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PRI VYROBE EXTRA TVRDEHO
ZRAJICIHO SYRA
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Occurrence and spread of Staphylococcus
aureus during processing of extra hard
ripening cheese

Abstrakt

Staphylococcus aureus muZze predstavovat vyznamny
problém v mlékarenské vyrobé. Cilem této prace bylo sle-
dovat zdroje a cesty Sifeni S. aureus u producenta dlouhozra-
jiciho syra za pouZiti vhodnych typizac¢nich metod (detekce
toxigennich kmentd, makrorestrikéni analyzy, sekvenace).
S. aureus byl prokazan u 43 % vzorkt (44/103). V provo-
zovné prevazovaly kmeny S. aureus s geny zodpovédnymi za
produkci enterotoxinu C a toxinu syndromu toxického Soku
(21/44). Vysledky makrorestrikéni analyzy potvrdily Sifeni
S. aureus mezi zpracovdvanou surovinou, vyrobnim
prosttedim a persondlem. Kromé kmend s potencidlem
vyvolat stafylokokovou enterotoxikézu byl z motské soli
urcené pro piipravu solnych lazni izolovan meticilin rezis-

tentni kmen S. aureus. Finalni vyrobky bylo mozné z pohle-
du vyskytu S. aureus povazovat za bezpecné. Presto je
dualezité dodrzovani pravidel spravné vyrobni a hygienické
praxe k zabranéni mnoZeni a Sifeni toxigennich kment
S. aureus béhem zpracovani syru.

Klicova slova: potravinarsky podnik; stafylokokové
enterotoxiny; faktory virulence; rezistence k antimikro-
bikim; typizacni metody

Abstract

Staphylococcus aureus may pose a significant problem in
dairy production. The aim of this study was to investigate
the sources and routes of transmission of S. aureus in the
producer of longtime ripening cheese using suitable typing
methods (detection of toxigenic strains, macrorestriction
analysis, sequencing). S. aureus was detected in 43% of
samples (44/103). In the food processing plant, S. aureus
strains carrying genes responsible for the production of
enterotoxin C and toxic shock syndrome toxin (21/44) pre-
vailed. Results of the macrorestriction analysis confirmed
the spread of S. aureus between the processed raw material,
the manufacturing environment and the personnel. In addi-
tion to strains with the potential to induce staphylococcal
enterotoxicosis, one methicillin-resistant strain of S. aureus
was isolated from the sea salt used for salt bath preparation.
The final products were considered safe from the point of
view of the S. aureus presence. However, it is important to
keep rules of good manufacturing and hygiene practices to
prevent the multiplication and spread of toxigenic strains of
S. aureus during the cheese processing.

Key words: food processing plant; staphylococcal
enterotoxins; virulence factors; antimicrobial resistance;
typing methods

Uvod

Staphylococcus aureus je jednim z nejrozsitenéjsich bak-
teridlnich patogenu. Je schopny zpusobit fadu onemocnéni,
od mirnych aZ po Zivot ohrozujici, v dusledku produkce
stafylokokovych enterotoxind, toxinu syndromu toxického
Soku (TSST-1), Pantonova-Valentinova leukocidnu (PVL)
¢i exfoliativnich toxint.

Vyskyt S. aureus v potravinich je vyznamny zejména
diky schopnosti produkovat termostabilni stafylokokové
enterotoxiny, a to v Sirokém rozmezi teplot, pH, koncen-
trace soli a aktivity vody (Schelin a kol., 2011). V soucas-
nosti je popsano 21 stafylokokovych enterotoxind, ale
v souvislosti se vznikem enterotoxikézy jsou popisovany
zejména takzvané klasické enterotoxiny (A, B, C, D, E)
a ojedinéle i enterotoxin H, G nebo I (Pinchuk a kol
2010). V roce 2015 bylo v EU hlaSeno 434 alimentarnich
epidemii vyvolanych stafylokokovymi enterotoxiny,
pricemz ve vétsiné pripadu byly jako vehikulum infekce
urceny syry (EFSA a ECDC, 2016).

