Porovnanie vplyvu dlhodobého zmrazovania na indentifikaéné
znaky kmefiov Staphylococcus aureus, izolovanych z mrazenych
a nemrazenych potravin

J. ARPAI

Vyskum vplyvu nizkych teplét na mikroorganizmy, ktoré sme robili s osobit-
nyvm zameranim na mikrofléru mraziarensky konzervovanych potravin, nam
ukazal, ze zmrazovanie uc¢inkuje na metabolizmus mikréobov rozmanitym spo-
sobom a méze zapri¢init u nich morfologické a fyziologické zmeny prechodného
ako aj trvalého razu. Pokusné vysledky nés viedli k nazoru, Ze nizke teploty
treba zaradit medzi tie dinitele, ktoré vyvolavaju, alebo zvySuju variabilitu,
1esp. zasahuju do nededi¢nej pripadne dedi¢nej premenlivosti organizmov 1, 2,
3). So studiom a vykladom mechanizmu tohto javu ako aj s jeho vSeobecne
biologickym vyznamom sa zaoberame na inom mieste (4, 5). V nasledujucom
chceme sa zamerat iba na diastkovd problematiku, ktorej vyznam vyplynie
pre prakticku diagnosticka techniku z toho, Ze mikroorganizmy po zmrazovani
maju ¢asto netypické vlastnosti. Zistili sme to pri dlhodobom prieskume mikro-
fléry mrazeného misa a $pecialne pri sledovani vyskytu stafylokokov v mra-
zenych potravinach (6, 7).

O stafylokokoch je zname, Ze s po salmoneldch najéastej$imi povodcami
intoxikacii z potravin, ¢o nuti venovat im primeranu pozornost z hladiska
potravinarskej mikrobioldgie (8). Zasadne by si to vyzadovalo sledovat pritom-
nost enterotoxinu, ¢i uZ pokusmi na zvieratich alebo precipitaénymi skus-
kami (9). V praxi sa to vSak madalokedy robi a castejsie sa uspokojuje so stano-
vovanim diagnostickych znakov, o ktorych sa vie zo skusenosli, Ze su vo vzta-
hu k patogenite a popripade aj k tvorbe enterotoxinu. Ako vyznamna vlastnost
sa pri tom hodnoti tvorba plazmakoagulazy, ktora sa povaZuje za zvlast spo-
lshlivé kritérium choroboplodnosti (10). Av8§ak prave o tejto vlastnosti stafylo-
kokov je — popri pigmentéacii — dokazané, Ye sa nasledkom zmrazovania meni,
resp. straca (11). To néas viedlo k tomu, aby sme pokusne sledovali aj dalsie
charakteristické znaky stafylokokov v zavislosti od vplyvu zmrazovania a kul-
tivacie. Zamerali sme sa menovite na stanovovanie bakteridlnych vlastnosti,
vyznamnych z hladiska praktickej diagnostiky a diferenciacie patogénnych
kmenov.
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Pokusna cast
Material a metody

Ako pokusny material slazili stafylokokové izolaty, ziskané podéas dlhodobého
prieskumu mikrofléory potravin, spomedzi ktorych sa pre tucely tejto prace
vyhodnotili vlastnosti 25 kmenov, pochadzajucich z mrazenych potravin a 28
kmenov izolovanych z nemrazenych potravinarskych vyrobkov. Pri mrazenych
potravinach islo o také, ktoré boli vyse devit mesiacov skladované pri —18 °C.

Pri identifikécii sa metodicky postupovalo podla ,Mikrobiologickych vyset-
rovacich met6d” (12). Vplyv nizkych teplot sa vyhodnocoval na zaklade kva-
litativneho doékazu nasledovnych diagnostickych znakov: 1. Pigmentacia kolénii
a ich disocia¢na faza. II. Farbitelnost mikroskopického preparatu podla Grama.
I1I. Tvar buniek a mikrokolénii. IV. Hemolyza okolo kolonii na krvnom agare.
V. Schopnost stekutovat Zelatinu. VI. Schopnost redukovaf nitraty. VII. Utili-
zacia NH;HyPO, ako zdroj dusika. VIIL. Zrazanie mlieka za tvorby kyseliny.
IX. Produkcia acetoinu. X. Produkcia ¢pavku z pepténu a argininu. XI. Tvorba
katalazy. XII. Tvorba indolu. XIII. Doékaz plazmakoaguldzy. XIV. Citlivost
na optochin. XV. Tvorba fosfatazy. XVI. Skvasovanie cukrov, a to glukozy,
laktozy, sachardzy, maltozy, manitolu, glycerolu, eskulinu, salicinu a inulinu.

