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ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the antibig®sistance of bacteria, genera
Enterobacteriacegeisolated from sheep milk products (sheep chebsgdza, Zzidica).
Resistance or susceptibility was determined by di$iusion method. The interpretation
zones of inhibition around discs were formed acdogrdto BSAC 2008 Methods for
Antimicrobial Susceptibility Testing. Three antibes viz., Enrofloxacin, Streptomycin and
Chloramphenicol were used in the present experintdigh susceptibility was noted in all
isolates. The highest resistance or susceptilofitgheep milk products (75 %) was found in
the sheep cheese sample on Streptomycin (S10)ditiFrom the point of intermediate
susceptibility higher value (50 %) of sheep cheeseantibiotic Enrofloxacin was noted,
while 100 % susceptibility was observed for thetbaa from the familyEnterobacteriaceae
isolated from Zigica on Chloramphenicol (C30) and Streptomycin.

Key words: antibiotic resistancénterobacteriaceaesheep milk products

UvoD

Antimikrobidlna rezistencia je v &asnosti povazovana za zavazny zdravotny, socialny a
ekonomicky problém. Antimikrobidlna rezistencia t&ak je biologické nebezgenstvo,
ktoré zvySuje morbiditu, resp. mortalitu zvierdtydi a ovplywuje verejné veterinarske
zdravie a verejné zdravi@FSA, 2008).Antimikrobialna rezistencia je schopiiosakterii
odolava inhibicnym alebo letdlnym dinkom antibiotik. Prirodzend alebo primarna
rezistencia je geneticky podmienena necitlivoktorych baktérii na gité antibiotikum bez
predchadzajucej vazby na kontakt s rikay et al., 2000)ZvySovanie spotreby antibiotik vo
veterinarnej a humannej medicine je v poslednonobbdprevadzané fenoménom narastu
bakterialnej rezistencie. Vyuzitie antimikrobialiyd¢atok vo vyzive zvierat, pri produkcii
rastlin, krmiv a potravin moéze thanegativny dopad na verejné zdravie cez narast
rezistentnych baktérii alebo baktérii produkujlucrelzistentné gény, ktoré prechadzaju do
organizmu l'udi priamo alebo nepriam@BireS et al., 2009).Rezistencia baktérii na
antibiotika sa znizuje ak baktérie prestani tybezprostrednom kontakte s antibiotikara,
konStatuju vo svojej pradahurul Hague Asna a Ashraful Hag (2000) Tito autori skimali
vplyv chloramphenicolu a inych antibiotik &@almonella thyppotas troch rokov a zistili, Ze

v roku 1996 bolo rezistentnych vzorig&k thypi59,6 %, 32 % v roku 1997 a v roku 1998 len
1,9 % rezistentnych vzoriek. thypina pouzité antibiotikd.

