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Fresh cheeses safety from the prospective
of staphylococcal enterotoxin production

Abstrakt

Cílem této studie bylo hodnocení růstu S. aureus a tvor-
by stafylokokových enterotoxinů v podmínkách modelu-
jících prostředí čerstvých sýrů a porovnání výsledných
růstových křivek s křivkami programu prediktivní mikro-
biologie. Prostředí čerstvých sýrů bylo modelováno v Brain
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navýšen na 3,3 % ve vzorkcích označených 1 (RB 1, RO 1,
SNN 1 a SPM 1); 3,5 % (ve vzorkcích označených 2) a 3,8 %
(ve vzorcích označených 3). V tabulce IV je uveden obsah
bílkovin a laktosy v původních materiálech.

Výsledky stanovení obsahu laktosy v modelových
mléčných vzorcích se změněným obsahem bílkoviny
v sušině technikou HPLC jsou uvedeny v tabulce V. Při
navýšení mléčné bílkoviny přídavkem retentátů a sušeného
mléka může docházet ke změně obsahu laktosy v závislosti
na jejím obsahu v původním materiálu. Ve vzorcích s pří-
davkem retentátů k významné změně obsahu laktosy
nedochází. V původním mléce byl stanovený obsah laktosy
4,65 g/100 g a v modelových vzorcích byl obsah stanoven
v rozmezí 4,59 až 4,73 g/100 g. Výsledky odpovídaly před-
pokládanému obsahu laktosy vypočítané hmotnostní
bilancí z technikou HPLC stanovených hodnot laktosy
v původním materiálu (pasterovaném mléce) a v jed-
notlivých přídavcích. Správnost stanovení laktosy ve
vzorku pasterovaného mléka byla ověřena souběžným
stanovením obsahu laktosy v referenčním materiálu
zmrazeného syrového mléka muva-RO-0717 (viz výše). Ve
vzorcích retentátů RO a RB a sušených mlék SNM a SPM
byla správnost stanovení laktosy technikou HPLC ověřena
enzymatickým stanovením laktosy (viz Materiál a metody;
Tabulka IV). Významný nárůst obsahu laktosy, v rozmezí
4,93 až 5,66 g/100 g, byl zaznamenán ve vzorcích s pří-
davkem sušených mlék. Výsledky stejně jako u přídavku
retentátů odpovídaly předpokládané hmotnostní bilanci.

Závěr

Pro stanovení laktosy v mléčných vzorcích se změněným
obsahem mléčné sušiny byla úspěšně verifikována
a použita metoda stanovení laktosy technikou vysokoúčin-
né kapalinové chromatografie s vnitřním standardem
monohydrátu D(+)-melezitosy. Bylo zjištěno a hmotnostní
bilancí původních materiálů ověřeno, že testované navýšení
obsahu bílkovin v mléčné matrici přídavkem retentátu RO
a RB nemá významný vliv na obsah laktosy v původním
mléce. V případě navýšení obsahu bílkovin sušeným
mlékem nízkotučným a plnotučným byl zaznamenán
významný nárůst obsahu laktosy, v rozmezí o 0,28 až
1,01 g/100 g v závislosti na přídavku sušeného mléka.

Poděkování
Tato práce vznikla v rámci institucionální podpory VÚM

s.r.o., rozhodnutí č. RO 0512.

Tab. V Obsah laktosy v mléčném vzorku s přídavkem retentátů (RB a RO) a sušeného nízkotučného (SNM) a plnotučného
mléka (SPM) technikou HPLC

Laktosa RB RO SNM SPM
g/100 g 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

HPLC 4,59 4,60 4,59 4,65 4,66 4,73 4,93 5,20 5,60 4,94 5,23 5,66
Bilancea 4,65 4,64 4,63 4,67 4,69 4,73 4,89 5,19 5,63 4,90 5,20 5,67

