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1. Zavedenie

Kontaminacia Staphylococcus aureus ma vyznamny vplyv na bezpecnost a kvalitu
mlieka, mliecnych vyrobkov, ako aj napriklad potravin s vysokym stupfiom manualnej
prace pocas ich pripravy. Tato baktéria je najc¢astejSou pric¢inou intoxikacie potravinami
(stafylokokova enterotoxikdza) kvoli svojej schopnosti produkovat  stafylokokoveé
enterotoxiny (SE) priamo v potravinach (Hennekinne a kol., 2012).

S. aureus je komenzal teplokrvnych zvierat, ktory bol tiez izolovany z prirodného
prostredia. Je hlavnou pricinou mastitidy u krav (Keefe, 2012; Vanderhaeghen et al.,
2014) a do mlieka sa zavadza aj sekundarnou kontaminaciou v désledku kvapdckovej
infekcie alebo z prostredia, povrchu vemena alebo ruk dojica. Moznu pritomnost’
patogénnych mikroorganizmov v surovom mlieku a rizika spojené s jeho konzumaciou
zdoraznili napriklad Oliver et al. (2009) alebo Merz et al. (2016).

Lahodky a jemné pecivo patria z pohladu mozného vyskytu S. aureus medzi
najrizikovejsie potraviny . Jednym z dévodov je vysoky stupen manualnej prace pocas
ich pripravy, ktory predstavuje hlavny zdroj kontaminéacie S. aureus v tychto druhoch
potravin. S. aureus prirodzene kolonizuje kozu a nosohltanovu oblast” u cca. 30-50 %
populacie (Soriano et al., 2002). Alhashimi et al. (2017) preukazali pritomnost’S. aureus
v vyteroch z nosohltanu u 30,1 % 0s6b, ktoré manipuluju s potravinami. Chaves et al.
(2018) izolované enterotoxigénne kmene stafylokokov z tampdnov odobratych zo
Siestich typov povrchov v stravovacich zariadeniach, ako aj v domacich kuchyniach
(umyvadlo, chladnicka, sporak, doska na krajanie, noze, uteraky), ako aj z ruk a sliznic
kucharov / pracovnikov v tychto priestoroch. Ako uvadza BogdanoviCova et al. (2019)
vo svojej Studii o stravovacich zariadeniach, lahodky a jemné pekarenské vyrobky mézu
byt" kontaminované rukami zamestnancov a samotnymi priestormi. S. aureus bol
identifikovany v 17,9 % vyterov povrchov na priestoroch alebo rukach zamestnancoy;
gény kodujuce produkciu SE boli najdené u 58,5 % z nich (70,0 % z vyterov z ruk, 52,0
% z povrchov). Sundararaj et al. (2019) izolovali 34 vzoriek S. aureus zo 100 vzoriek
potravin na priamu spotrebu; v 14 z nich boli zistené kmene schopné produkovat
stafylokokovy enterotoxin B (SEB). Styridsatdva pripadov stafylokokovej otravy jedlom
bolo sposobenych potravinami z jediného stravovacieho zariadenia vyrabajuceho
cestoviny, paradajky, rybie prsty a jogurt (Solano a kol., 2013). Soares et al. (2019)
hodnotili mikrobiologickud kvalitu potravin podavanych v 20 stravovacich zariadeniach
v severnom Portugalsku. Najvyssi pocet ukazovatelov mikrobiologickej hygieny
(Escherichia coli) a patogénov (S. aureus) bol zisteny v sendviCoch, salatoch a pecive.
Dévody takejto kontaminacie mézu zahfiat”:
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nevhodné dezinfekCné metody, krizova kontaminacia a absencia akehoko
tepelného spracovania.

Schopnost’ priblizne 50 — 75 % kmenov S. aureus produkovat za vhodnych podmienok
tepelne stabilné extracelularne enterotoxiny predstavuje hlavny rizikovy faktor infekcie
prenasanej potravinami. Stafylokokové enterotoxiny su clenmi Sirokej rodiny
stafylokokovych a streptokokovych pyrogénnych exotoxinov s potencialom sposobit’
intoxikaciu potravinami a niektoré alergie (Balaban a Rasooly, 2000; Omoe a kol., 2003).
V sucasnosti je znamych 24 typov SE oznacenych ako A az Y (Hennekinne et al., 2012).
Klasické SE: SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED a SEE su najcastejSimi pricinami
stafylokokovej enterotoxikdzy. Vyroba SE je nepravdepodobna pri teplotach nizsich
ako 10 °C (Bhunia, 2008). Hoci pasterizacia zabija bunky S. aureus, tepelne stabilné SE
si vo vSeobecnosti zachovavaju svoju biologickd aktivitu (Asao et al., 2003). SE su
odolné voci zmrazeniu, suseniu, tepelnému spracovaniu a nizkemu pH, dokonca aj voci
proteolytickym enzymom gastrointestinalneho traktu (Li et al., 2011). Ako uvadza Hu
et al. (2018), SE predstavuju jedinecny, velmi dobre prispbsobeny faktor virulencie, hoci
evolucna funkcia tychto toxinov zostava nejasna. S. aureus patri medzi
najvyznamnejsich pévodcov intoxikacii sposobenych potravinami na svete (Normanno
et al,, 2005).

Mnohé pripady stafylokokovej enterotoxikézy zostavaju nehlasené kvoli rychlemu
priebehu a podobnosti s inymi intoxikaciami prenasanymi potravinami (Jablonski a
Bohach, 2001). Stafylokokova enterotoxikéza ma velmi rychly nastup a priebeh. Prvé
priznaky intoxikacie, ako je vracanie, bolest hlavy, bolest brucha a hnacka, sa objavia
uz jednu az Sest hodin po konzumacii potravin kontaminovanych SE. Priznaky
spontanne vymiznu v priebehu 24-48 hodin (Loir a kol., 2003).

Bhunia (2008) uvadza, Ze pri poctoch v rozmedzi medzi log 5-8 (10,5 a 108) CFU.g-1 je S aureus schopny

produkovat” enterotoxin v mnozstvach, ktoré mézu predstavovat’ zdravotné riziko pre
spotrebitelov. S cielom zaistit” bezpecnost’ potravin, chranit” zdravie spotrebitelov a
zabranit' riziku stafylokokovej enterotoxikozy sa v nariadeni Komisie (ES) ¢.
2073/2005 z 15 . novembra 2005 o mikrobiologickych kritériach pre potraviny
ustanovuje potreba vycislit koagulazopozitivne stafylokoky vo vybranych kategdriach
potravin a vykonat skrining SE, ak pocet koaguldzopozitivnych stafylokokov prekroci
105 JTK/g (obrazky 1 a 2).
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| [y - | Sampling-plan (') Limits (%) I N

1.21. Cheeses, milk powder and whey powder, | Staphylococcal entero- 5 0 Not detected in 25g European screening Products placed on the market
as referred to in the coagulase-positive toxins method of the CRL for | during their shelf-life
staphylococei criteria in Chapter 2.2 of Milk (%)
this Annex

Obrazok 1: Nariadenie Komisie (ES) ¢ 2073/2005 z 15. novembra 2005 o
mikrobiologickych kritériach pre potraviny — kritéria pre stafylokokové enterotoxiny vo
vybranych kategoriach potravin.

i . Sampling plan (') Limits () Analytical reference Stage where the Action in case of unsatisfactory
Food category Micro-org; I : e
N . m | M method () criterion applies resuls
2.2.7. Milk powder and whey powder (%) Enterobacteriaceac 5 0 10 cfufg I1SO 21528-1 End of the manufac- | Check on the efficiency of
turing process heat treatment and preven-
tion of recontamination
Coagulase-positive 5 2 10 cfulg 100 cfulg | EN/ISO 6888-1 or | End of the manufac- | Improvements in production
staphylococci 2 turing process hygiene. If values > 10° cfujg
are detected, the batch has to
be tested for staphylococcal
enterotoxins.