baktérii rezistentnych na antibiotika. Experimem¢dl sledovania ale potvrdzuja, Ze
technoldgie oSetrenia potravin zaloZzené na poskdmerkovych membran a enzymov mézu
prispie’ ku generovaniu alebo transferu antimikrobialngjstencie(Lado a Yousef, 2002
Kharazmi et al., 2002 Mc Mahon et al., 2007) Zarove Mottar (1989), OndraSovk et al.,
(1996, 2000)zistili, Zze zavedenie chladiarenskej techniky VJooe procese ziskavania a
spracovavania mlieka zvysilo vyznam pritomnej psgtrofnej mikroflory, ktord sa moze pri
nizkych teplotach aktivne mndéziMlieko ziskané za hygienicky uspokojivych podnukn
obycajne obsahuje menej nez 10 % psychrotrofnych mig@tzmov z celkového gt
mikroorganizmov, ktorych hodnota nepresahujé’ €01 ml mlieka. Mottar (1989) a
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Reinheimer et al. (1990)zarovaés konStatuju, Ze pmt psychrotrofnych baktérii v mlieku
ziskanom v hygienicky nedostattych podmienkach moéze Hyj vysSi a mbéze dosiahhu
hodnoty vysSie ako 75-80 % =z celkovej mikroflorye Xnadme, Ze psychrotrofné
mikroorganizmy su pasterizaciou devitalizované,&dSim zavaznym problémom je mozna
postpasterizana kontamindcia tymito mikroorganizmami predovsetkytedy, ak je hygiena
v spracovatiskom podniku nedostatoa. Duckova aCanigova (2004) zdéraziuju, Ze
mikroorganizmy sa do mlieka dostavaju predovSetkgrtechnologickych zariadeni a
vonkajSieho prostredigorner a Valik (2004) rozdéuju komtaminaciu surového mlieka na
primarnu a sekundarnu. K primarnym zdrojom kontgoi@ zarduju baktérie z cisterny
vemena a ceckovych kanalikov, mikroorganizmy z pburvemena, z tela a vykalov dojnice,
z krmiv a prachu, ako aj z ruk a odevu &ajimikroorganizmy z ploch, s ktorymi sa mlieko
styka pri jeho dojeni, doprave v potrubiach, phgdiltrovani, chladeni a uchovavani a pri
jeho doprave do mliekarenského zavodu. ZvlaStnyipagdom je primarna kontaminacia
mlieka choroboplodnymi  mikroorganizmami z infikovdo vemena. Sekundarna
kontaminacia zavisi pdd Gornera a Valika (2004)od ¢asu zapéatia chladenia mlieka po
jeho nadojeni, teploty chladenia mliekdasu, za ktory mdézu mikroorganizmy v mliekutras
a metabolizova Najviac skimanou oblésu pri hodnoteni mikrobiologickej kvality mlieka
z pol’adu rezistencie baktérii na antibiotika je skupsméerokokov, ale v poslednom obdobi
sa sleduju aj baktérie cel'ade Enterobacteriacegektoré su fakultativnymi a niektoré aj
obligatnymi patogénmi. Baktérie¢el'ade Enterobacteriaceasu organizmy tvoriace gas’
crevnej mikrofléry ¢loveka a zvierat. Su rezistentné na r6zne antkdotiko napriklad
cephalosporiny, penicilinfvan den Bogaard, 2002).

Keyser et al. (2008konstatuju, Ze v poslednych rokoch sa hromadialgnoy s baktériami
rezistentnymi na antibiotika a vedu k predpovedi, s vraciame do doby pred objavom
antibiotik. Jednou z moznosti ako tomu prédi®ze by zavedenie novych antibakteridlnych
preparatov, ktoré funguju na baze blokovania meeghan virulencie baktérii, presnejSie
sekréného systému typu Il (T3SS). Infekcie spbsobené&istentnymi druhmi
mikroorganizmov zapéinuju nakladnu liebu zvierat ako ajudi. Tieto infekcie predlZuju
chorobny stav aak nie su dené spravnymi alternativnymi antibiotikami moZze sd6j
k zvySenej mortalit§Witte, 2006).

V nadvaznosti na vySSie uvedené poznatky boldooienaSej prace zistiantibioticku
rezistenciu celade Enterobacteriaceae v owich mlienych produktoch ziskanych
z komeeného chovu Slovenskej republiky.

