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Vyskyt a vlastnosti baktérii Staphylococcus aureus

ve veprovém mase

Kolackova, I., Koukalova, K., Karpiskova, R.

Vyzkumny Ustav veterindrniho lékafstvi, v.v.i.

SOUHRN

Tato studie byla zamérena na sledovani kontaminace syrové-
ho veprového masa bakteriemi Staphylococcus aureus v trzni
siti a jejich schopnosti podilet se na vzniku alimentarnich into-
xikaci. Kmeny byly charakterizovdny genotypovymi metoda-
mi. Ze 197 vysSetienych vzorkd byly ve 43 (21,8 %) detekovany
bakterie S. aureus. Schopnost produkovat enterotoxiny byla
potvrzena u 21 (48,8 %) izolatl, gen zodpovédny za tvorbu
enterotoxinu H byl potvrzen nejcastéji (81 %). U vsech izolatd
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This study was conducted to evaluate the contamination of
raw pork meat with Staphylococcus aureus in retail market
and their ability to participate in the creation of foodborne
intoxication. Strains were characterized by genotypic traits.
Of the 197 samples examined 43 (21.8%) were found to be
positive for the presence of S. aureus. Toxigennic properties
were found in 21(48.8%) isolates, the major enterotoxigennic

uvob

Staphylococcus aureus (S. aureus) je bakterii, kterd se vyznamnou
meérou podili na vzniku alimentarnich intoxikaci bakterialni-
ho ptivodu [12]. Vyskyt tohoto etiologického agens je popisovan
ulidiizvifat. Ulidi se vyskytuje zejména na sliznicich a kiizi,
priblizné 20 % dospélych osob je dlouhodobé osidleno baktéri-
emi S. aureus a piiblizné 60 % osob je kolonizovano v pribéhu
svého Zivota intermitentné [21]. Infikovana ¢i kolonizovana
mohou byt i potravinova zvifata a pfi nasledném jatecném
opracovani se mohou bakterie S. aureus prenést i na jatecné
opracovana téla [8]. Zdrojem kontaminace suroviny miZe ale
byt i prostfedi a personal jatecnych a maso zpracujicich provo-
z{i nebo pracovni pomiicky a pracovni plochy v obsluhovanych
Usecich prodeje masa v trzni siti.

Z pohledu bezpecnosti potravin je vyskyt bakterii S. aureus
v porcovaném mase distribuovaném v trzni siti vyznamny,
zejména kvuli své schopnosti produkovat termostabilni
stafylokokové enterotoxiny, které u spotfebiteld mohou
vyvolat stafylokokovou enterotoxikézu. V soucasné dobé je
popsano 21 stafylokokovych enterotoxint, ale v souvislosti se
vznikem enterotoxikézy jsou popisovany pouze enterotoxiny
A,B, C,D, EaH. [18].

Rezistence bakterii k antimikrobidlnim latkam je v po-
slednim desetileti zdvaznym problémem jak v humanni,

byla sledovdna rezistence k antimikrobidlnim Idtkam diskovou
difuzni metodou a pfitomnost genu mecA zodpovédného za
rezistenci k meticilinu (MRSA). Dva kmeny izolované v této
studii nesly gen mecA (MRSA). U obou izolatl byla potvrzena
prislusnost k sekvenacnimu typu 398 (ST398).
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gene found was seh (81%). All the S. aureus isolates were
screened for resistance to antimicrobial agents by disk di-
ffusion method and for mecA gene encoding resistance to
meticillin. Two of the strains isolated in this study harboured
the mecA gene (MRSA). The determination of sequence type
398 (ST398) has been confirmed in both MRSA isolates.
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tak i veterinarni mediciné. Bakterie S. aureus a meticilin-
-rezistentni S. aureus (MRSA) se vyskytuji kromé humanni
populace i u zvifat véetné potravinovych. Tyto bakterie
se roz$irily zejména v chovech prasat, jedna se o klonalni
komplex MRSA oznacovany jako CC 398 [6]. Vyskyt MRSA
tohoto klondlniho komplexu byl v chovech prasat poprvé
popsan ve Francii [2]. Pozdéji se tento klondlni komplex
rezistentnich stafylokok rozsitil i v Nizozemi [23] a dal$ich
evropskych zemich, USA, Kanadé a Asii [19]. Tyto bakterie
se mohou §ifit nejen na farmach, ale také na jatkach, kde
muze dochazet ke kontaminaci jate¢né upravenych tél
anasledné i vybouraného masa. Vyskyt tohoto klonalniho
komplexu je jiz zaznamendavan také v populaci lidi [6].
Pfi §ifeni tohoto typu MRSA se diskutuje také o otazce
mozné kolonizace spotfebitelt pfi manipulaci s masem
v domacnostech.

