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EFFECT OF DIFFERENT ENVIRONMENTAL FACTORS ON THE GROWTH
DYNAMICS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN MODEL MEDIUM

Adriana Studenicova, Alzbeta Medved’ova, Lubomir Valik

ABSTRACT

As the strains of S. aureus growing during fermentation of raw milk cheeses are exposed to the competitive growth of lactic
acid bacteria and their metabolites, in this work, we characterized the growth of the strain S. aureus 2064 isolated from such
environment against of water activity values and incubation temperature. Water activity of the tested media was adjusted by
NaCl in the range from 0 % to 20.72 % and the experiments were carried out at 37 °C. It was found that the strain under
study showed growth until NaCl concentration of 19.95 % in PCA broth. The complete growth cessation of S. aureus 2064
was observed at NaCl concentration higher than 20.72 %. The effect of water activity on the S. aureus 2064 lag-phase
duration was described by the modified Davey model with discrepancy of 24.6 %. The growth rate dependence on water
activity was described more precisely and reliably by Gibson model that provided the following validation indices: bias
factor 0.999 and discrepancy factor 9.6 %. Based on the results we can conclude that secondary models used in this work
were suitable to predict growth of S. aureus 2064, originally the ewes cheese isolate.
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UVOD pozoruje  vrozsahu hodndt 0,89 az 0,86 a,

Hygienicka bezchybnost’ surovin a nasledne aj potravin
je jednym zo zakladnych ukazovatel'ov kvality potravin a
vyznamne urCuje zdravotni neSkodnost’  findlnych
potravinarskych ~ vyrobkov. Na  aktualnost’  tejto
problematiky poukazuje aj skutonost, ze napriek
vSeobecne klesajucej tendencii alimentarnych ochoreni,
spolocnost’ este stale zaskakujii hromadné ochorenia,
s ktorymi sa nedokaze k vlastnej spokojnosti vysporiadat’.
V ostatnom obdobi sa objavuju znaéné pocty
kampylobaktérioz i salmoneléz ako aj stafylokokovych
enterotoxikoz. Vyskyt listérioz sice nie je tak Casty, ale
toto infekéné ochorenie sa vyznaCuje vysokou
zavaznostou a imrtnostou (Normanno et al. 2005, Valik
a Prachar, 2009).

Staphylococcus aureus, predovsetkym jeho rast
a produkcia enterotoxinov, predstavuje v potravinach,
vzhladom na podmienky vnitorného a vonkajSieho

prostredia, potencidlne az redlne riziko ohrozenia
verejného  zdravia, ktoré spofiva vo  vzniku
stafylokokovych  enterotoxik6z.  Podla  Aspergera

a Zangerla (2003) aKérouantona et al. (2007), je
S. aureus po rode Salmonella, druhym najéastej$im agens
potravinovych otrdv vo svete. Jeho charakteristickym
znakom, ktory ho odliSuje od ostatnych patogénnych
baktérii, je jeho vysoka tolerancia vo¢i nizkym hodnotam
aktivity vody a koncentraciam chloridu sodného az do
20 % (Sutherland et al., 1994; Jay, 2000). Z hladiska
produkcie termostabilnych enterotoxinov, sa poziadavky
na hodnoty aktivity vody pohybuju priblizne v tom istom
rozpati, ako hodnoty povolujuce rast ich producenta.
V potravindch so znizenou hodnotou aktivity vody a za
aerébnych podmienok, sa produkcia enterotoxinov

(Ewald a Notermans, 1998).

S. aureus existuje sc¢lovekom vo vztahu blizkom
komenzalnemu, napr. na kozi alebo na slizniciach
nesposobuje tazkosti priblizne u tretiny ludi. Staéi vSak
seba mensia porucha prirodzenej odolnosti a prejavi sa ako
patogén (Votava et al., 2003) spésobujuc ochorenia
gastrointestinalneho, urogenitalneho alebo
kardiovaskularneho systému.

Cielom tejto prace bolo popisat’ dynamiku rastu
Staphylococcus  aureus 2064, izolatu  z ov¢ieho
hrudkového syra v zavislosti od koncentracie NaCl,
vyjadrenej prostrednictvom hodnoty aktivity vody
(aw = 0,99 az 0,83) v GTK bujone pri optimalnej teplote
37 °C. Dalsim zamerom bolo aplikovat na ziskané rastové
parametre vhodné sekundarne modely a matematicko-
Statisticky ich validovat’.

