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ABSTRAKT

PILEKOVA, Dominika: Antibioticka rezistencia u stafylokokov izolovanych z potravin.
[Bakalarska praca]. Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta technologickd, Vavreckova
275, 760 01 Zlin. Skolitelka: doc. RNDr. Leona Buiikova, Ph.D. Stupeii odbornej
kvalifikacie: bakalar. Zlin: FT UTB, 2021. 39 s.

Antibioticka rezistencia u stafylokokov izolovanych z potravin

Bakalarska praca sa zaoberd problematikou antibiotickej rezistencie u stafylokokov
izolovanych z potravin. Jej cielom je upriamit’ pozornost’ na celosvetovo sa vyskytujuci
fenomén antibiotickej rezistencie baktérii a jeho fatdlne nasledky.

Této praca je reSerSna. Prva kapitola charakterizuje baktérie rodu Staphylococcus vratane
ich vlastnosti, vyskytu v potravinach, stafylokokovych enterotoxikéz, ktoré mozu
sposobovat’ a metod pre ich detekciu. Druhd kapitola sa zameriava na objasnenie podstaty
antibiotickej rezistencie, popis pri¢in a mechanizmov jej vzniku. Tretia kapitola upriamuje
pozornost’ na antibioticku citlivost’ a rezistenciu u stafylokokov izolovanych z potravin
anapojov, cesty prenosu stafylokokov do potravin a ndpojov a taktiez metddy pre

stanovenie antibiotickej rezistencie u stafylokokov izolovanych z tychto materidlov.

KPucové slova

Antibiotika. Antibioticka rezistencia. Stafylokoky. Potraviny.



ABSTRACT

PILEKOVA, Dominika: Antibiotic Resistance in Staphylococci Isolated from Food
[Bachelor thesis]. Tomas Bata University in Zlin, Faculty of Technology, Vavreckova 275,
760 01 Zlin. Supervisor’s name: doc. RNDr. Leona Builkova, Ph.D. Professional
qualification level: Bachelor degree. Zlin: FT UTB, 2021. 39 pages.

Antibiotic Resistance in Staphylococci Isolated from Food

This bachelor thesis deals with the issue of antibiotic resistance in staphylococci isolated
from food. Its aim is to draw attention to the worldwide phenomenon of antibiotic
resistance in bacteria and its fatal consequences.

This thesis is aresearch work. The first chapter characterizes bacteria of the genus
Staphylococcus, including their properties, occurrence in food, staphylococcal
enterotoxicosis they can cause and methods for their detection. The second chapter focuses
on clarifying the nature of antibiotic resistance, description of its causes and mechanisms
of its occurrence. The third chapter draws attention to antibiotic sensitivity and resistance
in staphylococci isolated from food and drinks, ways of transmission of staphylococci to
food and drinks, as well as methods for determining antibiotic resistance in staphylococci

isolated from these materials.
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UvVOD

Antibiotika sa v kratkej dobe od ich objavu stali hlavnou zbraiiou v boji proti bakterialnym
infekciam a dodnes pre l'udi predstavuju neoddelitelni sucast’ Zivota. Su to latky s
antimikrobidlnym u¢inkom, ktoré sa v medicine vo velkej miere pouzivaju k prevencii
aliecbe infekcii  vyvolanych  baktériami, avSak  Siroké wuplatnenie  maja
1 v pol'nohospodarstve pre liecbu hospodarskych zvierat. Prvé antibiotikum penicilin bolo
izolované z plesne Penicillium notatum v roku 1928 skotskym lekarom, mikrobiolégom
a farmakolégom Alexandrom Flemingom a po jeho purifikacii sa v roku 1940 zacalo
pouzivat’ napriklad aj k liecbe stafylokokovych infekcii, na ktoré dovtedy zomieralo
priblizne osemdesiat percent nakazenych pacientov. Uz v roku 1942 sa vSak objavili prvé
pripady rezistencie stafylokokov vo¢i ti¢inku penicilinu.

K vzniku antibiotickej rezistencie dochddza, ked si baktérie odolné voci
antimikrobidlnemu uc¢inku antibiotik, ¢o ma za nasledok, Ze tieto baktérie nie su
zneSkodnené a pokracuju v raste a rozmnozovani sa. Jednou z najhlavnejSich pricin jej
vzniku je evolucia baktérii, ktoré s postupom casu boli schopné vyvinut’ si mnohonésobné
a komplexné mechanizmy, vd’aka ktorym st ich gény rezistencie schopné §irit’ sa medzi
baktériami, ato i bez ohladu na ich druhové bariéry. Prvotné nadmerné predpisovanie
antibiotik nielen k liecbe bakteridlnych ale taktieZ virusovych infekcii, na ktoré — ako uz
dnes vieme — antibiotikd nemaju Ziaden vplyv, ich naduZivanie v pol'nohospodarstve
rovnako ako nedokoncenie celej predpisanej doby liecby antibiotikami u pacientov a
nedodrziavanie sanitacnych a hygienickych opatreni ako v nemocni¢nych zariadeniach, tak
pri manipulacii s potravinami taktieZz patria medzi faktory, ktoré umoznili Sirenie
antibiotickej rezistencie baktérii.

V tejto bakalarskej praci som sa zamerala na antibiotickl rezistenciu u stafylokokov
1zolovanych z potravin a ndpojov predovsetkym z dévodu, ze baktérie rodu Staphylococcus
patria medzi baktérie, ktoré sa vo vSeobecnosti prirodzene vyskytuji v prostredi ¢loveka
1 zvierat a tvoria tieZ ¢ast’ ich autochtonnej mikrofléry koZe a sliznic, avSak niektoré kmene
stafylokokov patria medzi oportunne patogény, ktoré st schopné pri oslabeni obrannych
mechanizmov hostitela vyvolavat bud’ primarne chorobné zmeny, alebo su schopné
sekundarne komplikovat’ iné infekcie. Pritomnost’ stafylokokov aich termostabilnych
enterotoxinov v potravinach a napojoch u 'udi moze po ich poziti vyvolavat’ stafylokokové

enterotoxikdzy.
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Okrem penicilinu si stafylokoky boli schopné vytvorit' rezistenciu ivoc¢i dalSim
antibiotikdm, vytvorenym za G¢elom usmrcovania stafylokokov, ako napriklad methicilinu
a vankomycinu. Vdaka ich schopnosti metabolickych adaptécii, ktoré zahfnaju
modifikéciu ich bune¢nych komponentov ako napriklad bunecnej steny alebo cytoplazmy,
st tieto baktérie vo velkej miere odolné voci nepriaznivym podmienkam vonkajSieho
prostredia, o predstavuje d’al§i faktor, ktory vyrazne limituje moZznosti pri hl'adani
ucinnych prostriedkov k ich tispeSnému odstraneniu.

V dnesnej dobe fenomén antibiotickej rezistencie baktérii predstavuje celosvetovy problém
a ohrozuje tak pokrok, ktory l'udstvo od zavedenia antibiotik do praxe dosiahlo. Vo
vSetkych cCastiach sveta bol predovSetkym v poslednych dekadach zaznamenany
nebezpecny ndrast antibiotickej rezistencie baktérii.

Tato reSerSna praca sa zameriava na vystihnutie podstaty pri¢in a mechanizmov vzniku
antibiotickej rezistencie u baktérii rodu Staphylococcus rovnako ako aj na dévody preco
v sucasnosti predstavuje obrovské riziko pre I'udsku populaciu. Literarne zdroje, z ktorych

som Cerpala informdcie uvddzam v zozname pouzitej literatlry.
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1 BAKTERIE RODU STAPHYLOCOCCUS

Nazov Staphylococcus vymyslel Skotsky bakteriolog a chirurg Alexander Ogston v roku
1880 ato na zéklade vzoru, ktory bol zavedeny o pat rokov skoér po pomenovani rodu
Streptococcus. Sklada sa z predpony ,,staphylo-“, €o v starogréctine znamena ,,strapec
hrozna** a pripony ,, coccus-“, ¢o v modernej latinine znamena ,, sférickd baktéria“, a teda
poukazuje na tvar a Casti konfigurdciu tychto baktérii (Baron et al., 1996; Missiakas,
Schneewind, 2013; Goering, 2016). Dodnes bolo do baktérii rodu Staphylococcus z cel'ade
Staphylococcaceae, patriacich do triedy Bacilli, zaradenych priblizne Styridsat’ druhov
a poddruhov, priCom pre niektoré znich sa naSlo uplatnenie i v humannej medicine
(Bednaf et al., 1996). Okrem toho, Ze stafylokoky sa vo vSeobecnosti prirodzene vyskytuju
v prostredi ¢loveka i zvierat, tvoria tiez ¢ast’ ich autochtonnej mikroflory koze a sliznic.
Niektoré kmene stafylokokov patria medzi oportunne patogény, ktoré st schopné pri
oslabeni obrannych mechanizmov hostitel'a vyvolavat' bud’ primérne chorobné zmeny,
alebo st schopné sekundarne komplikovat’ iné infekcie (Baron et al., 1996). Najvacsi
vyznam pre ¢loveka ma z hl'adiska patogenity koaguldza-pozitivny druh Staphylococcus
aureus a koagulaza-negativne druhy Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus

saprophyticus (Bednaf et al., 1996).