MATERIAL A METODY

Odbér a charakteristika vzorku

Celkem bylo v roce 2012 a 2013 odebrano 197 vzorkil chlaze-
ného vepfového masa. Vzorky byly nakoupeny v trzni siti
v 16 obchodech a obchodnich fetézcich Ceské republiky.
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Vzorky masa byly bud balené pfimo vyrobcem (90) nebo
porcované v obsluhovanych dsecich s prodejem masa (107).
Maso pochazelo ze tfi zemi, 158 (80,2 %) vzorki z Ceské re-
publiky a 39 (19,8 %) bylo importovano, 31 vzorkl z Polska
a 8 z Rakouska.

Pii odbéru byly vSechny vzorky individualné zabaleny do
mikrotenovych sackil, aby se zabranilo vzajemné konta-
minaci vzorkd a v chlazeném stavu byly transportovany do
laboratofe, kde byly neprodlené vySetfeny.

Izolace bakterii S. aureus

V laboratofi byly odebrany stéry z povrchu masa pomoci
sterilnich houbicek (3MTM Sponge-stick, USA), které byly
umistény do sackd s 30 ml pufrované peptonové vody (PPV,
Oxoid, Velka Britdnie) a zhomogenizovany na zafizeni typu
Stomacher. Bakterie S. aureus byly ve vzorcich detekovany
paralelné dvéma zplsoby - izolaci na médium Baird-Parker
(Oxoid, Velka Britanie) z pufrované peptonové vody inkubo-
vané pti 37 °C po dobu 18-24 hodin a ddle pouzitim metodiky
s dvoustupriovym pomnozenim. Po homogenizaci vzorku
bylo 5 ml PPV pfeneseno do média Mueller-Hinton (Oxoid,
Velka Britanie) s 6,5 % pridavkem NacCl a po inkubaci,
ktera probihala ve vSech krocich pfi 37 °C 18-24 hodin, byl
1mlinokulovan do trypton-sojového bujonu s cefoxitinem
(5 ug/ml) a aztreonamem (7,5 pg/ml) (Labmediaservis, CZ).
Dalsi den pak byla suspenze vyockovana na Baird-Parker
agar a BrillianceTM MRSA 2 agar (Oxoid, Velkd Britdnie).
Typické kolonie ze selektivnich agari byly vyockovany
na pudu s pridavkem 5 % ov¢i krve (Labmediaservis, CZ)
a uchovany pro naslednou charakteristiku.

Identifikace suspektnich bakterii S. aureus

Suspektni kolonie byly konfirmovany metodou PCR, byl
detekovan fragment specificky pro bakterie S. aureus o ve-
likosti 108 bp [10].

Detekce gent1 zodpovédnych za produkci stafylokoko-
vych enterotoxinii

U kazdého kmene S. aureus bylo metodou PCR provedeno
stanoveni pritomnosti gent sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei
podle protokolu popsaném autory Monday a Bohach [11]
a Lgvseth et al. [9].

Stanoveni rezistence k antimikrobidlnim latkam

U kmend S. aureus bylo provedeno stanoveni rezistence k pa-
nelu 12 antimikrobidlnich latek za pouziti diskové difuzni
metody s antibiotickymi disky firmy Oxoid (UK) na médiu
Mueller-Hinton (Biokar, FR). Byla sledovana rezistence
k nasledujicim latkdm: OXA, oxacilin (1 pg); TET, tetra-
cyklin (30 pg); ERY, erytromycin (15 pg); SXT, sulfometo-
xazol s trimetoprimem (25 pg); CN, gentamicin (10 pg);
DA, klindamycin (2 pg); C, chloramfenikol (30 pg); CTX,
cefotaxim (30 pug); CIP, ciprofloxacin (5 pg); FOX, cefoxitin
(30 ug); RD, rifampicin (5 pg); TEC, teikoplanin (30 pg). Jako
kontrola byl pouzit kmen S. aureus ATCC 25923, vysledky byly
interpretovany podle standardd CLSI [5].

Detekce genu mecA a sekvenac¢niho typu 398 metodou
PCR

VSechny izolované kmeny byly testovany na pritomnost
genu mecA, kédujiciho rezistenci k meticilinu [4] a d4le bylo
provedeno potvrzeni pfislusnosti ke sekvena¢nimu typu 398
podle autord [22].