MATERIAL A METODY

Mikroorganizmus. Izolat S. aureus 2064 pochadza
z ov&ieho hrudkového syra a bol izolovany na Statnom
veterindrnom a potravinovom ustave v PreSove MVDr. A.
Hanzélyovou. Jeho totoznost’ bola potvrdena pomocou
Gramovho farbenia, kataldzového testu, API systému
(BioMériux, Marcy IEtoile, Franctizsko), fluorescenéného
farbenia  VIT-Staphylococcus (Vermicon, Mnichov,
Nemecko) a PCR analyzy v sulade s pracami Akinedena
et al. (2007), Boynukara et al. (2008) a Pereiru et al.
(2009).

Inokulacia a inkubacia. Do predtemperovaného GTK
bujénu (IMUNA, Sarisské Michalany, Slovensko)
s nastavenou hodnotou aktivity vody sme inokulovali Cista
18 h kultaru S. aureus 2064 vyrasteni na GTK agare
(IMUNA, Sariské Michalany, Slovensko) pri 37 °C, tak
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aby sme v kaZdej paralelke dosiahli poéiatoéni denzitu
mikroorganizmu  priblizne 10° KTJ.ml?  Paralelne
inokulované vzorky zivnych médii boli staticky aerdbne
kultivované pri teplote 25 °C + 1 °C, za ucelom popisania
dynamiky rastu S. aureus 2064 v zavislosti od meniacej sa
hodnoty aktivity vody. Hodnota aktivity vody bola
nastavena pridavkom NaCl (Sigma-Aldrich, Buchs,
Svajéiarsko) podla Rédela et al. (1979) akontrolovana
pouzitim a,,-metra (Nowasina, Lachen, Svajéiarsko).

Stanovenie poc¢tu S. aureus 2064 v GTK bujone. V
prislusne stanovenych ¢asovych intervaloch sme odoberali
prislusné mnozstva na stanovenie denzity S. aureus 2064
na GTK agare podla STN ISO 4833, priCom sme pri
kazdom vyhodnocovani sledovali charakteristické koldnie,
ktorych morfoloégia bola overena aj mikroskopicky. Zo
zistenych poctov mikroorganizmov sme zostrojili rastové
Ciary v zavislosti od cCasu ateploty inkubacie podla
Baranyiho D-modelu (Baranyi et al., 1993).

Sekundarne modelovanie. Sekundarne modely su
konstruované tak, aby popisali zavislost faktorov
a podmienok zivotného prostredia na parameter rastu.
Maximaélna rastova rychlost’ a lag-faza, ktoré odhaduju
vysku krivky boli modelované ako funkcia hodnoty
aktivity vody. Na tento typ modelovania bola pouzita

uzitocnd transformdcia aktivity vody bW =\1-a, ,

zavedena Gibsonovou et al. (1994), ktora predpoklada, ze
optiméalna hodnota aktivity vody je menSia ako a, = 1
(Valik a Pieckova, 2001). Nasledne je prirodzeny
logaritmus S$pecifickej rastovej rychlosti modelovany
podl'a nasledovnej kvadratickej funkcie:

Inu=C,+Cb, +C,b’ 1)

Na popisanie zavislosti lag-fazy od inkubacnej teploty
a aktivity vody bol pouzity Davey-ov model, ktory rozsiril
Arrheniov typ modelu o vplyv teploty a vodnej aktivity.
Tento model ma nasledovnua formu:

Ink:CO+%+$—§+C3aW+C4aV2V )

kde k je rastova rychlost’, a, je hodnota aktivity vody, T
je teplota aCy ..C4 su nezname koeficienty (RosS
a McMeekin, 1994; Daughtry et al., 1997).

Validdcia rastovych parametrov. Na validaciu
matematickych modelov popisujucich ich presnost’
a spravnost v porovnani s experimentalnymi vysledkami
boli vyuZzité dva indexy ato index presnosti A; a index
spolahlivosti By, na zaklade ktorych méZeme jednotlivé
modely medzi sebou porovnavat’ (Baranyi et al., 1999).

