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SZYBKA METODA IDENTYFIKACJI ANTYBIOTYKOOPORNYCH
BAKTERII RODZAJU STAPHYLOCOCCUS SPP.
W SERACH TWAROGOWYCH

Celem pracy byto wyznaczenie stopnia zanieczyszczenia twarogow mikroorganizmami metycylino-
Opornymi za pomocq szybkiej metody oznaczania. Analizie mikrobiologicznej poddano 27 asorty-
mentow kwasowych serow twarogowych. Z badanych twarogow izolowano metycylinooporne koagu-
lazododatnie i koagulazoujemne bakterie rodzaju Staphylococcus spp. Ich {gczna liczba przekraczala
3 loguo jtkig w ponad 2% badanych twarogéw. Stwierdzono zaleznosé miedzy zawartosciq tuszczu
a obecnosciq metycylinoopornych gronkowcéw w tych produktach. Rodzaj i hermetyka opakowar
twarogow wykazywaly wptyw na liczbe metycylinoopornych, koagulazoujemnych i koagulazododatnich
bakterii rodzaju Staphylococcus spp.
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WSTEP

Jako$¢ kwasowych serow twarogowych jest $cisle uzalezniona od rodzaju
i liczby mikroorganizméw obecnych w surowcach i podczas procesu wytwarzania.
Nie bez wptywu pozostaje wybor technologii wytwarzania, higiena produkcji oraz
system pakowania [8, 9, 10, 11]. Rodzaj mikroflory obecnej w twarogach zalezy
$cisle od jakos$ci surowca pozyskiwanego do ich produkcji. Wéréd mikroorganiz-
méw na szczegdlng uwage zastuguja gronkowce, ktorych zrodtem moze byé
zardbwno surowiec, jak i personel uczestniczacy w procesie wytwarzania. Istotne
znaczenie w ksztaltowaniu jako$ci higienicznej twarogéw wykazuja gronkowce
antybiotykooporne. Ich obecnos¢ w rdznych rodzajach surowca mlecznego znajduje
swoje odzwierciedlenie w literaturze przedmiotu [1, 2, 7, 15]. Specyficzne witasci-
wosci toksyn wytwarzanych przez Staphylococcus aureus w potaczeniu z ich
antybiotykoopornos$cia oraz brak znacznej wrazliwosci na temperature chtodnicza
powoduja, ze nalezy podja¢ badania dotyczace oceny wielkosci ich populacji
w fermentowanych przetworach mlecznych, a szczeg6lnie w twarogach.

Celem niniejszej pracy byla ocena stopnia zanieczyszczenia twarogoéw gron-
kowcami metycylinoopornymi, a takze proba oceny przydatnosci szybkiej metody
identyfikacji tych bakterii.
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1. METODY | MATERIAL BADAWCZY

Materiat badany stanowily kwasowe sery twarogowe pochodzace z réznych
sieci handlowych Analizie mikrobiologicznej poddano 27 asortymentow twarogow
o zréznicowanej zawartosci thuszczu od 0,3 do 13%.

Tabela 1. Zawarto$¢ ttuszczu w twarogach

Table 1. Fat content in cottage cheese

Zawartos¢ tluszczu [g/100 g] Odsetek préobek [%]
0-0,5 10,5
4-5 57,9
8-13 31,6

Probki do badan pobierano i rozcienczano zgodnie z normg EN ISO 6887-
1:1999. Produkty przechowywane byly w zréznicowanych warunkach temperaturo-
wych od 4 do 8°C. Liczbe¢ MRSA (w modyfikacji Steinka 2015), oznaczono na
pozywce chromogennej do izolacji i szybkiej identyfikacji Staphylococcus opornych
na metycyline firmy Biotech Grosso.

Na ptytki z podtozem chromogennym wprowadzano po 1 ml kolejnych rozcien-
czen probek twarogow, a nastgpnie kolistymi ruchami rozprowadzano starannie
badany materiat po powierzchni. Inkubacje prowadzono przez 48 h w temperatu-
rze 37°C. Kolonie o barwie rézowej kwalifikowano jako Staphylococcus aureus
metycylinooporne, niebieskie jako metycylinooporne Staphylococcus spp., biate
jako Micrococcus spp., izolowane kolonie testowano za pomoca testow na antybio-
tykoopornos¢.