Výsledky jsou průměrem ze dvou stanovení.
a vypočtená předpokládaná koncentrace laktosy vycházející z hmotnostní bilance hodnot laktosy v původním materiálu a jednotlivých přídavcích stanovené technikou HPLC a ověřené 

enzymatickým stanovením laktosy.
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Heart Infusion Broth media (BHI) vnitřními a vnějšími fak-
tory (pH = 5,5, 2 % NaCl, t = 15 °C). Dále bylo v pokusu
za stejných interních a externích podmínek použito pas-
terované mléko z tržní sítě, jakožto potravinová matrice.
Počty enterotoxinogenních kmenů S. aureus při inokulaci
modelových vzorků odpovídaly počtům obvyklým během
výroby čerstvých sýrů v důsledku post-pasterační konta-
minace. Stanovení počtů S. aureus bylo prováděno dle ČSN
EN ISO 6888-1 za použití kultivačního média Baird-Parker
agaru. Detekce stafylokokových enterotoxinů byla reali-
zována metodou ELFA (enzyme-linked fluorescence assay)
na přístroji miniVIDAS®. Růstové křivky získané mode-
lovými pokusy byly porovnány s růstovými křivkami
vytvořenými v programu prediktivní mikrobiologie
(Pathogen Modeling Program). Výsledky této studie
potvrdily vhodnost použití programu PMP (Pathogen
Modeling Program) při kontrole bezpečnosti potravin
a v systému HACCP. Tyto závěry mohou pomoci produ-
centům při výrobě čerstvých sýrů jako prevence růstu
S. aureus a produkce enterotoxinů. 

Klíčová slova: Staphylococcus aureus, ELFA, miniVI-
DAS®, Pathogen Modeling Program, bezpečnost potravin

Abstract

The aim of this study was to evaluate the ability of
Staphylococcus aureus to grow and the staphylococcal
enterotoxins production in the environment which was mo-
deling fresh cheese. The fresh cheese environment was mo-
deled in Brain Heart Infusion Broth media and food matrices
- pasteurized milk from retail outlets by internal and external
factors (pH = 5.5, 2 % NaCl, and t = 15 °C). The counts of
enterotoxigenic strains of S. aureus at baseline, i.e. at the
time of inoculation of model samples, corresponded to those
encountered in the production of fresh cheeses as a result of
post-pasteurization contamination. Enumeration of S. aureus
was performed in accordance with EN ISO 6888-1, using
agar medium. Staphylococcal enterotoxins were detected by
the enzyme-linked fluorescence assay. The growth curves of
S. aureus derived from model experiments were compared
with the growth curve generated by a predictive microbiolo-
gy program - Pathogen Modeling Program. The results of
this study proved the Pathogen Modeling Program to be
suitable for use in the Hazard Analysis Critical Control
Points system in the process of the fresh cheese production
to help manufacturers prevent the growth of S. aureus and
enterotoxin production.

Key words: Staphylococcus aureus, ELFA, miniVIDAS®,
Pathogen Modeling Program, food safety

Úvod

Celkový počet mikroorganismů a výskyt patogenů jsou
indikátory zdravotní a hygienické bezpečnosti syrového
mléka (Hubáčková a Ryšánek, 2007). Staphylococcus
aureus je významný patogenní mikroorganismus způsobu-
jící alimentární onemocnění. Z hlediska mikrobiologie

potravin je klíčovým faktorem schopnost některých kmenů
tvořit termostabilní enterotoxiny, které jsou příčinou
onemocnění z potravin, nejčastěji stafylokokových entero-
toxikóz a gastroenteritid (Scherrer et al., 2004).
Stafylokoková enterotoxikóza má rychlý nástup a rychlý
průběh. Symptomy otravy stafylokokovými enterotoxiny
jsou bolesti břicha, nevolnost, zvracení, někdy doprovázené
průjmem (nikdy však pouze průjem). Nástup příznaků je
rychlý (30 min - 8 hodin po pozření kontaminované
potraviny), symptomy zpravidla odezní spontánně během
24 hodin (Loir et al., 2003).

S. aureus je považován za hlavního původce mastitid
krav (Rabello et al., 2007) a bývá detekován v mléce
a mléčných výrobcích (Morandi et al., 2009; Ertas et al.,
2010). Potraviny mohou být kontaminovány i sekundárně
a to nejčastěji tak, že je tato patogenní bakterie přítomna na
kůži pracovníků manipulujících s potravinami (Sattar et al.,
2001). 

V průběhu výroby, skladování a distribuce mléka
a mléčných výrobků se mohou bakterie množit a následně
produkovat stafylokokové enterotoxiny (SEs). Zatímco
stafylokoky lze zničit snadno, enterotoxiny přežívají prak-
ticky všechny technologické procesy. Z hlediska onemoc-
nění z potravin může za vhodných podmínek 50 - 75 %
kmenů S. aureus produkovat termostabilní enterotoxin
(Morandi et al., 2009). V současné době je popsáno 22 typů
stafylokokových enterotoxinů označených písmeny A-V
(Argudín et al., 2010), z nichž v potravinách je nejfrekven-
tovanější SEA. Za nejčastější původce intoxikací jsou
kromě SEA považovány SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED,
SEE a další nové enterotoxiny.

