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ÚVOD  
   Mikroflóra kaţdého syra je jedinečná bez ohľadu na 

pridávanú štartovaciu kultúru alebo cielených 

sekundárnych mikroorganizmov (napr. plesne a kvasinky). 

V syroch sa vyskytujú nielen ţiaduce mikroorganizmy 

pozitívne ovplyvňujúce vlastnosti syra, ale i neţiaduce 

mikroorganizmy, ktoré môţu negatívne ovplyvniť jeho 

senzorické a mikrobiologické vlastnosti (Beresford et al., 

2001; Görner a Valík, 2004). EFSA (The European Food 

Safety Authority) podniká kroky na vytvorenie vhodného 

predpokladu bezpečnosti (Qualified Presumtion of Safety 

(QPS)) vedúceho k bezpečnému ohodnoteniu 

mikroorganizmov pouţívaných pri produkcii potravín 

a krmív (EFSA, 2007). 

   Stafylokoky predstavujú ubikvitárne baktérie, ktoré sa 

nachádzajú na koţi a mukóznych membránach 

teplokrvných zvierat a ľudí, a môţu byť izolované zo 

ţivotného prostredia, napr. z pôdy, vzduchu, vody, ako aj 

z celej rady potravín vrátane fermentovaných mäsových 

výrobkov a syrov. Okrem toho, sú baktérie Staphylococcus  

spp. všeobecne povaţované za najfrekventovanejšie sa 

vyskytujúcich pôvodcov zápalu mliečnej ţľazy 

preţúvavcov (Vasiľ, Elečko a Fotta, 2007). Rod 

Staphylococcus spp. zahrňuje 42 reálne opísaných druhov 

(DSMZ, 2009; DSMZ, 2010), ktoré sa tradične rozdeľujú 

na koagulázo-pozitívne (KPS) a koagulázo-negatívne 

stafylokoky (KNS). Koagulázo-negatívne stafylokoky 

(KNS) sú predominatnou skupinou baktérií izolovaných 

pri mastitídach  na celom svete (Sampimonetal et. al., 

2009, Zadoks a Watts, 2009). Výskyt koagulázo-

negatívnych stafylokokov v niektorých chovov kráv, oviec 

a kôz na Slovensku publikovali viacerí autori (Dudriková, 

1998; Petrík et al., 2001, Vasiľ et al., 2001, 2005; 

Pilipčincová et al., 2010). Na druhej strane, niektoré 

koagulázo-negatívne druhy ako S. condimenti, S. equorum, 

S. piscifermentans, S. succinus sa dávájú do spojitosti 

s potravinami a/alebo sa zapájajú do spontánnej 

fermentácie. Kmene ako S. equorum a S. succinus subsp. 

casei sú izolované zo zašpinených a/ alebo z povrchu 

zrejúcich syrov (Bockelmann, 2002; Place et al., 2002; 

Place et al., 2003).  Preto kmene týchto druhov 

stafylokokov môţu byť potenciálom pre budúcu aplikáciu 

v potravinách ako štartovacie alebo protektívne kultúry 

(Seitter et al., 2011). Dominantnú flóru stafylokokov 

v prostredí a syrov predstavujú druhy  S. equorum (39,0%) 

and S. saprophyticus (26,7%).  Tieto dva druhy sú 

dominantnými na povrchu niektorých syrov zrejúceho pod 

mazom talianskeho pôvodu (Fontana et al., 2010). 

Dokonca niektoré štúdie navrhujú zahrnúť S. equorum ako 

súčasť  štartovacích kultúr pre zrejúce syry pod mazom 

a polotvrdé syry švajčiarskeho typu (Bockelmann, 2002; 

Irlinger, 2008). Prítomnosť S. saprohyticus  je na syroch 

typická, zisťuje sa najmä v kyslom tvarohu a kozích 

syroch (Bockelmann and Hoppe-Seyler, 2001; Irlinger, 

2008).  Druh S. aureus je zriedka prítomný v úplne 

zrejúcich syroch, pretoţe má tendenciu vymiznúť počas 

obdobia zrenia v dôsledku prevládajúcich podmienok 

v syroch, ako je napríklad nízka vodná aktivita (aw)  

v kombinácii s nízkymi hodnotami pH a produkciou 

bakteriocínov (Jorgensen et al., 2005). Bakteriocíny sú 

produkované baktériami mliečneho kvasenia (BMK), ktoré 

tvoria významnú skupinu mikroorganizmov v surovom 

mlieku a výrobkov pochádzajúcich zo surového mlieka. K 

BMK patria  aj najvýznamnejšie  rody ako Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus 

