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u pracovniku potravinarskych podniku

Gelbicova T.', Tegegne H. A." 2, Florianova M., Kolackova L.', Karpiskova R.’

Vyzkumny Ustav veterindrniho lékarstvi, v. v. i., Hudcova 70, 621 00 Brno

2Veterinarni a farmaceuticka univerzita, Palackého 1946/1, 612 42 Brno

SOUHRN

Cil prace: Pracovnici potravinarskych podnikl mohou predstavo-
vat rezervoar virulentnich kment Staphylococcus aureus a podilet
se na jejich Sifeni do potravin. Cilem této studie bylo posoudit
vyskyt a vlastnosti S. aureus u pracovnikl syraren.

Materidl a metody: Byly testovdny stéry rukou a vytéry z krku
pracovnik{ tii rdznych syraren. Ziskané izolaty byly charakterizo-
vany na zakladé faktord virulence, rezistence k antimikrobikdm,
spa typizace a makrorestrikéni analyzy.

Vysledky: S. aureus byl prokazan u 58 % stérd (7/12) rukou
pracovnikl a u 47 % vzorkl (17/36) vytérd krku. V krku ani na
rukou potravinarl nebyl prokazan vyskyt meticilin-rezistentnich
S. aureus. U pracovnikd vSech tfi provozoven byl prokazan vyskyt
kmend s geny zodpovédnymi za produkci enterotoxint (58 %)

ABSTRACT

Gelbicova T., Tegegne H. A., Florianova M., Kolackova I.,
Karpiskova R.: Properties of Staphylococcus aureus strains
from food processing staff

Aim: The food processing staff may act as a reservoir of virulent
strains of Staphylococcus aureus and contribute to their transmis-
sion to foods. The aim of this study was to assess the occurrence
and properties of S. aureus in cheese factory staff.

Material and methods: Throat and hand swabs collected from
the staff of three different cheese factories were tested. The
obtained isolates were characterized on the basis of detection
of virulence factors, antimicrobial resistance testing, spa typing,
and macrorestriction analysis.

Results: S. aureus was detected in 58% of the hand swab sam-
ples (7/12) and in 47% (17/36) of the throat swab samples. No
methicillin-resistant S. aureus was detected in the throat or on

uvob

Staphylococcus aureus je ¢astou pri¢inou komunitnich i ne-
mocnic¢nich infekci a je také vyznamnym bakteridlnim
druhem v oblasti potravinafské mikrobiologie. S. aureus
nejcastéji osidluje dutinu nosni (pfiblizné u 27 % popu-
lace). V krku se uvadi vyskyt u 10 % a na rukou u 27 %
lidi. Priblizné 20 % osob predstavuje perzistentni nosice
S.aureusv dutiné nosni, coz zvySuje riziko infekce timto
patogenem [1]. S. aureus se mize podilet na vzniku riz-
nych onemocnéni (napt. stafylokokové enterotoxikézy,
pneumonie, infekce kiize) v diisledku produkce stafy-
lokokovych enterotoxinf, toxinu syndromu toxického
Soku (TSST-1), Pantonova-Valentinova leukocidnu (PVL)
¢i exfoliativnich toxint [2].

a toxinu syndromu toxického Soku (25 %). U jednoho kmene
izolovaného z vytéru z krku byl detekovan gen zodpovédny za
produkci exfoliatinu A. KlondIni shoda mezi kmeny S. aureus
izolovanymi soucasné z krku a rukou pracovnikd nebyla pro-
kazana, coz ukazuje na moznou kontaminaci rukou pracovnikd
z vyrobniho prostredi.

Zavér: Dodrzovani hygienickych pravidel (pravidelné myti a dez-
infekce rukou, prostredi, pouzivani rukavic, rousek) je nezbytnym
nastrojem umoznujicim snizovani nebezpedci siteni S. aureus
prostiednictvim pracovnikd potravinarskych podnikd.

KLICOVA SLOVA
stafylokokové enterotoxiny - spa typizace - makrorestrikéni
analyza - faktory virulence

the hands of the food processing staff. Strains carrying genes
responsible for the production of enterotoxins (58%) and/or toxic
shock syndrome toxin (25%) were recovered from employees of
all three premises. One throat swab isolate was positive for the
gene encoding production of exfoliatin A. There was no clonal re-
lationship between S. aureus strains isolated from the throat and
hands, which suggests possible contamination of the employees'
hands arising from the manufacturing environment.