Badane twarogi przechowywane byly w pigciu rodzajach opakowan:
zewnetrzna torebka PA/PE + pergamin owijajacy twarogi — 5,3%;
twarogi owiniete pergaminem — 13,1%;
polistyrenowy pojemnik + zgrzewane wieczko z PA/PE — 15,8%;
tacka z twarogiem owijana folig PE — 2,6%;
torebki wykonane z PA/PE — 63,2%.

2. WYNIKI BADAN

Badania twarogdéw wykazywaty obecnos¢ Staphylococcus aureus metycylino-
opornych (MRSA), koagulazoujemnych opornych na metycyling (CNSMR) oraz
niewrazliwych na ten antybiotyk bakterii rodzaju Micrococcus spp. Liczba
gronkowcéw MRSA w twarogach wahata sie od 1,0 do 2,3 logio jtk/g. Liczba 1,84
logio jtk/g Micrococcus spp. wzrastajacych na podtozu z metycyling okreslata
maksymalny poziom tych bakterii w twarogach. Maksymalna wielko$¢ populacji
CNSMR, obserwowana w badanych produktach, przekraczata dziesigciokrotnie
poziom obserwowany dla Staphylococcus aureus MRSA (rys. 1).
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Rys. 1. Maksymalna liczba bakterii metycylinoopornych w twarogach

Rys. 1. Maximum Methicillin — resistant bacteria population size in cottage cheese

Z 18,4% badanych probek produktéw wyizolowano $rednio ponad 2 log jtk/g
gronkowcow koagulazododatnich MRSA (rys. 2). Ich obecnos¢ stwierdzono
zwlaszcza w twarogach hermetycznie pakowanych w PA/PE. 63,2% probek wyka-
zywalto zanieczyszczenie na poziomie od 10 do 100 komoérek gronkowcow
metycylinoopornych w gramie produktow.

85,7% probek twarogow zawierajacych nieznacznag (< 10 komorek) liczbe
MRSA pochodzito z twarogéw pakowanych hermetycznie, a tylko 14,3% z produk-
tow owijanych pergaminem.
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Rys. 2. Odsetek twarogow wykazujgcych obecnos¢ MRSA
Fig. 2. Percentage of cottage cheese showing MRSA
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Sposéréd badanych twarogéw najwyzsza liczbg Staphylococcus aureus opor-
nych na metycyling (MRSA) charakteryzowaly si¢ twarogi wytwarzane z mleka
koziego.

W twarogach stwierdzono takze obecno$¢ koagulazoujemnych Staphylococcus
spp. (CNSMR). Srednia liczba tych bakterii wahata sie od 1,0 do 3,04 logio jtk/g.

Suma liczby S. aureus metycylinoopornych i CNS niewrazliwych na mety-
cyling w 1 gramie w badanych twarogach byta zr6znicowana, natomiast sumaryczna
wielko$¢ populacji ztozonej z obu gatunkow opornych na metycyling w ponad
2% twarogow przekraczata 3 logio jtk/g (rys. 3).
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Rys. 3. Liczba opornych na metycyline gronkowcéw koagulazododatnich
i koagulazoujemnych w twarogach

Fig. 3. Number of Methicillin-resistant staphylococii MRSA and CNSMR in cottage cheese

Stwierdzono, ze odsetek produktow, w ktoérych taczna liczba antybiotyko-
opornych koagulazododatnich i koagulazoujemnych gronkowcow przekraczata
2 logio jtk/g, wynosit az 44,8% (rys. 3). Najwicksza liczbe probek przekraczajacych
100 komorek w gramie produktow stwierdzano w twarogach chudych (rys. 4). Ponad
2% prébek badanych twarogéow wykazywato ponad 3 logio jtk/g opornych gron-
kowcow nalezacych do roznych gatunkow gronkowcow.