Jako základní parametr pro hodnocení bezpečnosti
potravin je považováno zjištění počtu životaschopných bak-
terií S. aureus v potravině (Wallin - Carlquist et al., 2010).
Jablonski a Bohach (2001) uvádějí, že počty S. aureus
v rozmezí již 103 - 105 KTJ/g mohou vyprodukovat takové
množství enterotoxinu, které může představovat pro konzu-
menta riziko. Mnohem přesnější cesta, jak zjistit, zda je
potravina skutečně bezpečná, se však jeví průkaz SEs
přímo v potravinách (Wallin - Carlquist et al., 2010).
Ačkoli již pasterační teploty ničí bakterie S. aureus, ter-
mostabilní enterotoxin přetrvává a zachovává si svoji bio-
logickou aktivitu (Asao et al., 2003). 

S ohledem na zajištění bezpečnosti potravin a zdraví
konzumenta a vzhledem k riziku vzniku onemocnění stafy-
lokokovou enterotoxikózou se podle nařízení komise (ES)
č. 2073/2005 o mikrobiologických kritériích pro potraviny
ve znění pozdějších předpisů nařizuje u vybraných
kategorií potravin stanovovat počet koagulázapozitivních
stafylokoků a prokazovat nepřítomnost stafylokokových
enterotoxinů, pokud je v nich zjištěn počet koagulázapozi-
tivních stafylokoků vyšší než 105 KTJ/g.

Naše studie monitorovala růst šesti kmenů S. aureus
a jejich schopnost produkovat enterotoxiny v kultivačním
médiu (BHI) simulující prostředí čerstvých sýrů a v mode-
lové potravinové matrici. Dosažené výsledky mohou
sloužit výrobcům čerstvých sýrů jako informace, jak před-
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cházet růstu S. aureus a produkci stafylokokových entero-
toxinů v procesu výroby čerstvých sýrů a současně hodnotí
možnost použití programu prediktivní mikrobiologie při
zajištění bezpečnosti těchto mléčných výrobků.

Materiál a metodika

Vzorky
V modelových vzorcích bylo šesti enterotoxinogenními

kmeny S. aureus zaočkováno BHI médium (Brain Heart
Infusion, HiMedia, India) a potravinová matrice (pas-
terované kravské mléko). Tyto kmeny byly izolovány
z různých druhů mléka a mléčných výrobků a byly
uchovány ve sbírce mikroorganismů Státního zdravotního
ústavu Praha.

Všech 6 kmenů mělo schopnost produkovat enterotoxiny
typu A nebo B (1515-A, 1665-A, 1666-A, 1106-B, 1057-B,
1735-B). Na kultivačním médiu Baird-Parker (Oxoid, UK)
vykazovaly typický růst a schopnost kmenů produkovat
enterotoxin byla ověřena pomocí metody RPLA (Reverse
Passive Latex Agglutination, Denka Seiken Co., Ltd., Japan). 

Modelový pokus byl zaměřen na sledování počtu
S. aureus a produkci stafylokokových enterotoxinů SEA
a SEB za následujících podmínek: pH = 5,5, 2 % NaCl 
a t = 15 °C. BHI médium a potravinová matrice (pas-
terované mléko z tržní sítě) byly zaočkovány S. aureus
v koncentračním rozmezí log 1,97 - 2,89 KTJ·ml-1. Interval
odběru vzorků pro stanovení SEs byl každé 3 hodiny,
stanovení počtů S. aureus probíhalo ve 12 hodinovém inter-
valu. Výsledky byly spočítány z průměrných hodnot
získaných ze dvou paralelních pokusů a opakování celého
experimentu.

Kvantitativní stanovení S. aureus
V každém vyšetřovaném vzorku byly stanoveny koagu-

lázapozitivní stafylokoky a určen jejich počet dle ČSN EN
ISO 6888-1 na kultivačním médiu Baird-Parker (Oxoid,
UK). Konfirmace typických kolonií byla provedena na
krevním agaru a pomocí koagulázového testu Staphylo LA
Seiken (Denka Seiken Co., Ltd., Japan) a Dry Spot
Staphytect Plus (Oxoid, UK). 