Conclusion: Good compliance with hygiene guidelines (washing
and disinfecting hands and the environment regularly, using
gloves and masks, etc.) is a necessary tool for reducing the risk of
S. aureus spread by the employees working in the food industry.

KEYWORDS
staphylococcal enterotoxins- spa typing -
macrorestriction analysis - virulence factors
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Z doposud popsanych 23 stafylokokovych enterotoxint,
se na vzniku enterotoxikézy podileji zejména takzvané
klasické enterotoxiny A, B, C, D a E [3] a ojedinéle i en-
terotoxin H, G nebo I [4]. Pracovnici potravinaiskych
podnikd jsou vyznamnym rizikovym faktorem pfispiva-
jicim k rozvoji stafylokokovych enterotoxik6z. Mohou se
podilet na kontaminaci potravin prostfednitcvim rukou
nebo respiracni sekreci [5, 6, 7.

S ohledem na rostouci antimikrobidlni rezistenci je da-
leZité rovnéz sledovani vyskytu MRSA nejen u potravino-
vych izolatdl, ale také u potravinafii, ktefi prispivaji ke
kifiZové kontaminaci potravin. U zdravych osob z deviti
evropskych zemi (Rakouska, Belgie, Recka, Francie,
Madarska, Spanélska, Svédska, Nizozemi a Spojeného
kralovstvi) se v provedené studii prevalence MRSA po-
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hybovala od nuly ve Svédsku po 2,1 % v Belgii [8]. Vyskyt
MRSA u pracovnikll potravinatskych podnikd je obvykle
nizky [6, 9, 10].

Typizace S. aureus mZe pomoci v prevenci a kontrole
infekci vyvolanych S. aureus, stejné jako pii vySetfovani
moznych zdroji enterotoxikéz. Spa typizace je efektivni
arychld metoda k rozliSeni izolatd S. aureus. PrestoZe vy-
sledky spa typizace a PFGE obvykle vykazuji shodu, PFGE
se vyznacuje vyssi rozliSovaci schopnosti [11]. Kombinace
detekce stafylokovych enterotoxind a PFGE je vhodnym
nastrojem pro potvrzeni ¢i vylouceni potravinaiti na
vzniku epidemii enterotoxikéz [12].

Cilem této prace bylo posoudit vyskyt virulentnich kme-
nd S. aureus u pracovniki syraren s ohledem na bezpecnost
finalnich vyrobka.

MATERIAL A METODIKA

Testované vzorky

Celkem bylo vySetfeno 48 vzorkli odebranych u tfi riiz-
nych provozovatell potravinarskych podnikd vyrabé-
jicich syry, lokalizovanych ve tfech okresech Ceské re-
publiky. V syrarné oznacené A bylo odebrano a vySetfeno
18 vzorkd vytérd z krku, v syrarné B bylo vysetfeno 16
vzorkil (7 vytért z krku, 9 stérti z rukou), v syrarné C bylo
vySetfeno 14 vzorka (11 vytéra z krku, 3 stéry z rukou).

Prukaz Staphylococcus aureus

Prtikaz S. aureus byl proveden pomnoZenim vzorku v pu-
frované peptonové vodé po dobu 18-24 hodin pfti 37 °C
s naslednym vyockovanim na medium Baird Parker
(Oxoid, UK). Suspektni kolonie na Baird-Parker agaru
byly identifikovany metodou hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion-time of flight mass spectrometry, Bruker Daltonik
GmbH, Némecko).

Charakterizace izoldta S. aureus

Vsechny izolaty urcéené jako S. aureus byly metodou PCR
testovany na pritomnost genu mecA zodpovédného za
rezistenci k meticilinu [13]. Rezistence S. aureus k anti-
mikrobik@im byla testovana za pouziti diskové difuzni
metody k nasledujicim latkdm: oxacilin (1 pg), klin-
damycin (2 pg), erytromycin (15 pg), sulfometoxazol
s trimetoprimem (25 pg), amoxycilin s kyselinou kla-
vulanovou (20/10 pg), gentamicin (10 pg), tetracyklin
(30 pg), chloramfenikol (30 pg), cefotaxim (30 pg),
ciprofloxacin (5 pg), cefoxitin (30 ug), rifampicin (5 ug),
teikoplanin (30 pg). Vysledky byly interpretovany podle
kritérii CLSI [14].