Na uvedené vlastnosti sa skusali kmene hned po izolacii a v piatej, desiatej
a dvadsiatej subkulture. Kmene sa udrziavali pravidelnym preo¢kovanim
v §tvordennych intervaloch z bujénu na sikmy agar a opdf do bujonu. Inku-
bacna teplota sa udrziavala pri 37 °C. Na diagnostické testy sa odobral mate-
ridl vzdy z dvadsatstyrihodinovej bujénovej kultury.

Po dvadsiatich subkultirach boli kmene vystavené nizkoteplotnému zasahu,
ktory sa robil tym, spésobom, Ze sa bujonové kultiry ponechali po dobu jed-
ného mesiaca v mraznicke pri —26 °C (4 1°C). Po rozmrazeni pri kultivacéne]
teplote sa znova sledovali vlastnosti kultur, ako aj dalsich subkultar aZ do
20. pasaze.

Statistické vyhodnotenie vyznamnosti rozdielov vyskytu atypickych diagnos-
lickych znakov sa robilo varia¢nou analyzou ako Bertlettov test podla navodu
Weberovej (13).

Vysledky a vyhodnotenie

Kvalitativne diagnostické znaky kmerniov, pochadzajucich z nemrazenych po-
{varin, ktoré sa stanovovali hned po izoldcii, po pasazovani, ako aj po nizko-
teplotnom zasahu, su zostavené v tabulke 1. Prislusné vysledky vySetrenia
izoldtov z nemrazenych potravin su zostavené do tabulky 2.

Z porovnania tabulkovych vysledkcv vyplyva, Ze:

a) vo vSeobecnosti mali Cerstvo izolované kmene pochadzajtce z mrazenych
potravin signifikantne pocetnejsie atypické, resp. labilné diagnostické viast-
nosti, ako obdobny bakteridlny material ziskany z nemrazenych potravin
(i = 38,564 P > 95Y%)). V subkultirach sa vSak spravidla restituovali charak-
teristické znaky, pritom sa ukéazalo, Ze deficientné znaky po dlhodobom mra-
ziarenskom skladovani sa podstatne pomal$ie upravuju, ako stratové prejavy
vyvolané pomerne krat$im nizkotleplotnym zasahom. Avsak v pripadoch, ked
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Tabulka 1.
Pocetnost typickych znakov pred a po zmrazovani (v zdtvorke) u kmefiov
Staphylococcus aureus, pochadzajucich z mrazenych potravin

Pocet pasazi
Diagnostické znaky: — — N——

! 0 3 10 20
|
| Pigment 18(17) | 19(17) 23(19) | 25(21)
| Disociaénd féza kol. § | o@asy) 181 22(16) | 23(19)
| Pozit. farb. podla Grama | 16(12) 19(15) 25(24) | 25(25)
f Tvar mikrokol. typicky I 7(2) 25(21) 25(25) 25(25)
! Hemolyza (beta) 17(14) 19(17) 24(24) 24(24)
Zelatinu stekufuje 17(15) 19(16) 23(19) 23(22)
Nitraty redukuje 23(21) | 25(23) 25(25) 25(25)
NH,H,PO, utilizuje 22(22) | 25(23) | 25(25) 25(25)
Mlieko zraZa 16(12) | 18(15) 21(20) | 25(25)
Acetoin tvori 21(20) 22(24) 24(24) 24(24)
| Cpavok z pepténu a argininu | 21(18) 24(20) 23(23) | 25(25)
Kataldzu produkuje 25(24) 25(25) 25(25) 25(25)
Indol netvori I 25(25) 25(25) 25(25) 25(25)
| Plazmakoaguldzu tvori L1210 | 14(11) 20(18) 22(20)
Optochin rezistent. C20018) | 24(19) 25(25) 25(25)
Fosfatazu tvori ' 15(11) | 16(12) 22(18) 22(20)
Glukézu skvasuje 25(25) | 25(25) 23(25) 25(25)
Laktézu skvasuje 25(25) ‘ 25(25) 25(253) 25(25)
| Sacharoézu skvasuje ‘ 21(20) | 25(24) 25(25) 25(25)
Maltézu skvasuje | 25(24) 25(25) 25(25) 25(23)
| Manitol skvasuje L 12(10) 15(11) 21(15) | 22(15)
| Glycerol skvasuje 20(19) 20(21) 20(21) 21(21)
: Eskulin skvasuje | 20(18) 20(1%9) 25(21) 25(23)
Salicin neskvasuje 25(25) 25(25) 25(25) 25(25)
Inulin neskvasuje 25(25) 23(25) 25(25) 25(25)
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Tabulka 2.
Poletnost typickych znakov pred a po zmrazovani (v zdtvorke) u kmefiov
Staphylococcus aureus, pochadzajicich z nemrazenych potravin

