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1 Uvod

Nozokomidlni ndkazy ( déle jen NN ) patii k zavaznym problémiim
soucasné 1é€ebné péce. Kromé vyznamného podilu na morbidité i mortalité
hospitalizovanych pacientll, mohou nemalou mé&rou navySovat ekonomické

naklady ptisluSného zdravotnického zatizeni.

Podle statistik u pacientl, ktefi ziskali infekci ve zdravotnickém zatizeni,
existuje sedmkrat vysSi pravdépodobnost amrti v prib&hu hospitalizace ve
srovnani s ostatnimi hospitalizovanymi a nartista pravdépodobnost, Ze stravi v
nemocnici 2,5krat del$i dobu.Uvadi se, ze primérna incidence (pocet
nozokomialnich infekci na pocet pfijatych pacientil) se ve vyspé€lych zemich

pohybuje kolem 5-7.(1)

Nemocni¢ni infekce jsou nejen castym divodem k prodlouzeni
hospitalizace, ale sou¢asné téméf vzdy vyzaduje dalsi vysetieni, zakroky a
modifikaci terapie. Tim logicky stoupaji ekonomické néklady, které v jednotlivych

zemich dosahuji doslova miliardovych ¢astek.(2)

V USA ro¢né nozokomialni infekce navySuji ndklady o 4-10 miliard
dolarti, v Némecku o jednu miliardu eur, v Kanadé o miliardu kanadskych dolari,

v Ceské republice se odhady pohybuji kolem jedné miliardy korun.(1)




2 Cil

Nozokomialni infekce ve spojeni s nariistajici rezistenci mikrobt na
antibiotika se stavaji v celosvétovém méritku vyznamnym zdravotnim rizikem.
Nedostate¢na produktivita farmaceutického pramyslu ve smyslu novych aéinnych
latek s antibakterialni aktivitou na multirezistentni mikroorganismy, stejné jako
doposud globaln€ nezvladnuta a predevsim v praxi nedostate¢né aplikovana
pravidla racionalni preskribce antibiotik ptispivaji k sou¢asné prohlubujici se krizi
antibiotické 1é¢by. Dil¢i sbér dat a zkuSenosti na lokaini urovni patii k zakladnim
zdrojim, z kterych je mozno Cerpat informace nejen pro hodnoceni aktualni
situace, ale predevsim pro volbu adekvatnich strategii zamérenych k omezeni
negativnich epidemiologickych a zdravotnickych dopadd zptisobenych $ifenim
rezistentnich mikroorganism( v nemocni¢nim prostredi. Také z téchto davodi
jsem zaméfila svoji praci na vysoce aktudlni problematiku MRSA (Methicillin
Resistant Staphylococcus Aureus), a to zejména ve vztahu k moznostem
laboratorni diagnostiky t€chto kment. Pravé co nejpresnéjsi a také pokud mozno
nejcasnéjsi detekci MRSA povazuji za nezbytny zaklad pro Géinnou 1é€bu infekei,
stejné jako pro kontrolu vyskytu MRSA v nemocnici. Cilem mé prace je tedy
zhodnoceni laboratornich metod pro detekci MRSA a piehled nékterych
epidemiologicky vyznamnych dat ziskanych v navaznosti praveé na laboratorni

diagnostiku.



3 Teoreticka cast

3.1 Definice NN

Definice: Nozokomialni nakaza je onemocnéni exogenniho ( vnéjsiho) i
endogenniho (vnitfniho) ptivodu, ktera vznikne v souvislosti s pobytem ve

zdravotnickém zarFizeni nebo diagnostickym ¢i lééebnym ziakrokem.(3,4)

Za nozokomialni infekci se povazuje i onemocnéni, které se projevi az po
propusténi do domaci péce, ale ne infekce se kterymi byl jiz pacient do
nemocni¢ni pé€e prijat nebo pravé se nachazel v inkubaéni dobé&. Jednim se
zékladnich znakii NN je pravdépodobna etiologicka role nemocni¢nich
mikroorganismi, které se v fadé ptipadli vyznaduji vyssi virulenci a pfedevs$im

rezistenci jak k antimikrobnim piipravkim, tak i k dezinfekénim prostiedkim.(5)

3.2 Rozdéleni NN

3.2.1 Endogenni nikazy

Etiologickym agens je mikrob, ktery je soucasti pivodni mikroflory
pacienta. Zdrojem infekce je pak nejcast&ji klize, respiraéni systém,
gastrointestinalni nebo urogenitalni trakt. Mikroorganismus zpusobi infekci bud’to
v misté& pivodniho pfirozeného vyskytu pfi naruseni mistni imunity, napf. pfi
katetrizaci, chirurgickém vykonu apod. Nebo je zanesen pii 1é€ebném nebo
diagnostického vykonu do prostredi, kde se muze uplatnit jeho patogenni
potencial. P¥ikladem maZe byt pfirozena flora hornich cest dychacich, ktera se pfi

intubaci miZe dostat do dolnich cest a vyvolat bronchopneumonii. (2)
3.2.2 Exogenni nakazy

Vznikaji zanesenim plvodce nakazy do organismu z vnéjSiho prostredi.

Ve zdravotnickém zarizeni prezivaji v prostiedi rezistentni kmeny
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mikroorganismi, které se adaptovaly na prostiedi a jsou oznacovany jako
nemocnicni kmeny a predstavuji vazny epidemiologicky a terapeuticky problém.

2

3.3 Klinické rozdéleni NN

Rozdéleni dle vstupni brany infekce :

3.3.1 Infekce v misté chirurgického vykonu
3.3.2 Gastrointestinalni trakt

3.3.3 Urogenitalni trakt

3.3.4 Respiracni trakt

3.3.5 Infekce krevniho Fecisté

3.3.6 Kozni infekce

3.3.7 Neonatalni infekce

3.3.1 Infekce v misté chirurgického vykonu

Mohou se vyskytnout i pres profylaktické podani antibiotika a komplikuji
chirurgické vykony, zejména pooperacni prab&h. Udava se, Ze predstavuji 14 — 16

% v8ech nozokomialnich infekei a jsou tedy druhymi nejcastéjsimi NN vibec. (2)

3.3.2 Gastrointestnalni trakt

Casté jsou napt. virové infekce s epidemickym vyskytem zejména na
détskych oddélenich vyvolané rotaviry, adenoviry nebo noroviry. Omezené miize

dojit k nakaze i pti endoskopickém vysetreni. (2,3)

3.3.3 Urogenitalni trakt

Vznikaji po operacich mo&ového méchyre, prostaty. Dale pfi katetrizaci

mocového traktu, rizikem jsou hlavné dlouhodobé zavedené mocové katétry, které
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se s vysokou pravdépodobnosti v zavislosti na ¢ase kolonizuji nemocniéni
mikroflérou, ktera za ptihodnych podminek miize vést k vzniku infekce

ascendentni cestou. (2,6)
3.3.4 Respiracni trakt

Inhalaéni cestou se §ifi rizné mikroorganismy a jsou nejéast&ji vyskytujici
se NN. Zvlastni kategorii jsou ventilatorové pneumonie u pacientl na Fizené plicni
ventilaci, kde endotracheélni rourka jako cizorody material znamena riziko
kolonizace endogennimi nebo nemocni¢nimi mikroorganismy, které mohou byt
nasledn€ u disponovaného pacienta zdrojem infekce — pneumonie. Incidence
nozokomialni pneumonie se udava obvykle mezi 4 a 5 ptipady na 1000 ptijatych
pacientil za rok a zavisi na typu zafizeni a na druhu nemocnych, ktefi jsou v ném

oSetrovani. (7)

3.3.5 Infekce krevniho rec¢isté

Intraven6zni vstupy jsou pfi¢inou fady infekci. Nejzavaznégjsi formou je

katedrové sepse.

