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Abstract

The subject of my thesis is the detection meticil@esistant strains of
staphylococcus aureus in the material of the Labbfitaobiology Laboratory inCeské

Budgjovice. This thesis is divided into a theoreticafttpand a practical part.

In the practical part, the methodology of the diégdecand the identification of the
methicillin resistant Staphylococcus aureus (MR&A3pecified in detail, as well as the
exact procedures and the principles of the padicaolethods that were use@urther,
there is the graphically and statistically procesdata about the MRSA virus that was
obtained in 2008 and 2009.

The aim of this thesis was to determine the inaderof MRSA in
outpatients. The comparison of the incidence of MR8 both sexes ( that is a
comparison of the individual months and comparisbdrthe years 2008 and 2009).
Furthermore, there was also the detection of we®ist and sensitivity to the tested

antibiotics and the identification of high-risk ageups.

The result was that MRSA occurs most in the ageguad those who are between
76-90 years of age, as surveyed in both years.fidaeasgt resistance has been observed in
the use of oxacillin and the smallest amount efsitance has been observed in the use
of Gentamicin. The largest number of positiveases of MRSA were seen in February
of 2008 and November of 2009.
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Uvod

Jednim z hlavnichidyodt, pra: jsem si vybrala toto téma, je neustale se zvySujic
vyskyt rezistentnich kmeérStaphylococca aurea

Meticilin-rezistentniStaphylococcus aure8RSA) je bakterie, ktera jéastou
pricinou infekci ziskanych v nemocmnich zdizenich (7). Tyto nakazyiedstavuji velky
problém vzhledem k poopeér@m komplikacim a prodlouzené&l& (5).

Priblizné 25% az 30% populace je kolonizovaBaureenma z toho 0,2% az 7%
MRSA. Navic se ukazalo, Zetde kolonizovatleny rodiny, co sdileji jednu domacnost
(tzn.preziva v rénicich a doméacich p@bach)@).

Pro zdravé jedince nggpdstavujeS.aureuszadnou hrozbu,ovSem pro pacienty
zdravotnickych z#zeni, ktéi jsou oslabeni ziodu jiného onemocmi nebo
operativniho vykonu, fedstavuje znmou zatz, prodlouzeni poopetaiho I&eni a
zarovai i zvySeni nakladl na l&bu(13).

Cilem meé prace je zjistit frekvenci vyskytu MRSAambulantnich pacieft
Porovnat frekvenci vyskytu MRSA u obou pohlavi,gorat vyskyt za jednotlivé &sice
a porovnat vyskyt za roky 2008 a 2009. Dale &ijistezistence a citlivosti na testovana

antibiotika a vytipovani rizikovychdkovych skupin.



1. Soutasny stav

Meticillin-rezistentni Staphylococcus aureuU®RSA) se objevil v roce 1960 a
béhem dalSich 40 let byl problém omezdrvazi na zdravotni p&. V 1990 se objevily
prvni americké zpravy o tak-zvané komgrspojené MRSA (CA-MRSA). CA-MRSA
infekce byly definovany jako infekce MRSA vyskyttijse u pacieff ktei nentli Zadné
zjistitelné rizikové faktory nap zdravé dti a mladi dosgli. CA-MRSA je spojena
s novym genetickym profilem a fenotypem, je pozoudris fit a mize Sfit v komunitach,
je jedovaty. CA-MRSA infekce zahrnujicitgmevSim kzi a mekké tkarg, ale byly
popsany i nekrotizujici pneumonie a nekrotizujaddiitidu . V sotdasné dob nahrazuje
CA-MRSA v nemocnici-ziskané MRSA kmeny (HA-MRSA)teké mohou mit az
katastrofalni dsledky (1). Frekvence obou komugiziskanych a nemocnice-ziskanych
stafylokokovych infekci neustale rostou, s malowzou v celkové umrtnosti (3). CA-
MRSA se rychle %i a je vysoce virulentni (1).Vyskyt meticilin-rezistentni
Staphylococus aureus (MRSA) se zvySil po celértésyl6) a je picinou sepse u

pacienti s cirhdzou a pacielpo transplantaci jater (16).

1.1 Rod Staphylococcus

Do rodu Staphylococcugatimtadime kolem 50ti druha poddrufi. Vzhledem
k vyznamnosti v humanni medi€¢inmaji nej¥tSi vyznam Staphylococcus aureus
(katalaza-pozitivni druh) &taphylococcus epidermidasStaphylococcus saprophyticus
(kataldza-negativni druh) (2).