Statisticka analyza
Statistickd analyza vysledki byla provedena programem
STAT PLUS (VUVeL, CZ).
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VYSLEDKY A DISKUSE

Prevalence S. aureus ve vzorcich masa

Ze 197 odebranych vzorki chlazeného masa byla pfitomnost
bakterii S. aureus potvrzena u 43 vzorkl (21,8 %). Jednalo
se o0 31 vzorkidl masa baleného vyrobcem a 12 vzorki masa
z volného prodeje baleného v trzni siti. Rozdily ve vyskytu
bakterii S. aureus ve vzorcich podle typu baleni byly statis-
ticky vyznamné (p < 0,01), prekvapivé vsak byla zjisténa
vy$si incidence stafylokokil ve vzorcich masa baleného
pfimo vyrobcem. Tento fakt mize byt zptisoben vys$si vodni
aktivitou na povrchu masa balenych vzorkd a tim i lepSimi
podminkami pro pfezivani stafylokoka.

Prevalence bakterii S. aureus ve vepfovém mase se 1i$i podle
vysledkid zvefejnénych réznymi autory. Zatimco autofi
Pesavento et al. [14] uvadi 15,5 % pozitivnich vzorki (10/66),
autofi O’Brien et al. [13] uvadi 67 % pozitivnich vzorkd masa
(201/300).

Prevalence genui zodpovédnych za produkci stafylo-
kokovych enterotoxinti

U 15 kmend byla zjisténa pfitomnost gent zodpovédnych
za tvorbu enterotoxinil. Nejcastéji byl zjisStovan gen seh
(12), ktery kéduje produkci nové popsaného enterotoxinu
H, jehoz pfitomnost se v potravindch (mase) neda proka-
zat metodami bézné pouzivanymi pro priikaz klasickych
enterotoxinl. Pfehled gend detekovanych u izolath ziska-
nych v této studii je uveden v tabulce 1. Izolaty pochéazely
ze vzork{ masa baleného i nebaleného a byly nakoupeny
v riznych obchodech a lokalitach. (Tab. 1)

Stafylokokovy enterotoxin H byl charakterizovan autory Ren
etal. [16]. Jedna se o termostabilni protein, jehoZ schopnosti
vyvolat enterotoxikézu byly jiZ potvrzeny riznymi studiemi
[15]. Tento enterotoxin neni zafazen mezi klasické entero-
toxiny, a proto se podle platné legislativy v potravinach
ani neprokazuje. Bézné pouzivané metody ke stanoveni
enterotoxinu v potravinach jako jsou ELISA a ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay, VIDAS) budou v pfitomnosti
enterotoxinu H vykazovat negativni vysledky. Také v Ceské
republice jiz byl vyskyt genu seh u potravinovych izolatd S.
aureus opakované prokazan. Autofi Stastkova et al. [20] uvadi
5% prevalenci u izolatli ze syrového kravského mléka a 21%
zastoupeni genu seh v potravinach uvadi i autofi Rizickova
etal. [17]. Také Kim et al. [7] uvadi vyskyt genu seh u izolatl
S. aureus ziskanych z potravin urcenych k pfimé spotfebé
z trzni sité v Koreji za casty.

Stanoveni rezistence k antimikrobidlnim litkam

Rezistence izolatd S. aureus alespon k jedné z testovanych
antimikrobidlnich latek byla zjisténa v 27,9 % pripadd
(12/43). Z celkem 12 rezistentnich kmend jich 6 bylo izo-
lovano z importovanych vzorkd (50 %). Nejcastéji byla
zjisténa rezistence k erytromycinu 14 % (6/43), nasledovana
rezistenci ke klindamycinu 9,3 % (4/43), tetracyklinu 7 %
(3/43), gentamicinu a chloramfenikolu 4,7 % (2/43). Dva
izolaty z vepfového masa vykazaly rezistenci k oxacilinu,
cefotaximu, klindamycinu a tetracyklinu. Metodou PCR
u nich byla potvrzena pfitomnost genu mecA a byly proto
oznaceny jako meticilin rezistentni S. aureus (MRSA). Jeden
z téchto izolath byl rezistentni i ke chloramfenikolu a ci-
profloxacinu. U obou kment byla dale zjiSténa pritomnost
Useku DNA specifického pro kmeny nalezici k sekvenacni-
mu typu 398. Aktudln{ situace vyskytu MRSA ve veprovém
mase v trzni siti v Ceské republice neni znama, tato studie
uvadi prvni nilezy MRSA ve vepifovém mase u nas Autofi
Agersg et al. [1] uvadi ndlezy MRSA ve sledované komodité
nasledovné - 19 % v Nizozemi (3/16), 4,6 % v Dansku (7/153)
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Tabulka 1. Vlastnosti izolatl S. aureus podle lokality, prodejny, typu baleni, pfitomnosti gent pro produkci enterotoxinti a rezistence
k antimikrobialnim latkam
Table 1. Characteristics of S. aureus isolates by locality, store, type of packing, presence of enterotoxigenic genes and resistance patterns

