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ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΝΤΕΡΟΤΟΞΙΝΩΝ ΑΠΟ ΣΤΕΛΕΧΗ 
ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΩΝ ΠΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΘΗΚΑΝ ΑΠΟ ΑΦΥΔΑΤΩΜΕΝΑ 

ΤΡΟΦΙΜΑ 

Ύπό 

Π. ΚΟΪΔΗ*, Α. ΜΑΝΤΗ* και Ι. ΚΑΤΖΑΠΑΝΝΑΚΗ* 

ENTEROTOXIGENICITY OF STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM DEHYDRATED 
SOUP MIXES 

By 

P. KOIDIS*, A. MANTIS*, and J. KATZAGIANNAKIS* 

S U M M A R Y 

Staphylococcus aureus strains isolated from dehydrared soup mixtures were tested for their 
ability to produce entrotoxins. 

From a total of 153 tested, 37 (24.1%) were found to produce enterotoxin A. 143 (93.4%) 
were coagulase positive and 136 (88.7%) produced thermostable DNase. All enterotoxinogenic 
strains produced coagulase and thermostable DNase were isolated from 27 samples of the same 
origin. The strains tested were grown on Casein hydrolysate broth (BBL) and supernatant was 
concentrated to 1/50 of the original volume and tested with the microslide technique against 
A,B,C|, C,„D and E anti-enterotoxins. 

Ή παρουσία σταφυλόκοκκων καί ιδιαίτερα παθογόνων στελεχών (S. 
aureus) σέ διάφορα αφυδατωμένα τρόφιμα όπως κρέας, γάλα, λαχανικά, ζυμα
ρικά καί άρτύματα, έχει αναφερθεί άπό πολλούς ερευνητές (Bergdoll 1968, 
Dagneaux καί Mossel 1968, Minor KaiMarth 1972, 1976, Mossel καί Shennan 
1976). 

Είδικώτερα στις αφυδατωμένες σούπες κρέατος οι σταφυλόκοκκοι εμφανί
ζονται συνήθως σέ χαμηλό ποσοστό ή' απουσιάζουν εντελώς. Έτσι οί Catsa-
ras καί συν. (1961), όταν εξέτασαν 100 δείγματα διαφόρων τύπων αφυδατωμέ
νης σούπας κρέατος, διαπίστωσαν ποσοστό μολύνσεως άπό S.aureus μόνο 
2%, ενώ άλλοι ερευνητές όπως οί Coretti καί Müggenburg (1967), Dagneaux 
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και Mossel (1968), Inai καί συν. (1975) δέν διαπίστωσαν την παρουσία σταφυ
λόκοκκων στό παραπάνω τρόφιμο. Σε αντίθεση μέ τα παραπάνω δεδομένα, ό 
Κοιδης (1979), κατά την εξέταση 180 δειγμάτων διαφόρων τύπων αφυδατωμέ
νης σούπας κρέατος διαπίστωσε παρουσία S. aureus σέ ποσοστό 24% των 
δειγμάτων καί σέ αριθμούς πού κυμαίνονταν άπό 3 έως 100/g. 

Επειδή δμως ή πρόκληση σταφυλοκοκκικής τροφικής τοξινώσεως άπό 
τήν κατανάλωση κάποιου τροφίμου εξαρτάται άπό τήν ίκανότητα των διαφό
ρων στελεχών S.aureus πού παράγουν μία ή περισσότερες έντεροτοξίνες καί 
επειδή μόνον ορισμένα στελέχη χαρακτηρίζονται άπό έντεροτοξινογόνο ίκα
νότητα, ή διερεύνηση τής ικανότητας αυτής δίνει χρήσιμα στοιχεία για τό 
βαθμό κινδύνου πού παρουσιάζει ένα τρόφιμο πού περιέχει σταφυλόκοκκους. 

