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IZOLACIA, IDENTIFIKACIA A TYPIZACIA PATOGENOV
Z VYROBKOV A PROSTREDIA SME
SCREENING OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS PERSISTENT STRAINS
IN FOOD PROCESSING PLANTS

Janka Korerniovda, Zuzana ReSkova

Abstract: A number of 235 strains of Staphylococcus aureus previously isolated from small
or medium (SME) meat- and cheese-processing plants, were genotypically characterized by
analysis of VNTR and 4 strains of Listeria monocytogenes were typisate by PFGE analysis.
Sub-species genotyping of microbial contaminants in food-processing factories may facilitate
identification of transient and persistent contaminants, which may help to properly manage
the process hygiene.
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UvOD

Medzi hlavné kontaminanty zaradené v kritéridch hygieny procesu vyroby

a v kritériach bezpecnosti potravin (Nariadenie ES, 2005) patri Listeria monocytogenes,
Salmonella sp. a z koagulazopozitivnych stafylokokov Staphylococcus aureus.
Pre stranu odberatel’a (vyrobcu) je cenné hodnotenie vyskytu a kvantity tychto ukazovatel'ov
vo vyrobni a vo vyrobkoch (Koremiova ai. 2009). Vyskumné moznosti a zdmery nds vsak
posuvaju dalej, do roviny identifikdcie a typizacie izolovanych kmeitiov molekuldrno -
biologickymi metodami. Na zdklade tychto analyz m6zeme posudit’ opakovanti kontaminaciu
vyrobne konkrétnym kmenom, vystopovat’ zdroj kontaminacie a spojitost konkrétnych miest
vo vyrobni z hladiska rizika kontaminécie. Niektoré kmene uvedenych mikroorganizmov
dokazu byt vel'mi adaptabilné a schopné prezivat’ aj v nepriaznivych podmienkach prostredia.
Prave opakovana izolacia rovnakého kmena vo vyrobnom prostredi v intervale va¢Som ako
3 mesiace moze signalizovat’ jeho odolnost’ a schopnost’ perzistencie v prostredi.

Zatial’ ¢o sporadicky vyskyt a zachyt r6znych kmenov patogénov moze byt sposobeny
nahodnou kontamindciou zo suroviny, alebo z vonkajSieho prostredia, opakovane zachytena
kontamindcia tym istym, perzistentnym kmefiom znamend spravidla pritomnost skrytého
miesta v prostredi vyrobne, ako zdroja kontaminacie. Na odliSenie typov baktérii v ramci
jedného druhu a na dokaz pritomnosti konkrétneho kmeia sliizia metédy génovej typizacie.
Tieto informacie maji potom vyznamny vplyv pri implementécii hygienickych a sanitacnych
opatreni v potravinarskej vyrobe. Poc¢as dlhodobych typizacnych §tidii je mozné monitorovat’
a identifikovat’ perzistentné kmene baktérii (Schlegelova a i., 2010).

V praci poddvame prehlad o kvantite koaguldazopozitivnych stafylokokov (KPS), a
identite izolovanych S. aureus a Listeria monocytogenes z vyrobkov a vyrobného prostredia
troch vyrobni potravin zivoc¢iSneho povodu na Slovensku pocas rokov 2010 —2012.

Na identifikaciu a fenotypickti a genotypickil charakterizaciu izoldtov boli pouzité
molekularno-biologické metddy analyzy DNA.
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MATERIAL A METODY

