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PRODUKCIA ENTEROTOXINOV DRUHMI RODU
STAPHYLOCOCCUS SP. 1Z0OLOVANYCH Z OVCIEHO MLIEKA

Enterotoxin production in Staphylococcus sp. isolated from sheep milk

M. VASIL, M. FOTTA, J. ELECKO

University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT

Aim of this work was the determination of enterotoxin producing strains, their frequency and comparison of enterotoxin production
ability to the production of nucleases in Staphylococcus sp. isolated from sheep milk. 1275 samples of sheep milk originating from
two farms were examined for positivity to staphylococcus during the period from May to October 2005. From sheep’s milk a total
of 125 strains of Staphylococcus sp. were isolated of which 117 strains were found to be capable of producing staphylococcal
enterotoxins. Out of the 117 strains of Staphylococcus sp. isolated from sheep’s milk 23 produced staphylococcal enterotoxins.
Staphylococcal enterotoxin type C (SEC) occurred most frequently (14 cases, i.e., 60. 9 %) where as 2 cases were identified for
SEA, SED and SEE each. Production of DNA-se and TNA-se in all coagulase-positive strains of Staphylococcus sp., i. e. in
Staphylococcus aureus was confirmed. Coagulase-negative strains of Staphylococcus sp. did not produce TNA and DNA, although
they produced the enterotoxins. It refers to the fact that production of enzymes proves the presence of Staphylococcus aureus in
examined samples, but does not confirm the presence of Staphylococcus enterotoxins as was expected.
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UvVOoD

Z mnohych metabolitov produkovanych stafylo-
kokmi najvacSie riziko pre zdravie konzumentov
predstavujuenterotoxiny (SE), ktoré po pozitimézu vyvolat
otravu potravinami - stafylokokovu enterotoxikozu.

Pocas mnohych rokov produkcia enerotoxinov
bola spajana hlavne s kmenmi druhu Staphylococcus
aureus (Bergdoll, 1989). Viaceri autori uvadzajt, ze aj
ostatné druhy koagulazo-pozitivnych stafylokokov (ako
napr. S. intermedius, S. hyicus) mdzu tvorit’ enterotoxiny
(Adesiyum a i., 1984; Becker a i., 2001). Ba aj niektoré
koagulazo-negativne stafylokoky s enterotoxigénne
(Bautista et al., 1988; Vernozy-Rozand, 1996).

Podl'a Bennetta (1996) produkcia enterotoxinov
suvisi skor s koagulazo-pozitivnymi nez s koagulazo-
negativnymi stafylokokmi.

Stafylokokové enterotoxiny patria k bunkovym
exoproduktom, ktoré sa vyskytuji pri niektorych
druhoch rodu Staphylococcus, predovsetkym pri
niektorych kmenoch druhu Staphylococcus aureus. 1de o
bielkoviny s molekulovou hmotnostou v rozmedzi 26,9
- 29,6 kDa (Su a Wong, 1997). Vyznamnou vlastnostou
stafylokokovych enterotoxinov je ich zna¢na odolnost’
voci roznym fyzikalnym a chemickym ucinkom (Funk
a i., 1973; Jamlang a i., 1971; Silverman a i., 1969), ¢o
znamena, ze ich biologicka aktivita ostava zachovana aj
po tepelnom spracovani potraviny.
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Cielom predlozenej prace bolo pri druhoch
rodu Staphylococcus izolovanych z ov€icho mlicka
ur¢it’ kmene produkujice stafylokokové enterotoxiny,
frekvenciu tychto kmenov a zaroven tuto ich vlastnost
porovnat’ s produkciou nukleaz.

MATERIAL A METODY

Izolacia baktérii

V priebehu jednej sezony, t. j. od maja do oktdbra
2005 sme na pritomnost’ stafylokokov vysetrili celkom 1275
vzoriek ov¢icho mlieka, pochadzajticich z dvoch chovov.

Bakteriologické vySetrenie sme vykonali podla
platnych metodik Medzinarodnej mliekarskej federacie
(IDF, 1981). Izolaciu sme vykonali na krvnom agare
Columbia (Biomark, Ahmedabad, India) s 5 %-nym
pridavkom defibrinovanej baranej krvi.

