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ABSTRACT

Strains of Staphylococcus aureus (S. aureus) were isolated from individual milk samples of 500 lacting cows from different
areas in Slovakia (PH 1 — Kogice region, 300 samples; PH 2 — Zilina region, 200 samples). The statistical significance
between both dairy farms included in the experiment in the presence of genus Staphylococcus isolated on Baird-Parker agar
from milk samples was p < 0,0001°" . Totally, 122 milk samples were positive for the presence of Staphylococcus aureus
(83 Kosice regions, 52 Zilina regions). All 122 isolates of S. aureus were sensitive for the methicilin as detected by
interpretative criteria developed by NCCLS (2002). For 122 S. aureus isolates, we compared antibiotic susceptibility results
determined by the standardized agar diffusion assay with the PCR assay for the detection of antibiotic resistance mecA
gene. For all isolates, we found a correlation between the results of the PCR and those of classical resistance testing. The
obtained results were confirmed by PCR analysis, according to which, any of our tested isolate of S. aureus from all 122
individual milk samples from both experimental dairy farms were not positive for the presence of mecA gene coding the

methicilin resistance.
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UVOD

Bezpecnost’ potravin je kI'i¢ovym faktorom, ktory vedie
k tomu, aby sa vyrabali kvalitné potraviny bez Skodlivych
ucinkov na zdravie l'udi. Rastice ndroky spotrebitel'ov na
zdravé, vyzivné a vhodné potraviny vedd k neustdlemu
zdokonalovaniu uZ existujucich technik a k novému
vyvoju v spracovani potravin ako aj k ndvrhom
produkovat’ bezpecné potraviny, ktoré si zachovaji
nutriénd a senzorickd kvalitu. Ziadanym faktorom v
procese spracovania potravin je zvySit potravinovd
bezpecnost’, zlepsit' mikrobiologické a chemické vlastnosti
potravin a odstranit neZiaduce toxické zlozky. Na
identifikdcii ~ konkrétneho  rizika so  stanovenim
preventivnych ochrannych opatreni je zalozeny HACCP
systém kvality a hygienickej a zdravotnej bezpecnosti
vyrdbanych produktov, ktory md prvorady vyznam
v potravindrskom priemysle, po¢nic od vyroby az po
spotrebu.

Z hl'adiska technoldgie ziskavania a spracovania mlieka
v mliekarskom priemysle predstavuju zévazné
mikrobiologické nebezpecenstvo baktérie Staphylococcus
aureus. Z mnohych  metabolitov ~ produkovanych
stafylokokmi najvicsie riziko pre zdravie konzumentov
predstavuji enterotoxiny, ktoré po poziti mdzu vyvolat
otravu potravinami - stafylokokovi enterotoxikézu
(LeLoir et al., 2003; Lembo et al., 2003; Hage a Tran,
2004; Smitandi a Sternesjo, 2004).

Staphylococcus aureus sa vyskytuje v prachu, vo
vzduchu, vo vode a v odpadovych vodach, mdze infikovat
mlieko pri dojeni, pochddza z mliecnej zlazy pri jej
ochoreniach (Pyoréld, 2002), alebo sa do mlieka dostane
kontamindciou z ruik, tvdre, dutiny ustnej a nosovej
pracovnikov prichddzajicich s mliekom do styku v
rdznych fazach jeho vyroby a spracovania (Garcia et al.,
1980; Bramley et al., 1984). Stafylokoky sa obycajne
zistuji u 30 - 50 % zdravych l'udi v nosnej dutine, na kozi
byva vyskyt nizsi (5 - 30 %). Stafylokoky adaptované na
zvieratd mozZzu byt preukdzané ako nosi¢ské kmene u
zdravych l'udi, najmi u tych, o CastejSie prichddzajui do

uzkeho styku so zvieratami a moéZu sa podielat’ pri vzniku
infekcii napr. zdpalov mlie¢nej Zl'azy (Anderson, 1990;

Cardoso et al., 1999; Burdova, 2001).

Na zdklade mnohych Studii sa konstatovalo, Ze pretrvava
doslova  harmonicky = vztah  medzi  hostitel'om
a stafylokokmi, ktoré beZne perzistuji na kozi, v nose,
ustach a hrdle (Minor a Marth, 1972; 1976). BohuzZial
tdto harmoénia sa narusi v pripade, Ze sa stafylokoky
stadvajd pri¢innym cinitelom vyvolavajicim rdzne infekcie
na rdéznych miestach tela (Cunningham et al., 1996;
Beekhuizen et al., 1997; Crossley a Archer, 1997).

Staphylococcus aureus sa v surovom mlieku vyskytuje
dost’ pravidelne, i ked’ v nizkych poctoch v porovnani s
inymi druhmi a skupinami mikroorganizmov. Pritomnost’
baktericidnych litok, ostatnej konkurenc¢nej mikrofléry a
chladenie mlieka zabraiuji jeho pomnoZeniu a syntéze
enterotoxinov (Tsen et al., 1997; Shoshani et al., 1999).
Nizke pocty Staphylococcus aureus v mlieku nie su
nebezpecné z hl'adiska enterotoxikéz, ale mdzu spdsobit
infekciu u ludi s imunosupresiou, najmid deti. K
stafylokokovej intoxikdcii dochddza obycajne po
skonzumovani menej ako lpg toxinu v kontaminovanej
potrave, Co Vv pripade dobrého producenta toxinu
predstavuje asi  10°-10° zarodkov enterotoxigénnych
kmeniov Staphylococcus aureus v jednom grame
potraviny (Soomro et al., 2003; Jorgensen et al., 2005).