Stafylokoky jsou nepohyblivé, grampozitivni, nespojici, fakultativré
anaerobni mikroorganismy (4) oupnér lum (13). Usptadané jednotli&, v parech,

v tetradach a v nepravidelnych shlucich ve tvaoziu (13).

1.1.1 Metabolismus
Stafylokoky maji fermentani (anaerobni) i respiéai (aerobni) typ metabolismu.

S vyjimkouS.saccharolyticprodukuji katalazu (2,13).



1.1.2 Rezistence

Stafylokoky jsou znén¢ rezistentni k ndiiznivym vlivim. Odolavaji zatati na
55°C az 30 minut, vysSim koncentracim NaCl a vyap€linap. v zaschlém hnisu). Tato
schopnostizjmé umoziuje prechodr i rezistentg osidleni kze. Jejich tolerance k 10%
NaCl se vyuziva pro selektivni izolaci stafylokoke silré kontaminovaného materialu
(potraviny,vykaly,sliznice a povrcila zvirat). PomnoZuje se i naigach, které obsahuji
az 40% ZIdi (2,13).

1.2. Staphylococcus aureus

Priblizné u tretin lidi Zije ve vztahu podobném komensalismu amelava zadné
potize. St&i vSak sebemenSi porucha@irpzené odolnosti a projevi se jako patogen.
Vyvolava od banalnich koznich infekci az po vazagty vnitinich orgail az smrteld
probihajici sepse. Krafmhnisavych (pyogennich) infekci dove@aureusvyvolat i
otravy z potravin (2,13).

1.2.1 Mikroskopie
Mikroskopicky neodliSimeS.aureusod ostatnich stafyldk V preparatech u dj

¢astji vidime gramlabilni koky (2).

1.2.2 Antigenni stavba

Bunééna stna stafylokok obsahuje peptidoglykan, kyselinu teichoovou agirot
A. Peptidoglykan(murein) ma podobnéinky jako endotoxin. Jehotugobenim dochazi
k uvolréni cytokini z makrofag, aktivaci komplementu a shlukovani krevnich desi
Hlavnim antigenem je vSak skupirowspecificky polysacharid A, ktery se sklada
z podjednotek kyseliny teichoové.Kyselina teicho@edvaze na sliznicich a ranach na
fibronektin.

Hlavni bilkovinna sotést bukcné stny a spolény antigen ¥tSiny kmeri je
protein A. Je schopen nespecificky reagovat s &gafientem imunoglobulin tim chrani

stafylokoka ped opsonizaci protilatkami (2,13).



1.2.3 Genetika
Pro Staphylococca aurege typicky penos gefh mezi kmeny transdukci. Na

plasmidech jsou umisté geny pro rezistenci na antibiotika (13).

1.2.4 Kultivace

Stafylokoky rostou date na kzn¢ pouzivanych fdach, a to v Sirokém rozmezi
teplot (7-46°C) i pH(4,2-9,3). Pro jejich dobrowiaci se nejlépe hodi krevni agar s 5%
owcich erytrocyli a obyejny nebo thioglykolatovy bujon. Selektivniigy(nag.krevni
agar s 10% NaCl) se pouzivaji pro zachyt z kontaw@nych vzork. Na neselektivnich
padach jsou kolonieS.aureusza 24 hod velké 1-3 mm.Kolonie jsou ni@gedné
s hladkym povrchem a rovnymi okraji,krémové korerige a pigmentované. Pigment je
negastji kréemovy, smetanovy, Zlutozlaty az naorandgyv Kolem kolonie byva izny

stupe beta-hemolyzy (13).

1.2.5 Odolnost

Stafylokoky jsou por&rné rezistentni k zevnimu prdetli. Odolaji vyschnuti
(hlavre v hnisu), zakati na teploty kolem 60°C. Z dezinfekch gipavki jsou odolné
vuci fenolim a slodeninam rtuti.

V selektivnich gdach odolavaji fitomnosti lithia, glycinu a tellugitanu. Jsou

citlivéjSi na nenasycené mastné kyseliny a bazicka baf2it8).