Identifikacia druhov rodu Staphylococcus

Na identifikaciu sme pouzili selektivne média
Staphylococcus medium No. 110 (Oxoid, Hampshire,
Anglicko) a Baird-Parkerov agar (Biomark, Ahmedabad,
India). Koagulazovy test sme vykonali testom Staphylo
PK (Imuna, Sariské Michalany). Identifikaciu
jednotlivych stafylokokovych druhov sme wurobili
pomocou komeré¢ného setu Staphy test 16 (Pliva —
Lachema a.s., Brno, CR). Doplnena bola o dodatkové
testy, ktoré zahfnali predovsetkym tvorbu kyseliny za
aerobnych podmienok z arabinézy, cellobidzy, fruktozy,
glycerinu, laktdzy, memelbiozy, melezitozy, N-acetyl-
glukosaminu, rafindzy, ribozy a sorbitolu. Vysledky sme
vyhodnotili pomocou identifikaéného programu TNW

Tabul’ka 1:

6 Pro. Testy sme doplnili o tvorbu kyseliny z manitolu za
anaerobnych podmienok.

VySetrenie na produkciu enterotoxinov

Suspektné solitarne kolonie sme naockovali do
5 ml BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid, Hampshire,
Anglicko) s keramickymi izolatormi a inkubovali 18 - 24
hodin pri 37°C za neustaleho pretrepavania. Kultivacnt
tekutinu sme vy¢irili oddelenim buniek pomnozovaného
kmena 60 minutovov centrifugaciou pri 3000 x G.
Supernatant analyzovany na pritomnost’ stafylokokového
enterotoxinu (SE) komer¢nou stipravou Ridascreen ® set
A, B, C, D, E (R-Biopharm, Darmstadt, Nemecko) s
citlivostou 02 — 07 ng.ml™".

Test na DNAzu a TNAzu

Test na dezoxyribonukleazu (DNA-za) a termo-
stabilntl dezoxyribonukledzu (TNA-za) bol spraveny na
DNA-zovom agare (Oxoid, Hampshire, Anglicko) podla
navodu vyrobcu. Pri teste na TNA-zu sme odvazili dané
mnozstvo DNA-zového agaru, rozpustili v Tris-HCI pufri
s pH 9,0 a po rozvareni sme pridali roztok Toludinovej
modrej do vyslednej koncentracie 0,1 g na 1000 ml.
Po ochladeni agarového roztoku asi na 50°C, sme ho
vylievali po 5 ml do Petriho misiek s priemerom 5 cm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z ov¢ieho mlieka sme izolovali a vysSetrili 125
stafylokokovych kmeiiov. Z nich bolo 83 koagulazo-
pozitivnych a 42 koagulazo-negativnych. VSetky kmene
sme podrobili druhovej identifikécii (Tab. 1).

Druhové zastipenie baktérii Staphylococcus sp. izolovanych z ov¢ieho mlieka

Table 1: Representation of Staphylococcus sp. bacterias isolated from sheep milk
Staphylococcus

'Druh pozit. negat.

n % n %
S. aureus* 83 66,4 - -
S. epidermidis* - - 10 8,00
S. caprae* - - 9 7,20
S. warneri* - - 7 5,60
S. simulans* - - 5 4,00
S. chromogenes - - 3 2,40
S. gallinarum - - 3 2,40
S. hominis - - 2 1,60
S. piscifermentas - - 2 1,60
S. schleiferi - - 1 0,80
2Celkom 83 66,40 42 33,60

pozit. — koagulazo—pozitivny druh — coagulase—positive species; negat. — koagulazo—negativny druh — coagulase—negative species