2.2.3. Cheeses made from raw milk Coagulase-positive L] 2 10* cfulg 10° cfufg EN/ISO 6888-2 At the time during Improvements in production

staphylococci the manufacturing hygiene and selection of raw
process when the materials. If values >10° cfu/g
number of staphylo- | are detected, the cheese batch
cocci is expected to has to be tested for staphy-

2.2.4. Cheeses made from milk that has Coagulase-positive 5 2 100 cfujg | 1000 cfu | ENJISO 6888-1 or | be highest Dicoceul aesiacitin:

d a lower heat than | staphylococci g 2
pasteurisation (’) and ripened cheeses
made from milk or whey that has
undergone pasteurisation or a stronger
heat treatment (7)

2.2.5. Unripened soft cheeses (fresh cheeses) | Coagulase-positive 5 2 10 cfulg | 100 cfulg | ENJISO 6888-1 or | End of the manufac- | Improvements in production
made from milk or whey that has staphylococci 2 turing process hygiene. If values > 10° cfufg
undergone pasteurisation or a stronger are detected, the cheese batch
heat treatment () has to be tested for staphy-

lococcal enterotoxins.

Food category e Sampling plan (') Limits Analytical reference Stage where the Action in case of unsatisfactory
n . m M method () criterion applies results
2.4.1. Shelled and shucked products of E.coli 5 2 1 cfulg 10 cfulg ISO TS 16649-3 | End of the manufac- | Improvements in production
cooked crustaceans and molluscan turing process hygiene
shellfish
Coagulase-positive 5 2 100 cfufg | 1000 cfuf | EN/ISO 6888-1 or | End of the manufac- | Improvements in production
staphylococci g 2 turing process hygiene

(") n = number of units comprising the sample; ¢ = number of sample units giving values between m and M.
() The most recent edition of the standard shall be used.

Obrazok 2: Nariadenie Komisie (ES) ¢. 2073/2005 z 15. novembra 2005 o
mikrobiologickych kritériach pre potraviny — kritéria poctu koagulazopozitivnych
stafylokokov vo vybranych kategériach potravin.

Davka toxinu potrebna na vyvolanie intoxikacie je velmi nizka. Balaban a Rasooly (2000)
a Omoe et al. (2003) uviedli, Ze minimalna infek¢na davka SEA je 100 ng. V tomto
ohlade by sa vSak mala zohladnit aj individualna citlivost a telesna hmotnost (Roberts
a kol., 1996). Za priaznivych podmienok (optimalna teplota, pH, aw, koncentracia soli)
pre S. aureus trva produkcia dostatocného mnozstva enterotoxinu na otravu jedlom
najmenej 20 hodin (Sharma et al,, 2000). Toxiny sa produkuju pri teplotnom rozmedzi
od 10 °C do 48 °C, s optimalnym
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medzi 37 °C a 40 °C. Minimalne pH vhodné na ich vyrobu je asi 4,8, pricom optimalny
rozsah je medzi 6 a 7. Minimum aw je 0,80-0,86, ale optimalna produkcia sa dosahuje
pri aw = 0,99 a vysSej. Vyssia produkcia toxinov sa pozoruje pri aerébnych
podmienkach ako za anaerébnych podmienok (Roberts a kol., 1996).

Stanovenie koagulazovo pozitivnych stafylokokov

Stanovenie poctu koagulazovo pozitivnych stafylokokov (S. aureus a iné druhy) v
Ciastkovych vzorkach sa uskutocnilo horizontalnou metédou ISO 6888-1 (1999) s
pouzitim Baird-Parkerovho agaru s emulziou vaje¢ného Zitka a teluritom (obrazok 3).
Pocas celého experimentu bol na identifikaciu S. aureus pouzity test Staphylo La
Seiken (Denka Seiken Co., Ltd., Tokio, Japonsko) ( obrazok 4).

Obrazok 3: Priklad typickych kolénii S. aureus na Baird-Parkerovom agare. (Foto: autor)

Obrazok 4: Staphylo La Seiken test - lacny a rychly (2 minaty) test na detekciu S. aureus
pomocou latexovych aglutinacnych kariet. Latexové Ccastice v tejto sade su
senzibilizované fibrinogénnou a kralicou plazmou, co umoznuje rozliSovat’ medzi S.
aureus a inymi stafylokokmi. Pozitivna reakcia sa prejavuje aglutinaciou. (Foto: autor)
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Dokaz stafylokokovych enterotoxinov
Detekcia stafylokokovych enterotoxinov pomocou testu ELFA

Obsah SE je mozné analyzovat" enzymovym imunofluorescenénym testom (ELFA)
pomocou automatizovaného systému miniVIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay
System, BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franclizsko) (obrazok 5). Tato metdda je schopna
detekovat’ enterotoxiny SEA-SEE (bez Specifikacie jednotlivych typov) s detekcnym
limitom 0,5 ng-g-1 alebo ml-1 v pripade potravin v pripade SEA a SEB a 1,0 ng-g-1
alebo ml-1 v pripade potravin v pripade SEC-SEE. Ciastkové vzorky (25 g) boli
homogenizované extrakcnym timivym roztokom (25 ml), spracované podla pokynov
vyrobcu a analyzované pomocou testu pruzkov VIDAS SET2 (obrazok 6), pricom
testovacie hodnoty (TV) > 0,13 indikovali pozitivny vysledok (obrazok 7).

Obrazok 5: Automatizovany pristroj VIDAS®. Vsetky kroky skusky vykonava pristroj
automaticky po vloZzeni SPR®s a pruzkov. (Fotografie: bioMérieux, Francuzsko; autor)
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Vzorek Opticka kyveta

Obrazok 6: Nadoba na tuhu fazu (SPR)® je pipeta potiahnuta antistafylokokovymi
enterotoxinovymi protilatkami. Reagenty na skusku su pripravené na pouzitie a vopred
davkované v zapecatenych pasoch ¢inidla. Proces vyuziva plne automatizovany stroj
VIDAS.® (Foto: Baylis, 2003; bioMérieux, Francuzsko)

VFU BRENO
Section: A
Conplebed: 15:41:14 300ct19
Staph enterotoxin IT (SET2)
Ver! RS.6.1
Lot#: Zon&ls-v
Standard used:
Conpleted: 15:41:14 200ctL9
RFY = 3899
TV Negative ¢ 8.13
TV Positive >= 8.13

Position: A1 Standard 1
Background: 152 RFV: 3847

Position: A2 Standard 1
Background: 158 REM: SS3952

Position: A3 Control 1
Backaround: 154 REMIA 3789
| -TV¥: 9.97 Fesult: Positive

Position: A4 Control 2
Background: 151 RE%3 4 33
TY: 8.88 Fesult: Negative

| Position: AS
Sanple ID: Y255TA14
Background: 152 REM: 2476
T¥: 98.63 Result! Positive

Position: A6

Sample ID: YZ55TEBi4
Backaround: 153 RFV: 4@78
TV: 1.84 Fesult! Positive:

Obrazok 7: Na konci skusky su vysledky automaticky analyzované pristrojom, ktory
vypocita test pre kazdu vzorku. Vypocita sa hodnota relativnej fluorescencie (RFV)
a interpretuje sa kazdy vysledok (kladny, negativny). (Foto: autor)
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Dokaz stafylokokovych enterotoxinov pomocou RPLA testu

Produkciu enterotoxinov je mozné testovat’ metdédou reverznej pasivnej latexovej
aglutinacie (RPLA) (Denka Seiken Co., Ltd., Japonsko). Polystyrénové latexové Castice
su senzibilizované purifikovanym antisérom z kralikov imunizovanych jednotlivo
purifikovanymi stafylokokovymi enterotoxinmi A, B, C a D. Tieto latexové Castice sa
zhlukuju v pritomnosti zodpovedajuceho enterotoxinu. Poskytne sa kontrolné ¢inidlo
(latexové castice senzibilizované neimunnymi kralicimi globulinmi). Test sa vykonava
na mikrotitracnych platnickach V-jamky. Potravinovy extrakt alebo kulttrny filtrat sa
zriedi do piatich radov jamiek, do kazdej jamky sa prida objem prislusnej latexovej
suspenzie a obsah sa zmieSa. Ak st pritomné stafylokokové enterotoxiny A, B, C
alebo D, dochadza k aglutinacii, o vedie k tvorbe mriezkovej Struktiry. Po usadeni
sa vytvori difuzna vrstva na zakladni studne. Ak stafylokokové enterotoxiny chybaju
alebo su v koncentracii nizSej ako Uroven detekcie skisky, nemoze sa vytvorit' ziadna
takato mriezkova struktura a pozoruje sa tesné tlacidlo (obrazok 8).