1.2.6 Faktory virulence

Délime je na povrchové a extracelularni. Z povrchéviaktort je to gedevsSim
peptidoglykan, protein A a pouzdro, dale vazanalktiza (clumping factor), ktery vaze
fibrinogen a méni ho na fibrin, coz zjsobuje shlukovani stafylokék

Extracelularni faktory Izedlit na enzymy a toxiny. Mezi enzymy pakoagulasa,
katalasa, hyaluronidasa, lipasy, nukleasy, fibrimolya penicilinasa. K toxiim pati
cytolyziny (hemolyziny), enterotoxiny, toxin synano toxického Soku a exfoliativni

toxiny.
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Kagualasa (zvana volna) reaguje s plasmatickym faktorem zanikue
stafylothrombinu (katalyzuje z&¢nu fibrinogenu na fibrin). Tvorba fibrinu je
pricinou,pra stafylokokové infekce probihajétsinou ohraniené(nap.absces).

Hyaluronidasas&pi kyselinu hyaluronovou a usnage Steni stafylokok do
tkani. Nukleasymaji schopnost napadat jadra leukécykibrinolyzin (stafylokinasa)
rozpousti fibrinové srazenirBenicilinasa (beta-laktamasa) rozkladéyiclenny beta-
laktamovy kruh a inaktivuje beta-laktamova antiibiat

Cytolyziny poSkozuji povrchovou membranu kkn Mezi re pati Gty
hemolyziny a leukocidinAlfa-hemolyzin(alfa-toxin) vytv&i vétSina kmeih S.aurea. Na
krevnim agaru z asich erytrocyt vyvolava ténst uplnou beta-hemolyzu.

Pantoniv-Valentiniv leukocidinje sloZzen ze dvou sloZzek. Tiwwov membras
netrofili a makrofag poéry, coz zpsobuje lyzu biiky. Ma ochrannou funkci fed
Gcinkem leukocyi a uplatiuje se pi vaznych infekci kze.

Stafylokokové enterotoxiny (A-E,G-R) jsou prokazatelnéfiplizné u poloviny
kmeni. Jsou vysoce termostabilni, odolajil podirg varu a dinkam travicich enzyr.
Zpusobuji pijem a zvraceni. Neéastji se vyskytuje enterotoxin A. Enterotoxin B
nalezneme u nemocmich kmeii a je pivodcem pseudomembrandsni enterokolitidy po
lécbé antibiotiky. Nekteré kmeny produkujici enterotoxiny mohouigpbit syndrom
toxického Soku.

Toxin syndromu toxického SokTISST-1) je superantigen. Jiz v malém mnozstvi
zvySi permeabilitu endothelii. Je zodpdmy za piznaky a multiorgdnové selhanti p
syndromu toxického Soku.

Exfoliatiny (epidermolytické toxiny) jsou doposud znami#ii, negastji se
projevuji ET-A a ET-B. Maji proteolytickydinek a rozpousfi polysacharidovou matrix
v epidermis, to ma za nasledek tzv. stafylokokouydsom op#ené Kize (SSSS). Pokud

se jedn&d o migSi formu, projevuje se puckiy2,13).
1.2.7 Patogenita

Patogenita je schopnost mikrobialniho druhu vyvatetemocgini (lekasky
slovnik). Riblizné tietina lidi jsou nosi bez zjevnych fiznaki. S.aureusnegatji
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nalezneme v nozdrach, v axilach,na ¥uly na hrazi. NépstjSimi stafylokokovymi
infekcemi jsou hnisava (purulentni, suppurativmgmocini kiZze a jejich adnex, tedy
pyodermie. Zlaty stafylokok je n&gjsgjSim pivodcem hnisani rant'ase jedna o ¢&&na
povrchova zraéni, popaleniny, nebo opera rany. V ¢isté rag nenischopen vyvolat
infekci, ke vzniku infekce jeréba, aby v réh zustalo cizi &leso, tiska, Spina, stehy.
Infikovana rana byva pro stafylokokiastou vstupni branou, odkud se dostavaji do
oblasti miznich uzlin, které se zaniti. Z nich devkiho olhu. Dochazi k bakteriémii,
ktera mize vést az k sepsi.affodni infekéni lozisko u stafylokokovych sepgasto
nebyva prokdzano,¢tsinou se totiz jednd o neskodnou ranku @a.KKrvi seS. aureus
muzZe zanést do viiitich organd, kde nize dojit ke vzniku abscég2,13).

