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U ovom radu istraZena je osjetljivost koagulaza-negativnih stafilokoka (n=78) i bakterija

mlije¢ne kiseline (n=30) na klindamicin, tetraciklin, amikacin, amoksicilin + klavulanska kiselina,
enrofloksacin, vankomicin, trimetoprim + sulfametoksazol, tobramicin, kloramfenikol, ciproflok-
sacin, eritromicin, penicilin i trimetoprim primjenom disk-difuzijskog testa i/ili E-testa. Izolati su izd-
vojeni iz industrijski proizvedenih mekih i tvrdih sireva, maslaca i salamure. Svi izolati stafilokoka bili
su osjetljivi na klindamicin, amikacin, amoksicilin + klavulansku kiselinu, enrofloksacin, vankomicin,
kloramfenikol i ciprofloksacin prema CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterijima.
Ukupno 30 izolata (38,46 %) stafilokoka bilo je otporno na eritromicin, 18 na penicilin (23,07 %), 4
na tetraciklin (5,12 %), te po jedan izolat na trimetoprim, tobramicin i trimetoprim + sulfametok-
sazol (1,28 %). Od ukupno 78 testiranih izolata stafilokoka, njih 35 bilo je rezistentno na najmanje
jednu antimikrobnu tvar (44,87 % izolata). Udio rezistentnih izolata u mekim sirevima kretao se od
22 do 70 % testiranih stafilokoka, dok u tvrdom siru i salamuri rezistentnih izolata nije bilo. Na rast
bakterija mlije¢ne kiseline nisu utjecali trimetoprim + sulfametoksazol (n=29), vankomicin (n=29),
trimetoprim (n=28), amikacin (n=10) i tobramicin (n=10). Dobiveni rezultati ukazuju na to da
znacajan udio nepatogene mikroflore razli¢itih mlije¢nih proizvoda s hrvatskog trzista pokazuje feno-
tipsku rezistenciju na antimikrobne tvari.

Kljuéne rijeci: rezistencija, mlije¢ni proizvodi, nepatogena mikroflora, koagulaza-negativni

stafilokoki, bakterije mlije¢ne kiseline

Uvod

Otpornost bakterija na antimikrobne tvari (an-
tibiotike i kemoterapeutike) jedan je od najznacaj-
nijih problema u veterinarskom javnom zdravstvu.
Pored patogenih bakterija, ta otpornost opterecuje
i nepatogene bakterije koje prenose gene rezistenci-
je kroz prehrambeni lanac. Koagulaza-negativni sta-
filokoki (KNS) i bakterije mlije¢ne kiseline (BMK)
prepoznati su kao tehnoloski/zdravstveno vazni mi-
kroorganizmi u proizvodnji hrane animalnog podri-
jetla (HadZiosmanovi¢ i sur., 2005; Suskovi¢ i

sur., 2010) no zdravstveni rizici mogu se o&ekivati
pri nalazu sojeva koji produciraju biogene amine,
enterotoksine ili prenose antimikrobnu rezistenciju
(Dobrani¢ i sur., u tisku; Zdolec i sur., 2013). U
Hrvatskoj je provedeno tek nekoliko istrazivanja pre-
valencije rezistentnih KNS i BMK u hrani, primarno
tradicionalnim autohtonim proizvodima - svjezim
kravljim sirevima i trajnim kobasicama (Zdolec i
sur., 2011; Zdolec i sur., 2012ab; Zdolec i sur.,
u tisku). S druge strane, prema na$im saznanjima,
istrazivanja tog tipa nisu provedena na industrijski
proizvedenim mlije¢nim proizvodima. Stoga je cilj
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ovog rada bio ispitati osjetljivost na antimikrobne
tvari KNS i BMK iz svjezih sireva, salamure, tvrdih
sireva i maslaca proizvedenih u industrijskim uvjeti-
ma.

Materijal i metode

Izolati KNS (n=78) i BMK (n=30) izdvojeni su
iz svjezih sireva od pasteriziranog mlijeka, salamure
za sir, tvrdih sireva i maslaca (proizvodi s trzista).
Uzorci mlije¢nih proizvoda pripremljeni su za mi-
krobiologka ispitivanja prema standardnom postup-
ku (HRN ISO 7218:1999). Uzorci (0,1 mL) odabra-
nih decimalnih razrjedenja nacijepljeni su na Manitol
Salt Agar (MSA, bioMerieux, Francuska) i de Man,
Ragosa Sharpe agar (MRS, Merck, Njemacka) te in-
kubirani 48 sati na 37 °C, odnosno 30 °C. Porasle
kolonije stafilokoka izdvojene su u Brain Hearth In-
fusion bujonu (BHI, bioMerieux, Francuska) i inku-
birane 24 sata na 37 °C. Bakterijska kultura ponovno
je precijepljena na MSA, inkubirana (24 h, 37 °C) te
bojana po Gramu i podvrgnuta koagulaza-testu (Bac-
tident Coagulase, Merck, Njemacka). Gram pozitiv-
ni, koagulaza-negativni koki zadrZani su za ispitivanje
osjetljivosti na antimikrobne tvari. Kolonije s MRS

