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COMBINED EFFECT OF TEMPERATURE AND WATER ACTIVITY
ON THE GROWTH DYNAMICS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN
MODEL ENVIRONMENT
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ABSTRACT

The effect of water activity values and incubation temperature on the Staphylococcus aureus 2064 growth dynamic was
described in model media. The values of water activity of the tested media were adjusted by sodium chloride, using values
from a,, = 1.0 up to 0.85. Experiments were carried out at temperature 25 °C in PCA broth. Based on cultivation experiments
the growth curves were obtained and related growth parameters were calculated. On their basis, by use of the mathematical
equations, the effect of water activity on the growth dynamics of S. aureus 2064 at observed incubation temperature was
described. Based on obtained results it can be concluded, that during the incubation at 25 °C the NaCl concentration up to
18.17 % was tolerated by S. aureus 2064 and the inhibition was observed at a,, higher than 19 % in PCA medium. The effect
of water activity on the S. aureus 2064 lag-phase duration was described by modified model according to Davey with
discrepancy 22.8 %. The growth rate was precisely described by Gibson model with validation indices of B; = 0.999 and

Df=11.9 %.
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UVOD

Staphylococcus aureus, predovsetkym jeho rast
a produkcia enterotoxinov, predstavuje v potravinach,
vzhladom na podmienky vnutorného a vonkajSicho

prostredia, potencidlne az realne riziko ohrozenia
verejného  zdravia, ktoré spoCiva vo  vzniku
stafylokokovych enterotoxikéz. Podla  Aspergera

a Zangerla (2003) a Kérouantona a kol. (2007), je S.
aureus po rode Salmonella, druhym najcastej$im agens
potravinovych otrav vo svete. Rastie dobre v Zivnom
médiu bez obsahu NaCl, ale jeho charakteristickym
znakom, ktory ho odliSuje od ostatnych patogénnych
baktérii, je jeho vysoka tolerancia voci nizkym hodnotdm
aktivity vody a koncentraciam chloridu sodného az do 20
% (Sutherland a kol., 1994; Jay, 2000). V potravinach
so zniZzenou hodnotou aktivity vody aza aer6bnych
podmienok sa pozoruje produkcia termostabilnych
enterotoxinov v rozsahu hodnét 0,89 az 0,86 a, (Ewald
a Notermans, 1998).

S. aureus patri do skupiny mezofilnych baktérii.
Bremer (2004), Asperger a Zangerl (2003) a Jay
(2000) uvadzajt ako minimalnu teplotu pre rast S. aureus
Tmin = 6,5 az 7 °C. Minimalna teplota 7 °C bola
potvrdend aj v pracach Medved’ovej (2009), Burdovej
a Laukovej (2001) a Tatini (1973). Na druhej strane,
ako uvadza  Dengremont a Membré (1995)
a Notermans a Heuvelman (1983), S. aureus nebol
schopny mnoZenia ani po mesacnej inkubdcii pri teplote
8 °C. Optimalna teplota pre rast S. aureus je v rozmedzi
teplot 35 az 40 °C (Gorner a Valik, 2004). A nakoniec,
Asperger a Zangerl (2003), Jay (2000) a Baird-Parker
(2000) uvadzaji ako rastové maximum teplotu 48 °C,
Halpin-Dohnalek a Marth (1989) dokonca uvadza ako
maximalnu teplotu pre rast S. aureus az teplotu 50 °C.

Vyssia koncentracia stafylokokov sa moze
objavit v mlieku pri stafylokokovych mastitidach krav,
apreto si dojnice pravdepodobne hlavnym zdrojom

kontaminacie surového mlieka (Bergdoll, 1990), obzvlast
tie so subklinickou mastitidou. Ak je kontaminované
vemeno zvierata, S. aureus sa dojenim dostava do mlieka a
jeho poéty v fiom sa méZu pohybovat od 10" - 108 KTJ.ml™?,
zvy&ajne viak okolo 10* KTJ.ml? (Asperger a Zangerl,
2003). Pocas vyroby je mozna kontaminacia surového
mlieka asurovych mlieénych produktov  z ludskej
manipulacie alebo z prostredia. Casto sa bunky do potravin
dostavaju prostrednictvom rik (infikované rany, kozné
poranenia) alebo ka§lanim a kychanim (Boynukara a kol.,
2008).