1.2.8 Patogeneze

Onemocsni, ktera vyvolavaS.aureusjsou hnisava, pdfpact celkové toxickeé
piipady nebo otravy z potravin. Ke vzniku stafylokeich infekci gispivd pora#ni
(operd&ni rany, popaleniny), ciziélesa (implantované painky, stehy), virové infekce,
diabetes mellitus, malignity a imunodeficience. ddsgji se vyskytuji jen benigni kozni
infekce, ale mohou Zgobit az sepsi.

Charakteristické pro stafylokoky je tvorba ohtmmych zastlivych lozZisek
(absces). Absces je dutina plna hnisu, ktera vznikaézém. Hnis je tvéen rozpadenymi
leukocyty a bakteriemi. Hnis stafylokible smetano¥ Zluty a nepachne. Okolni tka
abscesu je zanicena (tzn. calor, dolor, tumor atimiaesa). Vzachse stafylokokova
infekce Sfi ve forne flegmony (neohradeny zasit) (13).

Zhnisana rana se haqpier secundang,napodruhé“) (11). Infikovanou ranou se
stafylokok dostane do mistnich uzlin, kde se zdhjtiphadenitis) a odtud do krevniho
ob¢hu.

Pritomnost bakterii v krvi se nazyvéa bakteriémietgevést az k sepsi (11).

1.2.9 Epidemiologie

S.aureuskolonizuje ¢lovéka od jeho narozeni , nejvice nazk rukou,perineu,

kstici, sliznici dychaciho a zazivaciho traktdi Ritinnich vySetenich Ize stafylokoka
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prokazat v hornich cestach dychacich u 20 az 508b.0Asi tetina paii k trvalym
noscam a zbyvajici d¥ tietiny k noséam obiasnym. Pokud bychom vyuzili specialni
odkeroveé techniky, selektivnichtid a opakovanych odhi z miznych ¢asti tla, stoupla
by zachytnost az k 100%.

Noskstvi stafylokok zdravy organismus neposSkozuje, ale naopadopi jako
imunitni stimulus, ktery vede k pamm¢ dobré odolnosti &i infekci. K onemocwini
dojde pouze po oslabeni organismu jedincé pgruseni integrity &Ze a sliznic.

Zdrojem infekce jeclovek, zdravy nosi nebo nemocny s ot&snou zastlivou
lézi. Kenos se &é vzduSnou cestou, fimym stykem i neffmo. Mozna je také
endogenni infekce vlastnim kmenem.iat jsou zdrojem jen vyjiniee.

Zvlastni nebezpg predstavuji infekce ziskané v nemocnicich. Vyvolayaji
endemické kmeny s Sirokou multirezistenci k antikion. Mohou zjisobovat az lokalni
epidemie napna novorozeneckém o#ldni nebo jednotkach intenzivni @ Zdrojem
téchto nozokomialnich infekci je persondl, ptedi (odv, lizkoviny, prach) a rowg

jim mohou byt dlouhodabhospitalizovani pacienti (13).

1.2.10 Onemocéni zpisobena S.aureem

Pyodermie je nefastjSi stafylokokové onemoeéni kize. Z pyodermii je
negastjsi impetigo,folikulitida a furunkllmpetigose typicky vyskytuje u malyched.
Jsou to puchi uloZzené jen povrchéwlné Zlutého hnisu, pokryvajici se Zlutou krustou
(13).

Folliculitis je hnisava infekce vlasového misSku. Projevuje de j&ervené
papulopustula v okoli ochlupeni.

Furunculus je kozni absces, ktery vznika raesiim foliklu (13). Zvlast
nebezpéné jsou furunkly v oblasti nosu a horniho rtu (Bfekce se mize Sfit
oftalmickymi venoznimi cestami do intrakranidlnigplava. To vede ke vzniku
tromboflebitidy splav, ktera miZze vést az k hnisavé meningii(R).

Carbunculusje hnisavé lozisko, které vznika splynutim viceuhkla (bednd).
Casté lokalizace je na zadsti krku, dale ramena, steh#iaboky. Postihuje zejména

starSi muze, diabetiky oslabené osoby (11).
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Panariciumje zargt mékkych tkani prsi. Stafylokoky napadaji nehtovazka a
pronikaji drobnymi o&kami kiZe. Hnisavy a nekrotizujici zéinkiZze mize napadat i
Slachy, klouby a kosti a bezasné léby miZze pokrg&ovat az na fedlokti.

