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IN VITRO TESTING OF THE SANITARY SOLUTIONS EFFECT FOR THE
ENTEROCOCCI SURVIVAL
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ABSTRACT

The effect of the sanitary solutions to the survival of antibiotic resistant enterococci isolated from raw cow milk was
examined. The main species isolated from raw cow milk were E. faecalis, E. faecium, E. mundtti and E. casseliflavus. The
E. faecalis strains were the predominant isolates resistant to ampicillin, gentamicin and tetracycline. The effect of the
sanitary solutions based on nitric acid, phosphoric acid and hexamethylenediamine was evaluated. The 0.75% sanitary
solutions with temperature 30°C, 40°C and 60°C, adjusted hardness of water to 0°, 15°, 30° and 40° and in the presence of
organic load (0.1% milk) during 20 minutes of action were tested. The sanitary solutions were sufficiently effective for all
tested strains, also in the lower temperature with the presence of organic and inorganic load in the environment. Only the
counts of strain E. faecalis (53) were reduced from the 6.5 x 10° to 3.1 x 10* cfu. mI™ in the conditions of sanitary solution
with water hardness 45°, 0.1% of milk organic load in the temperature 30°C. It was also tested the effect of sanitary solution
on the combination of both E. faecalis and Pseudomonas aeruginosa during the same conditions, which however after
application of the sanitary solutions were reliably inactivated.
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UVoD

Enterokoky predstavuju velka c¢ast’ autochtonnych
baktérii spojenych s cicavéim gastrointestinalnym
traktom (Giraffa, 2002).

Do mlieka sa mézu dostat’ z viacerych zdrojov ato
cestou primarnej alebo sekundarnej kontaminacie
surového mlieka. Zdrojom kontaminacie mlicka
enterokokmi moéze byt povrch vemena, krmivo, vykaly,
voda, prach, ale aj ruky a odev doji¢a. Dal$im zdrojom
si  plochy zariadeni anastrojov  pouzivanych
v prvovyrobe mlieka. Greifova et al. (2003) uvadzaju,
ze enterokoky sa pravidelne nachadzaju v dojacich
strojoch alebo na inom naradi a zariadeni.

Enterokoky sa mézu dostavat’ i do mliecnych vyrobkov.
Z pasterizovaného  mlieka  izolovali  enterokoky
Fracalanzza et al. (2007) alebo Riboldi et al. (2009).
Termorezistenciu  niektorych  druhov  enterokokov
dokazuju vysledky autorov Batish et al. (2006), ktori
okrem pasterizovaného mlieka izolovali termorezistentné
druhy iz odtuéneného suSeného mlieka, dojéenskych
mlie¢nych produktov, ale izo sladeného
kondenzovaného mlieka. Enterokoky su stalou stucastou
mikroflory syrov. Do syrov sa mézu pridavat zamerne
vo forme Startovacich kultur, ale na druhej strane sa
moézu  vyskytovat vsyroch iako kontaminujica
mikroflora, ktora sa dostava do syra prostrednictvom
kontaminovanej suroviny — mlieka alebo sekundarne
z prostredia pocas vyroby syrov (Giraffa, 2002).
Enterokoky sa stanovili napr. v syroch Feta (Grécko),
Tettila (Spanielsko), Caciotta a Fontina (Taliansko),
Kaskaval (Bulharsko), Ras a Domiatti (Egypt) (Duckova
et al., 2005). Zastipené su iV tradi¢nej slovenskej
bryndzi (Belicova et al., 2007, Duckova et al., 2009).
V bryndzi sa podielaju napriklad na zreni a vzniku
typickych chutovych vlastnosti a voni bryndze.

Vyskyt enterokokov v mlieénych vyrobkoch ma teda aj
pozitivny vyznam. V niektorych druhoch syrov maju
enterokoky vyznamnu tlohu z hl'adiska ich zrenia a kvality
vd’aka ich acidifikacnej, proteolytickej, lipolytickej aktivite
a schopnosti utilizovat’ citrat. Preto, ako uz bolo spomenutg,
sa vyuzivaju vo forme Startovacich kultar pri vyrobe
niektorych  priemyselnych  druhov  syrov, u ktorych
napomahaji dosiahnut’ typicku chut’ a véiu charakteristicka
pre syry vyrabané tradicnymi metédami v mensSich
mliekariach (Garcia et al., 2002, Foulquie Moreno et al.,
2006).