agara precijepljene su u MRS bujon, inkubirane 24-
48 sati na 30 °C, te presadene na MRS agar i podvr-
gnute bojanju po Gramu i katalaza testu. Gram- po-
zitivni, katalaza-negativni bacili i kokobacili zadrzani
su za testiranje osjetljivosti na antimikrobne tvari.

Izolati KNS i BMK su testirani na osjetljivost
prema sljede¢im antimikrobnim tvarima: klindami-
cinu (2 ug), tetraciklinu (30 ug), amikacinu (30 ug),
amoksicilinu + klavulanskoj kiselini (30 ug), enro-
floksacinu (5 ug), vankomicinu (30 ug), trimetopri-
mu + sulfametoksazolu (25 ug), tobramicinu (10
ug), kloramfenikolu (30 ug), ciprofloksacinu (5 ug),
eritromicinu (15 ug), penicilinu (10 IU) i trimeto-
primu (5 ug) primjenom disk-difuzijskog testa (ATB
diskovi, Biorad, Francuska) na Mueller-Hinton agaru
(bioMerieux, Francuska). Dodatno su za 30 izolata
KNS odredivane minimalne inhibicijske koncentra-
cije (MIC) za eritromicin, penicilin i tetraciklin po-
mocu E-testa (bioMerieux, Francuska). Po inkubaciji
(24 h, 35+2 °C) izmjerene su zone inhibicije i oci-
tane MIC (E-test), a rezultati interpretirani prema
kriterijima za stafilokoke (Tablica 1; CLSI, 2008,
2010). Osijetljivost BMK na antimikrobne tvari odre-
divana je samo disk-difuzijom, a kriterij osjetljivosti
bila je pojava zone inhibicije rasta.

Tablica 1. Interpretacijski standardi otpornosti/osjetljivosti stafilokoka na odabrane antimikrobne tvari

Antimikrobna tvar

o Minimalne inhibicijske
Zona inhibicije (mm) -
koncentracije (ug/mL)

Skupina
Rezistentan Osjetljiv Rezistentan Osjetljiv
Linkozamini Klindamicin <14 >21 >4 <0,5
Tetraciklini Tetraciklin <14 >19 >16 <4
Amikacin <14 >17 >64 <16
Aminoglikozidi
Tobramicin <12 >15 >16 <4
Enrofloksacin <16 >23 - -
Glikopeptidi Vankomicin - - >16 <2
Trimetoprim+
<10 >16 >4 <2
Sulfonamidi Sulfametoksazol
Trimetoprim <10 >16 216 <8
Kloramfenikol Kloramfenikol <12 >18 >32 <8
Kinoloni 2. generacije Ciprofloksacin <15 >21 >4 <1
Makrolidi Eritromicin <13 >23 >8 <0,5
Penicilini Penicilin <28 >29 >0,25 <0,12
Aminopenicilini+ Amoksicilin+klavulanska
<19 >20 >8 <4

inhibitori B-laktamaze

kiselina

- standard nije odreden
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Rezultati i rasprava

Rezultati testiranja osjetljivosti/otpornosti 78
izolata KNS prikazani su u tablicama 2, 3 i 4. Su-
kladno kriterijima za disk-difuziju, svi izolati bili
su osjetljivi na klindamicin, amikacin, amoksicilin
+ klavulansku kiselinu, enrofloksacin, vankomicin,
kloramfenikol i ciprofloksacin. Najvise izolata bilo je
otporno na eritromicin, potom penicilin i tetraciklin,
pa su za njih odredivane MIC.

