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VYSKYT ENTEROKOKOV V KRAVSKOM MLIEKU A ICH REZISTENCIA NA
ANTIBIOTIKA

PRESENCE OF ENTEROCOCCI IN COW MILK AND THEIR ANTIBIOTIC
RESISTANCE

Jana Fabianova, Viera Duckova, Margita Canigova, Miroslav Krocko

ABSTRACT

Enterococci represent an important part of contaminate microflora in raw milk and dairy products. They constitute
significant part of nosocomial pathogens with a remarkable capacity of expressing resistance to several antimicrobial
agents. We aimed to assess occurrence and antibiotic resistance of enterococci in the raw milk samples and pasteurized milk
samples. In this study total bacterial count, psychrotrophic count and count of enterococci were determine in raw milk
cistern samples, storage tank milk samples and milk samples after pasteurization. A collection of 46 enterococcal isolates
were identified and screened for their antibiotic resistance. Isolates of E. faecalis were dominant in raw milk samples (56.5
%). Sensitive to teicoplanine (30 mcg/disk) were 97.9 % of enterococcal isolates and 15.2 % isolates were resistant to

vankomycin (30 mcg/disk).
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UvOoD

Enterokoky patria medzi ubiquitné mikroorganizmy. Za
ich prirodzené miesto vyskytu sa najcastejSie oznacuje
traviaci trakt cicavcov (Franz et al., 1999; Ortigosa et al.,
2008). Pritomnost’ enterokokov v mlieku a mlie¢nych
vyrobkov sa spdja predovSetkym s nedodrzanim
hygienickych a sanitaénych zasad pri
ziskavani, manipulacii s mliekom apri jeho spracovani
(Cogan et al., 2001). Do surového mlieka sa mézu dostat’
z viacerych  zdrojov  primarnej alebo sekundarnej
kontaminacie. Zdrojom kontaminacie mlicka enterokokmi
moze byt povrch vemena, krmivo, vykaly, voda, prach ale
aj ruky aodev doji¢ov. Dal§i zdroj predstavuju plochy
zariadeni a nastrojov pouzivanych v prvovyrobe mlieka
alebo v spracovatel'skom zavode. Greifova et al. (2003)
uvadzaju, ze enterokoky sa pravidelne nachadzaja
V dojacich strojoch alebo na inom naradi a zariadeni.
Priemerné zastpenie enterokokov v surovom mlieku je
v rozpdti 0-50 % z celkovej mikrofléry mlieka, pricom
medzi prevladajucimi druhmi enterokokov v kravskych
vykaloch avsurovom kravskom mlieku nie je ziadna
spojitost’ (Gorner a Valik, 2004). Tiez vysledky inych
autorov (Gelsomino et al., 2002; Kagkli et al., 2007)
potvrdzuju, Ze ich pritomnost’ sa nie vzdy spaja s fekalnou
kontaminaciou. Vdaka ich psychrotrofnému charakteru,
termorezistencii  a schopnosti  prezivatt v réznych
substratoch a podmienkach, sa méze pocet enterokokov
v mlieku pocas jeho chladenia, skladovania a prepravy
zvysit' a taktiez mozu prezit' pasterizacnu teplotu. Prave
preto sa enterokoky stavaju sucastou mikroflory nielen
surového ale aj pasterizovaného mlicka (Giraffa, 2003).
Pocty enterokokov, tak ako ajinych mikroorganizmov
v surovom mlieku, koli$u aj v zavislosti od teploty a doby
skladovania mlieka (Panfili et al., 2008). Na zaklade
dosiahnutych vysledkov Riboldi et al. (2009) konstatovali,
ze enterokoky moézu prezivat teploty pasterizacie. Ako
najviac zastipenym druhom v pasterizovanom mlieku
zistili E. faecium (26 %). Termorezistenciu niektorych
druhov enterokokov dokazuju aj vysledky autorov Batish
et al. (2006), ktori zistili, ze zcelkovo 224 izolatov
deoxyribonukledza pozitivnych enterokokov 21,9 %
prezilo teplotu pasterizacie. Takéto enterokoky (n=37) sa

izolovali z odtu¢neného suSeného mlieka, dojéenskych
mliecnych vyrobkov azo sladeného kondenzovaného
mlieka. Ako dominantné termorezistentné druhy
identifikovali E. faecalis, E. faecium aE. faecalis var.
zymogenes. Z doposial’ publikovanych vysledkov vyplyva,
ze pre mliekarensky priemysel tvoria druhy E. faecalis a
E. faecium najvyznamnejSie druhy enterokokov (Zago et
al., 2009).