() @) (F) (FF) (+HH)

Obrazok 8: Interpretacia vysledkov testov. Aglutinacny vzor by sa mal posudzovat’

porovnanim s nasledujdcim obrazkom. Jamky oznacené (+), (++) a (+++) sa povazuju
za pozitivne.

Dokaz stafylokokovych enterotoxinov pomocou testu ELISA

V enzymovej imunosorbentnej skuaske (ELISA) enzym katalyzuje konverziu
bezfarebného substratu na farebny produkt, <o umoznuje vyhodnotenie vysledku testu
volnym okom. Protilatky sa adsorbuju na povrchu (napr. jamky mikrotitracnej platnicky)

(obrazok 9). Sendvicovy test ELISA, pozostavajuci z dvoch protilatok, ktoré zachytavaju
alebo sendvicuju cielovy antigén, je najjednoduchsi format, ktory sa najcastejsie
pouziva v komercne dostupnych stpravach (obrazok 10).
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Obrazok 9: ELISA test — schéma testu ELISA: testovacia jamka (vlavo hore) je
potiahnuta Specifickymi protilatkami (horny stred); protilatky zachytavaju cielovy
antigén (vpravo hore), ak su pritomné vo vzorke potraviny; oznacené detekiné
protilatky viaZzuce sa na antigén tvoriaci "sendvi¢" oznaceny enzymom schopnym
premenit’ chromogénny substrat na farebny produkt sa prida (vlavo dole); prida sa
chromogénny substrat (v strede dole); Enzym premiena bezfarebny substrat na farebny
produkt (vpravo dole).

Obrazok 10: Komercne dostupny test ELISA; jamky so zelenym roztokom indikuju SE-
pozitivne vzorky. (Foto: autor)
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Otazky:

A. PreCo sa mlieko a mlie¢ne vyrobky povazuju za rizikové z hladiska S.
aureus vyskyt?

B. Preco S. aureus Vyskytuju sa CastejSie v potravinach pripravovanych s vysokym
stupnom manualnej prace pocas ich pripravy?

C. Ako nazyvame ochorenie spOsobené konzumaciou potravin obsahujucich
stafylokokové enterotoxiny (SE)?

D. Kolko typov SE je znamych, ako su oznacené a ktoré z nich su najbeznejSimi
Cinitelmi pri intoxikaciach prenasanych potravinami?

E. Tvoria sa SE v ludskom gastrointestinalnom trakte alebo priamo v potrave? Aké
podmienky su potrebné na ich vyrobu?

F. Je kazdy S. aureus kmen schopny vytvarat' SE?
G. Aka je suma S. aureus v potravinach, ktoré predstavuju riziko vzniku SE?
H. Aké nariadenie podrobne opisuje kritéria poctu koagulazovo pozitivnych

stafylokokov vo vybranych kategériach potravin a na ktoré kategorie sa vztahuje toto
nariadenie?

Ja.  Akd metdda sa pouziva na stanovenie poctu koaguldzovo pozitivnych
stafylokokov (S. aureus a iné druhy)?

J. Aké metddy mozno pouzit' na detekciu SE?

Odpovede:

A. S. aureus je jednym z hlavnych Cinitelov vo vyvoji mastitidy.

B. S. aureus je prirodzeny komenzalny subor ludskej koZe a sliznice, teda pritomny

aj u zamestnancov potravindrskeho priemyslu.

C Ide o stafylokokovu enterotoxikdzu.

D. Existuje 24 typov, ktoré su oznacené pismenami A - Y; stafylokokova
enterotoxikoza je spésobena klasickymi SE: SEA-SEE.
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E. SE su extraceluldrne enterotoxiny vylucované baktériami priamo do potravy pri
teplotnom rozmedzi 10-48 °C, minimdlne pH je asi 4,8 a minimum aw cca 0,80-0,86.

F. Nie, schopnost tvorit SE je pritomna len u priblizne 50 — 75 % kmeriov S. aureus.

G.  Ijeviac ako 10° JTK/g.

v

H. nariadenie Komisie (ES) ¢ 2073/2005 o mikrobiologickych kritériach pre
potraviny; Cattegories su: syry, susené mlieko a susena srvatka, varené kérovce a
mdkkyse.

Ja.  Baird-Parkerova agarovd metéda.

J. ELFA, RPLA, ELISA.
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2. Pripadové studie

Vo vsetkych nizsie uvedenych studiach sa pouzili nasledujice metddy: stanovenie poctu
S. aureus sa uskutocnilo pouzitim Baird-Parkerovej metody poctu mikroorganizmov v
sulade s CSN EN 1SO 6888-1 a platni¢ky sa kultivovali pri teplote 37 + 1 °C pocas 24 +
2 hodin a 48 + 2 hodiny. Test Dry Spot Staphytect Plus (Oxoid, UK) bol pouzity na
potvrdenie podozrivych kolonii. Na detekciu produkcie SE bol pouzity plne
automatizovany pristroj miniVIDAS® vyuzivajuci technolégiu ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay).

Stadia 1 - Stafylokokové enterotoxiny v mlieku

Pani Schwarzova sa pouziva na nakup surového kravského mlieka z davkovaca
mlieka na farme nedaleko jej domu. Doma vzdy vykona pasterizaciu mlieka pri
85 °C a nasledne mlieko ulozi do chladnicky. Posledny nakup uskutocnila cestou
od svojho dermatologa, ktorého navstevuje kvoli hnisavym koznym léziam na
rukach. Tentoraz pasterizovala iba polovicu zakiipeného mlieka, pretoze nemala
hrniec dostatocnej velkosti. Pri odstrafiovani necistot z mlieka lyzickou lyzica
spadla do mlieka a rukami ju vytiahla. To isté sa stalo pri miesani mlieka pocas
pasterizacie - lyzicu vsak vytiahla rukou az po vychladnuti mlieka. Okrem toho
zabudla obe davky mlieka na kuchynskom stole az do rana, ked z oboch pila. Prvé
priznaky stafylokokovej enterotoxikézy (silné vracanie a hnacka) sa objavili po
obede. Je pravdepodobné, ze obe sarze mlieka boli kontaminované toxigénnymi
kmenmi S. aureus.

A. Ktory typ mlieka (surového alebo pasterizovaného) s vacsou
pravdepodobnostou obsahoval stafylokokové enterotoxiny?

B. Ako mala pani Schwarzova zabranit' tejto otrave jedlom?

Odpovedzte na tieto otazky na zaklade vysledkov nasledujucej studie.

Tato Studia (Janstova et al., 2012) odhalila odchylky v pocte S. aureus pocas
kultivacného obdobia a doby produkcie SE v zavislosti od kmena S. aureus, podmienok
skladovania a druhu mlieka.

Pouzili sa kmene S. aureus produkujuce SEA, SEB a SEC (kmene A, B a C). R6zne druhy
mlieka, ktoré mali negativny test na S. aureus, boli naockované 2,0x10 1-1,4x103
CFU.mI-1 vyssie uvedenych kmenov. Testované vzorky mlieka zahfnali surové mlieko
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automat na mlieko (3,9 — 4,1 % tuku) a maloobchodné pasterizované a UHT polotucné
mlieko. Naockované vzorové vzorky mlieka boli inkubované pri teplote 15 °C a 22 °C
(izbova teplota), aby sa simulovali nevhodné podmienky prepravy a skladovania.
Experimenty sa vzdy uskutocCnovali paralelne. Dve skupiny platni v kazdom experimente
boli naockované s odstupom 12 hodin, aby pokryli 24 hodin. Na zistovanie SE sa pouzil
trojhodinovy interval odberu vzoriek. Vypocet S. aureus sa uskutocnil v 12-hodinovom
intervale a priemerné hodnoty boli vypocitané z vysledkov paralelnych a opakovanych
experimentov. Pocas inkubacie sa pravidelne meralo pH modelovych vzoriek.