Staphylococcus aureus ma znaCny patogénny potencidl
avelkd schopnost adaptability na vonkajSie faktory
prostredia spdsobuje, Ze sa stdva Coraz odolnejs$i voci
antibiotikdm. Selektivne tlaky prostredia, ako aj nadmerné
pouZivanie antibiotik, vyznamne prispeli k budovaniu
stafylokokovej rezistencie. Na zacCiatku Sestdesiatych
rokov (1961) sa objavili prvé kmene rezistentné voci
meticilinu a ostatnym beta-laktdmovym antibiotikdm,
tradi¢ne nazyvané meticilin rezistentné kmene S. aureus
(MRSA) (KissSova, 2008).

V sedemdesiatych rokoch sa MRSA kmene stali
prakticky po celom svete hlavnou  pricinou
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nozokomidlnych infekcii. Opakovand liecba antibiotikami
indukuje expresiu mecA kmenov a dochddza k rychlemu
Sireniu v nemocniciach.  Staphylococcus  aureus
reprezentuje kolonizdtora a patogéna nielen pre l'udi, ale aj
pre Zivocichy. Lee (2003) poukdzal na fakt, Ze
kontaminované potraviny ZivociSneho povodu, mlieko
a mliecne vyrobky, predstavuju riziko infekcie MRSA pre
ludi. Gény koédujice meticilinovd rezistenciu sd
umiestnené na jedinom mobilnom genetickom elemente, a
to na stafylokokovej chromozémovej kazete SCCmec. Do
dnesnej doby bolo popisanych 6 druhov SCCmec. Tieto
elementy sa moZu zabudovat do gendmu MRSA
a pretvorit’ ho na rezistentny druh. Ich rozvoj prispieva
k narastaniu poctu infekcii spdsobenych MRSA po celom
svete (Oliveira et al., 2006).

Cielom prace bolo vyhodnotit zbierku izolatov
Staphylococcus aureus z individudlnych vzoriek surového
mlieka ziskaného na dvoch vybranych produkénych
hospodarstvach z r6znych oblasti Slovenska (KoSicky kraj
aZilinsky kraj) autychto izoldtov popisat citlivost
k vybranym antibiotikdm a pritomnost’ génu kdédujiceho
rezistenciu na meticilin.

MATERIAL A METODY

V praci sme pouzili zbierku izoldtov S. aureus zo vzoriek
surového kravského mlieka od 500 dojnic v r6znom Stadiu
laktacie, u ktorych klinickym vySetrenim mlie¢nej Zl'azy
a NK-testom neboli zistené zdpalové procesy. Vzorky
surového mlieka boli odobraté na produkénom
hospodérstve (PH 1) situovanom v KoSickom kraji (n =
300) ana katastrdlnom Uzemi produkéného hospodarstva
(PH 2) situovaného v Zilinskom kraji (n = 200). Vzorky
mlieka (rovnaké diely z kazdej Stvrte, cca 10 ml), ziskané
pocas vecerného dojenia boli odobraté asepticky po
vydojeni prvych strekov mlieka, zmieSané anapartes
a ihned’ ulozené do chladiaceho boxu pri teplote + 4 °C az
+ 6 °C do spracovania. Vzorky boli spracované ihned’ po
prichode do laboratoéria.

Vo vzorkdch surového mlieka sme S. aureus stanovili na
Baired-Parkerovom agare (HiMedia, India) podl'a EN ISO
6888-1:1999.  Vyrastené  suspektné koloénie sme
prekultivovali na krvny agar obsahujici 5 % baranich
erytrocytov a inkubovali 24 hod. pri teplote 37 'C. Tieto 24
hod. kultiry sme pouzili na dalie testy: cytidin
deamindzovy test, zaloZeny na deamindcii cytidinu na
rozliSenie S. aureus od d’alsich stafylokokov (Krasuski et
al.,, 2007); Sevatest Stafylo PK (Imuna, Sarisské
Michalany) predstavuje plazmakoaguldzovy test na
testovanie pritomnosti volnej koaguldzy skimavkovou
reakciou; Staphytest 16, ktorym sme identifikovali
zéstupcov rodu Staphylococcus (Lachema Brno, CR).
Ziskané izolaty S. aureus uvedenymi testami sme potvrdili
molekuldrnou metédou PCR (Martineau et al., 1998;
Strommenger et al., 2003; Hein et al., 2005).

Na detekciu mecA génu, ktory kdéduje meticilinovi
rezistenciu, sme pouzili PCR reakciu podla
Strommengera et al. (2003), ktorou sa amplifikuje 532 bp
dlha cast tohto génu.

V objeme 50 pl reakénej zmesi bol 1 pl genomickej
DNA, 10 mmol.I" Tris-HCI (pH 8,8), 3 mmol.I"" MgCl,,
200 pmoll" dNTP, 12,5 pmol.l" kazdého primeru a 1

jednotka Tag DNA polymerdzy (Ecoli s.r.0.). Primery
pouzité v PCR na amplifikdciu mecA génu st uvedené
vTab. 1. Na amplifikdciu mecA génu sme pouzili
nasledovné podmienky:

Iniciacnd denaturécia pri 94 °C po dobu 3 min.,

30 cyklov:

94°C, 30ss.,

55°C,30s.,

72°C, 30s.,

Po poslednom cykle nasledovala eSte findlna extenzia 4
min. pri 72 °C.