Vyznam S. aureus stoupd také s ohledem na rostouci
rezistenci k antimikrobidlnim latkdm. Zejména meticilin
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rezistentni S. aureus (MRSA) pred-
stavuji nebezpeéi vzniku tézce

Tab. 1 Misto odbéru a pocet vzorki vySetienych a pozitivnich na pritomnost
Staphylococcus aureus

lécitelnych infekci. Na zdklade€ [T GRL TSI T TERT L] (T Poéet vzorkii
vlastnosti 1lze kmeny MRSA vySetienych pozitivnich
rozd€lit na nemocnic¢ni, komunitni Prostredi stéry ze zafizeni v kontaktu se surovinou 17 8
a kmeny cirkulujici v populaci stéry ze zafizeni bez kontaktu se surovinou 13 7
hospodéiskych zvifat (Deurenberg solng lazné 14 3
a Stobberingh, 2008; Price a kol., kaly 8 o
2012) Surovina migko 8 0
Cilem této priace bylo sledovat syrova:tka pred ’vyrovbou 8 3
zdroje a charakteristiky bakterii sytov.atka PO vyrobe 4 2
S. aureus izolovanych ve vyrobné syrenina i 2 >
extra tvrdého syra ve vztahu k hy- mor'skd sul k pripravé solného roztoku 6 2
.. o : N Persondl oplach ruky 9 6
giené vyroby a bezpeénosti potravin. =
Vytér z krku 7 3
Produkt syr - finalni vyrobek 4 0

Material a metodika

Testované vzorky

Celkem bylo vySetfeno 103 vzorkil odebranych v roce
2017 ve vyrobné extra tvrdého, dlouho zrajiciho syra.
Vzorky byly odebirany v péti rliznych terminech (duben,
cerven, cervenec, srpen, zafi). Jednalo se o vzorky syra
v ruznych fazich vyroby (vyroba syfeniny, soleni, for-
movani), ddle o vzorky vstupnich surovin, stéri z prostredi
a zafizeni ke zpracovani syrti, persondlu a finalnich
vyrobku (Tabulka 1).

Priikaz a stanoveni poétu S. aureus

Prikaz S. aureus byl proveden pomnoZenim vzorku
v pufrované peptonové vodé po dobu 18-24 hodin pti 37 °C
s naslednym vyockovanim na medium Baird-Parker
(Oxo0id, UK). Stanoveni poctu S. aureus (u findlnich
vyrobkii) bylo provedeno dle CSN EN ISO 6888-1 (1999).
Suspektni kolonie na Baird-Parker agaru byly identi-
fikovany metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
MS (matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry, Bruker Daltonik GmbH,
Némecko).

Charakterizace izoldti S. aureus

VSechny izolaty uréené jako S. aureus byly metodou
PCR testovany na pifitomnost genu mecA zodpoveédného za
rezistenci k meticilinu (Oliveira a Lencastre, 2002).

Rezistence S. aureus k antimikrobikiim byla testovéna za
pouziti diskové difuzni metody k nésledujicim latkdm:
oxacilin (1 pg), klindamycin (2 pg), erytromycin (15 pg),
sulfometoxazol s trimetoprimem (25 ug), amoxycilin
s kyselinou klavulanovou (20/10 pg), gentamicin (10 pg),
tetracyklin (30 pg), chloramfenikol (30 pg), cefotaxim
(30 pg), ciprofloxacin (5 ug), cefoxitin (30 pg), rifampicin
(5 pg), teikoplanin (30 pg). Vysledky byly interpretovany
dle kritérii CLSI (2012).

Charakteristika ziskanych izolatt S. aureus byla prove-
dena na zdkladé polymerdzové tetézové reakce (PCR)
detekci genil sea az sej kodujicich prislusné enterotoxiny
(Monday a Bohach, 1999; Le¢vseth a kol., 2004), genu zst
kédujiciho toxin syndromu toxického Soku (Mehrotra

a Wang, 2000), genu pvl koédujiciho Pantontiv-Valentintv
leukocidin (Lina a kol., 1999) a dale gent eta a etb kodu-
jicich exfoliatiny typu ETA a ETB (Hososaka a kol., 2007).
Klonélni shoda mezi kmeny byla testovina metodou
makrorestrikéni analyzy s vyuzitim endonukledzy Smal
s naslednou pulzni gelovou elektroforézou (Panticek
akol., 1996). U kmene MRSA byla provedena také spa ty-
pizace (Shopsin a kol.,, 1999) a MLST (multilocus se-
quence typing) (Staphylococcus aureus MLST website).