Ked bolo surové mlieko naockované kmenom A a skladované pri teplote 15 °C (obr.
11a), pocet S. aureus sa zvysil z log 2,92 CFU.ml-1 na log 3,61 JTK. ml-I a produkcia
SEA nebola zistena pocas celej doby skladovania (102 hodin). Po 102 hodinach
inkubacie dosiahli pocty S. aureus log 6,41 CFU.ml-1 vy Pasterizovanom miieku alog 6,18 CFUml _ 1
v UHT mlieku. Pritomnost” enterotoxinu A sa zistila v pasterizovanom mlieku po 81
hodinach inkubacie a v UHT mlieku po 90 hodinach inkubacie, ako je znazornené na
obrazku 11a a tabulke 1. Vyraznejsie zvySenie poctu S. aureus a skorsej produkcie
enterotoxinov sa pozorovalo, ked’ sa naockované vzorky pasterizovaného a UHT mlieka
kultivovali pri teplote 22 °C (obrazok 11b). Pri tejto teplote bola produkcia SEA zistena
uz 12 hodin po ockovani. V surovom mlieku inkubovanom pri teplote 22 °C sa
produkcia SEA nezistila pocas celého obdobia inkubacie napriek skuto¢nosti, ze pocty
S. aureus kratkodobo dosiahli limit 10° CFU.mlI-1 (obrazok 11b).
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Obrazok 11: Rychlost rastu a cas S. aureus do prvej detekcie SEA, SEB, SEC v surovom,
pasterizovanom a UHT mlieku skladovanom pri teplote 15 °C (1a) a 22 °C (1b).

V modelovych vzorkach mlieka naockovanych kmenom B a kultivovanych pri teplote
15 °C bol kriticky poéet S aureus 105 JTK. ml-1 prekroceny pre pasterizované mlieko a UHT mlieko az po 30
hodinach kultivacie (obrazok 12a). Produkcia enterotoxinov sa zistila v UHT mlieku az
po 96 hodinach kultivacie (tabulka 1). V pasterizovanom mlieku nebola pozorovana ani
produkcia SEB
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Y I’j
po 102 hodinach kultivacie, hoci pocet S. aureus dosiahol log 8,00 CFU.mI™", T

znamena, ze skladovacia teplota 15 °C nie je optimalna pre vyrobu SEB v kmeni B. Ako
uvadza Roberts et al. (1996), za urcitych podmienok teploty, pH a aw je mozné, aby S.
aureus rastol bez produkcie enterotoxinu. Pri kultivacii pri teplote 22 °C S. aureus
prekrocil hodnotu 10° CFU.mI-1 skoro, t. j. po¢as prvych 24 hodin inkubacie, a
produkcia SEB bola zistena po 15 hodinach inkubacie (obrazok 12b). V surovom mlieku
kmen B vykazoval podobné vysledky ako kmen A. Produkcia SEB nebola zistena pocas
celého inkubacného Casu napriek skutocnosti, ze pri 22 °C pocet S. aureus dosiahol
limit rizika 10° CFU.ml-1 na kratky as.
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Obrazok 12: Rychlost rastu S. aureus a cas do prvej detekcie SEA, SEB, SEC v surovom,
pasterizovanom a UHT mlieku skladovanom pri teplote 15 °C (2a) a 22 °C (2b).

Ked bolo pasterizované mlieko a UHT mlieko naockované kmenom C a kultivované pri
teplote 15 °C (obrazok 13a), pocet S. aureus po 102 hodinach inkubacie dosiahol log
7,00 CFU.mI-1 a log 6,99 CFU.ml-1. Produkcia SEC bola zistena v UHT mlieku az po
90 hodinach kultivacie. Pri kultivacii pri teplote 22 °C (obrazok 13b) vykazoval S. aureus
vysoku rychlost rastu a produkcia SEC bola prvykrat zistena po 12 hodinach inkubacie.
V surovom mlieku vykazoval S. aureus nizsiu rychlost rastu pri 15 °C aj 22 °C a nebola
zistena ziadna produkcia SEC napriek skutocnosti, Ze pri 22 °C bol dosiahnuty rizikovy
limit 10° CFU.ml-1.

Skutocnost, ze S. aureus vykazoval podstatne nizsiu mieru rastu v surovom mlieku v
porovnani s pasterizovanym mliekom a mliekom UHT, ktoré nesuviselo s produkciou SE,
mozno vysvetlit' v sulade s Charlier et al. (2009) pritomnostou prirodzenej mikroflory,
najmd baktérii mliecneho kvasenia, ktoré znizuju pH v surovom mlieku, o méze zabranit
S. aureus rast a produkcia enterotoxinov. Tento inhibi¢ny U¢inok pozorovali aj Alomar
et al. (2008). S. aureus je Udajne schopny rast, ked
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neutralnej hodnote (Charlier et al., 2008), ¢o potvrdili NeC|dova et al. (2009), ktori Z|st|I
Ze minimalne pH kompatibilné s produkciou SE je 4,8. pH vzorovych vzoriek surového
mlieka merané po 102 hodinach inkubacie pri 15 °C a 22 °C bolo v rozmedzi od 4,17
do 4,47. Prislusné hodnoty pH pre pasterizované a UHT mlieko boli ovela vyssie, v
rozmedzi od 6,11 do 6,89, o bolo v optimalnom rozsahu pre vyrobu SE. S. aureus je
schopny rast’ v Sirokom rozmedzi tepl6t od 7 °C do 48,5 °C, s optimalnym rastom od
30 °C do 37 °C. Enterotoxiny sa produkuju medzi 10 a 46 °C (Schmitt a kol., 1990). V
tejto studii bol zaznamenany najvyssi pocet S. aureus pre kmen produkujuci
enterotoxiny A, B a C, ked' bol kultivovany v pasterizovanom a UHT mlieku pri teplote
22 °C. Nas experiment preto potvrdil predpoklad, ze ¢im nizsia je inkubacna teplota,
tym nizSia je rychlost rastu S. aureus a tym dlhsi je cas do produkcie SE.
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Obrazok 13: Rychlost rastu S. aureus a Cas do prvej detekcie SEA, SEB, SEC v surovom,
pasterizovanom a UHT mlieku skladovanom pri teplote 15 °C (3a) a 22 °C (3b).

Tabulka 1: Cas (v hodinach) do prvého zistenia SE v surovom, pasterizovanom a UHT
mlieku naockovanom kmenmi S. aureus produkujucimi enterotoxin a inkubovanom pri
teplote 15 °Ca 22 °C.

Produkcia enterotoxinov (v hodinach)

MORE SEB SEC
Druh mlieka 15°C  22°C 15°C 22°C 15°C 22°C
Surové mlieko - - - - -
Pasterizované mlieko 81 12 - 15 - 12

UHT mlieko 90 12 96 15 90 12
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inkubacnej doby pri teplote 22 °C. Najvyssie riziko produkcie SE je spojené so
sekundarnou kontaminaciou pasterizovaného a UHT mlieka pri skladovani pri izbovej
teplote (tabulka 1).

Odpovede:

A SE sa s vdcsou pravdepodobnostou vyvinuli v pasterizovanom mlieku. S. aureus
vykazoval podstatne nizsie tempo rastu surového mlieka v porovnani s pasterizovanym
a UHT mliekom. Tieto nizsie rychlosti rastu neboli spojené s produkciou SE vdaka
pritomnosti prirodzenej mikroflory, najmd baktérii mliecneho kvasenia, ktoré znizuju pH
v surovom mlieku, co méze branit rastu S. aureus a produkcii enterotoxinov. Tieto
vysledky vsak nepodporuju rizikovd konzumdciu surového kravského mlieka, pretozZe
moézu byt pritomné aj iné patogény.

