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Studijni obor: Zdravotnick& bioanalytika

Staphylococcus aureus je bakterie, ktera se nachazi na nosni sliznici
zdravych lidi (20-40%) a na kUzi, aniZ by zplsobovala onemocnéni. Za urcitych
okolnosti, napfiklad pfi poskozeni & poranéni klze, sliznic a pfi snizené
obranyschopnosti jedince, mize vzniknout infekce. Proto jsou hospitalizovani

pacienti k této infekci mnohem vnimavéjsi.

NejvétSi nebezpeCi predstavuji kmeny MRSA (methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus). Jedna se vétSinou o multirezistentni kmeny
Staphylococcus aureus, kde se kromé rezistence k oxacilinu (methicilinu)
vyskytuje i rezistence k dalSim antibiotikim. Lécba téchto pacientll je
problematickd, protoze MRSA jsou kmeny znacné odolné a pretrvavaji
v organizmu a v prostiedi. Jejich eradikace neni jednoducha. Casto pfi snizené

hladiné antibiotik v krvi pacienta dochazi k reinfekci.



To znamen& znacné financni naklady pro zdravotnicka zafizeni, zvlasté
nemocnice. Proto se zde provadéji preventivni opatfeni, ktera maji zabranit
Sifeni MRSA na dalSi nemocné. Pacienti s MRSA jsou, pokud mozno, izolovani
v jednollzkovych pokojich s prisnym hygienickym rezimem.
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Staphylococcus aureus is a bacterium that is found in the nasal mucosa
of healthy people (20-40%) and skin without causing disease. Under certain
circumstances, such as damage or injury of skin, mucous membranes and in
immuno-incompetent individuals, the MRSA infection can originate. Therefore,
hospitalized patients are much more susceptible to this infection.

The biggest dangers represent MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) strains. These strains of Staphylococcus aureus are
mostly multi-resistant, where in addition to resistance to oxacillin (methicillin),
resistence to other antibiotik occurs as well. Treatment of these patients is
problematic, because MRSA strains are extensively resistant and persist in the
organism and in the environment. Their eradication is not simple. The patient's

blood reinfection often occurs due to low levels of antibiotics.



It means a considerable financial costs for medical institutions,
particularly hospitals. Therefore, preemptive actions are taken in hospitals to
prevent the spread of MRSA to other patients. Patients with MRSA are
preferably isolated in single rooms with strict hygiene regime.
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Todd Hewitt Broth (Todd Hewitt bujon)
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1. CILE PRACE — ZADANI

Cilem prace je poskytnout informace o problematice methicilin-
rezistentnich kmen( Staphylococcus aureus (MRSA). Mym zamérem je sdélit

informace o soucCasnych postupech v diagnostice, |éCbé a prevenci infekci
vyvolanych témito kmeny.

Tato bakalafska prace obsahuje teoretickou ¢ast a praktickou ¢ast.

Y A4

V teoretické Casti nejprve popiSi vSechny souvislosti, |é€ebné postupy
a terminy, které se této problematiky tykaji.

7 w7

V praktické Casti popiSi identifikacni testy a metody, které se pouZivaji
k diagnostice  MRSA. Dale na zakladé kazuistiky pacientl se pokusim
vysledovat trendy ve vyskytu MRSA izolatd ve vybranych nemocnicich
Kralovéhradeckého kraje.

Z teoretickych znalosti je zfejmé, Ze MRSA vyvolava zavazna
onemocnéni. Stafylokoky jsou nadany mimofadnou schopnosti Sifit se
z jednoho hostitele na druhého, vétSinou pfimym kontaktem se sekrety
infikovanych kozZnich 1ézi, nosnimi sekrety, ale také i kontaminovanyma
rukama. Hlavnim mistem, kde MRSA zpUsobuji nejvétsi problémy, jsou pravé

zdravotnicka zafizeni.

Tato prace vénuje pozornost postuplim a popisim jednotlivych
identifikacnich testd a metod pro prlkaz MRSA. Soucésti této prace je
statistické vyhodnoceni vyskytu izolath MRSA v Oblastni nemocnici Ji¢in
(nemocnice Ji¢in a Novy BydZov) a v Oblastni nemocnici Mlad4 Boleslav
bé&hem obdobi 2011-2013.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Staphylococcus aureus

2.1.1 Mikrobiologie rodu Staphylococcus

Stafylokoky se popisuiji jako grampozitivni koky o prliméru pfiblizné 1 um,
vétSinou usporfadané ve shlucich, které maji vzhled hroznd (fecky staphylé-
hrozen, coccos- zrnko). Rostou za pfitomnosti vzduchu, ale v pfipadé potieby
jsou schopné rlst i za anaerobnich podminek. Maji pozitivni katalazu
a pfevazné negativni oxidazu. Stafylokoky netvofi spory, jsou nepohyblivé
a nemaji ani pouzdra. Vyhodou stafylokok je, Zze dok&Zou rist i v pfitomnosti
10% NacCl na rozdil od jinych mikrobd [1].

2.1.2 Rozdéleni

Doposud bylo popsano na padesat druhl a poddruhl rdznych
stafylokok(, z toho asi dvé tretiny byly izolovany i od lidi. V praxi je délime na
dvé velké skupiny podle schopnosti koagulovat plasmu na stafylokoky
koagulazapozitivni a koaguldzanegativni. Pro c¢lovéka nejdllezitéjSim
koagulazapozitivnim stafylokokem je Staphylococcus aureus (S. aureus,
latinsky aureus - zlaty) (Obr. 1). NejCastéji se vyskytujicim koaguldzanegativnim
stafylokokem je Staphylococcus epidermidis [1].

12



Obr. 1: Koky bakterie S. aureus (snimek pofizen rastrovacim elektronovym

mikroskopem)

; < 3 ™ gml N
(Pfevzato z: http://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Staphylococcus_aureus VISA_2.jpg [37])

2.1.3 Odolnost

Stafylokoky patfi mezi odolné mikroby. Jsou rezistentni k nepfiznivym
vlivim zevniho prostfedi. Nevadi jim vyschnuti a odolavaji vy$Sim koncentracim
NaCl. Jsou odolné vici nékterym dezinfekénim prostiedkim, jako je fenol
a slouceninam tézkych kovid. Koncentrovany etanol je nehubi, ale vétSinou

konzervuje [1], [2].

2.1.4 Faktory virulence

S. aureus je biochemicky velice aktivni bakterie, ktera produkuje fadu
latek vcetné toxin0. Tyto latky se uplatiiuji jako faktory virulence a tim se
podileji na vzniku onemocnéni. Na povrchu bunécné stény se nachazi
peptidoglykan, ktery je zakladni komponentou vSech grampozitivnich bakterii.
Kromé stavebni funkce ma fadu dalSich biologickych funkci. Plsobi jako
pyrogenni faktor, vyvolava lokalizovanou zanétlivou reakci klizi, ma cytotoxické
acinky a m& imunoadjuvantni aktivitu. K vyznamnym druhové specifickym
antigenlim se fadi kyselina teichoova, ktera vytvari na povrchu burky fagové
receptory. Déale protein A, ktery je vazan na peptidoglykan a z¢asti uvolfiovan
jako extracelularni protein i do zevniho prostfedi [1], [2].
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Mezi extracelularni faktory virulence patfi enzymy
(napf.plazmakoaguaza, fibrinolyzin, hyaluroniddza, penicilindza atd.) a toxiny.
K toxinm se fadi enterotoxiny (vyvolavaji zvraceni a prljmy), toxin syndromu
toxického Soku (TSST-1), exfoliatiny (stafylokokovy syndrom oparené kize)
a cytolyziny. Z cytolyzin jsou to pak Ctyfi odliSné hemolyziny (alfa az delta)
a leukocidin. NejddlezitéjSi je alfa-hemolyzin, ktery zpUsobuje nekrézy
a Panton(v-Valentindv leukocidin, ktery ni¢i leukocyty a tim zpUlsobuje smrtelné

probihajici infekce (napf. nekrotizujici pneumonie) [1], [2].

2.1.5 Hemolyza stafylokok(

Kmeny zlatého stafylokoka produkuji ¢tyfi hemolyziny a to alfa, beta,
gama a delta.

