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ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo charakterizovat’ mikrobiologicku kvalitu bravcového, hovidzieho a kuracieho
méisa. Zistit' vztahy medzi fyzikalnou charakteristikou bravéového maisa a stupiiom ako aj charakterom
kontaminécie tohto mésa 24 hod post mortem apo 7 dinoch zrenia, stanovit' Urovenn kontaminacie
jatocnych tiel oSipanych, hovéddzieho dobytka a kurCiat vybranymi skupinami mikroorganizmov
s dorazom na enterokoky, izolovat' a identifikovat komerénymi testami nahodne vybrané kmene
enterokokov, porovnat’ ucinnost’ selektivity troch rozli¢nych kultivaénych médii urcenych pre stanovenie
enterokokov, potvrdit’ vybrané identifikované druhy enterokokov PCR metddou, otestovat’ rezistenciu
enterokokov na antibiotika a zistit' moznost’ ich prezivania v midsovych vyrobkoch ako aj prostredi
zaludka a dvanastnika.

Z vysledkov prace vyplynulo, Ze mikrobiologicka a fyzikalna charakteristika mésa skladovaného
v chlade je podmienené kvalitativnymi odchylkami misa (PSE, DFD), predporazkovymi vplyvmi (dizka
prepravy, podmienky ustajnenia, sprchovanie zvierat), hygienickymi podmienkami a spdsobom chladenia
misa. Mikrobiologickd kvalita surového médsa je podmienena aj pociatoénym mnozstvom
psychrotrofnych mikroorganizmov aich podielom na celkovej mikroflore. Pri hodnoteni jatoénych
osipanych mozno konstatovat’, ze 31 % vzoriek nevyhovovalo prijatelnym limitom uvedenym v Zbierke
zékonov ¢. 281/2003. Pri¢inu mozno vidiet’ v nedostato¢nych hygienickych podmienkach na bitiinkoch,
ktoré Statisticky vyznamne (P<0,0/) podmienili celkovy pocet mikroorganizmov. Najhorsiu
mikrobiologicku kvalitu mali vzorky bravcového mésa charakteru DFD.

Hodnotami celkovych poc¢tov mikroorganizmov nevyhovovalo prijatelnym limitom uvedenym
v Zbierke zakonov ¢. 281/2003 osem percent analyzovanych vzoriek hoviddzieho mésa.

Z vysledkov celkového poctu mikroorganizmov na kuracom mése vyplyva, ze oblast’ brusnej
dutiny je vporovnani sodbernymi miestami uvzorieck bravfového ahovidziecho mésa najviac
kontaminovana mikroorganizmami.

Podty enterokokov v bravéovom mise sa pohybovali vrozmedzi 0,60 — 6,47 log KTJ.cm?,
v hoviddzom mise 0 — 2,14 log KTJ.cm™ a v kuracom mise 1,45 — 4,00 log KTJ.cm™. Enterococcus
Jfaecium ziskany zbravéového (72 %) akuracicho mésa (38 %) sa stal prevazujucim druhom,
nasledovany E. faecalis 10 % (bravcové) a 23 % (kuracie). Druhova identifikacia vybranych enterokokov
(n = 12) PCR metédou potvrdila, Ze pouzitie samotnych biochemickych metdd pre identifikaciu
enterokokov nepostacuje.

Zo 75 izolatov enterokokov 15 % bolo rezistentnych na vankomycin a 15 % na erythromycin,
27 % na ampicilin, 25 % na gentamicin a 56 % na tetracyklin. V prevaznej vécSine sa zistili stredne
rezistentné izolaty z bravéového a kuracieho mésa na ampicilin (70 resp. 40 %), gentamicin (66 resp. 40
%), tetracyklin (len bravcové 54 %) a erythromycin (len bravéové 64 %). Najcastejsi vyskyt
multirezistencie na antibiotika sa zaznamenal u druhov E. faecium a E. faecalis. Potvrdenie rezistencie na
vankomycin PCR metédou sa u vybranych druhov enterokokov v porovnani s diskovou difiznou
metodou zhodovalo v 75 %. Nasa stadia dokéazala, ze surové méso moze byt rezervoarom enterokokov

rezistentnych na antibiotika.



Minimalny tepelny zahrev 70 °C pocas 10 min, ako uvadza Potravinovy kodex SR pre oSetrenie
tepelne opracovanych misovych vyrobkov, postacoval na usmrtenie vankomycin rezistentného kmena
E. gallinarum v tepelne opracovanom misovom vyrobku — dusend $unka. Dalej sa zistilo, Ze uz teplota
68 °C postacuje na usmrtenie tohto kmena. E. gallinarum naockovany v bujone neprezil hodnoty pH 1,5
az 2,5 av pripade fyziologického roztoku ani hodnotu pH 3,0. So zvySujucou sa hodnotou pH pocet
prezivajucich mikroorganizmov vzrastal, ale s narastajucou hodnotou doby pdsobenia tohto prostredia ich
pocet postupne klesal. Vysoka hodnota pH v prostredi zl¢e poskytuje vyhodu prezitia druhom rodu

Enterococcus. Zvysujuca sa koncentracia zl¢e postupne znizuje pocet enterokokov.

ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the pork, beef and chicken microbial quality; to found
out a relationship between the pork physical characteristic and degree of meat contamination 24 hod post
mortem and after 7 days of ripening, to estimate the microbial contamination level of pork, beef
a chicken by chosen microorganisms with emphasis to enterococci, to isolate and identify randomly
chosen strains of enterococci by commercial tests, to compare the selectivity of three different medias for
enterococci enumeration and isolation, PCR confirmation of identified enterococci by commercial tests,
to test the antibiotic resistance of enterococci and found the possibility of their surviving in the meat
products, stomach and duodeum conditions.

The results shows that microbiological and physical quality of meat stored in coldness is
conditioned by meat quality aberrances (PSE, DFD), pre- slaughter factors (transport distance, stabling
conditions, shower), sanitary and chilling conditions of abattoirs. The microbiological quality of raw meat
is also conditioned by initial count of psychrotrophic bacteria and by its portion on the total microflora.
Evaluating the pork, it is possible to claim that up to 31 % of samples didn’t conform with Slovak
government statute no. 281/2003. The reason is seen in the inferior hygienic conditions at slaughterhouses
which statistically significantly (P<0,07) conditioned the total bacterial count. The samples of DFD
character of meat had the worst microbial quality.

