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ÚVOD 

 Enterokoky sa prirodzene vyskytujú v potravinách 

živočíšneho i rastlinného pôvodu. Vysoký obsah 

enterokokov v mlieku a mliečnych výrobkoch v súčasnosti 

indikuje predovšetkým nedodržanie hygienických 

podmienok buď pri získavaní mlieka alebo pri výrobe 

mliečnych výrobkov. Enterokokom sa pripisujú mnohé 

pozitívne vlastnosti, ktoré ich radia medzi užitočnú 

mikroflóru. Tvoria významnú časť mikroflóry používanej 

pri výrobe niektorých druhov syrov, uplatňujú sa 

predovšetkým na tvorbe arómy pri ich zrení (Foulquie 

Moreno et al., 2006; Tuncer, 2009; Serio et al., 2010). 

Ducková et al. (2009) uvádzajú napr. v bryndzi priemerné 

počty enterokokov 6,12 log KTJ.g
-1

. Enterokoky patria tiež 

medzi uznávané probiotické mikroorganizmy schopné 

produkovať bakteriocíny. Nes et al. (2007) zisťovali 

produkciu bakteriocínov enterokokmi, pričom u druhov   

E. faecalis, E. faecium a E. mundtii dokázali produkciu 

viacerých bakteriocínov. Na druhej strane sú enterokoky 

fakultatívne patogénnymi mikroorganizmami (Biendo  

et al., 2010) a sú tiež schopné produkovať biogénne amíny 

(Standarová et al., 2009). V posledných rokoch sa sleduje 

aj ich rezistencia na antibiotiká a schopnosť tvoriť biofilm 

(Tendolkar et al., 2004; Citak et al., 2006).  
   Rozšírenie a stupeň tvorby biofilmu enterokokmi je 

rôzny. Mohamed et al. (2004) vo svojej štúdii zistili 

tvorbu biofilmu u 93 % klinických a fekálnych izolátov 

enterokokov. Metzger (2008) sledoval schopnosť tvorby 

biofilmu u enterokokov pochádzajúcich z maštaľného 

prostredia. Celkovo odobral 177 izolátov, pričom 

schopnosť tvorby biofilmu sa sledovala u druhov  

E. faecium, E. casseliflavus a u E. faecalis. Všetky tieto 

druhy vykazovali schopnosť tvorby biofilmu. Produkcia 

biofilmu bola odlišná medzi jednotlivými druhmi 

enterokokov, ale bola podobná v závislosti od ich pôvodu. 

E. faecalis tvoril biofilm vo väčšej miere ako E. faecium 

alebo E. casseliflavus. Tieto výsledky korešpondujú aj 

s výsledkami iných autorov (Tendolkar et al., 2004;  

Di Rosa et al., 2006), ktorí tvorbu biofilmu druhom              

E. faecalis porovnávali s inými druhmi enterokokov. 

Necidová et al. (2009) izolovali enterokoky z bazénových 

a cisternových vzoriek mlieka, zo sterov odobratých na 

farme a mliekarni a tiež z finálnych mliečnych výrobkov. 

Z odobratých izolátov E. faecalis bolo 85 kmeňov (28 %) 

pozitívnych – tvoriacich biofilm a 218 (72 %) kmeňov 

bolo negatívnych – netvoriacich biofilm. Z celkového 

počtu izolátov E. faecium bolo 7 (33 %) kmeňov 

pozitívnych a 14 (67 %) kmeňov negatívnych na tvorbu 

biofilmu.  

  Z pohľadu rozšírenia biofilm-tvoriacich enterokokov 

možno na základe ich výsledkov konštatovať, že najviac 

boli enterokoky tvoriace biofilm rozšírené na farmách a 

pochádzali predovšetkým z bazénových a cisternových 

vzoriek mlieka. Poznatkov o tvorbe biofilmov 

enterokokmi izolovanými z prostredia mliekarenských 

závodov je pomerne málo. Väčšina štúdií tvorby biofilmov 

bola doposiaľ zameraná na klinické izoláty enterokokov. 

   Cieľom našej štúdie bolo zistiť prítomnosť enterokokov 

v cisternových vzorkách mlieka a vo vzorkách mlieka zo 

zásobných tankov. Získané izoláty enterokokov 

identifikovať a zistiť u náhodne vybraných izolátov 

schopnosť produkovať biofilm. 

  

MATERIÁL A METÓDY 
 Počet enterokokov (CPE) sa stanovoval vo vzorkách 

mlieka (n = 50). Enterokoky sa stanovili pri teplote          

37 ± 1 °C na živnom médiu Slanetz-Bartley (HiMedia, 

India) po dobu kultivácie 48 ± 2 hod (STN 56 0100, 

1970).  