a Enterococcus (Jay et al., 2005). Zvláštnu pozornosť je 

potrebné venovať enterokokom, ktoré predstavujú veľkú 

časť autochtonných baktérií. Na ich prítomnosť v mlieku 

a v mliečnych výrobkoch sú dva názory: (1) a to buď  ako 

riziková alebo cudzorodá či neţiaduca flóra, ktorá 

poukazuje na nízku hygienu počas produkcie 

a spracovania mlieka ako dôsledku priamej kontaminácie 

(zvieracími a humánnymi fekáliami) a nepriamej 

kontaminácie (kontaminovanými vodnými zdrojmi, 

dojacími zariadeniami, povrchom vemena, uskladňovacími 

tankami na mlieko a pod.) (Gelsomino et al., 2002; 

Giraffa, 2002), (2) ako prospešná flóra prispievajúca k 

výrobe unikátnych tradičných produktov a nových 

medziproduktov, v ktorých tieto mikroorganizmy majú 

ochranný účinok voči neţiaducej mikroflóre, resp. majú 

vlastnosti probiotických baktérií (Bhardwaj, 2008). BMK 

majú význam pri výrobe fermentovaných mliečnych 

výrobkov a syrov. 

   Cieľom práce bolo (1)  získať z kozieho syra vyrobeného 

z nepasterizovaného mlieka bez pridania štartovacej 
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kultúry kmene rodu Staphylococcus spp., identifikovať  

S. aureus a Enterococcus spp., (2)  potvrdiť ich pomocou 

multiplexovej PCR a (3) stanoviť u získaných 

a potvrdených izolátov  citlivosť k vybraným antibiotikám. 

 

MATERIÁL A METODIKA  
   V roku 2010 sa uskutočnila izolácia kmeňov 

stafylokokov a enterokokov z 30 vzoriek  kozieho syra 

vyrobeného v domácich podmienkach z nepasterizovaného 

kozieho mlieka bez pridania štartovacej mliekarenskej 

kultúry,  zrejúceho 30 dní. Na analýzu sa  odoberali vzorky 

kozieho syra v priebehu obdobia zrenia v pravidelných 

intervaloch (1d, 3d, 7d, 15d, 30d ), ktoré sa spracovali 

podľa metódy STN ISO 6887. Stafylokoky sa získavali 

izoláciou na selektívno-diagnostickej pôde Baird Parker 

(Himedia laboratories, India) pri 37 °C 24 hod. 

a eterokoky na selektívnom diagnostickom médiu  

M-Enterococcus agar (Himedia laboratories, India) pri  

37 °C 24 - 48 hod. Z príslušných pôd sa sterilnou ézou 

odobralo 1 - 12 suspektných kolónii z kaţdej vzorky, ktoré 

sa 2x purifikovali cez selektívno-diagnostickú pôdu podľa 

príslušnosti získaného izolátu. Čistota izolátov sa 

kontrolovala na krvnom agare (Merck, Germany). Takto 

purifikovné izoláty sa konzervovali v BHI médiu (Himedia 

laboratories, India) s obsahom glycerolu (1:1) a skladovali 

pri -20 °C. Rodová príslušnosť suspektných  izolátov 

Staphylococcus spp. a Enterococcus spp. sa uskutočnila 

pomocou fenotypových testov (1. Stafylokoky - plazmo-

koagulázový test (Imuna, Šarišské Michaľany), katalázový 

test, farbenie podľa Grama; 2. enterokoky - katalázový 

test, PYRA - test (Pliva Lachema, ČR), farbenie podľa 

Grama, tvorba eskulínu) a genomických metód (1. 

Stafylokoky - pomocou multiplexovej PCR podľa 

Strommenger et al. (2003) a Martineau et al. (1998) za 

pouţitia primerov Sauni 1 a Sauni 2 amplifikujúcich 16 

rDNA gén, ktorý je prítomný iba u kmeňov stafylokokov 

a primerov Sau 1 a Sau 2 amplifikujúcich špecifické 

sekvencie prítomné iba u kmeňov S. aureus (SA) 2.  