Up to 8 % of analysed samples of beef didn’t conform with Slovak government statute no.
281/2003.

The results of chicken total bacterial count shows that sampeling area of abdomen is the most
contaminated by bacteria in comparison with sampeling area of pork and beef.

The counts of enterococci was in the range of 0.60 — 6.47 log cfu.cm™ in pork, 0 — 2.14 log cfu.
cm™ in beef and 1.45 — 4.00 log cfu.cm™ in poultry. Enterococcus faecium was the predominat species
recovered from pork (72 %) and poultry (39 %), followed by E. faecalis 10 % (pork) and 23 % (poultry).
The identification of chosen enterococci isolates (n = 12) by PCR assay confirm, that using only the
biochemical methods for enterococci identification is not sufficient.

Of 75 isolates of enterococci 15 % were resistant to vancomycin and 15 % were resistant to
erythromycin, 27 % to ampicillin, 25 % to gentamicin and 56 % to tetracycline. We found a higher
prevalence of intermediate resistant isolates of both pork and poultry to ampicillin (70 resp. 40 %),

gentamicin (66 resp. 40 %), tetracycline (only pork 54 %) and erythromycin (only pork 64 %). The



highest incidence of antibiotic multiresistance were found in E. faecium a E. faecalis. The confirmation of
75 % chosen isolates of enterococci to vancomycin resistance by PCR assay was in accordance with disk
diffusion method. Our study suggests that raw meat plays a potential role as reservoirs of resistance
enterococci to antibiotics.

The minimal heat treatment of 70 °C 10 min for the heat treat meat products, which is reported
by Codex alimentarium SR, is sufficient for the antibiotic resistant E. gallinarum strain demage in the
heat treat meat product — boiled ham. We found that temperature 68 °C is also sufficient for antibiotic
resistant E. gallinarum strain demage. This strain in the nutrient broth didn’t survive conditions of
stomach with pH value in range of 1.5 to 2.5 and in the case of the saline they didn't survive conditions of
stomach with pH value of 1.5 to 3.0. The surviving of enterococci were increased if the pH value
increase, however the count of enterococci were decreased after long time period of this condition effect.
The high pH value in the conditions of bile provides the advantage to Enterococcus spp. The increased

concetration of bile cause a consistent decline of entrococci count.

POUZITE SKRATKY, SYMBOLY A ZNACKY

= CPM - celkovy pocet aerébnych mezofilnych mikroorganizmov
=  DFD - dark, firm, dry (tmavé, tvrdé, suché)

= E.—rod Enterococcus

=  ENT - enterokoky

= GTKA — agar s glukdzou a kvasniénym extraktom

= KTJ —koloniu tvoriace jednotky

= L. —rod Lactobacillus

= PCR - polymerazova retazova reakcia

= PSE - pale, soft, exudate (svetlé, makké, vodnaté)

=  VRE - vankomycin-rezistentné enterokoky
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UVOD

Medzi potravinami popredné miesto zaujima méso amidsové vyrobky, ktoré patria
k najdolezitejSim zlozkam l'udskej vyzivy. Tvoria v nej nenahraditelny podiel tak pre svoje nutricné
hodnoty, ako aj pre uzitkové vlastnosti. Na finalnu akost’ mésa a misovych vyrobkov z hl'adiska nutri¢nej
hodnoty, ale aj bohatosti a plnosti chuti, voni a trvanlivosti posobi rad vonkajsich a vnutornych vplyvov
eSte pocas Zivota zvierat'a ako aj pri jeho technologickom spracovani a skladovani. Na tieto vplyvy tizko
nadvdzuji prisne hygienické a vyrobné predpisy, ktoré by sa mali dodrziavat na kazdom stupni od
zaciatku az po finalizaciu, distribuciu a predaj pre zachovanie pozadovanej akosti vyrobku. Rozhodujicu
ulohu vtomto smere zohrava mikrobiologicka kvalita ziskavaného misa a zmeny mikroflory pocas
spracovania misa na finalne vyrobky.

Koza zvierat obsahuje 10° — 10® mikroorganizmov na cm”, vo vykaloch zvierat sa poty baktérii
nachadzajti v koncentracii minimalne 10’. g'. Zdravy organizmus zvierata vak tieto mikroorganizmy
zdolava svojimi obrannymi prostriedkami a mechanizmami. Ak su vSak zvierata unavené alebo vycerpané
dlhodobou prepravou, pripadne dlhym cakanim na bitinkoch, mikroorganizmy spontdnne migruji
z traviace] ststavy do svaloviny, ktora sa nimi intravitadlne kontaminuje. Kontaminacia mikroflérou zo
zazivacieho traktu napr. u osSipanych je velmi pravdepodobna v oblasti stehna, najmi z oblasti
konecnika. Jednou z kontaminujticich skupin mikroorganizmov mésa mozu byt aj enterokoky.

Enterokoky st ubikvitarne baktérie, ktoré sa frekventovane vyskytuju v znacnom pocte
v mliekarenskych vyrobkoch, ale aj v inych fermentovanych potravinach vratane masovych vyrobkov. St
schopné prezivat’ vo vel'mi nepriaznivych podmienkach. Véaésina druhov rodu Enterococcus je schopna
rastu pri koncentracii 6,5 % NaCl, pri hodnotach pH 9,6 a schopna prezit’ teplotu 60 °C po dobu 30 minut
Najcastejsie identifikovanymi druhmi enterokokov zméisa st E. faecium aE. faecalis. Enterokoky
pouzivané v potravindrstve, alebo ako probiotika, su zvyCajne kmene druhu E. faecium. VacSina
enterokokov produkujucich bakteriociny, odporucené ako Startovacie kultury, patri tiez do tohto druhu.
Patogénny potencial E. faecalis je vacsi ako udruhu E. faecium, lebo viac ako 80 % enterokokov

spojenych s humannymi infekciami patri do druhu E. faecalis. Aj ked’ sicasné dokazy nenaznacuju, ze



enterokoky patria k pdvodcom alimentarnych infekcii, potravinovy retazec je nepochybne délezitym
zdrojom enterokokov pre l'udi.