Neexistuje snad’ tispesnejsi I'udsky patogén nez S.
aureus. Priblizne u tretiny ludi Zije vo vztahu blizkom
komensalizmu na kozi alebo na slizniciach a nevyvolava
ziadne t'azkosti. Stac¢i vSak sebe mensia porucha prirodzenej
odolnosti, aby o0 sebe dal vediet tym, Ze sa prejavi ako
patogén a spdsobit’ tak bud’ alimentarne infekcie, kozné
ochorenia a mnoho d’alsich (Votava a kol., 2003).

Cielom tejto prace bolo experimentalne popisat
vplyv aktivity vody v intervale a, 1 az 0,86, nastavenej
pridavkami NaCl pre rast izolatu S. aureus 2064 pocas
inkubacie v GTK bujéne pri inkubaénej teplote 25 °C
a nasledne pomocou principov prediktivnej mikrobiologie
podrobit’ vysledky sekundarneho modelovania matematickej
validacii.

MATERIAL A METODY

Mikroorganizmus. TIzolat S. aureus 2064 pochadza
z ovéicho hrudkového syra abol izolovany na Stitnom
veterindirnom a potravinovom ustave v Presove MVDr. A.
Hanzélyovou. Jeho totoznost bola potvrdend pomocou
Gramovho farbenia, katalazového testu, API systému
(BioMériux, Marcy IEtoile, Francuzsko), fluorescenéného
farbenia  VIT-Staphylococcus  (Vermicon,  Mnichov,
Nemecko) a PCR analyzy v sulade s pracami Akinedena
a kol. (2007), Boynukara a kol. (2008) a Pereiru a kol.
(2009).
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Inokulacia a inkubacia. Do predtemperovaného GTK
bujéonu (IMUNA, Sarisské Michalany, Slovensko)
s nastavenou hodnotou aktivity vody sme inokulovali
Cisti 18 h kultaru S. aureus 2064 vyrastena na GTK
agare (IMUNA, Sarisské Michalany, Slovensko) pri 37
°C, tak aby sme v kazdej paralelke dosiahli pociatocnt
denzitu mikroorganizmu priblizne 10°  KTJ.ml™
Paralelne inokulované vzorky zivnych médii boli
staticky aerobne kultivované pri teplote 25 °C £ 1 °C, za
ucelom popisania dynamiky rastu S. aureus 2064
v zévislosti od meniacej sa hodnoty aktivity vody.
Hodnota aktivity vody bola nastavena pridavkom NaCl
(Sigma-Aldrich, Buchs, Svajéiarsko) podla Rédela
akol. (1979) akontrolovand pouzitim a,-metra
(Nowasina, Lachen, Svajéiarsko).

Stanovenie poctu S. aureus 2064 v GTK bujone. V
prislusne  stanovenych cCasovych 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 kolonie, ktorych morfologia bola
overena aj mikroskopicky. Zo zistenych poctov
mikroorganizmov sme zostrojili rastové Ciary v zavislosti
od Casu a teploty inkubacie podla Baranyiho D-modelu
(Baranyi a kol., 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 transformacia aktivity vody bv =J1-a, ,

zavedena Gibsonovou a kol. (1994), ktora predpoklada,
ze optimalna hodnota aktivity vody je mensia ako a, = 1
(Valik a Pieckova, 2001). Nasledne je prirodzeny
logaritmus Specifickej rastovej rychlosti modelovany
podl'a nasledovnej kvadratickej funkcie:

Inu=C,+Cb, +C,b? 1)

