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

Souhrn

Kmeny Staphylococcus aureus schopné produkovat
stafylokokové enterotoxiny (SEs) jsou zodpovědné za
vznik onemocnění z potravin známé jako stafylokoková
enterotoxikóza. Cílem provedené studie bylo posoudit vliv
pasteračních teplot na možnou inaktivaci SEs. Vzorky
mléka byly inokulovány dvaceti devíti různými kmeny
S. aureus se schopností produkce SEs typu A, B nebo C
a inkubovány při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin za účelem
vytvoření SEs v jednotlivých vzorcích mléka. Následovalo
tepelné opracování třemi různými teplotami (72 °C, 85 °C,
92 °C) po dobu 15 s. U vzorků byly hodnoceny počty
S. aureus a především přítomnost SEs. Studie ukázala, že
zatímco bakterie S. aureus mohou být pasteračními teplota-
mi inaktivovány, výskyt stafylokokových enterotoxinů
může v mléce přetrvávat. Termorezistence, uváděná jako
významná vlastnost SEs, byla v případě pasterační teploty
72 °C/15 s prokázána u 93,1 % vzorků SEs, při pasteraci
85 °C/15 s u 62,1 % SEs a při pasteraci 92°C/15 s bylo
rezistentních pouze 51,7 % SEs.

Klíčová 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
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Úvod

Staphylococcus aureus je významným patogenem člově-
ka i zvířat. Je schopný produkce řady toxických substancí,
jako jsou stafylokokové enterotoxiny, toxin syndromu
toxického šoku, Pantonův-Valentinův leukocidin a exfolia-
tivní toxiny. Stafylokoková enterotoxikóza vyvolaná SEs
má rychlý nástup i průběh. První symptomy intoxikace -
zvracení, bolest hlavy, břicha a průjem se objevují za 
1 - 6 hodin po požití potraviny kontaminované SEs (Loir,
et al., 2003). S. aureus je jedním z hlavních etiologických
agens způsobujících mastitidy u mléčného skotu (Rabello,
et al., 2007). Z tohoto důvodu může mléko a mléčné
výrobky představovat zvýšené riziko pro konzumenty.
V současnosti je známo 22 typů SEs označovaných
písmeny A-V (Argudín et al., 2010). Významnou a pro
konzumenty nežádoucí vlastností S. aureus je tvorba ter-
mostabilních stafylokokových enterotoxinů (Janštová et al.,
2014;). Za rizikové množství koagulázopozitivních stafy-
lokoků, mezi jejichž hlavní zástupce se S. aureus řadí, je
považován počet více než 105 KTJ/ml (g) potraviny
(Necidová et al., 2012; Nařízení komise (ES)
č. 2073/2005). Inaktivaci S. aureus, přítomného v suro-
vinách a potravinách, lze docílit dostatečným tepelným
záhřevem, termostabilní stafylokokové enterotoxiny, které
byly za vhodných podmínek při množení S. aureus
v potravině vyprodukovány, se však mohou vyskytovat
i v potravinách po jejich tepelném opracování.

Cílem této práce bylo hodnocení termostability stafylo-
kokových enterotoxinů účinkem teplot běžně používaných
při tepelném opracování (pasteraci) mléka.

Materiál a metodika

Jako zkoumanou matrici jsme zvolili čerstvé pasterované
mléko, zakoupené v tržní síti, u kterého byla předem
testováním vyloučena přítomnost S. aureus.

Kmeny S. aureus použité k pokusům, pocházely ze
syrového kravského mléka (26) a z České sbírky mikroor-
ganismů Brno (CCM 5765, CCM 5757, CCM 5971) (3).
Celkem bylo použito 29 kmenů S. aureus s produkcí
enterotoxinů SEA (10), SEB (9), SEC (10). U všech kmenů
byla prokázána přítomnost genu kódujících tvorbu SEs:
sea, seb nebo sec.

Toxinogenními kmeny bylo zaočkováno pasterované
mléko v počtech 1,7.104 - 1,5.105 KTJ.ml-1. Takto zaočko-
vané vzorky byly inkubovány 24 hodin při teplotě 37 °C,
aby došlo k pomnožení S. aureus a k produkci stafy-
lokokových enterotoxinů. U všech vzorků bylo po 24 hodi-
nové inkubaci provedeno stanovení počtu S. aureus dle
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ČSN EN ISO 6888-1 (1999). Jako arbitrážní půda je určen
Baird-Parker agar s vaječnou emulzí a teluričitanem drasel-
ným (Oxoid, UK). Inokulované plotny byly inkubovány
aerobně při 37 °C po dobu 24 - 48 hodin. Následně byly
vzorky ve zkumavkách pasterovány ve vodní lázni při
různých teplotách, které jsou běžně využívány v mlékáren-
ském průmyslu (72 °C, 85 °C a 92 °C), a to po dobu 15 s. 