   Suspektné kolónie enterokokov izolované zo vzoriek 

mlieka sa preočkovali čiarovaním na selektívne médium so 

žlčou a eskulínom (BEA agar) (HiMedia, India) a 

inkubovali sa pri teplote 37 ± 1 °C po dobu 24 ± 2 hod.    

Po potvrdení izolátov k rodu Enterococcus na základe 

morfologických znakov (makroskopické a mikroskopické) 

a biochemických skúšok (produkcia katalázy a PYRA test) 

sa vykonala druhová identifikácia komerčným                

EN-COCCUS testom (Pliva-Lachema, Česká republika). 
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ABSTRACT 
Number of enterococci determined in raw milk cistern samples was in range of 2.95 to 4.18 log CFU.ml

-1
 and raw milk 

samples obtained from storage tanks contained enterococci count in the range of 3.04 to 4.51 log CFU.ml
-1

. Results of 

microbiological quality evaluation showed, that count of enterococci increased during cold storage of raw milk. Portion of 

enterococci from the total microflora of raw milk taken from cistern samples was 0.44 %, otherwise in raw milk samples 

taken from storage tanks portion of enterococci decreased to 0.38 %. Among enterococci isolates  E. faecalis was the 

predominat species in tested samples of raw milk from both cistern – 58.1 % and storage tank – 71.7 %. The following 

species were identified E. faecium, E. group III., E. mundtii, E. casseliflavus. It was found that 38 % E. faecalis isolates 

were able to form a biofilm. 
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   Na simuláciu tvorby biofilmov u náhodne vybraných 

kmeňov enterokokov sa použila metóda, ktorú 

modifikovala Koreňová et al. (2008). Enterokoky sa 

naočkovali do tryptón-sójového bujónu (TSB), živného 

bujónu (ŽB) a MRS bujónu (keďže jedným zo základných 

faktorov pre tvorbu biofilmu je substrát) a inkubovali sa 

pri teplote 37 ± 1 °C po dobu 20 – 24 hod. Táto kultúra 

(NK) sa odstredila pri 4000 ot.min
-1

 počas 20 min. 

Supernatant sa zlial a bunky v skúmavke sa doplnili 

čerstvým bujónom v množstve 1 – 3 ml tak, aby optická 

denzita dosiahla hodnotu 0,4 – 0,5 (čo zodpovedá asi     

10
8
 KTJ.ml

-1
). Z takto získanej kultúry (ČK) sa  

naočkovalo  100 μl do mikrotitračnej doštičky. Kultúra sa 

zabezpečila proti odpareniu a kultivovala pri teplote         

37 ± 1 °C počas 18 – 20 hod. Po kultivácii sa zmerala 

optická denzita pri vlnovej dĺžke 630 nm. Na kvantifikáciu 

tvorby biofilmu sa použila metóda farbenia s kryštálovou 

violeťou modifikovaná podľa Koreňovej et al. (2008).  

   Princípom tejto metódy je zafarbenie buniek po premytí 

na tuhom povrchu kryštálovou violeťou. Sledované druhy 

enterokokov sú schopné tvorby biofilmu, ak optická 

denzita zostávajúcich buniek dosiahne po odčítaní hodnoty 

 

VÝSLEDKY A DISKUSIA 
 O priemerných počtoch enterokokov v mlieku 

z cisternových vzoriek a zo zásobných tankov informuje 

tabuľka 1.  

Počty enterokokov počas uskladnenia mlieka pred jeho 

základným ošetrením stúpli (P> 0,05), avšak ich podiel na 

celkovej mikroflóre klesol z pôvodných  0,44 % na 0,38 % 

v dôsledku zvýšeného nárastu počtov psychrotrofných 

mikroorganizmov na celkovej mikroflóre. 

 K vysvetleniu týchto zmien by mohlo prispieť zistenie 

Panfili et al. (2008). Z výsledkov týchto autorov vyplýva, 

že počty enterokokov v mlieku počas skladovania pri 

teplote do 10 °C sú pomerne konštantné.  

   Z pôvodne vytypovaných 182 kolónií vyrastených na 

Slanetz-Bartley agare vyrástlo po preočkovaní čiarovaním 

na BEA agare a vytvorilo typické kolónie len 96 izolátov, 

čo predstavuje 52,7 %. Toto zistenie len potvrdzuje závery 

iných autorov, že médium Slanetz-Bartley umožňuje 

okrem enterokokov sledovaných v mlieku a mliečnych 

výrobkoch rast aj iným rodom príbuzných 

mikroorganizmov (Weiss et al., 2005; Kročko et al., 

2007).  