Tab. 1 Primery pouzité v PCR na amplifikaciu mecA
génu (Zdroj: Strommenger et al., 2003)

Velkos
Gén Prime Nukleotidova sekvencia 5 -3~ ¢
r produk
tu
mecA- | AAA ATC GAT GGT AAA
Z“ F GGT TGG C 532 bp
mecA- | AGT TCT GCA GTA CCG GAT
R TTG C

PCR produkty sme analyzovali pomocou elektroforézy
v1l % agar6zovych géloch (Invitrogen), ponorenych
v TAE tlmivom roztoku, ktory mal nasledovné zloZenie:
242 g TRIS, 57,1 ml kyselina octova l'adova, 100 ml 0,5
mol.I" EDTA (pH 8,0), doplnena destilovanou vodou do 1
1 (Sambrook et al., 1989). Elektroforéza prebiehala
priblizne 45 min. pri 120 V (Zdroj napitia Consort EV
243, UK). Agar6zové gély sme po elektroforéze ofarbili
etidium bromidom (10 mg/ml) andsledne vizualizovali
pomocou UV lampy. Na zdklade pohyblivosti
v agar6zovych géloch sme porovndvanim so 100 bp
Standardom (Sigma) urcili vel'kost’ fragmentov.

Izolaty S. aureus sme testovali na citlivost’ voc¢i vybrane;j
Skale antibiotik difdznou diskovou metédou (NCCLS,
2002) na Miieller-Hintonovom agare.  Suspenziu
pripravent z testovaného izoldtu sme vatovym tampénom
naniesli na povrch Mieller-Hinton pddy. Pomocou
ddvkovaca antibiotickych diskov Oxoid sme naniesli
jednotlivé antibiotické disky a platne sme inkubovali 16 -
24 hod. pri 37 °C. Po inkubdcii sme odmerali priemery
inhibi¢nych z6n rastu baktérif v milimetroch a porovnali
ich s hraniénymi velkostami inhibi¢nych zén, ktoré si
stanovené pre jednotlivé antibiotikd. Vysledok ukazuje, ¢i
je kmen citlivy (C), rezistentny (R) alebo stredne citlivy
(MC) na testované antibiotikum.

Na testovanie antibiotikorezistencie —sme pouZili
nasledovné testovacie disky (Oxoid) s tymto mnoZstvom
ucinnej latky: amoxycillin-clavulanat (20 pg + 10 pg),
ampicillin (10 pg), erythromycin (15 pg), lincomycin
(10 pg), methicillin (10 pg), neomycin (30 pug), novobiocin
(30 pg), oxacillin (5 pg), penicillin (10 IU), streptomycin
(10 pg) a tetracycline (30 pg).

Na Statistické porovnanie vysledkov nasej
experimentdlnej pridce sme pouzili analyzu rozptylu
ANOVA ametédu testu dobrej zhody chi-kvadrat
a Tukeyov porovndvaci test (Microsoph Excel 2007
a GraphPad Prism 5).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme odobrali pétsto individudlnych vzoriek
surového kravského mlieka, ato 300 ks z produkéného
hospodarstva situovaného v KoSickom kraji (PH 1) a 200
ks vzoriek z produkéného hospodarstva nachddzajiceho sa
v Zilinskom kraji (PH 2). Z 500 individualnych vzoriek
surového kravského mlieka bolo 53,2 % bakteriologicky

pozitivnych (Tab. 2). Z tychto vzoriek surového kravského
mlieka bol klasickou mikrobiologickou metédou izolovany
rod Staphylococcus v 122 vzorkdch mlieka. Medzi
sledovanymi produkénymi hospodérstvami bola zistend
Statisticky vyznamnost’ v pozitivite vzoriek mlieka na rod
Staphylococcus p < 0,0001° (Tab. 3).

Tab. 2 PrehPad bakteriologického vySetrenia surového kravského mlieka v PH 1 (Kosicky kraj) a PH 2 (Zilinsky

kraj) Zdroj: Vlastna tabulka

. PH1 PH 2

kraj pocet (%) pocet (%)
vySetrené spolu 300 100 200 100
pozitivne celkom 181 60,33 85 42,5
negativne celkom 119 33,67 115 57,5
vySetrené spolu 500 (100%)

pozitivne celkom 266 (53,2 %)

negativne celkom 234 (46,8 %)

Tab. 3 PrehPad bakteriologického vySetrenia surového kravského mlieka v PH 1 (KosSicky kraj) a PH 2 (Zilinsky
kraj) so zameranim na druh Staphylococcus aureus (Zdroj: Vlastna tabulka)

spolu Statistickd
PH1(n=181) PH2 (n=85) (n =266) , ,
rod vyznamnost
pofet | % poéet | % pocet | % p <0,0001
S. aureus 83 47,73 39 2438 122 |45.86 o

Izolované aidentifikované kmene S. aureus klasickymi
metédami sme uskladnili vo forme glycerinovej konzervy
pri teplote — 20 °C az do dalSieho laboratérneho
spracovania PCR met6dou.

Celkovu genomicki DNA sme izolovali metédou podla
Heina et al. (2005). Po prislusnej izoldcii sme supernatant
pouzili ako zdroj celkovej DNA na identifikdciu S. aureus.
PCR metddou, pomocou primerov Sauni 1 a Sauni 2, ktoré
amplifikuji 16S rDNA gén pritomny iba ukmetov
stafylokokov a primerov Sau 1 a Sau 2, ktoré amplifikuji
Specifické sekvencie pritomné iba ukmetiov S. aureus,
sme potvrdili, Ze sa jednd o izolaty S. aureus.