n — pocet vySetrovanych kmenov — number of examined strains

* - stafylokoky produkujice enterotoxiny (vid’ tab. 2) - enterotoxins producing staphylococci (see tab. 2 ); 'Species, *Total
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Ziskané vysledky st takmer zhodné s Kirkanom a kol.
(2005), ktorirovnakoidentifikovalikmene Staphylococcus
aureus a koagulazo—negativnych stafylokokov na zaklade
morfologickych vlastnosti kolonii, farbenia preparatov
podl'a Grama a biochemickych testov determinujucich
produkciou katalazy, hemolyzinov na krvnom agare,
koaguldzy, redukciou nitratov, pritomnostou DN-
azy, zhlukovacicho (tzv. clumping) faktoru, tvorbu
argininu dihydrolazy, ureazy a testu na rezistenciu voci
novobiocinu. Z dodatkovych fermenta¢nych testov
pouzili vysledky tvorby kyseliny zo sachardzy, maltozy,
D-mannitolu, D-trehaldzy, a rafindzy. Celkom vySetrili
300 vzoriek mliekaa v 145 (48.33%) zistili stafylokoky, z
¢oho Staphylococcus aureus bol pritomny v 85 (28,33%)
a koagulazo—negativne stafylokoky boli izolované v 60
(20,00%) vzorkach. V skupine kolagulazo—negativnych
stafylokokov bolo identifikovanych 20 kmenov (33,33%)
ako S. hyicus, 16 (26,66%) S. chromogenes, 9 (15,00%)
S. epidermidis, 5 (8,33%) S. haemolyticus, 4 (6,66%) S.
sciuri, 3 (5,00%) S. lentis a3 kmene (5,00%) S. cohni
subsp. cohni.

Vysetrenie na  produkciu  stafylokokovych
enterotoxinov sme realizovali supravou Ridascreen® Set
A,B,C,D,E (R-Biopharm AG, Darmstadt, Nemecko).
Celkove sme vySetrili 117 stafylokokovych kmenov.
Z nich 23 (t. j. 19,66 %) produkovalo rdzne enterotoxiny,
a to samostatne eneterotoxiny, alebo v kombinacii
viacerych (dvoch) typov eneterotoxinov (Tab. 2).

NajcastejSie  sme  produkciu  enterotoxinov
zaznamenali pri koagulazo-pozitivnych stafylokokoch,
menovite pri S. aureus. Z koagulazo-negativnych
stafylokokov sa na produkcii enterotoxinov podielali
S. simulans, S. caprae, S. epidermidis, S. warneri.

Z biochemickych vlastnosti stafylokokov sme
sledovali ich schopnost’ tvorby dezoxyribonukleazy
a termostabilnej dezoxyribonukleazy. Oba enzymy sa

vyskytovali u koagulazo-pozitivnych a enterotoxiny
tvoriacich stafylokokov (menovite u Staphylococcus
aureus). Naopak, pri  koagulazo—negativnych
stafylokokoch, napriek produkcii stafylokokovych
enterotoxinov sme ani v jednom pripade nezaznamenali
tvorbu DNA-zy alebo TNA-zy. Potvrdzuje to skuto¢nost,
ze pozitivny nalez tychto enzymov sice dokazuje
pritomnost’  Staphylococcus aureus vo vySetrovanej
vzorke, ale nedokazuje pritomnost’ stafylokokovych
enterotoxinov ako sa pdvodne predpokladalo.

Da Silva a i. (2000) Studoval biochemické
vlastnosti 274 kmenov Staphylococcus aureus, ktoré
izoloval z mlieka, ruk doji¢ov a dojacich strojov. Pri
stadiu postupoval tak, ze najprv sledované kmene
kultivoval na Baird-Parker agare, testoval ich na tvorbu
katalazy, koagulazy a termonukleazy a az potom na blizs§iu
$pecifikaciu pouzil referencny identifikacny test API-Staph
(Bio Mérieux, Lyon, Francuzsko). Atypicky morfologicky
obraz na Baird-Parker agare vykazovalo 39,4 % kmenov.
Frekvencia vyskytu atypickych kolonii bola vyssia
medzi kmenmi, ktoré boli izolované z mlieka (40,6 %)
ako u kmenov zachytenych zo sterov odobratych z rik
dojic¢ov, alebo dojacicho stroja (26,1 %). Vsetky kmene
boli koagulaza-pozitivne, ale intenzita testu kolisala podl'a
zdroja vzoriek: kmene zachytené z prostredia vykazovali
koagulazovy test na 3+ az 4+, zatial’ ¢o 17,1 % kmenov
izolovanych z mlieka davali vysledok na 1+, alebo 2+.
Negativny TN-azovy test vykazovalo 2,2 % kmenov
Staphylococcus aureus.