Extrémne vysoka uroven antibiotickej rezistencie zistena u enterokokov aich rozsirenie
v surovinach Zivoéisneho pdévodu su dva klacové faktory prispievajice k sledovaniu rezistentnych
enterokokov v nefermentovanych, ale aj vo fermentovanych potravinarskych vyrobkoch. Enterokoky
rezistentné na antibiotikd sa zistili v mése, mlieku a v potravinach, ktoré sa vyrobili z nich na priamy
konzum ako aj v probiotikdch obsahujicich kmene enterokokov. V pracach zaoberajicich sa
antibiotickou rezistenciou enterokokov sa z jato¢nych tiel hydiny, oSipanych a hovéddzieho dobytka ale aj
z Cerstvého vysekového midsa v malo a velkoobchodnych predajniach pravidelne izolovali kmene
E. faecium a E. faecalis.

V literarnom prehlade doktorandskej prace sa pojednava o vyskyte enterokokov v mése
a mdsovych vyrobkoch, o ich probiotickych vlastnostiach a tvorbe bakteriocinov a biogénnych aminov,
ako aj moznych problémoch v suvislosti s patogénnym charakterom niektorych druhov rodu
Enterococcus. Experimentalna Cast’ prace je zamerana najmd na zistenie pritomnosti enterokokov
v roznych druhoch mésa, ich druhovu identifikdciu, zistenie antibiotickej rezistencie a schopnosti
prezivat’ vo vyrobkoch ako aj v podmienkach zazivacieho traktu l'udi.

Doktorandska praca ma prispiet’ k rozsireniu poznatkov o enterokokoch, najma ich identifikacii

a zhodnoteniu enterokokov ako moznych vektorov prenosu antibiotickej rezistencie.
Doktorandska praca sa riesila v ramcei projektov VEGA 172/2004 a VEGA 201/2006.

1 CIEL PRACE

Ciel'om doktorandskej prace je charakterizovat’ mikrobiologicka kvalitu mésa réznych druhov zvierat
so zameranim na mnozstvo a druhové zastipenie ubiquitnej skupiny mikroorganizmov — enterokokov
a stanovenie vztahu medzi fyzikdlnou charakteristikou méisa ajeho mikrobidlnou kontaminaciou.
U izolatov enterokokov zistit' ich citlivost’ na antibiotikd a otestovat’ ich prezivanie v simulovanych
podmienkach zazivacicho traktu a tepelne opracovanom misovom vyrobku. V suvislosti s dosiahnutim

vytyceného ciel’a je potrebné:

1. Zistit vztahy medzi fyzikalnou charakteristikou bravcového mésa a stupiiom ako aj charakterom
kontaminacie tohto mésa 24 hod post mortem a po 7 dioch zrenia pri teplote 2 + 1°C a relativnej
vlhkosti 85 — 95 %.

2. Stanovit’ Groven kontaminacie jatoénych tiel oSipanych, hovddziecho dobytka a kuréiat
vybranymi skupinami mikroorganizmov s dérazom na enterokoky.

3. Izolovat a identifikovat komerénymi testami ndhodne vybrané kmene enterokokov.

4. Porovnat’ Gcinnost’ selektivity troch rozlicnych kultivaénych médii uréenych pre stanovenie
enterokokov vzhladom k zisteniu ich celkového poctu a naslednej fenotypovej identifikacii na
urovni rodu a druhu.

5. Potvrdit’ vybrané identifikované druhy enterokokov PCR metddou.

6. Testovat citlivost’ kmenov enterokokov na vybrané typy antibiotik.

7. Potvrdit’ antibioticku rezistenciu enterokokov PCR metodou.



8.V modelovych pokusoch otestovat’ prezivanie enterokoku rezistentného na antibiotika v tepelne
opracovanych mésovych vyrobkoch.

9. V modelovych pokusoch zistit schopnost vybraného rezistentného enterokoka prezivat
v prostredi simulovanych podmienok zalidka a dvanastnika.

10. Statisticky spracovat’ a vyhodnotit’ vysledky.

2 MATERIAL A METODY

" Vzorky bravéového mésa (n = 75) sa odobrali zo zvierat pochadzajucich od viacerych
chovatelov, ktoré sa opracovali na bitinkoch €. 1; ¢. 2 a¢&. 3 vrokoch 2004 — 2007. Bitinky sa
odlidovali rozdielnymi predporazkovymi vplyvmi (dizka prepravy, ustajnenie, sprchovanie vlaznou
vodou), odstetinovacou a vykolovacou technikou a v neposlednom rade hygienickymi podmienkami
a sposobom chladenia mésa. Odber a analyza vzoriek sa vykonali 2 — krat mesacne. Pri rozrabke
jatocnych tiel 24 hod post mortem sa odobrali vzorky PSE, DFD a médsa s normalnym priebehom
zrenia, ako kontrolnej skupiny, zo stehna (musculus semimembranosus) o hmotnosti priblizne 1 kg na
stanovenie vybranych ukazovatelov akostnej charakteristiky mésa. Proces zrenia sa imitoval
uskladnenim vzoriek bez akejkol'vek upravy a balenia v chladiarenskych podmienkach pri teplote 2 +
1 °C a relativnej vlhkosti 85 — 95 % po dobu 7 dni.

" Vzorky hovéddzieho mésa (n = 25) sa odoberali z jedného bitinku v obdobi rokov 2004 — 2005.
Na postdenie mikrobiologickej kvality hovéddzieho mésa sa pouZil sval musculus longissimus dorsi
z oblasti medzi 10. — 13. rebrom 24 hod post mortem. Proces zrenia mésa sa imitoval podobne, ako
u vzoriek bravéového mésa, pri teplote 2 + 1 °C a relativnej vlhkosti 85 — 95 % taktieZ po dobu
7 dni.