Detekce stafylokokových enterotoxinů
Stafylokokové enterotoxiny byly stanoveny metodou

ELFA (Enzyme-Linked Fluorescence Assay) na přístroji
miniVIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay System,
bioMérieux, France), který je schopen detekovat sumu
enterotoxinů SEA-SEE s detekčními limity 0,5 ng/g nebo
na ml potraviny pro SEA a SEB a 1,0 ng/g nebo na ml
potraviny pro SEC-SEE.

Tyto vzorky byly zpracovány podle pokynů výrobce: pH
bylo upraveno na hodnotu 7,5 až 8 a vzorek byl napipie-
tován do jamky stripu Vidas SET2. Vzhledem k tomu, že
metoda ELFA neumožňuje kvantitativní detekci SEs,
výsledky jsou vyjádřeny pouze jako pozitivní, nebo nega-
tivní na základě jejich relativní fluorescenční hodnoty
(RFV- relative fluorescence value).

Porovnání s výsledky Programu prediktivní mikrobio-
logie (Pathogen Modeling Program - PMP online)

Získané růstové křivky S. aureus našich experimentů
byly porovnány s růstovými křivkami vytvořenými pomocí
programu prediktivní mikrobiologie, Pathogen Modeling
Program (PMP) Online (USDA-ARS, USA).

Výsledky

Pokus se detailněji zaměřil na studium produkce SEA
a SEB v prostředí s 2 % NaCl, pH 5,5 a t = 15 °C. Jak je
patrné z grafu 1a-1c, produkce SEA byla poprvé deteková-
na u všech tří kmenů (1515-A, 1665-A, 1666-A) v BHI
médiu mezi 111.-144. hodinou inkubace (5.-6.den).
V mléce byl enterotoxin detekován pouze u kmene 1515-A
a to mezi 111.-120. hodinou inkubace (den 5.). U kmenů
1665-A a 1666-A nebyla produkce enterotoxinu v potravi-
nové matrici zaznamenána po celou dobu inkubace (8 dní).
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Graf 1 Růstové křivky kmenů S. aureus 1515-A (1a), 
1665-A (1b), 1666-A (1c) a interval první detekce
SEA v BHI médiu a v mléce (pH = 5,5; t = 15 °C;
2 % NaCl)

1a

1b

1c
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Grafy 2a - 2c ukazují, že produkce SEB nebyla prokázá-
na v mléku ani v BHI médiu během celého pokusu (8 dní)
s výjimkou kmene 1106-B, který vytvořil enterotoxin
v BHI médiu mezi 168.-180. hodinou (7.-8. den).

Diskuze

Výsledky našich modelových experimentů ukázaly, že
růst S. aureus a produkce stafylokokových enterotoxinů
mohou při výrobě čerstvých sýrů znamenat potenciální
zdravotní riziko. Jak ukazují práce jiných autorů, izoláty
S. aureus z čerstvých sýrů, schopné tvořit SEs, bývají
nejčastěji producenty SEA, SEB nebo SEC. Izoláty získané
např. z čerstvých kozích sýrů nejčastěji tvořily enterotoxiny
A a C (Akineden et al., 2008). Ertas et al. (2010) zkoumali
izoláty S. aureus z čerstvých ovčích sýrů a v nich zjistili
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následující zastoupení genů: sea (1,6%), seb (0,6%) a sed
(0,3%), kódujících tvorbu příslušných enterotoxinů.

S. aureus roste v teplotním rozmezí 7 - 48 °C, s optimem
mezi 35 - 40 °C, pH 4 - 10, kdy nejvhodnější pH pro růst
je 6 - 7. S. aureus toleruje až 15% koncentraci NaCl.

Enterotoxiny se tvoří mezi 10 až 46 °C, s optimem 
35 - 45 °C. Při teplotách pod 10 °C se enterotoxiny netvoří.
K produkci enterotoxinů nejčastěji dochází při hodnotách
pH 6 - 7, přičemž minimální pH je asi 4,8. Při teplotách
nižších než 8 °C je růst S. aureus inhibován, bakterie ros-
tou pouze za optimálního pH a aw. Při teplotě 7,5 °C již
není pozorován žádný růst S. aureus (Valero et al., 2009).