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

Ink =C, +%+_(I_:—§+C3av +C,a’ (2

kde k je rastova rychlost, a, je hodnota aktivity
vody, T je teplota aCy, ...C4 sl nezname koeficienty
(Ross a McMeekin, 1994; Daughtry a kol., 1997).
Validacia rastovych parametrov. Na validaciu
matematickych modelov popisujicich ich presnost
a spravnost’ v porovnani s experimentalnymi vysledkami
boli vyuZzité dva indexy a to index presnosti As a index
spolahlivosti By, na zdklade ktorych mézeme jednotlivé
modely medzi sebou porovnavat’ (Baranyi a kol., 1999).
Taktiez sa vyuziva index percenta diskrepancie
oznacovany ako Dr.

m

> fin £ )-infeat
A, =exp| |[*= ®)
m
>-fin £ )~ nfuc )
B, =exp| |+ 4
m
D, =(A, —1)x100 (5)

kde x je maximalna $pecificka rychlost’ ako funkcia
faktorov prostredia, x = (X1, Xo, ..., Xn) je vektor faktorov
prostredia a m je poCet merani.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Dynamika rastu Staphylococcus aureus 2064 v zavislosti
od aktivity vody pri 25 °C

Vzhladom na c¢asty vyskyt S. aureus uludi
a v potravinach, dobry rast v potravinovych matriciach
a naslednej moznej produkcii termostabilnych enterotoxinov
je dolezité poznat’ a definovat’ podmienky, ktoré vedu k jeho
inhibicii. Nakolko je sol bezne pouzivané aditivum pri
vyrobe potravin aV nadvdznosti na pracu Medved’ovej
(2009), v ktorej bol popisany vplyv teploty na sledovany
izolat, sme sa v nasej praci zamerali na vplyv pridavku NaCl
do zivného média na dynamiku rastu S. aureus 2064
v modelovom prostredi GTK bujéonu pri teplote 25 °C.

Pri pohlade na rastové ciary pri 25 °C vGTK
bujone zobrazené na obr. 1 je zrejmé, Ze zvySujuca sa
koncentracia inhibicne pdsobiacej latky (NaCl) mala
negativny dopad na narast sledovaného mikroorganizmu S.
aureus 2064. Po 3 h lag-faze, pri hodnote aktivity vody a, =
0,988 znasoboval svoje pocty po 56 minttach (Ggo = 0,320
log KTJ.mlI™.h"). Na proti tomu, Charlier a kol. (2008)
uvadzaju pri teplote 27 °C 3 hodinovu lag-fazu.
Dengremont a Membré (1995) uvadzaju, ze S. aureus sa
pri 25 °C, pH 7,6 anulovom pridavku soli rozmnoZoval
rastovou rychlostou Gg = 0,456 log KTJ.mI™h? o je
priblizne 1,5-nasobne vyssia hodnota rastovej rychlosti ako
pri 25 °C. V naSom pripade, pri takto vysokej hodnote a, bol
pocet buniek na zadiatku pokusu 1,8.10° KTJ.ml* apo
priblizne 31 h inkubacie wvzrastol ich pocet 05
logaritmickych poriadkov, na hodnotu 8,4.10% KTJ.ml ™,

Ak sa koncentracia NaCl zvysila na 5,0 % (a, =
0,995), prislo k prirodzenému predizeniu lag-fazy na 6 hodin
a k 1,4-nasobnému poklesu rastovej rychlosti na Gg 50 =
0,237 log KTJ.mI".h™ oproti rastovej rychlosti pri nulovom
pridavku soli, pricom Sutherland a kol. (1994) uvadzaju pri
25 °C, pH = 5,9 26,5 % pridavku NaCl podobnu hodnotu
rastovej rychlosti Gg = 0,320 log KTJ.ml™.h,

Pri poklese hodnoty aktivity vody na a, = 0,894
(13,05 % NaCl) sa bunky stafylokoka mnozili z poCiatocne;j
denzity No = 1,3.10° KTJ.mlI™* po 35 h lag-fize 6-nasobne
pomalSou rastovou rychlostou, v porovnani s pokusom bez
navysenia koncentracie soli. Pocas tohto 6 dni trvajiiceho
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experimentu, dosiahli svoje maximalne poc¢ty na Girovni 7
log poriadkov.