Izolacia baktérii: Analyzované vzorky vyrobkov, surovin a sterov z vyrobnych

zariadeni (3M™ Sponge-Stick, St. Paul, Minnesota, US) dvoch vyrobni syrov z tepelne
neosetrené¢ho ovc¢ieho mlieka a jednej vyrobne tepelne opracovanych mésovych vyrobkov boli
homogenizované v riediacom médiu peptonova voda (pepton 10 gl'; NaCl 5 gl') pre
analyzu stafylokokov a v selektivnom riediacom médiu pre mnoZenie Listeria monocytogenes
Fraser Broth, Merck, Darmstadt, Germany). Zrieden¢ vzorky sa naniesli na Baird-Parker agar
(Merck) a inkubovali sa pri 37 °C pocas 48 h. Po inkubéacii boli platne vyhodnotené na
pritomnost KPS. Vzorky v selektivnom riediacom médiu na mnozenie Listeria
monocytogenes boli podrobené dvojstuptiovému selektivnemu mnozeniu, v kazdom kroku
boli nanesené na selektivne médium ALOA (Merck). Po inkubacii na ALOA agare pri 37°C
pocas 24 — 48 h boli vyrastené kolonie vyhodnotené ako suspektné L. monocytogenes podla
sfarbenia a precipitacnej zony.
Identifikacia baktérii: Na identifikaciu suspektnych izolatov Staphylococcus aureus a
Listeria monocytogenes boli pouzit¢é metdody na baze polymerézovej retazovej reakcie
s priebeznou fluorimetriou (real-time PCR. Pre identifikaciu S. aureus boli amplifikované
Casti génu acrB pre akriflavinova rezistenciu (Trn¢ikova ai., 2009) apre identifikaciu
L. monocytogenes bol v real-time PCR amplifikovany génovy tsek kodujici polymerizaciu
aktinovych proteinov actA (Oravcova a i., 2006).

Identifikacia génov S. aureus sea, seb. sec a sed: Génové useky v genéme S. aureus,
ktoré koduji potencialnu produkciu enterotoxinov boli zistované pomocou real-time PCR:
reakcia bola uskuto¢nena v dvoch duplexnych reakciach pre jednotlivé enterotoxiny (SEA-joe
a SEB-fam) a (SEC-fam a SED-rox) v 25ul reakénych zmesiach. Na amplifikaciu bol pouzity
termocykler 1Q5 Multicolor Real-Time PCR (Bio-Rad). Fluorescencia bola merana
v kanaloch pre farbivda FAM, JOE a ROX (Klotz a i, 2003).

Typizacia kmenov: Na typizaciu S. aureus kmenov sme pouzili genotypizacni multi-
lokusovu analyzu variabilného poctu tandemovych repetici (VNTR). Princip tejto metody je
zalozeny na pritomnosti nickol’ko VNTR 16kusov v genome Staph. aureus, vratane clfA, clfB,
sdr, ssp a spa. Rozny pocet inzertov rovnakej velkosti sa prejavi v dobre definovatelnej
variabilite v dizke lokusov (Sabat et al. 2003). Pouzitie metody spociva v multiplexnej PCR,
amplifikacii pritomnychVNTR lokusov a v ich analyze na kolonovej gélovej elektroforéze zo
strany automatického analyzatora (Sabath a 1., 2003).

Na genotypizaciu izolatov L. monocytogenes bola pouzita REA-PFGE - restrikéna
endonukledzova analyza s vyhodnotenim na gélovej elektroforéze v pulznom poli. Na
restrikciu gendmu boli pouzité enzymy Apal, Ascl, ndsledne boli useky gendmu rozdelené na
PFGE.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z ovciarskej vyrobne I. sa vrokoch 2010 - 2012 zachytili KPS v 75,4 % vzoriek
vyrobkov av 26,9% vzoriek sterov. Zo vzoriek bolo izolovanych 273 suspektnych koldnii
KPS, z ktorych 178 kolonii bolo identifikovanych ako S. aureus. Z ov¢€iarskej vyrobne II. sa
zachytili KPS v 37,7 % vzoriek vyrobkov av 15,4 % vzoriek sterov. Zo vzoriek bolo
izolovanych 93 suspektnych kolonii KPS, z ktorych 68 kolonii bolo identifikovanych ako
Staph. aureus. Z masiarskej vyrobne sa zachytili KPS len v jednom vyrobku (2,8 %) av
6 vzorkach sterov (5,6 %). Zo vzoriek bolo izolovanych 33 suspektnych kolonii KPS,
z ktorych 17 kolonii bolo identifikovanych ako S. aureus. Za celé obdobie (r. 2010 — 2012) sa
izolovalo 373 suspektnych kolonii KPS zo 70 vzoriek vyrobkov a zo 45 vzoriek sterov z ¢oho
bolo identifikovanych 263 kolonii S. aureus (Tab. 1).