| |
| Podet pasazi

Diagnostické znaky: -_—
0 3 10 20

— A N R — __:._ =
[ Pigment 28(22) | 19(28) 28(27) 28(27) |
Disociaéna faza kol. S 26(20) 18(26) : 26(23) 24(23) |

Pozit. farb. podfa Grama 27(20) 19(28) | 28(26) 28(27)

| Tvar mikrokol. typicky 28(14) | 28(28) 28(28) 28(28)

| Hemolyza (beta) 28(20) 28(22) 28(28) | 28(28)
Zelatinu stekutuje 24(18) | 24(23) | 24(23) 24(23) i

| Nitraty redukuje 28(24): 28(28) 28(27) 28(27)

NH,H-PO, utilizuje 28(27) | 28(27) | 28(27) 28(27)

Mlieko zraza 25(19) 25(24) | 25(27) 23(27)

Acetoin tvori : 28(23) 28(28) 28(28) 28(27)

| Cpavok z pepténu a argininu | 28(23) 28(28) 28(28) 28(28)
i Katalazu produkuje 28(28) 28(28) 28(28) 28(28) |

Indol netvor{ 28(28) 28(28) 28(28) | 28(28)

‘ Plazmakoaguldzu tvori I 25(14) I 25(15) 25(18) | 25(20)

i Optochin rezistent. 28(22) 28(24) 28(28) 26(26)
| Fosfatazu tvori : 26(20) | 26(21) 26(26) 28(28) |
| Glukézu skvasuje 28(28) | 28(28) 28(28) 28(28) |

| Laktézu skvasuje | 28(28) 28(28) 28(28) 28(28)

Sacharézu skvasuje 28(24) | 28(24) 28(28) 28(28)

Maltézu skvasuje 26(26) 26.(26) 26(26) 26(26)

| Manitol skvasuje | 25(23) 25(25) 25(25) 25(25)

| Glycerol skvasuje | 27(25) 27(27) 27,(27) 27(27)
| Eskulin skvasuje 26(25) | 26(26) 26(26) 26(26) |

Salicin neskvasuje 28(28) | 28(28) | 28(28) 28(28)

I Indulin neskvasuje 28(28) 28(28) | 28(28) 28(28)
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sa kmene izolované z mrazeného substratu opit exponovali uéinkom nizkych
teplot, zistil sa najvyssi pocet stratovych znakov, ktoré sa aj najdlhsie udrzali.

b) V detailoch treba uviest, Ze na udinky zmrazovania najcitlivejiie reago-
vala morfoldégia mikrokolonii, a to tym sposobom, Ze sa stracalo hroznovité
zoskupovanie buniek, ktoré je typické pre stafylokoky. Bunky, ako by mrazom
vytrhané zo svojho zoskupenia, sa javili prevazne ojedinelé alebo po dvoch.
Tiez farbitelnost mikroskopickych preparatov podla Grama bola ¢asto naru-
Send, popripade labilna. Vyraznym spdsobom sa ukéazala strata pigmentdcie,
o ktorej niektori autori uvadzaji, Ze je striktne spédta so stratou plazma-
koagulazovej aktivity a hemolytickej schopnosti (14, 15). Vysledky nasich po-
kusov nenasvedéovali takejto korelacii (5 = 11,67 P > 2,5"}). Pozorovali sme
iba, Ze pri strate farby, resp. pri vyblednuti pigmentacie doslo ¢asto k pre-
chodu z disocia¢nej fazy S do fazy R.