Charakteristika ziskanych izolatd S. aureus byla prove-
dena na zakladé polymerazové fetézové reakce (PCR)
detekci genti sea az sej kdédujicich pfislusné enterotoxiny
(15, 16], genu tst kédujiciho toxin syndromu toxického
Soku [17], genu pvl kddujiciho Pantontiv-Valentindv leu-
kocidin [18] a dale gent eta a etb kddujicich exfoliatiny
typu ETA a ETB [19]. Klondlni shoda mezi kmeny byla
testovana metodou makrorestrikéni analyzy s vyuZzitim
endonukleazy Smal s naslednou pulzni gelovou elektro-
forézou [20]. U vSech kment byla provedena také spa
typizace [21]. Kmeny (5) u kterych byl prokazan novy spa
typ byly typizovany rovnéz na zakladé MLST (multilocus
sequence typing) [22].
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S. aureus byl prokdzan u 50 % (24/48) testovanych vzorkl
odebranych u pracovnikl tif rznych syraren. Ze sté-
ru rukou pracovniki byl S. aureus prokazan u 58 % vzorki
(7/12) a z vytéra krku u 47 % vzorkl (17/36). Vyskyt S. au-
reus byl u pracovnikl syrarny A (61 %, 11/18) a syrarny B
(56 %, 9/16) srovnatelny. U pracovnikll syrarny C byl
S. aureus detekovan v mensi mife, u 29 % testovanych
vzorkl (4/14). Meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) nebyl
zjistén u zadného z testovanych vzorki. S vyjimkou jed-
noho kmene rezistentniho k erytromycinu byly ostatni
kmeny S. aureus citlivé k celému spektru testovanych an-
timikrobidlnich latek. V portugalské studii, byla naopak
prokazana rezistence nejméné k jednomu z testovanych
antibiotik u 82 % S. aureus izolovanych u potravinai, ale
u zadného kmene nebyla prokazana rezistence k metici-
linu a pritomnost mecA genu. Kromé vysoké miry rezis-
tence k penicilinu (48 %), byla v uvedené studii na rozdil
od nasi prace zjisténa Casta rezistence k erytromycinu
(32 %) a ciprofloxacinu (20%) [6].

Vyskyt S. aureus u pracovnikll potravinaiskych podniki,
vCetné kment s potencidlem vyvolat stafylokokovou
enterotoxikézu neni neobvykly, jak dokazuji vysled-
ky fady zahrani¢nich studii. V argentinské studii byl
S. aureus prokazan u 37,5 % potravinari, 14,7 % z nich
neslo enterotoxigenni kmeny, u ¢tyf kment byla
prokazana rezistence k meticilinu [23]. V Egypté byl
S. aureus detekovan u 17 % vzorkdl stérl z rukou pracovni-
ki ve studii zaméfené na sledovani toxigennich kment
S.aureus v mléce, syrech a u pracovniki, ktefi s nimi ma-
nipuluji. Gen sebneslo 31 % ziskanych izolatd S. aureus [24].
Aung et al. [10] prokazali S. aureus u 19,5 % potravinaria
v Myanmaru (Barma). Kromé genfl pro enterotoxiny
byla v uvedené studii prokazana i relativné vysoka mira
vyskytu kment nesoucich gen pvl (12,5 %). Stejné tak
v Evropé je popisovan vyskyt toxigennich kmena S. aureus
u pracovnikidl potravinarskych podniki, véetné jejich
podilu na vzniku epidemickych piipadi stafylokovych
enterotoxikoz [5, 12].

V této studii vice jak polovina ziskanych kmend S. au-
reus (14/24) nesla geny kédujici produkci enterotoxinti.
Nejcastéji byly zjistény kmeny nesouci gen seg (37,5 %;
9/24) a sei (20,8 %; 5/24). V syrarné B byl u tfi kmen izo-
lovanych ze stérti rukou prokazan gen sec a u dvou kme-
nt z vytérd krku pracovnikll gen sed. V syrarné A byly
u kmend z vytért krku zjistény kmeny s geny sea (2) a seb
(1). U pracovnikl syrarny C nebyly prokdzany kmeny
S.aureus nesouci geny spojované se vznikem enterotoxi-
kéz. Ujednoho kmene z vytéru z krku vsak byl detekovan
gen kédujici produkci exfoliatinu A. Kromé gent kédu-
jicich enterotoxiny byly u pracovnikd vSech sledovanych
syraren prokazany kmeny (5) s genem tst zodpovédnym
za produkci TSST-1 (tab. 1). Gen pvl kédujici Pantoniiv-
-Valentintiv leukocidin a gen etb souvisejici s produkci
exfoliatinu B nebyly zjiStény u Zaddného z testovanych
kment S. aureus. Rovnéz v portugalské studii byly u po-
travinarl zjistény zejména kmeny S. aureus s geny seg
(82,6 %) asei (70%) a vysoky podil kment nesoucich gen
spojovany s produkci TSST-1. Gen tst neslo 39,1 % kment
znosu a 40 % z rukou [6]. Vyskyt genu tst u pracovnika
potravinarskych podnikt byl prokazan i v dalsich stu-
diich [5, 10].
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Tabulka 1. Charakteristika kmen( Staphylococcus aureus izolovanych od pracovnik( syrdren
Table 1. Characteristics of Staphylococcus aureus strains recovered from cheese factory staff