Namerané mnozstvd mikroorganizmov v konkrétnych surovinach a vyrobkoch
zodpovedali ich charakteru a vo véc¢sine pripadov aj legislativnym poziadavkam. V porovnani
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s kritériami hygieny procesov vyroby pre syry podla Nariadenia (ES) 2073/2005 (2) boli
najcastejSie prekrocené limity pre KPS a to v OHS a v bryndzi. Z celkovo analyzovanych 118
ks ovc¢iarskych surovin a vyrobkov bolo pozitivnych na pritomnost’ KPS 69 vzoriek (58,5 %),
prekroceny limitny pocet KPS malo 25 vzoriek (21,2 %) (tabul’ka 2).

Zo 45 vysetrovanych izolatov S. aureus zo surovin, vyrobkov a prostredia vyrobni boli len v
6 izolatoch (13,3 %) identifikované gény zodpovedné za produkciu enterotoxinov (z bryndze,
pareného syra azvyrobného zariadenia) typu SEC (4x), SEA, SED. Vasil ai. (2007)
uvadzaji podiel kmetiov S. aureus obsahujicich gény pre produkciu enterotoxinov zo
surového ovc¢ieho mlieka az 93, 6 %.

Tabulka 1 PrehPad poctu analyzovanych vyrobkov a sterov za jednotlivé roky, pocet
a percentualne vyjadrenie vzoriek pozitivnych na pritomnost’ koagulazopozitivnych
stafylokokov (KPS+), (% KPS+), pocet analyzovanych suspektnych kolonii KPS (KTJ) a kolonii
identifikovanych ako Staph. aureus (Staph. aureus)

r. | Vyrobna Vyrobky KPS+ | KPS+ | Stery KPS+ | KPS+ | KPS S.
(%) (%) (KTJ) | aureus
Ovel 24 16 66,7 52 13 25,0 86 65
Oove I 5 2 40,0 19 3 15,8 29 36
o | Mis 15 0 0,0 40 4 10,0 17 13
& spolu 44 18 40,9 111 20 18,0 132 114
Ovel 17 12 70,6 30 13 433 66 36
Ovell 14 8 57,1 26 1 3,9 36 17
— | Mis 14 1 7,1 39 0 0,0 9 0
& [ spolu 45 21 46,7 95 14 14,7 111 53
Ovel 24 21 87,5 26 3 11,5 95 77
Oove I 34 10 29,4 20 6 30,0 28 15
o | Mis 8 0 0,0 28 2 7,1 7 4
& spolu 66 31 47,0 74 11 14,9 130 96
Ovel 65 49 75,4 108 29 26,9 247 178
2| Ovell 53 20 37,7 65 10 15,4 93 68
2 [Mas 37 1 28 107 6 56 33 17
N spolu 155 70 45,2 280 45 16,1 373 263

Celkovo sa pocas rieSenia ulohy zaznamenal zachyt L. monocytogenes v 10 vzorkach zo
6 odberovych obdobi. Bola to 1 vzorka suroviny, 2 vzorky vyrobkov, 4 vzorky sterov
z vyrobnych zariadeni (nerez, plast) a 3 vzorky sterov z prostredia vyrobni (nerez, hmyz). Pri
pozitivhom zachyte bolo kontaminované vzdy len jedno zariadenie. Len v jednej vyrobni sa
zachyt zopakoval v dvoch za sebou nenasledujucich odberoch, ale na inom zariadeni. V dvoch
pripadoch sa zdroven so zachytom na povrchu zariadenia, alebo prostredia identifikovali
L. monocytogenes aj vo vyrobku. Ani v jednej z vyrobni sa pozitivny zachyt z rovnakého
miesta, alebo vzorky nezopakoval (Tab. 3).