Iz tablice 2 vidljivo je da je disk-difuzijskim te-
stom i E-testom podudarnost rezultata bila potpuna
pri interpretaciji zona inhibicije i MIC-a u slu¢aju te-
stiranja osjetljivosti stafilokoka na eritromicin, penici-
lin i tetraciklin. Na rezultate i interpretaciju rezultata
disk-difuzijskog testa mogu utjecati brojni ¢imbenici
ukljucujuéi bakterijsku vrstu i soj, uvjete rasta (vrije-
me, temperatura), pH hranilista i preporuceni krite-
riji interpretacije (Bubonja i sur., 2008). Iako E-test

Tablica 2. Broj rezistentnih koagulaza-negativnih stafilokoka (KNS) s obzirom na metodu ispitivanja

Disk difuzijski test

E-test

Antimikrobna tvar

Broj rezistentnih Raspon zona Broj rezistentnih MIC*
(n=78) inhibicije (mm) (n=78) (ug/mL)

Eritromicin 30 0-10 30 8-32
Penicilin 18 14-20 18 0,5-1
Tetraciklin 4 0-12 4 16-32
Trimetoprim 1 8 / /
Trimetoprim +
sulfametoksazol ! 8 / /
Tobramicin 1 0 / /

*minimalne inhibicijske koncentracije
/ nije testirano

Tablica 3. Broj i postotak rezistentnih izolata koagulaza-negativnih stafilokoka (KNS)

prema odredenim antimikrobnim tvarima

Antimikrobna tvar

Broj izolata

Broj rezistentnih  Postotak (%) rezistentnih

Eritromicin 78 30 38,46
Penicilin 78 18 23,07
Tetraciklin 78 4 512
Trimetoprim 78 1 1,28
Trimetoprim + sulfametoksazol 78 1 1,28
Tobramicin 78 1 1,28

Tablica 4. Broj i postotak na antibiotike rezistentnih koagulaza-negativnih stafilokoka (KNS)
obzirom na vrstu mlije¢nog proizvoda iz kojeg su izolirani

Vrsta hrane Broj izolata

Broj rezistentnih Postotak (%) rezistentnih

SvjeZi sirevi od pasteriziranog mlijeka 58 32 55,2
Salamura za sir 9 0 0
Maslac 100
Tvrdi sirevi 8 0 0
Ukupno 78 35 44,87
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Tablica 5. Broj i postotak rezistentnih izolata bakterija mlije¢ne kiseline (BMK)

prema odredenim antimikrobnim tvarima

Antimikrobna tvar Broj izolata

Broj rezistentnih

Zone inhibicije Postotak (%)

(mm) rezistentnih
Amikacin 30 10 0 30,00
Tobramicin 30 10 0 30,00
Vankomicin 30 29 0 96,66
Trimetoprim 30 28 0 93,33
Trimetoprim + 30 29 0 96,66

sulfametoksazol

nije sluzbena metoda CLSI-a, nasi rezultati pokazuju
njegovu pouzdanost u odnosu na disk-difuzijski test,
kako uostalom potvrduju i drugi autori (Baker isur.,
1991; Mayrhofer i sur., 2008). Rezultati iz tabli-
ce 3 i 4 upucuju na znalajan udio rezistentnih KNS
u industrijski proizvedenim mlije¢nim proizvodima,
poglavito svjezim sirevima od pasteriziranog mlijeka
(44,87 %; n=78) $to moze predstavljati potencijalni
rizik za potrogae u smislu prijenosa gena rezistencije
kroz prehrambeni lanac. Udio rezistentnih izolata u
sviezim sirevima kretao se od 22 do 70 % testiranih
stafilokoka, dok u tvrdom siru i salamuri rezistentnih
izolata nije bilo. Nasi rezultati u suglasju su s istraziva-
njima drugih autora koji izvje$¢uju o najcesc¢em nalazu
otpornosti KNS iz hrane na eritromicin, tetracikline i
peniciline (Simeoni i sur., 2008; Resch i sur., 2008;
Even i sur., 2011). Nalaz izolata otpornih na penici-
lin u mlije¢nim proizvodima vjerojatno je posljedica
njihove prisutnosti u sirovini tj. svjezem mlijeku na $to
upucuju neka istrazivanja (Sampimon i sur., 2011;
Kalmus i sur., 2011). Pojava i nalaz rezistentnih so-
jeva stafilokoka u mlijeku i mlije¢nim proizvodima
moze se ocekivati uslijed (nekriticke) primjene penici-
linskih i tetraciklinskih antibiotika u terapiji i preven-
ciji mastitisa krava (Zdolec i sur., 2006; Vragovi¢
i sur., 2012ab). S druge strane, nasi rezultati govore
o dominaciji otpornosti stafilokoka na eritromicin,
antibiotik koji se pak ne koristi intramamarno. Sto-
ga je prisutnost stafilokoka otpornih na eritromicin
u pretrazenim mlije¢nim proizvodima najvjerojatnije
rezultat naknadnog oneci¢enja mlijeka i/ili proizvoda
ili horizontalnog prijenosa gena za rezistenciju.