Lokalita o:;ig:::' pZCS:ju Typ baleni en(:ee;‘o?czzin GenmecA  ST398 Typ rezistence Pocet izolatt
Brno A CR vyrobce - - - ERY 1
PL vyrobce seg, sei - - - 1
PL vyrobce seh - - - 1
PL vyrobce seg, sei - - TET, ERY, DA 1
B CR vyrobce seh + + OXA, TET, DA, CTX 1
CR vyrobce = + + OXA, TET, DA, C, CTX, CIP 1
C CR vyrobce - - - - 2
D PL vyrobce = = = = 1
PL vyrobce = = = ERY 1
F CR prodejna seh - - ERY 1
G PL vyrobce seh - - - 1
PL vyrobce seh - - DA, TEC 1
PL vyrobce sec - - ERY 1
Litomérice A PL vyrobce - - - - 4
| A vyrobce seh - - - 1
A vyrobce - - - - 1
H CR vyrobce - - - - 1
CR vyrobce seh - - - 1
CR vyrobce - - - CN 1
CR vyrobce - - - SXT,CN 1
Ostrava G CR prodejna - - - - 2
CR prodejna seh - - - 2
D PL vyrobce seh - - C 1
PL vyrobce seh - - - 3
G PL vyrobce - - - - 1
PL vyrobce - - - ERY 1
Ptibram D CR vyrobce - - - - 1
CR vyrobce seh - - - 1
Sumperk E CR prodejna - - - - 4
CR prodejna seh - - - 3
Legenda:

CR - Ceska republika, PL - Polsko, A - Rakousko

C - chloramfenikol, CN - gentamycin, CIP - ciprofloxacin, CTX - cefotaxim, DA - klindamycin, ERY - erytromycin; OXA - oxacilin, SXT - sulfo-

metoxazol s trimetoprimem, TEC - teikoplanin, TET - tetracyklin
Country of origin: CR - Czech Republic, PL - Poland, A - Austria

Abbreviations: C - chloramphenicol; CN - gentamicin; CIP - ciprofloxacin; CTX - cefotaxim; DA - clindamycin; ERY - erythromycin; OXA - oxa-
cilin; SXT - sulfomethoxazol/trimethoprim; TEC - teicoplanin; TET - tetracycline

a2,1% v Némecku (3/142). V této studii byl potvrzen vyskyt
1% (2/197). V roce 2008 byl v Ceské republice sledovan vyskyt
MRSA v prostfedi chovil prasat, byla potvrzena prevalence
1, 8 % (5/283) [3].

ZAVER

Prevalence vyskytu baktérii S. aureus ve vepfovém mase ne-
ni vysoka (21,8 %), zavaznym ale mize byt vyskyt kmend
nesoucich geny pro tvorbu stafylokokovych enterotoxint
a kment s viceCetnou rezistenci k antimikrobidlnim lat-
kam.

V této studii bylo prokazano, Ze ve vepfovém mase je do-
minantni vyskyt kment S. aureus schopnych produkovat

enterotoxin H. Vzhledem k termostabilité stafylokoko-
vych enterotoxin@i mlze byt pokrm (potravina) obsahu-
jici kontaminované vepiové maso vehikulem intoxikace.
Laboratorni vySetfeni na pfitomnost enterotoxintl v po-
traviné v§ak mtiZe vykazovat fale$né negativni vysledky,
protoze bézné pouzivané metody tento typ enterotoxi-
nu nedetekuji. Vepfové maso mtiZe byt kontaminovano
i multirezistentnimi kmeny S. aureus véetné MRSA. Prvni
vyskyt téchto kmentl ve vepfovém mase v trzni siti v Ceské
republice popisuje tato studie.

Tato studie vznikla za financni podpory Ministerstva zemédelstvi
CR, projektu NAZV KUS QJI210284 a projektu MSMT AdmireVet CZ
1.05/2.1.00/01.006ED.
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