1.1 Charakteristika a vlastnosti baktérii rodu Staphylococcus

Morfologia

Stafylokoky su gram-pozitivne [-hemolytické baktérie v tvare sférickych kokov
s priemerom priblizne 1 pm, ktoré sa zvycajne vyskytuju jednotlivo, v paroch, v kratkych
retiazkach alebo v nepravidelnych zhlukoch pripominajicich tvar hrozna (Fetsch, 2018;
Missiakas, Schneewind, 2013). Baktérie patriace do tohto rodu su fakultativne anaerdbne,
nepohyblivé, nesporulujice a vicSinou neopuzdrené (Bednai et al., 1996; Missiakas,
Schneewind, 2013). Ich konfiguracia ulahcuje ich rozliSovanie a diagnostiku od baktérii
rodu Streptococcus, kam patria koky, ktorych usporiadanie je vdcSinou vo forme retiazok

(Baron et al., 1996).
Metabolizmus

Stafylokoky sa zvyCajne vyznacuju respiranym i fermentacnym typom metabolizmu.
V porovnani so streptokokmi a enterokokmi st katalaza-pozitivne, ¢o znamend, ze

produkuju enzym kataldza (s vynimkou jediného anaerdbneho druhu Staphylococcus
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saccharolyticus a poddruhu Staphylococcus aureus subsp. anaerobius), a preto sa tato
vlastnost’ uplatiluje pri ich identifikacii (Becker et al., 2014). Pri skvasovani rady cukrov
tvoria kyseliny, no nie plyn. UZitocnym taxonomickym kritériom je produkcia D alebo L

izoméru kyseliny mlienej pri anaerodbnej utilizécii glukozy (Bednaf et al., 1996).
Produkcia koagulazy

Schopnost’ stafylokokov produkovat’ koaguldzu — enzym, ktory spdsobuje tvorbu krvnej
zrazeniny — patri medzi jeden z najdolezitejSich fenotypovych znakov, ktory sa vyuziva pri
ich klasifikécii. Medzi koagulaza-pozitivne druhy v sucasnosti patri sedem druhov a to: S.
aureus, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae, S. pseudintermedius, S. schleiferi
subsp. coagulans. a S. leei (popisany u pacientov s gastritidou, teda zadpalovych ochorenim

zaltdka) (Jin et al., 2004).

KoZu domacich maciek a psov obyva a niekedy i infikuje S. pseudintermedius, pricom aj
tento mikroorganizmus moéze niest’ geneticky material, ktory sposobuje viacnasobnu
bakteridlnu rezistenciu. Len zriedkavo méze u l'udi spdsobovat’ zoondzy (Becker et al.,

2014).
Koagulaza-negativne stafylokoky

Medzi stafylokoky neprodukujuce koaguldzu patri napriklad S. epidermidis, ktory
(podobne ako S. aureus) napriek tomu, Ze je prirodzenym komenzdlom koze u l'udi
1 zvierat, méze u imunosupresivnych (imunitne oslabenych) jedincov vyvolavat’ zavazné

infekcie (Becker et al., 2014).

Na infekcidch mocovych ciest u sexudlne aktivnych mladych Zien sa podiel'a najmi S.
saprophyticus, ktory je sucCastou normalne vaginalnej flory (Becker et al., 2014; Pfaller,

Herwaldt, 1988).

Medzi d’alSie koaguldza-negativne stafylokoky patri napriklad S. caprae, S. lugdunensis a

S. schleiferi (Becker et al., 2014; Pfaller, Herwaldt, 1988).
Kultivacia

Na kultivaéné podmienky su stafylokoky pomerne nenaro¢né. Su schopné rastu na agaroch
so srdcovou alebo mozgovou infuziou, pripadne s hovédzou alebo ovcou krvou, rovnako
ako rastu na beznych kultivaénych pddach. Po 24 hodinach inkubdcie pri 37 °C vyrastu na
povrchu pevnych pomnozovacich pod vo forme okruhlych, lesklych, hladkych, I'ahko

konvexnych kolonii s priemerom 1 az 3 mm (Bednart et al., 1996, Missiakas, Schneewind,
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2013). Vystavenie teplotam niz§im nez 10 °C alebo vyssim nez 42 °C po dlhs$iu dobu sa
neodporiaca (Missiakas, Schneewind, 2013). Existuju druhy, ktoré st schopné vo vode
produkovat’ nerozpustné pigmenty karotenového typy v désledku Coho st koldnie
krémové, zIt¢ az oranzové. Biele a Sed¢ kolonie st typické pre nepigmentujuce stafylokoky
(Bednar et al., 1996; Missiakas, Schneewind, 2013). Ako selektivne médium pre izolaciu
a stanovenie poctu stafylokokov sa Casto vyuziva MSA agar, teda manitol salt agar, vd’aka
ich schopnosti fermentovat’ manitol, ktora vyvolava okyselenie média, Co spdsobuje jeho
zozltnutie. Medzi d’alSie vhodné kultivacné média patri napriklad TSA agar, teda sojovy
agar s tryptonom, na ktorom rastie vo forme typickych Zzltych koldénii. Pre kultivaciu
koagulaza-pozitivneho Staphylococcus aureus je tiez vhodny Baird-Parker agar, ktory na
flom rastie vo forme ciernych, lesklych, vypuklych kolonii, pricom rast doprovodnej
mikroflory je na tomto médiu vdaka pritomnému chloridu sodnému a telluri¢itanu

inhibovany (Missiakas, Schneewind, 2013).
Rezistencia

K nepriaznivym vplyvom vonkajSieho prostredia st stafylokoky do znacnej miery
rezistentné. Odolavaju vys$§im koncentraciam NaCl (chlorid sodny), zahriatiu na 55 °C po
dobu 30 minut a taktiez vysychaniu (Bednaf et al., 1996; Missiakas, Schneewind, 2013).
Predpoklada sa, Ze prave tieto vlastnosti im umoznujui prechodné alebo 1 trvalé osidl'ovanie
urcitych oblasti koZe ako u l'udi, tak u zvierat. Pre selektivnu izolaciu stafylokokov zo silne
kontaminované¢ho materialu, akym st napriklad niektoré potraviny, vykaly alebo taktieZ
sliznice a povrch tela zvierat, je mozné vyuzit' ich toleranciu k 10 % koncentracii NaCl

v kultivaénom médiu (Bednar et al., 1996).
Metabolicka adaptacia

Schopnost” stafylokokov prezivat v nepriaznivych podmienkach pre ich rast a
rozmnozovanie je dana mnohymi faktormi vratane ich metabolickej adaptacie.
Prostrednictvom metabolickych modifikécii stafylokoky mézu menit’ ich bune¢nu aktivitu
a fyziologiu, o nasledne vedie nielen kich zvySenej odolnosti vo¢i nepriaznivym
podmienkam ale i kich perzistencii a cirkulacii medzi prostrediami. Metabolickou
modifikaciou tiez mdze dojst’ k ovplyvneniu povahy ich patogenézy (Onyango, Alreshidi,

2018).
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1. Modifikacia bunecnej steny a cytoplazmatickej membrany

Na dosiahnutie zvySenia odolnosti vo¢i nepriaznivym podmienkam je bunka
stafylokoka schopna modifikovat’ niektoré zo svojich komponentov ako napriklad
bunec¢nu stenu alebo cytoplazmatickit membranu, ktoré okrem iné¢ho udrzuju staly
tvar bunky a reguluju priepustnost’ latok dovnutra a von z bunky. Tieto modifikacie
mdzu byt vyvolané teplotou, osmotickym tlakom alebo antibiotikami (Goering,

2016; Onyango, Alreshidi, 2018).