Enterokoky - PCR metódou podľa Ke et. al. (1999) za 

pouţitia primerov (Ent 1 5’ – TAC TGA CAA ACC ATT 

CAT GAT G - 3’; Ent 2 5’ – AAC TTC GTC ACC AAC 

GCG AAC – 3’; InKO1 5’ – GGA GGA AGG TGG GGA 

TGA CG – 3’,  InKO2 5’ – ATG GTG TGA CGG GCG 

GTG TG – 3’ (Martineau et al. (1996)). Izolácia 

genomickej DNA získaných kmeňov sa uskutočnila 

pomocou 20 % Chelexu 100 (Biorad, USA). PCR produkty 

sa elektroforeticky separovali v 2 % agarozovom gély 

(Invitroge, USA) pri 100 V 90 mA 45 min a vizualizovali 

UV svetlom po ofarbení Gold View (E coli).  

   U geneticky potvrdených kmeňov sa zisťovala citlivosť k 

vybraným antibiotikám pomocou diskovej difúznej 

metódy na Muller Hinton agare (Himedia laboratories, 

India). V prípade identifikovaných  kmeňov rodu 

Staphylococcus spp. sa sledovala citlivosť k  Ampicilín 10 

µg/disk (AMP10), Vankomycín 30 µg/disk (VAN30), 

Erytromycín 15 µg/disk (ERY15), Oxacilín 5 µg/disk 

(OX5), Penicilín 10 U (P10), Tetracyklín 30 µg/disk 

(TET30), Chloramfenikol 30 µg/disk (CMP30), 

Gentamycín 10 µg/disk (G10) a kmeňov rodu 

Enterococcus spp. k Ampicilín 10 µg/disk (AMP10), 

Erytromycín 15 µg /disk (ERY15), Tetracyklín 30 µg /disk 

(TET30),  Vankomycín 30 µg /disk (VAN30), Oflaxacín 

5µg/disk (OFL5), Cefalotín 30 µg/ disk (CLT30), Penicilín 

10 µg /disk (P10), Chloramfenikol 30 µg /disk (CMP30), 

Klindamicín 2 µg /disk (CLI2) (HiMedia Laboratories, 

India). Výsledky sa interpretovali podľa CLSI (2006). 

  

 
VÝSLEDKY A DISKUSIA 
   Z celkového počtu získaných izolátov sa doposiaľ 

preskúmalo 76 suspektných izolátov rodu Staphylococcus 

spp. a 110 suspektných izolátov rodu Enterococcus spp., 

z ktorých pomocou multiplexovej PCR bolo potvrdených 

53 izolátov ako Staphylococcus spp. a 91 izolátov ako 

Enterococcus spp. Z  konfirmovaných izolátov 

stafylokokov boli tri izoláty identifikované ako S. aureus, 

čo predstavuje 5,66 % z celkového počtu. Williams and 

Withers (2010) uvádzajú, ţe najvyššia frekvencia výskytu 

alimentárnych patogénov preţívajúcich v syroch 

vyrobených na farmách je S. aureus, kde ho detegovali 

v 40 % z analyzovaných vzoriek syrov ale najmä zo syrov 

vyrobených z organického mlieka, kde ho detegovali v 7 

prípadoch z 12 testovaných organických syrov vyrobených 

z nepasterizovaného mlieka. Všetky ostatné potvrdené 

izoláty Staphylococcus spp. boli plazmo-koagulázo 

negatívne a ani v jedom prípade nebola zaznamenaná 

prítomnosť hemolýzy na krvnom agare. Potvrdené kmene 

obidvoch rodov boli  následne testované na antibiotickú 

rezistenciu k  vybraným antibiotikám. 

   Z celkového počtu stafylokokov sa pomocou diskovej 

difúznej metódy zistilo 69,81 % kmeňov Staphylococcus 

spp. a 56,04 % kmeňov Enterococcus spp. rezistentných 

na jedno a viac pouţitých antibiotík.  

   Najvyššia antibiotická rezistencia u Staphylococcus spp. 

sa zaznamenala na penicilín 69,81 %, ampicilín 49,06 %, 

oxacilín 39,62 %, erytromycín 20,75 %, gentamycín 

16,98 % a najniţšia na vankomycín 7,55 %, tetracyklín 

5,66 % a chloramfenikol 1,88 %. Intermediálna citlivosť sa 

zaznamenala k štyrom pouţitým  antibiotikám: 

erytromycín 16,98 %, gentamycín 13,21 %, tetracyklín 

7,55 % a chloramfenikol 5,66 %. Súčasne sa zistili aj 

multirezistentné kmene. Rezistenciu k jednému antibiotiku 

malo 16,98 % stafylokokov. Najviac stafylokokov bolo 

rezistentných k dvom antibiotikám (18,87 %), k trom 

(13,21 %) a štyrom pouţitým antibiotikám (11,32 %). 