MATERIAL A METODIKA

Antibakterialna rezistencia, resp. ich citlivosa antibiotikh sme testovali na baktériach
z ¢elade Enterobacteriaceae Vzorky owich mliegnych produktov (o¥ syr, bryndza,
zZincica) pre zisovanie antibakterialnej rezistencie boli odobratéometného chovu SR.
Nasledne boli vzorky transportované v sterilnom imédb mikrobiologického laboratoria
KMi FBP SPU Nitra a riedenévo fyziologickom roztoku. Kultivacia celade
Enterobacteriaceadola vykonana na selektivnom agare (McConkey agarkubovana pri
teplote 37 °C p&as 24 hodin. Vyrastené@okulum Enterobacteriaceadolo vyizolované
z agaru a prenesené do fyziologického roztokupvokh sme riedenim pripravili Standardnu
denzitu roztoku na urove0,5 McF°. Nasledne sme pomocou mikro-pipety pniEOOul
vzorky na Mueller-Hinton agar. Na povrch sme v mranych rozostupoch rozmiestnili
antibiotické disky. Citlivos, resp. rezistencidel'ade Enterobacteriacea@a antibiotika bola
testovand pomocou troch antibiotik: EnrofloxacitlNEg 5 pug na disk, Streptomycin (S 10)
10 pg na disk a Chloramphenicol (C 30) 30 pug n&. ditkubacia s antibiotickymi diskami
prebehla pri 37 °C p@as 24 hodin. Interpretécia inhibiych z6n bola hodnotena gadBSAC
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2008 Methods for Antimicrobial Susceptibility Testingtabuka 1). Vysledky boli
porovnavané s kontrolnym kii@m E. coli ATCC 25922.

TabuPka 1 Interpretacia inhidinych zon préenterobacteriaceapod’a BSAC

Enterobacteriaceae
Antibiotikum MnoZstvo antibiotika v disku (ug) '2["“ C”aliona (mg)
ENR 5 <15 | 16-20| =21
S 10 10 <12 - [ >13
C 30 30 <12 | 13-17| =18

Legenda:’ — resistentné&; intermediarne; - citlivé

Zo ziskanych udajov sme pomocou Statistického pragr Statgraphics vypaali zakladné
variano-statistické hodnoty (aritmeticky priemer, smejod odchylka, minimum,
maximum, varigny koeficient) a na @denie preukaznosti rozdielov medzi sledovanymi
chovmi sme pouzili t-test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V praci sme sa zamerali na sledovanie rezisteraki&éhicel'adi Enterobacteriaceaektoré su
povazované za rezervoar rezistentnych génov v chogpodarskych zvierat na antibiotika.
Tieto rezervoare rezistentnych baktérii poskytwtepcialny zdroj rezistentnych génov, ktoré
sa prenasaju medzi baktériami a taktiez do Zivairgbstredia. Okrem Zivotného prostredia
sa rozSiruju aj medzi zvieratami a v kénem dbésledku mézu prechadzaj do potravy
¢loveka. Preto je identifikacia tychto rezervoaromechanizmus prenosd¢om k redukcii

a znizovaniu rezistentnych baktérii v kokrej sfére potravinového tt@zca ¢loveka
(Novéakova et al., 2009).

Percentualnym vyjadrenim rezistencie, resp. cilivosledovanych aiich mliegnych
produktov (tabtka 2) nasho experimentu sme zistili, Ze n&ua rezistenciu (75 %)
vykazovala vzorka atreho syra na antibiotikum Streptomycin (S 10). I'Adiska
vyhodnotenia urovne intermediarnej citlivosti bohjvysSie hodnoty (50 %) u &eho syra
na antibiotikum Enrofloxacin a 100 %-tne citlivéliboaktérie zéel'ade Enterobacteriaceae
izolované zo zitice na Chloramphenicol (C 30) a Streptomycin.
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Taburka 2 Percentualne vyjadrenie rezistencie, resp. citivos jednotlivych ovich

mliecnych produktoch a priemerné hodnoty inbityich z6n v mm

Enterobacteriaceae
Ovéie RY, 1% S'v
ATB mlie¢ne | Rezistentné| Intermediarne| Citlivé priemernych
produkty hodnotéch
bryndza 25% 0% 75% I
C 30 Syr 0% 25% 75% S
zin¢ica 0% 0% 100% S
bryndza 25% 0% 75% S
S 10 Syr 75% 0% 25% R
zin¢ica 0% 0% 100% S
bryndza 50% 25% 25% I
ENR 5 Syr 0% 50% 50% S
zincica 50% 0% 50% I

Percentualne zastupenie citlivosti, resp. rezisternmaktérii ztelade Enterobacteriaceae
v owich mliegnych produktoch spolu na jednotlivé pouzité antikéibsu zobrazené v grafoch

1,2,3.