Στην εργασία αυτή δίνονται στοιχεία σχετικά μέ ορισμένα βιοχημικά χα
ρακτηριστικά καθώς καί τήν έντεροτοξινογόνο ίκανότητα στελεχών σταφυλό
κοκκων πού απομονώθηκαν άπό αφυδατωμένα μίγματα σουπών κρέατος. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ 

1. Προέλευση στελεχών: 
Τά στελέχη σταφυλόκοκκων πού εξετάσθηκαν προέρχονταν άπό 180 δείγ

ματα αφυδατωμένων σουπών κρέατος. Ή απομόνωση τών στελεχών έγινε μέ 
τ ή ΧΡήση τ °ΰ εμπλουτιστικού υποστρώματος Giolitti-Canioni Broth (Giolitti-
καί Cantoni, 1980) σέ συνδυασμό μέ τό υπόστρωμα Tellurite Polymyxin Egg-
Yolk Agar (Crisley καί συν. 1965) όπως περιγράφεται άπό τους Μάντη καί 
Καραϊωάννογλου (1978) καί Κοίδη (1979). 

2. Δοκιμή καταλάσης: 
Ή δοκιμή καταλάσης γινόταν μέ τήν τεχνική άντικειμενοφόρου πλάκας. Μία 
σταγόνα υπεροξειδίου του υδρογόνου 3% αναμιγνυόταν πάνω σέ άντικειμενο-
φόρο μέ ποσότητα 24ωρης καλλιέργειας τοΰ στελέχους σέ Trypticase Soy A 
gar τής BBL. Ή παραγωγή αερίου, μέ τή μορφή φυσαλίδων λαμβανόταν σαν 
θετική δοκιμή. 

3. Ζύμωση άναεροβίως τής γλυκόζης (ΟIV test): 
Γινόταν μέ χρήση τοΰ υποστρώματος Hugh καί Leifson (Biolife) όπως πε

ριγράφεται άπό τόν Mossel (1962). 

4. Δοκιμή πηκτάσης: 
Ή ίκανότητα παραγωγής πηκτάσης άπό τά στελέχη ελεγχόταν αρχικά μέ 

τή μέθοδο «πλακός» καί τά αρνητικά στελέχη υποβάλλονταν στή δοκιμή μέ τή 
μέθοδο τών σωλήνων (Cowan καί Steel, 1966). Χρησιμοποιήθηκε λυοφιλο-
ποιημένο πλάσμα κονίκλου τής DIFCO (Bacto-Coagulase Plasma EDTA). 

5. Έλεγχος παραγωγής θερμοανθεκτικής ΌΝα8β(δεσοξυριβοζονουκλεάσης): 
Ή δοκιμή τής θερμοανθεκτικής DNase γινόταν μέ τή χρήση τοΰ υπο

στρώματος DNase test Agar τής BBL. Τά προς δοκιμή στελέχη ένοφθαλμί-
ζονταν σέ ζωμό ΒΗΙ (BBL) καί επωάζονταν στους 37°^γιά 24 ώρες καί στή 
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συνέχεια οί καλλιέργειες τοποθετούνταν για 15' σε ύδατόλουτρο θερμοκρα
σίας 98-I00°C.ré τρυβλία πού περιείχαν το υπόστρωμα DNase Agar διανοί
γονταν πέντε κυκλικές εμβαθύνσεις (βοθρία) διαμέτρου 2ηΐΓη(τέσσερις στην 
περιφέρεια και μία στο κέντρο, σέ σχήμα σταυρού). Ό βυθός των βοθρίων 
σφραγιζόταν μέ μια σταγόνα στείρου διαλύματος 1% ρευστού agar καί στή 
συνέχεια τα περιφερικά βοθρία γεμίζονταν μέ καλλιέργεια στελεχών πού θερ
μάνθηκε. Τό κεντρικό βοθρίο γεμίζονταν μέ καλλιέργεια στελέχους θετικού 
μάρτυρα. 

Τά τρυβλία επωάζονταν στους 37°C για 2-4 ώρες καί στή συνέχεια κατα
κλύζονταν μέ διάλυμα Ν HCl οξέος. Εμφάνιση διαυγούς ζώνης γύρω άπό τό 
βοθρίο ερμηνευόταν σάν θετικό αποτέλεσμα (παραγωγή θερμοανθεκτικής 
NDase). 