B. Pani Schwarzova mala co najskér ochladit surové aj pasterizované mlieko a
skladovat ho pri teplote nizsej ako 8 °C. Rozhodne nemala ponorit ruky do mlieka, najmd
preto, Ze na nich boli hnisavé rany.
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Stadia 2 - Stafylokokové enterotoxiny v éerstvom syre

Pan Miiller vyraba na svojej farme cerstvy syr. Mlieko pochadza z piatich krav,
ktoré chova. Niekol'ko zakaznikov, ktori od neho kupovali cerstvy syr, ho minuly
tyzden informovalo, ze trpia silnou hnackou a vracanim, ktoré trvali 1 den a
potom sa zotavili. Spotrebitelia nesli k lekarovi a nezistili pricinu. Pan Miiller
pouziva proces pasterizacie pri teplote 72 °C pocas 15 sekiund na vyrobu
cerstvého syra.

A. Mohla to byt stafylokokova enterotoxik6za sposobena konzumaciou
cerstvého syra pana Miillera?

B. Zlepsilo by zvysenie teploty pasterizacie na 85 °C bezpecnost’ produktu?

C. Ak bolo mlieko kontaminované S. aureus az po pasterizacii mlieka a
skladovani vyrobkov podla legislativnych poziadaviek pri teplotach nizsich ako 8
°C mohli S. aureus rastli v syre a produkovali stafylokokové enterotoxiny?

Odpovedzte na tieto otazky na zaklade vysledkov nasledujucej studie.

Cielom tejto Studie (Necidova et al., 2009) bolo sledovat rastove charakteristiky piatich
kmenov S. aureus a ich potencial produkovat enterotoxiny v réznych stadiach vyroby
makkych syrov.

V' modelovych experimentoch bolo surové kravské mlieko naockované oddelene
piatimi kmenmi S. aureus. Vsetkych pat kmenov bolo producentmi enterotoxinov typu
A, B alebo C (SA1185 SEA, SA1200 SEB, SA1057 SEB, SA1089 SEB a SA843 SEQ).
Schopnost” kmenov produkovat enterotoxiny bola testovana metdédou reverznej
pasivnej latexovej aglutinacie (Denka Seiken Co., Ltd., Japonsko). Kazda vzorka mlieka
bola nao¢kovana dvoma réznymi davkami S. aureus, nizkymi (s < 5 x 197 az 4,8 x 103
JTK/ml) a vysokymi (5,3 x 10 4-2,9 x 105 JTK/ml). Ockovanie sa uskutoc¢nilo dvoma
sposobmi: bud 12-16 hodin pred pasterizaciou (experiment 1) alebo po pasterizacii
(experiment 2). OSetrené mlieko sa pouzilo na vyrobu makkého syra podla
Standardného postupu: mlieko sa pasterizuje pri roznych teplotach, 72 °C a 85 °C, pocas
15 s [ako sa uvadza v nariadeni Komisie (ES) ¢. 853/2004], pridava sa CaCl2 a kultura
kyslej smotany (Milcom a.s., Laktoflora, Ceska republika), po ktorych nasleduje syridlo
(Milcom a.s., Laktoflora, Ceska republika), zmes sa zraza pri teplote 30 °C pocas 1
hodiny, tvaroh sa spracuje, lisuje do foriem a necha sa cez noc odtiect’ pri izbovej
teplote (24 °C), soli a okoreni. Syr sa bali a skladuje pri teplote 4 °C a 8 °C pocas 5 dni.
Vzorky na bakterialnu analyzu boli odobraté v roznych stadiach vyroby a skladovania
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0,99, NaCl = 2% (w/v).

V tabulke 2 su uvedené pocty S. aureus stanovené v mlieku a v réznych Stadiach
procesu vyroby syra. V mlieku naockovanom nizkym pocCtom S. aureus sa pocas
naslednych technologickych operacii nepozorovala Ziadna proliferacia cinidla.
Pasterizacia pri teplote 72 °C a 85 °C pocas 15 sekund Uplne eliminovala stafylokoky v
mlieku. Ked bolo mlieko naockované vysokym poctom S. aureus, ako bezpecna sa
ukazala iba vysSia teplota pasterizacie. NizSia teplota pasterizacie znizila pocet
stafylokokov priblizne o tri rady; kriticky pocet 10> JTK/ml véak nebol prekroceny v
Ziadnej vzorke v Ziadnom $tadiu technologického procesu (tabulka 2). Ziadna z
modelovych vzoriek nebola pozitivna pri detekcii SE. Oba pouzité pasterizacné postupy
boli dostatoCne bezpecné na znizenie poctu S. aureus na Urovne, ktoré nie su schopné
produkovat  stafylokokové enterotoxiny v takych vysokych mnozstvach, aké su
potrebné na to, aby spdsobili intoxikaciu potravinami.

Tabulka 2: Pocet S. aureus (JTK/g) v réznych Stadiach vyroby makkého syra (mlieko
naockované kmenom SA1057 pred pasterizaciou).

Innoculation with low Innoculation with high
counts of 8. aureus counts of 8. aureus

Production and storage stage pasteurisation temperature per 15 s

72°C 85°C 72°C 85°C
Prior to pasteurisation (12 h after inoculation) 2.3 x 10! 1.9 x 10° 2.5 x 10° 2.4 % 10°
After pasteurisation <5x 10 <5x 10" 5.0 x 10? <5x 10!
After renneting <5x 10! < 5% 10! 1.5 x 10° <5 %10
During the pressing <5x 10 <5x 10" 4.1 x 10° <5x 10!
Prior to salting <5 %10 <5x 10! 1.7 x 10* <5x 10!
Storage day 1, at 4°C <5 x 10! <5 x 10! 2.6 x 10° <5 x 10
Storage day 1, at 8°C < 5% 10 <5x% 10! 4.1 x 10° <5x 10!
Storage day 2, at 4°C <5 x 10! <5 x 10! 6.3 x 10 <5 x 10
Storage day 2, at 8°C <5 x 10 <5x 10! 6.9 x 10° <5 x 10!
Storage day 5, at 4°C <5x 10 <5x 10 3.3 x 10° <5x 10!
Storage day 5, at 8°C < 5% 10 «5x 10! 5.9 x 10° < 510!

Modelovy experiment opisany v tabulke 3 simuluje moznu sekundarnu kontaminaciu
makkého syra S. aureus pocas vyroby a skladovania alebo pocas vyroby syra z
nepasterizovaného mlieka. Mlieko bolo po pasterizacii naockované toxigénnymi
kmenmi. SE boli zistené len vtedy, ked toxigénny kmen SA1185 (SEA
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vyroba) boli pouzité. S tymto kmenom sa ziskali najvyssie stafylokokové pocty zo
véetkych experimentov (az do 3,2 x 10° JTK/g). Prvym vyrobnym $tadiom, v ktorom boli
SE zistené, bolo lisovanie 7 hodin po naockovani pasterizovaného mlieka, pricom pocet
S. aureus dosiahol 4,3 x 10° JTK/g. V tomto ¢asovom intervale bol vyrobeny méakky syr
vystaveny teplote 30 °C pocas jednej hodiny pocas syrenia. Potom bol produkt lisovany
pri izbovej teplote 24 °C po dobu priblizne 12 hodin.

Tabulka 3: Pocet S. aureus (JTK/g) v roznych stadiach vyroby makkych syrov (mlieko
naockované po pasterizacii).