Puerperélni mastitidge infekce postihujici mi#éou Zlazu kojici Zeny v prvnich
tydnech laktace (Iékaky slovnik). Stafylokoky pronikaji ragadami prdmibradavek a
zpasobuji loziskovy nebo difazni zéthivé zmeny. Zarét je zpisoben ¥tSinou
nozokomialnimi kmeny, které kolonizuji po porodtzka sliznice novorozence, ktery
pak genasi infekci fi kojeni na matku (2,13).

Osteomyelitiduvyvolava z 90% S.aureus. Vznikddyako ranna infekce nebo
jako sekundéarni rozsev hematogenni cestowastji napada metafysy dlouhych kosti.
Objevuje se prudka bolestivost v idishfekce, vysoka teplota a otokékkych tkani.
Nekrotickym rozpadem #kkych tkani, nize vzniknout pi#, kterou vytéka hnis.

Pneumoniezpisobena stafylokoky jefpvazié sekundarni pneumonie. Postihuje
piedem poSkozené dychaci cestyingdpvou infekci, mukoviscid6zou, aspiraci zvratk
nebo dlouhodobou intubaci (2,13).

Stafylokokové primarnpneumonigsou meég casté, postihuji jedince s oslabenou
imunitou nebo vrozenou imunodeficienci, nejmen§ekce a staré lidi. Onemogam
myvacasto nahly z&tek s vysokou teplotou provazenoestvkou, silnou schvacenosti,
poruchami ¥domi, tachypnoi, cyandzou, tachykardii, hypotenzizaikem absces
v postizené plicni tkani. Rychle se rozviji sepjisigndrom a Sok (2).

Velice nebezpia je stafylokokovandokarditida pii niz nafsta na srdaim
svalu tzv.vegetace (sklada se ze stafyldkakmezibus¢né hmoty). Je to zvlastni typ
biofilmu, z nthoz se uvaluji stafylokoky jako septické vmetky (emboly) seméSeji po
téle a vyvolavaji metastatické abscesyivikv ledvinach, plicich a mozku (13).

Pseudomembranozni enterokolitidenika po potléeni girozené mikroflory
strev i lécbé Sirokospektrymi antbiotikyi¢i kterym je kmenS.aureusrezistentni.
Jedna se o endogenni infekci. Magiypomnozené stafylokoky produkuji enzymy a
toxické latky posSkozujici stvni sliznici. ®Zké kataralni zeny jsou kryté ZlutoSedymi
pablanami. Po jejich odlg@eni se objevujtetné eroze a nekrotické&edy mezi zbytky

piekrvené sliznice. ifznaky onemoadtni se objevuji 3 az 9 dnpo zahajeni
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antibioterapie. Prvnim symptomem zpravidla byvajgm. Stolice byva kaSovitd,
piirozené barvy, pozii byva vodnata sifmési hlenu. V nejizSich gipadech najdeme
ve stolici i krev, popipad odlowené casti stevni sliznice (pablany). Jako
Zivotohrozujici komplikace se e vyvinout paralyticky ileus s mohutnym r&gm
streva (toxické megakolon) a naslednou jeho perfd@ci

1.2.11 Laboratorni diagnostika

K vySeteni se posila serd6zni nebo hnisavy exsudar wyhosu, faryngu nebo
tonzil, sputum, me, stolice, likvor a krev.

S.aureusse vySetje mikroskopicky jako barveny preparat podle Graf@p
Mikroskopicky obraz stafylokokového hnisu je typjclobsahuje grampozitivni koky ve
shlucich a&etné leukocyty.

K izolaci stafylokoki se nejlépe hodi krevni agar a ¢y nebo thioglykolatovy
bujon. Pro zachyt kontaminovanych vzirke pouZzivaji selektivnitgy, nag. krevni
agar s 10% NaCl. VSechny selektiviidy potla&uji nejen gramnegativni fléru, ale do
jisté miry i stafylokoky, proto ji odgétame az po 48-72 hodinach (13).

