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Clostridium perfringens sporak hotiirésének vizsgalata
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OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink célja viziszarnyas mdjakbol eléallitott félkonzervek tartositasahoz sziikséges
minimalis hédozis érték meghatarozasa ugy, hogy a hokezelési homeérsékletek ne haladjak
meg a 100 °C-t. Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 torzset sporaztattuk taplevesben,
majd az eléallitott sporaszuszpenzioval vegeztiik el a hokezelési vizsgalatokat 80 °C, 85 °C,
90 °C, 95 °C-on. A kisérletek soran 80 °C és 85 °C-on 45 perces, 90 °C-on 15, mig 95 °C-on
6 perces hontartast végeztiink. Meghataroztuk a hokezelés paramétereit és megallapitottuk,
hogy a Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 torzs esetében 85 °C-on 29 percre, mig 95
°C-on 5 percre van sziikség a sporak két nagysagrendnyi csokkenéséhez, tehat lehetséges az
alacsonyabb hokezelési homérséklet alkalmazasa a biztonsdagos mértékii sporapusztitds
eléréséhez.

(Kulcsszavak: Clostridium perfringens, spora dusitas—szaporitas, hokezelés)

ABSTRACT

Heat resistance of Clostridium perfringens spores

Zs. Sipos-Kozma, J. Szigeti, L. Varga, B. Asvanyi
University of West Hungary, Faculty of Agricultural and Food Science
H-9200 Mosonmagyarovar, Lucsony utca 15-17.

The purpose of our researches is to find out the minimal heat-dose, which is enough for
canning the seafowl liver conserves. It is crucial that the temperature, used during the
heat treating cannot exceed 100 °C. Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 tribe was
developed in a certain broth, then the developed spore suspension was used for the heat
treatment in 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C. During the heat treatment researches we kept
the spore suspension on 80 and 85 °C for 45 minutes, on 90 °C for 15 minutes, on 95 °C
for 6 minutes. After considering the parameters, it was declared that in for the
Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 tribe on 85 °C temperature 29 minutes, on
95 °C 5 minutes were needed for decreasing the number of spores with log?2.
Consequently, it is possible to use lower temperature for the safe elimination of spores.

(Keywords: Clostridium perfringens, spore concentration- multiplication, heat-treatment)

BEVEZETES

Kisérletlink soran Clostridium perfringens anaerob, patogén mikroorganizmus spordinak
hoétirését vizsgaltuk, abbol a célbol, hogy megallapitsuk a minimalis h6dozis értéket
ugy, hogy a hokezelés homérséklete ne haladja meg a 100 °C-ot. Erre azért volt sziikség,
mert viziszarnyas majakbol olyan félkonzervet kivanunk eldallitani, amelyek
versenyképesek a hasonld francia termékekkel. A félkonzervek talélé mikrofloraja
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kozott megtalalhatéak az anaerob sporas baktériumok. Ezek kozil az egyik
legjelent6sebb a Clostridium perfringens.

Kisérleteink jelentdségét az is mutatja, hogy korabbi vizsgalatok soran viziszarnyas
majakbdl izolaltak grammonként 5-10 db C. perfringens sporat (Turcsan et al., 2001),
amely a Magyarorszagon alkalmazott melegbontasos technoldgiaval magyarazhato.

A Clostridium perfringens-t 1892-ben irta le Welch, aki Bacillus aerogenes
capsulatus-nak nevezte el, késébb a Bacillus phlegmonis emphysematosae vagy a
Frankel-bacillus nevet kapta (Alf6ldy et al., 1963). Régebben Clostridium welchii néven
volt kozismert. A C. perfringens enterotoxint (CPE) termel sporulacidé kdzben, amely
altalaban a vékonybélben fordul eld. A CPE gén az ételmérgezéssel van kapcsolatban,
altalaban a kromoszomaban helyezkedik el, mig a nem ételmérgezé CPE gén altalaban
plazmidon kdédolt formaban talalhat6 (Collie és McClane, 1998).