Table 2. S. aureus counts (CFU/g) at various stages of soft cheese making (milk inoculated after pasteurisation)

Production Innoculation with low counts of S. aurens Innoculation with high counts of S. aureus
and storage

stage 1057 1089 843 1200 1185 1057 1089 843 1200 1185
After 3 3 1 3 4 5 5

pasteurisation 3.3x10° 4.6x10° 48x10° <5x10' 3.2x 10 53x10* 1.8 x10° 25x 10° 1.3 x 10° 2.9 x 10°
‘;ﬁ:;ﬁng 34x10° 48x10° 49x10° <5x10' 37x10° 65x10° 24 x10° 24 x 10° 3.6 x 10° 1.4 x 10°
DUTiﬂB 0 3 3 1 4 5 5 5 0 ® 5
the pressing 21 x 107 55x10° 53 x10° «5x 10" 3.6x 10" 6.6x 10" 20x 107 1.5x 107 2.4 x 10" *4.3 x 10
E:ls‘;'iﬁng 1.5%10* 1.8x10* 3.0x 10° <5x 10" 35x 10* 10x10° 25 x 10° 6.9 x 10* 4.2 x 10° *1.6 x 10°
g'tt'zl‘f;:ge dayl, 5 10255%107 93x 107 <5x10' 22x10° 34x10° <5x10° 22 x 10° 6.3 x 10* *1.6 x 10°
g’:‘;‘:‘::ge dayl, 5 10° 42x10° 93x 107 <5x 10" 39x 10* 45x10° 29 x 10° 1.7 x 10* 2.3 x 10° *1.2 x 10°
:tt'jl‘fz:ge day2, 59, 10° «5x10' 85x 10° <5x10' 49x 10° 2.0x10° 15x 10* 2.6 x 10° 85 x 10* *1.6 x 10°
g'tt';‘f::ge day2, 5 10° 13x10° 73x 107 <5x 10 69x 10* 73x10° 53 x 10° 27 x 10 1.8 x 10° *3.2 x 10°
::'jl‘:‘::gEdaYs’ 75x10* <5x10" <5x 10" <5x10' 47x10* <5x10* <5x10% <5x 10% <5x 10° *< 5 x 10*
gtt';'f::g‘?daﬁ’ 16x10° <5x 10" <5x 10" <5x10' 6.0x 10* <5x10* 3.9 x 10* <5x 10> <5 x 10° *< 5 x 10*

*samples positive for staphylococcal enterotoxins

Vacsina makkych syrov z modelovych experimentov nebola v sulade s nariadenim
Komisie (ES) ¢. 2073/2005, v ktorom sa stanovuje limit pre koaguldzovo pozitivne
stafylokoky na 10 '~ 102 JTK/g. Sest z 28 vzoriek preukézalo pocet S. aureus >10°
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JTK/g a podla nariadenia by sa mali dalej vySetrit' na pritomnost  stafylokokovych
enterotoxinov.
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Vysledky Studie potvrdili, Ze mlieko s obsahom S. aureus vy$$im ako 10° JTK/g nie je
vhodné na vyrobu méakkého syra. KedZe nariadenie Komisie (ES ¢. 853/2004) Specifikuje
limit celkového poctu mikroorganizmov (TPC) pre dodané surové mlieko na 10 5
JTK/ml, neocakava sa, Ze by sa bezpecny limit pre pocet S. aureus v surovom mlieku
prekrocil. Za Standardnych vyrobnych podmienok by pritomnost  stafylokokovych
enterotoxinov v makkych syroch naznacovala sekundarnu kontaminaciu S. aureus.
Hlavnymi predpokladmi bezpecnej vyroby su predovsetkym prevencia sekundarnej
kontaminacie a udrzba chladiaceho retazca pocas skladovania, prepravy a distribucie
makkych syrov.

Odpovede:

A. Ano, je to mozné. Syr je vysoko rizikovd potravina z hladiska vyskytu S. aureus,
ako vyplyva z nariadenia Komisie (ES) c¢. 2073/2005 z 15. novembra 2005 o
mikrobiologickych kritériach pre potraviny.
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B. B. Ano, ako ukazuje tabulka 2, teplota pasterizdcie 85 °C Uplne inaktivovala S.
aureus, aj ked bol pred pasterizdciou pritomny vyssi pocet baktérii. Ako vyplyva z tabulky
3, hoci vyssia teplota pasterizacie by lepsie odstranila baktérie zo surového mlieka, aj
nizsia teplota poskytla dostatocnu ochranu proti zvysSeniu poctu baktérii nad rizikovu
uroven 10° JTK/ml. Preto je pravdepodobné, Ze ku kontamindcii v tomto pripade doslo
az po pasterizdcii a zvysend teplota pasterizdacie by pravdepodobne nemala Ziadny
ucinok.

C C. Ak by bolo mlieko kontaminované vyssim mnoZstvom S. aureus po
pasterizacii, SE by mohli byt pritomné v Cerstvom syre, aj ked bol skladovany pri teplotdach
nizsich ako 8 °C, pretoze SE by vznikli hned na zaciatku vyrobného procesu, t. j. pri
opdtovnom sietovani a scedeni pri vyssich teplotdch.

SERIY
o 4

3
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Stadia 3 - Stafylokokové enterotoxiny v susenom mlieku 9

Jednotka intenzivnej starostlivosti detského oddelenia regionalnej nemocnice v
Brne (Ceska republika) liec¢i pripad 4-mesaéného dietata prijatého z dévodu
pretrvavajucej hnacky a vracania. Jedinou potravinou, ktort dieta konzumuje, je
susena dojcenska vyziva. Dieta vyvinulo priznaky alimentarnej intoxikacie ihned
po konzumacii mlieka, ktoré matka pripravila o 8. hodine rano, nechala ho na
kuchynskom stole a kimila ho dietatom az o 18:00, po navrate z jednodriového
vyletu.

A. Je mozné, ze dieta trpi stafylokokovou enterotoxik6zou? Mohla suSena
dojcenska vyziva obsahovat' S. aureus?

B. Pri akej teplote a case by mohla S. aureus v rozriedenom mlieku dosiahli
arovei rizika uvedent v log 5 (>10°) JTK/g od ktorého zalozenia SE?

C. Pri akych skladovacich teplotach (tabulka 2) boli SE zistené v
rekonstituovanom mlieku? Ako mohla matka zabranit tejto chorobe?

Odpovedzte na otazky na zaklade vysledkov nasledujtcej studie.

Cielom studie Bogdanivicovej et al. (2017) bolo preskimat’ dynamiku rastu S. aureus
a produkciu stafylokokovych enterotoxinov A, B a C v rekonstituovanom susenom
mlieku a vyhodnotit’ potencial produkcie SEA, SEB a SEC v rekonstituovanom susenom
mlieku, ktory bude alebo nebude spifat parametre pozadované eurépskou legislativou
(100 cfu.g-1) a bude (4 °C) alebo nebude (15 °C, 25 °C) byt riadne skladované.

Vzorky suseného mlieka (Hami pociatocna dojcenska vyziva, Nutricia Inc.) boli
kontaminované 1 ml suspenzie S. aureus vytvorenej pomocou McFarlandovho
Standardu (prvé ekvivalencia zodpovedd poctu 3x108 baktérii/ml) a dokladne
premieSané. Naockované susené mlieko sa rekonstituovalo prevarenou vodou
ochladenou na 40 °C v pomere odporticanom vyrobcom (13,5 g pociatocnej dojcenskej
vyzivy + 90 ml vody). Tato situacia vytvorila rekonstituovany model mlieka tykajuci sa
spotrebitelského hladiska. NizSie a vysSie pocty S. aureus boli vopred navrhnuté
pomocou matematického vypoctu. Skutocny a presny  poclet S. aureus v
rekonstituovanom mlieku sa stanovil metédou Specifikovanou v kazdej vzorke (9 pre
nizky pocet a 9 pre vyssi). Tieto vzorky mlieka boli tiez naockované dvoma riedeniami
— nizkym poc&tom (5,0x10 0 — 2,7x101 cfu.g-1) alebo Wsokym poctom (1,3x104 - 2.0x104 cfu.g-1)
Jedného z deviatich tgxjgénnych kmeRov S. aureus s produkciou SEA, SEB alebo SEC.
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rekonstituovanom mlieku (N = 9).
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Tabulka 4: Priemerné a maximalne hodnoty poctu S. aureus (log cfumi-1

Ockovanie s nizkym poctom

S. aureus

(5.0x100 — 2.7x101 KTJ.G-1)

Ockovanie s vysokym poctom

S. aureus

(1.3x104 — 2.0x104 KTJ.G-1)