Aby došlo k produkci SEs, je nutné dosáhnout počtu
S. aureus minimálně 106 KTJ·ml-1 (Necidová et al., 2009).
V pokusech Roberts et al. (1996) byl pozorován pomalý
růst S. aureus při chladničkových teplotách bez produkce
stafylokokových enterotoxinů. U našich výsledků je
absence produkce SEs spojena s nízkými počty S. aureus
(graf 1a-c, 2a-c). Počty byly často pod hranicí tvorby SEs,
ačkoli Jablonski a Bohach (2001) uvádí, že již množství
S. aureus 103-105 KTJ·ml(g)-1 v potravině může vypro-
dukovat takové množství enterotoxinu, které představuje
pro konzumenta potenciální riziko. V naší studii byla pro-
dukce SEA a SEB detekována v BHI bujonu i v mléce, až
když počet S. aureus překročil kritickou úroveň
105 KTJ·ml-1.

Grafy 1a-c, 2a-c ukazují růstové křivky vytvořené
pomocí programu prediktivní mikrobiologie (PMP on-line,
USDA-ARS, USA) pro bakterie S. aureus kultivované
aerobně při 15 °C, pH 5,5 a 2,1 % NaCl. Výchozí počet
bakterií představuje hodnotu 103 KTJ·ml-1. Tento program
je založen na experimentálních výsledcích získaných za
použití kultivačních médií, jako například BHI (Buchanan
et al., 1993). Program by měl předpovídat charakteristický
růst bakterií v potravinách. I další studie (Sutherland et al.,
1994; Zurera-Cosano et al., 2004) se zabývaly kinetickými
prediktivními modely růstu S. aureus.

Výsledky našich studií potvrdily rozdílné tempo růstu
S. aureus a zejména rozdílnou rychlost produkce stafy-
lokokových enterotoxinů v BHI médiu a v potravinové
matrici - mléce. Růst S. aureus a produkce SEs je ovlivně-
na souborem vnitřních a vnějších faktorů, ke kterým patří
nejen námi sledovaná hodnota pH, obsah NaCl a teplota,
ale také např. složení potraviny (kultivačního média), pří-
tomnost antimikrobiálních látek nebo počet a druhové
zastoupení doprovodné mikroflóry (Bhunia, 2008). Tato
skutečnost bude s největší pravděpodobností příčinou vyšší
produkce SEA a SEB v kultivačním mediu BHI nebo ne-
existující produkce v potravinové matrici - pasterovaném
mléce (graf 1 a 2). Je navíc zřejmé, že rychlejší produkce
SEA je charakteristická právě pro tento enterotoxin. 

Žádná z reálných růstových křivek nepřekročila
rizikovou hranici pro produkci SEs (105 KTJ·ml-1) dříve,
než křivky vytvořené v programu prediktivní mikrobiolo-
gie. Tato skutečnost podporuje vhodnost programu predik-
tivní mikrobiologie v systémech HACCP při výrobě
čerstvých sýrů. 

Graf 2 Růstové křivky kmenů S. aureus 1106-B (2a), 
1057-B (2b), 1735-B (2c) a interval první detekce
SEB v BHI médiu a v mléce (pH = 5,5; t = 15 °C;
2 % NaCl)

2a

2b

2c
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SYROVÁTKY VYBRANÝMI KMENY
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The comparison of propionic acid production
by selected strains of propionic bacteria 
during the fermentation of concetrated whey

Abstrakt

Práce byla zaměřena na prozkoumání schopnosti pro-
dukce kyseliny propionové vybranými kmeny propio-
nových bakterií při fermentaci zahuštěné syrovátky.
Fermentace probíhaly v laboratorním fermentoru INFORS
4 při pH 6 a teplotě 30 °C. Jednotlivé kmeny se lišily jak
v množství vytvořené kyseliny propionové, tak i v produk-
ci kyseliny octové a schopnosti fermentovat vedle laktátu
také laktózu. Nejvyšší produkce kyseliny propionové bylo
dosaženo u kmene MAD-8AP (3 400 mg/100 ml) a kmene
CCM 3323 (1 200 mg/100 ml). Tyto dva kmeny byly
vybrány k dalšímu testování. 

Závěr

Sledování počtu S. aureus a přítomnosti stafylokokových
enterotoxinů (SEs) je u čerstvých sýrů významným kri-
teriem bezpečnosti těchto mléčných výrobků. Tvorba SEs
byla v případě použití BHI média a potravinové matrice
rozdílná. Nejrychlejší tvorba byla zaznamenána u entero-
toxinu A. Porovnáním vytvořených růstových křivek
s křivkami programu prediktivní mikrobiologie byla
potvrzena vhodnost využívání programu jako součásti sys-
témů HACCP v procesu výroby čerstvých sýrů v rámci
minimalizace potencionálního rizika onemocnění stafy-
lokokovou enterotoxikózou.
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