Alfa-hemolyzin zplsobuje UGplnou hemolyzu jak kréli¢ich tak i ovéich

erytrocytll v krevnim agaru a navzajem se rusi s hemolyzinem beta.

Beta-hemolyzin ma ucinek na ovci erytrocyty, to se projevi zménou barvy

krevniho agaru kolem kolonii, ale nezplsobi jejich lyzu. K projasnéni zény
dochazi pfi zméné teploty, kdy se misky s narostlymi stafylokoky ulozi
v chladniéce. Mezi hemolyziny alfa a beta doch&zi k protichlidnosti. Z toho

vyplyva, Ze kmen S. aureus, nemusi vzdy tvofit hemolyzu na krevnim agaru.

Gama-hemolyzin  jeho GCinek je agarem inhibovan, proto gama

hemolyza neni na krevnim agaru prikazna.

Delta-hemolyzin plsobi na lidské krvinky spole¢né s beta-hemolyzinem.

Jeho uc€inek na krevnim agaru je snizovan lipoproteiny krevniho séra [1], [2], [7].
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2.1.6 Patogeneze a patogenita

S. aureus je patogenni pro Clovéka, ale vici stafylokokové infekci je
lidsky organizmus pomérné znacné odolny. Pro vznik infekce je tfeba, aby:

e Kkozni Ci slizni¢ni bariéra byla poruSena
e se do poruSeného mista dostala dostatecné velka davka infekéniho
agens
e hbyla sniZzena obranyschopnost pacienta
Infikovana réna je pak pro bakterie vstupni branou, odkud se potom
dostavaji do oblasti miznich uzlin, kde vznika zaniceni. Z uzlin se dostavaji do
krevniho obéhu, coz mizZe vést az k sepsi. Krvi se pak mohou zanést do
kteréhokoli organu a vytvofit absces, ktery je typickym ukazatelem
stafylokokovych infekci. Absces je ohrani¢ené lozisko, v kterém se vytvorila
dutina vyplnéna hnisem. Hnis obsahuje rozpadajici se tkan vcéetné leukocytd
a bakterii [3].

Klinické formy stafylokokové nakazy

Stafylokokové infekce rozdélujeme podle lokalizace:

e infekce kliZze a podkozi (folikulitida, impetigo, furunkl, karbunkl atd.)

e infekce kosti a kloubll (osteomyelitida, artritida)

e infekce dychacich cest (stafylokokova pneumonie, sinusitidy)

¢ infekce gastrointestinalniho traktu (enterotoxikdza)

e infekce centrdini nervové soustavy (stafylokokova hnisavd meningitida,
mozkové abscesy)

e infekce lokalizované v cévnim systému (septicka tromboflebitida,
endokarditida)
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Toxiny, které uvoliuji bakterie vyvolavaji tzv. toxindzy.

Mezi nejdulezitéjsi toxindzy patfi:

e Toxicky Sokovy syndrom ( TSS - Toxic Shock Syndrome) je onemocnéni
zplsobeno pfi masivni kolonizaci sliznice, byva spojeno s pouZivanim
menstruac¢nich tampond [5]

e Syndrom oparené kize (SSSS - Staphylococcal Scalded Skin Syndrom)

e Enterotoxikdéza — vznik& pozfenim potravy, v niz se pomnozil stafylokok

[4], [6]

2.1.7 Diagnostika Staphylococcus aureus

2.1.7.1 VySetreni - laboratorni diagnostika

Stafylokoky diagnostikujeme  kultivacné, mikroskopicky a taky
makroskopicky. Dllezité jsou identifikacni testy, kterymi Ize presnéji rozlisit
jednotlivé druhy stafylokokad.

2.1.7.2 Odbér a transport

Vzorky jsou vétSinou odebirany pomoci komercné dodavanych
jednorazovych sterilnich tampondl. Odebiraji se stéry z prostfedi, biologicky
material napf. vytéry znosu a krku, stéry z perinea, rekta, poSevni vytéry
a dalsi. Dale pak vytéry zinfekCnich lozisek (napf. z ran a defektl, vytéry
z tracheostomie, mo¢ u cévkovanych pacientl, pupecni pahyl u novorozenct
atd.). PFi podezieni na septikémii se provadi odbér do hemokultivacnich
nadobek, které jsou obvykle aerobni a anaerobni.

Tampony byvaji obvykle plastové nebo hlinikové tyCinky se syntetickou
bavinou ve sterilni zkumavce. V dnesni dobé existuje nékolik druht tampond.
Dfive se pouZzivaly tampoény suché, bez transportniho média. Vzhledem k tomu,
Ze nékteré bakterie jsou citlivé na podminky vnéjSiho prostfedi, je vhodné

pouzit tampdny s transportnim médiem. Mezi nejCastéji pouzivané patfi
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univerzalni Amiesova plda s aktivnim uhlim, nebo Stuartova plda bez néj.

| velImi naro¢né bakterie pfezivaji 48 hodin [8].

U stafylokok(l problém s odbérem a transportem vzork({ nehrozi, protoze
odolavaji podminkdm vnéjSiho prostfedi (vysychani a zméndm teploty).

DlleZité je zejména zabranit kontaminaci vzorku.

2.1.7.3 Mikroskopicky prikaz

Mikroskopie je nedilnou soucasti identifikace bakterii. Jednim ze
zakladnich barveni v mikrobiologii je barveni dle Grama. Podstatou tohoto
barveni je rozdéleni bakterii na grampozitivni (G+) a gramnegativni (G-). Toto
rozdéleni je zaloZzeno na odliSné stavbé bakteridlni stény. U grampozitivnich
bakterii, je sténa tvofena proteoglykanem a polysacharidy, kterymi prochazi
kyselina teichoova. P¥i barveni dochazi k tomu, Ze krystalova violet prostupuje
do bunék a tvofi s Lugolovym roztokem modrou barvu. Alkohol neni schopen
vstoupit do bunécné steny a rozpustit komplex. Dobarveni karbolfuchsinem
(safraninem) ziskaji bakterie tmavé fialovou barvu. Co se tyCe gramnegativnich
bakterii, tak ty maji sténu tvofenou tenkou vrstvou proteoglykanu
a lipopolysacharidu. Alkohol vyplavi komplex a dochazi k odbarveni.
Karbolfuchsin pak dobarvi bakterie Cervené [9].

Mikroskopicky je mozno vySetfovat biologicky materidl jednak pfimo,
jednak po kultivaci jako soucést dourCeni bakterii. Mikroskopicky preparat Ize

provést z vytérl, pokud nejsou zaslany v transportnim médiu.

2.1.7.4 Kultivacni prtkaz

Stafylokoky rostou na béznych kultivacénich pidach. Zkoumany material
se naockuje na krevni agar. VétSina stafylokok( roste v aerobnich podminkéach
pfi 37 °C, 18-24 hod. vtermostatu. Krevni agar je jednou ze zakladnich
a nejddlezitéjSich pad v |ékarské bakteriologii. Jeho pfiprava spociva v pridani
5-10% sterilni defibrinované ovci nebo berani krve k agarovému zakladu, ktery
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je ochlazen na 45-50 °C. Po promichani se vyléva do Petriho misek. Pokud se
pracuje se vzorkem biologického materidlu, u kterého se predpoklada vyskyt
kontaminujicich bakterii, je vhodné pouzit selektivni médium pro zabranéni
jejich rlstu. Prikladem vhodného média je napf: krevni agar s 10% NaCl, agar
s manitolem a soli, Columbia agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou nebo
agar s fenyl-ethylalkoholem, ktera potlacuji gramnegativni floru [6], [10]. Pro
pomnoZeni se pouZziva thioglykolatovy bujon [11].

2.1.7.5 Makroskopicka morfologie

Kolonie jsou spiSe vétsi, lesklé ¢i matné a jejich povrch mize byt hladky
nebo drsny. NejCastéji jsou kulaté s hladkym nebo vroubkovanym okrajem
vétSinou pigmentované. Pigment je obvykle smetanovy aZz krémovy, Casto
nazlatly — proto se pouziva oznaceni zlaty stafylokok. Kolem kolonii se nachazi
beta-hemolyza, jejiz stupen je zavisly na kombinaci réiznych hemolyzin(i [10].