Po tepelném ohřevu došlo ke zchlazení mléka a ke
stanovení počtu S. aureus a přítomnosti SEs. Průkaz stafy-
lokokových enterotoxinů byl proveden fluorescenční
imunologickou metodou ELFA (Enzyme-Linked Immuno-
fluorescent Assay) přístrojem miniVIDAS® (BioMérieux,
Marcy l'Étoile, France). Tento automatizovaný systém
detekuje stafylokokové enterotoxiny typu A-E jako sumu,
s detekčním limitem 0,5 ng.g-1 (ml-1) potravin pro SEA
a SEB a s detekčním limitem 1,0 ng.g-1 (ml-1) pro SEC -
SEE. ELFA metoda není kvantitativní, výsledky pro detek-
ci SEs jsou prezentovány jako pozitivní nebo negativní.

Výsledky a diskuse

První část výsledků studie zaznamenala vliv pasteračních
teplot na přežívání S. aureus v mléce. Teploty 72 °C, 85 °C
a 92 °C působící 15 s nedokázaly vždy bakterie S. aureus

zcela inaktivovat (Tab. 1). Legislativou požadovaná teplota
72 °C působící po dobu 15 s (nařízení (ES) č. 853/2004),
označovaná jako šetrná pasterace, se pro inaktivaci bakterií
S. aureus dle očekávání ukázala jako nejméně účinná.
Jedním z důvodů byly, vzhledem k předchozí záměrné
inkubaci vzorků za účelem tvorby SEs, vysoké počty
S. aureus před pasterací, které se pohybovaly v rozmezí 
1,9 - 2,6.109 KTJ.ml-1. Pro syrové kravské mléko je limit
celkového počtu mikroorganismů legislativou stanoven
v podobě klouzavého geometrického průměru na maximál-
ně 105 bakterií v 1 ml mléka (nařízení (ES) č. 853/2004).
Provedená studie modelovala situaci sekundární kontami-
nace pasterovaného mléka bakteriemi S. aureus. V případě
syrového mléka patří, na rozdíl od mléka pasterovaného,
mezi významné faktory potlačující růst S. aureus také pří-
tomnost konkurenční mikroflóry - např. bakterií mléčného
kvašení (Janštová et al., 2012).

Hlavním cílem studie bylo posoudit vliv pasteračních
teplot na možnou inaktivaci SEs typu A, B, C. Bhunia
(2008) uvádí, že SEs jsou termorezistentní a zůstávají
aktivní dokonce po 30 minutovém varu. U hub jsou stabil-
ní při teplotě 121 °C po dobu 28 minut. Larkin et al. (2009)
a Argudín et al. (2010) uvádí, že jsou stafylokokové entero-
toxiny odolné vůči podmínkám tepelného zpracování, které
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Kmen Typ Počty S. aureus Průkaz SEs
S. aureus SEs Před Pasterace Pasterace Pasterace Před Pasterace Pasterace Pasterace

pasteraci 72 °C/15 s 85 °C/15 s 92 °C/15 s pasteraci 72 °C/15 s 85 °C/15 s 92 °C/15 s
1 SA 393 A 4,4.108 0 0 0 + + + +
2 SA 562 A 1,9.108 8,7.102 0 0 + + + +
3 SA 596 A 6,4.108 2,5.104 0 0 + + + +
4 SA 598 A 5,3.108 8,6.103 1,5.101 0 + + + +
5 SA 650 A 1,5.109 0 0 0 + + - -
6 SA 623 A 1,9.108 0 0 0 + + + +
7 SA 271 A 6,0.108 0 0 0 + + + +
8 SA 341 A 4,1.108 10 0 0 + + + +
9 SA 819 A 6,7.108 2,8.102 0 0 + + - -
10 SA 5756 A 2,2.108 4,0.102 0 0 + + + +
11 SA 414 B 2,7.108 3,1.103 0 0 + + - -
12 SA 484 B 4,5.108 5,7.103 0 0 + + - -
13 SA 504 B 2,3.108 2,9.103 5,0.100 0 + + - -
14 SA 529 B 3,9.108 5,2.103 0 0 + + - -
15 SA 536 B 2,7.108 3,5.103 0 0 + + - -
16 SA 652 B 4,0.108 5,0.103 0 0 + + + +
17 SA 867 B 1,9.109 0 0 0 + - - -
18 SA 879 B 6,6.108 0 0 0 + + + -
19 SA 5757 B 4,1.108 8,3.102 0 0 + + + +
20 SA 487 C 4,1.108 1,5.101 0 0 + - - -
21 SA 177 C 4,2.108 0 0 0 + + - -
22 SA 196 C 3,0.108 0 0 0 + + + +
23 SA 289 C 2,6.108 0 0 0 + + + +
24 SA 298 C 1,1.109 0 0 0 + + + +
25 SA 315 C 6,2.108 0 0 0 + + + +
26 SA 360 C 4,6.108 0 0 0 + + + -
27 SA 925 C 6,7.108 0 0 0 + + + -
28 SA 956 C 7,7.108 0 0 0 + + - -
29 SA 5971 C 4,8.108 3,0.103 0 0 + + + +