Mezi infekéni komplikace patii - infekce mista vstupu
- infekce krevniho fecisté
-endokarditida

-osteomyelitida a dalSi metastatické infekce

3.3.6 Kozni infekce

KiiZe se jako brana infekce uplatiuje, je-li naruSena jeji integrita (vpichy

po injekcich, kozni 1éze, bércové viedy apod. (2,4)

3.3.7 Neonatalni infekce

Nejcast&j$im zdrojem neonatélnich infekci je plodova vody, poranéni kize
b&hem porodu. Rizikem je zejména komplikovany protrahovany porod, stejné tak i

poporodni intenzivni pé¢e spojena s plicni ventilaci, cévni katetrizaci apod. (2)
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3.4 Prenos NN
3.4.1 Primy prenos

Soucasné je ptitomen zdroj infek¢éniho agens i vnimavy jedinec.

3.4.2 Neprimy prenos

Chybi zdroj, ale je pritomno vhodné vehikulum, umoziiujici preziti
infek¢niho agens po dobu nez se dostane k vnimavému jedinci. Napt.kmeny

Staphylococcus sp. zlstavaji vitalni v prachovych &asticich az n&kolik dni.

3.5 Zpusob pFenosu

3.5.1 Prenos inokulaci, implantaci
3.5.2 Vzdusnou cestou

3.5.3 Alimentarni cestou

3.5.1 Prenos inokulaci, implantaci

Vznika na zéklade 1é€ebnych procesii, kdy je do organismu vnimavého
jedince vneseno infekéni agens napiiklad nesterilnimi nastroji, kontaminovanymi

krevnimi derivaty a intravendznimi roztoky — nepfimy pfenos.(5)

Pfimou cestou se jedna predev$im o kontaminované ruce zdravotnického

personalu, které predstavuji nejdilezit€jsi a nejCast&jsi vektor pfenosu .

3.5.2 Vzdus$nou cestou
Infekéni agens jsou nesena prachem nebo vodnim aerosolem- zdrojem jsou
riizné druhy zvlihéovali, nebulizatord, pfistroji pro plicni ventilaci a klimatiza¢ni

zatizeni. (2)




3.5.3 Alimentarni cestou

Pfenos nemocni¢ni stravou, kterd miize rovnéz byt kontaminovana

nemocni¢nimi mikroorganismy.

3.6 Hlavni pivodci NN

Jako plivodce NN se miize uplatnit kterékoli infekéni agens, v zavislosti na
stavu imunitniho systému hostitele. NejCast&ji izolovanymi pivodci jsou
stafylokoky a gram negativni mikroorganismy, pfedev§im enterobaktérie a
nefermentujici ty¢ky jako Pseudomonas aeruginosa, acinetobaktery,
stenotrofomonady a fada dal$ich. Pfi¢inou jejich ¢astého uplatnéni jako
oportunnich patogeni je zna¢na piizplsobivost k nemocniénimu prostiedi,
zejména vysoka odolnost k zevnim podminkam jako je vyschnuti, zmény tepliot,
minimalni nutriéni naroky apod. Adaptace také zahrnuje vyménu riznych faktori
virulence, vazanych nejéastéji na extrachromosomalni DNA. K dal§im
vyznamnym se fadi streptokoky, enterokoky sporulujici i nesporulujici anaerobni
bakterie, v dne3ni dobé se zvysuje vyznam toxickych kment Clostridium difficile.
Omezené pak i bakterie jako napf. branhamely, korynebakterie a listerie, dale
legionely, kampylobaktery, mykobakteria a nokardie Jako dal$i agens mlzeme
vyjimeéné prokazovat rizné typy virl, chlamydie, mykoplazmata, rickettsie,

kvasinky a plisné&. (2,3,10)

3.6.1 Grampozitivni koky
3.6.1.1 Stafylokoky

Staphylococcus aureus je trvale povazovan za nej¢ast€jSiho pivodce

nozokomialnich ndkaz. (8)

Ke stafylokokové infekei jsou vice nachylné primarn€ narusené kozni a
slizni¢ni povrchy. Tyto infekce maji tendenci se rozvinout predevSim
v traumatizovanych tkanich — operace, popaleniny, dekubity, bércové viedy a
v mistech kde je piitomno cizi t&leso napf.kanyly, katetry &i Sici material. Mezi

nejéastéjsi stafylokokové NN patii infekce v misté chirurgického vykonu. (2)
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U osob po rozsahlych operacich gastrointestindlniho traktu, u oslabenych
Jjedincii nebo u pacienttl, ktefi jsou 1é€eni Sirokospektrymi antibiotiky a u nichz
byla fyziologicka stfevni flora potlaéena nebo zcela eliminovana (napt. v disledku

Sirokospektré antibiotické 1€¢by) se muize objevit stafylokokova enterokolitida. (4)

V poslednich letech také stale nariista vyznam koagulaza negativnich
stafylokoku, které jsou piirozenou mikroflorou kiize a nékterych sliznic.
S rozvojem pouzivani cizorodych materiali v medicing, at’ uz pro Gcely
katetrizace krevniho feci§t€ a mocovych cest nebo jako kloubnich implantata,
chlopennich a cévnich nahrad, shuntil v neurochirurgii apod., se ukazalo, ze
nékteré z t&chto kmenl maji vysokou afinitu pravé k umélym povrchiim, na

kterych vytvareji vysoce odolny biofilm. (9)

3.6.1.2 Streptokoky

Streptococcus pyogenes ( skupina A) mlze vyvolavat puerperalni sepse (
v nasich podminkach spiSe vyjimecné), pooperaéni infekce, dekubity , bércové

viedy. Zavaznou komplikaci mize byt tato infekce u popalenin. (3)

Streptokoky skupiny B je Casto nalézany jako plivodci novorozeneckych
sepsi, K nakaze dochazi pfi prichodu kolonizovanymi porodnimi cestami. Kromé

toho se uplatiiuji jako pivodci rannych, katetrovych nebo mocovych infekci (3,4 )

Streptococcus preumoniae muze vyvolat respiraéni nozokomialni infekei,
zejména u starych osob v lééebnach dlouhodob& nemocnych, geriatrickych
oddélenich a domovech diichodci a u alkoholikd. Jinak se, ale uplatriuje
piedevsim jako pivodce komunitnich infekci, a to infekei hornich cest dychacich a

bronchopneumonii, vyjimeéné i hnisavych meningitid. (2,4)