Schopnost’ produkcie termostabilnej DNA-zy
koagulazo-pozitivnymi stafylokokmi viedla k vyvoju
niekol’kychmetod pre vysetrenie potravinarskych vyrobkov
na pritomnost’ tohto enzymu. Tvrdilo sa, Ze jej preukazanie
v potravine naznacuje pomnozenie Staphylococcus
aureus vo vyrobku a tym indikuje aj moznu pritomnost’
enterotoxinov (Koupal a Deibel, 1978; Stadhouders a i.,

Tabulka 2: Produkcia stafylokokovych enterotoxinov jednotlivymi druhmi stafylokokov
Table 2: Production of staphylococcus enterotoxines by individual staphylococcus species

'Druh stafylokoka “Produkovany typ SE — pocet 3Celkom

A B C D E A+D C+E

S. aureus 1 0 12 0 0 1 1 15
S. caprae 0 0 0 1 0 0 2
S. epidermidis 1 0 0 0 0 0 0

S. simulans 0 0 1 1 1 0

S. warneri 1 0 0 1 0 0 0

Celkom® / %? 2 0 14 2 2 2 1 23
%* 8,7 0,0 60,9 8,7 8,7 8,7 4,3 100

%" — % z celkového poctu enterotoxiny tvoriacich stafylokokov; %?* - enterotoxins producing staphylococci from total number (%)
!Staphylococcus species, “production type SE (staphylococcal enterotoxin) — number, *total
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1980; Van Schouwenburg a i., 1978). Neskor sa zistilo,
ze toto tvrdenie s najvacsou pravdepodobnostou neplati
v pripade koagulazo—negativnych stafylokokov (Su a
Wong, 1997) a potvrdzuju to aj nase vysledky.

ZAVER

Z prezentovanych vysledkov vyplyva:

1. Bakteriologickym vySetrenim bolo v subore 1275
vzoriek ov¢ieho mlieka diagnostikovanych 125
kmenov Staphylococcus sp. (9,8%), z ktorych
sa  CastejSie  vyskytovali  koagulazo-pozitivne
stafylokoky, t. j. Staphylococcus aureus (83 kmenov)
ako koagulazo— negativne stafylokloky (42 kmenov).

2. Zo 42 koagulazo—negativnych stafylokokov takmer
3/4 (74,55%) tvorili S. epidermidis (10/42), S. caprae
(9/42), S. warneri(7/42)a S. simulans (5/42),t.j. druhy
s vyskytom kmeiniov produkujicich enterotoxiny.

3. Enterotoxiny produkovali obe skupiny stafylokokov.
Najfrekventovanejsi ~ bol  vyskyt  produkcie
stafylokokového enterotoxinu typu C (14 kmeniov).
Produkcia enterotoxinu typu B nebola vdbec
zachytend. Sucasne viac typov stafylokokovych
enterotoxinov produkovali 3 druhy stafylokokov a to
nasledovne: A+D (2 kmene) a C+E (1 kmen).

4. Na produkecii enterotoxinov sa najcastejsie podielali
kmene  Staphylococcus — aureus (15), potom
Staphylococcus simulans (3), Staphylococcus caprae
(2), Staphylococcus warneri (2), Staphylococcus
epidermidis (1).

5. Vysledky sledovania produkcie DNA-zy a TNA-zy
dokumentujii, Ze touto schopnostou sa vyznaéuju
koagulazo—pozitivne stafylokoky. Produkcia DNAazy
aTNA-zy nebola u druhov koaguldzo-negativnych
stafylokokov pozorovana.

Tato praca bola podporovand projektom
APVT ,Mikrobidlne a hygienické aspekty etiologie,
diagnostiky, prevencie a tlmenia environmetalnych
mastitid  prezGivavcov a  zdravotnda neskodnost’
produkovaného mlieka“ ¢. APVT-20-025604, projektom
VEGA ,Stadium vzajomnych vztahov medzi produkciou
stafylokokovych enterotoxinov a charakteristickych
znakov patogenity u stafylokokov izolovanych z mlicka
prezavavcov® ¢. 1/ 1371/04 a Statnym programom
vyskumu a vyvoja ,,Potraviny — kvalita a bezpecnost™
¢islo 2003SP270280E010280E01.
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