Pozitivom niektorych kmenov enterokokov st aj ich
probiotické vlastnosti. Vyuziva sa takto napr. kmen
Enterococcus faecium M-74 (Mego et al., 2005).
V stvislosti s probiotickymi u¢inkami enterokokov sa zacala
Studovat’ aj ich metabolicka vlastnost - schopnost
produkovat’ bakteriociny, resp. enterociny. Vyskumu
enterocinov sa venovali napr. Laukova a Czikkova (2001).

Popri pozitivnych vlastnostiach enterokokov vsak netreba
zabudat’ aj na ich negativa. Jednym z negativnych aspektov
vyskytu enterokokov v syroch je ich schopnost’ produkovat
biogénne aminy, napr. tyramin, histidin, tyrozin
(Sarantinopoulos et al., 2001, Fernandez et al., 2006,
Kucerova et al., 2009).

Enterokoky su zname aj rezistenciou na niektoré
antibiotikd. Okrem prirodzenej rezistencie na niektoré
antibiotikd je pre enterokoky charakteristicka aj ich
jedinecna schopnost’ vymeny genetického materialu, ¢im si
dokazu ziskat' rezistenciu voc¢i antibiotikdm ako su
aminoglykozidy (gentamicin, streptomycin), glykopeptidy
(vankomycin a teikoplanin), tetracykliny (tetracyklin),
makrolidy (erytromycin) a chloramfenikol (Huys et al.,
2004). V suvislosti s doteraz uvedenym sa nasledne objavuju
myslienky, Ze enterokoky sa vzhl'adom na ich pritomnost’
Vv potravinach dostavaju do traviaceho traktu cloveka, kde sa
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nasledne moéze uskutocilovat’ prenos génov rezistencie na
antibiotika aj na pritomné patogénne mikroorganizmy.

Medzi negativa enterokokov patri aj schopnost
niektorych kmeiiov formovat’ biofilm (Metzger, 2008,
Necidova et al., 2009), pricom je znadma skutoc¢nost’, ze
baktérie viazané v biofilmoch s rezistentnejSie vodi
antimikrobidlnym latkam nez planktonické bunky.
Uginnym spdsobom zabranenia tvorby biofilmov a tym
aj obmedzenia neziaducej kontaminacie a $irenia
enerokokov je dosledna sanitacia.

Utinnost saniticie ovplyviiuje niekol’ko faktorov,
medzi ktoré Lakti¢ova et al. (2006) zarad’uju G¢innost’
dezinfekéného prostriedku (jeho koncentraciu, teplotu,
dobu  podsobenia, pocet  aplikdcii),  vlastnosti
dezinfikovaného prostredia (konzistenciu, pritomnost
organickych latok, reakciu prostredia, teplotu prostredia),
ale i samotnu odolnost’ mikroorganizmov a pod.

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch zhodnotit
ucinnost’ sanitacného prostriedku, bezne pouzivaného
v mliekarenskom zavode na sanitaciu zvoznych cisterien
a zasobnych tankov pre surové kravské mlieko, na
enterokoky izolované zo vzoriek mlieka.

MATERIAL A METODY

Izolacia a identifikacia enterokokov.

Odoberali sa vzorky surového kravského mlieka
(bazénové, cisternové a zo zasobnych tankov).
Enterokoky sa stanovovali na zZivnom médiu Slanetz —
Bartley (HiMedia Laboratories, India), pri teplote
37 + 1°C, po 48 + 2 hodinach (STN 56 0100, 1970).
Prislusnost’ k rodu Enterococcus sa potvrdila rastom
izolovanych kmenov na selektivnom ZI¢-eskulin-
azidovom médiu (Biokar Diagnostic, Francuzsko) po 24
hodin4ch kultivacie pri 37 + 1 °C, prislusnostou ku G*
baktériam, negativnym katalazovym a pozitivnym PYRA
— testom (Lachema, Ceské republika). Potvrdené kmene
sa druhovo identifikovali pomocou komeréného
EN-COCCUS testu (Lachema, Ceskd republika).
Zastupcovia druhu Enterococcus faecalis sa potvrdili
i PCR metddou postupom uvedenym v praci Fabianova
et al. (2010).

Izolacia a identifikacia psychrotrofnej baktérie.

Psychrotrofné baktérie sa stanovili na GTK agare
(HiMedia Laboratories, India) s pridavkom suseného
odstredeného mlieka, pri teplote 6,5 + 1 °C po 10 diloch
kultivacie (STN 1SO 6730, 2000). Zakladné rozdelenie
psychrotrofnych baktérii do skupin G* a G™ a oxiddzova
skuska sa vykonali postupom podl'a Betinu et al. (1988)
a komerénym OXItestom (Lachema, Ceska republika).
Rodova adruhova identifikdcia sa robila pomocou
komeréného NEFERMtestu 24 (Lachema, Ceska
republika).