3.6.1.3 Enteroky

Enterokoky jsou fyziologickou mikroflérou intestinalniho traktu a jsou
pfirozend rezistentni k mnoha antimikrobnim pfipravkim. Sii{ se hlavné¢
kontaminovanyma rukama zdravotnického persondlu a snadno prezivaji v zevnim

prostiedi diky své vysoké odolnosti.
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Pozornost je zamé&fena hlavne na Enterococcus faecalis a Enterococcus
feacium s ptirozenou a ziskanou rezistenci k mnoha antibiotikiim.Velké nebezpeci
a riziko obtizné terapeuticky zvladnutelnych infekci pfedstavuji kmeny s rezistenci
k vankomycinu (VRE). Jejich zdrojem nemusi byt pouze nemocniéni prostiedi, ale
podle n&kterych studii se mohou $ifit na ¢lovéka i potravinovymi fetézci, tj.
nejcastéji masnymi a mléénymi produkty. Predpoklada, ze podavani antibiotik ve
zvifecich velkochovech nejen za Ié¢ebnym ucelem, ale predevsim jako ristovych
stimulatorti sehralo v nedavné minulosti negativni roli ve smyslu vzniku a §ifeni

VRE. (5)

3.6.2 Gramnegativni ty¢ky
3.6.2.1 Enterobakterie

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Morganella
spp. Citrobakter spp., Proteus spp., Providenciia spp., Serratia marcescens a
mnoho dalSich druhi patéi mezi viibec nejéastéj$i plivodce NN. Jako soucast
bézné stievni flory jsou snadno prenosné rukama zdravotnického personalu.( 2,

10)

Nékteré z nich dlouhodobym vyskytem v prostredi zdravotnického zafizeni
ziskaji rezistenci na antibiotika a na dezinfek¢ni prostfedky, coz je

epidemiologicky velmi zavazné.

Jsou pivodci $irokého spektra riznych NN jako infekci v misté chirurgického

vykonu, infekci mocového traktu, infekei dychacich cest a infekei krevniho feciste.

3.6.2.2 Gramnegativni nefermentujici ty¢ky

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp ,Burkholderia cepacia,
Stenotrophomnas maltophilia a dalsi.

Tyto kmeny jsou zna&né rozsifeny v zevnim prostiedi a ¢asto se uplatriuji
jako etiologické agens NN , zejména v souvislosti se selekci vyvolanou

podavanim Sirokospektrych antimikrobnich pfipravki. Kolonizace t€mito kmeny

je mnohem ¢ast&j3i nez klinické onemocnéni. K onemocnéni dochazi naptiklad u
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pacientll na jednotkéch intenzivni péce v souvislosti pouzivanim endotrachedlnich

kanyl. (3,10)

Vysoce specifickym epidemiologickym problémem pacientd s cystickou
fibrézou je Burkholderia cepacia, v na§ich podminkach nejéastéji genomovar III,
ktery se vyznaluje zfejm¢ vyssi virulenci, ale zejména multirezistenci a
v nékterych pfipadech az pan rezistenci. Kolonizace t¢mito, pro ostatni relativng
neSkodnymi mikroorganismy, znamena pro pacienty s cystickou fibrézou témér
pravidelné zhor§eni prognézy zakladni choroby s rizikem opakovanych atak
té€zkych az nekrotizujicich pneumonii. Eradikace ze sliznic dychacich cest se pies

intenzivni a kombinovanou antibiotickou Ié€bu dafi zcela vyjimeéné. (11)

3.6.3 Anaeroby

Clostridium perfringens a dalsi klostridia, peptokoky, fusobaktérie,
bakteroidy mohou vyvolavat anaerobni nebo smisené infekce v duting bfisni,

mekkych tkanich, dutiné Gstni i jinde. (10)

Clostridium difficile se vykytuje také jako soucésti normaln{ stfevni
mikrofléry, ale v poslednich letech bylo identifikovano jako velmi vyznamny
pavodce NN. K infekci dochazi ¢asto nasledkem podavani antibiotik, které
poruduji rovnovahu b&zné flory zazivaciho traktu a tim mize dochazet ke
zmnozeni toxickych kment Clostridium difficile. Zdroj mlze byt endogenni nebo
exogenni, kdy nejcastéjSim vektorem pienosu jsou ruce zdravotnického
personalu.V poslednich letech se toto species stava v n€kterych zemich (Kanada,
Velka Britanie...) nejvyznamnéj$im nozokomialnim patogenem, zplsobujicim
irokou Skalu stfevnich infekci, od banalnich prijmi az po t€zké, n€kdy smrtici
enterokolitidy. Diivodem tohoto $ifeni je zfejmé kromé jiného jejich vysoka
odolnost k fadé desinfekénich prostiedki a to predevsim diky schopnosti tvorby

spor a také vysoky stupeil pfirozené i ziskané rezistence k vétSiné antibiotik. (12)

3.6.4 Mykoticka agens
3.6.4.1 Kandidy (Candida albicans.Candida.tropicalis,Candida crusei)

3.6.4.2 Aspergily(Aspergillus sp.,Aspergillus fumigatus).
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Povrchové formy mykéz lokalizovanych na kizi nebo sliznicich jsou
vétSinou snadno diagnostikovatelné a 1€¢itelné. Riziko ohrozeni zivota ale
predstavuji systémové mykoézy postihujici jeden nebo vice organd, které navic
mohou zejména v pocate€nich stadiich probihat nenapadné a pii patrném rozvoji

klinickych pfiznakt uz mize byt infekce obtizné terapeuticky ovlivnitelna. (2)

Se systémovou mykotickou infekei je tieba pocitat pfi dlouhodobém
podavani Sirokospektrych antimikrobnich preparati, agresivni chemo a
radioterapi, u transplantovanych pacientu 1é€enych imunosupresivy a viibec u

viech jedincll s vyznamnym imunodeficitem zejména v bunééné slozce. (2, 10)

3.6.5 Atypicka agens
3.6.5.1 Legionely

Predstavuji relativné nové riziko v nemocnicich, kde ¢&asto izolovany
z vodovodnich systémi, zvlhéovacl vzduchu, inhalatorii a z klimatizace. Mohou
vyvolavat rizné klinické formy od leh&ich forem pfipominajicich spiSe virovou

infekei az po tézké pneumonie s fatdlnim prab&hem. (2,3,8)
3.6.5.2 Chlamydie a Mykoplasmata

Chlamydia pneumonie a Mycoplasma pneumonie jsou plivodci atypickych
pneumonii. Ve zdravotnickych zafizenich miize spise vyjimeéné dojit k jejich

nozokomialnimu vyskytu.

3.6.6 Viry

Velkou skupinu tvofi pfedeviim respiraéni nakazy vyvolané virem
influenzy, parainfluenzy, adenoviry a jiné. Jako nozokomialni nadkaza se mize
objevit infekce virem herpes simplex nebo herpes zoster, zv1a3té nebezpecna je

tato infekce pro novorozence.

Stievni nakazy vyvolané enteroviry, rotaviry a parvoviry jsou z vyznamneé

z hlediska Cetnosti a vysoké kontagiozity.

Cytomegalovirus — je nebezpe&na predevsim u novorozencii a kojenci ¢i pacientl

s rozséhlymi popaleninami u kterych miize mit tézky az smrtelny pribeh.
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Viry hepatitidy, nejCastji typu B a C, prenasené krvi a krevnimi derivaty
3.6.7 Staphylococcus aureus a MRSA

Ve své praci se dale zamé&ruji na stafylokoky, konkrétné na kmeny
Staphylococcus aureus, se zavaznym fenotypem rezistence tzv. MRSA, které
jsou vyznamnymi nozokomialnimi patogeny se schopnosti rychlého $iteni,
zejména v prostiedi vysokého selekéniho tlaku antibiotik. V sou€asné dob¢ tyto
kmeny znamenaji trvalou hrozbu pro hospitalizované pacienty a je jim proto
vénovana velka pozornost v odbornych kruzich se snahou omezit jejich dalsi
vyskyt a Sifeni.