Na neselektivnich j@ach jsou kolonies.aureusvelké 1 az 3 mm za 24 hodin.
Kolonie jsou typicky negithledné s hladkym povrchem a rovnymi okraji, krémové
konzistence, vzdy pigmentované. Pigment koloiaureus jsou rekdy téntf
bilé,tSinou je vSak smetanovy, krémovy, zlatozluty adgranzoxly.

S.aureus se dale utuje na zaklad koaguldzového testu. fiP screeningu
podezelych kolonii se pouziva fkaz vazané koagulazy (tzv.clumping-faktor).
Z kolonie se fipravi husta suspenze na gkli v kapce destilované vody &ga se kapka
kralici nebo prasg plazmy. Dojdeli do deseti sekund k aglutinaciygituje se test za
pozitivni na stafylokoka. Vifjpadt negativniho vysledku je nutné provést koagulasovy
test zkumavkovou metodou.

V souwasnosti se &tSinou pouZzivaji diagnostika, ktera krémlumping-faktoru
detekuji i gitomnost proteinu A a kapsularnich polysachariktSinou jsou zaloZzeny na

latexové aglutinaci, byvaji citlySi a specifitéjSi nez Bzny skltkovy ¢i zkumavkovy
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test a vzhledem Kk jejich téka okamzitému vysledku a jednoduchosti nahradifySét

biochemické testy na fkaz S.aureuq13).

1.2.12 Terapie

Povrchové hnisavé infekce se hoji sportdabo po uvoléni hnisu jednoduchym
chirurgickym zakrokem. Hluboka loZiska a generaleé infekce vyzaduji vzdy
chirurgické oSétni a antibioterapii (2). 90% kmés.aurege v dnesni dabna penicilin
rezistentni, protoZze maji schopnost itvopenicilindzu, tzn.beta-laktamazu, ktera
specificky $&pi molekuly penicilinu (13). Tento probléfasi semisyntetické penicilindza
rezistentni peniciliny (oxacilin, methicilin, kloggdin, flukloxacilin). V klinickém
materialu se vSak mohou vyskytovat i kmeny rezistietk penicilinaza-rezistentnim
penicilinim (MRSA, z anglMethicillin-resistantS.aureus Jejich frekvence mezi kmeny
S.aurea je 5-15% (2).Ve &¥ tvori aZz polovinu nemoctinich kmeri S.aureus
Podstatou rezistence na oxacitinmethicilin je nefasgji ptitomnost genu mecA, jenz
koduje pozninény druh penicilin vazajiciho proteinu PBP2a (trammlasy dastnici se
vystavby bugcné sény). Peniciliny inhibuji jejich ginek a v disledku toho se mikroby
rozpadaji. Modifikovana PBP2 si zachovava svou pobst, ale s peniciliny se nevaze
(13).

MRSA kmeny jsou od p@tku rezistentni na vSechny beta-laktamova anikaipt
véetre jejich kombinaci s inhibitory beta-laktamas (cefgdoriny). Gen mecA se nemusi
exprimovat, proto standardni diskovy test citlivasgtmusi rezistenci na oxacilin odahalit.
Tento druh reakce se vyskytuje zejména u tzv. begeistentnich kmen které rekdy
obsahuji etrégnizky pdet rezistentnich bwk. K Uplnému pitkazu rezistence je potom
nutné prokazat fitomnost genu mecA pomoci PCR nebidtgmnost jeho produktu
(PBP2a) latexovou aglutinaci (13).

MRSA je obvykle rezistentni na dal$dy antibiotik, pedevSim makrolidy,
aminoglykosidy, tetracykliny, chloramfenikol, flumrhinoly, rifampicin. Na vankomycin
vykazuji tyto kmeny rezistenci jetast&énou. Tyto kmeny se nazyvaji VISA (z angl.
Vancomycin-intermediate-resistant S.aupe#dstata této rezistence neni dosud znama,
je prokdzano pouze to, Ze produkuji silnou vrsteptgloglykanu. V roce 2002 se
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objevili kmeny vysoce rezistentni k vankomycinuy. ¥¥RSA (z angl. Vancomycin-
resistant S.aureQsJejich Uplna rezsitence ke glykopeftid souvisi s fitomnosti genu
vanA ziskaného pra¥godobré od enterokok (13).

1.3 Antimikrobialni latky

1.3.1 Déleni antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni latky dlime na antibakterialni, antivirotické, antimykdsdsc
antiparazitarni. fidéni uvnift téchto skupin je podle chemickeé struktury, které adga
fada spolénych vlastnosti, napmechanismustsobeni, rezistence...

