VEDA, VYZKUM

VLIV PASTERACNICH TEPLOT
NA AKTIVITU STAFYLOKOKOVYCH
ENTEROTOXINU TYPU A, B, C

MVDr. Lenka Necidova, Ph.D.,

Mgr. Katefina Bogdanovi¢ova

Ustav hygieny a technologie miéka, Veterindrni a farmaceutické
univerzita Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno

Pasteurization Temperature Influence
on Staphylococcal Enterotoxins A, B, C Activity

Souhrn

Kmeny Staphylococcus aureus schopné produkovat
stafylokokové enterotoxiny (SEs) jsou zodpovédné za
vznik onemocnéni z potravin zndmé jako stafylokokova
enterotoxikéza. Cilem provedené studie bylo posoudit vliv
pasteracnich teplot na moZnou inaktivaci SEs. Vzorky
mléka byly inokulovany dvaceti deviti riznymi kmeny
S. aureus se schopnosti produkce SEs typu A, B nebo C
a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin za ucelem
vytvorfeni SEs v jednotlivych vzorcich mléka. Nasledovalo
tepelné opracovani tfemi riznymi teplotami (72 °C, 85 °C,
92 °C) po dobu 15 s. U vzorki byly hodnoceny pocty
S. aureus a predevsim pfitomnost SEs. Studie ukézala, Ze
zatimco bakterie S. aureus mohou byt pastera¢nimi teplota-
mi inaktivovany, vyskyt stafylokokovych enterotoxini
mizZe v mléce pretrvavat. Termorezistence, uvadéna jako
vyznamna vlastnost SEs, byla v pfipadé pasteracni teploty
72 °C/15 s prokazana u 93,1 % vzorku SEs, pfi pasteraci
85 °C/15 s u 62,1 % SEs a pfi pasteraci 92°C/15 s bylo
rezistentnich pouze 51,7 % SEs.

Klicova slova: stafylokokové enterotoxiny, Staphylo-
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Summary

Staphylococcus aureus strains are capable of producing
staphylococcal enterotoxins (SEs). SEs are responsible for
the emergence of foodborne diseases known as staphylo-
coccal enterotoxicosis. Our study focus was on assessing
pasteurization temperature effect on inactive potential SEs.
Milk samples were inoculated with 29 different S. aureus
strains having the ability to produce SEs type A, B, or C,
witch were then incubated at 37 °C for 24 hours to form
SEs among our samples. Incubation was followed by heat
treatment at three different temperatures (72 °C, 85 °C,
92 °C) for 15 seconds. Samples were then analyzed for
S. aureus count and especially for SEs presence. Our study
concludes that while S. aureus bacteria can be inactivated
through pasteurization, an incidence of staphylococcal
enterotoxins may still persist in milk. Thermal rezistence
degree is an important factor affecting SEs when pasteu-
rized. Our study substantiated that 93.1 % of staphylococ-

cal enterotoxins remained active after pasteurization
72 °C/15 s, 62.1 % SEs after pasteurization 85 °C/15 s and
only 51.7 % of staphylococcal enterotoxins remained
active after pasteurization 92 °C/15 s.