Pomocou multiplexovej polymerazovej retazovej reakcie
sme sledovali pritomnost mecA génu, ako génu, ktory
kéduje meticilinovu rezistenciu. Ani jeden nami potvrdeny
kmen S. aureus izolovany zo surového kravského mlieka
experimentdlnych  dojnic  z obidvoch  produkénych
hospodarstiev, nebol nositelom génu mecA, ktory urcuje
meticilinovi rezistenciu.

Izolaty S. aureus sme testovali na citlivost’ voci vybranej
Skdle antibiotik difiznou diskovou metédou na Miiller-
Hintovom agare tak, ako to uvadza N CCLS (2002).

Vysledky in vitro citlivosti izoldtov S. aureus diskovou
metddou st uvedené v Tab. 4. Z Tab. 4 vyplyva, Ze vsetky
izolaty S. aureus boli citlivé vo¢i meticilinu a oxacilinu
(100 %), nad 90 % bola citlivost’ zistend pri antibiotiku
typu amoxycilin-klavulandt (95,90 %). Linkomycin
a streptomycin boli d¢inné na 86,89 %, resp. 83,61 %
izoldtov S. aureus zo vzoriek mlieka experimentdlnych
dojnic. U ostatnych sledovanych antibiotik bola citlivost’
na izolaty S. aureus nizsia a napr. penicilin bol d€inny len
u54,92 % izolatov S. aureus z individudlnych vzoriek
mlieka dojnic ziskanych na  obidvoch produkénych
hospodarstvach. Na penicilin a ampicilin bolo 26,22 %
resp. 16,40 % izolatov S. aureus zo vzoriek mlieka
experimentdlnych dojnic rezistentnych. Na tetracyklin
resp. erytromycin bolo citlivych 75,41 % resp. 72,95 %
nami izolovanych kmenov S. aureus z individudlnych
vzoriek surového kravského mlieka.

Statistické hodnotenie in vitro citlivosti izoldtov S.
aureus diskovou metédou zo vzoriek surového kravského
mlieka experimentdlnych dojnic odobratych v sledovanych
produkénych hospodarstvach je uvedené v Tab. 5.
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Tab. 4 In vitro citlivost’ koagulazapozitivnych kmernov S. aureus izolovanych z individualnych vzoriek surového
kravského mlieka od 122 dojnic (Zdroj: Vlastna tabul’ka)

S. aureus (n = 122)
udinna latka antibiotika (koncentracia) C
PH1=83 R MC
PH2=39 Pocet (%) Pocet (%) Pocet (%)
spolu | 117 9590 |0 0 5 4.10
Amoxycillin-Clavulanat PH1 30 96.39 0 0 3 3.62
20 pg + 10 pg) PH2 |37 9487 |0 0 2 5.13
- spolu |83 68,03 |20 1640 |19 15,57
aglﬁg)ﬂhn PH1 47 56,63 19 22,89 17 20,48
PH2 |36 231 |1 256 |2 5.13
_ spolu |89 72,905 |18 1475 |15 12,30
g‘;_y:lhg‘;"myc‘“ PH1 |58 69.88 |13 1566 |12 14,46
PH2 |31 7949 |5 128 |3 7,69
. . spolu | 106 86,89 |16 B311 |0 0
(Lll(l)l :fgr;lycm PH1 67 80,72 16 19,28 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
- spolu | 122 100 0 0 0 0
?fgt;‘;‘“‘“ PH1 |83 100 0 0 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
_ spolu |90 7377 |0 0 32 26,23
g‘(’)"l‘:‘g-‘;c‘“ PH1 |67 80,72 |0 0 16 19,28
PH2 |23 5897 |0 0 16 41,03
__ spolu |82 6721 |28 2295 |12 9,84
g((l)vl(:;)locm PH1 59 71,08 20 24,10 4 4,82
PH2 |23 5898 |8 2051 |8 20,51
— spolu | 122 100 0 0 0 0
g":‘;;“‘“ PH1 |83 100 0 0 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
- spolu |67 5492 |32 2622 |23 18,86
Ee(;‘}%l)"“ PH1 |49 5903 |18 2169 |16 19,28
PH2 |18 256 |14 3589 |7 17,95
. spolu | 102 83,61 |20 1639 |0 0
(Slt;elf;;’myc‘“ PH1 |63 7590 |20 2410 |0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
_ spolu |92 7541 |30 2459 |0 0
a%lrg)yc““e PH1 |64 7701 |19 2289 |0 0
PH2 |28 7179 |11 2821 |0 0

C - citlivy; R - rezistentny, MC - stredne citlivy, PH 1 - Koicky kraj, PH 2 - Zilinsky kraj

ZTab. 5 vyplyva, zZe pri porovnani Statistickej
vyznamnosti citlivosti, strednej citlivosti, resp. rezistencie
izoldtov S. aureus zo vzoriek surového mlieka
experimentdlnych dojnic na sledované antibiotikd
pomocou diskovej metddy boli zistené rozdiely na drovni
p < 0,0001°" pre ampicilin (citlivy), p < 0,0001°" pre
streptomycin (citlivy). VSetkych 39 izoldtov S. aureus
(100 %) ziskanych zo vzoriek mlieka z PH 2 bolo na
streptomycin citlivych. V skupine izoldtov S. aureus zo

vzoriek mlieka odobranych na PH 1 bolo na streptomycin
citlivych 75,90 % testovanych kmetiov S. aureus, o je
0 24,10 % mene;j.