V jednom prípade bola zaznamenaná rezistencia k piatim 

pouţitým antibiotikám a v štyroch prípadoch bola 

zaznamenaná rezistencia k šiestim pouţitým antibiotikám. 

Celkovo bolo citlivých na všetkých osem vybraných 

antibiotík 30,16 % kmeňov  Staphylococcus spp. Všetky tri 

získané kmene S. aureus boli rezistentné na ampicilín a 

penicilín (tab. 1). Výsledky našej práce korelujú 

s výsledkami iných autorov (Resch et al., 2008; Zell et 

al., 2008; Faria et al., 2009). Soares et al. (in press) pri 

zisťovaní celkového profilu antibiotickej citlivosti medzi 

stafylokokmi, odhalili, ţe najvyššie percento rezistencie 

bolo zistené pre penicilín (30.5%), následne ampicilín 

(24,8%), erytromicín (22,9%) a tetracyklín (15,2%). Najniţšia 
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rezistencia bola zistená pre cephalexín (6,7%), gentamycín 

(6,7%) and oxacilín (4,8%).  

   V prípade kmeňov rodu Enterococcus spp. bola 

najvyššia rezistencia zistená na antibiotiká cefalotín 

42,86 % a clindamiíin 23,08 %. Rezistencia k ďalším 

pouţitým antibiotikám bola veľmi nízka (tab. 2). 

Intermediálna citlivosť sa zistila k štyrom vybraným 

antibiotikám: cefalotín 36,26 %, erytromycín, vankomycín 

(16,68 %), oflaxacín 9,89 %. Počet multirezistetných 

kmeňov bol nízky, t.j. 21,57 %. Najviac kmeňov 

Enterococcus spp. malo rezistenciu k dvom antibiotikám 

(15,69 %), k trom (3,92 %) a v jednom prípade k štyrom 

antibiotikám (1,96 %). V predchádzajúcej našej štúdii, 

v ktorej sme sledovali antibiotickú rezistenciu kmeňov 

rodu Enterococcus spp. pochádzajúcich z kozieho mlieka, 

kozích syrov, srvátky a prostredia sme zistili veľmi vysokú 

rezistenciu k vybraným antibiotikám oproti teraz 

dosiahnutým výsledkom. Najvyššia rezistencia bola 

preukázaná ku klindamicínu (85,19 %), vankomycínu 

(65,43 %), ampicilínu (60,49 %), penicilínu (53,09 %), 

cefalotínu (50,62 %), erytromycínu (45,68 %), oflaxacínu 

(39,51 %) a najniţšia k tetracyklínu (18,52 %) a 

chloramfenikolu (13,58 %). Intermediálna citlivosť sa 

zaznamenala k siedmim antibiotikám: erytromycín 

(25,93 %), chloramfenikol (17,28 %), oflaxacín (16,05 %), 

cefalotín (14,81 %), tetracyklín (12,35 %) a rovnaké 

percento (2,47 %) sa zistilo k vankomycínu 

a klindamycínu. Rovnako i počet multirezistentných 

enterokokov bol vyšší, a to na päť (23,46 %), ďalej na 

sedem (17,28 %), dva (16,05 %) a tri (12,35 %) druhy 

pouţitých antibiotík. Súčasne sa zistilo, ţe tri kmene 

(3,70 %) sú rezistentné na osem pouţitých antibiotík 

a v jednom prípade (1,23 %) sa zistila rezistencia voči 

všetkým pouţitým antibiotikám (Poľáková et al., 2010). 
Za posledných desať rokov pribudli štúdie dokazujúce u 

izolátov enterokokov z mlieka rezistenciu na rôzne typy 

antibiotík pouţívaných aj v liečbe ľudí. Araya et al. 

(2005) u enterokokov izolovaných zo surového mlieka 

zistili rezistenciu na erytromycín, tetracyklín, 

chloramfenikol a u 8 % izolátov aj na vankomycín. 

Šustáčková et al. (2003) u izolátov enterokokov zo 

surového mlieka zistili rezistenciu na chloramfenikol, 

tetracyklín a erytromycín. Fabianová et al. (2010) vo 

vzorkách surového kravského mlieka zistili najvyššiu 

citlivosť enterokokov (n = 46)  na teikoplanín (97,9 %) 

a najvyššiu rezistenciu na tetracyklín. Rezistencia 

enterokokov na vankomycín predstavovala len 4,5 %. 