Nebezpeéenstvo enterokokov spociva v ich patogenite,
ktora je dana rezistenciou k Sirokému spektru antibiotik a
dals§imi faktormi virulencie, a zaroveit schopnostou
prezivat nepriaznivé podmienky prostredia (Foulquie
Moreno et al., 2006). Okrem prirodzenej rezistencie na
niekol’ko antibiotik je pre enterokoky charakteristicka aj
ich jedine¢na schopnost’ vymeny genetického materialu,
¢im si dokazu ziskat rezistenciu vo¢i viacerym
antibiotikdm ako si aminoglykozidy (gentamicin,
streptomycin), glykopeptidy (vankomycin a teikoplanin),
tetracykliny  (tetracyklin), makrolidy (erytromycin),
chloramfenikol (Huys et al., 2004). Zastupcovia rodu
Enterococcus sa z pohladu antimikrobidlnej rezistencie
stali vyznamnou skupinou mikroorganizmov
predovSetkym preto, ze sa stali ubiqitdrne rozsirenymi
baktériami v okolitom prostredi (Fracalanzza et al.,
2007). Zaujem sa zvysil predovsetkym o vankomycin
rezistentné enterokoky spdsobujuce zavazné zdravotné
problémy nielen v USA, ale taktiez v Eurdpe a prvé kmene
sa dokazali uz aj na Slovensku (Jaréuska et al., 2006).

Zdrojom enterokokov rezistentnych na antibiotika moze
byt aj surové mlicko. Sustatkova et al. (2003) zistili
uizolatov druhu E. faecalis pochadzajucich z mlieka
prevladajucu rezistenciu na tetracyklin, streptomycin
a chloramfenikol, zatial’ ¢o izolaty druhu E. faecium mali
rezistenciu na erytromycin. Rezistenciu na vankomycin na
intermedialnej Grovni (MIC=8 pgml™) zistili iba
U jedného izolatu E. faecalis a jedného izolatu E. faecium.
Gomes et al. (2008) najéastejsie z mlieka izolovali druh
E. faecalis. V porovnani sizolatmi druhu E. faecium
uizolatov druhu E. faecalis zistili castejSie vyskyt
rezistencie na tetracyklin, erytromycin a gentamicin.
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efektivnej stratégie kontroly na zniZenie kontaminacie
tymito mikroorganizmami v potravinach zivociSneho
povodu, ktoré moézu predstavovat ich potencialny
rezervoal a byt tak pri¢inou zdravotnych problémov
(Fracalanzza et al., 2007).

Ciel'om prace bolo kvantifikovat’ enterokoky pritomné v
kravskom  mlieku, identifikovat ich  pomocou
biochemickych a molekularnych metdd, sledovat ich
termorezistenciu a stanovit’ rezistenciu vo¢i vybranym
druhom antibiotik pouzivanych v liecbe l'udi.

MATERIAL A METODIKA
Vzorky surového mlieka sa odoberali z cisterien zvoznych
vozidiel (n=18) a zo zasobnych tankov (n =18). Vzorky

al. (2000). Elektroforeticka separacia DNA fragmentov sa
uskuto¢nila v 2 % agardzovom géli pri 200 V, 180 mA, 15
min.

Identifikované kmene rodu Enterococcus sp. sa podrobili
hodnoteniu rezistencie na antibiotika diskovou difiznou
metodou na Mueller Hinton agare (HiMedia Laboratories,
India) s pouzitim nasledovnych antibiotickych diskov
a koncentraciou: Ampicilin 10 mcg/disk, Erytromycin 15
mcg/disk, Tetracyklin 30 mcg/disk, Teikoplanin 30
mcg/disk, Gentamicin 10 mcg/disk a Vankomycin 30
mcg/disk (HiMedia Laboratories, India). Zaradenie
jednotlivych kmenov medzi rezistentné, stredne rezistentné
a citlivé sa uskuto¢nilo podl'a kritérii CLSI (2006).
VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul’ka 1: Priemerné poéty sledovanych skupin mikroorganizmov (CFU.ml™) v surovom a pasterizovanom mlieku