A Clostridium perfringens ételmérgezésben jatszott szerepét a hetvenes évek végén
ismerték fel (Wolf és Lechowich, 1989). A Clostridium perfringens okozta ételmérgezés
akkor fordulhat el6, ha a hust a hékezelést kovetden, nem megfelelden taroljak. Az
oxigénszint ugyanis elegenddé mértékben redukalodik a hokezelés soran ahhoz, hogy az
obligat anaerob klosztridiumok elszaporodhassanak (Farkas et al., 1978). Etelmérgezés
létrejottéhez 10°-107/g mennyiségben jelen 1év6, életképes vegetativ sejt sziikséges
(McNamara és Lattuade, 1998), azonban 10°/g csiraszam is elegendé a megbetegedés
létrejottéhez (Labbe és Juneja, 2002; Rodler, 2005). Az ételmérgezés kovetkeztében
fellépd hasmenés és a hasi fajdalom 8—14 oraval a fertdzott étel fogyasztasat kovetden
jelentkezik, és 2-24 oraig tart. Altaldban egy nap elteltével a tiinetek megsziinnek
(Hobbs et al., 1953).

A mikroorganizmusok hépusztulasa

A mikroorganizmusok hétlirése els6dlegesen genetikailag meghatarozott faji
tulajdonsag, ami a kornyezeti koriilmények szerint valtozhat. A mikroorganizmusok
pusztulasat a szaporodasra képes, t0lél6 sejtek kimutatasaval vizsgaljuk. A tulélési gorbe
idealis esetben teljes egészében, egyébként csak egy bizonyos szakaszban linearis,
vagyis az ¢l6sejt-szam valtozasa nem mindig exponencialis jellegli. A nem exponencialis
jellegi pusztulasi folyamat magyardzata a mikrobapopulacio sejtjeinek eltérd
rezisztenciaja. Amennyiben a pusztulds nem exponencialis, akkor a pusztulasi sebesség,
illetve a tizedelési id6 (D) nem allando, és nem lehet a tobbségi pusztulasi idot a D
tobbszordsével szamolni (Dedk, 2006).

A mikroorganizmusok hdpusztuldsanak vizsgalatahoz elengedhetetlen a tizedelési
id6 (D), a z-érték, a homérsékleti egylitthatd (Q,o), a relativ pusztulasi sebesség és id6d
(RPS; RPI) megallapitdsa, amelyek kisérleteink soran C. perfringens esetében
meghatarozasra keriiltek. Ha ’t’ az az idGtartam, amely alatt a taléld sejtek szama
tizedére csokken, akkor a tizedelési id6 (D) fogalmahoz jutunk (Dedk, 1979):

p-—_t Q)
Ig(V)) —1g(N>)

ahol: t a hokezelés teljes idotartama [min],
N, a kiindulési sejtkoncentracio,
N, a végso sejtkoncentracio.
A mikroorganizmusok hétiirése kiilonbozé és hopusztulasi sebességiik is valtozik a
hémérséklettel, ezt jelzi a z-érték, ami a hdrezisztencia jellemzdje, és a tobbségi
pusztulasi gorbe meredekségének negativ reciproka (Dedk, 2006):
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A homérsékletfiiggés jellemzésére a hdmérsékleti egylitthato is (Qio) hasznalatos. A Qi
és a z-értékek kozotti Osszefiiggés meghatarozdsa a tobbségi pusztulasi gorbe
meredeksége alapjan (Dedk et al., 1999):
10

0,=10¢ 3)

A tobbségi pusztulasi gorbe egyenletét meghatarozva, barmely homérsékletre
kiszamithatjuk a pusztulasi id6t.
F _T-T,
lg—=—"C=RPS @)
t z

A lg F/t értékbdl szarmaztathatd az n. relativ pusztulasi sebesség (RPS) fogalma, amely
azt fejezi ki, hogy az adott mikroba pusztulasi sebessége valamely tetszéleges T homér-
sékleten hanyszorosa, vagy hanyad része a referencia homérsékleten (Tref) mérhetd
sebességnek. A relativ pusztulasi sebesség reciproka a relativ pusztulasi idé (RPI)
(Kovacs, 1997).

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkat a Mezdgazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyijteményébdl
(NCAIM) vasarolt Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 torzzsel végeztik. A lio-
filezett torzset 500 cm® Reinforced Clostridial Medium (RCM) taplevesben élesztettiik fel,
¢és anaerob koriilmények kozott 37+1 °C-on 7 napig inkubaltuk, ezt kovetéen 4+3 °C-os
hiitébe helyeztiik 24 orara. Az elkésziilt tenyészetek tisztasagat Gram festéssel, valamint
Rapid™ ANA II System (Remel, Lenexa, USA) segitségével ellendriztiik.