Hodnotenie citlivosti k antibiotikam.

U identifikovanych kmeniov rodu Enterococus sa
hodnotila citlivost’ k antibiotikdm diskovou difiznou
metddou na  Mueller Hinton agare (HiMedia
Laboratories, India) pouzitim antibiotickych diskov
s koncentraciou — Ampicillin 10 mcg/disk, Erythromycin
15 mcg/disk, Gentamicin 10 mcg/disk, Tetracycline 30
mcg/disk, Teicoplanin 30 mcg/disk a Vancomycin 30
mcg/disk (HiMedia Laboratories, India). Zaradenie
jednotlivych  kmetiov medzi rezistentné, stredne

rezistentné a citlivé sa uskutocnilo podla kritérii CLSI
(1999).
Testovanie schopnosti enterokokov prezivat’ proces
sanitacie za réoznych modelovych podmienok
Priprava bakteridlnej suspenzie

Pre modelové pokusy sa pouzilo 6 nahodne vybranych
identifikovanych kmenov enterokokov. Z 24 hodinovych
bakterialnych kultir vyrastenych na GTK agare (HiMedia
Laboratories, India) pri 37 + 1 °C sa vo fyziologickom
roztoku  pripravila  suspenzia  zodpovedajuca  0,5°
McFarlandovej zakalovej stupnice. Intenzita zakalu sa
hodnotila pristrojom Densi-la-meter. Mikrobialna suspenzia
sa nasledne zriedila a ziskala sa pracovna suspenzia baktérii
obsahujiica radovo 10° KTJ.ml?, ktora sa pouzila pre
modelové pokusy. Presny pocet enterokokov sa stanovil
zried'ovacou kultivaénou metddou na z1¢-eskulin-azidovom
agare (Biokar Diagnostic, Franctizsko) pri 37 + 1 °C po 24
hodinéch.
Priprava sanitacnych roztokov

Hodnotil sa u¢inok sanitacného prostriedku pouzivaného
v mlickarenskom zavode na sanitaciu zvoznych cisterien
a zasobnych tankov. Sanita¢ny prostriedok obsahoval
kyselinu dusiénq, kyselinu fosfore¢nti a hexametyléndiamin.
Sanita¢né roztoky sa pripravili z destilovanej vody (tvrdost’
vody 0°) a z destilovanej vody, do ktorej sa pridalo 15 mg,
30 mg a 45 mg CaCO; na 100 ml vody, ¢o zodpoveda
tvrdosti vody 15°, 30° a 45°. Testovali sa sanitaéné roztoky
s koncentraciou 0,75 %, pri teplote 30 °C, 40 °C a 60 °C .
Doba posobenia bola 20 minut.
Pracovny postup

K Cerstvo pripravenym a vytemperovanym sanitacnym
roztokom s réznou tvrdostou sa pridalo polotuéné mlieko
(organickd zataz) a pripravend pracovna suspenzia
enterokokov. Tym sa ziskali roztoky s vyslednou
koncentraciou 0,75 %, koncentraciou mlieka 0,1 % a poc¢tom
enterokokov cca 10° buniek ml™. Po premiesani sa nechali
skimavky vo vodnom kupeli pri prislusnej teplote stanovenu
dobu 20 mintt. Pociatoény pocet enterokokov ako aj pocet
enterokokov prezivajucich posobenie sanitacného roztoku sa
nasledne stanovil kultivaciou na ZI¢-eskulin-azidovom agare
(Biokar Diagnostic, Franctizsko) pri 37 + 1 °C po 24
hodinach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kmene enterokokov sa ziskali zroéznych typov vzoriek
mlieka. Ich pdvod je uvedeny v tabulke 1. Suspektné
kolonie  enterokokov ~sa po izolacii identifikovali
biochemickymi testami. Ako vidiet’ z tabulky 1, v surovom
kravskom mlieku sa nachadzali druhy — E. faecalis, E.
faecium, E. mundtti a E. casseliflavus. Uvedené druhy rodu
Enterococcus, ktoré sa vybrali aj pre modelové pokusy su
pre mlieko najtypickejSie. Potvrdzuju to i vysledky inych
autorov (Citak et al., 2005, Peterson-Wolfe et al., 2008).