Staphylococcus aureus je obecné viudei lidsky patogen zpusobujici Sirokou
$kalu onemocnéni od banalnich koznich forem az po té¢zké zivot ohrozujici

systémové infekce véetné endokarditidy, pneumonie a sepse obecné. (8)

Uplatriuje se jako plivodce komunitnich infekei stejn€ jako jeden

z nejCastéjSich vyvolavatelli nemocni¢nich infekci. (4,8)

Kromé vlastniho plisobeni v misté infekce mohou byt stafylokoky vysoce
nebezpecné diky produkci rliznych toxinl uvoliovanymi pii kolonizaci nebo
infekei hostitele, pikladem je syndrom toxického $oku, ktery miize byt zptisoben
minimalné tfemi typy stafylokokovymi toxiny. Nepiimou cestou intoxikace je
pozieni jidla kontaminovaného stafylokoky s produkci enterotoxinil s naslednymi

gastrointestinalnimi pfiznaky. (8)

Kromé¢ zna¢né heterogenity infekci patii Staphylococcus aureus také
k velmi adaptibilnim mikroorganismiim ve smyslu schopnosti ziskavani a $ifeni
mechanismi rezistence k nejriznéj$im skupinam antibiotik. Jestlize ve 40. letech,
kratce po objevu a klinické aplikaci penicilinu, byly téméf vSechny stafylokoky
k penicilinu citlivé, na poc¢atku 60.let, jiz vice nez polovina produkovala
penicilinazy se schopnosti hydrolyzovat a tim inaktivovat molekulu penicilinu.
Farmaceuticky primysl dokazal rychle reagovat a v relativné kratké dob¢ se
podarilo vyvinout a uvést do klinické praxe peniciliny (methicilin, oxacillin a
dal$i) stabilni k piisobeni beta laktamaz. Nicméné jiz v roce 1961 je popsan prvni
pfipad vyskytu stafylokoka s rezistenci i k tomuto typu antibiotik, v soucasnosti
oznacovany jako MRSA. (13) V prib&hu ne€kolika let se rizné klony MRSA se

globalng& rozsitily a v mnoha nemocnicich se stal hlavnim nozokomialnim
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patogenem . V Ceské republice neni methicilinové antibiotikum registrovano, ale
pouziva se analogicky ptipravek, patrici do identické skupiny antibiotik, oxacilin.
Podkladem rezistence k této skupiné¢ penicilinti neni inaktivujici enzym, beta
laktamaza, ale zména vazebného mista antibiotika, tzv. PBP (penicilin binding
protein), coZ je transpeptidaza majici kli€ovou tilohu pfi kompletaci
peptidoglykanu bunééné bakteridlni stény. Mutaci podminéna syntéza alternativni
PBP2" znamen4 ztratu afinity k penicilinu a bakterie se diky tomu stava k jeho
Uéinku odolna. Zavaznost vyskytu tohoto fenotypu spoéiva ve sdruzené rezistenci
ke vSem beta laktamovym antibiotikiim, které jsou doposud v klinickém uzivani.
Navic se ¢asto, podle typu klonu, kterych je nékolik, pfidruzuje rezistence

k dal$im skupinam antibiotik, nejcastéji makrolidiim, linkosamidm,
fluorochinolontim, aminoglykosidiim a ptipadné dal$im. Zatim poslednim
stupném ve vyvoji rezistence stafylokok je rezistence k glykopeptidiim, které jsou
povazovany za rezervni pripravky pro 1é¢bu tézkych gram pozitivnich infekci
vyvolanych prave vysoce odolnymi kmeny nejéastéji stafylokoki nebo
enterokokd. Tento fenotyp, tzv. GRSA (glycopeptide resistant Staphylococcus
aureus ) je zatim popisovan sporadicky a napriklad v CR jesté nebyl detekovan.
(2,10,13)

V poslednich letech byly izolovany i komunitni kmeny MRSA, n&které
z nich se uplatriuji jako plivodci zavaznych infekci. MRSA nejsou virulentnéjsi
nez plvodni citlivé bakterie druhu S. aureus, protoze k vyvolani infekce je
zapotiebi stejny pocet bakterialnich bun&k. Pro muitirezistenci k antibiotikéim
a k fadé desinfekénich prostiedki je vsak mnohem obtizné€j§i MRSA eradikovat

nebo zcela znigit. (14)

Vyskyt MRSA mezi izolaty Staphylococcus aureus od hospitalizovanych
pacientt ve svété je nejvyssi v USA (zhruba 60%) a v Japonsku (vice nez 70%).
Mezi zemémi Evropy jsou ve vyskytu MRSA znaéné rozdily. Aktualni data ze

zemi, které se ugastni EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance

System), jsou k dispozici na webovych strankach www.earss.rivm.nl. Velka
Britanie, Irsko, Francie, Portugalsko, Chorvatsko, Italie, Recko, Rumunsko a
Bulharsko hlasi vyskyt MRSA mezi invazivnimi izolaty S. aureus v rozmezi 25 -
50%, zemé stiedni Evropy a Spanélsko udavaji 10 - 25%. Severské zemé maji

tradi¢né nizky vyskyt MRSA, nejptiznivéjsi je situace v Nizozemi, Dansku a
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Svédsku (< 1%).V Ceské republice (CR) byl v letech 2000 - 2004 zaznamenan
vzestupny trend vyskytu MRSA (z necelych 4% v roce 2000 na 12,8% v roce
2005). Také se rychle zvysuje pocet nemocnic, kde byl zaznamenan vyskyt

invazivni infekce vyvolané MRSA (z 11 v roce 2000 na 51 v roce 2005). (14)
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4 Metodiky

4.1 Identifikace Staphylococcus aureus

4.1.1 Mikroskopie

Zakladni metodou je barveni podle Grama: gram pozitivni koky tvorici
shluky, né€kdy pfipominajici hrozny, odtud také pochazi nazev celého rodu fecky

.Staphyle " znamena hrozen).
4.1.2 Kultivace

Zakladnim médiem pro kultivaci stafylokokd je krevni agar, na kterém
vytvaieji stafylokoky po 18 — 24 hodinové inkubaci b&lavé nebo zluté (,, aureus )

kolonie, ¢asto obklopené zénou hemolyzy.
4.1.3 Produkce katalazy

Do zkumavky s 3% peroxidem vodiku se ponofi kli¢ka s nabranou
kulturou.Pozitivni test svéd¢ici pro pfitomnost katalazy se projevi unikajicimi

bublinkami.
4.1.4 Clumping faktor

Pro priikaz vazané koagulazy, neboli ,,clumping faktoru® se uziva
screenigovy latexovy test. Z kolonie se pfipravi na skli¢ku husta suspenze a ptida
se kapka komer¢niho latex aglutinaéniho testu , dojde- li do 10 sekund
k aglutinaci, jedna se o pozitivni test potvrzujici ptitomnost S.aureus .Posledni
verze téchto testl vykazuji jest€ vySsi citlivost diky detekci proteinu A, pfipadné

nékterych povrchovych antigent S. aureus. (15)
4.1.5 Volna koagulaza

Reaguje s plasmatickym faktorem za vzniku stafylotrombinu, ktery
katalyzuje zmé&nu fibrinogenu na fibrin. Zkumavkovy test, kdy se v citratové
krali&i plasmé& rozmicha jedna kolonie a necha se 4 hodiny inkubovat pri 37°C se

zjist'uje, jestli doslo k shlukovani plasmy.(15)

