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Abstract: Staphylococcus aureus is one of the ubiquitous contaminants of raw ewe’s
milk. Presence of the toxin producing strains and their enterotoxins in ewe’s lump
cheese produced from raw milk are dependent on various factors connected with animal
health status and environmental, hygienical and technological conditions during
production. On the other hand, fermentation and ripening resulting in specific intrinsic
factors play key role in fate of this organism. In this work, an experimental survey and
statistical evaluation of Staphylococcus aureus growth parameters is presented.
Replicated growth curves of 15 strains were determined in milk at 15 °C. The results
demonstrate that despite some inherent errors of the microbiological cultivation method,
the growth curves and calculated growth rates can be determined with high repeatability
represented with as low coefficient of variation (CV) as 7.1 % (for all the strains of S.
aureus under study). The most accurate growth rate of the same strain was calculated
from 6 growth curves resulted from two independent trials (CV = 1.2 %). The results
confirmed the fact that the higher repeatability of growth curves and subsequent growth
parameters is determined the best predictions can be postulated.
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Staphylococcus aureus tvori grampozitivne kokovité bunky, ktoré sa v kultire
vyskytuji vo forme strapcovitych zhlukov. Je fakultativne anaerobny, mezofilny, tvori
katalazu, ale oxidazu nie. Rastie v oblasti teplot 7 az 48 °C a pH 4,2 az9,3.
Charakteristickd je jeho halotolerantnost’ ekvivalentnd maximalne minimalnej hodnote
ay = 0,83 (21 % NaCl; Chen, 1989). Jeho kmene sa vyznacuju tvorbou termostabilnych
enterotoxinov, ktoré moze za aerobnych podmienok tvorit uz pri a, = 0,86.
Staphylococcus aureus sa principidlne nachadza na pokozke a mukoznych membranach
teplokrvnych zvierat. Bezne sa nachadza v surovom mlieku a v syroch vyrobenych zo
surového mlieka. Jeho po¢ty moézu byt v mlieku zvySené, ak sa v stdde vyskytuje
mastitidne ochorenie. V mliekarenskej praxi moze S. aureus kolonizovat’ technologické
zariadenia na miestach, ktoré sa obtiazne Cistia (Adams a Moss, 1995). V dobre
nadojenom ov&om mliecku sa vyskytuje v poGtoch medzi 100 az 200 KTJ.ml" (Valik
a kol., 2004). Podl'a Aspergera a Zangerla (2002) sa za normalnych podmienok pocas
prvych 24 h da ocakavat’ jeho zvySenie poctov o 1,5 az 3 logaritmické poriadky. Preto
aj stcasna legislativa EU pripista jeho maximalne limity v syroch vyrobenych zo
surového mlicka m = 10 a M = 10° KTJ.g" (Regulation (ES) 2073/2005).

Vseobecnym cielom prediktivneho pristupu v potravinarskej mikrobioldgii je na
zaklade znamych faktorov prostredia predpovedat’ rast mikroorganizmov a zhodnotit’
jeho doésledky pre bezpecnost’ a trvanlivost’ potravin (Roberts, 1995).

Prediktivna mikrobioldgia vyuziva tzv. primarne a sekundarne matematické modely.
K primarnym modelom najcastejSie zarad’'ujeme rastova krivku v pripade rastu
mikroorganizmov alebo tzv. letalitna krivku v pripade ich devitalizécie.

Rast a rozmnoZovanie mikrobidlnej populacie je zdkonity proces. Vo vhodnom
prostredi vznikaju z jednej bakteridlnej bunky dve aich pocCet sa dalej s casom
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zdvojnasobuje. V semilogaritmickom znazorneni tento dej zndzornuje rastova krivka,
ktord ma obycajne sigmoidny tvar zahriiujuci jednotlivé fzy rastu. Z nich pre predikcie
su najdolezitejSie lag-faga atzv. faza exponencialneho alebo logaritmického rastu.
Medzi najznamejSie primdrne modely patria Gompertzova funkcia a Baranyiho
dynamicky model (Baranyi a kol., 1993; McKellar a Lu, 2004).

Rast mikroorganizmov zavisi od faktorov stvisiacich so samotnym mikrobidlnym
druhom, jeho vlastnost'ami, fyziologickym stavom a v neposlednom rade od faktorov
vnutorného a vonkajSieho prostredia potravin (Valik a Gorner, 1995; Gorner a Valik,
2004). Nakol’ko podrla viacerych autorov, ako napriklad, podl'a Monoda (1949) a Rossa
a McMeekina (1994), st odozvy populacii mikroorganizmov na tieto faktory
reprodukovatelné, je mozné matematicky urcit’ vztah medzi parametrami vypocitanymi
zrastovych alebo letalitnych kriviek a tymito faktormi prostredia. Tieto vztahy st
definované skupinou tzv. sekundarnych modelov (Ross a Dalgaard, 2004).

MATERIAL A METODY

Kmene Staphylococcus aureus boli izolované z ov¢ieho mlieka a ov¢ieho syra na
Statnom  veterinarnom a potravinovom ustave v Prefove (poskytnuté MVDr.
Hanzélyovou). Jeden kmeii bol izolovany z materského mlieka (Urad verejného
zdravotnictva SR; Ing. Sirotnd). Identifikdcia kmenov bola dodato¢ne potvrdena
systémom API (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francuzsko).

Standardné 24h kultiry &istych kmefiov sa inokulovali do sterilného UHT mlieka
tak, aby sa ziskal ¢o najmensi rozptyl pociatocnych poctov S. aureus v mlieku.
Paralelne naockované mlieko sa inkubovalo pri 15 °C, pricom v prislusne stanovenych
intervaloch sa vy3etroval aktudlny po¢et KTJ.ml™" S. aureus, kultivaéne na Agare podla
Baird-Parkera (Imuna, Sariiské Michalany, SR) aneskor na GTK agare (Imuna,
Sarisské Michal'any, SR).