Na zaklade biochemickych skusok sa zistilo, e nésledkom ué¢inku nizkych
teplot vznikli pocetné kmene deficientné na tvorbu plazmakoagulazy, pri¢om
neboli kvalitativne rozdiely medzi vysledkami stanovovania aglutinicie vo
fibrinogéne a v kralice]j plazme. Za vyznamné povazZujeme zistenie, ze z 11
kmenov izolovanych z nemrazenych potravin, ktoré po nizkoteplotnom zasahu
sa stali koaguldza negativnymi, zostalo 5 kmenov deficientnymi az do konca
dlhodobého sledovania subkultur. Obdobne tomu bolo aj pri strate niektorych
mych fyziologickych vlastnosti, najméi aktivity fosfatdzy a proteolytickych
enzymov, stanovovanych ¢i uz podla hydrolyzy Zelatiny alebo koagulacie mlie-
ka. Tu treba poznamenat, Ze prave posledné uvedené enzymatické prejavy
stafylokokovych kultur sa za na$ich pokusov zviésa subezne menili, resp.
uplatnili s tvorbou plazmakoagulazy. V rovnakem rozpiti ako fosfataza, pro-
teinazy a plazmakoaguldza, avSak vo volnejSej korelacii, sa menila hemolyticka
schopnost (beta-). Este menej vyrazné a vyhodnoocvateIné boli zmeny u ostat-
nych sledovanych biochemickych znakov, akymi su redukcia nitratov, utili-
zacia dusika z fosforetnanu amonného, ako aj tvorba acetoinu a ¢pavku z pri-
slusnych substratov. Zakladny fermentaény typ stafylokokov sa ukazal byt
najstabilnejsi na glukdze a laktéze. V ojedinelych pripadoch, kde sa neskva-
sovala sachardza, nastala restiticia tejto fermentaénej vlastnosti po niekolkych
pasadzach. Salicin a inulin sa nikdy nemetabolizoval. Manitol, ktorého $tiepenie
sa hodnoti ako znak patogenity, sa metabolizoval u mnohych kmetiov az po
dlhom pasdzovani, pricom opakovand expozicia mrazu spédsobila vyrazné zvy-
genie pottu deficientnych kmenov. Pozoruhodné je, Ze prave tie diagnostické
znaky, na ktoré sa prihliada pri posudzovani choroboplodnosti, podliehaju vo
zvySenej miere fluktudcii, zdd sa vsak, Ze ich premenlivost nie je vzajomne
spata. Nikdy sa nezistilo naruSenie tvorby katalazy, ani zmena negativnych
diagnostickych znakov na pozitivne, ako napriklad produkcia indolu, alebo uz
spomenuta fermentacia salicinu a inulinu.

Zvlast sa treba zmienit o $pecifickej deviacii niektorych izolatov od typickej
rezistencie stafylokokov voéi optochinu. Rast tychto kultur bol po rozmrazeni
inhibovany uz pritomnostou optochinu v davke 1:50 000. Je to vysvetlitelné
kryolytickou destrukciou obranného zariadenia bunky, nasledkom ¢oho s udin-
né antimikrobidlne latky uZ v podprahovych koncentraciach na inak rezistent-
né mikroorganizmy, v pripadoch ak su aplikované suc¢asne so zmrazovanim,
resp. v ¢ase rozmrazovania (16).
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Diskusia