Keywords: staphylococcal entrotoxins, Staphylococcus
aureus, pasteurization

Uvod

Staphylococcus aureus je vyznamnym patogenem cloveé-
ka i zvitat. Je schopny produkce fady toxickych substanci,
jako jsou stafylokokové enterotoxiny, toxin syndromu
toxického Soku, Pantontv-Valentinuiv leukocidin a exfolia-
tivni toxiny. Stafylokokova enterotoxik6za vyvolana SEs
ma rychly nastup i pribéh. Prvni symptomy intoxikace -
zvraceni, bolest hlavy, bficha a prijem se objevuji za
1 - 6 hodin po porziti potraviny kontaminované SEs (Loir,
et al., 2003). S. aureus je jednim z hlavnich etiologickych
agens zpusobujicich mastitidy u mlééného skotu (Rabello,
et al.,, 2007). Z tohoto divodu muze mléko a mlécné
vyrobky predstavovat zvySené riziko pro konzumenty.
V soucasnosti je znamo 22 typu SEs oznaCovanych
pismeny A-V (Argudin et al., 2010). Vyznamnou a pro
konzumenty neZadouci vlastnosti S. aureus je tvorba ter-
mostabilnich stafylokokovych enterotoxini (Janstova et al.,
2014;). Za rizikové mnozstvi koagulazopozitivnich stafy-
lokokt, mezi jejichz hlavni zastupce se S. aureus tadi, je
povazovan pocet vice nez 10° KTJ/ml (g) potraviny
(Necidova et al., 2012; Narizeni komise (ES)
¢. 2073/2005). Inaktivaci S. aureus, pritomného v suro-
vinidch a potravinach, lze docilit dostateCnym tepelnym
zahfevem, termostabilni stafylokokové enterotoxiny, které
byly za vhodnych podminek pfi mnoZeni S. aureus
v potraviné vyprodukoviny, se vSak mohou vyskytovat
1 v potravinach po jejich tepelném opracovani.

Cilem této prace bylo hodnoceni termostability stafylo-
kokovych enterotoxind tcinkem teplot béZzn€ pouZivanych
pri tepelném opracovani (pasteraci) mléka.

Material a metodika

Jako zkoumanou matrici jsme zvolili Cerstvé pasterované
mléko, zakoupené v trzni siti, u kterého byla predem
testovanim vyloucena pritomnost S. aureus.

Kmeny S. aureus pouzité k pokusim, pochazely ze
syrového kravského mléka (26) a z Ceské sbirky mikroor-
ganismtl Brno (CCM 5765, CCM 5757, CCM 5971) (3).
Celkem bylo pouZito 29 kmenl S. aureus s produkci
enterotoxinii SEA (10), SEB (9), SEC (10). U vSech kment
byla prokdzana pfitomnost genu koédujicich tvorbu SEs:
sea, seb nebo sec.

Toxinogennimi kmeny bylo zaockovano pasterované
mléko v poctech 1,7.10* - 1,5.10° KTJ.ml". Takto zaocko-
vané vzorky byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 37 °C,
aby doslo k pomnozeni S. aureus a k produkci stafy-
lokokovych enterotoxinti. U vSech vzorku bylo po 24 hodi-
nové inkubaci provedeno stanoveni poctu S. aureus dle
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Tab. 1 Podty S. aureus [KTJ.ml'] a priikaz stafylokokovych enterotoxinii v mléce v zavislosti na tepelném oSetreni

Kinen Typ

Poéty S. aureus

Pasterace Pasterace
72°C/15s 85°C/15s

S. aureus SEs Pied

pasteraci

1 SA 393 A 4,4.10° 0 0
2 SA 562 A 1,9.10° 8,7.107 0
3 SA 596 A 6,4.10° 2,5.10° 0
4 SA 598 A 5,3.10° 8,6.10° 1,5.10'
5 SA 650 A 1,5.10° 0 0
6 SA 623 A 1,9.10° 0 0
7 SA 271 A 6,0.10° 0 0
8 SA 341 A 4,1.10° 10 0
9 SA 819 A 6,7.10° 2,8.107 0
10 SA 5756 A 2,2.10° 4,0.107 0
11 SA 414 B 2,7.10° 3,1.10° 0
12 SA 484 B 4,5.10° 5,7.10° 0
13 SA 504 B 2,3.10° 2,9.10° 5,0.10°
14 SA 529 B 3,9.10° 5,2.10° 0
15 SA 536 B 2,7.10° 3,5.10° 0
16 SA 652 B 4,0.10° 5,0.10° 0
17 SA 867 B 1,9.10° 0
18 SA 879 B 6,6.10° 0 0
19 SA 5757 B 4,1.10° 8,3.107 0
20 SA 487 C 4,1.10° 1,5.10' 0
21 SA177 C 4,2.10° 0 0
22 SA 196 C 3,0.10° 0 0
23 SA 289 C 2,6.10° 0 0
24 SA 298 C 1,1.10° 0 0
25 SA 315 C 6,2.10° 0 0
26 SA 360 C 4,6.10° 0 0
27 SA 925 C 6,7.10° 0 0
28 SA 956 C 7,7.10° 0 0
29 SA 5971 C 4,8.10° 3,0.10° 0