2.1.7.6 Biochemické testy

KrozliSeni a presné identifikaci kmenl S. aureus se pouZivaji
biochemické testy — katalazovy test, test na prlkaz hyaluronidazy, vazané
a volné koagulazy a STAPHYtest 16 Ci 24 (viz kapitola 3.1).

2.1.7.7 Instrumentalni metody - MALDI — TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-
Light Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometrie desorpce/ionizace laserem
za pritomnosti matrice s detektorem doby letu) je technika, kter4 byla
predstavena jako novy zplsob identifikace bakterii. Ke stanoveni vysSich
molekulovych hmotnosti se pouZivid desorpce/ionizace laserem za pfitomnosti
matrice (MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) v kombinaci
s detektorem doby letu (TOF- Time-Of-Light). Detektor umoznuje zmérit dobu
priletu a z ni Ize vypocitat rychlost ¢astice. Hmotnostni spektroskopie MALDI
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byla plvodné vyvinuta pro kvalitativni analyzu peptid( a bilkovin. MALDI-TOF
MS poskytuje rychly a snadny zplsob hromadné analyzy s pouzitim

minimalniho mnozstvi vzorku [33].

Mikroorganizmy jsou pfeneseny z kultivacniho média na desticku
(kovovy tercik), kterd mize mit aZz 384 pozic, ke vzorku se pfida matrice (napfr.
2,5-dihydroxybenzoova kyselina), ktera kokrystalizuje s analyzovanym vzorkem.
V hlubokém vakuu je vzorek s matrici ,bombardovan“ paprskem laseru po dobu
nanosekund. Proud vzniklych iontl je urychlen a usmérnén do detektoru doby
letu a tyto ionty jsou detekovany na zakladé doby dopadu, ktera je umérna
jejich molekulové hmotnosti. Vzniklé hmotnostni spektrum je charakteristické
pro dany mikroorganizmus a slouZi k jeho identifikaci. Vysledky jsou vétSinou
do 20 min. ZjednoduSené schéma analytické instrumentace a provedeni
analyzy MALDI-TOF MS, je moZné vidét na obrazku 6 [33].

Obr. 6 Schéma MALDI — TOF MS
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(Prevzato z : (http://biomikro.vscht.cz (kvéten 2008) [34].)
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2.2 Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus — MRSA

2.2.1 Charakteristika MRSA

VétSina kmend S. aureus je rezistentni na penicilin. PFi¢inou rezistence
je pritomnost penicilindzy stépici beta-laktamovy kruh penicilinovych antibiotik.
Proto byli vyvinuté peniciliny napt. methicilin (oxacilin), které jsou vici plsobeni
tohoto enzymu odolné. Postupem ¢asu se vSak i k témto antibiotikim vyvinula u
S. aureus rezistence (prvni kmeny rezistentni k témto antibiotikim byly znaceny
jako MRSA = methicillin resistant Staphylococcus aureus). Ta je zplsobena
produkci transpeptidazy PBP2a (penicillin-binding protein 2a, penicilin vazajici
protein 2a), jejiz syntéza je kédovana genem mecA [12], [14].

MRSA jsou obvykle rezistentni ke vSem beta-laktamovym antibiotik(im,
véetné jejich kombinaci s inhibitory B-laktaméaz a ke karbapenemdm [13].

2.2.2 Prilkkaz MRSA v mikrobiologické laboratofi

PFi zjisténi rezistence izolovaného kmene S. aureus na oxacilin (resp.

cefoxitin) se provadi testy k detekci methicilin rezistentniho kmene S. aureus.

Cisté kultury se ockuji na komer&né dodavanou chromogenni selektivni
pddu MRSASelect ™ od firmy Bio-Rad. Jedna se o selektivhi chromogenni
kultivacni médium pro kvalitativni detekci MRSA (Obr. 2). Chromogeny vznikaji
navazanim barevné molekuly zvané chromofor na bézny substrat. Vznikly
chromogen je bezbarvy. Vazbu mezi obéma <&astmi molekuly rozrusuji
specifické enzymy pritomné v bakterialni burice. Mikrob poklada chromogen za
substrat, absorbuje ho a pfisluSnym enzymem rozstépi na plvodni dvé ¢asti.
Substrat vyuzZije k svému metabolismu. Uvolnény barevny chromatofor je
nerozpustny a hromadi se v buiice. Vysledkem je rlst mikroba v typicky rizové
zbarvenych koloniich (Obr. 2, 3) [25].
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Obr. 2: Chromogenni plida MRSASelect ™

Obr. 3: RUst MRSA na MRSASelect ™

(Pfevzato z: vlastni zdroj)

Soucasny vyzkum ukazuje, Ze k identifikaci MRSA je vhodnégjsi pfimé

detekce genetického kodu determinanty methicilinové rezistence (mecA)

pomoci PCR (Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce).

Jedna se vSak o nakladnou a technicky naro¢nou metodu. Postup shrnuje

tabulka 1. [32].

Tabulka 1. Amplifikace mecA genu pomoci PCR

VySetfovany kmen

24 hodinova kultura na Zivném agaru

Negativni kontrola

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

Pozitivni kontrola

S. aureus ATCC 27626 (kontrola detekce
mecA genu).

Inokulum

Do mikrozkumavky s 0,5 pl lysostafinu
(10mg/ml) a 20 pl roztoku TE (10mM Tris,
1mM EDTA, pH8) se pfida inokulum Z1pl
klickou.

Koncentrace inokula

1,5 x 10° bunék.

Kontrola amplifikace

Primery pro 16S rRNA (kontrola spravné
pfipravené templatové DNA)

Lyza bunék

Inkubace 37 °C/15 min.

Denaturace

95°C/15 min.

Naredéni vzorku

Pfida se 180 pl neionizované vody, obsah
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se fadné protfepe na vertexu.

Odstranéni drté Centrifugace 13000 g/5 min.
Templat 2 pl supernatantu (do 50 pl PCR reakce)
Primery RSM 2647: 5" -AAA ATC GAT GGT AAA
GGT TGG C -3
RSM 2648: 5" -AGT TCT GCA GTA CCG
GATTTGC -3
Detekce 10 pl vzorku po amplifikaci, elfo; 2%

agardza, 1 hod.

Odecitani Pozitivni — amplikon (fragment DNA)
velikosti 533 bp.

Negativni — Zadny amplikon specifické
velikosti.
Priciny chyb Kontaminace negativnich vzork(

prostfednictvim DNA pozitivnich vzorkd
nebo pozitivni kontroly (zdroj kontaminace
— pipety, roztoky, neadekvatni prostorové

podminky pro PCR).

Nizk& senzitivita reakce — malo nebo pfilis
koncentrované inokulum (interference
jinych soucCasti bunék nebo ingredienci

pouzitych pfi pfipravé templatu).

Jiny neZ popsany zplsob manipulace

s ingrediencemi (faleSna negativita).

Malé mnozZstvi vzorku pro detekci (faleSna

negativita)

Pfevzato z: Zpravy CEM (SzU, Praha); Mikrobiologicky prikaz MRSA, GISA a GRSA.,
Metodicky list &. 18, 25.2.2003, NRL pro antibiotika SZU[32].

Pro rutinni pouZiti je vhodné&jSi jednodusi a levnéjsSi metoda — latexova
aglutinace (detekce PBP2a, obsaZzeného v bunétné membrané MRSA) [19, 20]
(podrobngji viz kapitola 3.2.1).
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2.2.3 Prevence MRSA

2.2.3.1 Zdroje a cesty prenosu

Zdrojem je infikovany pacient nebo nosi¢ MRSA. NosiCem je obvykle
osoba bez jakychkoliv zndmek infekce. NosiCstvi se vyskytuje nejCastéji na
nosni sliznici, na kdzi (perineum, tfisla, axily, hyzdé), méné v laryngu.
VysSetfenim vzork( z nosu, krku a perinea lze prokazat az 98,3% nosi¢i MRSA.
Nosic¢stvi u zdravych osob milze byt prechodné napf. u zdravotnického
persondlu. Pfi akutnim respiracnim infektu se zvySuje riziko pfenosu MRSA.
Obzvlast nebezpecnym zdrojem Sifeni je chronicky nosic, ktery se kolonizoval
pfi pobytu v zdravotnickém zafizeni. Nosi¢stvi MRSA mize pretrvavat nékolik
tydnt, mésicl i let. Dokonce mdze byt i intermitentni a tim i mikrobiologicky

téZko prokazatelny [24].