Najcastejsie izolovanym druhom bol E. faecalis. Prave
z toho dovodu sa testovali v modelovych pokusoch 3 rozne
kmene tohto druhu. Zastupcovia druhu E. faecalis sa okrem
biochemickych testov potvrdili aj PCR metédou. Po
identifikacii sa uizolovanych kmenov stanovovala
rezistencia na vybrané antibiotikd. Profil antibiotickej
rezistencie jednotlivych kmenov uvadza tabulka 1.
Rezistentné na antibiotikd boli predovSetkym kmene
E. faecalis. I8lo o rezistenciu na ampicilin, gentamicin,
tetracyklin a teikoplanin. Fracalanzza et al. (2007)

ro¢nik 5

124 mimoriadne ¢islo, februar/2011



potravinarstvo

u enterokokov izolovanych z pasterizovaného mlieka
stanovili rezistenciu na ampicilin, chloramfenikol,
erytromycin, gentamicin, imipeném, penicilin,
nitrofurantoin, norfloxacin, streptomycin a tetracyklin.
Gomes et al. (2008) v sulade s nasimi vysledkami, pri
hodnoteni enterokokov brazilskych syrov zistili vacsiu
rezistenciu na antibiotika uizolatov druhu E. faecalis
V porovnani s druhom E. faecium.

Tabul’ka 1 Profil antibiotickej rezistencie u kmefov
enterokokov izolovanych z réznych typov vzoriek
mlieka

Kmen Povod Rezistencia
mlieka A|lE|G|T|T|V
e
83 Cisternova s|c|jc|cCcj|Cc|C
E. faecium vzorka
93 Cisternova s|c|jc|cCcj|C|C
E. mundtti vzorka
98 Bazénova s|c|jc|cCcj|C|C
E. casseliflavus vzorka
111 Zasobny S|S|S|S|R|S
E. faecalis tank
100 Bazénova RIC|IR|S|C]|C
E. faecalis vzorka
53 Zasobny S|C|IC|R|C|C
E. faecalis tank

Priemer inhibi¢nej zony v mm

A- Ampicilin 10 mcg/disk, R <18 mm, S 19-25 mm

E- Erytromycin 15 mcg/disk, S 16-20 mm, C > 21 mm

G- Gentamicin 10 meg/disk, R <12 mm, S 13-14 mm,
C>15mm

T- Tetracyklin 30 mcg/disk, R <18 mm, S 19-22 mm,
C>23mm

Te- Teikoplanin 30 mcg/disk, R < 10 mm, C > 14 mm

V- Vankomycin 30 mcg/disk, C > 17 mm

Geneticku spojitost medzi rezistenciou na antibiotika
arezistenciou na dezinfekéné prostriedky, konkrétne
kvartérne ~ amoniové  zlaCeniny,  u stafylokokov
izolovanych z potravin potvrdili Langsrud et al. (2003).

Enterokoky patria k mikroorganizmom, ktoré st
schopné prezivat’ a adaptovat’ sa na extrémne podmienky
prostredia. Prave zuvedenych dovodov sa in vitro
hodnotilo i pdsobenie  sanitaéného  roztoku, za
spolupésobenia  rdznych faktorov  ovplyviujucich
ucinnost’ sanitacie. Hodnotil sa sanitacny prostriedok
bezne pouzivany v mliekarenskom zavode, z ktorého
pochadzali aj vzorky mlieka. Vyrobca ho odportaca
pouzivat’ ako 0,7 az 1,5 % roztok s teplotou 60 az 70 °C
a dobou posobenia 20 minut.

V ramci modelovania podmienok sanitacie, a Vv snahe
¢o najviac sa priblizit podmienkam praxe, sa testoval
vplyv teploty sanitacného roztoku (30, 40 a 60 °C), vplyv
pritomnosti  organickej  zataze ako  dosledok
nedostatoéného Cistenia (pridavok mlieka 0,1 %) a vplyv
roznej tvrdosti vody (0°, 15°, 30° a 45 °). Nizsie teploty
30 °C a40 °C sa zvolili zamerne, kedze v praxi sa
hlavne z ekonomickych doévodov ¢astokrat pouzivaju
sanitatné roztoky snizSou teplotou. Vysledky

hodnotenia ti¢innosti sanitacného roztoku na vybrané kmene
enterokokov uvadza tabul’ka 2.