Cas Skladovacia (inkubacna) teplota

(hodin) 4°C 15 °C 25 °C 4°C 15 °C 25 °C
0 1.37 (2.45) 1.37 (2.45) 1.37 (2.45) 422 (430) 4.22(430) 4.22(4.30)
2 1.30 (2.00) 1.29(1.60) 1.42(1.70) 4.44(552) 4.29 (4.57) 4.54 (4.75)
4 1.36 (1.70) 1.31(1.60) 2.24 (2.58) 4.43 (5.20) 4.38 (4.59) 5.15 (5.45)
5 1.36 (1.70) 1.36(1.78) 2.43(2.72) 4.24(451) 4.41(4.75) 5.38(5.82)
6 1.23(1.85) 1.20 (1.70) 2.60 (2.93) 4.25(4.52) 4.26 (4.59) 5.86 (6.30)
7 1.38 (1.85) 1.38(1.78) 3.01(3.30) 4.29 (4.45) 4.41(4.60) 6.25(6.75)
8 1.39(1.60) 1.51(1.90) 3.54(4.90) 4.254.46) 447 (4.71) 6.58 (7.04)
9 1.38(1.78) 1.50(2.08) 3.91(4.40) 4.31(4.45) 4.60(4.90) 6.88(7.43)
10 1.29(1.60) 1.47(1.95) 4.23(4.60) 4.27 (438) 4.77 (4.87) 7.26 (7.73)
11 140 (1.85) 1.69(2.18) 4.48 (5.18) 4.32 (4.51) 4.80(4.93) 7.35(7.70)
12 1.27 (1.60) 1.83 (2.11) 4.84 (5.38) 4.28 (4.52) 491 (5.23) 7.61(7.87)
24 1.51(1.70) 2.60(3.18) 7.44 (7.76) 4.28 (4.54) 5.89 (6.23) 8.21(8.58)
48 1.20 (1.70) 4.56 (4.95) 8.09 (9.00) 4.27 (4.41) 7.23(7.52) 8.49 (8.64)

Tabulka 5: Cas prvej detekcie (hodiny) SE v suéenom mlieku nao¢kovanom S. aureus po
rekonstitdcii. Celkova inkubacna doba bola 48 hodin.

Ockovanie s nizkym poctom
S. aureus

Ockovanie s vysokym poctom
S. aureus

Kmene (SE) (5.0x100 — 2.7x101 KTJ.G-1) (1.3x104 — 2.0x104 KTJ.G-1)
Skladovacia (inkubacna) teplota
4°C 15 °C 25 °C 4°C 15 °C 25 °C

SA 393 - - 24 - 48 8
(MORE)

SA 562 - - 24 - 48 8
(MORE)

SA 650 - - 48 - - 24
(MORE)

SA 536 (SEB) - - 48 - - 48
SA 652 (SEB) - - 24 - 48 7

SA 879 (SEB) - - - - - -
SA 289 (SEK) - - - - - -
SA 315 (SEK) - - 48 - - 24
SA 360 (SEK) - - - - - 24
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Vsetkych 18 naockovanych vzoriek s presne vypocitanym poctom S. aureus bolo
rozdelenych do 3 ciastkovych vzoriek, ktoré sa potom skladovali pri teplote 4 °C, 15 °C
a 25 °C, aby sa simulovali vhodné aj nevhodné podmienky skladovania. Vzorky z kazdej
teploty boli analyzované individualne. Experimenty boli vykonané bez replikacii,
vysledkom ¢oho bolo celkovo analyzovanych 54 vzoriek (9 kmenov S. aureus / 3 rOzne
teploty / dve riedenia). S. aureus bol vymenovany vo vsetkych vzorkach v pravidelnych
intervaloch. Odber vzoriek sa uskutocnoval v hodinovych intervaloch pocas prvych 12
hodin skladovania a potom opat po 24 a 48 hodinach. Vzorky boli vySetrené na pocet
S. aureus a skrining na pritomnost’ SEA, SEB a SEC. Subezne sa analyzovali kontrolné
vzorky rekonstituovaného mlieka, ktoré nebolo naockované S. aureus (tabulka 4 a 5).

Odpovede:

A Ano, je to mozné. V silade s nariadenim Komisie (ES) & 2073/2005 o
mikrobiologickych kritéridch pre potraviny — kritéria pre pocet koaguldzopozitivnych
stafylokokov v susenom mlieku s 10 — 100 KTJ/g.

) ) Sampling plan (') Limits (%) Analytical reference Stage where the Action in case of unsatisfactory
Food category Mic o
. n | M method (%) criterion applies results
2.2.7. Milk powder and whey powder (¥) Enterobacteriaceae 5 0 10 cfufg 1SO 21528- 1 End of the manufac- | Check on the efficiency of
turing process heat treatment and preven-
tion of recontamination
Coagulase-positive 5 2 10 cfufg 100 cfufg | EN/ISO 6888-1 or | End of the manufac- | Improvements in production
staphylococci 2 turing process hygiene. If values > 10° cfufg
are detected, the batch has to
be tested for staphylococeal
enterotoxins.

B. Ako vyplyva z tabulky 4, stupern rizika by sa pri teplote 25 °C dosiahol za 11 hodin
(nizka kontamindcia) alebo dokonca za 4 hodiny (vysoka kontamindcia); pri teplote 15
°C by sa nebezpecné urovne dosiahli po 12 hodindch, ak by bolo mlieko vysoko
kontaminované.

C SE boli zistené pri teplotach 15 a 25 °C. Matka mala dat rekonstituované mlieko
do chladnicky.
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Studia 4 - Stafylokokové enterotoxiny v lahédkach a jemnom pedive

Vo Stvrtok rano cestou do prace kapil Harry svojim kolegom na oslavu narodenin
sendvi¢e a krémové listky. Kvoli neCakanym pracovnym zaviazkom na strane
vacsiny jeho kolegov vsak vecierok odlozili na piatok. Bol jul, vonku bola teplota
takmer 30 °C. Pan Harry sa rozhodol nechat obcerstvenie vo svojej kancelarii (25
°C) do nasledujuceho dna. Party sa konala v piatok po obede. Osem z jeho 13
kolegov zacalo v piatok popoludni trpiet silnou nevolnostou, vracanim a
hnackou.

A. Mohli byt tieto priznaky sposobené stafylokokovou enterotoxikézou?

B. Mohli sa stafylokokové enterotoxiny vytvorit pocas 24 hodin v sendvicoch
a cukrovinkach?

C. Su tieto potraviny rizikové z hladiska moznych S. aureus Kontaminacia a
preco?

Odpovedzte na tieto otazky na zaklade vysledkov nasledujucej studie.

Cielom predlozenej studie (Necidova et al., 2022) bolo zhodnotit’ rast a mnozenie
enterotoxigénnych kmenov S. aureus v modelovych deli a jemnych pekarenskych
vyrobkoch. Osobitna pozornost sa venovala posudeniu podmienok skladovania a ich
vplyvu na produkciu stafylokokovych enterotoxinov, a teda na riziko, ktoré predstavuju
potencialni spotrebitelia takychto potravin.