Osjetljivost BMK na antimikrobne tvari odre-
divali smo samo agar difuzijskim testom, a kriterij
otpornosti bio je izostanak zone inhibicije. U nasem
istrazivanju svi su izolati BMK bili osjetljivi na klinda-

micin, tetraciklin, penicilin, eritromicin, amoksicilin
+ klavulansku kiselinu, enrofloksacin, kloramfenikol
i ciprofloksacin. Na rast vecine izolata nisu utjecale
tvari trimetoprim + sulfametoksazol (n=29), van-
komicin (n=29) i trimetoprim (n=28), dok je 10
izolata (30 %) pokazalo otpornost na amikacin i to-
bramicin (tablica 5). Dobiveni rezultati u suglasju su
s radovima drugih autora koji najcesce izvjeS¢uju o
otpornosti BMK, izoliranih iz hrane, na antibiotike iz
skupine glikopeptida i aminoglikozida (Zhou i sur.,
2005; Klein, 2011; Zdolec i sur., 2011). Dzidi¢ i
sur. (2010) navode kako je ste¢ena antimikrobna rezi-
stencija BMK iz hrane nedovoljno istraZena, no postoji
realna opasnost horizontalnog prijenosa gena rezisten-
cije na druge nepatogene i patogene bakterije u lancu
prehrane.

Zakljucak

Mikrobiologki prihvatljivo mlijeko za preradu u
mlije¢ne proizvode mora zadovoljiti propisane kri-
terije ukupnog broja bakterija i somatskih stanica, a
mlije¢ni proizvodi propisane kriterije sigurnosti i hi-
gijene hrane. Ti kriteriji kao potencijalni rizik u svje-
Zim sirevima prepoznaju samo koagulaza-pozitivne
vrste stafilokoka i stafilokokne enterotoksine. Me-
dutim, nasi rezultati pokazuju da na trzistu nalazimo
svjeZe sireve od pasteriziranog mlijeka s rezistentnim
koagulaza-negativnim stafilokokima. Iako su prema
propisanim mikrobioloskim kriterijima ovi sirevi mi-
krobioloski ispravni, misljenja smo da antimikrobna
rezistencija nepatogene mikroflore mlije¢nih proi-
zvoda iziskuje preispitivanje potencijalnog rizika za
zdravlje potro$aca. Procjena rizika podrazumijeva
prikupljanje vise podataka o primjeni antimikrobnih
lijekova u kontroli mastitisa, ostacima u mlijeku (re-
zidue) te posljedi¢noj prisutnosti rezistentnih koagu-
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Antimicrobial resistance of
coagulase-negative staphylococci and
lactic acid bacteria from industrially

produced dairy products

Summary

In this research, the susceptibility to clindamy-
cin, tetracycline, amikacin, amoxicillin + clavulanic
acid, enrofloxacine, vancomycin, trimethoprim +
sulphametoxazol, tobramycin, chloramphenicol, cip-
rofloxacin, erythromycin, penicillin and trimetho-
prim was tested in coagulase-negative staphylococci
(n=78) and lactic acid bacteria (n=30) by means of
disk diffusion test and E-test. The isolates were col-
lected from soft and hard cheeses, butter and brine.
All isolates of coagulase-negative staphylococci were
susceptible to clindamycin, amikacin, amoxicillin +
clavulanic acid, enrofloxacine, vancomycin, chloram-
phenicol and ciprofloxacin according to CLSI break-
points. A total of 30 staphylococci isolates (38.46
%) were resistant to erythromycin, 18 to penicillin
(23.07 %), 4 to tetracycline (5.12 %), and one iso-
late to trimethoprim, tobramicin and trimethoprim
+ sulphametoxazol (1.28 %). Among 78 tested sta-
phylococci, 35 of them were resistant to at least one
antimicrobial substance (44.87 %). The rate of re-
sistant isolates of different soft cheese types ranged
from 22 to 70 %, while resistant staphylococci were
absent in hard cheese and brine. The growth of lactic
acid bacteria was not influenced by trimethoprim +
sulphametoxazol (n=29), vancomycin (n=29), tri-
methoprim (n=28), amikacin (n=10) and tobramy-
cin (n=10). The results show that significant part of
apathogenic microbiota in different dairy products is
phenotypically resistant to antimicrobial agents.

Key words: resistance, dairy products,
apathogenic microbiota, coagulase-negative
staphylococci, lactic acid bacteria
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