Ako vyplyva =ztabulky 2, pri dodrzani podmienok
sanitacie, ktoré odporuca vyrobca, bol sanitany roztok
dostato¢ne ucinny a pdsobil letdlne na vsetky testované
kmene mikroorganizmov. I§lo o populaciu enterokokov
radovo 10° KTJ v1 ml. V surovom kravskom mlieku sa
populacia enterokokov podla Gornera a Valika (2004)
pohybuje v ramci intervalu 10 000 az 50 000 KTJ.mlI
'a Kuderova et al. (2009) stanovili 1000 az 100000
KTJ.ml™,

Ucinnost voéi testovanym kmetiom mikroorganizmov mal
sanita¢ny roztok aj pri teplotach 40 °C a 30 °C a Vv prostredi
organickej a anorganickej zataze. Vynimku predstavoval
jedine kmen E. faecalis (53), ktory prezil podmienky
sanitacie v pripade, Ze sanitaény roztok sa pripravil z vody
s tvrdostou 45 °, v prostredi sa nachadzala organicka zataz
vo forme 0,1 % pridavku mlieka a teplota roztoku bola iba
30 °C. Pocty enterokokov sa v tomto pripade redukovali
z povodnych 6,5 x10° na 3,1x10" KTJ.ml%.

Autori Salo et al. (2006) pokladaju teplotu CIP ¢istenia za
velmi vyznamny faktor, pretoze ako vyplyva zich
vysledkov, problémy pri inaktivacii mikroorganizmov sa
vyskytli, ked’ teplota klesla pod 50 °C. Rovnako i Feldmann
et al. (2006) zistili, ze pokles teploty oplachovej vody pod
42 °C viedol kzvySeniu kontaminacie koliformnymi
baktériami a Pseudomonas spp. Vplyv teploty na G¢innost
saniticie potvrdzuju ivysledky Canigovej et al. (2004),
ktori zaroven zdoraziuju, ze na uUCinnost sanitacie ma
obzvlast velky wvplyv organickd zataz v sanitovanom
prostredi améze umoznit mikroorganizmom prezivat
podmienky aplikacie sanitaéného roztoku.

V ramci modelovych pokusov sa zacala testovat’ i u¢innost’
sanitatného  roztoku na kombindciu -  enterokok
a psychrotrofna  baktéria  (Pseudomonas aeruginosa).
V praxi totiz sanitaéné roztoky nepdsobia na jednodruhové
kultiry, ale na celu paletu rdéznych mikroorganizmov.
Predpokladame, ze medzi jednotlivymi rodmi resp. aj
druhmi mikroorganizmov moézu existovat’ rézne vzajomné
vztahy, ktoré mézu ovplyvnit’ prezivanie mikroorganizmov
po aplikacii sanitacného roztoku. V modelovych pokusoch
sanitaény roztok posobil letalne aj na kombinaciu E. faecalis
(100) a Pseudomonas aeruginosa, za vsetkych testovanych
podmienok. Testovanie psychrotrofnej baktérie sa zvolilo
z dévodu, ze Pseudomonas spp. sa Casto izoluje z povrchu
mliekarenskych zariadeni a je zaroven vyznamnou baktériou
sposobujucou kazenie potravin (Wirtanen et al., 2000).
Jeho prezivanie sa vysvetluje schopnostou formovat
biofilm (Hood a Zottola, 1997, Simdes et al., 2008)
a odolnostou voéi dezinfekénym prostriedkom (Russell
a Chopra, 1996).

ZAVER
Zaverom mozno konStatovat, Ze testovany sanitacny
prostriedok  bol  dostatoéne ufinny na  testované

mikroorganizmy aj v podmienkach vyrazne zniZenej teploty
sanitacného roztoku (zo 60 °C na 30 °C) a za pritomnosti
organickej i anorganickej zataze. Napriek tomu sa odportica
Vv praxi nepodcenovat’ a dosledne dodrziavat’ vSetky faktory
sanitacie.
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Tabul’ka 2 Hodnotenie ucinku sanita¢ného roztoku (koncentracia 0,75 %, teplota 30 °C, 40 °C a 60 °C,
doba pdsobenia 20 minut) v prostredi organickej (0,1 % mlieka) a anorganickej zataze (tvrdost’ pouZitej
vody 0°, 15°, 30°a 45°) na kmene enterokokov izolovanych z mlieka.

Kmern Pocdiatocny Potty enterokokov (KTJ.ml ") po aplikacii sanitaéného roztoku pri
pocet uvedenej teplote a tvrdosti pozitej vody
(KTJ.ml'") 30 °C 40 °C 60 °C
0° 15° | 30° | 45° 0° | 15° | 30° | 45° | 0° | 15° | 30° | 45°
83
E. faecium 1,53 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
93
E. mundtii 5,7x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
98
E.casseliflavus 7,6 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
111
E. faecalis 5,3 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100
E. faecalis 3,9 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
53
E. faecalis 5,8 x10° 0 0 0 3’(1)1(1 0 0 0 0 0 0 0 0
100
E. faecalis 3,9 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+
Pseudomonas
aeruginosa 1,2 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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