Zo zistenych poctov sa zostrojili rastové Ciary, ktoré sa podrobili primarnemu
modelovaniu podla Baranyiho (Baranyi akol., 1993), vysledkom ktorého boli
vypocitané rastové parametre (rastova rychlost, lag-faza a 1.).

Rastové parametre boli podrobené¢ zdkladnému matematicko-Statistickému
hodnoteniu s vyuzitim Statistického balika Microsoft a Statistica Cz.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na obr. 1 st zndzornené rastové Ciary 6 kmenov S. aureus. Pre prehl'adnost’ d’alSie
rastové Ciary uz nebolo vhodné znazornit. Aj z tychto prezentovanych Ciar je vidiet,, ze
sa lisili navzdjom len minimalne, o potvrdzuji aj rozmedzia v akom sa pohybovali
prislusné lag-fazy a smernice exponencialnej fdzy. Pozoruhodné pritom je, ze rastové
Clary vychadzali z vysledkov ziskanych klasickou zried'ovacou kultivatnou metddou,
ktora sa vSeobecne vyznacuje 16 az 52% opakovatelnostou stanovenia (STN ISO
6888).

V tab. 1 su zhrnuté vysledky Statistického zhodnotenia rastovych parametrov, ktoré
potvrdzuji minimalne odchylky od ich priemernych hodndt ocakévané z grafického
znazornenia rastovych Ciar. Priemerna rastova rychlost kmenov S. aureus v mlieku pri
15 °C ¢inila 0,067 + 0,005 h! (n = 87; vy = 7,1 %), €o zodpovedalo priemerne
generacnému ¢asu 4,5 + 0,3 h. Genera¢ny Cas sa pritom pohyboval v intervale 3,9 az 5,5
h. Podobne priemerna dizka lag-fazy S. aureus bola 14,4 + 2,4 h (n = 87; vk = 16,8 %)
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Tabulka 1
Priemerné hodnoty rastovych parametrov S. aureus v mlieku inkubovanom pri 15 °C a
ich zakladné matematicko-Statistické hodnotenie

Lag-fiza 11'{ iiltl(:)‘:tl’ zdv((:)‘f‘:nia No Numax
[h] y[h“] [d] [logKTJ.mI"] | [logKTJ.mI"]

Stredna hodnota 14,4 0,067 4.5 3,68 8,17
Smerodajna
odchylka vyberu 2.4 0,005 0,3 0,20 0,29
Median 14,8 0,068 4.4 3,71 8,21
Minimum 8,1 0,054 39 3,16 7,19
Maximum 18,7 0,077 5,5 4,14 8,71
Pocet 87 87 87 87 87
vi [%] 16,8 7.1 7.4 55 3.5

pri rozpati minimalnej a maximalnej hodnoty 8,1 az 18,7 h. Pre minimalizaciu chyb
pocas rastovych experimentov bolo potrebné precizne postupovat’ pri priprave inokula,
samotnej inokulécii, kultivatnom stanoveni pocCtov S. aureus ako aj dosledne
dodrziavat’ podmienky inkubécie. O tychto skutocnostiach poc€as naSej prace svedcia aj
d’alSie ukazovatele uvedené v tab. 1. Ako priklad uvadzame priemerny pociato¢ny pocet
S. aureus v mlieku po inokulacii (logNy = 3,68 + 0,20 KTJ.ml"'; vi = 5,5 %) a tieZ aj
priemerny maximalny pocet S. aureus dosiahnuty v stacionarnej faze (10gNp.x = 8,17 +
0,29 KTJ.ml™"; vi = 3,5 %).
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Obr. 1
Grafické porovnanie priebehu rastovych ¢iar 6 kmenov Staphylococcus aureus v mlieku
pri 15 °C.
VALIDACIA VYSLEDKOV

NaSe hodnoty rastovych rychlosti st velmi blizke hodnotdm vygenerovanym
softvérom PMP ver. 7.0 (Pathogen Modeling Program) a Combase Predictor (LeMarc,
2005; Tab II). Priemernd hodnota rastovej rychlosti naSich kmetov S. aureus je
nepatrne nizsia, ¢o sa prejavilo v dlhs§om v ¢ase zdvojenia o 0,5 h. Tato skutocnost’ je
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mozné vysvetlit' tym, ze rastové experimenty, z ktorych vychadzali obidva programy,
boli vykonané v bujone a nie v mlieku.

Tabul’ka 2

Hodnoty rastovych parametrov S. aureus pri 15 °C vygenerované softvérom PMP vz.
7.0 a Combase Predictor (LeMarc, 2005)

Lag-fiza |Rastova rychlost |Cas zdvojenia
[h] [h'] [h]
PMP 7.0 8,9 0,077 3,9
Combase Predictor 14,3 0,074 4,1
ZAVER

Zaverom konStatujeme, Ze hlavnym vysledkom tejto prace bola zistena

opakovatel'nost’ stanovenia rastovych parametrov vyplyvajucich z rastovych ¢iar, ktoré
patrili jednému kmeiiu alebo druhu S. aureus vieobecne (15 kmenov). Ziskané vysledky
su v zhode s udajmi publikovanymi vo vedeckej literatire. Opakovatel'nost’ stanovenia
rastovych parametrov vzhladom na vSeobecni presnost vysledkov kultivaénych
stanoveni po¢tu mikroorganizmov bola nad ocakévanie lepSia. Na zaklade ziskanych
Statistickych parametrov sa da predpokladat, ze vyslovené predpovede podlozené
prislusnymi experimentmi budu v maximalnej zhode so skutocnost'ou.
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