 Ako vyplýva z tabuľky 2, najčastejšie izolovaným 

druhom enterokokov  z mlieka bol druh E. faecalis. Tento 

druh enterokoka sa podľa viacerých autorov (Teixeira  

et al., 2007; Gomes et al., 2008; Necidová et al., 2009; 

Trivedi et al., 2011) najčastejšie izoluje z mlieka a 

mliekarenských zariadení. 

Tvorba biofilmu v mliekarenských závodoch je spájaná 

predovšetkým s vlhkými povrchmi, na ktorých sa 

hromadia mikroorganizmy. Účinnosť sanitácie 

v mliekarenskom podniku môže byť negatívne ovplyvnená 

prítomnosťou enterokokov, keďže jedným z hlavných 

virulentných faktorov enterokokov je ich schopnosť tvorby 

biofilmu (Tendolkar et al., 2004). Príklad hodnotenia 

Tab. 1 Počty enterokokov (CPE) v cisternových vzorkách surového kravského mlieka (n = 25) a vo vzorkách mlieka zo 

zásobných tankov (n = 25) 

Ukazovateľ 
CPE 

[KTJ.ml
-1

] 

CPE 

[KTJ.ml
-1

] 

X 8,25.10
3
 9,16.10

3
 

Xg 6,71.10
3
 7,33.10

3
 

min 9,00.10
2
 1,10.10

3
 

max 1,50.10
4
 3,20.10

4
 

sx 4,37.10
3
 6,49.10

3
 

 

Tab. 2 Druhové zastúpenie enterokokov v surovom mlieku z cisternových vzoriek a vzoriek zo zásobných tankov 

Druh rodu 

Enterococcus 

Cisternové vzorky % z celkového 

počtu izolátov 

(n = 96) 

Vzorky zo zásob. 

tankov 

% z celkového počtu 

izolátov 

(n = 96) počet % počet % 

E. faecalis 25 58,1 26,0 38 71,7 39,6 

E. faecium 7 16,3 7,3 0 0 0 

E. group III. 5 11,6 5,2 15 28,3 15,6 

E. mundtii 4 9,3 4,2 0 0 0 

E. casseliflavus 2 4,7 2,1 0 0 0 

SPOLU 43 100 44,8 53 100 55,2 
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tvorby biofilmu enterokokom izolovaným z mlieka je 

uvedený v tabuľke 3. Vzhľadom k tomu, že optická 

denzita buniek tohto kmeňa nedosiahla hodnotu > 0,1, bol 

tento kmeň vyhodnotený ako neschopný tvoriť biofilm. 

  V našej štúdii sa tvorba biofilmu hodnotila u 18 náhodne 

vybraných a identifikovaných kmeňov enterokokov – 

tabuľka 4. Ako najvhodnejšie médium pre tvorbu biofilmu 

sa zistil TSB (tabuľka 3), ktorý sa však svojim zložením 

líši od zloženia mlieka. 

 Ako vyplýva z tabuľky 4 izolované enterokoky mali 

pomerne slabú schopnosť vytvárať biofilmy na povrchu 

plastu, z ktorého sú vyrobené mikrotitračné doštičky 

použité pri testovaní biofilmov. To ale nevylučuje 

schopnosť enterokokov tvoriť biofilmy, aj vzhľadom na 

médium použité v pokusoch, napr. na iných povrchoch. 

Vyššia schopnosť sa zaznamenala u kmeňov druhu  

E. faecalis. Veľmi podobnú schopnosť enterokokov tvoriť 

biofilmy dokázali napr. aj Necidová et al. (2009), 

Barbosa et al. (2010). Samozrejme tvorba biofilmov je 

ovplyvňovaná mnohými faktormi ako napr. povrch, 

substrát, podmienky, za ktorých sa mikroorganizmy 

rozmnožu jú a pod. Zanedbanie sanitácie povrchov 

mliekarenských strojov môže významne prispieť k tvorbe 

biofilmov, čím sa vytvárajú zdroje pre kontamináciu 

mlieka a mliečnych výrobkov mikroorganizmami. 

  

ZÁVER 
 Enterokoky patria k bežnej mikroflóre surového mlieka 

a ich počty sa pred tepelným ošetrením mlieka štatisticky 

nevýznamne zvyšovali. Dominantným druhom 

enterokokov, ktorý sa v mlieku vyskytoval je E. faecalis. 

Výsledky náhodne testovaných kmeňov enterokokov na 

schopnosť tvoriť biofilm jasne dokazujú, že enterokoky 

takúto schopnosť majú. Predchádzať tvorbe biofilmov je 

možné dôsledným dodržiavaním pravidiel sanitácie 

a hygieny, či už v podmienkach fariem alebo 

v mliekarenských podnikoch. 
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