] Vzorky kurciat (n = 15) pochadzali zjedného chovu, v ktorom sa v ramci iného pokusného
zameru (vplyv rastlinnych silic na fyzikalno-chemické a senzorické vlastnosti kuracieho mésa)
rozdelili na pokusnu a kontrolnti skupinu. Pokusnym skupindm vykrmovych kuréiat COBB 500 sa
do kfmnej zmesi (HYD-01 az HYD-03) pridaval premix silic (Skoricova, pamajoranova, tymianova)
v zastipeni 0,05 %. V kontrolnej skupine sa do kimnej zmesi pridavalo antibiotikum avilamicin. Na
mikrobiologicky rozbor sa odobrali zo vzoriek kurciat stery z oblasti brusnej dutiny 1 hod post

mortem. Vzorky sa po procese zrenia uz neanalyzovali.

Vo vzorkach misa sa stanovili vybrané fyzikalne a mikrobiologické ukazovatele.
2.1 Stanovenie fyzikalnych ukazovatel’ov kvality bravéového mésa

=  Meranie pH sa uskuto¢nilo po 45 min, 24 hod post mortem apo 7 dioch zrenia
bravéového mésa pomocou Standardného vpichového pH metra znacky Gryf 209
(Garrido et al., 1995)

= Meranie elektrickej vodivosti sa uskuto¢nilo po 45 min a24 hod post mortem
z hladiska d’alSieho posudenia akostnych odchylok bravéového mésa. Meranie je
zalozené na aplikécii vpichovej elektrody do méisa (Garrido et al., 1995). Pouzival sa

pristroj typu Biotech.



Meranie urovne osvalenia jato¢nych tiel oSipanych (% chudej svaloviny) sa stanovilo
dvojbodovou metédou na zaklade hrubky svaloviny meranej v bedernej oblasti, a to ako
najkratSia spojnica od hornej (dorzalnej) hrany miechového kanalika k prednému
(kranidlnemu) okraju stredného zadnicového svalu (musculus gluteus medius). Hrabka
slaniny vratane koze sa merala v bedernej krajine v mieste najniz$ej vrstvy nad stredom
stredného zadnicového svalu (musculus gluteus medius) (Zbierka zakonov ¢. 239/2002).
Vzorka pre stanovenie farby miésa (10 g) sa  odobrala zo svalu musculus
semimembranosus 24 hod post mortem apo 7 dinoch zrenia mésa, vlozila sa do
skuSobného taniera, ktory je suCastou pristroja a farba mésa (%) sa stanovila ako
remisia zmerana pri vinovej dizke 520 nm spektralnym fotokolorimetrom SPEKOL 11
(Hunt a Mancini, 2002).

Hodnota striznej sily sa stanovila metédou Warner-Bratzlera a vyjadrila v kg.cm™.
Vzorka bravcového mésa (musculus semimembranosus) sa narezala na 1 x 3 cm hrubé
hranoly priblizne 10 cm dlhé a po vlozeni do pristroja Chatillon (pristroj viedol rez nie
medzi, ale cez svalové vlakna) sa hodnota striznej sily vyjadrila ako priemer troch po
sebe nasledujucich merani (Goodson et al., 2002).

Straty odkvapom (%) sa stanovili po 24 hod a po 7 dioch zrenia. Vzorka misa (150 g)
sa v uzavretej vzorkovnici uskladnila v chladni¢ke pri teplote 2 + 1°C arelativnej
vlhkosti 85 — 95 %. Po stanovenej dobe sa zistili hmotnostné straty vzorky misa
a prepocitali sa na percentualny podiel (Honikel, 1998).

Straty hmotnosti tepelnym opracovanim sa stanovili po dosiahnuti teploty 70 °C v jadre
vzorky (150 g) po 10 minutach varu. Z rozdielu hmotnosti vzorky pred a po tepelnom
opracovani sa zistili hmotnostné straty a prepocitali sa na percentudlny podiel (Prusa

a Hughes, 1986).

2.2 Stanovenie mikrobiologickych ukazovatel’ov

Na vzorkach bravcového (musculus semimembranosus) ahovédzieho (musculus longisimus

dorsi) midsa sa vykonal povrchovy ster 24 hod post mortem a po 7 diloch zrenia. Na vzorkach hydiny sa

ster z oblasti brusnej dutiny vykonal 1 hod post mortem. Stery sa vykonali na ploche 25 cm? zotretim

povrchu svaloviny sterilnym tampénom, ktory sa nasledne vytrepaval 10 minut v 10 cm

3 sterilného

fyziologického roztoku s peptonom. Odobraté vzorky sa vySetrili na:

celkovy pocet aerébnych mezofilnych mikroorganizmov (CPM) na GTKA (HiMedia,
India) kultivaciou pri teplote 30 = 1 °C, 72 + 2 hod. (STN ISO 4833, 2004)

pocet enterokokov na zivnom médiu Slanetz — Bartley (Biokar Diagnostic, Franczko)
pri teplote 37 = 1 °C, 48 + 2 hod. (STN 560100, 1970)

pocet psychrotrofnych mikroorganizmov na GTKA (HiMedia, India) kultivaciou pri 6,5
+1°C, 10 dni (STN 560100, 1970).

Pri hodnoteni selektivity zivnych médii pre stanovenie enterokokov sa testovali nasledovné média:

Slanetz — Bartley médium (Biokar Diagnostic, Francuzko, HiMedia, India),
kultivécia enterokokov pri teplote 37 + 1 °C, 48 + 2 hod.



= Eskulin — zlcové médium (HiMedia, India), kultivicia enterokokov pri teplote
37+1°C, 24 +2 hod.
= Eskulin — zI¢ - azidové médium (Biokar Diagnostic, Franciizko) kultivacia

enterokokov pri teplote 37 £ 1 °C, 24 + 2 hod.