22



4.1.6 Hyalurinidazovy test

Pro priikaz hyaluronidazy se pouzivéa dekapsulaéni test se kmenem
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, jehoZ pouzdra obsahuji kyselinu
hyaluronovou . K ¢afe masivné nao¢kovaného streptokoka, $iroké asi 1,5 cm, se
kolmo ockuje Cara testovaného stafylokoka. Test se hodnoti po 18hodinové
kultivaci pfi 37 °C. Pokud stafylokok hyaluronidazu produkuje, vytvofi se
v blizkosti jeho linie v mukdéznim narlstu S. equi patrny pulkruh bez hlenovitého
nardstu své€dcici o rozruseni pouzdra (dekapsulaci) (viz obr.| obrazova ptiloha).
Vysledek je nutné odecist druhy den rano, polomér zony s dekapsulovanym S. equi

se s dobou inkubace natolik zvétSuje, ze dalsi den jiz nelze tento test hodnotit. (16)

4.2 ldentifikace MRSA

4.2.1 Prukaz MRSA v klinickém materialu

Naockovani vzorku pacienta na vyhledavaci selektivné-diagnostickou piidu
s oxacilinem a s vy$8i koncentraci NaCl, ktera podporuje rist MRSA a inhibuje
vétSinu druhli gramnegativnich tyéek a dalsi priivodni mikrofléry. V praxi se
pouzivaji bud’to komeréni pudy, kde MRSA kmeny vyristaji v barevné
zabarvenych koloniich (viz.obr &. 2 obrazova pfiloha) nebo si laboratote pfipravuji
vlastni vyhledavaci média, na kterych se pfitomnost MRSA detekuje prostym

ristem, (viz obr.¢ .3 obrazova pfiloha).

Metodika je uvedena v tabulkach ¢. 1.a2. (17)
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Tabulka €. 1 Vyhledavani MRSA ze vzorkii — vyhledavaci metoda s 2 mg/I
oxacilinu (ORSAB Oxoid)

| Piida Zivny agar s 5,5% NaCl a 2 mg/l oxacilinu. )

Ockovani Vzorek se masivné rozetfe na vymezenou vyse¢ vyhledavaci pudy. ]
Soucasné se ockuje na krevni agar se 4% NaCl a na oby&ejny krevni agar.

Inkubace 24 hodin/35°C.

Negativni S. aureus ATCC 25923 (nebo jeho kopie CNCTC 5481).

kontrola

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

kontrola

‘Odeitani Hodnoti se rust.

Hodnoceni

Rist dvou a vice kolonii vede k podezieni na MRSA.

Obsahuje-li puda manitol a indikator, puda kolem kolonii S. aureus (MRSA) se
zbarvi.

Dalsi
vySetfeni

Izolace kolonii z vyhledavaci pudy na krevni agar a inkubace 24 hodin/35°C.

" Cisté kultura se identifikuje rutinnim zpusobem (vy§etfeni produkce koaguldzy).

Dal$i postup, viz vySetfeni citlivosti izolati.

Tabulka €.2 Vyhledavaci metoda s 2 mg/1 oxacilinu

Pida MHA agar s 4-5,5% NaCl a 2 mg/l oxacilinu.

Inokulum Do fyz. roztoku se rozetie 3-5 kolonii pfimo z 24 hodinové kultury vyrostlé na
krevnim agaru.
Dbé se na to, aby byly zastoupeny viechny morfologicky odli$né kolonie.

Koncentrace Upravi se fyz. roztokem dle stupné 0,5-1 McFarlandova zédkalového standardu.

inokula

Oc¢kovéani 10 ul inokula se rozette kli¢kou na povrch agaru (pramér plochy 15 mm) a necha
se zaschnout.

Inkubace 24 hodin/35°C.

Negativni S. aureus ATCC 25923 (nebo jeho kopie CNCTC 5481).

kontrola .

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

kontrola _ .

Odeditani Hodnoti se riist. -

Hodnoceni Rust dvou a vice kolonii vede k podezieni na MRSA.

Dalsi vySetfeni | Vyhledévaci metoda s 6 mg/l oxacilinu a dal3i rutinni metoda vySetieni citlivosti.

Ovéfeni Latexova aglutinace nebo PCR.

MRSA
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4.2.2 Detekece MRSA v ¢istych kulturach S. aureus

Vyhledavaci metoda pro MRSA v kombinaci s alespoii jednou b&Zné pouzivanou

metodou vySetrovani citlivosti (diskovou, diluéni).(17)

4.2.2.1 Diskova metodu s 1 ug oxacilinu viz tabulka ¢.3

4.2.2.2 Diskova metoda s 30 ug cefoxitinu viz tabulka ¢.4

4.2.2.3 Dilu¢ni mikrometoda viz tabulka ¢.5

4.2.2.4 E- test pro vySetieni citlivosti k oxacillinu viz tabulka ¢.6

4.2.2.5 Prikaz PBP2a latexovou aglutinaci (MRSA-SCREEN Denka

Seiken)viz tabulka &.7

Tabulka ¢ .3 Diskova metoda pro vySetieni citlivosti k oxacilinu

Puda Mueller-Hinton agar.

Inokulum Do fyz. roztoku se rozetfe 3-5 kolonii pfimo z 24 hodinové kultury vyrostié na
krevnim agaru.

Dbé se na to, aby byly zastoupeny viechny morfologicky odli§né kolonie.

Koncentrace Upravi se fyz. roztokem dle stupné 0,5-1 McFarlandova zékalového standardu.

inokula

Oc&kovani Roztér na celou plochu agaru kli¢kou nebo prelitim a odsatim prebytku.

Disk Disk s 1 ug oxacilinu se umisti na povrch agaru.

L | Cela plocha disku musi byt v kontaktu s agarem. )

Inkubace 24 hodin/35°C.

Negativni S. aureus ATCC 25923 (nebo jeho kopie CNCTC 5481).

kontrola

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

kontrola

Odegitan{ Inhibiéni zény se prohliZi ve svétle pod dhlem 45°.

Patrd se po nérustu ojedinélych kolonii nebo povlaku, nejlépe pfi zvéteni lupou.
Primér zfetelné inhibiéni z6ny se zméii obvyklym zpilisobem.

Hodnoceni Homorezistentni populace MRSA obvykle nevytvéfi zény inhibice.
Heterorezistentni populace vytvéfi zfetelné zony inhibice s patrnym rlistem
rezistentni subpopulace MRSA v povlaku nebo jednotlivych koloniich.
Heterorezistentni populace s extrémné nizkym po&tem rezistentnich bun&k vytvari
zony inhibice jako citlivd populace (>=13 mm).

Pridiny chyb Malo koncentrované inokulum poskytuje fale§né negativni vysledky.

Prili§ koncentrované inokulum muze poskytnout fale$n€ pozitivni vysledky.