Nemocnicni prostiedi je zvlasSté vhodné pro snadné Sifeni MRSA. Pfenos
MRSA v nemocnicich dochazi nejCastéji pfimo rukama zdravotnického
persondlu z pacienta na pacienta, ale méné casto pomoci vySetfovacich

a jinych pomicek [23].

2.2.3.2 Opatreni pfi vyskytu MRSA na oddéleni

Pfi vyskytu MRSA na oddéleni se hleda zdroj ndkazy a provadi se
prislusna hygienicka opatfeni. Pacient nesmi byt poSkozen omezenim |IéCebné
péCe a neposkytnutim potfebnych vySetfeni. Zdravotnické zafizeni si na
zakladé charakteru poskytované péce a spektra pacientl stanovuje vlastni

konkrétni postupy pro celou nemocnici.

Opatfeni pfi vyskytu MRSA v Oblastni nemocnici Ji¢in je nasledovné:

Izolace pacienta je nutna pfi kazdém zjisténi pozitivniho nalezu MRSA.
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Pacient

e Izolace osidleného pacienta, pacient musi mit pfi kontaktu s personalem
astenku

e Zaradit pacienta pfi vySetfovani na konec programu

e Vyclenéni pomlcek (pokud nejde o jednoradzové pomdicky, nutno po
pouziti dezinfikovat) a véci osobni potfeby, vCetné nadobi pouze pro
osidleného pacienta

e Veskeré pradlo pacienta sbirat na pokoji do kontejnerli a oznacit jako
infek&ni

e Dokumentaci pacienta nejlépe nechat na inspek&nim pokoji (nepfenaset)

e Provadét d0kladnou hygienu pacienta za pouziti dezinfekéniho
prostfedku s ucinnosti na MRSA (omyvat celé télo — napf. pfipravek
Prontoderm — vyrobce B.Braun Melsungen, AG; Némecko). K oplachu
ran je nabizen pfipravek Prontosan — vyrobce B.Braun Melsungen, AG;
Némecko)

e Uklid provadét alespofi 2x denn&, vyhradn& navihko dezinfek&énim
prostfedkem s prokazanou ucinnosti na MRSA

e P¥i prekladu pacienta informovat nasledné oddéleni nebo zafizeni
(i v pfipadé jen pfevozu na speciélni vySetieni)

e P¥i propousténi informovat rodinu

Pacient nesmi byt poSkozen omezenim léCebné péce a neposkytnutim
potfebnych vySetfeni. Pacient musi byt citlivé a dlsledné informovan, vcetné
jeho rodiny.

OSetrujici personal

Veskery oSetfujici personal musi bezpodmine¢né dodrzovat bariérovou

oSetfovaci techniku pfi kontaktu s osidlenym pacientem:

e Pouzivat osobni ochranné pomlcky (rukavice, ochranny plast, Gstenku,

eventuelné kryti hlavy)
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e Dodrzovat osobni hygienu (pfeviékani, myti a dezinfekce rukou i po
pouziti rukavic, zakaz noseni prstend a nalakovanych dlouhych neht(

e OdloZit pouzity odév a zanechat na pokoji po dobu jedné smény téhoz
pracovnika, rukavice po pouZiti zlikvidovat do infekEniho odpadu

e DUsledna dekontaminace nastrojli pfed vlastni sterilizaci [36].

Hygiena rukou

Hygiena rukou pfedstavuje zakladni krok k zajiSténi bezpec€nosti pacienta
a je tedy kliCovym postupem v prevenci a kontrole vyskytu MRSA. Spravné myti
rukou ilustruje Obr. 4 a obdobné se postupuje i pfi dezinfekci rukou.

Obr. 4: Postup pfi myti rukou

Postup pri myti rukou

MYJTE SI POUZE VIDITELNE ZNECISTENE RUCE, JINAK POUZIVEJTE DEZINFEKCI!

E]I Doba trvani celé procedury: 40-60 vtefin

Aplikujte dostatek mydla na pokryti
celého povrchu rukou.

=%

Tiete pravou dlani o levy hibet ruky se Tiete dlani o dlai se zaklesnutymi prsty.  Trete hibety prsti o druhou dlai
zaklesnutymi prsty a naopak. se zaklesnutymi prsty.
%(
Krouzivym pohybem tiete levy palec Obousmérnymi krouzivymi pohyby Oplachnéte si ruce vodou.
v seviené pravé dlani a naopak. tiete sevieny prsty pravé ruky levou

dlai a naopak.

KA

Ruce si pecélivé osuste ruénikem Pouzijte ru¢nik k zastaveni kohoutku. Nyni jsou Vase ruce Cisté.
na jedno pouZziti.

(Pfevzato z: http://www.tvrtm.cz/magazin/foto/14398 4250.jpg [22])
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2.2.4 Infekce vyvolané MRSA

NejCastéjSi infekce vyvolané kmeny MRSA Ize oCekavat v souvislosti se
zavadénim intravendznich kanyl a katétr(i, kde miZze dojit k nasledné kolonizaci

po jejich zavedeni.

Jedna se prevazné o sepse a sekundarni hematogenni infekce spojené
se zavedenym centralnim Zilnim katétrem, infekce hemodialyzovanych
pacientl, infekce chronickych ran, pooperacni infekce ran a obecné o infekce
spojené s invazivnimi vySetfenimi a vykony u ventilatorovych a aspiraCnich

pneumonii.

2.2.4.1 Riziko vyskytu MRSA na jednotlivych oddélenich

Bergerova a kol. (2005) popisuji, Ze , z hlediska rizika vyskytu MRSA Ize
rozdeélit medicinské obory ramcoveé do nasledujicich kategorii:

Rizikova skupina 1 — vysoké riziko: Intenzivni pécCe, popéleninovéa
a transplantacni oddéleni, kardiovaskularni chirurgie, neurochirurgie, ortopedie,
traumatologie, specializovana centra se Sirokou spadovou oblasti. U pacient(l
uvedenych oborll je soucasné nejvysSi riziko vzniku zavaznych, Kklinicky

manifestnich infekci vyvolanych MRSA.

Rizikova skupina 2 — stfedni riziko: VSeobecna chirurgie, urologie,
neonatologie, gynekologie a porodnictvi, dermatologie, ORL.

Rizikova skupina 3 — nizké riziko: Standardni IGzkova péce internich
obor, neurologie, pediatrie.

Rizikova skupina 4 — specifické riziko: Psychiatrie, |é€ebny pro
dlouhodobé& nemocné a nasledné péce. Na tato oddéleni mohou byt pfijimani
chronicky kolonizovani pacienti, ktefi mohou byt zdrojem multirezistentnich
kmenli smérem Kk zafizenim poskytujicim akutni péci (pfeklady osidlenych
pacientll). U vétSiny pacientll uvedenych obor( existuje minimalni riziko vzniku
zavaznych, klinicky manifestnich infekci vyvolanych MRSA. Pravdépodobnost
detekce MRSA je proto minimalni, protoZze pfevazné nejsou mikrobiologicky

26



vySetfovani z klinické indikace. Toto déleni je pouze orienta¢ni a v rliznych
zdravotnickych zafizenich se mize mira rizika na jednotlivych oddélenich
znacne lisit* [21].

2.2.5 LéeCba MRSA

MRSA je rezistentni k penicilinovym antibiotikiim, jako jsou methicilin,
oxacilin, penicilin a amoxycilin ale taky byva rezistentni i na dalSi antibiotika

(cefalosporiny, klindamycin, aminoglykosidy).