Tab. 1 Počty S. aureus [KTJ.ml-1] a průkaz stafylokokových enterotoxinů v mléce v závislosti na tepelném ošetření
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běžně ničí bakterie. Výsledky Tabulky 1 ukazují, že stafy-
lokokový enterotoxin typu A nebyl inaktivován žádnou
z pasteračních teplot u 8 vzorků z 10 (80 %), v případě SEB
byly rezistentní 2 vzorky z 9 (22,2 %), u SEC bylo rezis-
tentních 5 vzorků z 10 (50 %). Nejčastěji byla termorezis-
tence zaznamenána u SEA, nejméně často u SEB.
Z celkového počtu 29 vzorků jich bylo termorezistentních
15 (51,7 %). Termorezistenci při pasteraci 72 °C/15 s
prokázalo 93,1 % vzorků SEs, při pasteraci 85 °C/15 s
62,1 % SEs a při pasteraci 92°C/15 s bylo rezistentních
51,7 % SEs.

Závěr

Provedená studie ukázala, že i v případě, kdy při mikro-
biologickém vyšetření pasterovaného mléka nejsou bak-
terie S. aureus detekovány, případně je stanoven jejich
nízký počet, může být potravina příčinou stafylokokové
enterotoxikózy z důvodu přítomnosti termostabilních SEs.
Dále bylo prokázáno, že pasterační teploty mohou stafy-
lokokové enterotoxiny inaktivovat. Termorezistence stafy-
lokokových enterotoxinů vůči pasteračním teplotám,
uváděná odbornou i vědeckou literaturou jako jejich výz-
namná vlastnost, tak byla prokázána jen u části vzorků
(51,7 %). Nejčastěji byla odolnost k tepelnému záhřevu
zaznamenána u SEA, nejméně často u SEB. Odolnost SEs
klesala se vzrůstající pasterační teplotou. Přestože paste-
race mléka má zásadní vliv na zajištění bezpečnosti této
potraviny, hlavním preventivním krokem pro zabránění
výskytu stafylokokové enterotoxikózy u konzumentů pas-
terovaného mléka zůstává nepřerušení chladicího řetězce,
jak požaduje platná evropská legislativa (nařízení (ES)
č. 853/2004). 
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METODY TESTOVÁNÍ ÚČINNOSTI
SANITAČNÍCH ROZTOKŮ PROTI
PLÍSNÍM
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Petr Roubal 
Výzkumný ústav mlékárenský s.r.o. 

Control methods for sanitary solutions 
efficiency against moulds 

Souhrn 

Plísně patří mezi významné původce vzniku vad různých
typů mléčných výrobků, a tak může zvýšený výskyt plísní
v provoze mlékárny vést ke značným ekonomickým
ztrátám. Proto je důležité proti nežádoucímu výskytu plísní
bojovat, mj. i používáním vhodných sanitačních roztoků
s antifungálním účinkem. Z toho důvodu byla na souboru
7 kmenů plísní izolovaných z mléčných výrobků a 12 sani-
tačních roztoků navržena a ověřena metoda pro testování
účinnosti sanitačních roztoků. Metoda spočívá v kombinaci
měření inhibičních zón agarovou difuzní metodou
a testování smáčivosti plísní sanitačními roztoky za pod-
mínek simulujících podmínky sanitace. Tímto způsobem
lze otestovat jak vliv sanitačních roztoků na jednotlivé
buňky, tak na kolonie plísní jako celek. Získané výsledky
naznačují, že je navržená metoda vhodná pro potřeby
mlékárenské praxe. 

Klíčová slova: eliminace plísní, mléčné výrobky, sani-
tační roztoky, účinnost 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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