2.3 Izolacia enterokokov

Vyrastené, nahodne vybrané kolonie enterokokov na médiu Slanetz - Bartley (Biokar
Diagnostic, Franctizko) pochadzajuce z bravéového a kuraciecho mésa sa preoCkovali ¢iarovanim na
selektivne eskulin — Zl¢ové (HiMedia, India) a eskulin — zI¢ — azidové média (Biokar Diagnostic,

Francuzko) a na krvny agar. Vzorky sa inkubovali pri 37 = 1 °C, 24 + 2 hod.

2.4 Rodova identifikacia enterokokov

Prislusnost’ k rodu Enterococcus sa u suspektnych 24 hodinovych koloénii zistovala na zaklade:

=  makroskopicky hodnoteného tvaru, velkosti, farby a okraja kolonii na pouZzitom zivnom
médiu,

= mikroskopicky, pomocou nativneho preparatu sa urcil tvar, usporiadanie buniek,
pohyblivost’ a Cistota kultiry izolovanych baktérii a potvrdila sa prislusnost’ podla
Grama,

= negativnej kataldzovej skusky, ktord sa vykonala kvapnutim 3 % H,0, na vyrasteni
koléniu enterokokov. Pri pozitivnej reakcii sa intenzivne uvolnuji bublinky kyslika
(Betina et al., 1987),

= produkcie enzymu pyrrolidonylarylamidazy na PYRA-teste (Lachema, CR). Kolénie
baktérii sa preockovali na detekény pruzok obsahujuci B-naftylamid kyseliny
pyroglutamovej, ktory sa hydrolyzuje bakteridlnou pyrrolidonylarylamidazou.
Hydrolyza sa detekovala PYR c¢inidlom. Pozitivne sa hodnotilo cervené az fialové

sfarbenie prazka.
2.5 Druhova identifikacia enterokokov komerénym testom

Druhova identifikacia izolatov rodu Enterococcus sa vykonala pomocou komeréného EN —
COCCUS testu (Lachema, CR). Z &istej 24 hodinovej kultury sa pripravila vo fyziologickom roztoku (1,2
cm’) suspenzia mikroorganizmov zodpovedajica 2. stupiiu McFarlandovej zakalovej stupnice (roztok 0,2
cem’® 1 % BaCl, a 9,8 cem’ 1 % H,SO,). Bakterialnou suspenziou sa v mnozstve 0,1 cm’ inokulovali jamky
testu. Nasledne sa testy vlozili do termostatu a inkubovali pri teplote 37 + 1 °C, 24 + 2 hod. Na
hodnotenie farebnych reakcii sa pouzila farebna porovnéavacia stupnica supravy EN-COCCUS test.
Hodnotili sa biochemické reakcie argininu (ARG), sorbozy (SOE), arabin6zy (ARA), manitolu (MAN),
sorbitolu (SOR), melibidozy (MLB), rafinézy (RAF), melezitozy (MLZ).
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2.6 Potvrdenie druhovej identifikacie enterokokov PCR metodou

Potvrdenie druhovej identifikacie enterokokov, ako aj ich rezistencie na antibiotikd, PCR
metodou sa uskutoénilo v spolupraci s MVDr. Miriam Revalovou na Statnom veterinirnom
a potravinovom ustave v Dolnom Kubine. Potvrdenie sa uskutocnilo na 12 druhoch enterokokov
identifikovanych EN — COCCUS testom: 5 druhov E. faecalis, 4 druhy identifikované ako Enterococcus
spp., 2 druhy E. faecium a jeden druh E. casseliflavus.

2.7 Stanovenie rezistencie enterokokov na antibiotika

Pred testami na rezistenciu sa izolaty enterokokov ozivili na GTKA (HiMedia, India) 24 hod
kultivaciou pri teplote 37 + 1 °C. Inokulum sa pripravilo rozsuspendovanim vyrastenych kolonii z GTKA
vo fyziologickom roztoku (1,2 cm®) do vytvorenia zakalu zodpovedajucemu 0,5 stupiia McFarlandovej
zékalovej stupnice (roztok 0,05 cm’ 1 % BaCl, 9,95 ecm® 1 % H,SO,) podla nariadeni National
Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS, 1999), ¢o zodpovedalo pribliznej hustote buniek
10° — 10° KTJ.cm™. Testovanie rezistencie enterokokov na antibiotika sa vykonalo diskovou diftiznou
metédou naockovanim 1 ecm’ suspenzie enterokokov do Petriho misiek a naslednym zaliatim Mueller —
Hinton agarom (HiMedia, India). Po jeho stuhnuti sa na povrch platniciek sterilnou pinzetou rovnomerne
rozlozili antibiotické disky v rovnakej vzdialenosti od okraja. Citlivost na antibiotikd sa sledovala
pouzitim antibiotickych diskov s koncentraciou: Vankomycin (VAN) 30 pg/disk, Gentamicin (GEN) 10
pg/disk, Erythromycin (ERY) 15 pg/disk, Tetracyklin (TET) 30 pg/disk, Ampicilin (AMP) 10 pg/disk
(HiMedia, India). Kultivacia prebichala 14 — 19 hod pri 37 + 1°C. Na zéklade velkosti vytvorenej zony sa

izolaty klasifikovali ako citlivé, stredne rezistentné alebo rezistentné.
2.8 Potvrdenie rezistencie enterokokov PCR metodou

Potvrdenie rezistencie na antibiotikd PCR metddou sa vykonalo na druhoch enterokokov

identifikovanych PCR metédou.