Vysledky

Celkem bylo ziskdano 44 (43 %) vzorka pozitivnich na
pritomnost S. aureus. S vyjimkou pasterovaného mléka na
vstupu a findlnich vyrobkl syrd byl S. aureus prokazan ve
vzorcich ziskanych na vSech drovnich vyroby v pribéhu
celého sledovaného obdobi (Tabulka 1). VSechny findlni
vyrobky syrt byly po mikrobiologické strance v souladu
s Narizenim komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologic-
kych kritériich pro potraviny, poéty koaguldzopozitivnich
stafylokokt byly nizsi nez 100 KTJ/g. Prevalence S. aureus
ve vzorcich zpracovavanych surovin Cinila 38 % (12/31),
z vyrobniho zafizeni a prostedi 44 % (23/52) a persondlu
56 % (9/16). Meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) byl
prokdzan pouze ve vzorku mofské soli pouzivané
k pfipravé solnych 14zni pro soleni syrd. Kmen MRSA byl
na zakladé sekvenace zarazen ke spa typu t008, MLST
typu ST8, ktery je fazen do skupiny humdnnich komunit-
nich kmenti. Kromé kmene MRSA vykazujiciho rezistenci
k oxacilinu, erytromycinu, cefotaximu, ciprofloxacinu
a cefoxitinu, byly ostatni izolaty S. aureus citlivé k celému
spektru testovanych antimikrobidlnich latek.

VétSina ziskanych izolatd (31/44) nesla geny spojené
s produkci stafylokokovych enterotoxint. Vice jak 50 %
(23/44) izolath S. aureus neslo gen sec kodujiciho produk-
ci enterotoxinu C. Dale byly detekovany geny zodpovédné
za tvorbu enterotoxinu A (1/44), D (3/44), H (4/44),
J (1/44) a enterotoxini G a I (5/44). Z faktord virulence
byla u 64 % testovanych izolatd S. aureus (28/44) prokéaza-
na pfitomnost genu st zodpovédného za produkci TSST-1.
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Tab. 2 Charakteristika kmen( Staphylococcus aureus dle mista izolace

Misto izolace

Geny tvorici

tst

pvl  eta, eth

Surovina

enterotoxiny

Prostredi 13

sec
sec
sea, sed, seg, sei
seh
seh, seg, sei

Persondl oplach ruky

sec
sec, seg, sei
seh

vytér z krku

[N SR CR R JCRRE

sed, seg, sei, Sef
sed, sej
seg, sei

n - pocet kmend, - negativni, + pozitivni

mecA - gen zodpovédny za rezistenci k meticilinu, sea aZ sej - geny kodujici prislusné enterotoxiny,
tst - gen kodujici toxin syndromu toxického $oku, pv/ - gen kdduijici Pantontiv-Valentindv leukocidin,

eta a etb - geny kodujici exfoliatiny typu ETA a ETB

Spole¢ny vyskyt genu #st a genu pro enterotoxin C byl
zjistén u 48 % izolati (21/44). Ojedinéle byl gen tst
detekovan také u izolatti bez produkce enterotoxint (5/44),