8%

8%

O Rezistentné

m Citlivé

0O Intermediarne|

84%

Obradzok 1 Percentudlne zastupenie citlivosti,
produktoch spolu na Chloramphenicol (C 30)

resp. rezesgenv okich mliegnych

0%

33% - -
O Rezistentné

m Citlivé

O Intermediarne

Obrazok 2 Percentualne zastupenie citlivosti,
produktoch spolu na Streptomycin (S 10)

resp. rezetenv owich mlienych
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0%

O Rezistentné
m Citlivé

O Intermediarne

Obrazok 3 Percentualne zastupenie citlivosti, resp. reagée v okich mlienych
produktoch spolu na Enrofloxacin (ENR 5)

Z experimentu sme zistili, Ze nap&u citlivos’ spolu v o¢ich mlieinych produktoch
(graf 1) mala¢el'ad’ Enterobacteriacea@a Chloramphenicol (84 %). Na Streptomycin bolo
citlivych 67 % a na Enrofloxacin 42 %. Rezistentmymaktérii zelade Enterobacteriaceae
bolo pri pouziti Enrofloxacinu a Streptomycinu 33 &gri pouziti Chloramphenicolu 8 %.
Zakladné Statistické vyhodnotenie inkitoyjch zén po jednotlivych @ch produktoch
(bryndza, syr, Zigica), resp. spolu su uvedené v tétmi3 a 4.

TabuPka 3 Zakladné Statistické ukazovatele inkibych zon pri jednotlivych vzorkach

z owich mliegnych produktov na pouZzité antibiotika
ATB | Ukazovatel X S minimum maximum Vv (%)
Bryndza 15,5 9,88 1 23 63,76
C 30 Syr 20 4,39 15 25 21,98
Zincica 21,75 2,98 19 26 13,73
Bryndza 13 6,97 4 21 53,66
S 10 Syr 7,5 10,84 0 23 144,63
Zincica 17 3,36 15 22 19,80
ENR Bryndza 15,25 12,14 3 30 79,66
5 _Syr 22 571 17 30 25,98
Zingica 18,5 7,89 12 28 42,68

Legenda:X - aritmeticky priemer, s - smerodajna odchylka, wariany koeficient

Statistickym vyhodnotenim inhisiiych zén vytvorenych po aplikacii antibiotickychskibv
a naslednej inkubacii sme zistili, Ze pri pouzitil@amphenicolu bola naj¢éia variabilita
(63,76 %) vo vzorkach bryndze, kde hodnoty minirem priemeru inhiktnej zony boli od
1 do 23 mm a priemer inhibiej zony bol 155 mm. NajmenSiu variabilitu pri
Chloramphenicole (13,73 %) a Streptomicine (19,80 \8fkazovali vzorky Zigice a pri
Enrofloxacine vzorky asieho syra (25,98 %) zo sledovanych riigch owich produktov.
Z hradiska najnizSej variability zo sledovanych¢imh produktov boli hodnoty inhibinych
z6n pri vzorkach Zitice na antibiotikum Chloramphenicol od 19 do 26 napri
Streptomycine od 15 do 22 mm. Pri namenSej vdiiabina antibiotikum
Chloramphenicoboli boli hodnoty inhibiiych zén vzoriek atieho syra od 15 do 25 mm.
Naopak najvésiu variabilitu (144,63 %) z celého sledovania expentu sme zaznamenali
vo vzorkach ovieho syra pri pouZiti antibotika Streptomycin, Kaednoty inhibénych zén
vzoriek syra boli od 0 do 23 mm.
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Taburka 4 Zakladné Statistické ukazovatele inkibych zén pri vzorkach z ¢ich mlieinych
produktov na pouZité antibiotika

, - - , Preukaznos’
ATB | Ukazovatd X S minimum | maximum | Vv (%) medzi ATB
C 30 19,08 | 6,47 1 26 33,92 C30:S10
S 10 12,5 | 8,06 0 23 64,50 C30:ENRS
ENR 5 18,58 | 8,62 3 30 46,43 ENR5:S10