Priikaz SEs
Pasterace Pred Pasterace  Pasterace Pasterace
92°C/15s pasteraci 72°C/15s 85°C/15s 92°C/15s
0 + + + +
0 + + + A
0 + + + +
0 3 + + +
0 + + - -
0 s + + +
0 + + + +
0 4 4 + -+
0 + + - -
0 s 3 + +
0 + + - -
0 + + - -
0 + + - -
0 3 + - -
0 + + - -
0 s + + +
0 + - -
0 A A + >
0 + + + +
0 + - - -
0 + + - -
0 + + + +
0 + + + +
0 3 s + 3
0 + + + +
0 + 4 + >
0 + + + -
0 + -+ ° 2
0 + + + +

CSN EN ISO 6888-1 (1999). Jako arbitraZni pida je uréen
Baird-Parker agar s vaje¢nou emulzi a teluric¢itanem drasel-
nym (Oxoid, UK). Inokulované plotny byly inkubovany
aerobné pii 37 °C po dobu 24 - 48 hodin. Nasledné byly
vzorky ve zkumavkach pasteroviny ve vodni lazni pfi
raznych teplotach, které jsou bézné vyuzivany v mlékaren-
ském pramyslu (72 °C, 85 °C a 92 °C), a to po dobu 15 s.

Po tepelném ohfevu doslo ke zchlazeni mléka a ke
stanoveni poctu S. aureus a pritomnosti SEs. Prukaz stafy-
lokokovych enterotoxinti byl proveden fluorescencni
imunologickou metodou ELFA (Enzyme-Linked Immuno-
fluorescent Assay) pfistrojem miniVIDAS® (BioMérieux,
Marcy 1'Etoile, France). Tento automatizovany systém
detekuje stafylokokové enterotoxiny typu A-E jako sumu,
s detekénim limitem 0,5 ng.g' (ml™") potravin pro SEA
a SEB a s detekénim limitem 1,0 ng.g” (ml") pro SEC -
SEE. ELFA metoda neni kvantitativni, vysledky pro detek-
ci SEs jsou prezentovany jako pozitivni nebo negativni.

Vysledky a diskuse

P

Prvni ¢ast vysledki studie zaznamenala vliv pasteracnich
teplot na prezivani S. aureus v mléce. Teploty 72 °C, 85 °C
a 92 °C pusobici 15 s nedokazaly vzdy bakterie S. aureus

zcela inaktivovat (Tab. 1). Legislativou pozadovana teplota
72 °C pusobici po dobu 15 s (nafizeni (ES) ¢. 853/2004),
oznacovana jako Setrné pasterace, se pro inaktivaci bakterii
S. aureus dle ocekavani ukdzala jako nejméné ucinnd.
Jednim z divodld byly, vzhledem k pfedchozi zdmérné
inkubaci vzorki za tucelem tvorby SEs, vysoké pocty
S. aureus pred pasteraci, které se pohybovaly v rozmezi
1,9 - 2,6.10° KTJ.ml". Pro syrové kravské mléko je limit
celkového poctu mikroorganismt legislativou stanoven
v podobé klouzavého geometrického priméru na maximal-
né 10° bakterii v 1 ml mléka (nafizeni (ES) &. 853/2004).
Provedena studie modelovala situaci sekundarni kontami-
nace pasterovaného mléka bakteriemi S. aureus. V pripadé
syrového mléka patii, na rozdil od mléka pasterovaného,
mezi vyznamné faktory potlacujici rist S. aureus také pfi-
tomnost konkuren¢ni mikrofléry - napt. bakterii mlé¢ného
kvaseni (JanStova et al., 2012).