¢i u izolatu nesouctho geny pro
enterotoxiny A, D, G, I a izolatu
s geny pro enterotoxiny H, G, L
Gen pvl koédujici Pantondv-
Valentindv leukocidin byl prokdzan
pouze u kmene MRSA izolovaného
z moftské soli. Geny eta a etb souvi-
sejici s produkci exfoliatinGi nebyly
zjiStény u zadného z testovanych
izolatu S. aureus (Tabulka 2).
Vysledky detekce gent pro
enterotoxiny a faktory virulence
ukazuji, Ze dochdzi k S§ifeni né-
kterych kment S. aureus mezi
zpracovavanou surovinou, prostie-
dim a rukama pracovnikd. Jednalo
se o kmeny produkujici enterotoxin
C a TSST-1. Kmeny S. aureus
nesouci gen pro enterotoxin H byly
zjiStény soucasné ve vyrobnim
prostiedi i na rukou pracovniki, ale
nikoli ve zpracovavanych surovi-
nach. Kmeny S. aureus bez pro-
dukce enterotoxinti nesouci gen pro
TSST-1 byly zjiSt€ny pouze ve zpra-
covavanych surovinich a v pros-
tfedi. Naopak kmeny S. aureus
izolované z vytéri z krku personélu
byly dle detekovanych genii pro

enterotoxiny a faktory virulence
odlisné od kmenu izolovanych
z rukou personalu, ze surovin
i prostiedi (Tabulka 2).

Siteni S. aureus mezi zpracova-
vanou surovinou, vyrobnim pros-
tfedim a persondlem potvrdily
rovnéZz vysledky makrorestrikéni
analyzy (Obrazek 1). Pulzotyp
oznaceny Sa-Smal-58 byl prokazin
u deviti kment S. aureus izolo-
vanych z riznych mist a v riznych
odbérovych terminech. Sest kmenti
tohoto pulzotypu neslo gen sec a tst
a bylo izolovano ze stéru Sneku na
michani syrovatky (tfi kmeny izolo-
vané v dubnu, ¢ervnu a srpnu), stéru
ovladacich ventili k zafizeni na
napousténi syrovatky (1), napoustéci
trubky na syrovatku (1) a oplachu
ruky persondlu (1). U tfi kmeni
tohoto pulzotypu byl prokazan
pouze gen tst. Tyto kmeny byly pri-
tomny ve stéru ze Sneku na michani
syrovatky (jeden kmen izolovany

v Cervenci), v syrovatce po vyrobé (1) a odpadovém
solném roztoku (1). Pulzotypy Sa-Smal-56A, Sa-Smal-63
a Sa-Smal-71 byly detekovany jak v suroviné, tak ve stérech

Sa-Smal-26
Sa-Smal-34 Sz-Smal-65
Sa-Smal-67 Sa-Smal-68 Sa-Smal-70
PERSONAL

Sa-Smal-55

Sa-Smal-57

Sa-Smal-61

Sa-Smal-64

Sa-Smal-73

Sa-Smal-57A
Sa-Smal-64A

SUROVINA

Sa-Smal-58

Sa-Smal-56A
Sa-Smal-63

Sa-Smal-71

Sa-Smal-10

Sa-Smal-59

PROSTRED|  “*°ma™®

Sa-Smal-62

Sa-Smal-66

Sz-Smal-69
Sa-Smal-72
Sa-Smal-74

z riznych zdroju

Obr. 1 Zastoupeni detekovanych pulzotypu u kment Staphylococcus aureus
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z vyrobniho zafizeni. Zatimco vSechny kmeny pulzotyptl
Sa-Smal-56A a Sa-Smal-63 nesly gen sec a tst, u kment
pulzotpyu Sa-Smal-71 byly podobné jako v predchozim
pfipadé detekovany kmeny s genem sec a tst (1) i kmeny
bez téchto gent (3). U kment pulzotypt Sa-Smal-57A
a Sa-Smal-64A byl prokdzan vyskyt soucasné ve zpraco-
vavanych surovinidch a u persondlu (oplachy z rukou).
Jednalo se op€t o kmeny s geny pro produkci enterotoxinu
C a TSST-1. Pouze jeden kmen patfici k pulzotypu
Sa-Smal-57A nenesl gen sec ani tst. Kmeny ostatnich pul-
zotypt byly detekovany vyluéné ve zpracovavané suroving,
prostiedi nebo u persondlu (Obrazek 1).