Dal3i Vyhledavaci metoda a diluéni mikrometoda nebo Etest.

vySetieni

Ovéieni Latexovd aglutinace nebo PCR.

MRSA
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Tabulka ¢.4 Diskova metoda s cefoxitinem pro priukaz MRSA (6)

| Piida I Mueller-Hinton agar.
Inokulum Do fyz. roztoku se rozetfe 3-5 kolonii pfimo z 24 hodinové kultury vyrostlé na
krevnim agaru.
Db4 se na to, aby byly zastoupeny viechny morfologicky odli§né kolonie.
Koncentrace Upravi se fyz. roztokem dle stupné 0,5-1 McFarlandova zakalového standardu.
inokula
Ockovani _Roztér na celou plochu agaru kli¢kou nebo prelitim a odsatim prebytku.
Disk Disk s 30 ug cefoxitinu se umisti na povrch agaru. |
Celd plocha disku musi byt v kontaktu s agarem.
Inkubace 24 hodin/35°C.
Negativni S. aureus ATCC 25923 (nebo jeho kopie CNCTC 5481).
kontrola
Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).
 kontrola - 3
Odecitani Inhibiéni zoény se prohliZi ve svétle pod uhlem 45°,
Pétrd se po néristu ojedinélych kolonii nebo povlaku, nejiépe pri zvétseni lupou.
| Primér zfetelné inhibiéni zény se zmé&ii obvyklym zplisobem.
Hodnoceni MRSA vytvéii inhibiéni zény <27 mm.
Pri¢iny chyb Malo koncentrované inokulum poskytuje fale$né negativni vysledky.
| Prilis koncentrované inokulum miiZe poskytnout faleSn€ pozitivni vysledky.
Dalsi vySetfeni | Vyhleddvaci metoda a dilu¢ni mikrometoda nebo Etest. o
Ovéfeni MRSA | Latexova aglutinace nebo PCR.

Tabulka ¢.5 Diluéni mikrometoda pro vySetreni citlivosti k oxacilinu (9)

Ptda Mueller-Hinton bujon (20-25 mg/l Ca* a 10-12,5 mg/l Mg™) + 2 % NaCl pro
oxacilin.

Koncentrace Osm fedé&ni dvojnasobn& geometrickou fadou (od 0,125 mg/l do 16 mg/l).

oxacilinu _

Inokulum Do fyz. roztoku se rozetfe 3-5 kolonii pfimo z 24 hodinové kultury vyrostlé na
krevnim agaru.
Dbad se na to, aby byly zastoupeny viechny morfologicky odlisn€ kolonie.

Koncentrace Upravi se fyziologickym roztokem dle stupn& 0,5-1 McFarlandova

inokula zakalového standardu.

Oc¢kovani 1-5 ul podle typu jehlového inokuldtoru.

Inkubace 24 hodin/35°C.

Negativni S. aureus ATCC 29213 (nebo jeho kopie CNCTC 5480).

kontrola

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

kontrola

Odetitani _ MIC je koncentrace v prvni jamee, ktera inhibuje rist.

Hodnoceni Homorezistentni populace vykazuje zfetelny rast i ve vysokych konc.
oxacilinu (>16 mg/l).
Heterorezistentni populace se miiZe jevit jako citliva k oxacilinu.

Pficiny chyb Malo koncentrované inokulum poskytuje fale3né negativni vysledky.
Piili§ koncentrované inokulum miiZe poskytnout fale§n€ pozitivni vysledky.

Dalsi vySetieni | Vyhleddvaci metoda.
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Tabulka ¢&. 6 E test pro vySetieni citlivosti k oxacilinu (ABBiodisk Solna)

Pada Mueller-Hinton agar s 2% NaCl.

[nokulum Do fyz. roztoku se rozetie 3-5 kolonii pfimo z 24 hodinové kultury vyrostlé na krevnim
agaru.
Dba se na to, aby byly zastoupeny vSechny morfologicky odli§né kolonie.

Koncentrace Upravi se fyziologickym roztokem dle stupn€ 0,5-1 McFarlandova zakalového

inokula standardu.

Oc¢kovani Roztér 0,2 ml inokula na celou plochu agaru klickou.

Etest Prouzek s oxacilinem se umisti na agar tak, aby jeho cela plocha byia v kontaktu
s agarem.

Inkubace 24 hodin/35°C.

Negativni S. aureus ATCC 29213 (nebo jeho kopie CNCTC 5480).

kontrola

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

Kontrola

Odecitani Inhibi¢ni zény se prohlizi ve svétle pod Ghlem 45° .
Pétra se po nérustu ojedinélych kolonii nebo povlaku, nejlépe pfi zvétien| lupou.
Mikrokolonie a izolované kolonie se zahrnuji k rostouci kulture.
MIC se odedita v misté GpIné inhibice rustu kolonii, kde okraj inhibiéni z6ny protina
prouzek.

Hodnoceni Homorezistentni populace vykazuje zfetelny rist i ve vysokych konc. oxacilinu (>16
mg/l).
Heterorezistentni populace se muze jevit jako citliva k oxacilinu.

Pric¢iny chyb Milo koncentrované inokulum poskytuje fale§né negativni vysledky.

Dal3i vySetieni Vyhledévaci metoda.

Ovéieni MRSA | Latexova aglutinace nebo PCR. o

27




Tabulka ¢. 7 Prukaz PBP2a latexovou aglutinaci (MRSA-SCREEN Denka

Seiken)

Vysetfovany 24 hodinova kultura na Zivném agaru.

kmen

Negativni S. aureus ATCC 25923 (nebo jeho kopie CNCTC 5481).

kontrola

Pozitivni S. aureus ATCC 43300 (nebo jeho kopie CNCTC 6271).

kontrola

Inokulum 2 plné kli¢ky o obsahu 1 ul (2 ul).

Koncentrace | 1,5 x 10° bunék.

inokula

Extrakce K inokulu v mikrozkumavce se pfidaji 4 kapky ¢inidla 1.

PBP2a Suspenze se povaii po dobu 3 minut.
Po vyjmuti z |4zné se mikrozkumavka necha vychladnout pokojové teploté.
Prida se kapka €inidla 2 a suspenze se promicha.
Suspenze se centrifuguje pfi nizkych otackach (1500g) po dobu 15 min.
Supernatant se po centrifugaci odsaje.

l.atexova Na podlozku se prenese 50 ul supernatantu a promicha se s 25 ul specifickych Ig

aglutinace | _proti PBP2a znacenych latexem. o
Na podloZku se pfenese 50 ul supernatantu a promicha se 25 ul nespecifickych Ig '

| _proti PBP2a znaenymi latexem (negativni kontrola)

Odetitani Suspenze na podloZce se promichdvéd obvyklym kolébavym zpiisobem.
Odeéita se nejdfive po 3 minutach a pak za 15 minut,

Hodnoceni Pozitivni: zfetelna a typickd aglutinace (vytvoreni shluki v &iré tekuting). ]
Negativni: nezfetelnd, nejasné aglutinace ve zkalené tekutiné.

Interpretace MRSA — aglutinace jen se specifickymi Ig pro PBP2a.
MRSA negativni — Zadna nebo netypicka aglutinace.
Nemozno interpretovat — aglutinace s negativni kontrolou.