Rozdiely v rezistencii izoldtov S. aureus zo vzoriek
surového mlieka experimentdlnych dojnic na sledované
antibiotikd pomocou diskovej metédy boli zistené na
hladine vyznamnosti p < 0,0035"” pre ampicilin a p <
0,0026""" pre linkomycin.
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Tab. 5 Statistické hodnotenie in vitro citlivosti izolatov S. aureus izolovanych z individualnych vzoriek surového

kravského mlieka v PH 1 a PH 2 (Zdroj: Vlastna tabul’ka)

ucinna latka antibiotika (koncentracia) S aureus subsp. aureus (n =122)
C R MC

Amoxycillin-Clavulanat (20 pg + 10 pg) E: 06543 } 1}:: 0,0035
Ampicillin (10 pg) p< 0,0001 p< 0,0035 p< 0,0328

. p <0,3821 p <0,7890 p<0,3827
Erythromycin (15 pg) s b b
Lincomycin (10 pg) p< 0,0026 p< 0,0026 ]
Methicillin (10 pg) - - -
Neomycin (30 pg) p<0.0151 ] p <0015
Novobiocin (30 pg) E: 0.2168 ES< 0,8181 p<0.0178
Oxacillin (5 pg) - - -
Penicillin (10 TU) §S< 0,2418 §S< 0,1228 i
Streptomycin (10 pg) 5*:0’0003 i i
Tetracycline (30 pg) E: 0,6525 i i

C - citlivy; R - rezistentny, MC - stredne citlivy; PH 1 - Kogicky kraj, PH 2 - Zilinsky kraj

Niektoré izoldty S. aureus zo vzoriek mlieka
experimentdlnych dojnic vykazovali strednd citlivost’ na

niektoré testované antibiotikd zvolenou metédou.
Rozdiely boli pozorované aj medzi sledovanymi
produkénymi hospodarstvami, na ktorych prebiehal

experiment. Jednalo sa najmid o amoxycilin-klavulandt
(p < 0,0035(**)), ampicilin (p < 0,0328(**)), neomycin
(p < 00151) anovobiocin (p < 0,01787). Pri
erytromycine nebola zistend Statistickd vyznamnost’
p < 0,3827™ v strednej citlivosti tohto antibiotika na
testované izolaty S. aureus z mlieka exprimentdlnych
dojnic.

Najznamejs$i zastupca Staphylococcus aureus byva
opakovane spdjany s etiolégiou mnoZstva infekcii
a intoxikdcii u zvierat a l'udi (Ball, 2002; Choi et al.,
2006; Johnson et al.,, 2007). Predstavuje prakticky
vSadepritomni, pomerne lahko arychlo zmenenym
podmienkam prispdsobujticu sa baktériu (Foster, 2004).

Venovat’ sa problematike vyskytu S. aureus v surovom
kravskom mlieku vritane Stidia, ¢i dany kmen S. aureus
je nositelom génov nestcich rezistenciu na vybrané
antibiotikd, ako je napr. meticilin ma svoje opodstatnenie
aj v sticasnosti, nakol’ko tento patogénny
mikroorganizmus pre mlie¢nu Zlazu mdZe vyvoldvat
ochorenia pre ¢loveka prave tym, Ze niektoré kmene S.
aureus vyluCuji do mlieka enterotoxiny a ohrozuju
zdravie  konzumenta, resp. vznikaji  problémy
v humdnnej medicine pri liecbe l'udi antibiotikami
v dosledku sa zvySovania rezistencie u kmenov S. aureus
(Vasil’, 2001, 2008).

Zavaznym celosvetovym problémom sa hlavne
v poslednom desatro¢i stdva ndrast rezistencie
mikroorganizmov k antimikrobidlnym latkam.

Pravdepodobnou pri¢inou tohto nepriaznivého trendu je

nadmerné a nie vZzdy vhodne indikované podavanie tychto
latok. Ndrast rezistentnych izoldtov je zaznamendvany aj
u stafylokokov a tyka sa nielen humannej mediciny, ale aj
veterinarneho lekdrstva (KarpiSkova et al., 2009).

Uzasna schopnost’ adaptability S. aureus na vonkajsie
faktory prostredia, ako aj nadmerné pouZivanie antibiotik,
vyznamne prispeli k budovaniu stafylokokovej rezistencie.
Vlastnictvo faktorov virulencie udel'uje tomuto druhu
schopnost’ vyvolat Siroké spektrum infekcii. Baktérie S.

aureus su  pri¢inou drobnych koZnych zdpalov,
alimentdrnych intoxikdcif, aZ po Zivot ohrozujice
pneumonie, osteomyelitidy, syndrémy toxického Soku,

bakteridlne endokarditidy a septické stavy. Nachddzame ich
ako nosi¢ské kmene na nosovej sliznici, asi u tretiny I'udske;j
populécie, na koZi, v prostredi, ale aj v potravinich (LiSkova
a kol., 2001).

Za poslednych 50 rokov S. aureus uspeSne odoldval
antimikrobidlnej  chemoterapii a  prekonal  vSetky
terapeutické prostriedky (Hiramatsu et al., 2001).