Diskuze

S. aureus je jednim z nejvyznamnéjsich pivodct konta-
gi6znich mastitid u mlééného skotu. Na rozdil od této prace,
Kiimmel a kol. (2016) ve své studii prokazal, Ze nékteré sub-
typy S. aureus se nachézeji jak v primarni produkci mléka,
tak také v prostredi zpracovatelskych podnikil. Syrové mléko
miZe byt zdrojem patogennich bakterii, pasteracni teplota je
vSak bezpecné eliminuje a dileZitou roli pak hraje zejména
postpasteracni kontaminace pfi vyrobé syrt. Extra tvrdé syry
s nizkym obsahem vody (< 36 %) vSak predstavuji ve
srovnani s mékkymi syry zanedbatelné riziko z pohledu kon-
taminace patogennimi bakteriemi (Choi a kol., 2016). Tuto
skutecnost potvrdily také vysledky nasi prace. V zZadném
z testovanych findlnich vyrobkt (extra tvrdy syr) nebyly
bakterie S. aureus prokazany.

Uvadi se, Ze pfiblizné 20 % dospélych osob je
dlouhodobé osidleno bakteriemi S. aureus a okolo 60 %
osob je témito bakteriemi kolonizovano v pribéhu svého
Zivota intermitentné (Van Belkum a kol., 2009). Ruce pra-
covnikll jsou castou pfi¢inou kontaminace potravin bak-
teriemi S. aureus (Schelin a kol., 2011). Vysledky nasi
studie potvrdily, Ze se ruce persondlu podileji na Sifeni
S. aureus v prostredi vyroby syrt. Vysledky typizace rovnéz
odhalily, Ze se identické subtypy S. aureus vyskytuji jak na
zatizeni nepfichdzejiciho do kontaktu se surovinou (pod-
lahy, ovladaci prvky zafizeni, kandly), tak na zafizeni
v pfimém kontaktu se surovinou (kotle na pfipravu syfeniny,
Snek na michani syrovatky, solné 1azné, zafizeni na krijeni
syrt apod.). Vzhledem k tomu, Ze v Zddném vzorku tepelné
osetfeného mléka nebyly bakterie S. aureus prokazany, ke
kontaminaci syrovatky a syfeniny dochazelo z vyrobniho
zafizeni a rukou persondlu v pribéhu vyroby syri.

VétSina ziskanych kment S. aureus (70 %) se vyznaco-
vala produkci stafylokokovych enterotoxinfi. Dominantni
byl vyskyt kmenti s geny pro produkci enterotoxinu C
a soucasné TSST-1 (48 %). Na zakladé makrorestrik¢ni
analyzy se ukazalo, Ze tyto kmeny patfi k deseti riiznym
pulzotypiim, z nichZ prevladal pulzotyp Sa-Smal-58
detekovany u kmenti pochazejicich ze zpracovavanych
surovin, zafizeni i od persondlu (Obrazek 1). Identicky pul-
zotyp vSak byl detekovan i u kmentl, které nenesly gen pro
enterotoxin C. Podobné rozdily v genech pro enterotoxin C
a TSST-1 byly zjistény i u kmend pulzotypu Sa-Smal-71

a Sa-Smal-57A. Vétsina gend pro stafylokokové entero-
toxiny je umisténa na mobilnich elementech jako jsou plas-
midy, bakteriofdgy nebo ostrivky patogenity (Pinchuk
a kol., 2010). Gen sec je lokalizovan na vysoce mobilnich
ostrivcich patogenity prenasenych za pomoci fagu
(Schelin a kol., 2011). Rovnéz gen pro TSST-1 je umistén
na ostrivku patogenity SaPIl (staphylococcal pathogenity
island 1), ktery se vyznacuje mobilitou (Lindsay a kol.,
1998). Horizontalni pienos téchto geni mezi kmeny proto
neni vyloucen a vzhledem k velikosti téchto elementd,
nemusi byt rozdil patrny v pulznim profilu kmene.
Zajimavym zjiSténim byl rovnéZ nadlez kmene MRSA,
ktery byl izolovan z motské soli pouzivané pro pripravu
solnych lazni. Kromé rezistence k nékolika skupindm
antibiotik tento kmen nesl také gen pro produkci PVL
a TSST-1. Na zakladé piisluSnosti kmene k sekvena¢nimu
typu a spa typu usuzujeme, Ze kmen byl humanniho ptivo-
du. Tomu nasvédcuje i produkce PVL, kterd byva po-
pisovana u komunitnich kmenti MRSA (Deurenberg
a Stobberingh, 2008). Tento raritni nalez ukazuje na moZna
rizika pouzivani motské soli v potravinarské vyrobe.