Az inkubélast kovetéen 30 cm’-es steril centrifugacsovekbe osztottuk szét a
szuszpenzionkat, majd 10 °C-on 4500 g-n centrifugaltuk. Ezt kdvetéen a keletkezett
feliiluszot eltavolitottuk, majd negyed-erdsségli Ringer oldattal toltottiik fel a centrifuga-
csovek tartalmat.

Vegetativ sejtszam és sporaszam meghatarozasa

A tisztitast kovetden meghataroztuk a szuszpenzid vegetativ sejtszamat és sporaszamat. Az
elobbi esetében Plate Count (PC) és Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) agarral végeztiink
lemezontést, utobbi esetében pedig 80 °C-on 10 percig tartd hokezelést kovetden az
elézéekben emlitett taptalajok segitségével hataroztuk meg a vegetativ sejt €s sporaszamot.
A lemezeket 37+1 °C-on, 3 napig (PC), illetve 44+1 °C-on 1 napig (TSC) anaerob
koriilmények kozott inkubaltuk.

A tizedelési id6 (D) és a z-értek meghatarozasi kisérletekhez sziikséges sporakoncentracio
eléréséhez egy-egy centrifugacsé tartalmét a sporazas elésegitése céljabol 100 cm® Duncan és
Strong (1968) altal javasolt ¢s azota is alkalmazott (Byrne és munkatarsai, 2006) sporaztatd
taplevesbe helyeztiik. Az inkubalast harom napig anaerob korilmények kozott 37+1 °C-on
végzetiik, majd az inkubécios id6 lejarta utan egy napra 443 °C-os hiitdszekrénybe helyeztiik.
Ezt kdvetéen meghataroztuk ismételten a sporaszamot a mar emlitett modszer alapjan.

Hokezelési kisérletek

A sporaztatas utan a Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 sporaszuszpenzid 10-10
cm’-6t steril kémcsdbe pipettaztuk és 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C hémérsékletii
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vizfurdében hékezeltiik. A Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 torzzsel 80 °C 45
percig, 85 °C-on 30 percig végeztiik a hdkezelést 5 percenkénti leoltasokkal, 90 °C-on
10, mig 95 °C-on 6 percig tartottak a hokezelési vizsgalatok, percenkénti leoltasokkal. A
hékezelt sporaszuszpenziobol lemezontéses modszerrel PC taptalajon meghataroztuk a
sporaszamot anaerob koriilmények kozott 37+1 °C-on, 3 napig inkubalva. Az inkubacios
id0 lejarta utan a csiraszamot az értékelésbe bevont lemezeken megszamlalt telepszamok
sulyozott atlagaként adtuk meg a higitas mértékének figyelembe vételével az alabb
képlet segitségével:

co A 0
(n, +0,1n,)xV xd

C =telepszam sulyozott kdzépértéke,

Yc=a szamitasba bevont valamennyi lemez telepeinek osszege,

(legalacsonyabb és az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok),

n;=az elso kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek szama,

n,=a kovetkezo kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek szama,

d=az elso kiértékelt higitasi szint higitasi foka,

V=a lemezekre vitt kultura mennyisége (jelen esetben 1 ml).

A hokezelési vizsgalatokat 3-3 fiiggetlen ismétlésben, két parhuzamos kisérletben
végeztik.

EREDMENY ES ERTEKELES

Vegetativ sejtszam és spoéraszam meghatarozas eredményei

A Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 torzs felélesztés utan eldallitott tomény
szuszpenzidjaban a vegetativ sejtszam PC taptalajon 1,6x10°, TSC taptalajon 1,5x10°
volt. A szuszpenzidban sporazod alakot nem mutattunk ki, ezért a spérazas eldsegitése
érdekében spordztatd taplevesbe helyeztik. A Duncan és Strong (1968) éaltal ajanlott
taplevesben elvégzett sporaztatas eredményeként a Clostridium perfringens NCAIM-B-
01417 spoéraszama 2,8x10* CFU/cm’ lett.