, Priemerné poéty sledovanych mikroorganizmov v CFU.ml*
Slf(dm_fana Cisternové vzorky Vzorky zo Vzorky pasterizovaného
Skupina (4-6 °C) zasobného tanku (6-10 °C) mlieka
CPM 1,87. 10° 2,47. 10° 7,40.10"
CPP 1,51. 10° 1,97. 10° 1,60.10"
CPE 8,30. 10° 9,70. 10° <1.10"

mliecka sa odobrali taktieZ po pasterizacii mlieka (n=18).
Odobraté vzorky sa nasledne vySetrili $tandardnou
kultivatnou metédou. Celkovy pocet mezofilnych
mikroorganizmov (CPM) sa stanovil pri teplote 30 + 1°C
po 72 + 2 hodinach kultivacie na GTK agare (HiMedia
Laboratories, India). Pocet psychrotrofnych
mikroorganizmov (CPP) sa stanovil po 10 diovej
kultivacii pri teplote 6,5 + 1°C na GTK agare (HiMedia
Laboratories, India) s pridavkom suseného odstredené¢ho
mlieka. Pocet enterokokov (CPE) sa zistil na selektivnom
diagnostickom médiu Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic,
Francuizsko) kultivaciou pri teplote 37 + 1°C po 48 £ 2
hodinach kultivacie. Pocty jednotlivych sledovanych
skupin mikroorganizmov sa vyjadrili ako geometricky
priemer.

Suspektné kolonie enterokokov vyrastenych na Slanetz —
Bartley agare sa podrobili rodovému potvrdeniu rastom na
selektivnom zl¢-eskulin-azidovom médiu (Biokar
Diagnostic, Francuzsko) po 24 hodinach kultivacie pri
teplote 37 = 1°C, negativnym kataldzovym a pozitivhym
PYRA — testom (Lachema, Ceska republika). Uskuto¢nilo
sa potvrdenie prislusnosti ku G* baktériam. Potvrdené
kmene sa druhovo identifikovali pomocou komeréného
EN-COCCUS testu (Lachema, Ceska republika). Izolaty
enterokokov identifikované pomocou EN-COCCUS testu
(Lachema, CR) ako druh E. faecalis sa podrobili
potvrdeniu pomocou PCR metddy s pozitim nasledovnej
sekvencie primerov — For: ATC AAG TAC AGT TAG
TCT, Rev: ACG ATT GAA AGC TAA CTG (941bp).
Z cistej 24 hodinovej kultiry sa pomocou komeréného kitu
InstaGene matrixu (BioRad, USA) pripravil lyzat z ktorého
sa 5ul pridalo do 20ul mixu pripraveného z: 2,5ul 10 X
PCR buffer (Fermentas, Germany), 0,5u1 10mM dNTP set
(Fermentas, Germany), 2,5ul MgCl, (Fermentas,
Germany), 0,2ul Taq polymerazy (Fermentas, Germany)
a0,5ul  zkazdého 10pmol/ul primeru (Fermentas,
Germany). Teplotny profil sa nastavil podl'a Kariyama et

Priemerné pocty sledovanych skupin mikroorganizmov
V surovom a pasterizovanom mlieku st uvedené v tabulke
1. Pocet enterokokov stanoveny v cisternovych vzorkach
mlieka sa pohyboval vrozmedzi od 1,3.10° do 2,9.10*
KTJmlI* avo vzorkich zo zasobného tanku v
rozmedzi od 2,1.10° do 3,2.10* KTJ.mI™.

Pocty sledovanych skupin  mikroorganizmov sa
v surovom mlieku pocas skladovania zvySovali.

Gorner a Valik (2004) zistili v surovom kravskom
mlieku poéty enterokokov v rozmedzi 1,0.10* — 5,0.10°
KTJ.ml™. Panfili et al. (2008) sledovali poéty enterokokov
pri skladovani mlieka pri teplote 4 °C anasledne pri
teplote 22°C. Zich vysledkov vyplyva pomerne
konstantny pocet enterokokov pri nizsej teplote, kym pri
teplote 22 °C sa ich pocty zvySovali. Na porovnanie, pocet
enterokokov v sledovanych  vzorkich  mlieka
pochadzajucich zo zasobného tanku sa zvysil uz pri teplote
skladovania od 6°C do 10°C. Viaceri autory (Sorqvist,
2003; Gorner a Valik, 2004; Fracalanzza et al., 2007;
Riboldi et al, 2009) uvadzaji tiez pritomnost
enterokokov v pasterizovanom mlieku. V nami odobratych
vzorkach pasterizovaného mlieka (Setrnd pasterizacia) sa
pritomnost’ enterokokov nepotvrdila.