Zmohutnenie, resp. zhrubnutie bunecnej steny, ktorej zakladnou stavebnou
jednotkou je peptidoglykan, patri medzi jednu z najcastejSich modifikacii, ktora je
vyvolana v doésledku stresovej odpovedi bakteridlnej bunky voci nepriaznivym
podmienkam. Nasledkom tejto zmeny dochddza aj k zmenam v zloZeni
aminokyselin, mastnych kyselin a karotenoidov, ktoré zohravaji klic¢ovu ulohu
v stabilizacii membrany pri chladovom alebo teplotnom Soku (Onyango, Alreshidi,

2018).

Okrem zmohutnenia bunecnej steny moZe dochadzat k zvySeniu obsahu
membranového fosfolipidu kardiolopinu, ktory je spajany s bakteridlnou

adaptabilitou na rozne stresové faktory (Koprivnjak et al., 2011).
2. Modifikacia cytoplazmy

Cytoplazma tvori vnutorné prostredie bunky, v ktorom si ulozené bunecné
komponenty, ktoré chrani pred poskodenim a taktieZ je zodpovedna za tvar bunky
(Baron et al., 1996; Bednat et al., 1996). Jej zmeny mozu ovplyviiovat odolnost’
bunecnej steny a cytoplazmatickej membrany. Podobne ako v pripade modifikacii
bunecnej steny a cytoplazmatickej] membrany, aj modifikacie cytoplazmy mdzu
byt indukované teplotou, osmoprotekciou a vtomto pripade aj nutricnou

adaptaciou (Onyango, Alreshidi, 2018).

V pripade buniek Staphylococcus aureus, ktoré boli vystavené nizkym teplotam,
bola zaznamenand zvySena produkcia ribozomalnych proteinov, ktoré funguji ako
teplotné senzory, ktord vo vysledku viedla k zvySeniu odolnosti buniek voc¢i nizkej

teplote spolu s redukciou cytoplazmatickych aminokyselin (Alreshidi et al., 2015).

V pripade osmoprotekcie su baktérie schopné prisposobit’ ich obsah halofilnych
proteinov pre udrziavanie vhodného osmotického tlaku v pritomnosti Sirokého

rozsahu koncentracii soli (Daoud et al., 2013).
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1.2 Vyskyt baktérii rodu Staphylococcus v potravinach

Baktérie rodu Staphylococcus patria medzi oportunne patogény, ktoré su sucastou
autochtonnej mikroflory koze a sliznic u I'udi i zvierat a v pripadoch oslabenia obrannych
mechanizmov hostitel'a su schopné vyvolavat’ bud’ primarne chorobné zmeny, alebo su

schopné sekundarne komplikovat’ iné infekcie (Baron et al., 1996; Bednaf et al., 1996).

Staphylococcus aureus je ako vSadepritomna baktéria délezitym patogénom vd’aka svojej
kombindcii invazivity, virulencie sprostredkovanej toxinmi a rezistencii voci antibiotikam.
Patri medzi hlavné patogény spdsobujice nozokomidlne aj komunitné infekcie, no je
schopny i kontaminacie potravinarskych vyrobkov pocas vyroby a spracovania potravin
(Kadariya et al., 2014; Levy, Marshall, 2004). Vdaka ich vysokej rezistencii voci
podmienkam vonkajSieho prostredia su stafylokoky schopné rastu v roéznych typoch

potravin (le Loir et al., 2003).

Potraviny, ktoré u ludi sposobuju alimentarne ochorenia, sa v dosledku stravovacich
navykov a rozdielov v konzumacii v jednotlivych krajindch zeme liSia, no medzi Castych
vyvolavatel'ov patri najma mlieko a mlie€ne vyrobky, miso a misové vyrobky, hydina a
vajecné vyrobky, krémové pecivo, pekarenské vyrobky a Salaty. V pripade, ze sa jedla
pripravuji na centrdlnom mieste, z ktorého st nasledne distribuované d’alej, ohniska
alimentarnych ochoreni méZu mat’ vazny dopad na tisice I'udi (Kadariya et al., 2014; Chen

et al., 2015).

1.3 Stafylokokové enterotoxikozy

Alimentarne ochorenia, teda ochorenia prenosné kontaminovanymi potravinami alebo
kontaminovanou vodou, vo svete predstavuju jedno z hlavnych rizik ohrozujucich zdravie
I'udskej populacie. Pojem stafylokokové enterotoxikézy definuje chorobny stav vyvolany
pozitim kontaminovanych potravin alebo népojov termostabilnymi (teda odolnymi voci
vysokej teplote) toxinmi produkovanymi baktériami rodu Staphylococcus (Dodd et al.,
2017; Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker, 2018). Tieto toxiny sa usidlia
v tenkom Creve hostitel'a a nasledne spdsobuju jeho zapal a opuch, ¢o u infikovanych T'udi

moze vyvolavat bolest’ brucha, zvracanie, hnacky a horacku (Dodd et al., 2017).
Symptomy

Rozvoj symptémov byva spravidla nahly v priebehu 1 az 6 hodin po prijme potravy

a zahfiia: bolest’ brucha, nauzeu, intenzivne zvracanie trvajuce viac nez 24 hodin, bolest’
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hlavy, slabost’, inavu a hnacky (Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker,
2018; Dodd et al., 2017). Hoci priznaky zvacsa samovolne vymiznu do dvoch dni, priebeh
ochorenia méze byt zadvazny u kojencov, starSich I'udi a pacientov s oslabenou imunitou

(Kadariya et al., 2014).
Diagnostika

Pre diagnostiku stafylokokovej enterotoxikdzy, ktora méze viest’ k rozvoju stafylokokovej
enteritidy, moze byt potrebna kultivacia stolice, ktord sa pouziva na zistenie pritomnosti
patogénnych baktérii a taktiez na diagnostiku infekcie zazivacieho traktu (Becker et al.,

2014).
Prevencia

Vzniku stafylokokovej enterotoxikozy sa dd predist’ najmi dodrziavanim hygienickych
a sanitaénych zdsad pri manipuldcii s potravinami. Medzi tieto zasady patri: primerané
Cistenie a dezinfekcia nacinia a zariadeni prichadzajicich do kontaktu s potravinami,
bezpecna manipulécia s potravinami, spravne umyvanie ruk pred aj po manipulacii
s potravinami, dokladné tepelné opracovanie potravin, spravne skladovanie potravin vo
vhodnom prostredi a pri vhodnej teplote (Becker, Skov, von FEiff, 2015; Fusco, Blaiotta,
Becker, 2018; Dodd et al.,, 2017; Kadariya et al., 2014). Pripustna teplota pre rast a
produkciu toxinov S. aureus sa pohybuje v rozpiti 6 °C az 46 °C a preto by mala byt’
idedlna teplota na varenie a chladenie vysSia nez 60 °C, respektive nizsia nez 5 °C
(Kadariya et al., 2014). Castou komplikiciou stafylokokovych enterotoxikéz byva
dehydraticia vyvoland zvracanim a hnackami, k prevencii ktorej sa odporuca pit
dostatocné mnozstvo tekutin (Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker,

2018).

Liecba

Antibiotickd liecba sa v pripade otravy jedlom vyvolanej stafylokokovymi toxinmi
nevykondva, pretoze tieto toxiny st vo¢i antimikrobidlnemu U¢inku antibiotik rezistentné.
Lekari vS8ak moézu predpisat’ lieky na zmiernenie hnacky a zvracania. Ddlezity krok k
uzdraveniu predstavuje pitie vel'kého mnozstva tekutin, ktoré slizi k tomu, aby vyplavilo
toxiny z ludského tela. U T'udi s vaZnym priebehom tohto ochorenia méze byt nutné

dodavat’ im tekutiny intraven6znou (vpichom do zily) cestou (Becker et al., 2014; Dodd et

al., 2017).
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1.4 Moznosti detekcie baktérii rodu Staphylococcus a ich enterotoxinov

v potravinach

Vdaka vysokej rezistencii stafylokokov voci podmienkam vonkajSieho prostredia si tieto
baktérie schopné rastu v réznych typoch potravin (le Loir et al., 2003). Staphylococcus
aureus patri medzi hlavné patogény, ktoré spdsobuji nielen nozokomidlne a komunitné
infekcie, ale je schopny kontaminovat’ i potravinarske vyrobky — predovsetkym produkty
misovej a mlieénej vyroby — poc€as vyroby a spracovania potravin (Kadariya et al., 2014;
Levy, Marshall, 2004; Chen et al., 2015). Pozitie potravin alebo néapojov, ktoré su
kontaminované termostabilnymi toxinmi produkovanymi baktériami rodu Staphylococcus
vedie k vzniku stafylokokovych enterotoxikéz, ktoré vo svete predstavujii jedno
z hlavnych rizik ohrozujtcich zdravie 'udskej populacie (vid’. podkap. 1.3) (Dodd et al.,
2017; Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker, 2018). V sti¢asnosti existuju
rozne metody pre detekciu stafylokokov v potravinach a napojoch, avSak mnoho z nich je
¢asovo naro¢nych, malo citlivych a naméhavych. V dosledku tychto skutocnosti sa
neustale pracuje vyvoji novych, rychlych, spol'ahlivych a citlivych metoéd pre ich detekciu

(Chen et al., 2015; Rubab et al., 2018; Zhou et al., 2020).
Tradi¢né metédy

Hlavné nevyhody konvenénych metdd, ktoré sa pre detekciu stafylokokov v potravinach
anapojoch pouzivaju uz niekolko dekad, spocivaji vich casovej narocnosti, nizkej
citlivosti a namahavosti (Chen et al., 2015; Rubab et al., 2018; Zhou et al., 2020; Hu et al.,
2020).