Legenda: - = P>0,05, + = R0,05, ATB - antibiotika

Hodnotenim ovich mliegnych vyrobkov spoléne na jednotlivé pouzité antibiotika (tdkea

4) sme zistili, Ze priemerna inhéma zona okolo disku s Chloramphenicolom bola 1808
pricom minimalne hodnoty boli na darovni 1 mm a maxineaira Urovni 26 mm. Pri pouZiti
Streptomycinu bol priemer inhisiej zény 12,5 mm, s minimalnymi hodnotami 0 mm
a maximalnymi 23 mm. Priemerna inkiba zona okolo disku, ktory obsahoval antibiotikum
Enrofloxacin bola 18,58 mm, pri minimalnych hodrdt&d mm a maximalnych na urovni 30
mm.

Statistickym vyhodnotenim a porovnanim rnafigch owich produktov spolu na priemer
inhibi¢énych zén medzi sledovanymi antibiotikami sme kipteukazny rozdiel (£0,05) len
medzi Chloramphenicolom a Streptomycinom.

Podobné vysledky ako sme zistili v naSom experim@nit antibiotiku Streptomycin zistili aj
Solomakos et al. (2009)sledovali antimikrobialnu rezistenckt coli 0157 v o¢om mlieku
pochadzajuceho z Grécka. Ich vysledky ukazujuakéez najvasiu rezistenciu vykazovali
E. coliO157 na Streptomycin, ale aj na Ampicillin. Nadiel od vysledkovGolomakosa et
al. (2009) na rezistenciu, resp. citlivbsna antibiotikum Chloramphenicol, ktori zistili
hodnoty priblizne na rovnakej urovni vo vSetkychsttwanych vzorkach sa v naSom
experimente tato tendencia nepotvrdila.

Farzana et al. (2009)zistili, Ze v mli€nych indianskych vyrobkoch khoya a bufri bola
rezistencia baktériE. coli v 100 % hodnotach na Chloramphenicol a podobnédediy
zaznamenali vo svojej praci dpupont et al. (1978) V naSom experimente sme rezistenciu
sledovanefelade baktérii zistili len na Grovni 8 %.

Viaceri vyskumnici akdira et al. (2004), Picozzi et al. (2005), Caro eil. (2007),Cizek et

al. (2007) ktori sa zaoberali antibiotickou rezistenciod. coli, resp. c¢elade
Enterobacteriaceaeolovanej z mlieka a mligych vyrobkov sa stretli v nazore, ze vysledky
antibiotickej rezistencie sa liSia podobne akoyajedky naSho experimentu od Stadii k Stadii.

ZAVER

Pouzivanie antibiotik v chovoch hospodarskych atierdnesSnej dobe zagiiiuje, Ze stale
viac obligatnych a fakultativnych patogénnych mdaganizmov je rezistentnych na rézne
komekne pouzivané antibiotika. Vysledky nasho experimenpoukazuju na to, Ze aj
v komegnom chove oviec Slovenskej republiky boli antibiétipouzivané, alebo boli gény
rezistencie do chovu zavlené z externého prostredia, pretoZze na vSetky oahiibiotika
(Chloramphenicol, Streptomycin, Enrofloxacin) saskatli rezistentné izolaty baktérii
z ¢elade EnterobacteriaceaeVysledky nasho experimentu potvrdzuju aj skotw’, Ze
antibiotické preparéaty prechadzaju nielen do tréefie traktu zvierat, ale aj do ich kéngch
produktov (napr. mliekakim zapréinuju rezistenciu baktérii na pouzité antibiotikakigaie,
resp. ich rezistetné gény, nachadzajuce sa v wmligkmli€nych produktoch, ktoré
su vyuzivané dalej v potravinovom mazci ¢loveka mézu pri neziadidcom premnoZzeni
spbsobovéiinfekcie a ochorenia, ktoré sazko ligitel'né.
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