Kuéerova et al. (2009) sledovali pritomnost’ a vlastnosti
enterokokov v mlicku a mlie¢nych vyrobkoch. Zistili
nasledovné pocty enterokokov: v surovom mlieku (n=6)
10° - 10° KTJ.ml™, v &erstvych syroch (n=5) 10° - 10°
KTJ.gt a v polotuénych syroch (n=5) 10°-10° KTJ.g™
Z tychto izolovanych enterokokov identifikovali druhy
E. faecalis a E. faecium. Z dostupnych publikovanych
vysledkov vyplyva, ze Vv mlie¢nych vyrobkoch sa
najéastejie vyskytuj druhy E. faecalis a E. faecium
(Zago et al., 2009). V nasich vzorkach mlieka odobratych
z cisterny a zasobného tanku sa identifikovali druhy
E. faecalis, E. faecium, Enterococcus group Ill., E.
mundtii a E. casseliflavus. Identifikacia izolatov druhu E.
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Obrazok 1: Potvrdenie druhu E. faecalis u 7 izolatov enterokokov pomocou PCR metédy 100bp DNA marker
(Fermentas, Germany), E. faecalis CCM 4224, amplifikované produkty DNA izolatov E. faecalis (941bp).
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Obrazok 2: Prehl’ad izolovanych druhov rodu Enterococcus (n=46) zo surového mlieka.

faecalis pomocou PCR metody je znazornena na obrazku
1.

Druhové zastpenie izolovanych kmefov enterokokov
(n=46) zo surového kravského mlicka je znazornené na
obrazku 2. Izolaty druhu E. faecalis tvorili dominantn
Cast vo vySetrovanych vzorkdch surového mlieka
z cisterny ako aj zo zasobného tanku. Tento druh podl'a
viacerych autorov (Teixeira et al., 2005; Gomes et al.,
2008) sa najcastejsie izoluje z mliekarenskych zariadeni a
mlieka.

Citak et al. (2005) izolovali zo surového mlieka celkovo
177 izolatov, ktoré nasledne identifikovali pomocou API
20 Strep systému a biochemickych testov. Podla nich sa
v mlieku najcastejSie vyskytovali druhy E. faecalis aE.
faecium. Priamo zo surového mlieka alebo mlie¢nych

vyrobkov izolovali aj druhy E. durans, E. italicus a
E. malodoratus (Fortina et al., 2004). Na porovnanie
Franz et al. (1999) z mlie¢nych vyrobkov izolovali najma
druhy E. faecalis a E. casseliflavus. Citak et al. (2006)
uvadzaju ako najviac zastipeny druh v kravskom mlieku
E. faecalis (54,2 %), nasledovany druhom
E. faecium (29 %), E. durans (6,2 %), E. hirae (5 %) a
E. gallinarum (3 %).

Identifikované enterokoky, ktoré sa izolovali zo surového
mlieka sa nasledne vysetrili na rezistenciu voci
antibiotikdAm:  erytromycin, vankomycin, ampicilin,
tetracyklin, teikoplanin a gentamicin. Testované kmene
enterokokov preukazali najvysSiu citlivost’ na teikoplanin
(97,9 %). Izolaty testovanych kmenov enterokokov
preukazali najvys$Siu rezistenciu na tetracyklin. Tieto
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izolaty (n=7) sa pomocou biochemickych testov a PCR

Tabul’ka 2: Citlivost’ zastupcov rodu Enterococcus (n=46) izolovanych zo surového mlieka

tanku) na vybrané antibiotika (vyjadrend v % izolatov)

s druhom E. faecium. Nedokazala sa rezistencia izolatov

(z cisterien a zasobného

- STREDNE -
DRUH ANTIBIOTIKA CITLIVE REZISTENTNE REZISTENTNE
Vankomycin 30 [mcg/disk] 95,5 - 4,5
Tetracyklin 30 [mcg/disk] 54,4 30,4 15,2
Teikoplanin 30 [mcg/disk] 97,9 2,1 0
Erytromycin 15 [mcg/disk] 87 6,5 6,5
Gentamicin 10 [mcg/disk] 60,9 30,4 8,7
Ampicilin 10 [mcg/disk] 6,5 89,1 4,4

analyzou identifikovali ako druh E. faecalis. Izolaty druhu
E. faecalis mali taktiez rezistenciu aj na ostatné druhy
antibiotik. Jeden izolat druhu E. faecium, preukazal
antibioticku rezistenciu len na ampicilin.