Taktiez sa vyuziva index percenta diskrepancie
oznacovany ako Dy.
m
2
> [in ()= tn{et )
A =exp| |2 ®3)

m

g[ln f(xk)—ln(,uk)]
= - 4)

B =exp

D, = (A, —1)x100 ®)

kde u je maximalna Specificka rychlost’ ako funkcia
faktorov prostredia, X = (X1, X, ..., Xn) je vektor faktorov
prostredia a m je pocet merani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dynamika rastu Staphylococcus
Vv zavislosti od aktivity vody pri 37 °C

Staphylococcus aureus moze rast’ v Sirokom rozmedzi
podmienok prostredia a nasledne kontaminvat’ potraviny.
Pri priprave potravin apri manipulacii s nimi moze
kontaminacia S. aureus pochadzat’ z rdznych surovin
(napr. mastitidne mlieko), z prostredia spracovatel'ského
zavodu alebo z l'udskej ¢innosti (Le Loir et al., 2003).
V tejto  stvislosti  je vhodné poznat a definovat
podmienky, ktoré vedu k inhibicii S. aureus ateda aj
pripadnej  produkcii  termostabilnych  enterotoxinov.
Nakolko sol’ je pri vyrobe potravin nevyhnutna
a v nadvédznosti na pracu Medved’ovej (2009), v ktorej bol
popisany vplyv teploty na sledovany izolat, sme sa v nasej
praci zamerali na sledovanie dynamiky rastu S. aureus
2064 v zavislosti od aktivity vody vV modelovom prostredi
GTK bujonu pri jeho optimalnej rastovej teplote 37 °C.

Grafické zndzornenie rastovych ciar S. aureus 2064
v zavislosti od meniacich sa hodndt aktivity vody pri
teplote 37 °C v GTK bujone je uvedené na obr. 1.
V médiu bez pridavku soli, tj. pri a, 0,993 sledovany
mikroorganizmus sa mnozil za danych podmienok
rychlostou 0,780 log KTJ.ml™.h™ s odpovedajucim ¢asom
zdvojenia 23 minit aVstacionarnej faze sa oproti
pociato¢nym poc¢tom pomnozil az o5 log poriadkov.
Sutherland et al. (1994) uvadzaja, Ze S. aureus sa pri
37 °C abez NaCl rozmnozoval s casom zdvojenia
23 mintt, ¢o je identickd hodnota, aka bola vypocitana pre
na§ kmen 2064. Tento pri teplote 35 °C v mlieku
dosahoval rastovu rychlost’ 0,722 log KTJ.ml™.h™, &o bola
porovnatel'na hodnota s rastovou rychlostou bez pridavku
soli (Medved’ova et al., 2009).

Postupnym zvySenim koncentricie NaCl na 8%
(aw = 0,947) sme pozorovali narast pocétov buniek
S. aureus 2064 v stacionarnej faze oproti pociatocnym
poctom o5 logaritmickych poriadkov, priCom rastova
rychlost  klesla  oproti  predchddzajucej  hodnote
1,6-ndsobne na Ggrg = 0,485 log KTJml™h! (Zas
zdvojenia ty = 0,62 h). Charlier et al. (2009) uviedli, ze
S. aureus sa pri 37 °C, pH 7,5 a 8 % pridavku NaCl
V trypton-kazein-s6jovom bujone rozmnozoval rastovou
rychlostou 0,740 log KTJ.mlI™™h™ (t; = 0,41 h). Pri tych
istych environmentalnych podmienkach, ale v trypton-
séjovom bujone zaznamenal Sutherland et al. (1994)
rastova rychlost’ 0,188 log KTI.mlI™m.h™ (t; = 1,6 h), ¢o je
porovnateI'nd hodnota, akou sa mnozil izolat 2064 pri
13 % pridavku NaCl do GTK bujonu (a,, = 0,913). Pri tejto
koncentrécii chloridu sodného sa dany stafylokok dokazal
pomnozit’ uz len o 4 log poriadky a po priblizne 1,5 ditoch

aureus 2064
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Obr. 1: Dynamika rastu S. aureus 2064 v GTK bujone
pri teplote 37 °C v zavislosti od hodnoty aktivity vody

(33 h) trvajicom experimente dosiahol svoje maximalne
poéty na trovni Ny = 3,5.10° KTJ.ml™.