Geny koéduijici

Syrdrna T T eta, etb spa typ Pulzotyp
Sa-Sma-81 1
- sea, seg + - - t122
Sa-Sma-82 1
= seb - - - novy Sa-Sma-86 1
- seg, seh + - - novy Sa-Sma-83 1
- seg, sei - = = novy Sa-Sma-37a 1
A t008 Sa-Sma-85 1
t056 Sa-Sma-57 1
148 Sa-Sma-80 1
_ - _ ) _ t346 Sa-Sma-75 1
t2734 Sa-Sma-26a 1
novy Sa-Sma-84 1
Sa-Sma-58 1
= sec + = = t056
Sa-Sma-64a 1
- sec, seg, sei - - - 1231 Sa-Sma-34 1
- sed, seg, sei, sej - - - novy Sa-Sma-67 1
B - sed, sej - - - t71 Sa-Sma-70 1
- seg, sei - - - t002 Sa-Sma-68 1
= seh = S S £9820 Sa-Sma-65 1
t267 Sa-Sma-26 1
_ _ _ ) » 12292 Sa-Sma-57a i
- - - - - t056 Sa-Sma-57 1
- = - = = t084 Sa-Sma-88 1
¢ - seg, sei - - eta +/etb - t209 Sa-Sma-89 1
- seg + - - t012 Sa-Sma-87 1

n - pocet kmen, - negativni, + pozitivni

Legenda:

mecA - gen zodpovédny za rezistenci k meticilinu, sea az sej - geny koédujici prislusné enterotoxiny, tst - gen kodujici toxin syndromu toxickeé-
ho Soku, pvl - gen kodujici Pantondv-ValentinCv leukocidin, eta a etb - geny kodujici exfoliatiny typu ETA a ETB

Legend:
n - number of strains, - negative, + positive

mecA - gene responsible for methicillin resistance, sea to sej - genes encoding the respective enterotoxins, tst - gene encoding toxic shock
syndrome toxin, pvl - gene encoding Panton-Valentine leukocidin, eta and etb - genes encoding A and B exfoliatins, respectively.

Na zdkladé typizace byla mezi kmeny S. aureus zjisténa
vysoka heterogenita, jak u pracovniki z riznych syra-
ren, tak v ramci stejného vyrobniho provozu. Testované
kmeny byly zafazeny k 20 riznym spa typim a 23 pul-
zotyplm (viz tab. 1). Nejcastéjsim spa typem byl t056,
ktery byl zjistén u kmeni (4) izolovanych od pracovniki
vSech tfi syraren. Metodou makrorestrikéni analyzy
byly testované kmeny spa typu t056 zafazeny ke tfem
riznym pulzotyplm oznacenym Sa-Sma-57, Sa-Sma-58
a Sa-Sma-64a. V jednom pfipadé byly prokazany dva
kmeny S. aureus spa typu t056 s identickym pulzotypem
(Sa-Sma-57) izolované z vytéru krku pracovnika syrarny
A (SAV311) a soucasné stéru ruky pracovnika syrarny
C (SAV1264) - obrazek 1. Dva kmeny S. aureus izolované
z vytéru krku dvou riznych pracovniki syrarny A byly
zafazeny ke spa typu t122. Oba kmeny nesly geny kéduji-

ci produkci enterotoxinu A a G, a dale gen pro produkci
TSST-1. Vysledky makrorestrikéni analyzy vsak ukazaly,
Ze tyto kmeny patfily ke dvéma riznym pulzotypim
(viz tab. 1 a obr. 1). Na zakladé porovnani s doposud
popsanymi spa typy byly u péti kmentd detekovany
nové typy repetic v oblasti genu pro protein A. Nové
detekované spa typy (5) byly na zdkladé MLST zafazeny
k sekvenacnimu typu ST5, ST12, ST34, ST45, ale také
ke zcela novému MLST typu, kterému bylo pridéleno
oznaceni ST4700.