Medzi tradicné detekéné technoldgie patria predovSetkym kultivaéné a imunologické
metody (Hu et al, 2020; Rubab et al.,, 2018). Pre kvantitativnu detekciu baktérie
Staphylococcus aureus v potravinach anédpojoch sa pouzivaju pocitacie metddy
(najcastejSie na Petriho miskach s BP agarom) a metoda MPN, teda metoda stanovenia
najpravdepodobnejSiecho  poctu  baktérii (v tekutom médiu). Metdody s pouzitim
chromogénnych médii (Standardné chromogénne médium je BP agar) funguju na
rovnakom principe ako metddy papierovych diskov, ktoré su zalozené na reakcii enzymov
produkovanych danym mikroorganizmom a prislusSnym chromogénnym substratom (Zhao

et al., 2020; Rubab et al., 2018; Chen et al., 2015; Zhou et al., 2020).
Novsie metody pre rychlu detekciu

Medzi novSie metody pre rychlu detekciu stafylokokov v potravinéch a napojoch patria:
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e imunotesty (napr. metéda imunomagnetickej separacie),

e metddy molekuldrnej biolodgie (napr. metddy s pouzitim biosenzorov, metoda
polymerazovej retazovej reakcie 1jej modifikacie, prietokova cytometria,
smyckovo sprostredkovana izotermickd amplifikdcia a pod.) (Zhao et al., 2020;

Rubab et al., 2018).

Metodu imunomagnetickej separacie (IMS) je mozné pouzit' pre rychlu izolaciu a
identifikaciu baktérii Staphylococcus aureus. Jej nevyhody spocivaju najmi v moznosti
krizovej kontaminacie, z dovodu ktorej je nutné pri detekcii pouzit aj int technicku
metddu pre zarucenie jej spol'ahlivosti a taktiez vo vysokych finanénych nékladoch (Zhao

et al., 2020).

Vyvoj biosenzorov pre detekciu a identifikdciu baktérii prenosnych potravinami stale stiipa
najmé pre ich rychlost’ a vysoku citlivost. Biosenzory su analytické zariadenia, ktoré
vyuzivaju Specifické biochemické reakcie sprostredkované najcastejSie izolovanymi
enzymami, protilatkami alebo nukleovymi kyselinami, na detekciu chemickych zluc¢enin

zvycajne elektrickymi, tepelnymi alebo optickymi signalmi (Rubab et al., 2018).

Metdody polymerazovej retazovej reakcie (PCR) a ich mnohopocetné modifikacie sa ¢asto
pouzivaju k rychlej detekcii baktérii S. aureus. Medzi ich hlavné vyhody patri ich citlivost’,
efektivita a rychlost’. Hlavnl nevyhodu predstavuju faloSne pozitivne vysledky, ku ktorym
moze dojst’ v dosledku neschopnosti rozliSit' zivé a mitve baktérie (Zhao et al., 2020;

Rubab et al., 2018).

Prietokova cytometria (FCM) je metoda, ktord sa pouzZiva pre rychlu identifikaciu S.

aureus. Je schopna kvantitativne merat’ a synteticky analyzovat’ bunky (Zhao et al., 2020).

Smyckovo sprostredkovand izotermickd amplifikdcia (LAMP) patri k novym,
jednoduchym, rychlym a citlivym metédam pre detekciu S. aureus. Doba trvania testu
predstavuje 40 az 60 minut a jej citlivost’ je vysSia nez citlivost PCR metoéd. Podobne ako
u PCR metod, aj v tomto pripade st hlavnym nedostatkom tejto metody faloSne pozitivne

vysledky (Zhao et al., 2020).

Pritomnost’ enterotoxinov produkovanymi baktériami Staphylococcus aureus je mozné

detekovat’ pomocou jednej z troch metod:
1. pomocou biologickych skusok,

2. pomocou metdd molekularnej biologie,
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3. pomocou imunologickych technik (Kadariya et al., 2014).

Metody polymerdzovej retazovej reakcie (PCR), reverznej transkripénej PCR (RT-PCR)
a RT-kvantitativnej PCR sa pouzivaji pre vyhodnotenie toxického potencidlu kmena

(Kadariya et al., 2014; Zhao et al., 2020).

Metody molekularnej typizacie ako napriklad gélova elektroforéza s pulznym polom

(PFGE) sa pouzivaju pre geneticku charakterizaciu S. aureus (Kadariya et al., 2014).
Medzi najpouzivanejSie imunologické metody, ktoré st zalozené na pouzivani
monoklondlnych a polyklondlnych protilatok, patri enzymova imunoanalyza a enzymovo

viazana fluorescen¢na skuska (Kadariya et al., 2014; Zhao et al., 2020).
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2 ANTIBIOTICKA REZISTENCIA

Antibiotika su latky, ktoré sa kvoli svojim antimikrobidlnym uc¢inkom v medicine vo
vel'kej miere pouzivaju k prevencii a lieCbe bakterialnych infekcii, avsak Siroké uplatnenie

maju i v pol'nohospodarstve pre liecbu hospodarskych zvierat (Betina, 1981; Walsh, 2003).

K antibiotickej rezistencii dochadza, ked’ st baktérie odolné voci deStruktivnemu ucinku
antibiotik, ¢o znamena, Ze tieto baktérie nie su zneSkodnené a pokracuji v raste

a rozmnozovani sa (Walsh, 2003; Levy, Marschall, 2004).

To, ze niektoré baktérie su necitlivé voci antimikrobidlnym Uc¢inkom antibiotik, je zndme
uz od pociatku éry antibiotik, ktorej vznik sa datuje od rokov 1940. Zlyhavanie penicilinu
ako prvého antibiotika (a postupne aj d’alSich antibiotik) upriamilo pozornost’ spolo¢nosti
na nahle sa rozSirujici fenomén antibiotickej rezistencie medzi organizmami. Urcité
organizmy boli schopné bud’ inaktivovat’ penicilin pomocou $pecifickych enzymov, zatial
¢o iné boli voci jeho ucinkom necitlivé. Antibioticka rezistencia kmenov Staphylococcus
aureus je typickym prikladom poukazujicim na jej rychle Sirenie v rdmci jednotlivych
kmenov baktérii — na zaciatku rokov 1940 bolo rezistentnych priblizne 8 % kmenov, aviak
na konci rokov 1950 bolo rezistentnych uz priblizne 70 % kmenov (Betina, 1981; Gould,

2016; Lewy, Marshall, 2004; Ventola, 2015).

2.1 Antibiotika

Historia

Je zname, Ze v davnej historii I'udia pouzivali na liecenie infekcii r6zne bylinky, med
a dokonca aj zvieracie vykaly. Hoci povod tetracyklinov zostdva dodnes zdhadou, jeho

pozostatky boli objavené v 'udskych lebkach uz za ¢ias rimskej okupéacie Egyptu (Gould,
2016).

Za prvé antibiotikum sa povaZuje penicilin, izolovany z mikroskopickej vlaknitej huby
Penicillium notatum, ktory bol objaveny v roku 1928 skétskym mikrobioldgom, lekdrom a
farmakologom Alexandrom Flemingom, hoci existuju zdznamy o pouZivani pyokyanazy —
supernatantu baktérie Pseudomonas aeruginosa — ako antibiotika so zmieSanou spitnou
odozvou (Walsh, 2003; Ventola, 2015; Gould, 2016). Vzhl'adom na naro¢nost’ prevedenia
penicilinu z laboratérnych podmienok na liek dostupny pre verejnost’ bol Fleming schopny

zacat’ s jeho purifikaciou az v roku 1940, po publikécii ¢lanku, ktory popisoval potencialnu
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purifikaénii metddu, autormi ktorého boli Howard Florey a Erns Chain (Gould, 2016;

Ventola, 2015).