Priblizenim sa k minimalnej hodnote aktivity
vody (18,17 %, a, = 0,865) sme naprieck oCakavaniam
stale pozorovali rast izolatu S. aureus 2064.
Z potiatotnej denzity No = 1,6.10° KTJ.ml™ sa dokézal
pomnozit dokonca az o 4 logaritmické poriadky na Npax
= 1,9.10° KTIml' Vtomto pripade bola lag-fiza
prirodzene najdlhsia a dosiahla hodnotu As;5:; = 200
hodin (8 dni). Rastova rychlost’ poklesla na Gg 1517 =
0,0016 log KTJ.ml™.h™* (t; = 188 h).
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Obr. 1: Dynamika rastu S. aureus 2064 v GTK bujone
pri teplote 25 °C v zavislosti od hodnoty aktivity vody

Za ucelom definovania hrani¢nej koncentracie
NaCl v prostredi sme do bujonu pridali 19,95 % NacCl (a,
= 0,859). Za takychto nepriaznivych podmienok dany
organizmus uz nebol schopny prispdsobit sa
a dochadzalo kubytku buniek stafylokoka, C¢o sa
prejavilo aj na jeho zapornej rastovej rychlosti. Tieto
udaje tiez potvrdili skutocnost’, Ze minimalnou hodnotou
pre rast S. aureus je hodnota aktivity vody a, = 0,860, aj
ked’ tato hodnota je do znacnej miery determinovana

dodrzanim ostatnych faktorov prostrediam, okrem iného aj
inkubaénej teploty.

Schopnost  baktérii  rast  pri  vysokych
koncentraciach soli suvisi s ich schopnost'ou prispdsobit’ sa
osmotickému stresu intracelularnou  akumulaciou
kompatibilnych rozpustnych latok vratane K*, glutamétu,
betainu, trehaldzy, prolinu, karnitinu atd’., ktoré sa moézu
vyskytovat’ prostrednictvom de novo syntézy alebo
prostrednictvom transportu z rastového média (Wood et al.,
2001). Tieto zlugeniny pdsobia ako osmolyty, ktoré znizuja
straty intracelularnej vody osmoézou aich koncentracia
vV 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 25 °C

lag G ;

% NaCl a, [log KTJ.ml
[h] S
0 0,988 3 0,320
1,72 0,977 3 0,270
5,0 0,955 6 0,237
7,95 0,941 13 0,232
10,6 0,917 20 0,138
13,05 0,894 35 0,060
15,25 0,879 81 0,040
18,17 0,865 200 0,0016
19,0 0,859 - -0,113

Vplyv aktivity vody ainkubaénej teploty na lag-fazu
Staphylococcus aureus 2064

Vplyv vonkajsich faktorov prostredia na dizku
trvania lag-fazy bol predmetom sekundarneho modelovania.
Daughtry a kol. (1997) prisposobili Davey-ov model na
popisanie vplyvu inkubacnej teploty na trvanie lag-fazy.
V tomto modely sme nahradili parameter teploty aktivitou
vody a nasledne aplikovali na ziskané vysledky.

VysSie popisané rastové Ciary a grafické
znazornenie na obr. 2 potvrdili, Ze so zvySujicou sa
hodnotou aktivity vody sa postupne skracovala dizka trvania
lag-fazy izolatu S. aureus 2064 v GTK bujone. Z obr. 2
vyplyva, Ze ¢im bola hodnota aktivity vody vysSia, tym sa
dizka lag-fazy postupne skracovala. Najkratsia lag-faza, Ao =
3 hodiny, bola zaznamenana pri nulovom pridavku soli.
Medved’ova a kol. (2009) uvadzaju hodnotu trvania lag-
fazy pre izolat 2064 v mlieku pri 25 °C Ay = 3,4 h, o je
porovnatelna hodnota s dizkou trvania lag-fazy pri nulovom
pridavku soli. Tato doba sa zdvojnasobila pri 5 %-nom
pridavku chloridu sodného a svoj 6-nasobok dosiahla, ak
koncentracia NaCl v prostredi bola 10,6 %. Faza
prispdsobovania sa dokonca prediZila az na 3 (81 h) resp. 8
dni (200 h), ak koncentracia soli v rastovom médiu bola
vyssia ako 15 % a 18 %, v poradi.