2.9 Modelovy pokus — prezivanie vankomycin rezistentného enterokoka (VRE)
v tepelne opracovanych mésovych vyrobkoch

Pre pokusny zdmer sa vybral kmen E. gallinarum, u ktorého sa zistila rezistencia na vankomycin
a d’alSie antibiotika a sledovala sa jeho schopnost’ prezivat’ teplotu 68 °C a 70 °C pocas 10 min v tepelne

opracovanom vyrobku — dusena Sunka v konzerve.
2.10 Modelovy in vitro test — vplyv pH Zalidka na prezivanie VRE

V modelovom pokuse sme sa zamerali na sledovanie schopnosti VRE prezivat' v podmienkach
s roznou hodnotou pH, ¢im sa simulovali podmienky zalidka. Pokus sa uskutoc¢nil vo fyziologickom
roztoku resp. v zivnom bujone, kde sa nastavili hodnoty pH na 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0.
Hodnoty pH sa upravovali 3 % HCI alebo 3 % KOH. Do jednotlivych skiimaviek s obsahom
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fyziologického roztoku a Zivného bujonu s upravenou hodnotou pH sa sterilne pridal 1 cm® suspenzie
E. gallinarum (VRE), ktora sa pripravila rozsuspendovanim vyrastenych 24 hodinovych kolonii
enterokoka. Skumavky s enterokokom sa inkubovali pri 37 = 1 °C 1, 2 a3 hod. Nasledne sa stanovili
poéty prezivajucich enterokokov kultivanou metéodou na eskulin — ZI¢ — azidovom médiu (24 hod

kultivacia, 37 = 1 °C). Pokus sa opakoval 8 krat.

2.11 Modelovy in vitro test — vplyv pH dvanastnika (duodenum) v kombinacii so

ZI¢ou na prezivanie VRE

Pokus sa uskutocnil v zivnom bujone (Imuna, Sarigské Michal’any) s hodnotou pH 7,0; 7,5; 8,0;
8,5; 9,0 v kombinacii s 5 %, 10 %, 15 %, 20 % a 25 % koncentraciou ZI¢e. ZI¢ sa ziskala zo ZI¢nika
osipanych odobratim pomocou injekénej striekacky. Zivny bujén shodnotou pH 3,0 sa naolkoval
vankomycin rezistentnym E. gallinarum v mnozstve priblizne 10° — 10* KTJ.cm™ a ponechal v termostate
(37 + 1°C) priblizne 1 hod. Nasledne sa 1 cm® suspenzie naotkovalo do pripravenych skumaviek
s r6znou hodnotou pH a koncentracie ZI¢e a po 20 min inkubacie pri teplote 37 = 1 °C sa stanovili pocty
prezivajucich enterokokov kultivaénou metédou na eskulin — zI¢ — azidovom médiu (24 hod kultivacia,

37 + 1 °C). Pokus sa opakoval 4 krat.
2.12 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Ziskan¢ vysledky sa spracovali varia¢no-statistickymi metédami programom Office Excel 2003
a SAS. Vypocitali sa aritmetické priemery, geometrické priemery, Standardné odchylky, korelaéné
koeficienty podl'a Pearsona a analyzoval sa rozptyl (ANOVA). Ak sa dokéazala preukaznost’ F hodnoty na
hladine P<0,05; d’alej sa preukaznost’ zistila na zaklade Least Significant Differences (LSD) testu.
Vysledky mikrobiologickych analyz sa transformovali na logaritmus poétu koldniu tvoriacich jednotiek

(KTJ.cm™) a analyzovali sa rozptyl (ANOVA) a preukaznost LSD testom.

3 VYSLEDKY A ZAVERY

Celkovy pocet aerobnych mezofilnych mikroorganizmov (CPM) na povrchu bravéového misa
(bez delenia na PSE aDFD) sa pohyboval vrozmedzi od 2,38 do 5,86 log KTJl.cm?, podet
psychrotrofnych mikroorganizmov (PS) v rozmedzi od 1,60 do 5,26 log KTJ.cm™ a pocet enterokokov
(ENT) od 0,60 do 6,48 log KTJ.cm™. Percentulny podiel mésovych &asti sa u osipanych v jednotlivych
skupinach (normalne, PSE, DFD) pohyboval na rovnakej urovni (57,23 : 57,46 : 57,00). Na povrchu
bravcového misa s kvalitativnou odchylkou PSE sa celkovy pocet aerébnych mezofilnych
mikroorganizmov 24 hod post mortem pohyboval vrozmedzi od 2,68 do 5,15 log KTJ.cm™, podet
psychrotrofnych mikroorganizmov od 2,08 do 5,26 log KTI.cm™a pocet enterokokov od 0,60 do 5,48 log
KTJ.cm™ Na povrchu bravéového misa s kvalitativnou odchylkou DFD sa celkovy po&et aerdbnych
mezofilnych mikroorganizmov 24 hod post mortem pohyboval v rozmedzi od 2,60 do 5,34 log KTJ.cm?,
pocet psychrotrofnych mikroorganizmov od 1,60 do 5,26 log KTJ.cm™ a pocet enterokokov od 0,70 do

5,48 log KTJ.cm™. V kontrolnej skupine s normalnym priebehom zrenia sa na povrchu bravéového misa
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24 hod post mortem celkovy pocet aerobnych mezofilnych mikroorganizmov pohyboval v rozmedzi od
2,38 do 5,86 log KTJ.cm?, poget psychrotrofnych mikroorganizmov od 2,07 do 5,11 log KTJ.cm™
apocet enterokokov od 0,60 do 6,47 log KTJ.cm™. Psychrotrofné mikroorganizmy maji vyznamné
zastupenie na celkovej mikroflére bravéového misa 24 hod post mortem ako aj po 7 dhoch zrenia.
Najvyssi podiel psychrotrofnych mikroorganizmov 24 hod post mortem sa zistil na bravéovom maése
s normalnym priebehom zrenia. Najvyssi percentudlny podiel enterokokov 24 hod post mortem sa zistil
na vzorkach bravcového mésa DFD. Po 7 diioch zrenia podiel psychrotrofnych mikroorganizmov vrastol
na vSetkych troch typoch mias a predstavoval 99 — 104 %. Na brav€ovom maése s normalnym priebehom
zrenia sa zistil v porovnani s 24 hod post mortem opét’ najvyssi podiel psychrotrofnych mikroorganizmov.
Podiel enterokokov sa po 7 dnoch zrenia znizil, ale opédt v porovnani s 24 hod post mortem sa ich
najvyS$Sie zastipenie zistilo na bravéovom mise DFD. Vzajomny vztah medzi psychrotrofnymi a
celkovymi po¢tami mikroorganizmov je velmi velky az dokonaly (Cohen, 1988). NajvysSie zavislosti
medzi jednotlivymi skupinami mikroorganizmov sa zaznamenali v mése typu DFD. V ostatnych typoch,
vratane DFD, sa vysSie korelacné koeficienty v porovnani s 24 hod post mortem zaznamenali po 7 dnoch
zrenia.