Cortéz at al. (2006) vyizolovali zo vzoriek 

kozieho mlieka 7 izolátov enterokokov, z ktorých všetky 

boli rezistentné na vankomycín. Cupáková et al. (2010) 

uvádza, ţe všetky izoláty E. faecalis zo surového i 

pasterizovaného ovčieho mlieka boli rezistentné ku 

klindamycínu, cefalotínu a ofloxacínu. V prípade 

enterokokov pochádzajúcich z prvých strekov mlieka, 

Čanigová et al. (2010) zistili u 5 % izolátov (druh  

E. faecalis) rezistenciu na vankomycín, pričom sa vôbec 

v ich prípade nepotvrdila rezistencia na ampicilín a 

teikoplanín. Avšak u enterokokov izolovaných pôvodne z 

bazénových vzoriek mlieka títo autori nezistili rezistenciu 

na vankomycín, čo vysvetľujú náhodným výberom kolónií 

na izoláciu alebo  pomerne nízkym výskytom 

vankomycín-rezistentných kmeňov enterokokov. Zistili 

však prekvapujúco vysoké percento izolovaných kmeňov 

rezistentných na tetracyklín (50 %). 

   Netreba zabúdať, ţe aj koagulázo-negatívne stafylokoky 

môţu byť rovnako ako S. aureus producentmi 

enterotoxínov a ako BMK môţu tvoriť biogénne amíny 

(Witte et al., 2008), čo môţe viesť k vzniku alimentárnej 

intoxikácie. Okrem toho, z hľadiska patogenity je 

dôleţitým kritériom pri hodnotení bezpečnosti ich 

prítomnosti: prítomnosť prenosných markerov rezistencie 

na antibiotiká. Kmene KNS izolovaných z potravín a 

klinických izolátov,  sú často rezistentné na jedno alebo 

niekoľko antibiotík (Resch et al., 2008), čím sa stávajú 

zdrojom génu kódujúceho antibiotickú rezistenciu 

(Perrenten et al., 1997).  

 

 

Tabuľka 1 Prehľad antibiotickej citlivosti kmeňov S. aureus k vybraným antibiotikám 

Kmeň 

S.aureus 

AMP 10 VAN 30 ERY 15 OX 5 P 10 TET 30 C 30 G10 

 R I S R I S R I S R I S R S I R I S R I S R I S 

1 + - - + - - - - + - - + + - - - - + - - + - - + 

2 + - - - - + - - + + - - + - - - - + - - + - - + 

3 + - - - - + + - - - - + + - - - - + - - + - - + 

R- rezistentné, I- intermediálne citlivé, S- citlivé 

 

Tabuľka 2 Percentuálny prehľad antibiotickej rezistencie Enterococcus spp. 

 AMP10 VAN30 ERY15 CLT30 OFL5 P10 TET30 CMP CLI2 

R 2,20 3,30 1,10 42,86 1,10 2,20 9,89 0 23,08 

I - 16,48 16,48 36,26 9,89 - 13,19 0 8,79 

S 97,80 80,22 82,42 20,88 89,01 97,80 76,92 100 68,13 

Σ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

R- rezistencia, I- intermediálna citlivosť, S- citlivosť 

 

ZÁVER 
   Z našich výsledkov vyplýva, ţe syry vyrobené 

z nepasterizovaného mlieka bez pridania štartovacej 

kultúry nepredstavujú nebezpečenstvo výskytu 

alimentárneho patogéna S. aurues, ak sú dodrţané 

hygienické poţiadavky pri získavaní mlieka, ktoré 

pochádza od zdravých jedincov podľa poţiadaviek 
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Nariadenia ES č. 853/2004 v znení neskorších predpisov 

a netrpia zápalom mliečnej ţľazy. Rovnako aj osoby, ktoré 

manipulujú s mliekom a mliečnymi výrobkami nie sú 

latentnými nositeľmi S. aureus. Nesmieme avšak zabúdať, 

ţe výrobky z nepasterizovaného mlieka môţu okrem 

bakteriálnych ochorení, byť potenciálnym rizikom prenosu 

vírusových ochorení. V súčasnosti však  viacero autorov  

poukazuje na to, ţe potraviny sa stávajú moţným 

prostredím, v ktorom dochádza k výmene informácii o 

antibiotickej rezistencie medzi bakteriálnymi druhmi, čo 

následne cez potravinový reťazec môţe ovplyvňovať 

liečbu pomocou antibiotík v humánnej medicíne. Okrem 

týchto uvedených rizík, výrobky bez tepelnej úpravy majú 

väčšiu diverzitu baktérií, ktoré môţe podmieňovať tvorbu 

určitých špecifických vlastnosti daných výrobkov.   
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