Z PFGE analyzy S$tyroch izoldtov L. monocytogenes z ovciarskych vyrobni (Obr. 1) sa
identifikovali dva rovnaké kmene z ovciarskej vyrobne II z etapy 11/2011, ktoré¢ sa izolovali
z povrchu vyrobného zariadenia (¢.1) a z vyrobku (¢.2), a dva rézne kmene, ¢. 3 z ovCiarskej
vyrobne I z etapy I11/2012 z pasce na hmyz a €. 4 z ov¢iarskej vyrobne 11, z etapy 11/2012 zo
suroviny. Na typizaciu izolatov L. monocytogenes z potravin a z prostredia vyroby syrov bola
pouzitd PFGE (Ascl a Apal) v §tidi autora Acciari a 1., 2011 a z vyroby mésovych vyrobkov
(Peccio a i., 2003).
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132 izolatov S. aureus izolovanych z vyrobnych zariadeni, vyrobkov a surovin ov¢iarskej
vyrobne I. bolo na zdklade VNTR profilov po MLVA zaradenych do 11 kmeniov (Al — A12)
(Tab. 4). S najvyssou frekvenciou sa vyskytovali kmene s VNTR profilom A2 a A10, ktoré sa
izolovali v Siestich etapach vzorkovania a v piatich réznych surovinach a vyrobkoch. Kmen
A2 celkovo 9x, kmeni A10 celkovo 14x. Kmeni A2 bol izolovany z dvoch druhov vyrobnych
zariadeni, kmenn A10 zo siedmych druhov vyrobnych zariadeni. Kmen Al bol izolovany
v piatich etapach vzorkovania z troch druhov vyrobkov, celkovo 9x a z piatich vyrobnych
zariadeni, celkovo 7x. Kmen s VNTR profilom A3 bol izolovany v troch etapach vzorkovania
z troch druhov vyrobkov a surovin, celkovo 7x a 1x z plastovej police.

Tabul’ka 2 Podet analyzovanych vzoriek surovin a vyrobkov z dvoch ovéiarskych vyrobni (OHS
— ov€i hrudkovy syr)

pocet vzoriek pritomnost’ % prekroceny %
KPS limit KPS
suroviny mlieko 9 6 66,67 0 0,00
OHS 52 30 57,69 16 30,77
Sudovka 6 3 50,00 0 0,00
KHS 3 0 0,00 0 0,00
vyrobky OHS 4 4 100,00 |2 50,00
ochuteny
OHS tdeny | 5 2 40,00 0 0,00
Ostiepok 3 3 100,00 |1 33,33
Pareny syr | 9 4 44,44 0 0,00
Pareny syr | 5 1 20,00 0 0,00
udeny
Bryndza 22 16 72,73 6 27,27
SPOLU 118 69 58,47 25 21,19

Tabul’ka 3 Prehl’ad poétu pozitivhych zachytov Listeria monocytogenes vo vzorkach surovin,
vyrobkov, sterov z vyrobnych zariadeni az prostredia ov¢iarskych vyrobni a misiarskej
vyrobne spolu za jednotlivé odberové obdobia

Obdobie Surovina Vyrobok Vyrobné Prostredie Spolu
zariadenie

1V/2010 - - 1 - 1
1/2011 - - - - -
11/2011 - 2 1 1 4
111/2011 - - 1 - 1
11/2012 1 - 1 - 2
111/2012 - - - 1 1
1V/2012 - - - 1 1
Spolu 1 2 4 3 10

- ziaden zachyt

Najviac frekventované vzorky opakovane obsahujuce kmene S. aureus A10, A1, A2

PFGE-Apal+PFGE-fsd

PFGE-Apal&PFGE-Ascl

PFGE-Apal PFGE-Ascl
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a A3 su OHS (12x), bryndza (9x), (kmeni A1 v bryndzi nebol zachyteny) a pareny syr
(7x).

Obr.1: PFGE profil Styroch izolatov L. monocytogenes z ov€iarskej vyrobne II z etapy
11/2011 z povrchu zariadenia (1) a z vyrobku (2), z etapy 11/2012 zo suroviny (4) a

z ovciarskej vyrobne I z etapy 111/2012 z pasce na hmyz (3)

Z pohladu moznej perzistencie kmenia su doélezité najmd opakované izolacie z
vyrobnych zariadeni a prostredia po sanitacii. Kmene S. aureus sa izolovali v rdznej
frekvencii z jedendstich roznych vyrobnych zariadeni a vzoriek prostredia. Opakovana
izolacia z toho istého zariadenia bola zaznamenana len v jednom pripade - z nerezovej
vane na sol'ny roztok (A), na ktorom sa zopakovala izoldcia kmena A1l v troch etapach
vzorkovania. Celkovo sa izoldcia kmenia Al na réznych zariadeniach zopakovala 4x
(I, 11, 111/2010, 111/2012) a kmena A10 2x 2/2011, 111/2012 (Tab. 4).