Z porovnania bitinkov z hladiska vyskytu PSE a DFD mésa vyplyva, ze kratka vzdialenost’
prepravy a vhodné predporazkové ustajnenie oSipanych modze eliminovat’ vyskyt oSipanych s mdsom
DFD. V podmienkach bitinkov horsej hygienickej kvality sa pocty hlavne psychrotrofnej mikroflory na
bravéovom maése pocas zrenia zvySuju, ¢im sa nepriamo skracuje mozna doba zrenia bravéového maésa.

Na povrchu hovéddziecho mésa 24 hod post mortem pocet aerdbnych mezofilnych
mikroorganizmov  kolisal vrozmedzi od 1,77 do 4,11 log KTl.ecm? polet psychrotrofnych
mikroorganizmov kolisal v rozmedzi od 1,04 do 3,83 log KTJ.cm™ a pocet enterokokov kolisal
v rozmedzi od 0,30 do 2,14 log KTJ.cm™®. Po 7 diioch zrenia sa podet aerdébnych mezofilnych
mikroorganizmov na povrchu hovidzieho misa zvysil o 1,73 log KTJ.cm™ a dosiahol hodnotu 4,32 log
KTJ.cm™. Poget psychrotrofnych mikroorganizmov sa po 7 ditoch zrenia na hovidzom mise zvysil o0 2,23
log KTJ.cm™, o je priblizne dvojnasobok v porovnani s poétom psychrotrofnych mikroorganizmov 24
hod post mortem. Naopak, poéet enterokokov sa znizil 0 0,32 log KTJ.cm™ a dosiahol hodnotu 0,84 log
KTJ.cm™. Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat’, ze poéty enterokokov na hovidzom
mése su v porovnani so psychrotrofnymi mikroorganizmami niz$ie a ich pocet a podiel na celkovych
poctoch mikroorganizmov sa v procese zrenia mésa znizuju.

Z vysledkov stanovenia poctu aerdbnych mezofilnych mikroorganizmov a enterokokov na
kuracom médse vyplyva, Ze oblast’ brusnej dutiny je v porovnani sodbernymi miestami u vzoriek
bravcového a hoviadzieho misa najviac kontaminovana tymito mikroorganizmami.

Z celkove 331 odpichnutych izolatov zbrav€ového, hovédzieho akuracieho misa sa
identifikovalo komerénym EN — COCCUS testom (Lachema, CR) 75 druhov enterokokov. Identifikované
druhy pochadzali prevazne z bravcového a nasledne z kuracieho misa. Z hovéddzieho mésa sa nepodarilo
izolovat’ a nasledne identifikovat’ ani jedného zastupcu rodu Enterococcus. 1dentifikovali sa nasledujice
druhy: E. faecium (60,53 %), E. faecalis (14,47 %), E. casseliflavus, E. mundtti (po 5,26 %), E. durans

(1,31 %) a 13,16 % Enterococcus sp. Dominantnym druhom zistenym v bravéovom (72 %) a v kuracom
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mise (38 %) bol E. faecium, nasledovany E. faecalis (10 % bravcové a 23 % kuracie méso), E.
casseliflavus (15 % kuracie miso). Ostatné druhy enterokokov sa vyskytli sporadicky.

Najlepsi selektivny ucinok z testovanych médii sa zistil na eskulin — zlcovo — azidovom médiu.
Stredne velké az velké Sedo-biele kolonie tvorili silne ohraniCené tmavé zony a taktiez sa zaznamenal
nizs§i narast kolonii bielej farby bez tmavych zon. Podl'a Weiss et al. (2005) vacsina enterokokov tvori na
tomto médiu stredne vel’ké az velké kolonie s bielym pigmentom vykazujice vel'mi silna hydrolyzu. E.
casseliflavus vytvara hnedy a E. mundtii zlty pigment. VSetky enterokoky, okrem E. gallinarum,
vykazujui silnd hydrolyzu eskulinu. Na tomto médiu mozno pozorovat minimalny rast laktobacilov
a pediokokov. Niektoré kmene druhov L. plantarum, Pediococcus dextrinicus a Pediococcus
pentosaceus, ktoré vykazovali silni hydrolyzu eskulinu mozno odlisit na zaklade velkosti kolonii.
Doming et al. (2003) zistili, Ze po 48 hod kultivacii na eskulin — ZI¢ovo — azidovom médiu je mozZny
vyskyt vel'mi podobnych kolonii aké vytvara rod Enterococcus , ale druhom Listeria monocytogenes. Na
zaklade naSich vysledkov a ziskanych skusenosti vyplyva: z porovnania kolonii, ktoré sa nahodne
izolovali z média Slanetz — Bartley sa zistilo, Ze len ¢ervenohnedé kolonie s velkostou 1,5 az 2 mm
(mo6zu byt sprevadzané slabou Cervenou zoénou) rastice vo vnutri média sa pozitivne prejavili na eskulin
zlcovom médiu, eskulin — Zl¢ovo — azidovom médiu ana zaklade PYRA a EN-COCCUS testu
identifikovali ako druhy rodu Enterococcus.

Mozno teda konstatovat,, Ze médium a charakteristika enterokokov urc¢ené v STN 560100 (1970)
pre stanovenie enterokokov v poZivatindch si nepostadujice apodla sucasnych poznatkov
o enterokokoch aj prekonané.

