. Metodom izbora
nasumce, u razdoblju od 2002. - 2006. godine, prikupljeno je i analizirano 89
sireva. Sirevi zrelosti 60 dana: paSki (n=58), istarski (n=20), ostali (n=11)
proizvedeni su na obiteljskim gospodarstvima od sirovog ov¢jeg mlijeka.
Zrelost sira od dva mjeseca izabrana je na osnovi Cinjenice da je nalaz
bakterije S. aureus u polutvrdim i tvrdim sirevima najceS¢e negativan vec
nakon 30 dana zrenja (Fonteca i sur., 1990.; Johnson i sur., 1990.). Za
tumacenje rezultata koriStena je vazeca EU Uredba vijeca 92/46/ EC. Prema
Uredbi gornja dopustena granica kontaminiranosti sira bakterijom S. aureus je
10 000/g budu¢i se pretpostavlja da do te granice bakterija ne stvara toksi¢ne
doze enterotoksina u siru (Garbutt, 1997.; Ryser, 1998.).

Od ukupno analiziranih sireva 54 % uzoraka bilo je pozitivno na
prisutnost S. aureus. Medutim, kada se prema vazeéim propisima usporedi
dopusteni broj tih bakterija u siru, jedino je 13 % paSkih 1 7 % istarskih sireva
(grafikon 1) sadrzavalo vise od 10 000 bakterija/g. Naime, broj S. aureus
bakterija od 10 000/g je gornja dopustena granica kontaminiranosti sira tim
bakterijama jer se pretpostavlja da do te granice bakterijska stanica ne stvara
toksicne doze enterotoksina u siru. (Garbutt, 1997.; Ryser, 1998.).
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Grafikon 1: Utvrdeni broj bakterije S. aureus u tradicionalnim (autohtonim)

tvrdim ovcjim sirevima proizvedenim od sirovog mlijeka u
razdoblju od 2002. - 2006. godine

Figure 1: The estimated number of S. aureus bacteria in autochthonous hard
sheep cheese made from raw milk in period 2002 - 2006

Na osnovi tih 1 rezultata prethodnih istrazivanja o potencijalnoj prisutnosti
patogenih bakterija S. aureus, L. monocytogenes 1 E. coli O157:H7 u tvrdim
ov¢jim sirevima, moze se zakljuciti da ti sirevi nisu pogodan medij za rast
patogenih bakterija (Samarzija i1 sur., 2003.). Od ukupno 38 analiziranih S.
aureus utvrden je samo u jednom siru u broju od 720 bakterija/g, dok je u
ostalim sirevima njihov broj bio manji od 100/g. U tom smislu moZe se tvrditi
da ta vrsta sireva sama po sebi ne predstavlja vecu opasnost za ljudsko
zdravlje u odnosu na istu vrstu sireva proizvedenih od pasteriziranog mlijeka.

Prisutnost bakterije S. aureus u nekim od analiziranih sireva moze se
objasniti relativno kratkim vremenom zrenja (potrebno vrijeme zrenja do pune
zrelosti te skupine sireva je izmedu 4 - 5 myjeseci). Za skupinu paskih i
istarskih sireva, u kojima je utvrdeni broj bakterija S. aureus bio > 10 000/g,
koriStenje mastiticnog mlijeka u proizvodnji sira Cini se glavnim, ako ne i
jedinim, uzrokom prisutnosti bakterije. Vautor i sur. (2003.) takoder su u
svojim istrazivanjima potvrdili da je kontaminacija ov¢jih sireva proizvedenih
od sirovog mlijeka bakterijom S. aureus uzrokovana ponajprije infekcijom
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vimena. Stoga je manje vjerojatno da su loSi higijenski uvjeti proizvodnje
uzrokom te kontaminacije i u nasim istrazivanim sirevima.