MLVA analyzou bolo 62 izolatov S. aureus izolovanych z vyrobnych zariadeni,
vyrobkov a surovin ov¢iarskej vyrobne II. zaradenych do 15 kmeniov podl'a VNTR
profilov (C1 — C16). Ziaden kmen nebol z vyrobnych zariadeni opakovane izolovany
v jednotlivych etapach vzorkovania. Kmenni s VNTR profilom C4 bol opakovane
izolovany v dvoch etapach vzorkovania z OHS. MLVA analyzou bolo 18 izolatov
S. aureus izolovanych z vyrobnych zariadeni maésiarskej vyrobne zaradenych do
4 kmetiov podla VNTR profilov (B1 — B4). Ziaden kmeti z vyrobnych zariadeni nebol
v jednotlivych etapach vzorkovania opakovane izolovany. Z analyzovanych vyrobkov
nebol izolovany ziadny kmen S. aureus, suroviny neboli analyzované.

Tab. 4 Vyskyt 13 kmeriov S. aureus pod’a VNTR profilov (A1-A12) v ov¢iarskej vyrobni
I. pocas 12 etap vzorkovania na vyrobnych zariadeniach (A—H), v surovinach (S1-S2) a vo
vyrobkoch (V1-V5).

Etapa Al A2 A3 A5 A6 AT* Al0 All | A12 Al3 Al4
vzorkova A8*
nia A9*
12010 | A A V2
I Cc S2
L V4
D V3
11/2010 | B Vi
D V2 V2
H V3
111/2010 | A S2 S2
V5
1v/2010 S1 A V2
S2 M
V1
12011 V4 \"2!
\'2! S2 V5
112011 B S2
F
G
J
K
111/2011
V4
1v/2011 S1
S2
\'2!




Potravinarstvo

172012 S2 S2 S2 S2
\! V1
1172012 V3 V1 S2 S2 S2 S2 S2
V3 Vi V1
V4 V4
12012 | A S2 V1 | H S2 A
V4 S2 H
1V/2012

A — vana na sol'ny roztok, B — stena (keramika), C — nadoba na surové mlieko, D — polica na zrenie syra
(drevo), E — polica na kysnutie syra (plast), F — stdl v baliarni, G — filter na surové mlieko (textil), H —
polica plast, I — n6z (nerez), ] — vahy (nerez), K — podlaha (keramika), L - dojace zariadenie, M — polica
(nerez) S1 - mlieko, S2 - OHS (ov¢éi hrudkovy syr), V1 - bryndza, V2 - OHS ochuteny, V3 - tdeny syr,
V4 - pareny syr, V5 - ostiepok

*profily s minimalnou odli$nost'ou (v jednom lokuse)

ZAVER

235 izolatov S. aureus izolovanych z vyrobnych zariadeni, vyrobkov a surovin dvoch
ovCiarskych vyrobni a misiarskej vyrobnebolo typizovanych analyzy VNTR.
S najvysSou frekvenciou sa vyskytovali kmene s VNTR profilom A2 a A10, ktoré sa
izolovali v Siestich etapach vzorkovania a v piatich r6znych surovinach a vyrobkoch
ovciarskej vyrobne 1. Opakovana izolacia z toho istého zariadenia bola zaznamenana len
v jednom pripade (kmei Al) - z vyrobného zariadenia v troch etapach vzorkovania.
Kmen s VNTR profilom C4 bol opakovane izolovany v dvoch etapach vzorkovania
z OHS. Zo zariadeni misiarskej vyrobne nebol v jednotlivych etapach vzorkovania
opakovane izolovany ziadny kmen. Z analyzovanych vyrobkov nebol izolovany ziadny
kmen S. aureus, suroviny neboli analyzované.
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