Hokezelési kisérletek eredményei
A 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C-on elvégzett hokezelési kisérletek eredményeit az 1. abra
szemlélteti.

A harom fiiggetlen ismétlés, valamint az ezeken beliili parhuzamosok Clostridium
perfringens NCAIM-B-01417 spéraszamai kozott nem mutatkozott szignifikans
(P<0,05) eltérés.

Clostridium  perfringens NCAIM-B-01417 talélési gorbéibdl (1.  abra)
megéllapithato, hogy 80 °C-on a kiindulasi 2,8x10* CFU/cm’-es sporaszam a héntartasi
id6 45. percére egy nagysagrenddel csokkent (9,8x10° CFU/cm’). A 85 °C-on a
kiindulasi spéraszam 2,8x10* CFU/cm’® volt, amely a vizsgalat 30. hontartasi percére
2,3x10? CFU/cm’-re csokkent. 90 °C-on a C. perfringens NCAIM-B-01417 kiindulasi
sporaszama 2,8x10° CFU/ecm’® volt, amely a hokezelés 10. percére kozel harom
nagysagrendet csokkent (3,9x10" CFU/cm’?). 95 °C-on a hokezelés 6 perce alatt a kezdeti
2,8x10* CFU/cm’-es spéraszam 4,7x10" CFU/cm’-re csokkent. A talélési gorbe linearis
szakaszardl a tizedelési id6 (D) kiszamithatd, amelyeket az I. tdbldzatban foglaltunk
Ossze.
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1. abra

Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 tulélési gorbéje 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C-on
(az adatok hat vizsgalat atlagat+szérasat jelolik)

480°C
m85°C
90 °C
95°C

O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Héntartési id8 (°C) (1)

Figure 1: Survival curves of Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 at 80 °C, 85 °C, 90 °C
and 95 °C (Whiskers indicate standard deviations calculated from six observations (two
samples, three replicates)

Heating time (min)(1), colony forming unit(2)
1. tablazat

Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 tizedelési, g D és 1g t értékei

Hokezelés Tizedelési ido-D
hémérséklete (°C) (1) (min) (2) IgD () lgt)
80°C 30,8+0,91 1,49+0,01 2,57+0,01
85°C 14,5+0,34 1,1640,01 2,24+0,01
90°C 3,5+0,11 0,54+0,01 1,62+0,01
95°C 2,5+0,28 0,39+0,05 1.47+0,05

Table 1: D, Ig D and lg t values of Clostridium perfringens NCAIM-B-01417

Heating temperature (°C)(1), Decimal reduction time (min)(2), Ig D value(3), Ig
Decimal reduction time (min)+ lg 12 (Ig12=12D)(4)

A tizedelési id6 (D) a C. perfringens NCAIM-B-01417 spoérak esetében vizsgalataink

szerint 30,8 perc (Dgo) és 2,5 perc (Dys) kozott alakult. Byrne és munkatarsai (2006)
ugyanezen fajndl magasabb D-értékeket hataroztak meg: 30,6 perc (Dyy) és 1,9 perc
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(D10o). Bradshaw és munkatarsai (1977) altal publikalt D-érték 0,5 és 0,95 perc (Diq0)
kozott alakult marhahuslevesben. Sarker és munkatdrsai (2000) 124 és 30 perc kozotti
Djgo-értékeket mértek levestenyészetben, mig Juneja és munkatarsai (2003) 15,5 és 28,1
perc kozotti Dygo-értékeket publikaltak marhahuslevesben.

Abban az esetben, ha a tizedelési id6k szorasanak sz¢lso (legelonytelenebb) értékeit
alkalmazzuk, akkor a z-értékben +0,3 eltérés mutatkozik. Azonban az altalunk elvégzett
vizsgalatok soran a tizedelési idok kozépértékeit vontuk be szamitasainkba. A tizedelési
id6k logaritmusat a hémérséklet fiiggvényében abrazolva kaptam a rezisztencia, vagy
pusztulasi gorbét. A gyakorlatban azonban a hdmérséklet fiiggvényében a tobbségi
pusztulasi idoket szoktak abrazolni, ebben az esetben a tobbségi pusztulsi gorbét kapjuk
(Dedk et al., 1999) (2. abra).