Na prelome 21. storo¢ia boli odhalené jeho genémové
sekvencie a vedci zacali vyuzivat genetické poznatky
v liecbe a prevencii stafylokokovych infekcii. Zavedenie
penicilinu do klinickej praxe vroku 1942, pomohlo
obmedzit’ rozSirovanie stafylokokov, avSak uz v roku 1947
sa objavil prvy rezistentny kmeni. Ako uviddza Jevons
(1961), v roku 1959 sa podarilo vyvinit’ nové polosyntetické
beta-laktdmové antibiotikum — meticilin a uz v roku 1961
bol zaznamenany vo Velkej Britdnii prvy vyskyt meticilin-
rezistentny S. aureus, ktory sa zaCal pomaly rozsirovat.
Novi nddej priniesol v 80-tych rokoch objav vankomycinu,
ktory sa vSak zacal nekontrolovane predpisovat’ a pouzivat,
¢o viedlo k vzniku rezistencie aj na vankomycin (Hattori et
al., 2001; Hiramatsu et al., 1997).
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Multirezistentné kmene S. aureus sa Castejsie vyskytuju
v huménnej medicine, aj ked’ ndrast tychto izolatov sa
Coraz CastejSie zaznamendva aj vo veterindrnom
lekarstve a prevalencia tychto kmetiov je rdzna
v rdznych regiénoch (Karpiskova et al., 2009).

Ako uvadzaji vo svojej Stadii Gentilini et al. (2000), 64
% izolatov ziskanych zbovinnych mastitid bolo
rezistentnych na jedno alebo viac antibiotik, pricom
Ziadne z tychto izol4tov neboli rezistentné na oxacilin,
cefalosporin a kombindciu ampicilin-sulbaktdm. Na
penicilin, gentamicin a erytromycin zaznamenali 40,3 %
rezistenciu. VySSiu rezistenciu humdnnych izoldtov
S. aureus popisali Normano et al. (2007), 58,7 % na
ampicilin, 42 % na erytromycin a 34,9 % izolatov bolo
rezistentnych na tetracyklin. Podobne vysoku rezistenciu
v izoldtoch
S. aureus z bovinnych mastitid na erytromycin (93,1 %),
linkomycin (45,8 %), spiramycin (41,7 %) a klindamycin
(36,1 %) zaznamenali Wang et al. (2008).

V naSej praci sme ukoaguldzopozitivnych kmetov
S. aureus izolovanych z individudlnych vzoriek surového
kravského mlieka zistili, Ze vSetky izoldty S. aureus boli
citlivé voc¢i meticilinu a oxacilinu (100 %), nad 90 %
bola citlivost’ zistend pri antibiotiku typu amoxycilin-
klavulanat (95,90 %). Linkomycin a streptomycin boli
ucinné na 86,89 %, resp. 83,61 % izolatov S. aureus zo
vzoriek mlieka experimentdlnych dojnic. U ostatnych
sledovanych antibiotik bola citlivost’ na izolaty S. aureus
niZsia a napr. penicilin bol u¢inny len u 54,92 % izolatov
S. aureus zindividudlnych vzoriek mlieka dojnic
ziskanych na obidvoch produkénych hospodérstvach.

Na penicilin a ampicilin bolo 26,22 % resp. 16,40 %
izolatov S. aureus zo vzoriek mlieka experimentdlnych
dojnic rezistentnych. Na tetracyklin resp. erytromycin
bolo citlivych 75,41 % resp. 72,95 % nami izolovanych
kmenov S. aureus z individudlnych vzoriek surového
kravského mlieka. NaSe dosiahnuté vysledky sa zhoduju
aj s vysledkami, ktoré udava Vasil’ et al. (2007).

Metédou PCR sme rovnako zistili, Ze izolaty S. aureus
nie su nositelmi génu mecA, ktory urcuje meticilinovi
rezistenciu. Tieto naSe udaje sui vrozpore s tudajmi
Leeho (2003), ktory u kmeniov S. aureus izolovanych
z krdv uvadza aZ 53 % izoldtov pozitivnych pre mecA
gén. Lee (2003) popisal najvdcsi pocet pozitivnych
izoldtov MRSA u hovédzieho dobytka v Kérei, pricom
s pozitivnymi ndlezmi S. aureus vykazovala znamky
mastitidy. Tieto vysledky na jednej strane koreluji
snaSimi vysledkami, ktoré sme zistili pri izolécii
S. aureus z parenchymu mliecnej zl'azy aj napriek tomu,
Ze unami izolovanych kmenov S. aureus sme nezistili
PCR metédou gén pre rezistenciu na meticilin ana
druhej strane, kmene boli na meticilin citlivé.
V Mad’arsku boli zistené vysledky, ktoré poukdzali na to,
Ze MRSA kmene S. aureus boli izolované z mlieka krav
so  zndmkami subklinickej mastitidy (Juhasz-
Kaszanyitzky, 2007).

Kontaminované potraviny Zivoc¢iSneho pévodu vritane
mlieka, predstavuju riziko infekcie MRSA pre l'udi len
vzéacne, ale aj tu existuje potencidlne nebezpecenstvo
prenosu tychto kmeniov na pracovnikov v potravindrstve.
Izolaty MRSA kmeitiov boli zistené vo vzorkdch mlieka
a syrov (Lee, 2003; Normanno, 2007; van Loo, 2007).

Pritomnost’ S. aureus bola preukdzand napriklad v kravskom
mliecku a  vmlieénych  vyrobkoch v  Taliansku;
kontaminované boli najmid syry — mozarella a pecorino
(Normanno et al., 2005; Firinu et al., 2003).