Vzorky potravin (otvorené sendvice a krémové listky) boli naockované tromi kmenmi
S. aureus produkujucimi stafylokokové enterotoxiny. Otvorené sendvice obsahujuce
francuzsky bochnik, maslo, syr Eidam a Sunku (pociato¢né pH = 5,55-5,71; aw = 0,946-
0,964 boli vybrané ako zastupcovia lahddok. Otvorené sendvice boli pripravené v
laboratériu  bezprostredne  pred zaCiatkom  experimentu z  nakUpenych
maloobchodnych produktov. Maslové krémové listky, vybrané ako vzorové potraviny z
kategorie jemnych pekarenskych vyrobkov (pociatocné pH = 5,96-6,15; aw = 0,952—
0,965), boli zakipené na trhu u miestneho vyrobcu s deklarovanim tychto zloziek:

psenicna muka, vajcia, voda, sol, rastlinny olej, susené mlieko, maslo, cukor, susené
mlieko v prasku (kukuricna muka, aréma, B-karotén, citronova ZzlIta), vanilinovy cukor
(arbma - etylvanilin), a fondan (cukor, glukézovy sirup, voda). Vzorky boli testované na
pritomnost’ S. aureus; baktérie neboli zistené v Ziadnej z 25 g vzoriek.
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Tri kmene S. aureus produkujce stafylokokové enterotoxiny, konkrétne S. aureus No.
562 (kmen produkujuci SEA), S. aureus CCM 5757 (SEB) a S. aureus CCM 5971 (SEC),
boli aerobne kultivované na krvnom agare pri teplote 37 °C pocas 24 hodin. Nasledne
bola pre kazdy kmen pripravena bakterialna suspenzia v sterilnom fyziologickom
roztoku s hustotou priblizne 8 log UM tieto ¢iastocné suspenzie boli nasledne
zmiesané v pomere 1:1:1. Vysledna suspenzna zmes bola homogenizovana miesanim,
zriedena podla potreby a pouzita na ockovanie vzoriek potravin. Vysledné pociatocné
koncentracie S. aureus vo vzorkach boli 2,54-3,48 log cfu.g-1 v otvorenych sendvi¢och
a 1,7-3,58 log cfu.g-1 v maslovych krémovych oblacikoch. Pre kazdu skladovaciu
teplotu a typ vzorky boli pripravené Styri replikaty; Tri replikaty boli vzdy naockované
zmieSanou suspenziou a Stvrta vzorka sluzila ako slepa vzorka.
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Naockované vzorky boli homogenizované pomocou stomacherového homogenizatora
a uchovavané v sterilnych vreckach pri teplotach simulujucich narusenie postupov
prepravy s chladenim (15, 25 a 30 °C) pocas 72 hodin. Ciasto¢né vzorky potravy boli
asepticky odobraté okamzite (0 hodin) a 6, 12, 24, 31, 48, 55 a 72 hodin po ockovani; V
kazdom ¢asovom bode sa odobralo 10 g.

Okrem stafylokokov boli v Ciastkovych vzorkach vymenované aj mezofilné baktérie
mliecneho kvasenia pomocou horizontalnej metody podla ISO 15214 (2000) na agare
De Man, Rogosa a Sharpe (Oxoid, Ltd., Basingstoke, UK).

Rast a mnozenie S. aureus v otvorenych sendviCoch a jemnom pecive s maslovym
krémom pri teplotach 15, 25 a 30 °C charakterizuju rastové krivky vytvorené pomocou
Baranyi-Roberts a linearnych modelov pre jednotlivé skladovacie teploty (obrazok 14).
S. aureus nerastol v otvorenych sendvicoch skladovanych pri teplote 15 °C a pri teplote
30 °C bol pozorovany len zanedbatelny rast z 2,72 na 3,62 log cfu.g-1. V otvorenych
sendvicoch skladovanych pri teplote 25 °C bol vsak rast vyraznejsi. V maslovych
krémovych potiahnutiach bol rast S. aureus pozorovany pri vsetkych experimentalnych
teplotach. Rast bol relativne pomalsi pri teplote 15 a 30 °C; podobne ako pri otvorenych
sendvicoch, rast bol najrychlejsi pri 25 °C (tabulka 6). Predpoklad, ze najrychlejsi rast
populdcie S. aureus nastane pri teplote 30 °C, sa preto nepotvrdil a najrychlejsi rast (ako
aj najvyssi pocet S. aureus na konci obdobia Studie) bol pozorovany u otvorenych
sendvicov a maslovych krémovych vldken pri teplote 25 °C (obrazok 14, tabulka 6).

V nasej studii bola produkcia SE zaznamenana iba v jedinom scenari, a to v maslovych
krémovych listkoch skladovanych pri teplote 25 °C, tam bola zistena uz po 24 hodinach.
Vo vsetkych ostatnych scenaroch pocet S. aureus vyznamne neprekrocil rizikovy limit 5
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log cfu.g™!, hoci hodnoty pH a aw, ako aj skladovacia teplota podporovali rast S. aureus
pocas vacsej Casti obdobia studie (tabulka 6).

Vysledky tejto Studie naznacuju, ze ak su otvorené sendvice alebo maslové krémové
listky kontaminované toxigénnymi kmenmi S. aureus v koncentracii priblizne 3 log
cfu.g-1, tieto toxigénne baktérie su schopné rastu v krémovych oblacikoch pri vSetkych
testovanych teplotach (15, 25 a 30 °C), zatial ¢o v otvorenych sendvicoch nebol
pozorovany ziadny rast pri 15 °C. Napriek tomu sa vo vacsine vzoriek nepozorovala
produkcia stafylokokovych enterotoxinov, ktora sa ocakavala pri teplote 25 °C a 30 °C.
SE boli zistené az v krémovych oblacikoch po 24 a viac hodinach skladovania pri teplote
25 °C. Vysledky nasej studie naznacuju, Ze tvorba enterotoxinov zavisi okrem
potravinove] matrice aj od pritomnosti konkurencnej mikroflory, ako su baktérie
mlieCneho kvasenia. Baktérie mliecneho kvasenia su vysoko metabolicky aktivne pri
teplote 30 °C a ich metabolické produkty mozu byt zodpovedné za nizsi rast S. aureus
pri teplote vyssej ako 25 °C.

Tabulka 6: Priemerna + smerodajna odchylka poctu S. aureus (log cfu.g-1) v sendvicoch
a dezertoch naockovanych 3 log cfu.g-1 a skladovanych 72 hodin pri teplote 15 °C, 25
°Ca 30 °C.

Cas Grof zo S. aureus (log cfu.g-1)
(hodiny) Sendvic Dezert
15 °C 25 °C 30 °C 15 °C 25 °C 30 °C

0 337£009 306+023 272+0,16 271010 2.19+0.50 311+ 042
6 337017 332006 293+010 245+005 289 +0,13 2,81 £0,10
12 333£0.13 418+024 264 +015 249+0,18 3,51 +045 361+013
24 320+ 041 4.08+0.17 309+065 327+0.11 554 +0,06* 472+0,12
31 325+£0,09 49 +010 309+036 347+0.16 6,79 +£0,16* 4,65+0,21
48 3.64+105 552+022 286+041 49 +£024 8,02+0,07* 470+0.30
55 290+£021 535+065 356+043 469+050 798 +0,15* 4,67 +0,32
72 339+009 495+143 362+023 481+009 849+003* 486020

*vzorky s detegovanymi stafylokokovymi enterotoxinmi
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Obrazok 14: Rastové krivky baktérii S. aureus (SA) a mlieCcneho

Time (hours)

kvasenia (LAB) v

otvorenom sendvicovom a maslovom krémovom dezerte skladovanom 72 hodin pri
teplote 15 °C, 25 °C a 30 °C. Pozorované udaje S. aureus (symboly O) a predpovedané
Baranyiho modely (— krivky) alebo linearne modely (— ciary) a Cas detekcie toxinov (e
plné symboly). Pozorované uUdaje o baktériach mliecneho kvasenia (symboly A) a
predpokladané linearne modely (- — - Ciary).
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Odpovede:

A. Ano, mézu to byt priznaky stafylokokovej enterotoxikézy, o com svedci rychly
ndastup priznakov s vysokou intenzitou u velkej casti os6b kratko po konzumadcii
kontaminovanych potravin.

B. Ano, SE sa mohli tvorit v uvedenych potravindch, najmé v dezertoch (maslové
krémy), ako ukazuju vysledky studie v tabulke 6.

C Sendvice aj maslové krémové listky su vysoko rizikové potraviny z hladiska moznej
kontamindcie S. aureus kvoli vysokému stupriu manudlnej prdce pocas ich pripravy. Ruky
a sliznice pracovnikov, najmd hnisavé rany a rozprdvanie alebo kychanie pocas pripravy
tychto potravin, mézu byt zdrojom S. aureus.

D. Sendvice a vence su vysoko rizikové potraviny z hladiska mozZnej kontamindcie
baktériami S. aureus v désledku vysokého stupria manudlnej prace pocas ich pripravy.
Zdrojmi S. aureus mozu byt ruky a sliznice pracovnikov, najmd hnisavé rany a
rozpravanie alebo kychanie pocas pripravy tychto potravin.
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