Ako dalSie antibiotikum, ktoré odStartovalo éru sulfénamidov, bol Prontosil objaveny

v Nemecku v roku 1931 (Gould, 2016).

Za ,,zlatd éru“ sa povazuje nasledujucich dvadsat’ rokov, kedy prebiehal neustaly vyskum
antibiotik a za ich najlepsi zdroj sa povazovali prirodzene sa vyskytujlice mikroorganizmy
ako napriklad Streptomyces griseus, z ktorého bol izolovany streptomycin v roku 1944
alebo Streptomyces orientalis, z ktorého bol izolovany vankomycin. Uz v tychto rokoch sa
vSak zacali objavovat’ prvé pripady antibiotickej rezistencie baktérii. Odozvou na tento
nalez bol vyvin methicilinu ako prvého [-laktdmového antibiotika rezistentného na
penicilindzu a neskdr vyvin ampicilinu. V rokoch 1960 sa zacali objavovat’ cefalosporiny.
S rozvojom antibiotik vSak narastalo aj mnozstvo rezistentnych baktérii, ktoré zacali
predstavovat’ Coraz vacsi problém pri lie¢be infekénych ochoreni (Gould, 2016; Ventola,

2015; Lowy, 2003).
Sucasnost’

V priebehu dvoch dekad medzi rokmi 1960 az 1980 bola vynaloZzena vel’ka snaha o objav
novych antibiotik, ktoré by zabranili Sireniu a zastavili rozmach antibiotickej rezistencie
v 'udskej populacii, avSak po vyCerpani mnohych moznosti zacala produkcia novych
antibiotik postupne klesat. Spomedzi osemndstich najvacSich farmaceutickych firiem
zostali aktivne iba tri, pretoze v sucasnej dobe vyvoj novych antibiotik nepredstavuje
ekonomicky vyhodné investicie (Ventola, 2015; Gould, 2016). V dneSnej dobe je
z ekonomického hladiska pre farmaceutické firmy vyhodnejSie investovat do vyvoja
liekov pre lie€bu chronickych ochoreni ako napriklad diabetes mellitus, v pripade ktorého
je nutné uzivat’ ich dlhodobo v dosledku ¢oho st ziskovejSie, na rozdiel od antibiotik

sluZiacich k lie¢be infekénych ochoreni, ktoré sa uzivaju len kratkodobo (Ventola, 2015).
Rozdelenie
Medzi hlavné skupiny antibiotik patria:

1. p-laktamové antibiotika

Tato skupina antibiotik patri medzi jednu z najcastejSie pouzivanych pre liecbu
bakteridlnych infekcii a patria do nej peniciliny, cefalosporiny, karbapenémy

a monobaktamy. Ich spolo¢nou vlastnostou je vysoko reaktivny 3-uhlikovy a 1-
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dusikovy kruh, teda B-laktamovy kruh (Pandey, Cascella, 2021). Mechanizmus ich
pdsobenia spociva v inhibicii posledného kroku pri syntéze peptidoglykanu, ¢o je
zékladnd zlozka bakteridlnej steny. Tato inhibicia je spOsobend acylaciou
transpeptidazy, ktora ma doleziti ulohu pri zosietovani peptidov pre vznik
peptidoglykdnu (Eckburget et al., 2019). Bakteridlna rezistencia voci f-
laktamovym antibiotikdm sa najCastejSie prejavuje tvorbou betalaktaméz, ¢o st
enzymy produkované baktériami, ktoré zabezpecuju ich multirezistenciu voci
tymto antibiotikdm (Ibrahim et al.,, 2019). Medzi iné mechanizmy vzniku
bakterialnej rezistencie patri napriklad zniZzend penetracia do cielového miesta
v bunke, zmena proteinov viazucich penicilin v cielovom mieste alebo vytok z
periplazmatického priestoru prostrednictvom Specifickych ¢erpacich mechanizmov

(Pandey, Cascella, 2021).
2. Aminoglykozidové antibiotika

Tieto antibiotikd patria medzi Siroko-spektralne antibiotikd, ktoré sa casto
pouzivaju pre lie¢bu infekceii vyvolanych gram-negativnymi baktériami u deti. Patri
medzi ne gentamicin, amikacin, tobramycin, neomycin a streptomycin (Germovsek
et al.,, 2017). Ich mechanizmus uc¢inku spociva v inhibicii proteosyntézy, teda
tvorbe bielkovin (Walsh, 2003). Medzi mechanizmy rezistencie voci tymto
antibiotikdm patri schopnost’ rezistentnych kmenov produkovat’ enzymy, ktoré

modifikuji aminoglykozidy (Germovsek et al., 2017).
3. Tetracykliny

Tetracykliny st skupinou antibiotik, ktoré sa pouZzivaju k lieCbe T'udskych
1 zvieracich infekcii (Chopra, Roberts, 2001). Podobne ako v pripade
aminoglykozidovych antibiotik, aj tu mechanizmus ich G¢inku spociva v inhibicii
proteosyntézy (Walsh, 2003). Rezistencia voci tetracyklinom je v mnohych
pripadoch zapri€inena ziskanim novych génov, ktoré koduju energeticky zavisly
odtok tetracyklinov alebo protein, ktory chrani bakteridlne ribozoémy pred ti¢inkom

tetracyklinov (Chopra, Roberts, 2001).
4. Polyenové makrolidové antibiotika

Tieto antibiotikd sa vd’aka svojej silnej fungicidnej aktivite pouzivaji najmé pre
liecbu plesnovych infekcii (Zotchev, 2003). Patri medzi ne patri napriklad

amfotericin B, nystatin a pimaricin, znamy aj ako natamycin (Hamilton-Miller,
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1973). Ich mechanizmus ucinku spociva v interakcii so sterolovou zlozkou

membrany. Rezistencia vo¢i tymto antibiotikdm je pomerne nizka (Zotchev, 2003).

2.2 Antibioticka rezistencia

Objav novych antibiotik byva casto pomerne rychlo nasledovany vznikom antibiotickej
rezistencie, ktora spdsobuje, ze baktérie, ktoré boli vo¢i danému antibiotiku povodne
citlivé si vybuduji odolnost’ k jeho antimikrobidlnym t¢inkom v dosledku coho sa stavaji

rezistentnymi (Schito, 2006).

Spociatku sa prvé baktérie rezistentné voci antibiotikdim zacali objavovat primarne
v nemocni¢nych zariadeniach, kde sa antibiotikd vyuzivali k lie¢be rdéznych infekénych
ochoreni. Streptococcus pyogenes rezistentny voci sulfonamidom sa objavil vo vojenskych
nemocniciach uz vroku 1930. Prvé zdznamy o objave rezistentného Staphylococcus
aureus vocCi penicilinu sa datuju do roku 1942, teda kratko po jeho objave, v Londynske;j

nemocnici (Levy, Marshall, 2004; Lowy, 2003).

Prvé baktérie, u ktorych bol zaznamenany vyskyt rezistencie voci viacerym antibiotikdm
koncom rokov 1950 boli ¢revné baktérie, konkrétne Escherichia coli, Salmonella
a Shigella (Levy, Marshall, 2004). Baktérie s viacnasobnou rezistenciou predstavuju
obrovské riziko pri liecbe infekénych ochoreni nielen v rozvojovych krajinach ale 1
v celom svete, ked’ze hrozba, ze antibiotikd, ktorymi sme v sucasnej dobe schopny liecit’
infekéné ochorenia sa stani neuc¢innymi atieto ochorenia sa znova stanu Zivot-

ohrozujicimi (Ventola, 2015; Odonkor, Addo, 2011).