Kerouanton et al. (2007) zistili, Ze z 33 izolatov S. aureus
izolovanych od l'udi a oviec pri podozreni na otravu jedlom
boli dva izoléaty (6 %) rezistentné na meticilin. Ako uvadza
Jones et al. (2002), aj ked’ uz boli popisané dva pripady
ochorenia z kontaminovanych potravin MRSA, v ktorych
bol zdrojom kontamindcie potravindrsky pracovnik
kolonizovany  tymito  baktériami, vznik  ochorenia
v stivislosti s konzumdciou potravin kontaminovanych
MRSA sa vSak zatial’ nepovaZuje za prili§ pravdepodobny.

Kmene MRSA su velkym globalnym klinickym a

ekonomickym problémom.
V sedemdesiatych rokoch sa v humdnnej medicine MRSA
kmene stali prakticky po celom svete hlavnou pricinou
nozokomidlnych infekcii. Opakovand liecba antibiotikami
indukuje expresiu mecA kmetiov a dochddza k rychlemu
S$ireniu stafylokokov v nemocniciach. Doélezity je fakt, Ze
tieto kmene kolonizuji nemocni¢ny persondl, ktory je
potencidlnym zdrojom ndkazy pre pacientov. Osidluju aj
dychaci trakt a sekréty z pl'ic sa mdéZu prenasat’ kaSlanim
a kychanim (Gosbell et al., 2001).

Epidemiologicky vyznam MRSA vo svete stdle stipa.
Napriklad v USA stipol vyskyt MRSA z 2,4 v roku 1975 na
alarmujicich 40 - 60 % po roku 1990. V Eurépe udavaju
Skandindvske krajiny vyskyt stile okolo 1 %, naopak
gpanielsko, Taliansko, Francidzsko viac ako 30 %. V roku
2006 zaznamenali v Taliansku az 40 % prevalenciu tohto
patogénna (Normanno et al., 2007).

Ako uvidza KarpiSkova et al. (2009) v Ceskej republike
bol prvy krit v nemocniciach zaznamenany vyskyt MRSA
v roku 2001, kedy bolo hldsenych 6 %, v roku 2005 to bol
uZ viac ako dvojndsobok (13 %).

V slovenskych nemocniciach podla dostupnych vysledkov
z rdznych monitorovacich stidii (ESAR, EARSS) sa vyskyt
MRSA pohybuje v intervale 5 - 8 %. U kmenov S. aureus
ziskanych z komunitnych respiracnych infekcii je vyskyt
MRSA priblizne 0,5 % (LisSkova et al., 2004). Kmene
MRSA spdsobuji v nemocni¢nych zariadeniach zdvazné
problémy, casto vykazuji rezistenciu kcelej rade
antimikrobidlnych 14tok a tym zna¢ne komplikuji pripadni
lie¢bu pacientov.

Rozvoj rezistencie k B-laktamovym antibiotikim a jej
Siroké spektrum u MRSA md ni¢ivy dopad na liecbu
stafylokokovych infekcii aje spdsobend modifikdciou
proteinu PBP2a, ktory sa vyznaCuje nizkou afinitou k
B-laktdimovym antibiotikdm, ktorymi su napriklad oxacilin,
kloxcilin, dikloxacilin, floxacilin, meticilin, a nafcilin a k
penicilinom rezistentnym voc¢i penicilinaze (Katayama,
2000; Hartman a Tomasz, 1981; Archer et al., 1994).

Podstata rezistencie spociva v tom, Ze v pritomnosti
B-laktdmovych antibiotik jedine PBP2a zostiva aktivny,
ostatné PBP su inaktivované, pretoZe maji vysoku afinitu
k tymto antibiotikdm a rychlo sa acyluji aj za nizkej
koncentracie antibiotika. PBP2a katalyzuje zosietovanie
peptidoglykdnovych monomérov v bunkovej stene a preberd
tak ulohu v jej syntéze (Berger-Bichi a Rohrer, 2002).
Ako uvadza Pinho et al. (2001), vysoky stupen rezistencie
je  dosiahnuty, len ked  PBP2a  spolupracuje
s transglykozyldzovou doménou (TGdza) nativneho proteinu
PBP2 necitlivou k penicilinu.
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Modifikacia proteinu PBP2a u stafylokokov je
kédovand génom mecA, ktory sa nachddza na
stafylokokovej chromozomadlnej kazete (SCCmec) aje
horizontdlne prenosny (Katayama, 2000). Tento sposob
prenosu je hlavnym mechanizmom, uplatiiujicim sa pri
Sireni rezistencie na meticilin, medzi ré6znymi druhmi
stafylokokov (Silva, 2001).

Stafylokokovd chromozémovd kazeta SCCmec je
vyznamnym stafylokokovym ostrovom patogenity SAPI
(21-67 kb), ktory je Specificky zacleneny do
chromozému v mieste a#BSCC blizko zaciatku
replikdcie (Ito et al., 1999). SCCmec je preferovanym
miestom, kde sa zaclefiuju mobilné genetické elementy.
Integraciou SCCmec do gendému S. aureus vznika
meticilin-rezistentny kmen, ktory je odolny voci takmer
vSetkym B-laktdmovym antibiotikim (Hiramatsu et al.,
2001), ktoré sa pouzivaju tak vhumdnnej ako aj
veterindrnej medicine.