Pric¢iny chyb | Ingredience nebyly pfed pouZitim fadné protiepany. .
Mikroorganizmus neni S. aureus.
Suspenze nebyla ve vodni l4zni 3 minuty (prodlouzeni této doby snizuje senzitivitu,
zkraceni doby je pri¢inou nespecifické aglutinace).
Supernatant obsahoval sediment-bunéénou drt’ (nespecificka aglutinace).

| Ovéfeni MRSA | PCR.

V laboratofich Ustavu Iékaiské mikrobiologie se pro detekci MRSA
pouZzivaji vy$e popsané vyhledavaci testy (piida s obsahem NaCl a oxacilinu),
diskové difusni testy, stanoveni MIC mikrodiluéni metodou a ke konfirmaci, ¢i
vyloudeni nejednoznaénych nalezi pak prikaz mecA genu latexovou aglutinaci

firmy Denka Seiken.

V ramci uréovani citlivosti stafylokokd k jednotlivym antibiotikiim diskové

difusni metodou se jiz v zakladni sestavé testuje oxacilin i cefoxitin.
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w 7

S Experimentalni ¢ast

V roce 2006 v Ustavu lékaiské mikrobiologie bylo u 4682 pacienti

izolovano 8756 kmenu S. aureus.

72 4682 S. aureus bylo identifikovano 578 kmenii MRSA u 131 pacientti a

z toho bylo 17 pacientti nosi¢i MRSA z predchozich let, ale s dalsi hospitalizaci.

V tabulce €.8. je srovnana citlivost jednotlivych metod pouzitych pro prikaz
MRSA

Tabulka ¢.8 Senzitivita metod k prikazu MRSA

Pocet Pocet Pocet %
vySetfenych | identifikovanych | ovéfenych | citlivosti testu
stafylokok MRSA MRSA*
3 905 417 425 98,1 %
Piida s 2mg/1
oxacilinu

4 680 515 550 93,6 %
Diskova metodu s
1 ug oxacilinu

4 680 550 550 100 %
Diskova metoda s
cefoxitinem

695 236 250 944 %
Diluéni
mikrometoda

" kmeny MRSA konfirmovany priikazem mecA4 genu (Denka Seiken)

Graf¢. 1 srovnani celkového potu pacientl s nalezem S.aures (4 682) a poctu
nové izolovanych MRSA (131) v roce 2006, které tvorily 2,8 % vSech kmen(

S.aures

Grafu €.2 zastoupeni vyskytu MRSA na jednotlivych oddélenich FN v Motole
Graf ¢. 4 analyza zachytu MRSA v biologickém materidlu

Graf &. 5 vyskyt nové zachycenych izolovanych kmenit MRSA v letech

2001-2006
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Graf¢.l
Podil MRSA k celkovému po¢tu izolovanych kment S. aureus

Srovnani vyskytu STAU a MRSA za rok 2006

4682 O STAU

BMRSA

Graf ¢.2
Vyskyt MRSA na jednotlivych oddélenich.

Vyskyt MRSA na oddélenich FN Motol v roce 2006

18

pocet

oddéleni
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Graf ¢.3
Vyskyt MRSA podle druhu biologického materialu

Vyskyt MRSA v biologickém materialu v roce 2006

40 levar
35 |
30
25 |
20 =
15 |
10

Podet vzorku

Druh bilogického materialu
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Grafég
Sledovani vyskytu nové zachycenych izolovanych kmeni MRSA v letech
2001 2006

Vyskyt nové izolovanych MRSA v letech
2001-2006

2001 2002 2003 2004 2005 2006
rok
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6 Diskuze

Stafylokoky patfi z hlediska infekénich komplikaci k nejéast&j$im
ptvodcim $irokého spektra infekci. Je tieba ale zdlraznit, Ze ne kazda kultivace S.
aureus znamena infekci, a proto je vzdy nezbytnd adekvatni interpretace nalezu
vztazena ke konkrétnimu pacientovi véetn€ lokalizace nalezu a pfipadnych
klinickych projeva.

Je zndmo, Ze napfiklad trvala nebo pfechodné kolonizace pfedevs§im
nosni sliznice je relativné ¢asta, minimalné u 20 % zdravé populace a jednoznacné

neni divodem k lokalni ani systémové antibiotické 1€¢be.

Na druhé strané€ v€asny priikaz S. aureus jako pivodce zavaznych
mnohdy Zivot ohroZujicich infekci jako je napfiklad pneumonie, endokarditida,
septicky stav obecné, mlize mit pro dal$i prognézu pacienta zasadni vyznam,
protoze mimo jiné umoziuje cilenou lé¢bu protistafylokokovymi antibiotiky, ktera
ma vys§8i nad€ji na uspéch ve srovnani s empirickou aplikaci zalozenych mnohdy

na ne zcela pro etiologii typickych klinickych projevech.

Objeveni se MRSA na pocatku 60.let a jeho rychlé rozsifeni zejména
v nemocniénim prostiedi prinesl v poslednich letech ptinesl fadu komplikaci
z hlediska zvy$ené mortality a morbidity a s tim souvisejici zvySenim nékladii na

1éCbu, diagnostiku a preventivni opatieni.

Mimo jiné znamenalo pfehodnoceni stavajici strategie 1é€by
stafylokokovych infekci. Zakladni protistafylokova antibiotika se stala neu¢inna a
bylo tieba hledat nové piipravky s ovéfenym a¢inkem pro Siroké uZiti.

Jak potvrzuji i dil¢i data z naSeho sledovani Sitreni MRSA je
pravdépodobné&jsi na odd€lenich, kde jsou tézci pacienti (JIP, ARO, spinalni
jednotka...), svou roli zde jisté sehrava selekéni tlak antibiotik a stupen

imunosuprese nemocného

Lokalizace MRSA pfinasi podstatnou informaci pro celkové posouzeni

zavaznosti nalezu s naslednou strategii pfipadné |€¢by.

Jak je uvedeno vyse bakteriologicka diagnostika stafylokokd zahrnuje

fadu krokd, kombinaci metod, cilenych k rychlému a co nepfesn&j$imu ovéreni
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S.aureus, ktery je ve vztahu k ostatnim, koagulaza negativnim stafylokokiim

skute€nym vyznamnym patogenem.

Rozsifeni MRSA v nedavné minulosti a hlavné sou€asnosti pak pfirozené
ptineslo dalsi pozadavek rychlé a piesné detekce tohoto zadvazného fenotypu

rezistence.

V laboratornich doporu€enich Ize celosvétove nalézt Sirokou Skalu
nejriznéjSich metod stanoveni citlivosti slouzicich k prikazu MRSA a je
s podivem, Ze do dne$ni doby neexistuje obecna shoda ve vybéru optimalnich
testli, ba naopak rtizné literarni prameny poskytuji mnohdy az navzajem konfliktni
informace ohledné citlivosti a spolehlivosti jednotlivych metod. Vysvétlenim
mohou byt do jisté miry lokalni rozdily ve vyskyti riznych kloni, které se lisi
nejenom v citlivosti k riznym antibiotiklim, ale v citlivosti k podminkam , kterymi
Ize ovlivnit expresi mecA genu kédujiciho PBP2a. Témito podminkami jsou
napriklad prodlouzenda inkubace, vy$3i teplota inkubaéni teplota nebo koncentrace
NaCl. Z toho faktu jednozna¢né& vyplyva, ze laboratorni diagnostiku MRSA nelze

zalozit pouze na jedné reakci, riziko faleSné negativniho vysledku se tak zvysuje.