Medzi baktérie rezistentné voci viacerym antibiotikdm patri aj Staphylococcus aureus
rezistentny voc¢i methicilinu, tzv. MRSA. Podobne ako aj u ostatnych baktérii, aj MRSA sa
povodne zacala objavovat’ v nemocni¢nych zariadeniach ako pdvodca nozokomidlnych
ochoreni, teda ochoreni, ktorych vznik suvisi s pobytom pacienta v zdravotnickom
zariadeni. V poslednych rokoch sa vSak objavuje Coraz viac vedeckych Studii o tom, ze
zvierata, vratane hospodarskych zvierat chovanych pre kfmne tcely, slizia ako rezervoare
pre tieto baktérie aprenos medzi réznymi hostitelmi moze byt mozny. MRSA aj
Staphylococcus aureus citlivy vo¢i methicilinu (tzv. MSSA) st schopné produkovat’
biofilmy, ktoré sluzia ako faktory virulencie, a poskytuju tak tymto baktéridm moZznost’
adherencie na roézne povrchy zahfnajic rézne technologické zariadenia a materidly, ktoré
st Siroko pouzZivané v potravinarskom priemysle. MRSA bola izolovand najmi z r6znych

druhov surového misa (hoviddzie, jahnacie, bravCové, kuracie, morcacie) a mlie¢nych
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vyrobkov (syr a mlieko). Hoci MRSA sa v niektorych pripadoch do tychto potravin dostala
prenosom cez zneCistené l'udské ruky, v inych bolo zdrojom kontaminacie dané zviera.
Tieto baktérie mézu byt v potravinach usmrtené posobenim vysokej teploty, avsak MRSA
produkuje enterotoxiny, ktoré su termostabilné a po poziti mézu u l'udi vyvolat

stafylokokovu enterotoxikdzu (Doulgeraki et al., 2017).

2.3 Priciny vzniku antibiotickej rezistencie

Pri¢iny vzniku antibiotickej rezistencie su rozmanité, no vo vSeobecnosti je mozné rozdelit’

ich do piatich hlavnych kategorii:
e nadmerné predpisovanie a pouzivanie antibiotik,
¢ naduZzivanie antibiotik v chove hospodarskych zvierat a ryb,
e absencia produkcie novych antibiotik,
¢ nedodrziavanie hygienickych a sanitaénych opatreni,

e pacienti, ktori nedokoncia celi predpisani dobu liecby antibiotikami (Ventola,

2015; Gould, 2016; Kadariya et al., 2014; Khan et al., 2017).
Nadmerné predpisovanie a pouZivanie antibiotik

K rozvoju antibiotickej rezistencie baktérii vyrazne prispelo ich nadmerné predpisovane
a pouzivanie. Antibiotika su latky, ktoré sa kvoli svojim antimikrobialnym u¢inkom okrem
in¢ho pouZivaju k lieCbe bakteridlnych infekcii, avSak v rokoch, ktoré nasledovali po
objaveni prvého antibiotika, boli predpisované nielen k liecbe bakteridlnych infekcii ale
taktiez k liecbe virusovych infekcii, na ktoré, ako uz dnes vieme, nemaji Ziaden uc¢inok
(Ventola, 2015). Restrikcia ich predpisovania a uzivania vSak nedokazala zastavit
narastajiici pocet rezistentnych baktérii, pretoze tie boli schopné vyvinut si rdzne
mechanizmy, vd’aka ktorym sa rezistentné gény medzi baktériami dokazu §irit’ (Martonova

et al., 2008).
Naduzivanie antibiotik v chove hospodarskych zvierat a ryb

Uzivanie antibiotik nie je vymedzené iba pre l'udi. V hojnom mnozstve sa antibiotika
pouzivaju 1v polnohospodarstve k prevencii a liecbe hospodarskych zvierat a ryb.
Podobne ako pri 'ud’och, naduzivanie antibiotik u zvierat vytvara rezervoar pre baktérie
s potencidlom stat sa rezistentnymi, v ddsledku ¢oho sa dané antibiotikum stava

neucinnym (Ventola, 2015).
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Absencia produkcie novych antibiotik

Vyznamnym faktorom prispievajucim k problému antibiotickej rezistencie je absencia
produkcie novych antibiotik. Prvé Siroko pouzivané antibiotikum — penicilin — bolo
izolované z plesne Penicillium notatum Skotskym farmakoldgom a mikrobiologom
Alexandrom Flemingom v roku 1928 (Walsh, 2003; Ventola, 2015; Gould, 2016). Prvé
zdznamy o vyskyte baktérii rezistentnych voci antibiotikdm su datované uz medzi rokmi
1940 az 1950 (Betina, 1981). V priebehu 40 rokov od roku 1940 bolo objavenych mnoho
novych antibiotik, avSak po roku 1980 sa ich objav zastavil napriek tomu, Ze vyskyt

baktérii rezistentnych voci antibiotikam stale narasta (Ventola, 2015; Gould, 2016).
Nedodrziavanie hygienickych a sanita¢nych opatreni

Baktérie a virusy su schopné $irit’ sa priamo — fyzickym kontaktom, cez poranenia alebo
sliznicami a nepriamo — pomocou infikovanych predmetov alebo vzduchom, preto je
dolezité dodrziavat’ nielen osobnu hygienu ale dbat’ i na vysoku uroven ¢istoty prostredia.
Doraz sa kladie najmd na obmenu dezinfekénych prostriedkov v zdravotnickych
zariadeniach, aby sa tak prediSlo ich netcinnosti v dosledku rezistencie baktérii a na
dodrziavanie hygienickych a sanitaénych opatreni pri manipuldcii s potravinami (Kadariya

et al., 2014; Becker et al., 2014).
Pacienti, ktori nedokoncia celi predpisanu dobu liecby antibiotikami

Pacienti, ktori nedokoncia celt prepisanti dobu lieCby antibiotikami hraju v antibioticke;j
rezistencii baktérii vyznamnu lohu. Predpisané davky antibiotik st urené na eradikaciu
celej populécie patogénov, avsak pri nedodrZani prepisanej doby uZivania, teda uZitia celej
predpisanej davky, dochadza k tomu, Ze baktérie su schopné prispdsobit’ sa nizkej davke
antibiotik a nakoniec tak vytvorit’ populaciu baktérii rezistentnych na dané antibiotikum

bez ohl'adu na jeho davkovanie (Khan et al., 2017; Ventola, 2015).

2.4 Mechanizmy vzniku antibiotickej rezistencie

Vyskyt antibiotickej rezistencie odhalil mnohonasobné a komplexné mechanizmy, vd’aka
ktorym su rezistentné gény schopné §irit’ sa medzi baktériami bez ohl'adu na ich druhové

bariéry (Martonova et al., 2008).

U stafylokokov antibiotikd najCastejSie itocia na bunecnt stenu, ribozémy alebo nukleové
kyseliny. K rozvoju antibiotickej rezistencie méze dojst’ prakticky dvoma spdsobmi a to

bud’ horizontdlnym prenosom determinantov rezistencie, ktoré st kddované pomocou
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mobilnych genetickych prvkov, medzi ktoré patria napriklad plazmidy, transpozény a
bakteriofagy, alebo mutaciou v chromozoméalnych génoch (Ondokor, Addo, 2011; Foster,

2017; Levy, Marschall, 2004).

K vzniku antibiotickej rezistencie horizontalnym spdésobom mozu viest rozne

mechanizmy:

1. enzymatickd modifikacia a ndslednd inaktivacia antibiotika, teda zneSkodnenie jeho

antimikrobialnej funkcie,

2. enzymatickd modifikacia cielového védzobného miesta antibiotika tak, ze ho

v dosledku nie je mozné rozpoznat’,

3. vytvorenie novej metabolickej drahy, na konci ktorej sa nachadza ciel'ové vizobné

miesto antibiotika, ktoré je vo¢i danému antibiotiku rezistentné,

4. eflux antibiotika (efluxové pumpy mikroorganizmom umoziiuju regulovat’ svoje
vnutorné prostredie odstranovanim toxickych latok vratane antimikrobialnych latok

a metabolitov),

5. vytesnenie antibiotika pre zabezpefenie ochrany cielového vdzobného miesta, na

ktoré ma dané antibiotikum tutocit’ (Foster, 2017; Odonkor, Addo, 2011).

NajcCastejSim mechanizmom je enzymaticka inaktivacia antibiotika, ku ktorej dochéadza,
ked’ je bune¢ny enzym upraveny tak, Ze po reakcii s antibiotikom nasledne dané

antibiotikum nema na mikroorganizmus Ziaden vplyv (Odonkor, Addo, 2011).
Situacia je podobnd i pri vzniku antibiotickej rezistencie mutaciou, ktora moze vzniknut
v dosledku viacerych pricin:

1. zmenou ciel'ovej skupiny antibiotika, ktora zabranuje vazbe inhibitora,

2. viacerymi naslednymi muticiami, ktoré spOsobuju zmenu zloZenia a Struktiry

bunecnej steny a/alebo zniZzujl priepustnost’ bunecnej steny pre prestup antibiotika,
3. derepresie efluxnych pump rezistencie na viacero liekov (Foster, 2017).