Hlavnim cilem studie bylo posoudit vliv pasteracnich
teplot na moznou inaktivaci SEs typu A, B, C. Bhunia
(2008) uvadi, ze SEs jsou termorezistentni a zlstavaji
aktivni dokonce po 30 minutovém varu. U hub jsou stabil-
ni pii teploté 121 °C po dobu 28 minut. Larkin et al. (2009)
a Argudin et al. (2010) uvadi, Ze jsou stafylokokové entero-
toxiny odolné vicéi podminkam tepelného zpracovani, které
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béZné ni¢i bakterie. Vysledky Tabulky 1 ukazuji, Ze stafy-
lokokovy enterotoxin typu A nebyl inaktivovdn Zadnou
z pasteracnich teplot u 8 vzorku z 10 (80 %), v ptipadé SEB
byly rezistentni 2 vzorky z 9 (22,2 %), u SEC bylo rezis-
tentnich 5 vzorka z 10 (50 %). Nejcastéji byla termorezis-
tence zaznamenana u SEA, nejméné cCasto u SEB.
Z celkového poctu 29 vzorku jich bylo termorezistentnich
15 (51,7 %). Termorezistenci pri pasteraci 72 °C/15 s
prokazalo 93,1 % vzorka SEs, pfi pasteraci 85 °C/15 s
62,1 % SEs a pfi pasteraci 92°C/15 s bylo rezistentnich
51,7 % SEs.

Zaver

Provedena studie ukazala, Ze i v pfipadé, kdy pfi mikro-
biologickém vysetfeni pasterovaného mléka nejsou bak-
terie S. aureus detekovany, pfipadné je stanoven jejich
nizky pocet, mize byt potravina pri¢inou stafylokokové
enterotoxikézy z divodu pritomnosti termostabilnich SEs.
Dale bylo prokazéano, Ze pasteracni teploty mohou stafy-
lokokové enterotoxiny inaktivovat. Termorezistence stafy-
lokokovych enterotoxinti vuéi pasteraénim teplotam,
uvadénd odbornou i védeckou literaturou jako jejich vyz-
namnd vlastnost, tak byla prokdzana jen u casti vzorkl
(51,7 %). Nejcastéji byla odolnost k tepelnému zahifevu
zaznamenana u SEA, nejméné Casto u SEB. Odolnost SEs
klesala se vzristajici pasteracni teplotou. PrestoZe paste-
race mléka ma zasadni vliv na zajisténi bezpecnosti této
potraviny, hlavnim preventivnim krokem pro zabranéni
vyskytu stafylokokové enterotoxikézy u konzumentil pas-
terovaného mléka zastava nepreruseni chladiciho fetézce,
jak pozaduje platna evropska legislativa (nafizeni (ES)
¢. 853/2004).
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METODY TESTOVANI UCINNOSTI
SANITACNICH ROZTOKU PROTI
PLISNIM

Irena Némeckova, Denisa Mihalova, Marie Kejmarova,
Petr Roubal
Vyzkumny Ustav mlékarensky s.r.o.

Control methods for sanitary solutions
efficiency against moulds

Souhrn

Plisné patfi mezi vyznamné ptivodce vzniku vad riznych
typt mlécnych vyrobkd, a tak maze zvyseny vyskyt plisni
v provoze mlékarny vést ke znacnym ekonomickym
ztratam. Proto je diileZité proti nezadoucimu vyskytu plisni
bojovat, mj. i pouzivanim vhodnych sanita¢nich roztoka
s antifungalnim ucinkem. Z toho divodu byla na souboru
7 kmeni plisni izolovanych z mléénych vyrobkt a 12 sani-
tacnich roztokdl navrZena a ovéfena metoda pro testovani
ucinnosti sanitacnich roztokd. Metoda spociva v kombinaci
meéfeni inhibi¢nich zén agarovou difuzni metodou
a testovani smacivosti plisni sanitaénimi roztoky za pod-
minek simulujicich podminky sanitace. Timto zptisobem
Ize otestovat jak vliv sanitacnich roztokd na jednotlivé
buriky, tak na kolonie plisni jako celek. Ziskané vysledky
naznacuji, Ze je navrzena metoda vhodna pro potieby
mlékarenské praxe.

Klicova slova: eliminace plisni, mlécné vyrobky, sani-
tacni roztoky, ic¢innost sanitace

Summary

Moulds belong to important spoilage microorganisms of
various dairy products. Thus, the elevated occurrence of
moulds in a plant can lead to considerable economic losses.
Therefore, it is important to faith against undesirable
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