MRSA kmene dlhodobo preZivaji v prostredi a mézu
byt zdrojom vzniku a S$irenia rezistencie na dalSie
mikroorganizmy. V poslednych rokoch sa stéle Castejsie
pouZivaju  Cistiace pripravky s antibakteridlnym
ucinkom, ktoré mdzu podobne ako antibiotikd blokovat’
Specifické receptory pre syntézu mastnych kyselin.
Niektoré S$tddie uvadzaju, ze casté pouzivanie
antibakteridlnych prostriedkov v prostredi moze viest’
k zvySeniu rezistencie mikroorganizmov k antibiotikdm,
napriklad izolaty S. awureus snizSou citlivostou na
kationaktivny tenzid - benzalkoniumchlorid, sd tiez
rezistentné k beta-laktdmovym antibiotikdim. Je teda
pravdepodobné, Ze €asté poZivanie tejto latky v prostredi
moZe prispievat aj k castejSiemu vyskytu MRSA
v prostredi (KarpiSkova et al., 2009).

ZAVER

Zakladom  vyroby  kvalitného  mlieka, ako
vychodiskovej suroviny pre d’alSie spracovanie, je dobry
zdravotny stav mlie¢nej Zlazy dojnic, priCom prave
ochorenie mliecnej Zl'azy je v dneSnej dobe najvacsim
zdravotnym problémom v chovoch dojnic a chovatel,
aby mohol produkovat’ mlieko vysokej kvality, musi ho
ziskavat od zdravych jedincov (Bradley, 2002).
Vseobecne je zndme, Ze Casty vyskyt zdpalov mlieCnej
Zlazy dojnic, je aj v sucasnosti jednym z doleZitych
faktorov, ktory nielen negativne ovplyviiuje celkovy
zdravotny stav dojnic, ale vyrazne zasahuje aj do oblasti
kvality mlieka.

Infekénd mastitida krdv (Mastitis infectiosa bovum) je
podla Medzindrodnej mliekdrenskej federacie (IDF,
1971) definovand ako zdpalovd zmena mliecnej Zlazy,
ktora je okrem fyzikdlnych, chemickych a
mikrobiologickych zmien charakterizovand aj vzostupom
poctu somatickych buniek, obzvlast’ leukocytov v mlieku
a patologickymi zmenami v tkanive mlieCnej Zlazy
(Vasil’, 2001).

Uvéadza sa, Ze S. aureus je najCastejSie izolovanym
povodcom mastitid vo svete (Hutton et al., 1990;
Bradley a Green, 2002), mastitidy vyvolané zarodkami
S. aureus sa na Slovensku vyskytuji v rozpiti od 10,0 do
25,0 % v zavislosti na lokalite (Vasil’, 2001).

Vzhl'adom k tomu, Ze v sticasnej dobe, pokial’ je ndm
zndme, nie su k dispozicii Statistické tidaje o pdvodcoch
mastitid krav na Slovensku, nakol’ko "Program prevencie

atlmenia mastitid" bol na Slovensku posledny krat
vypracovany v roku 1991 a to na roky 1992 — 1993. Od tejto
doby nie st kdispozicii prehladné a potrebné tdaje.
V surovom kravskom mlieku bol v rdéznych Stddidch
potvrdeny vyskyt 4 - 12 % toxinogénnych kmeiiov S.
aureus, vySsie percento sa vyskytlo len medzi izoldtmi
z akiitnych mastitid. Vo Francizsku v regiéone Cammembert
boli zo 62 % vzoriek surového kravského mlieka izolované
stafylokoky, ale aj inf autori izolovali stafylokoky az zo 61

% odobratych vzoriek surového mlieka (Desmasures et al.,
1997; Ombui et al., 1992).

Konkrétna situdcia vyskytu jednotlivych bakteridlnych
povodcov mastitid je v rdéznych chovoch dojnic rozdielna
azavisi od troch biosysttmov — dojnica, prostredie,
mikroorganizmy aod uplatiiovania protimastitidnych
programov (Hofirek a Haas, 2003).

Zabezpecovanie raciondlnej vyzivy ludskej populdcie
kladie zvysené ndroky na dosahovanie dobrej kvantitativnej,
ale najma kvalitativnej drovne surového kravského mlieka.
Kvalita mlieka ako vstupnej suroviny je siborom vSetkych
vlastnosti mlieka, ktoré si vyznamné pre konzumentov
i spracovatelov, &ize splhaji potravindrsko-technologické,
nutri¢no-fyziologické a hygienické hladiska. Tieto hl'adiska
sa koncentruji na hygienické poziadavky, optimélne
chemické zlozZenie, na vyhovujice chemické, fyzikalne,
technologické a senzorické vlastnosti surového mlieka ako
suroviny na d’alSie spracovanie pre vyZzivu l'udi.

Aj napriek tomu, Ze v nami izolovanych a potvrdenych
kmenioch S. aureus zindividudlnych vzoriek surového
kravského mlieka od experimentdlnych dojnic sme ani
v jednom pripade nezistili metédou PCR, Ze izolity S.
aureus su nositelmi génu mecA, ktory urCuje meticilinovi
rezistenciu, je potrebné sa tejto problematike venovat aj
nadalej, ato najmd v suvislosti s moZnym vznikom
ekologickych mliecnych fariem, resp. uZ aj dnes na
niektorych miestach Slovenska prebiehajicim predajom
mlieka priamo zfarmy prostrednictvom mliecnych
automatov.
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