RozSifeni MRSA dopada nejvice na nemocni¢ni zafizeni, v nichz se
multirezistentni stafylokoky staly soucasti nemocni¢ni mikroflory. V soucasné
dobé patfi mezi hlavni plivodce nosokomidlnich infekci [18].

Kolonizace MRSA neni dlvodem k antibiotické |éCbé, opatfeni se
provadi jen u imunokompromitovanych nemocnych nebo u nemocnych
s opakovanymi infekcemi MRSA. Lékem volby je nejCastéji vankomycin.
Alternativné je mozno podat teikoplanin (Targocid - vyrobce SANOFI, Velka
Britane), linezolid (Zyvoxid - vyrobce PFIZER, Belgie) a tigecyklin (Tigacyl —
vyrobce WYETH PHARMACEUTICALS COMPANY, USA). Pfi kolonizaci nosni
sliznice je mozno podat mupirocin (Bactroban nasal — vyrobce GLAXO SMITH
KLINE, Velkéa Britanie) ve formé masti [15], [16], [17].
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3. PRAKTICKA CAST

Cile praktické Casti

V teoretické Casti jsem objasnila zakladni pojmy a popsala rod S. aureus
a pfiblizila jeho rezistenci na methicilin (oxacilin). V této praktické Casti dale
popiSu jednotlivé identifikaCni testy, kterymi jsem rozliSila a spravné zaradila
kmen S. aureus a nasledné pak metodu pro priikaz MRSA v Cistych kulturach
S. aureus a metody pro stanoveni citlivosti MRSA k antimikrobnim latkam.

Mym dal$im cilem bude statisticky vyhodnotit vyskyt izolati MRSA
v Oblastni nemocnici Ji¢in (nemocnice Ji¢in a Novy Bydzov) a v Oblastni
nemocnici Mlada Boleslav b&éhem obdobi 2011-2013.

3.1 Biochemické testy

K rozliSeni a presné identifikaci kmen( S. aureus jsem pouZzila:

= katalazovy test

» prikaz hyaluronidazy

» prikaz vazané koagulazy
= prikaz volné koagulazy

= STAPHYtest 16, 24

Pomuicky, materidl a pristroje: bakterie Streptococcus equi, krevni agar s

pridanim 5% defibrinované berani krve (vyrobce BIO-RAD, USA), sterilni
fyziologicky roztok (pfipravovan na varné pld Oddéleni klinické mikrobiologie
Oblastni nemocnice Ji¢in) krali¢i nebo praseci plazma, souprava DiamondialL
Staph Plus Kit (vyrobce DiaMondial, Rakousko), souprava STAPHYtest 16,24
a cinidla pouZivana pro tuto soupravu (vyrobce Erba Lachema, Ceska
republika), Cinidla a diagnostické prouzky pro dopliikové testy u soupravy
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STAPHYtest 16,24 (vyrobce Erba Lachema, Ceska republika), termostat
temperovany BT 120 temperovany na teplotu 37 +/- 2°C (LABO-MS spol.s.r.o.,
Praha), Denzilametr 1| Emo Brno (Emo Brno, Ceska republika), zkumavky,
bakteriologické klicky, podlozZni sklo, pipety, peroxid vodiku, sterilni parafinovy

olej

Ke kultivaci S. aureus je dilezité, aby se klinicky material naockoval na
krevni agar. Je to dominantni pdda pro rist stafylokok(. Slouzi pro zachyceni
grampozitivnich bakterii. Sleduje se na ném hemolyza stafylokokd.

Cista kultura stafylokokd rostoucich na krevnim agaru vytvafi
pigmentované kolonie s hemolyzou v okoli nebo bez hemolyzy, pfipadné bilé
kolonie. Pfi mikroskopickém hodnoceni tyto kolonie obsahuji grampozitivni koky
ve shlucich. Izolované kolonie jsou dale podrobeny vySetfeni nize uvedenymi
testy.

3.1.1 Katalazovy test

Principem tohoto testu je Stépeni peroxidu vodiku za pomoci enzymu

katalazy na kyslik a vodu [1].

Test se provadi na podloznim sklicku, na které se nanese kapka
3 % peroxidu vodiku, Kklickou se nabere Cast kolonie testované kultury
azamicha se s kapkou peroxidu. V pfipadé pozitivniho vysledku
dochazi k okamzité reakci s vyraznou tvorbou bublinek. U negativniho vysledku
k reakci nedochazi.

3.1.2 Prlikaz hyaluronidazy

Hyaluroniddza je enzym, ktery S&tépi kyselinu hyaluronovou
a chondroitinsulfat na tetrasacharidy. Pro prlkaz hyaluronidazy se pouziva
dekapsulacni test, kde je zapotifebi opouzdiena bakterie Streptococcus equi,
jehoz pouzdra obsahuji kyselinu hyaluronovou.
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v 7N v v

K masivné naockované Care Streptococcus equi o Sifce asi 1,5 cm na
krevnim agaru, se kolmo udél4 asi 1 cm dlouh& Cara testovaného stafylokoka.
Test se vyhodnocuje po 18 hodinach pfi inkubaci 37 °C. Pokud se jedna
0 S. aureus, objevi se v jeho v blizkosti pllkruhova zéna bez hlenovitého
narlstu svédcici o ztraté pouzdra (dekapsulaci) bakterie Streptococcus equi

[27].

3.1.3 Prlikaz vazané koagulazy

Vazanéa koaguldza (angl. clumping-factor) patfi mezi povrchové antigeny,
ktery vaze fibrinogen a nasledné ho méni na fibrin. Vysledkem je shlukovani
bunék stafylokokd [1].

Orientacné odli§i kmeny S. aureus od jinych stafylokokl s negativni
vazanou koaguldzou napf. Staphylococcus epidermidis. Proto v pfipadé
negativniho vysledku, je potfeba dale otestovat zkoumany kmen prikazem
volné koagulazy [1].

Test se provadi na podloznim sklicku. Na sklo se nanese nékolik kapek
sterilniho fyziologického roztoku, ve kterém se smichd testovana kultura tak,
aby suspenze byla mlécné zakalena. K suspenzi se pfida kapka krali¢i nebo
praseci plazmy a promicha se. Sou€asné se provadi i negativni kontrola, kde
plazma je nahrazena fyziologickym roztokem. V pfipadé pozitivity dochazi ke

shlukovani — aglutinaci, kterd se pozoruje oproti Cernému pozadi.

V nasi laboratofi pouzivdme pro prikaz vazané koaguldzy soupravu
DiaMondiaL Staph Plus Kit (vyrobce DIAMONDIAL, Rakousko). Souprava
slouzi k detekci nejen vazané koaguladzy, ale i proteinu A a kapsularnich
polysacharid( S.aureus.

Souprava vyuziva polystyrenové latexové castice senzibilizované
fibrinogenem a IgG (imunoglobulin skupiny G) specifickymi pro kapsularni
antigeny 5 a 8 S. aureus. Pokud se latexové reagencie smichaji s koloniemi
stafylokok(l obsahujicimi bud vazanou koagulazu, protein A nebo kapsularni
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antigeny 5 nebo 8, dochazi béhem 20 vtefin k vyrazné aglutinaci latexovych
¢astic [29], [30].

Komer&ni souprava: DiaMondialL Staph Plus Kit

e Staph Plus Latex Reagent (latexova reagencie)
Dvé lahviCky, kazda obsahujici 2,5 ml latexovych cCastic potazenych
kralicim 1gG proti S. aureus s kapsularnimi antigeny 5 a 8 a proti lidskému
fibrinogenu. Latexové Castice jsou suspendovany v pufru obsahujicim

0,098% azid sodny jako konzervacni latku.

e Latex Negative Control (latexova negativni kontrola)
Jedna lahvi€ka obsahujici 2,5 ml nesenzibilizovanych latexovych ¢astic
suspendovanych v pufru obsahujicim 0,098% azid sodny jako konzervacni
latku.