Trvanie lag-fazy S. aureus 2064 v GTK bujone pri
inkubacnej teplote 25 °C je popisané kvadratickou rovnicou
6 amieru nepresnosti daného modelu sme vyjadrili
definovanim prislusnych validacnych koeficientov, A¢ =
1,228, By, % = 0,993, Ds = 22,8 % a aj pomocou korelaéného
koeficienta R* = 0,977 .
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|n(i] =-51,973a’ +84,570a, — 33,394 (5)
lag /..

In(1/lag)

-6

097 008 101 103 105 107 108 101 193 115 117

1lav
Obr. 2: Grafické znazornenie zavislosti trvania lag-fazy
S. aureus v GTK bujone od hodnoty vodnej aktivity pri
25°C

Vplyv aktivity vody a inkubacnej teploty na rastovu
rychlost’ S. aureus 2064

Na popisanie vplyvu aktivity vody na rastova
rychlost’ S. aureus 2064 pri inkubacnej teplote 25 °C bol
pouzity Gibsonovej transformovany model (Gibson
akol.,, 1994), pricom pre GTK bujon je grafické
znazornenie zavislosti vplyvu aktivity vody pri danej
inkubacnej teplote na Specificku rychlost zobrazené na
obr. 3. Body na grafe predstavuju pozorované hodnoty
rastovej rychlosti S. aureus 2064 pri teplote 25 °C a Ciara
predstavuje modelovy priebeh zavislosti vplyvu aktivity
vody na rastova rychlost, popisany rovnicou 7,
S prislusnymi validaénymi koeficientami, A; = 1,119, By,
% =0,999, Ds = 11,9 % a R? = 0,277, Z uvedeného obr.
3 vyplyva, Ze so zvysSujucou sa hodnotou aktivity vody
bude rastova rychlost’ vysSia, pricom svoje maximum
dosiahne v rozmedzi hodnoét a, = 0,98 az 0,99.

In 41, =—53,522a2 +16,387a, —1,5691 ()

Inp

-25

-3

-35

0,88 0.9 0,92 0,94 0,96 0,98 1 1,02
av

Obr. 3: Zavislost' vplyvu aktivity vody na rastova
rychlost S. aureus 2064 v GTK bujone podla
Gibsonovej modelu pri 25 °C

ZAVER

Vysledky inkubaénych pokusov potvrdili, ze rast
Studovaného izolatu pri teplote 25 °C bol pozitivne
determinovany klesajucou koncentraciou chloridu sodného
v GTK bujoéne, ¢o sa odzrkadlilo na skracovani trvania lag-
fazy aintenzivnejSom raste v exponencialnej faze. Po
dosiahnuti maximalnej pripustnej koncentracie chloridu
sodného v rastovom médiu sme pozorovali zastavenie rastu
mikroorganizmu av dalej faze dochadzalo dokonca
k ubytkom buniek. Na zaklade kultivaénych pokusov mozno
konstatovat, ze kompletna redukcia poctov S. aureus 2064
pri 25 °C bola pozorovana v GTK bujone pri 19,0 %-nom
pridavku NaCl. V d’al$ej Casti boli experimentalne ziskané
udaje vyhodnocované pomocou primarneho Barayiho D-
modelu (Baranyi akol., 1993). Rastové parametre boli
v sekundarnej faze matematického modelovania popisané
vhodnymi modelmi. Jednotlivé zavislosti boli podrobené
vnutornej validacii za Gcelom zistenia vhodnosti pouzitych
modelov na predpovedanie rastu S. aureus. Na zaklade
vysokych korelacnych koeficientov a pomerne nizkych
indexov diskrepancie st na popisanie vplyvu aktivity vody
na dynamiku rastu neziaduceho mikroorganizmu vhodné
modely prezentované v tejto praci.
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