Zavér

Aplikace typizacnich metod muze odhalit nedostatky pri
dodrzovani technologickych postupti, ¢i irovné hygieny pii
vyrobé a pomoci urcit kritické kontrolni body v procesu
vyroby. Vysledky typizace jednoznacné prokazaly Siteni
toxigennich kmenu S. aureus mezi zpracovavanou surovi-
nou (syrovatkou, syfeninou), vyrobnim prostiedim a per-
sondlem. K zamezeni §ifeni kmenil S. aureus je nezbytné
zavést efektivni hygienicka opatfeni béhem vyroby syri
tak, aby byla zajiSténa bezpec¢nost finalnich vyrobki.
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SVETOVY MLEKARENSKY
SUMMIT IDF 2018 UPOZORNIL
NA NEZASTUPITELNOST MLEKA
A NUTNOST MEZINARODNiI
SPOLUPRACE

Jifi Kopacek”, Iveta Boskova?
" Ceskomoravsky svaz miékarensky z.s.
2 Ustav zemédeélské ekonomiky a informaci

IDF World Dairy Summit 2017 calls attention
to irreplaceability of milk and necessity
of international cooperation

Koncem fijna 2017 se v se-
veroirském Belfastu pod ustfednim
heslem "Making a difference with
with 82 dairy” ("Délat rozdil s mlécnymi

vyrobky") uskutecnil letoSni Svétovy
mlékarensky summit IDF, na ktery prijelo
960 delegatt z 55 zemi svéta. Tato nejvyznam-
néjsi mlékarenska udélost letoSniho roku pokracovala
v proaktivni komunikaéni strategii zapocaté na lonském
summitu v Rotterdamu.

Summit spolecné zahdjili dne 29.10 soucasnd prezident-
ka IDF pani dr. Judith Bryans a pfedseda organizacniho
vyboru p. Mike Johnston. Prezidentka ve svém uvodnim
vystoupeni akcentovala zejména vedouci roli celosve-
tového mlékarenstvi pfi zajiStovani kazdodenni vyZivy
a obzivy lidi na celé nasi planeté, ale také jeho zodpovéd-
nost za zivotni prostredi a jeho budouci udrzitelny rozvoj.
V tomto sméru hraje sektor mléka kli¢ovou roli pfi plnéni
cili OSN zamérfenych na udrzitelny rozvoj. Mezinarodni
mlékarska federace chce byt tudiz hnaci silou téchto
vyznamnych aktivit. Prezidentka doslova fekla: "Vérime
v mlécné vyrobky. Opirdme se pritom o silny pribéh, pokud
komunikujeme vyZivu a také environmentdlni zdleZitosti.
Samoziejmé, Ze Zddny sektor neni dokonaly, a proto také
v mlékdrenstvi je stdle co zlepSovat. DuleZité ale je, Ze
mdme jasné vize, mdme mnoho cilii, a spolecné musime
usilovat o jejich naplnéni."

Forum svétovych politicko-zemédélskych lidru

Novym pocinem IDF v ramci svétovych summiti bylo
usporadani historicky prvniho setkani politickych lidra
z oblasti svétového zeméde€lstvi. Do panelové diskuze pfi-
jali pozvani vyznamné osobnosti: na uvod to byl nejprve
britsky ministr zemédélstvi Michael Gove, po ném vystou-
pili komisat EU zodpovédny za zemédélstvi a rozvoj
venkova Phil Hogan a nasledovali zastupce generdlniho
feditele Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) pri
OSN Dr. Ren Wang a Thomas Lee Bauer ze Svétové banky.
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