Pfed provedenim testu se necha souprava vytemperovat na pokojovou
teplotu a reagencie se protfepou. Do jednotlivych testovacich poli na karticce se
nanese jedna kapka latexové reagencie Staph Plus Latex Reagent. Pomoci
michaci tyCinky se pFfenesou do testovaciho pole dvé suspektni kolonie
a rozmichaiji v latexové reagencii v celém testovacim poli. Krouzivym pohybem
se krouti kartiCkou tak, aby smés pokryla celé testovaci pole. Po dvaceti

vtefindch se odecita aglutinace pfi normalnim svétle.

Pfi pozitivnim vysledku dochazi krychléemu vyraznému shlukovani
(béhem 20 wvtefin) slatexovou reagencii a Zadné aglutinaci s latexovou

negativni kontrolou. Reakce objevujici se az po 20 vtefinach se nehodnoti.

Pfi negativnim vysledku neni pfitomna Zadna viditelna aglutinace

latexovych castic.
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3.1.4 Prlikaz volné koagulazy

Jedna se o0 zkumavkovou metodu, kterd slouzi k odliSeni
koagulazapozitivnich stafylokokll od koaguldzanegativnich. Do aglutinac¢nich
zkumavek se napipetuje 0,5ml lyofilizované kralici citratové plasmy. K plasmé
se pridaji kolonie, které se fadné rozmichaji. Zkumavky jsou néasledné
inkubovany v termostatu 3 hodiny pfi 37 °C a do druhého dne pfi laboratorni
teploté. Vysledek reakce se odecitd po 1, 3 a 24 hodinach, kde se pozoruje
vznik koagula.

U kmenl S. aureus dochazi k aglutinaci uz po 1 hodiné, na rozdil od
kmen( Staphylococcus intermedius, kde dochazi k opozdéné reakci (shluk se
vytvofi az po 3 hodinach) [28].

V nasi laboratofi ve spornych pripadech testll reakce opakujeme,
pfipadné provadime dalSi dourCeni kmene pomoci STAPHY testu
(STAPHY test 16, 24).

3.1.5 STAPHY test

STAPHYtest 16 resp. 24 (vyrobce Erba Lachema, Ceska republika)
umoziuje identifikaci stafylokok(l a dalSich grampozitvnich, katalaza pozitivnich
kok( pomoci 16 resp. 24 biochemickych testl. Testy jsou umistény v jamkach
mikrotitraCni destiCky ve dvou resp. tfech Ffadach po osmi. Identifikace se
dopliiuje VP testem (Voges-Proskauer test, test na priikaz tvorby acetoinu) ve
zkumavce. Jako doplikové testy lze provést OXl-test (test pro detekci
cytochromoxidazy) a PYRA-test (detekce aktivity pyrrolidonylarylamidazy,
PYRéazy). VSechny testy jsou dodavané ve formé diagnostickych prouzk(
(vyrobce Erba Lachema, Ceské republika).

Vysetfuji se grampozitivni koky. Z Cisté 24 hodinové kultury se pfipravi ve
fyziologickém roztoku suspenze a dobfe se rozmich4d. Z&kal musi odpovidat
2. stupni Mc Farlandovy zakalové stupnice. K ovérfeni Cistoty inokula se
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provede ze suspenze kfizovy roztér na krevni agar. Cistota kultury se kontroluje
po 24 hodinové inkubaci pfi 37 °C. V pfipadé slabého narlstu kultury se
prodiuzuje inkubace testu o 24 hodin. Bakterialni suspenzi pfed pouzitim
dikladné protfepeme a inokulujeme 0,1 ml do vSech jamek pfislusnych dvou
resp. tfi fad destiCky. Po inokulaci se zakapou sterilnim parafinovym olejem:
jamky ve sloupci H, G a F prvého Ffadku (ureaza, arginin, ornitin). Do cca 1ml
bakterialni suspenze ve zkumavce se vlozi prouzek VP testu a zkumavka se
uzavie (pfipadné se provedou dalSi doplikové testy). Desticka se necha
inkubovat pfi 37 °C spolecné s VP testem. VP test se inkubuje 1,5 hodiny
a destiCka 24 hodin.

Rlst bakterii v jednotlivych jamkach je indikovan barevnou zménou
indikatoru. Po inkubaci vysokoskolsky pracovnik odecita vysledky dle vyrobcem
dodavané barevné skaly pro interpetaci vysledki (viz Obr.5) [35].
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Obr.5: Barevna Skala pro interpretaci reakci biochemického kitu
STAPHYtest 16 firmy Erba Lachema

Legenda: H, G, F, E, D, C, B, A — pismenné oznaceni sloupcl kitu; 1, 2 — Giselné
oznadeni sady biochemickych testl; +/- pozitivni/negativni vysledek; Biochemické testy
1 fAdku: URE- uredza, ARG- arginin, ORN- ornitin, bGA- (B-galaktozidaza, GLR- [-
glukuronidaza, ESL- eskulin, NIT- nitraty, PHS- fosfatdza. Biochemické testy 2 fadku:
GAL- galakt6za SUC- sacharéza, TRE- trehal6za, MAN- mannitol, XYL- xyl6éza, MLT-
maltéza, MNS- manndza, LAC- laktéza. Doplrikové testy: VPtest- acetoin, OXltest-

oxidaza

(Pfevzato z: vlastni zdroj)
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3.2 Metody pouZivané pro prikaz a urceni citlivosti MRSA na
antimikrobni latky

Pro prikaz MRSA se vyuZiva latexova aglutinace, dale metoda PCR
(v nasi laboratofi se neprovadi, podrobnégji viz kapitola 2.2.2). Za uc¢elem urceni
citlivosti MRSA na antimikrobni latky se provadi kvalitativni diskovy difuzni test

a kvantitativni stanoveni miniméalni inhibi¢ni koncentrace.

3.2.1 Prilkaz MRSA latexovou aglutinaci

K identifikaci MRSA slouZi velice rychly a citlivy aglutinacni test na
kartickach, souprava MRSA-Screen (vyrobce Denka Seiken, Japonsko). Tato
souprava obsahuje latex senzibilizovany monoklonalni protilatkou se specifitou
proti PBP2a kontrolni latex a reagencie k rychlé detekci PBP2a z bakterialnich
buné&nych membran MRSA. Extrakty se pfipravi povafenim bunécné suspenze
S. aureus v alkalickém prostfedi a naslednou neutralizaci a odstfedénim.
Supernatant se pak promicha na testovaci karté s latexovymi Cinidly a viditelna
aglutinace do tfi minut se senzibilizovanym, ale nikoli s kontrolnim latexem,

indikuje pravdépodobnou pfitomnost MRSA (Obr. 7).

Obr.7 Souprava MRSA-Screen (vyrobce Denka Seiken, Japonsko)

MRSA-Screen
A slide latex agglutination kit for the rapid d
~f PBP2'

Ibjekttrége
chnellen

(Pfevzato z: vlastni zdroj)
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Pomlcky, material a pfistroje: izolované kolonie S. aureus, souprava MRSA-

Screen (vyrobce Denka Seiken, Japonsko), centrifuga (MPW 340, Mechanyka
Precyzna, Polsko), stojan s azbestovou siti, kadinka, kahan, zkumavky,
bakteriologické klicky, mikropipeta a Spicky

Do mikrocentrifugacni zkumavky nebo jiné vhodné nadobky se kapnou
4 kapky (200 pl) extrak€niho cCinidla €. 1. Pomoci bakteriologické klicky se
nabere dostatecné mnozstvi vyrostlych bakterii (4-5 velkych kolonii) a rozmicha
se ve zkumavce. Zkumavka se uzavie a vloZi na 3 minuty do vodni lazné pfi
100 °C. Poté se vyjme a neché vychladnout na pokojovou teplotu. Do zkumavky
se prida 1 kapka (50 pl) extrakéniho Cinidla €. 2 a obsah se dobfe promicha.
Provede se centrifugace po dobu 5 min. pfi 1500 x g nebo odpovidajicich
otackach, tj. 3000 ot./min pfi priméru rotoru 15 cm. Supernatant se pouZzije jako
vzorek. Do testovaciho i kontrolniho krouzku se nanese 50ul vzorku. Do
testovaciho krouzku se pfida 1 kapka (25 ul) senzibilizovaného latexu a do
kontrolniho krouzku 1 kapka (25 pl) kontrolniho latexu. Dvéma rlznymi
michadélky se ddkladné rozmicha dinidlo na ploSse kazdého prouzku se
vzorkem. Testovaci karta se ota¢i 3 minuty v ruce, nebo na otacivé podloZce.