Ako sa uz v rozbore vysledkov povedalo, nemozno uc¢inky nizkych teplot
neletdlne] povahy zuzit vo vSeobecnosti na poskodenia majuce za ndasledok
reverzibilnu stratu niektorej vlastnosti mikroba, ale treba zadsadne pripustit aj
moznost pozitivne] selekcie vlastnosti, alebo stimuléciu niektorej fyziologickej
schopnosti, ktorej prejav bol predtym zatlateny vo fenotype. V ramci tejto
¢asti nage] prace vSak neboli predlozené také vysledky, ktoré by tomu na-
svedcéovali. O kladnej chladovej selekcii sme referovali na inom mieste (17).
Tu sa obmedzime na ¢iastkovy zaver, Ze menovite pri diagnostifikovani Sta-
phylococcus aureus, a viac nez pravdepodobne aj pri inych mikroorganizmoch
treba ratat s tym, Ze pod vplyvom nizkych teplot stracaju niektoru zo svojich
typickych vlastnosti. Tieto sa zvddésa po dlhSom pasé&Zovani znova upravuju.
Doraz je na slove ,,zvacsa”, lebo sa zistilo, Ze v ojedinelych pripadoch sa defi-
ciencia udrzuje aj v subkulturach, pritom z hladiska praxe je menej zauji-
mavé, do ake] miery je zachovana kontinuita kmena, ktord by sa mala sle-
dovat fagotypizéciou, ¢o sme v case, ked sa tu opisané pokusy robili, este na
oddeleni rutinne nerobili. Sme si vedomi, ze len klasickymi genetickymi meto6-
dami by sme mohli ziskat hlbsie poznatky o povahe spozorovanych zmien,
ktoré sme predbezne hodnotili len v rameci rutinnej prace.

Zvlastnu pozornost si v tejto spojitosti zasluhuje podla naSej mienky t4 sku-
to¢nost, ze sa spozorovana variabilita prejavovala najm& na diagnostickych
znakoch, podla ktorych sa v praxi casto usudzuje na patogenitu vysetrova-
ného izolatu. Nanucuje sa otazka, ¢i v tychto pripadoch ide skuto¢ne o stratu
patogenity, alebo len o deficienciu jedného z jej ukazovatelov. V literature su
zmienky o tom, Ze niektori povodcovia otravy z potravin, menovite Clostridium
. botulini, prestali produkovat toxiny pod vplyvom dlhodobého uéinku nizkych
teplot, resp. vtedy, ak rastli za suboptimdalnych teplét, napriklad v chladenych
potravinach (18). Vzhladom na zdravotnicky vyznam tejto problematiky by
bolo potrebné preverit si takéto udaje. Na ziklade nasich poznatkov odporu-
¢ame iba to, nespoliechat sa pri hygienicko-epidemiologickom posudzovani
mikrofléry mrazenych potravin na nepriamu diagnoézu choroboplodnosti, resp.
tvorby enterotoxinu, ale sa o nej meritérne vyslovit az po toxikologickom dé-
kaze. Predide sa tym nielen zdravotnym kalamitdm, ale aj hospodarskym $ko-
dam, ktoré nasleduju po takychto nalezoch.

Suhrn

Sledovali sa diagnostické vlastnosti kmeriov Staphylococcus aureus, pocha-
dzajucich z mrazenych (25 kmetiov) a nemrazenych potravin (28 kmenov).
Kmene sa vy$etrovali hned po izoldcii a v subkulturach. 20. subkultura sa
vystavila znova nizkoteplotnému udinku. Zistilo sa, Ze €erstvo izolované kmene
z mrazenych potravin mali pocetnejsie deficientné znaky, ako izolaty z nemra-
zenych potravin. PasaZovanim sa restituovali typické vlastnosti, v ojedinelych
pripadoch sa viak deficiencia udrzala az do konca sledovania. Kratsie trvajuce
zmrazovanie vyvolalo stratu diagnostickych znakov len v mensej miere ako
dlhotrvajice zmrazovanie. OdliSne reagovali kmene, ktoré predtym uZz raz
prekonali zmrazovanie, t. j. pochadzali z mrazenych potravin.

30

BULLETIN VII/1 - 1968




NajCasnejsie sa prejavovala strata tych diagnostickych znakov, ktoré sa bez-
ne vyhodnocuju ako ukazovatele patogenity. Boli to menovite pigmentiacia,
produkcia plazmakoagulazy a fosfotdzy, proteolytické a hemolytické schopnosti
a skvasovanie manitolu. Aj v rychlosti rastu sa prejavili vyznamné rozdiely.