2. abra

Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 hérezisztencia és
tobbségi pusztulasi gorbéje

- y = -0,079x + 8,872
R*=0,958 & Rezisztencia gorbe (3)

B Tobbségi pusztulasi gorbe (4)

Logo D, Logo t (2)
N

1 N
11 y=-0079x+7,793
R?=0,958
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
75 80 85 20 95 100

Hoékezelés hémérséklete (°C) (1)

Figure 2: Thermal resistance and death time curves of Clostridium perfringens NCAIM-
B-01417

Thermal resistance curve(l), Death time curve(2), Heating temperature (°C)(3), lg D
value and Ig Decimal reduction time (min)+ Ig 12 (Ig12=12D)(4)

A 2. abran lathatd tobbségi pusztulasi gorbére illesztett egyenes meredeksége alapjan
meghataroztam a z-értéket és a homérsékleti egyiitthatot (Qo). Amint az korabban
lathato volt a z-érték és a tobbségi pusztulasi gorbe kozott fiiggvényszerii kapcsolat van
(2). A szamitott z-érték Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 esetében 12,7 °C, Qy
értéke pedig 6,1, azaz a hdmérséklet 10 °C-kal valod emelése 6,1 szeresére noveli a torzs
pusztulasi sebességét.

A kiszamitott z-értékbél meghataroztuk a hokezelési homérsékletekhez tartozo
relativ pusztulasi sebesség (RPS) és relativ pusztulasi id6 (RPI). A referencia
hémérsékletnek (Tref) 100 °C-ot valasztottunk, mivel a félkonzervek maximalis
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hémérséklettartomanya 90-105 °C. A Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 relativ
pusztulasi sebességét (RPS) és relativ pusztulasi idejét (RPI) a 2. tdbldzatban foglaltuk
Ossze.

2. tablazat

Clostridium perfringens NCAIM-B-01417 relativ pusztulasi sebessége és ideje

Hdékezelés hdmérséklete |Relativ pusztulasi sebesség| Relativ pusztulasi idé
cO @ (RPS) (2) (RPI) (min) (3)
80 °C 0,027 37
85°C 0,066 15
90 °C 0,163 6
95 °C 0,404 2,5

Table 2: Relative death rates and times of Clostridium perfringens

Heating temperature (°C)(1), Relative death rate (RDR)(2), Relative death time
(RDT)(3)

A 2. tablazatbol megéallapithatd, hogy a Clostridium perfringens NCAIM-B-01417
esetében 95 °C-on a relativ pusztulasi sebesség 0,404, a relativ pusztulasi id6 2,5 perc,
tehat 95 °C-on a mikrobapusztitas sebessége 0,404-ed része a 100 °C-on mérhetdnek,
igy ahhoz, hogy azonos mértékli pusztitast érjiink el, mint 100 °C-on 2,5 percet kell
hontartani.

KOVETKEZTETESEK

A kivanatos két nagysagrendnyi sporapusztitis kisérletes igazolasahoz minimum 10
CFU/cm?® sporazé alak volt sziikséges. A Clostridium perfringens torzs felélesztése utan
eléallitott tdmény szuszpenzidban azonban nem volt spora kimutathatd, ezért Duncan és
Strong (1968) altal ajanlott spdraztatd taplevesbe helyeztiik. Az inkubalas utan a
tenyészet 10* CFU/cm’ sporazott alakot tartalmazott.

Az elvégzett hokezelési vizsgalatokbol megallapithatd, hogy Clostridium
perfringens NCAIM-B-01417 esetében 85 °C-on a 29 percre, mig 95 °C-on 5 percre van
sziikség a sporak két nagysagrendnyi csokkenéséhez, ezért ennél a torzsnél lehetséges a
85 °C-os hdkezelési homérséklet alkalmazasa a biztonsadgos sporapusztitas eléréséhez.

Az elvégzett hétlirési vizsgalatok eredményeinek tiikrében javasolt a Clostridium
perfringens NCAIM-B-01417 mikrobaval befertdzott kacsamaj félkonzervvel is
elvégezni a hotlirési vizsgalatokat. Erre azért van sziikség, mert a viziszarnyasok maja
olyan Osszetett matrixot képvisel, amely lényegesen csokkentheti a hdépenetraciot,
valamint védelmet nyujthat a mikrobak szamara a hokezelés soran.
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