Pouhym okem se odecitaji aglutinacni struktury (Obr. 8).

Obr. 8 Testovaci karta s pozitivnim vysledkem (vznik aglutinidtu nalevo)

a negativnim vysledkem (napravo)

(Pfevzato z: vlastni zdroj)
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Pozitivni vysledek se jevi jako bilé shluky a methicilin rezistentni
S. aureus je timto potvrzen. V pfipadé negativniho vysledku se jednéa
o methicilin rezistentni plasma koagulaza negativni stafylokoky [31].

3.2.2 UrCeni citlivosti MRSA na antimikrobni latky

3.2.2.1 Diskovy difuzni test

Tato metoda pro uréeni citlivosti mikrob na antimikrobni latky je
v mikrobiologii nejrozSifengjSi. Pro testovani citlivosti se nejCastéji pouzivaji
papirové disky, které jsou napusténé pfisluSnym mnozstvim antibiotika. Disky
se kladou na pldu, na které je naockovan testovany mikroorganismus,
nejcastéji pldu Mueller-Hinton (MH) s obsahem 4% NaCl, pomoci davkovaciho
raziCe. V pfipadé, Ze je testovany mikroorganismus citlivy na antibiotikum
obsazené v papirovém disku, kolem disku se vytvafi inhibi¢ni zéna rlstu

mikroorganismu.

Pomlcky, material a pfistroje: Mueller-Hinton agar (BIO-RAD, USA), sterilni

fyziologicky roztok s glukézou (pfipravovan na varné pdd Oddéleni klinické
mikrobiologie Oblastni nemocnice Ji¢in), souprava Mc Farlandovych standard(
(PRO-LAB DIAGNOSTICS, Kanada), antibiotické disky: oxacilin-1ug,
cefoxitin-30 pg (BIO-RAD, USA), dispenzor nebo jehla, termostat BT 120
temperovany na teplotu 37+/- 2°C (LABO-MS spol.s.r.o., Praha)

Fyziologicky roztok s glukbézou se naockuje odpovidajici koncentraci
bunék S. aureus (srovnani s McFarlandovym standardem 0,5) a homogenizuje
se. Touto suspenzi se prelije Mueller-Hintondv agar, naklanénim plotny na
vSechny strany je dosazeno stejnomérné inokulace. Pfebytecna tekutina se slije
a odsaje. K testovani se pouzivaji standardni antibiotické disky s obsahem

oxacilinu a cefoxitinu, které se skladuji v chladni€ce, zasobni disky v mrazicim
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boxu (pfi - 18 az - 20°C). Disky se kladou na povrch suchych inokulovanych
pdd jehlou nebo se pouzije dispenzor.

Plotny se inkubuiji pfi 37 °C 18-24 hodin. Po inkubaci je velikost inhibicni zény
odecitana VS pracovnikem.

Hodnoceni:

Velikost inhibi€ni zény pro oxacilin (1pg) : MRSA vytvafi inhibi¢ni zény < 6-19

mm

Velikost inhibi¢ni zény pro cefoxitin(30 pg) : MRSA vytvéfi inhibicni zony <20
mm

Pro ovéreni vysledkl diskového difuzniho testu se pouZije latexova
aglutinace (viz kapitola 3.2.1) a nebo PCR (viz kapitola 2.2.2).

3.2.2.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, Minimal Inhibition Concentration)
je dllezitym ukazatelem rezistence mikrobl na antimikrobidlni latky. Jedna se

o nejniz8i koncentraci antibiotika, kterd je jeSté schopna potlacit rlst
testovanych mikroorganismd po 24hodinové inkubaci pfi 37 °C [26].

Pomulcky, materidl a pfistroje: izolované kolonie S. aureus, mikrotitracni

destiky Staphylococcus pro stanoveni MIC stafylokokd (TRIOS, Ceska
republika), bujon Todd Hewitt Broth (Laboratorios Conda, S.A., Spanélsko),
sterilni fyziologicky roztok s glukézou (pfipravovan na varné pld Oddéleni
klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Ji¢in), souprava Mc Farlandovych
standardd (PRO-LAB DIAGNOSTICS, Kanada), termostat BT 120 temperovany
na teplotu 37 +/- 2°C (vyrobce, zemé), sterilni inokulatory s jehlami, Petriho
misky
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Mikrotitracni desticky se nechaji rozmrznout. Pfipravi se bujonova kultura
(THB bujon, Todd Hewitt Broth). P¥i pfipravé inokula grampozitivnich kokd se
oCkuje 4-5 kolonii do 2ml TB bujénu a bujénova kultura se inkubuje 2-3 hodiny
pfi 37 °C. Bujonova kultura se fedi 1:50 tj. 4-5 kapek do 10 ml fyziologického
roztoku. Pomaleji rostouci kmeny se fedi 1:5, tj. celé 2 ml bujénové kultury se

pfidaji do 10ml fyziologického roztoku. Inokulum by mélo mit hustotu 108 CFU
(Colony Forming Unit, kolonie tvofici jednotka)/ml, coz odpovida 0,5. Stupni

McFarlandovy zékalové stupnice. PFi inokulaci destiCek je cilem doséahnout

hustotu asi 106 CFU/m v jamce. Objem testovaci pldy vjamce je 100ul a
oCkovaci jehlou se inokuluje asi 1pl. 10ml inokula se nalije do Petriho misek a
sterilni inokulator se 48 jehlami se ponofi do inokula a pfenese do jamek
desticky. Postup se opakuje s dalSim sterilnim inokulatorem. DestiCky se
inkubuji 24 hodin pfi 37°C.

VysokoSkolsky pracovnik odecita po inkubaci na prohlizeCce se
zvétSovacim zrcadlem podle pfilozenych tabulek. Jako MIC se oznacuje

e

nutno srovnat srdstem v kontrolni jamce. Drobné tecky a nedistoty se

nehodnoti.
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3.3 Statistické zhodnoceni

Pro statistické zhodnoceni byla pouZzita data z dokumentace Oddéleni
klinické mikrobiologie v Oblastni nemocnici Ji¢in (nemocnice Ji¢in a nemocnice
Novy BydZov) a Oddéleni klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Mlada
Boleslav. Byl sledovan zachyt izolatll S. aureus a MRSA za obdobi 2011 -
2013.

Vyskyt MRSA v nemocnici Ji€in v jednotlivych meésicich za obdobi
bfezen 2011 az Cerven 2013 ukazuje Graf 1. Z néj je patrné, Ze Cetnost zachytu
MRSA vzrostl v bfeznu 2011, v dubnu a listopadu 2012. Naopak néktera obdobi

se vyznacovala nékolikamési¢nim nulovym zachytem.

Zachyt MRSA v nemocnici Novy BydZzov za obdobi bfezen 2011 az
Cerven 2013 je zobrazen v Grafu 2. Z Grafu 2 je patrny zvySeny vyskyt MRSA
v porovnani s Grafem 1 a 3. Nejvice pfipadl bylo zaznamenano v lednu, ¢ervnu
2012 a v dubnu 2013. Cetnost izolatll v jednotlivych mésicich, které ukazuji
kfivky v Grafu 2, je srovnatelnd a z grafu je patrné, Ze MRSA v nemocnici Novy
BydZov pretrvava.

V Grafu 3 je zobrazen vyskyt MRSA v nemocnici Mlada Boleslav za
obdobi Cerven 2011 az Cerven 2013. Graf 3 ukazuje na nejmensi vyskyt MRSA

v porovnanim s Grafem 1 a 2.

Z hlediska Sifeni MRSA v Oblastni nemocnici Mlad& Boleslav Ize situaci
charakterizovat jako stabilizovanou, vcelku pfiznivou a zda se, Ze tato
multirezistentni bakterie zde v této chvili nepfedstavuje zasadni terapeuticky
problém.
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Graf 1. Vyskyt MRSA v nemocnici Ji€in - mési¢ni incidence za obdobi 2011-2013
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Legenda: Pocet S.aureus (na ose y, modry sloupec) — pocet pacientll, u kterych byl izolovan
a prokdzan kmen S.aureus. MRSA (na ose y, Cerveny sloupec) — pocet kmenl MRSA
z celkového poctu izolovanych S. aureus za dané obdobi. Mésic (na ose x) — izolované kmeny
za obdobi bfezen 2011 — Cerven 2013.