Poukazuje sa na hospodarsky dosah uplatnenia tychto poznatkov v metodo-
16gii hygienicko-epidemiologickej expertizy.

ComocraBiieHNe BIUAHUA AJINTEILHOTO 3aMOPIKRUBAHUA
Ha OII0O3HaBaTeJbHBIE IPU3HAKM INTAMMOB M30JIMPOBAHHBIX
U3 3aMOPOMKEHHBIX ¥ HEMOPOMKEHHBI INIEBHIX IPOAYKTOB

Pesiome

TIpoBoMaIKCh McCIeIOBAHMA TUArHOCTHYECKHX CBoficTB mraMmor Staphylococeus aureus

NONYYEHHBIX U3 3aMOPOMEHUBIX (25 mMTaMMOB) I HeMOPOIICHHBIX THUEBRIX NPOJLYKTOB
(28 mrammon), MlraMmel necneiopannes HeMeLIenino IocIe U30JIUPOBKIE I B CYFRYILTYpaX.
20-y10 ¢yGRYABTYPY TOABEPTIN CHOBA 0XTanennio. OKazaJzoch, UTO CREHE U0 OBAHHBE

INTAMMEL M3 3aMOPOKEHITEIX TTHINEBHX TPOIYKTOB HMEJI BOJbIe Je(LHeHTHEX IPU3HAKOB,
YeM MITaMMbI U3 He3aMOPOKeHHRIX POy KTOB. 1lacaskeM BOCCTAHOBUIMCH THOMYHBIC IPU3HA-
KH, HO B OJIMHOYHBIX CIy4aaX He(UIUeHTHOCTh COXPAHWJIACh 0 KOHIA MNCCIefOBAHMII.
HparxkoBpeMeHHOe 3aMOpaKMBaHUe BIMAET Ha IIO0TEPI0 JWATHOCTHIECKHX I[PUBHAKOB
MeHee, YeM JNUTelbHOe. Pa3mifyHo pearupoBaJy LITAMMBL, KOTODPH ,y#Aie Pa3d MOIBEPIIIICH
3aMOPAKUBAHHIO, GBIIN MOIYUYEHHl {3 3aMOPOKEHIBIX HPOJYKTOB.

Yalre Bcero IpoIapaiy TAKHe JUACHOCTHYECKHE NPHSHAKU, KOTOPHEe SABIAITCH MoKasa-
TENAMN IATOreHesa, — TMHMIMEHTAUMsA, TIPOM3BOACTBO NJIasMOKoAryIassl 1 ¢docdarassr,
TPOTEONUTHICCKHEE N PeMOINTHUECKHEe CBOMCTBA I MAHHNTHOE OposkcHnie. Boabinasa pasnund
npoasuaack u B Pocre.

ITpuBeeHO HKOHOMMHECKOE BJIMANUME MPUMEHEHHA pe3dyThTaToB MPOBETEHHBIX HCCIEO-
BaHUIT B METOMOJOTHH PHUTIHMeHOINMHUACMUOIOTHIECKOIT DRCIICPTH3HL.

Comparison of longperiod storage influence
on identification characteristics of Staphylococcus aureus
strains isolated from freezed and unfreezed foods

Summary

The diagnostic properties of the strains of Staphylococcus aureus were observed in
freezed (25 strains) and unfreezed foods (28 strains). The strains were investigated
immediately after their isolation in subcultures. The 20th subculture was exposed
again to low temperature effects. It has been found that freshly isolated strains
of frozen foods had more deficiency characteristics than isolates from unfrozen foods.
By passage the typical properties were restituted but in individual cases the defi-
ciency was retained until the end of our studies. Shorter freezing caused the loss
ol diagnostic characteristics in a smaller degree than long-term freezing. Strains
which had already undergone freezing reacted differently from those which origi-
nated from frozen foods.

The loss of diagnostic characteristics currently evaluated as pathogenicity indices
was the most frequent. They were especially pigmentation, plasmocoagulase and
phosphatase production, proteolytic and haemolytic properties and the fermentation
of manitol. The significant differences were shown also in the speed of the growth.

The economic importance of these findings, application in the methodology of sa-
nitary and epidemiologic expert works are pointed out.
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