Twarogi pakowane w pergamin wykazywaty nizszg liczbg MRSA i CNS mety-
cylinoopornych w poréwnaniu z twarogami pakowanymi hermetycznie w opakowa-
nia z tworzyw sztucznych. Liczba S. aureus i Staphylococcus spp. w produktach
owijanych pergaminem nie przekroczyta 70 komorek w 1 g.
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Rys. 4. Odsetek probek wykazujgcych obecnos¢ MRSA i CNSMR
w zaleznosci od zawarto$ci ttuszczu w twarogach

Fig. 4. Percentage of samales showing MRSA and CNSMR depending on the fat content

W polowie badanych produktéow stwierdzono, ze populacja metycylino-
opornych koagulazoujemnych i koagulazododatnich gronkowcéw wahata si¢ od
2-3 log jtk/g. Obserwowano wysoka liczb¢ metycylinoopornych gronkowcow
koagulazoujemnych i koagulazododatnich w twarogach pakowanych hermetycznie

(rys. 5).
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Rys. 5. Wptyw hermetyki opakowania na odsetek twarogéw
zawierajgcych metycylinooporne gronkowce

Fig. 5. Influence of package hermetic on the percentage of samples
with Methicillin-resistant staphylococci
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Dane literaturowe $wiadcza o znacznym zainteresowaniu antybiotykoopor-
no$cig gronkowcow izolowanych z mleka i produktéw mlecznych [5]. Natomiast
niewiele jest badan dotyczacych obecno$ci MRSA w fermentowanych przetworach
mlecznych [13]. Z informacji dostgpnych w literaturze przedmiotu wynika, ze np.
jogurty analizowane w kierunku obecnos$ci metycylinoopornych S. aureus. (MRSA)
nie stanowig dobrego podtoza do rozwoju gronkowcow.

Badania wykazaty, ze surowiec do produkcji przetworéw mlecznych moze by¢
istotnym zrodlem MRSA [15]. Niektore badania potwierdzaly obecno$¢ nawet
15,9% probek mleka surowego, wykazujacych obecno$¢ opornych na metycyling
S. aureus. Przyczyna takiego stanu higienicznego analizowanego surowca moze by¢
brak karencji po leczeniu stanéw mastitis u zwierzat mlecznych, powodujacy
w nastgpstwie przezywalno$¢ tych bakterii w twarogach. Autorzy innych badan
komunikowali wysoka czestotliwos$¢ izolowania gronkowcoéw opornych na roézne
antybiotyki z mleka surowego i lodow [5].

W literaturze przedmiotowej jest niewiele informacji na temat obecno$ci
MRSA w kwasowych serach twarogowych. Dane z lat 2003-2007 swiadczg o nie-
wielkim udziale mleka i serow jako zrédta MRSA, sugerujac jednoczesnie, ze probki
wykazujace obecnos¢ metycylinoopornych gronkowcow stanowity zaledwie 1 pro-
cent sposrod badanej zywnosci [4, 6].

Zaprezentowane wyniki niniejszych badan $wiadcza o tym, ze w twarogach
wystepujg zarowno koagulazododatnie, jak i koagulazoujemne bakterie rodzaju
Staphylococcus spp. Jest to istotne ze wzgledu na to, ze sumaryczna liczebnosé
populacji bakterii, nalezacych do rodzaju Staphylococcus aureus i Staphylococcus
spp., jest znacznie wyzsza, co moze by¢ powodem nie tyle zatru¢ pokarmowych
z uwagi na toksyny, ktore sg syntetyzowane przy odpowiedniej wielkosci populacji
gronkowcow koagulazododatnich, ile na obecnos¢ w produktach takze innych
metabolitow i enzymdw niebezpiecznych dla zdrowia konsumentéw. W badanych
twarogach mozna roéwniez stwierdzi¢ obecnos¢ niewielkiej liczby Micrococcus spp.
wykazujacych oporno$¢ na metycyling. Obecno$¢ tych ostatnich powigksza
populacje bakterii antybiotykoopornych w badanych produktach.