6. Δοκιμή ικανότητας παραγωγής εντεροτοξίνης: 
Γιά τόν έλεγχο τής ικανότητας παραγωγής έντεροτοξίνης χρησιμοποιήθη

κε τό υπόστρωμα Casein Hydrolysate Broth (BBL). Φιάλες Erlenmeyer πού 
περιείχαν 100 ml άπό τό παραπάνω υπόστρωμα ένοφθαλμίζονταν μέ 1 ml 
18ωρης καλλιέργειας τοΰ στελέχους σέ ζωμό Brain Heart Infusion (B.H.I.) καί 
στή συνέχεια επωάζονταν στους 37°C σέ ύδατόλουτρο πού διέθετε σύστημα 
άνακινήσεως μέχρι νά επιτευχθεί έντονη ανάπτυξη τοΰ στελέχους. 

'Ακολουθούσε φυγοκέντρηση τής καλλιέργειας σέ ψυχόμενη φυγόκεντρο 
σέ 10.000 rpm επί 20' καί τό επιπλέον υγρό ύποβαλόταν σέ εξισορροπητική 
όσμωτική διάλυση έναντι 20πλασίου όγκου δισαπεσταγμένου ύδατος σέ θερ
μοκρασία 4°C γιά 24 ώρες. Γιά τό σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν σάκκοι οξι
κής κυτταρίνης διαμέτρου 3 cm περίπου καί μεγέθους πόρων 48 Â. 
Στή συνέχεια τό υλικό τών σάκκων συμπυκνωνόταν σέ διάλυμα 30% PVP 
(Polyvinyl Pyrolidone) M.W.=2.000 μέχρι όγκου περίπου 1ml. Τό συμπύκνω
μα παραλαμβανόταν μέ 1ml 0,02 Μ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος 
ρΗ=7,2, φυγοκεντριόταν σέ 18.000rpm σέ ψυχόμενη ύπερφυγόκεντρο γιά 30' 
καί τό διαυγασμένο πλέον υγρό ελεγχόταν γιά τήν ύπαρξη έντεροτοξινών μέ 
τήν μέθοδο τής άνασοδιαχύσεως σέ άντικειμενοφόρο πλάκα σύμφωνα μέ τήν 
τεχνική TtovZehren καί Zehren (1968), όπως περιγράφεται άπό τόν Μάντη 
(1973). 

Τά στελέχη εξετάστηκαν γιά παραγωγή έντεροτοξινών A,B,CPC2, DKUÌ E 
μέ αντιστοίχους όντι-ορούς. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

'Εξετάστηκαν συνολικά 153 στελέχη σταφυλόκοκκων άπό τά όποια, όπως 
φαίνεται στον πίνακα 1, τά 143 (ποσοστό 93,4) ήταν θετικά στή δοκιμή τής 
πηκτάσης, τά 136 (ποσοστό 88,7%) ήταν θετικά γιά θερμοανθεκτική DNase, 
ενώ τά 37 (ποσοστό 24,1%) παρήγαν έντεροτοξίνη τύπου Α. Τέλος όλα τά 
στελέχη πού εξετάστηκαν ήσαν θετικά στή δοκιμή καταλάσης καί ζύμωναν 
άναεροβίως τή γλυκόζη. 

Τά 37 έντεροτοξινογόνα στελέχη προέρχονταν άπό 27 δείγματα άφυδατω-
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μένο)ν σουπών κρέατος τύπου «κοτόσουπα μέ ζυμαρικά» ελληνικής προελεύ
σεις. 

Τα αποτελέσματα επιπλέον έδειξαν οτι, ποσοστό 95,1 από τα θετικά στην 
πηκτάση στελέχη ήταν θετικά και στή DNase. Ή συνύπαρξη των δύο αυτών 
βιοχημικών χαρακτηριστικών σέ ποσοστό άπό 95% έως 100% στά στελέχη 
σταφυλοκόκκο>ν έχει διαπιστοιθεϊ και άπό άλλους ερευνητές (Lachica και συν. 
1969, 1971, PULLEN KaìGENIGEORGIS 1977, AHMED και συν. 1978). 