Ako vysledok postupne zhorSujucich sa kultivacnych
podmienok  sme  zaznamenavali aj  zniZovanie
maximalnych narastov buniek S. aureus 2064
Vv stacionarnej faze oproti podiatoénym pocétom. A tak pri
20 % pridavku NaCl, ¢omu odpoveda a,, = 0,840, sme po
11 diioch zaznamenali narast izolatu 2064 len o 3 log
poriadky, na kone&né poéty Ny = 1,1.10" KTJ.ml™,
Prirodzene sa aj zniZila rastova rychlost’ a dosiahla
hodnotu Gg, = 0,066 log KTI.mlI".h* (ty = 4,6 h), &m
bola 3,3-nidsobne mensia ako pri predchadzajicom
pridavku soli.

Pridavok NaCl 21 % (a, = 0,830) predstavoval
neprekonatel'nt bariéru pre rast S. aureus 2064 a preto sme
po 173 h (7 d) od zaciatku trvanie pokusu pozorovali
postupné odumieranie buniek Studovaného izolatu, ¢o sa
prejavilo aj na zapornych hodnotéch rastovych rychlosti.

Schopnost’ baktérii rast’ pri vysokych koncentraciach soli
stvisi sich schopnostou prisposobit’ sa osmotickému
stresu intracelularnou akumulaciou betainu, trehaldzy,
prolinu, Kkarnitinu atd’., ktoré sa mozu vyskytovat
prostrednictvom de novo syntézy alebo prostrednictvom

transportu z rastového média (Wood et al., 2001). Tieto
zluCeniny posobia ako osmolyty, ktoré znizuji straty
intracelularnej vody osmozou a ich koncentracia v bunke
je jednym z hlavnych faktorov urCujucich zacatie rastu
v prostredi s vysokym obsahom soli (Koutsoumanis,
2008).

Tab. 1 Rastové parametre S. aureus 2064 v GTK bujone
pri teplote 37 °C

lag-fiza G,
%NaCl | ay g[hf] [log KTJ.mI™-h]

0 0,993 14 0,780
172 0,988 1.9 0,774
5.0 0,964 3.2 0.677
705 | 0047 3.3 0,485
106 | 0925 43 0,284
13.05 | 0,913 8.0 0,221
1525 | 0,894 19.0 0,185
1817 | 0,869 21.0 0,097
19.05 | 0840 | 1175 0,066
2072 | 0,830 § 20,011

Vplyv aktivity vody a inkubacnej teploty na lag-fazu
Staphylococcus aureus 2064

Vplyv vonkajsich faktorov prostredia na dizku trvania
lag-fazy bol predmetom sekundarneho modelovania.
Daughtry et al. (1997) prisposobili Davey-ov model na
popisanie vplyvu inkubacénej teploty na trvanie lag-fazy.
V tomto modeli sme nahradili teplotu parametrom aktivita
vody a nasledne aplikovali na ziskané vysledky.

Pri pohlade na vyS8ie popisané rastové Ciary aich
grafické znazornenie na obr. 2 je zrejmé, Ze &im
bola hodnota aktivity vody vysSia, tym sa dizka trvania
lag-fazy daného izolatu S. aureus 2064 v GTK bujone pri
teplote 37 °C postupne skracovala. Prirodzene najkratsia
lag-faza bola pozorovana bez pridavku soli atrvala len
1,4 h.

07

In{1fag)
L
>

0,95 1 105 11 115 1.2

1/ay

Obr. 2 Zavislost vplyvu aktivity vody na trvanie lag fazy
S. aureus 2064 v GTK bujone pri 37 °C
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Charlier et al. (2009) uvadzaji hodnotu trvania lag-fazy
pre S. aureus V trypton-kazein-s6jovom bujone pri teplote
37°C a 0,5 % pridavku NaCl dizku trvania lag-fazy 1 h, &o
je porovnatel'nd hodnota. Ak sme zvysili pridavok soli na
5 %, trvanie lag-fazy sa prediZilo 2-nasobne na 3 h, pri
13 % pridavku NaCl sa lag-faza predizila na 8 h, pri 18 %
koncentracii soli dosahovala az 21 h. Prirodzene najdlhsia
lag-faza bola sledovana pri 20 % pridavku soli, kedy dany
kmen 2064 zacal rast’ po priblizne 5 diloch trvajucej lag-
faze.