Vysledky studie nepotvrdily klonalni shodu mezi kmeny
S. aureus izolovanymi soucasné z krku a rukou pracov-
nikd, coZ poukazuje na moznou kontaminaci rukou
pracovnikd z vyrobniho prostfedi. Tento fakt potvrzuje
nalez kmene pulzotypu Sa-Sma-58 nesouciho geny sec
a tst ve zpracovavanych surovinach a na plochach vy-
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE

SAV 1118 vytér z krku Sa-Sma-67  syrarna B
SAV 1119 vytér z krku Sa-Sma-68  syrarna B
SAV 1117 vytérzkrku  Sa-Sma-70  syrarna B
SAV 1266 vytér z krku Sa-Sma-89  syrarna C
SAV 303 vytér z krku Sa-Sma-86  syrarna A
SAV 310 vytér z krku Sa-Sma-84  syrarna A
SAV 305 vytér z krku Sa-Sma-80  syrarna A

SAV 1123 stér ruky Sa-Sma-26  syrarna B
SAV 308 vytér z krku Sa-Sma-26a syrarna A
SAV 1264 stér ruky Sa-Sma-57  syrarna C
SAV 311 vytér z krku Sa-Sma-57  syrarna A

SAV 312 vytér z krku Sa-Sma-85  syrarna A
SAV 1126 stér ruky
SAV 1186 stér ruky

Sa-Sma-64a syrarna B

Sa-Sma-57a syrarna B

SAV 1076 stér ruky Sa-Sma-58  syrarna B
SAV 1125 stér ruky Sa-Sma-65  syrarna B
SAV 1124 stér ruky Sa-Sma-34  syrarna B

SAV 302 vytér z krku Sa-Sma-37a syrarna A
SAV 1265 vytér z krku Sa-Sma-88  syrarna C
SAV 304 vytér z krku Sa-Sma-75  syrarna A
SAV 306 vytér z krku Sa-Sma-81  syrarna A
SAV 309 vytér z krku Sa-Sma-83  syrarna A
SAV 307 vytér z krku Sa-Sma-82  syrarna A
SAV 1267 vytér z krku Sa-Sma-87  syrarna C

Obr. 1. Vysledky pulzni gelové elektroforézy po stépeni endonukledzou Smal u kment Staphylococcus aureus izolovanych od pracovnikd

syraren

Figure 1. Results of analysis of Staphylococcus aureus isolates from cheese factory staff by pulsed field gel electrophoresis after digestion

with restriction endonuclease Smal

robniho zatfizeni v syrarné B v roce 2017 [25]. Pfitomnost
toxigennich kmenda S. aureus ve stérech krku potravinari
by naopak mohla vést ke kontaminaci vyrobniho pro-
stfedi a potravin. Ho et al. [7] ve své studii prokazal, ze
ke kontaminaci rukou zpracovatel@ potravin pfispivaly
nazalni izolaty perzistentné kolonizovanych spolupra-
covnikd. U perzistentnich nosicii, kteti pravdépodobné
kontaminovali prostfedi, byly zjistény identické kmeny
v jejich nose i na rukou. Podobné Castro et al. [6] pro-
kazali u 6,2 % testovanych osob kmeny S. aureus v nose
i na rukou pracovniku a u tfi z nich byla prokazana
klonalni shoda.

ZAVER

Vysledky potvrdily vyznam potravinaft jako potencial-
niho zdroje toxigennich kment S. aureus v potravinai-
skych podnicich. U pracovniki vSech tfi sledovanych
syraren byly prokazany nejen kmeny nesouci geny
podilejici na vzniku stafylokokovych enterotoxikéz,
ale také gen kddujici toxin syndromu toxického Soku,
a to jak na rukou, tak ve vytérech z krku. Na zakladé
sekvenacnich metod a makrorestrikéni analyzy byla
mezi testovanymi kmeny S. aureus prokazana vysoka
diverzita. Pro potvrzeni pracovnikil potravinafskych
provozil jako mozného zdroje kontaminace potravin by
meéla byt detekce genti kédujicich enterotoxiny doplné-
na také o vysledky makrorestrikéni analyzy.
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