Lokalni zku3enosti s laboratorni diagnostikou MRSA jsou proto velmi
cenné jak pro moznost srovnavani s jinymi pracovisti, tak hlavné z divodu
optimalniho vyuziti jednotlivych metod a jejich spravné interpretace. Svilij vyznam
ma i vybér finanéné dostupnych reakci, pfikladem mize byt vyuziti PCR pro
pfimou detekci MRSA, které je bezesporu velmi citlivou a rychlou metodou,
nicméné pro rutinni pouziti z divodd ceny jednoho komer&niho testu (kolem 500,-

k¢), zatim nelze uvazovat o masivnim vyuziti.

Na3e vysledky ukazuji na citlivost zakladnich vyhledavacich i ¢aste¢né

ovéfovacich metod..

Kombinace plidy s oxacilinem a stanoveni diskové citlivosti (oxacilin,
cefoxitin) se podle nasich zkuSenosti ukazuje jako zcela postaCujici, ekonomicky
anosny pristup. U klinicky vyznamnych izolati je mozno ur¢it MIC i pro ovéfeni
citlivost k dal§im antibiotikiim a MRSA konfirmovat pritkazem mecA4 genu, ktery
by mé| také vylougit spiSe ojedinély fenomén hyperprodukce stafylokokove

penicilindzy, s kterym mize byt fenotyp MRSA zaménén.(17)
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Vérohodny prikaz MRSA je tedy prvnim zakladnim krokem, od kterého
se odviji dal3i interpretace ve smyslu odliseni kolonizace a prikaz klinicky
vyznamnych izolatd, cilena [é€ba a efektivni epidemiologicka opatfeni. Dobie
fungujici databdze izolovanych MRSA na mikrobiologické laboratofi, véasné
hlaseni na ptislusné oddéleni, stejné jako hygienické slozce jsou dal§i podminky,
bez kterych nelze zabezpelit prevenci dal$iho Sifeni zavaznych nosokomialnich

patogenii a MRSA piedevsim.

Tento, podle naseho minéni dobfe fungujici systém lze povazovat za
jeden z hlavnich divodii, ze za rok 2006 bylo uréeno méné novych nosici MRSA,
ve srovnani s predchozim rokem 2005 ( 2005 pocet 155 kmenii a v roce 2006

pouze 131).

Nelze opominout pfipady MRSA importované z komunity nebo ¢astéji
jinych zdravotnickych zafizeni, jejich véasné podchyceni a nasledna

protiepidemicka opatieni hraji podstatnou tilohu v dal$im Sifeni.

Dostupnost nemocni¢ni smérnice vénujici se problematice MRSA na
lokalnim intranetu je také velmi dileZitym nastrojem prevence na lokalni arovni

zdravotnického zafizeni.

JestliZe se v celorepublikovém priiméru stale zvySuje pocet izolath
invazivnich MRSA, a tomu odpovida i meziro¢ni srovnani v motolské nemocnici
v obdobi 2001 ~ 2004. Naopak lokalIni vysledky za rok 2006 ukazuji na prozatimni
zastaveni tohoto nepfiznivého trendu, coz jasné svédci o efektivnosti informacniho
a protiepidemického systému ve FN v Motole. Mikrobiologické oddéleni v tom

ma bezesporu svoji zasluhu.

Velkym problémem ziistava eliminace nosi¢skych kmeniit MRSA, a to
zejména ve vztahu k moznému pfenosu na rizikové pacienty, u kterych mohou
vyvolat zavaznou infekci. V tomto sméru neexistuje zaruceny postup, a napf.
celkové podavani antibiotik je t¢inné jen z ¢asti, malokdy trvale a
z epidemiologického pohledu je nezadouci. I tady sehrava bakteriologicka

laboratof svoji vyznamnou ulohu v monitorovani nosiéii MRSA v nemocnici.
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7 Zavér

Nosokomidlni ndkazy piedstavuji jednu z velkych medicinskych
vyzev soucasné mediciny. Ztraty, které NN piinaseji jsou ohromné a mnohdy zcela

znehodnocuji vysledky i t€ch nejprogresivnéjSich, zivot zachranujicich vykoni.

MRSA je pak jednim z kliCovych, v mnoha zemich viad¢ich
nosokomidlnich patogeni. Jeho spolehlivé laboratorni detekce a navazujici
kaskada lé¢ebnych a preventivnich algoritml jsou proto neodmyslitelnou soucasti
komplexniho systému zamé&reného k zabrang §ifeni nosokomidlnich

mikroorganism.

Ve své praci jsem chtéla ukdzat moZnosti, vystupy, konsekvence, uskali a
také urdité perspektivy fungovani laboratorni diagnostiky MRSA v prostiedi velké

nemocnice.
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8 Souhrn

Bakalarska prace shrnuje vyznam a prevenci nozokomialnich nikaz
se zamérenim na (MRSA). V teoretické ¢asti jsou rozebrany zpisoby prenosu NN,

jednotlivi ptivodei NN spoleéné s branami vstupu infekce.

MRSA jako vyznamny nozokomidlni patogen piedstavuje riziko zavaznych
infekei pro hospitalizované pacienty. Jeho laboratorni priikaz zahrnuje kombinaci
riiznych metod pro dosazeni co nejvyssi spolehlivosti detekce a naslednou Géinnou

[é¢bu a prevenci dalsiho $ifeni.

V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky sledovani vyskytu
MRSA za rok 2006, které jsou pfiznivé i ve srovnani s minulymi lety. Ukazuje se,
ze dusledna mezioborova spoluprace je podminkou u¢innych postupt

zamezujicich dal§imu §ifeni MRSA v velké nemocnici.

Summary

Bachelor’s work summarises the importance and prevention of nosocomial
infections (NN) and is focused on MRSA. In theoretical part analyssed modes of
transmission of NN, single causative agents of NN together with their portals of

entry.

MRSA as important nosocomial pathogen constitutes a risk factor of severe
infections for hospitalised patients. Its lab dignostics contains combination of
various methods to achieve the maximal ( highest ) fidelity of detection and

following efficient therapy and prevention of farther spred.

In the experimental part are presented resultes of observation of MRSA
cases in 2006, what are favourable while being compared with previos years. It
hase been indicated that uncompromising itnterdisciplinar cooperation is the
condition of efficient approaches preventing farther spread of MRSA in large

hospital facility.
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Obr. ¢&.1 Kresba: T. Andrysik (16)

Schéma : Priikaz hyaluronidiazy pomoci dekapsulace S. equi — schéma testu

inokulacni ¢ara 1. - pozitivni kontrola kmen S. aureus
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Obr.¢. 2

Vyhledavaci puda k prikazu MRSA ( ORSAB Oxoid )
MRSA kmen (horni polovina plotny) a S.aureus citlivy k oxacilinu (negativni
nalez v spodni poloviné plotny)

Obr¢é. 3

Vyhledavaci piida k pritkazu MRSA s oxacilinem zhotovena laboratofi.
MRSA kmen je v horni vysedi, ostatni stafylokoky citlivé k oxacilinu jsou
inhibovany.