Πίνακας 1 
Βιοχημικοί παράμετροι στελεχών σταφυλόκοκκων πού άπομονοήθηκαν άπό 
αφυδατωμένες σούπες κρέατος. 

Καταλάση 
Ζύμωση άναεροβύος της 
Πηκτάση 
Θερμοανθεκτική DNasc 
Έντεροτοξίνη 

γλυκόζης 

Θετικά 

153 
153 
143 
136 
37 

'Αρνητικά 

-

-
10 
17 

116 

Ποσοστό % 

100 
100 

93,4 
88,7 
24,1 

Σύνολο 

153 
153 
153 
153 
153 

"Ολα τά στελέχη πού αποδείχτηκαν έντεροτοςινογόνα, ήταν θετικά στις 
δοκιμές πηκτάσης και ϋΝασης. Δέν πρέπει όμως νά παραβλέπεται τό γεγονός 
οτι έχουν αναφερθεί στή διεθνή βιβλιογραφία καί απομονώσεις έντεροτοξινο-
γόνων στελεχών αρνητικών στή δοκιμή πηκτάσης (Thatcher καί Simon 1956, 
Bergdoll καί συν. 1067). 

Ένα αξιοπρόσεκτο σημείο αυτής τής έρευνας είναι οτι τά στελέχη παρή
γαν μόνο έντεροτοξίνη τύπου Α καίτοι έλέγχθησαν καί γιά τίς υπόλοιπες 
γνωστές έντεροτοξίνες δπως B,C,D καί Ε. Αυτό σέ συνδυασμό μέ τό γεγονός 
οτι τά έντεροτοξινογόνα στελέχη απομονώθηκαν όλα άπό δείγματα τροφίμου 
τής αυτής προελεύσεως υποδηλώνει κοινή πηγή μολύνσεως. 'Υπέρ αυτής τής 
απόψεως συνηγορεί καί τό γεγονός οτι τό κρέας τών πουλερικών υποβάλλε
ται σέ πολλαπλούς χειρισμούς μετά τό βρασμό, προκειμένου νά άποστεωθεί, 
νά γίνει ή επιλογή του καί νά μετατραπεί σέ πολύ μικρά κομμάτια τά όποια 
θά χρησιμοποιηθούν γιά τήν παρασκευή του μίγματος τής αφυδατωμένης 
σούπας (Κοΐδης, 1979). 'Έτσι εκτίθεται σέ μόλυνση άπό τά χέρια τών εργα
τών, οί όποιοι είναι συνήθως καί ή κυριώτερη πηγή έντεροτοξινογόνων στελε
χών σταφυλόκοκκου (Pablo καί συν. 1966, Bergdoll 1968, Angelotti 1969, Βα-
τοπούλου καί συν. 1969, Παπαπαναγιώτου 1969, Malaki καί συν. 1973). 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Διερευνήθηκε ή ικανότητα παραγωγής έντεροτοξινών σέ ευνοϊκά υποστρώματα 153 στελε
χών σταφυλόκοκκων πού απομονώθηκαν άπό αφυδατωμένες σούπες κρέατος. Ή ανίχνευση 
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των έντεροτοξινών έγινε μέ τή μέθοδο της άνοσοδιαχύσεως σε στοιβάδα άγαρ πάνω σέ άντικει-
μενοφόρο πλάκα (micro-slide test). 'Επιπλέον τά στελέχη εξετάστηκαν ώς προς την ικανότητα 
παραγωγής καταλάσης. αναερόβιας ζυμώσεως της γλυκόζης, παραγωγής πηκτάσης και θερ-
μοανθεκτικής ϋΝασης. 

Τά αποτελέσματα έδειξαν ότι 37 άπό τά στελέχη (ποσοστό 24,1%) παρήγαν έντεροτοξίνη 
τύπου Α. 143 (ποσοστό 93.4%) έδιναν θετική τή δοκιμή πηκτάσης και 136 (ποσοστό 88,7%) 
θετική τή δοκιμή θερμοανθεκτικής ϋΝασης. 
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