Zakljucak

U svijetu se od sirovog mlijeka proizvodi 700 000 tona sira/godiSnje
(Grappin 1 Beuvier, 1997.). Posebice je takva proizvodnja znacajna za
sirarstvo Svicarske, Francuske i Italije te u proizvodnji zaiticenih sireva
(PDO/PGI-Protected Denomination of Origin/Protected Geographical
Indication). Medutim, radi zastite zdravlja potroSaca europska i nacionalna
legislativa svake zemlje propisuje striktne mikrobioloske standarde koji
vrijede za sve sireve na trziStu, neovisno o tome je li sir proizveden od sirovog
ili pasteriziranog mlijeka. Razlog primjene striktnih mikrobioloskih standarda
je ¢injenica da su sirevi, kao i drugi proizvodi koji sadrze veliku koli¢inu
proteina, povoljan medij za rast veéine patogenih bakterija. Osim toga, ni
jedna tehnologija proizvodnje sira ne moze garantirati potpuno siguran
proizvod. (Fox 1 sur., 2000.). Medutim, prisutnost i prezivljavanje S. aureus i
svih ostalih patogenih bakterija u siru uvjetovano je nizom Cinitelja: pocetnom
broju bakterija, prisutnosti drugih bakterijskih vrsta, fizioloSkom statusu
patogenih sojeva, koncentraciji mlije¢ne kiseline (pH), biokemijskim
promjenama tijekom zrenja, te vrstom i sastavom sira (Buchmann, 1995.).
Dodatno, problem u procjeni stvarnog mikrobioloskog rizika uvjetovan je
¢injenicom da se egzaktno ne moZze utvrditi sposobnost prezivljavanja tih
bakterija u siru. Naime, u studijama rasta patogenih bakterija u siru opcenito,
mlijeko se gotovo uvijek inokulira patogenim bakterijama kojima je potom
dopusten optimalan rast. Sposobnost rasta patogenih sojeva S. aureus u siru
neée zato biti ista kao u optimalnim uvjetima koji se koriste u
eksperimentalnim uvjetima laboratorija. Na temelju tako provedenih studija,
hipotezu o sposobnosti prezivljavanja odredene patogene vrste u siru nije
uvijek moguce potvrditi. Hipotezu je teSko potvrditi i zbog Cinjenice §to je
prirodna kontaminacija mlijeka tim bakterijama znatno niZza u odnosu na
eksperimentalnu mikrobnu populaciju (Fox 1 sur. 2000.; Fox, 2003.).
Istovremeno, prirodno kontaminirano mlijeko sadrzi i drugu mikrobnu
populaciju koja patogenim bakterijama moze onemogucivati optimalan rast.
Zbog tih ¢injenica i Cinjenice da je svaki sir poseban ekosustav, u higijenskoj
proizvodnji sira, ¢ini se, koriStenje sirovog mlijeka nuzno ne povecava
mikrobioloski rizik kontaminacije sira bakterijom S. aureus u usporedbi s
koriStenjem pasteriziranog mlijeka. Odnosno, od momenta zgruSavanja
mlijeka, svakim sljede¢im tehnoloSkim postupkom u izradi sira mikrobna
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populacija dinamicki se, zbog promjena koli¢ine raspolozive vode (ay) i
biokemijskih reakcija, neprekidno mijenja (Cogan, 2003.a). Stoga je
potencijalna opasnost od kontaminacije sira bakterijom S. aureus podjednaka
za sireve proizvedene od sirovog ili pasteriziranog mlijeka. Zbog toga na
prezivljavanje S. aureus u siru znacajnija je prisutnost drugih mikrobnih vrsta i
fizioloski status same patogene bakterije. Ujedno ta je Cinjenica i glavnim
razlogom relativno malog broja raspolozivih podataka o stvarnom rastu i
sposobnosti prezivljavanja patogenih bakterija u pojedinim vrstama sira
(Lindqvist 1 sur., 2002.). Takoder prema podatcima projekta koji je od
1993. - 1998. godine provela Svjetska zdravstvena organizacija (World Health
Organisation, WHO) u slu¢ajevima otrovanja ljudi mlijekom 1 mlije¢nim
proizvodima bakterija S. aureus izolirana je tek u 2,3 % slucajeva
(Anonymous, 2001.; Heggum, 2006.). Stoga za objektivniju procjenu
stvarnog mikrobioloskog rizika, zbog moguée prisutnosti S. aureus/SE u siru,
isklju¢ivo znacenje ima vjerodostojnost metoda i/ili mikrobioloskih testova
koji potvrduju ispravnost sira od proizvodnje do potrosaca. Sirovo mlijeko
moZze biti izvorom bakterije S. aureus, ali ono nije njezin prirodni izvor.
Istovremeno, u proizvodnji sira pasterizacija mlijeka sama po sebi nije
garancija sigurnosti proizvoda. U velikim sustavima proizvodnje (zbog
zdravstvenih 1 higijenskih razloga) pasterizacija mlijeka, bez svake je sumnje
potpuno opravdana. Potrebno je istaknuti da je za kvalitetu sira i njegovu
higijensku ispravnost presudni Cinitelj proizvodnja sira od mlijeka zdravih
zivotinja. Vlastiti rezultati istraZivanja takoder su potvrdili da bakterija S.
aureus bakterije nije utvrdena u tradicionalnim tvrdim ov¢jim sirevima kada
se u proizvodnji sireva koristilo mlijeko zdravih ovaca (SamarzZija i sur.,
2003.).

U proizvodnji za odsustvo bakterije S. aureus 1i/ili SE u siru,
najznacajnijim Ciniteljem se pokazao djelotvoran program kontrole mastitisa
muznih zivotinja, neovisno koristi li se sirovo ili pasterizirano mlijeko

STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN CHEESE

Summary
Growth of Staphylococcus aureus in cheese during production and
storage can lead to production of enterotoxins responsible for human diseases.
Due to specificity of those bacteria and complexity of cheese as a grown
media, sometimes in the field it is very difficult to estimate an initial risk
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assessment of the S. aureus surveying in different cheese varieties. Moreover,
the literature data on frequency and proportion of enterotoxigenic strains that
cause cheese contamination are significantly different. The purpose of the
present review is to objectively assess the risk of the potential occurrences of
S. aureus in cheese and significance with respect to safety. The basic
characteristics of Staphylococcus aureus, their presence in cheese and its
potential risk for health are briefly reviewed. The own results of study relating
to the presence of S. aureus in traditional (autochthonous) hard sheep cheese
made from raw milk are also discussed in this review.

Key words: Staphylococcus aureus, enterotoxins, cheese, tradicional
sheep cheese.
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