Citak et al. (2006) vo vzorkach surového mlieka zistili
vysoku rezistenciu u enterokokov na erytromycin (95 %)
a streptomycin (97 %). Valenzuela et al. (2008) taktiez
zistili ako najCastej$i druh rezistentny na antibiotika
izolovany z mlieka asyrov E. faecalis. Rezistenciu
potvrdili  predovSetkym na rifampicin  (8/9), na
ciprofloxacin  (6/9), levofloxacin (6/9), quinupristin
/dalfopristin  (6/9) a erytromycin (5/9). Nasledovala
rezistencia na tetracyklin (4/9), nitrofurantoin (2/9),
vankomycin (1/9) a streptomycin (2/9). Zistili vysoky
pocet izolatov E. faecium rezistentnych na nitrofurantoin
(12/16), ciprofloxacin (12/16), rifampicin (11/16) a
levofloxacin ~ (8/16).  Nasledovala rezistencia na
erytromycin (4/16), vankomycin (2/16), teikoplanin (2/16),
quinupristin/dalfopristin  (2/16), tetracyklin (1/16) a
streptomycin (2/16). Medzi izolatmi oboch druhov nezistili
rezistenciu na ampicilin, penicilin, chloramfenikol a
gentamicin. Gomes et al. (2008) pri hodnoteni brazilskych
syrov zistili va¢Siu rezistenciu na antibiotika u izolatov
druhu E. faecalis v porovnani s E. faecium. U izolatov
druhu E. faecalis zistili 31 % rezistentnych na tetracyklin,
10 % na erythromycin a 22,5 % na gentamicin. Ako multi-
rezistentné (gentamicin, erytromycin a tetracyklin)
stanovili 3 izolaty E. faecalis. Taktiez zistili 3 vankomycin
rezistentné izolaty, ale zarovei citlivé na ostatné testované
antibiotikd. Rezistenciu druhu E. faecium zistili na
antibiotika tetracyklin (6,5 % izolatov) a na erytromycin
(9 %). Vysledky Valenzuela et al. (2009) dokazali
vysoky pocet kmenov enterokokov rezistentnych na
rifampicin, ciprofloxacin, levofloxacin, tetracyklin a
erytromycin. Uvadzaja, Ze niekol’ko izolatov E. faecalis a
E. faecium prejavilo rezistenciu na vsetky testované
antibiotikd  okrem vankomycinu. Citak et al. (2004)
sledovali rezistenciu enterokokov vo¢i 13 rdznym
antibiotikam, pricom u vac¢siny izolovanych enterokokov
zistili rezistenciu na streptomycin, erytromycin, oxacillin
a vankomycin. Na vankomycin zistili 96,8 % rezistentnych
izolatov E. faecalis a7 % rezistentnych izolatov
E. faecium.

Nase vysledky potvrdili, ze rezistencia na antibiotika
ampicilin, tetracyklin, erytromycin, gentamicin sa CastejSie
vyskytovala uizolatov druhu E. faecalis v porovnani

druhu E. faecalis na teikoplanin. VysSia variabilita
antibiotickej rezistencie u E. faecalis méze byt spdsobena
lepSou schopnostou vymeny genetického materialu druhu
E. faecalis vporovnani sinymi druhmi enterokokov
(Gomes et al., 2008).

ZAVER

Vysledky prace potvrdili, Ze enterokoky patria k beznym
kontaminantom surového mlieka, pricom ich virulencia
a antibioticka rezistencia predstavuje negativny aspekt ich
vyskytu v mlieku. Na zéklade uvedenych vysledkov
mozno tiez konstatovat’, ze jednotlivé kmene enterokokov
prejavili roznu antibiotickii rezistenciu k sledovanym
antibiotikAm.  Pritommost’  enterokokov s klinicky
vyznamnou rezistenciou na antibiotikd preto indikuje
potrebu efektivnej stratégie kontroly na zniZenie
kontaminacie tymito mikroorganizmami v potravinach
zivo¢isneho podvodu, ktoré mozu predstavovat ich
potencialny rezervoar a byt tak pric¢inou zdravotnych
problémov. Vzhl'adom k zndmej schopnosti enterokokov
odolavat’ pésobeniu nepriaznivych vonkajsich podmienok
je potrebné nepodceniovat’ a dodrziavat vsetky zasady
hygieny a sanitacie pri ziskavani a spracovani mlieka a tak
obmedzit’ Sirenie enterokokov do potravového retazca aj
vzhladom Vv poslednom obdobi c¢asto dokazovanej
rezistencii na antibiotika.
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