Z vysledkov druhovej identifikacie enterokokov PCR metddou vyplyva, ze pédt kmenov
identifikovanych EN-COCCUS testom ako E. faecalis sa potvrdilo aj PCR metédou. Jeden kmen sa EN-
COCCUS testom jednoznacne identifikoval ako E. faecium, ale PCR metddou sa nepotvrdil. Vzhl'adom
k vysledkom biochemickych testov (pozitivny PYRA test, negativna katalazova skuska, pozitivny rast na
eskulin — zI¢ovo — azidovom médiu) sa tento druh, aj napriek nepotvrdeniu PCR metddou, zaradil do rodu
Enterococcus. Je mozné predpokladat, Ze ide oiny ako testované referencné kmene. Negativne
potvrdenie E. casseliflavus PCR metoédou a identifikacia druhu E. gallinarum suvisi zrejme s nejasnou
reakciou argininu na EN-COCCUS teste . Tato reakcia napriek zdanlivo jednozna¢nému vysledku moze
poskytnut’ falosnt identifikaciu, na ¢o identifika¢ny klI'a¢ EN-COCCUS testu aj upozoriiuje (oznacenie
,»d“). PCR metddou sa zistilo, Ze kmene zatriedené pomocou EN-COCCUS testu ako neidentifikované
(sp), patria do druhu E. faecium. Zistené skutocnosti nds vedu k zdverom, ze identifikdcia pomocou
komeréného EN-COCCUS testu je obmedzend aspolahliva len na bezne sa vyskytujuce druhy
(E. faecium a E. faecalis) s jednozna¢nymi biochemickymi a teda aj fenotypovymi prejavmi.

Zo 75 izolatov sa zistilo 15 % enterokokov rezistentnych na vankomycin a 15 % rezistentnych na
erythromycin, 27 % na ampicilin, 25 % na gentamicin a 56 % na tetracyklin. Viac prevazovali stredne
rezistentné druhy na ampicilin (60 %), gentamicin (57 %), erythromycin (48 %) a tetracyklin (36 %). Zo
ziskanych vysledkov vyplyva, ze  E. faecium tvoril hlavny druh z 12 % vankomycin rezistentnych
enterokokov (VRE) izolovanych z bravéového mésa. Naopak, hlavnym druhom z 20 % VRE izolovanych

z kurciat bol E. faecalis.

14



V brav€ovom maése sa d’alej zistili izolaty rezistentné na ampicilin (18 %), gentamicin (24 %),
tetracyklin (34 %) a erythromycin (10 %). Preukazne vysSia (P<0,05) rezistencia na ampicilin (44 %)
a tetracyklin (100 %) sa zistila u izolatov z kuracieho maésa. Izolaty z brav€ového mésa sa vyznacovali
niz§im podielom multirezistencie ako izolaty z kuraciecho misa. NajcastejSi vyskyt multirezistencie sa
zaznamenal u druhov E. faecium a E. faecalis, ¢o je pochopitelné, ked’ze tieto dva druhy sa izolovali
najcastejSie. Multirezistentny fenotyp tetracyklin + erythromycin + vankomycin sa zistil z naSich izolatov
len u druhu E. faecalis izolovaného z bravéového mésa a E. gallinarum izolovaného z kuracieho maésa.
Rezistencia na tetracyklin a erythromycin poukazuje na spojitost’ medzi podavanim antibiotik zvieratim
a vyskytom rezistencie u baktérii izolovanych z potravin Zivoéisneho povodu (Sustackova el al., 2004).

Zaujimavostou nasich vysledkov je, zeu 15 % VRE sa nezistila rezistencia na erythromycin.
Niekol’ko $tudii naopak dokazuje, Ze medzi genetickymi determinantami vankomycinu a erythromycinu
existuje silna spojitost. Je to v zhode so sledovanim, Ze erythromycin a vankomycin rezistentné gény
modzu byt lokalizované na rovnakom useku DNA (Aarestrup, 2000; Borgen et al., 2001). Potvrdenie
rezistencie na vankomycin PCR metddou sa u vybranych druhov enterokokov v porovnani s diskovou
difdznou metédou zhodovalo v 75 %.

Teplota 70 °C ako aj 68 °C pocas 10 min postacuje na zniCenie E. gallinarum, ktory vykazoval
vrodent rezistenciu na vankomycin, v tepelne opracovanom mésovom vyrobku — dusena Sunka. Ziskané
vysledky naznacuju, Ze je mozné prezitie buniek na vankomycin rezistentného druhu E. gallinarum
v kyslom prostredi zalidka. S rasticim povodnym poétom tychto mikroorganizmov sa pravdepodobnost’
ich prezitia zvySuje a vytvara sa predpoklad, Ze sa mozu dostat’ aj do d’alsich Casti traviaceho traktu. Tiez
je mozné predpokladat’, ze prezitie tohto kmena v zaludku pri konzumacii potravin bielkovinovej povahy
sa zvySuje vzhl'adom na ochranny charakter bielkovin.

Najvyssia baktericidna ucinnost’ Zl¢e sa zistila pri hodnote pH 7, ¢o zodpoveda aj povodnej
reakcii zI¢e odobratej zo zl¢nika oSipanych. So zvySujicou hodnotou pH, sa pocet prezivajicich
mikroorganizmov zvySoval. Naopak, so zvySujicou hodnotou koncentracie zlce pocet mikroorganizmov
klesal. Z vysledkov vyplyva, ze vysoka hodnota pH v prostredi zl¢e poskytuje vyhodu rastu a prezivania
druhom rodu Enterococcus, ale zvySujica koncentracia ZI¢e postupne znizuje ich pocet. Je teda zrejmé, Ze
prezitie enterokokov v dvanastniku je vysoko pravdepodobné, ¢o podporuje aj skutocnost, ze sa testoval
vplyv vyssej koncentracie ZICe aka je v dvanastniku.

Vzhl'adom k tomu, Ze je pravdepodobné Ze, rezistentné enterokoky na antibiotikd mézu prezit
prostredie zalidka ako aj dvanastnika a dostat’ sa do traviaceho traktu, je dolezité sledovat’ ich pocet
hlavne vo vyrobkoch, ktoré su urené na priamu konzumdciu, apri ich vyrobe bezpodmienecne
dodrziavat’ stanoveny teplotny rezim. Z naSich vysledkov vyplynulo, Ze teplota a doba jej pdsobenia
modzu inhibovat’ enterokoky s antibiotickou rezistenciou, ¢im by sa predi§lo k ich preniknutiu do

zazivacieho traktu 'udi a tym prenosu génu rezistentného na antibiotika na iné mikroorganizmy.
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