K vzniku multirezistentnej baktérie moéze dojst’ v pripade, ze dany organizmus obsahuje
viac génov so schopnostou rezistencie voci roznym antibiotikam. Ked sa takéto gény
dostanu a usidlia v jednom organizme, hovorime, Ze sa jednd o multirezistentni baktériu,

teda baktériu rezistentnt voci viac nez jednému antibiotiku (Levy, Marshall, 2004).
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3 ANTIBIOTICKA REZISTENCIA U STAFYLOKOKOV
IZOLOVANYCH Z POTRAVIN A NAPOJOV

Napriek tomu, ze stafylokoky tvoria prirodzent sucast autochtéonnej mikroflory koze
a sliznic ako u I'udi, tak i u zvierat a rovnako sa aj bezne vyskytuji v prostredi bez toho,
aby posobili patogénne, existuju pripady, v ktorych u 'udi m6zu spdsobovat’ ochorenia
(Bednar et al., 1996). Do l'udského tela najcastejsie prenikaju cez porusent sliznicu a kozu
alebo prostrednictvom potravin a napojov, kedy uludi moézu vyvolavat vznik
alimentarnych ochoreni, v tomto pripade stafylokokové enterotoxikézy (vid. podkap. 1.3).
Samotné baktérie rodu Staphylococcus su citlivé voci vysokym teplotam, a preto je mozné
ich v potravinach odstranit’, avSak enterotoxiny, ktoré tieto baktérie produkuju, su
termorezistentné a var ich neusmrti (Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker,
2018; Dodd et al., 2017, Bednaf et al., 1996). Stafylokoky izolované z potravin a napojov
vykazuju €oraz vicsiu rezistenciu voci antibiotikdm, ku ktorym boli kedysi citlivé. Vel'ké
riziko predstavuji najmé stafylokoky rezistentné voci viacerym antibiotikdm, vratane
MRSA, ktoré boli izolované z roznych druhov potravin, predovSetkym surového misa,

misovych vyrobkov, mlieka a mlie¢nych vyrobkov (Doulgeraki et al., 2017).

3.1 Cesty prenosu stafylokokov do potravin a napojov

Baktérie rodu Staphylococcus mozu byt pritomné uz v tele zvierat, do ktorého sa dostanu
prostrednictvom vody alebo krmiva (Doulgeraki et al., 2017). Kmene Staphylococcus
aureus su schopné prezit v pitnej vode, ktord je distribuovand verejnymi zariadeniami
medzi l'udi, pricom niektoré zizolatov zachytili pritomnost’ stafylokokov rezistentnych
vo€i viacerym antibiotikdm, vratane MRSA. Prostredie vody, v ktorej je chlor pritomny
v nizSom mnozstve neZ je odporicané, je vhodné pre rast tychto patogénov (Santos et al.,

2020).

Do potravin a napojov sa najCastejSie dostavaji kontaminaciou znecistenymi l'udskymi
rukami, ktoré prichadzaju do priameho kontaktu a manipuluji s potravinami a napojmi
(teda nedodrziavanim hygienickym a sanitacnych zdsad pri manipuldcii s potravinami).
V potravinach a ndpojoch, ktoré st kontaminované stafylokokmi sa tieto baktérie d’alej
rozmnozuju a produkuju toxiny, ktoré na ludi pdsobia patogénne. Hoci pritomnost’
stafylokokov v potravinach je mozné odstranit’ varom, ich toxiny st vo¢i nemu rezistentné,
atak mozu uludi vyvoldvat alimentdrne ochorenia, v tomto pripade stafylokokové

enterotoxikézy (Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker, 2018; Dodd et al.,
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2017, Kadariya et al., 2014). Pripustnd teplota pre rast a produkciu toxinov S. aureus sa
pohybuje v rozpiti 6 °C az 46 °C apreto by mala byt idedlna teplota na varenie
a chladenie vyssia nez 60 °C, respektive nizsia nez 5 °C (Kadariya et al., 2014). Potraviny
a napoje, ktoré¢ su kontaminované stafylokokovymi toxinmi nemusia vyzerat’ pokazene ani

zapachat’ (Becker, Skov, von Eiff, 2015; Fusco, Blaiotta, Becker, 2018).

3.2 Antibioticka citlivost’ a rezistencia stafylokokov

Historia

Po objave a zavedeni penicilinu ako uc¢inného antibiotika v roku 1940 sa vyrazne zlepsila
progndza pacientov trpiacich na infekéné ochorenia vyvolanymi stafylokokmi, na ktoré¢ do
tej doby zomieralo v priemere osemdesiat percent nakazenych (Lowy, 2003). Prvé
zaznamy o objave rezistentného Staphylococcus aureus voci penicilinu sa datuju do roku
1942, teda kratko po jeho objave (Levy, Marshall, 2004; Betina 1981; Gould, 2016).
Zastavenie jeho antimikrobidlnej aktivity bolo spdsobené schopnostou stafylokokov
produkovat’ enzym B-laktamaza, ktory hydrolyzuje B-laktamovu vézbu, nasledkom ¢oho sa

antibiotikum stava net¢innym (Foster, 2017; Lowy, 2003).

V roku 1961 bol predstaveny methicilin, prvy polysynteticky penicilin rezistentny na
penicilindzu, ako antibiotikum k liecbe stafylokokovych infekcii, avSak aj vo¢i nemu si
boli baktérie v kratkej dobe schopné vytvorit’ rezistenciu (Lowy, 2003; Gould, 2016). Prvy
zaznam o vyskyte MRSA, teda baktérii Staphylococcus aureus rezistentnych voci

methicilinu, pochadza z britskej nemocnice (Lowy, 2003).

V rokoch 1980 sa k liecbe stafylokokovych a enterokokovych infekcii zacali vyuzivat
flérochinény, hoci tie boli povodne vyvinuté pre lie¢bu infekcii vyvolanych gram-
negativnymi baktériami. Onedlho po ich zavedeni sa u stafylokokov prejavila rezistencia

(Lowy, 2003).

Ako d’alSie antistafylokokové antibiotikum bol predstaveny vankomycin. Rezistencia voci
vankomycinu bola prvykrat odhalend u kmena Staphylococcus haemolyticus (Lowy, 2003;

Ventola, 2015).
Sucasnost’

V sucasnosti medzi antibiotika s antistafylokokovou aktivitou patri linezolid a chinupristin-
dalfopristin. Pdsobenie linezolidu je bakteriostatické, ¢o znamend, Ze zastavuje rast

arozmnozovanie baktérii, no neusmrcuje ich. Klinické testy podstupuje daptomycin
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s baktericidnym posobenim, ktoré na rozdiel od bakteriostatického, baktérie usmrcuje.
V réznych Stadiach vyvoja su aj tetracykliny, karbapenémy, modifikované glykopeptidy,

oxazolidinony a chinolény s antistafylokokovou aktivitou (Lowy, 2003).

3.3 Metody stanovenia antibiotickej rezistencie u stafylokokov

izolovanych z potravin a napojov

Pre stanovenie antibiotickej rezistencie, resp. citlivosti stafylokokov izolovanych
z potravin a napojov sa pouzivaju metody kvalitativne a kvantitativne. Medzi kvalitativne
patria diskové metody a E-testy. Medzi kvantitativne sa radia dilucné metody (Khan,

Siddiqui, Park, 2019; Tendencia, 2004).
Diskova difizna analyza

Diskovéa difizna analyza patri medzi kvalitativne metddy stanovenia bakterialnej citlivosti,
resp. rezistencie na antibiotikd, takze sa nejednd o meranie stupiia citlivosti, resp.
rezistencie, ale iba o jej dokaz. Tato metoda bola predstavend v roku 1956 na zéklade

Bauerovych a Kribysovych experimentov (Khan, Siddiqui, Park, 2019).

Princip diskovej diftznej analyzy spociva v ulozeni antibiotik vo forme diskov na
prislusnu agarovii podu s naoCkovanym kmeniom testovanej baktérie. Antibiotikum
difunduje do prostredia a vytvara koncentraény gradient. Hodnota koncentra¢ného
gradientu s jeho difuziou do okolia postupne klesa, najvyssia hodnota sa teda nachadza na
okraji disku. Ak dané antibiotikum inhibuje rast testovan¢ho kmena baktérie, po inkubdcii
za definovanej teploty po definovanti dobu okolo antibiotikd vznikd tzv. inhibi¢na zéna. Na
zakladne zmerania velkosti inhibi¢nej z6ny a nasledného porovnania s normou
uvadzajliicou referenéné rozmedzie ich velkosti alebo porovnania vysledkov s tabul’kami
NSSL (National Committee for Clinical Laboratory Standards), sa stanovi rezistencia
alebo citlivost’ testovaného kmena na prisluSné antibiotikum (Tendencia, 2004; Khan,

Siddiqui, Park, 2019).