Vplyv aktivity vody na trvanie lag-fazy izolatu 2064 pri
37 °C bol popisany pomocou nasledovnej kvadratickej
rovnice a mieru nepresnosti daného modelu sme vyjadrili
definovanim  prislusnych  validaénych  koeficientov
A; = 1,246, B = 0,999, D = 24,6 % aaj pomocou
korela¢ného koeficientu R? = 0,973.

In(1/lag)s, = 129,9a% + 255,9a,, — 126,6

Vplyv aktivity vody a inkubaénej teploty na rastovi
rychlost’ S. aureus 2064

Vplyv aktivity vody na rastovi rychlost’ S. aureus pri
inkubacnej teplote 37 °C v GTK bujone bol popisany
prostrednictvom Gibsonovej transformovaného modelu
(Gibson et al., 1994), pricom jeho grafické znazornenie je
zobrazené na obr. 3. Z uvedeného obrazku vyplyva, Ze so
zvySujucou sa hodnotou aktivity vody je rastova rychlost
vys$ia, priCom svoje maximum dosiahne pri nulovom
pridavku NaCl. Postupnym zvySovanim pridavkov NaCl
dochédzalo k spomal'ovaniu rastu S. aureus 2064, teda pri
8 % pridavku soli sa rastova rychlost spomalila
1,6-nasobne, pri 13 % koncentracii 3,5-nasobne a pri 18 %
pridavku 8-nasobne oproti rastovej rychlosti v médiu bez
pridavku soli. Najpomalsi rast daného mikroorganizmu
sme pozorovali pri 20 % pridavku soli, pricom spomalenie
jeho rastu bolo az 12-nasobné.

Vplyv aktivity vody na rastovi rychlost’ S. aureus 2064
pri 37 °C bol popisany prostrednictvom nasledovnej
rovnice spomerne vysokym korelatnym koeficientom
R? = 0,988, indexom presnosti A; = 1,096, indexom
spol'ahlivosti Bf = 0,999 a chybou stanovenia Ds = 9,6 %.

In(w);, = —35,936a2 + 8,01a,, + 0,159

0.5 1

_05 4
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Obr. 3 Zavislost vplyvu aktivity vody na rastova
rychlost’ S. aureus 2064 v GTK bujone pri 37 °C

ZAVER

V praci sa potvrdila skuto¢nost, ze S. aureus 2064 pri
teplote 37 °C rastol v GTK bujone v Sirokej oblasti ay,.
Jeho rast sa prirodzene so zvySujucou koncentraciou NaCl
vyznamne ovplyviioval, ¢o sa prejavilo aj na predlzovani
trvania  lag-fazy  azniZovanim rastovej  rychlosti
v exponencidlnej faze. Po dosiahnuti maximalnej
koncentracie soli vrastovom médiu sme pozorovali
zastavenie rastu  mikroorganizmu av dalsej faze
dochadzalo k tbytku zivotaschopnych buniek, ¢o sa
prejavilo v zapornych hodnotach rastovych rychlosti. Na
zaklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat, Ze ku
kompletnej redukcii poctov S. aureus 2064 dochadzalo pri
teplote 37 °C v GTK bujoéne az pri 21 % koncentracii
chloridu sodného. Rastové parametre boli v poradi rastovej
rychlosti a lag-fazy popisané Gibsonovej a Davey-ovym
modelom. Za ucelom zistenia vhodnosti pouzitych
modelov na predpovedanie rastu S. aureus boli jednotlivé
zavislosti podrobené vnutornej validacii. Z uvedenych
skuto¢nosti mozno konstatovat, Ze sekundarne modely
pouzité vnasej praci si vhodné na predpovedanie
dynamiky rastu S. aureus Vv modelovom prostredi.
Ich pouzitim sa ziskaju presné a spolahlivé vysledky
Vv ramci intervalu valida¢nych koeficientov.
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