Istotnym efektem niniejszych badan jest tez zwrocenie uwagi na wysoki stopien
przezywalno$ci MRSA i Staphylococcus spp. metycylinoopornych w twarogach
produkowanych z mleka koziego. Mozliwos¢ obecnos$ci genu Mec A w komorkach
S. aureus obecnych w mleku kozim byta cytowana przez kilka Zrodet literaturowych
[7, 12, 14]. Niektorzy badacze identyfikowali MRSA az w 2% probek pobieranych
z surowego mleka koziego [2]. Z dostepnych badan wynikato tez, ze 4,1-18%
opornych na antybiotyki gronkowcow stanowi S. aureus, a 44,7-95,9% sa to bakterie
nalezace do gatunkow gronkowcow koagulazoujemnych — CNSMR [14].

Dane prezentowane przez niektoérych autorow wskazywaly, ze szczepy
izolowane z mleka okreslane jako MDR (Multidrug Resistance) obejmowatly oprocz
Staphylococcus aureus takze Staphylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus epidermidis [12]. Badania te potwierdzity tez ze wérdd testowanych
wobec tych bakterii antybiotykow, nieskuteczne w swojej aktywnosci biostatycznej
okazywaly si¢ m.in. oksacylina i cefoksytim [12].
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Podczas prowadzonej analizy surowca do produkcji przetworéw mlecznych
uzyskano wyniki wskazujace, ze probki mleka koziego moga wykazywac poza
wymienianymi wyzej gronkowcami takze obecnos$¢ koagulazoujemnych Staphylo-
coccus fleurettii, Staphylococcus haemolyticus i Staphylococcus xylosus, bedacych
nosnikami genu odpowiedzialnego za opornos¢ na metycyling [3].

Niniejsze badania pozwolily na potwierdzenie braku wrazliwosci gronkowcow
na temperatur¢ chlodnicza, a takze na oceng wpltywu rodzaju opakowan oraz
zawarto$ci thuszczu na poziom metycylinopopornych gronkowcow w twarogach.

WNIOSKI

1. Kwasowe sery twarogowe wykazuja obecno$¢ metycylinoopornych koagulazo-
dodatnich Staphylococcus aureus i koagulazoujemnych bakterii rodzaju
Staphylococcus spp.

2. Potwierdzono przydatno$¢ stosowanego podioza chromogennego do szybkiej
identyfikacji metycylinoopornych gronkowcow w badaniach twarogow.

3. W badanych produktach sumaryczna liczba populacji obu rodzajow gronkowcow
przekraczata 3 logio jtk/g w ponad 2% badanych twarogow.

4. Stwierdzono znaczaco wickszy odsetek probek o niskiej zawartosci thuszczu,
charakteryzujacych si¢ obecnoscia metycylinoopornych gronkowcow S. aureus
(MRSA) w porownaniu z probkami pochodzacymi z twarogow tlustych
i pottlustych.

5. Wyniki badan wskazywaty na wptyw rodzaju i hermetyki opakowan twarogoéw
na poziom metycylinoopornych, koagulazoujemnych i koagulazododatnich
bakterii rodzaju Staphylococcus spp., pozostajacych w produktach po okresie
dhugotrwatego ich przechowywania.

6. Obecnos¢ tych drobnoustrojow w twarogach budzi zaniepokojenie, dlatego
istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan w kierunku oceny zachowania
metycylinoopornych gronkowcow w tych produktach.
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FAST METHOD OF IDENTIFYING METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCI IN COTTAGE CHEESE

Summary

The aim of the study was the determination of the degree of contamination cottage cheese with
methicillin-resistant microorganisms belonged to staphylococci genera by the quick metods.
Microbiological analysis were 27 selections of the cottage cheese. Methicillin-resistant coagulase
positive and coagulase negative Staphylococcus spp. were isolated from cheese. Their total number
exceeded 3 logio cfu / g in more than 2% lactic acid cheese. It was the relationship between fat content
and the presence of methicillin-resistant staphylococci in these products . Hermetic packaging cottage
cheese showed an impact on the number of methicillin-resistant, coagulase and coagulase positive
staphylococci.

Keywards: Staphylococci, methicillin-resistant, fast method.