(Informace ziskané z archivace Oddéleni klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Jicin)
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Graf 2. Vyskyt MRSA v nemocnici Novy BydZov - mésicni incidence za obdobi 2011-
2013
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Legenda: Pocet S.aureus (na ose y, modry sloupec) — pocet pacientll, u kterych byl izolovan
a prokdzan kmen S.aureus. MRSA (na ose y, Cerveny sloupec) — pocet kmenl MRSA
z celkového poctu izolovanych S. aureus za dané obdobi. Mésic (na ose x) — izolované kmeny
za obdobi bfezen 2011 — Cerven 2013.

(Informace ziskané z archivace oddéleni klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Jicin)

Graf 2 poukazuje na zvySeny vyskyt MRSA v porovnani s Graf 1. Nejvice
pfipadu bylo zaznamenéano v roce 2012- 2013. Z grafu je patrné, Zze MRSA
v Novém BydZové pretrvava. V grafu je znazornén pocet izolatll S. aureus
a MRSA v Novém BydzZoveé.
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Graf 3. Vyskyt MRSA v Oblastni nemocnici Mlada Boleslav - mésicni incidence za
obdobi 2011-2013
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Legenda: Pocet S.aureus (na ose y, modry sloupec) — pocet pacientll, u kterych byl izolovan
a prokdzan kmen S.aureus. MRSA (na ose y, Cerveny sloupec) — pocet kmenl MRSA
z celkového poctu izolovanych S. aureus za dané obdobi. Mésic (na ose x) — izolované kmeny
za obdobi Cerven 2011 — €erven 2013

(Informace ziskané z archivace Oddéleni klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Mlada
Boleslav)

3.3.1 Procentudlni vyjadreni zachytu MRSA

V jednotlivych tabulk&ch jsou zobrazena data vychazejici z Grafu 1, 2, 3.
Jednd se o procentudlni vyhodnoceni z&chytu MRSA v nemocnici Ji¢in

(nemocnice v Ji€iné a v Novém Bydzoveé) a v nemocnici Mlada Boleslav.
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Tabulka 2. Procentudlni vyjadfeni zachytu MRSA v nemocnici v Ji¢iné za obdobi

2011 - 2013
Procentualni vyjadfeni zachytu MRSA v nemocnici Ji¢in za obdobi 2011 az 2013
Pocet pripadl Pocet pripadl
Rok prokdzaného kmene prokdzaného kmene Procenta
S. aureus MRSA

2011 79 10 13%
2012 112 41 37%
2013 49 10 20%

Tabulka 3. Procentudlni vyjadieni zachytu MRSA v nemocnici v Novém BydZové za
obdobi 2011 - 2013

2013

Procentualni vyjadfeni zachytu MRSA v nemocnici v Novém BydZzoveé za obdobi 2011 az

Pocet pripadl
prokdzaného kmene

Pocet pripadl
prokdzaného kmene

Rok S. aureus MRSA Procenta
2011 41 17 41%
2012 90 42 47%
2013 61 25 41%

Tabulka 4. Procentudlni vyjadfeni zachytu MRSA v Oblastni nemocnici Mlada Boleslav
za obdobi 2011 - 2013

Procentualni vyjadreni zachytu MRSA v nemocnici Mlad4 Boleslav za obdobi 2011 az

2013

Pocet pripadl
prokdzaného kmene

Pocet pripadl
prokdzaného kmene

Rok S. aureus MRSA Procenta
2011 394 13 3%
2012 1027 61 6%
2013 531 24 5%
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4. VYSLEDKY

Ve vysledkové Casti sleduji a statisticky vyhodnocuji soubor pacientd,
kterym byl diagnostikovdn na Oddéleni Kklinické mikrobiologie v Oblastni
nemocnici Ji¢in (nemocnice Ji¢in a nemocnice Novy BydZov) a na Oddéleni
klinické mikrobiologie Oblastni nemocnice Mlada Boleslav mikrob S. aureus
a u kolika z téchto izolatll se jednalo o MRSA. Sledované obdobi je od roku
2011 do roku 2013.

Data byla zjisttna z dokumentace pracovist mikrobiologie vyse

uvedenych nemocnic.

Do statistického vyhodnoceni bylo zafazeno celkem 3526 pacient, ktefi
byli pfijati na lGzkové oddéleni internich oborl v nemocnici Ji¢in. U 240
pacientll z tohoto souboru byl prokazan S. aureus. U 61 pacientll se jednalo o
kmeny MRSA (procentudlni vyjadieni viz. Tabulka 2), u zbylych 179 izolatl se

jednalo o methicilin senzitivni kmen S. aureus.

V nemocnici Novy Bydzov bylo do statistického vyhodnoceni zahrnuto
celkem 1848 pacientl. U 192 pacientll ztohoto souboru byl prokazan
S. aureus. U 84 pacientll se jednalo o kmeny MRSA, u zbylych 108 izolatll se
jednalo o methicilin senzitivni kmen S. aureus (procentudlni vyjadieni viz.
Tabulka 3).

V Oblastni nemocnici Mlada Boleslav byla staticky vyhodnocena data
z celkového poctu 3580 pacientll. Z tohoto mnozstvi byl zachycen mikrob
S. aureus u 1952 pacientll a u 98 pacientl z nich se jednalo o MRSA. U zbylych
1854 izolatl se jednalo o methicilin senzitivni kmen S. aureus (procentudlni

vyjadreni viz. Tabulka 4).
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5. DISKUZE

U uvedeného statistického souboru jsem zhodnotila vyskyt MRSA kmenl
izolovanych od pacientd nemocnic v Ji¢iné, Novém Bydzové a Mladé Boleslavi
za obdobi 2011 - 2013. Grafy ukazuji na zavaZznou situaci v Novém Bydzoveé
(primérné 43% izolovanych kmenl S. aureus je MRSA). Vysvétlenim by mohlo
byt slozeni pacient(, ktefi jsou zde hospitalizovani v LéCebné dlouhodobé
nemocnych. Jednd se o chronicky nemocné, oslabené pacienty s vySSim

vékovym priimérem.

V Oblastni nemocnici Mlada Boleslav, jak ukazuje Graf 3, je naopak
velice nizky vyskyt MRSA kmenl (primérné 4,7%). Pokud to odpovida
skuteCnosti, sveédCi to o vzorné oSetfovatelské péci. Vychazela jsem
z poskytnutych udajd, predpokladam, ze spravnych.

Vyskyt MRSA u pacientli v nemocnici v Ji¢iné odpovida vcelku vyskytu
MRSA v republice (primérné 23,3%). Z Gdajd (viz Graf 1) vyplyva zvySeny
vyskyt MRSA vroce 2012. Je to mozno pravdépodobné vysvétlit odliSnym
zastoupenim pacient( oproti roku 2011 a 2013.

Samoziejmé jsem si védoma, Ze ne vzdy se MRSA kmen u pacientd
zachytil. Zdarny zachyt je podminén kvalitnim odbérem a v€asnym transportem
do mikrobiologické laboratore.
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6. ZAVER

Z mé prace je patrno, Ze MRSA vyvolavd zavazna onemocnéni, je
problémem nemocnicnich zafizeni, kterému je nutné celit, a to z toho ddvodu,
jak zAdvaZzna onemocnéni tato bakterie vyvolava a také s ohledem na odolnost a

schopnost Sifit se z jednoho hostitele na druhého. Cesta pfenosu pfimym

kontaktem (ruce oSetfujiciho persondlu) je nejvyznamnéjsi.

Na zavér zddraznuji dikladné myti rukou za pouZziti spravné techniky.
Jsem si védoma toho, Ze je to Casoveé znacné narocné, ale jina vhodnégjsi cesta
k prevenci MRSA neni.
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