Za najlepsSiu pddu pre diskova difiznu metddu sa povazuje Mueller-Hinton agar (MHA),
ktory bol vyvinuty v roku 1941 Muellerom a Hintonom pdvodne pre izolaciu patogénnych
druhov baktérie Neisseria. Tento agar patri medzi neselektivne, nediferencidlne média, Co
znamena, ze takmer vSetky mikroorganizmy, ktoré su nan naockované, vyrasti (Missiakas,

Schneewind, 2013; Khan, Siddiqui, Park, 2019; Nassar, Hazzah, Bakr, 2019).
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Ako najvyssi pocet antibiotickym diskov pre pouzitie na jednu pddu sa udava pocet pét,
pri¢om pre zabezpecenie relevantného a praktického testu by mal kazda skupinu pouzitych

antibiotik reprezentovat’ iba jeden zastupca (Tendencia, 2004).
E-testy

E-testy patria medzi kvalitativne metody pre vySetrenie citlivosti na antibiotika.
V porovnani s diskovymi difuznymi metédami su jednoduch$ie, avSak ndkladnejsie.
V podstate sa jedna o metddu pre urCenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (tzv. MIC)
antibiotika. Vysledok nam teda poskytuje informacie o vhodnej koncentracii antibiotika,
ktora je schopnd zastavit' rast testovaného kmena baktérie. V pripade E-testov sa
nepouzivaju antibiotické disky ale Specidlne prazky so stupnicou, ktoré obsahuju rastice
koncentréacie antibiotika. Stupnica slizi pre od¢itanie minimalnej inhibi¢nej koncentracie
po vzniku inhibi¢nej zoény v tvare vajicka. Rovnako ako u diskovych difuznych metdd sa
tieto pruzky prikladaju na prislusnu agarovi podu s naoCkovanym testovanym kmenom
baktérie (Khan, Siddiqui, Park, 2019).

Dilu¢né metody

Dilu¢né metody patria medzi kvantitativne metody stanovenia bakteridlnej citlivosti, resp.
rezistencie voCi danému antibiotiku, takze sa jednd o meranie stupnia citlivosti, resp.
rezistencie. Su presnejSie nez difizne metddy a nevyhnutné pre vySetrenie citlivosti

kmenov baktérii izolovanych z krvi. Podobne ako E-testy slizia k stanoveniu minimalne;j

inhibi¢nej koncentréacie antibiotika (Khan, Siddiqui, Park, 2019).

Mueller-Hinton agar nie je ako v pripade kvalitativnych metdd naneseny na Petrino
miskéach ale v jamkach serologickych mikrodosti¢iek spolu so stupajicou koncentraciou
vhodnych antibiotik. Do jamiek sa oc¢kuje inokulum z vySetrovaného kmena baktérie a po
inkubécii sa hodnoti pritomnost’ alebo absencia zakalu, pripadne sedimentu. Rezistencia
testovan¢ho kmena baktérie sa prejavi zdkalom v jamke, pri citlivosti zakal mizne (Nassar,

Hazzah, Bakr, 2019; Khan, Siddiqui, Park, 2019).

Obdobne je mozné stanovit MBC, teda minimalnu baktericidnu koncentraciu antibiotika,

ktora je schopna usmrtit’ testovany kmen baktérie (Khan, Siddiqui, Park, 2019).
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ZAVER

Objav a nasledné zavedenie antibiotik ako antimikrobidlnych latok pre liecbu infekénych
ochoreni, ktoré v minulosti v mnohych pripadoch u nakazenych pacientov viedli az

k smrti, onedlho nasledoval vznik rezistencie baktérii voci tymto latkam.

Medzi faktory, ktoré vyrazne posilnili jej Sirenie z nemocni¢nych zariadeni do Sirokej
verejnosti, patri ich prvotné naduzivanie k lieCbe nielen bakteridlnych ale 1 virusovych
ochoreni, na ktoré¢ antibiotika — ako uz dnes vieme — nemaju Ziaden vplyv, nedodrZiavanie
hygienickych a sanitacnych opatreni najmé v nemocni¢nych zariadeniach a pri manipulacii
s potravinami a absencia objavu novych antibiotik. Jeden znajhlavnejSich a
neodvratitelnych dovodov vzniku antibiotickej rezistencie je vSak prirodzena evolucia
baktérii, ktoré s postupom ¢asu boli schopné vytvorit’ si r6zne mnohonasobné a komplexné
mechanizmy, vd’aka ktorym su schopné odolavat’ destruktivnemu ucinku antibiotik a $irit’

svoje rezistentné gény i medzi d’alSie baktérie a to aj bez ohl'adu na ich druhové bariéry.

Baktérie rodu Staphylococcus sa prirodzene vyskytuju v prostredi ¢loveka 1 zvierat a tvoria
tiez Cast’ ich autochtonnej mikroflory koZe a sliznic. Niektoré kmene stafylokokov patria
medzi oportinne patogény, ktoré su schopné pri oslabeni obrannych mechanizmov
hostitela vyvolavat bud’ primarne chorobné zmeny, alebo su schopné sekundarne

komplikovat iné infekcie.

K liecbe stafylokokovych infekcii sa zacalo vroku 1940 uspeSne pouzivat prvé
antibiotikum penicilin, objavené Skotskym mikrobiologom, farmakologom a lekdrom
Alexandrom Flemingom, avSak prvé zdznamy o rezistencii tychto baktérii sa objavili uz
v roku 1942. Zlyhanie penicilinu viedlo k vyvoju dalSich antibiotik namierenych k boju
proti stafylokokom ako napriklad methicilinu alebo vankomycinu s rovnakym vysledkom:
citlivost’ baktérii rychlo nahradila ich rezistencia, a v pripade MRSA (Staphylococcus

aureus rezistentny na methicilin) dokonca viacnasobna.

Stafylokoky st baktérie schopné prostrednictvom metabolickych adaptécii zahfnajicich
rozne modifikacie svojich bune¢nych komponentov zvysSit svoju odolnost’ voci
nepriaznivym podmienkam vonkajSieho prostredia, €o st'azuje vyvoj ucinnych latok pre ich
usmrcovanie. S narastom uzivania latok antimikrobidlnej povahy k prevencii a lieCbe
hospodérskych zvierat urenych pre kfmne ucely, predstavuje rezistencia baktérii voci

antibiotikdm obrovské riziko najmi v potravinarskom priemysle. Mnohé Studie potvrdzuju
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pritomnost’ baktérii v tele tychto zvierat bez ich predoslého uzivania alebo l'udskej

kontaminécie, ¢o ohrozuje zdravotnu nezdvadnost’ vyslednych potravin.

Napriek poznaniu a chapaniu mechanizmov veducich k vzniku a Sireniu antibioticke;j
rezistencie medzi baktériami vyroba Ucinnych antibiotik stagnuje. V dneSnej dobe
produkcia antibiotik k liecbe bakteridlnych infekcii z ekonomického hladiska
nepredstavuje vyhodné investicie v porovnani s vyrobou liekov k liecbe chronickych
ochoreni, v pripade ktorych je nutné uzivat’ ich dlhodobo. Nehl'adiac na absenciu vzniku
novych antibiotik sa Sirenie antibiotickej rezistencie medzi baktériami nespomal’uje, prave
naopak, pocet rezistentnych baktérii stipa a mimoriadne obavy vyvoldvaju baktérie

rezistentné voci viac nez jednému antibiotiku.

V sucasnej situdcii je produkcia novych uc€innych antibiotik rovnako ako aj hladanie
a objavovanie novych metod pre rieSenie celosvetového problému antibiotickej rezistencie
kritické, inak hrozi, ze ochorenia, ktoré v dnesnej dobe dokdZzeme jednoducho liecit’ sa pre

nas znova stanl zivot-ohrozujucimi.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

BP

FCM

IMS

LAMP

MHB

MIC

MPN

MRSA

MSA

MSSA

NSSL

PCR

PFGE

RT-PCR

TSA

Baird-Parker agar

Prietokova cytometria

Metoda imunomagnetickej separacie

Smyckovo sprostredkovana izotermickad amplifikécia
Miniméalna baktericidna koncentréacia

Minimélna inhibi¢na koncentracia

Metoda stanovenia najpravdepodobnejsiecho poctu
Staphylococcus aureus rezistentny k methicilinu
Manitol salt agar

Staphylococcus aureus citlivy k methicilinu

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Polymerazova retazova reakcia

Gélova elektroforéza s pulznym polom

Reverzna transkrip¢na polymerazova retazova reakcie

So6jovy agar s tryptobnom
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