Antibakterialni latky se &i na beta-laktamy (peniciliny, cefalosporiny,
monobaktamy a karbapenemy), tetracykliny, aminoggytty, makrolidy, linkosamidy,
amfenikoly, polypeptidy a glykopeptidy, ansamycingulfonamidy a pyrimidiny,
nitroimidazoly a nitrofurany,chinony a ostatni claarapeutika (15).

1.3.2 Antibakterialni antibiotika a chemoterapeutik
Beta-laktamy

Beta-laktamova antibiotika obsahuji tzv.beta-lekday kruh. Beta-
laktamovy kruh se sklada z& tatomi uhliku a jednoho atomu kysliku. V bakterialni
buice se beta-laktamy vazou na enzymy (transpeptittaslypxypeptidasy atd.xastnici
se tvorby peptidoglykanu. Tyto enzymy katalyzujortws peptidovych a glycinovych
mustki. MuZzeme je téZz oz PBP (z angl. Penicillin-binding proteins,proteiazajici
penicilin). Vazba beta-laktamu na PBP zastavi twopeptidoglykanu v bakterii a
zarover aktivuje uvohovani autolytickych enzyfn ¢im dojde k poSkozeni bakterialni
sttny. Vysledkem je rozpad bakteriélniiby (15).

NejcastjSi pricinou rezistence na beta-laktamy je schopnost bakteorit
beta-laktamasy. Tyto enzymy rozpusti beta-laktamknah, ¢im antibiotiku ztrati svou
antimikrobialni schopnost (15).

Rezistence na beta-laktamy vznika trojimisgbem. Gramnegativni bakterie
(hlavré pseudomonady) ziskaji schopnost blokovanir beta-laktam pies pory zevni
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membrany. U pneumokdk vznikaji pozménéné PBP, které si zachovaji svou
enzymatickou schopnost a nereaguji s penicilinetafy®®koky ziskaly rezistenci diky
prijeti genu mecA, ktery ma schopnost kédovatiny enzym PBP 2a, ktery ma nizkou
afinitu k beta-laktart, a proto dinkuje i v jejich gitomnosti. Tento gen jeffpomen ve
vSech bikach rezistentni populace, alefepisuje se jen vékterych. Tato
tzv.heterogenni rezistence se oktiprokazuje v laborato(15).

Toxicita beta-laktarin je zanedbatelna, ale vedlej&iinky jsou casté. Jedna se
hlavrne o alergické reakce vzhledu Kogky. MiZze dokonce dochazet az
k anafylaktickému Soku (15).

Beta laktamy se dale ¢d na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a
karbapenemy (15).

Tetracykliny

Jejich nazev pochazi odtyt Sestélennych kondenzovanych cykl Jednotlivé
tetracykliny se od sebe liSi hlayavymi farmakologickymi vlastnostmi (15).

Podkladem &nkem je inhibice proteosyntézy.Takto by tetraaykli mohli
pusobit i v buikach eukaryotnich. Jejich selektivni toxicita jendadim, Ze biky bakterii
je prijimaji mnohem snadfii nez buiky lidské. Vysledny &inek tetracyklih je
bakteriostaticky. Maji velmi Siroké spektrumcinku. Fisobi i na mykoplazmata,
chlamydie, rickettsie, spirochety, aktinomycety &ktaré prvoky (toxoplasmata,
plasmodia) (15).

Rada BZnych bakterii je v3ak dnes jiz na tetracyklinyisgntni. Tato rezistence
je zkizena mezi jednotlivymi tetracykliny. Jejim podkdaa je zngnéni propustnosti
zevni membrany, ochrana ribosbrevlastnimi proteiny, néasgji vSak aktivni
vycerpavani antibiotika z liky. Za casty vyskyt rezistence jecasti odpo¥dné jejich
¢asté uzivani v mediaira z¢asti jejich vyuzivani jako stimulatbrastu jaténych zviat
(15).

VedlejSi &inky tetracyklimi jsoucasté a projevuji se hlagv gastrointestinalnim
traktu. Nausea je danaimym &inkem na sliznici, zatimco fifem spiSe poruchou

normalni mikrofléry pemnoZenim rezistentnich stafylokok ProtoZe tetracykliny
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negiznivé ovliviuji tvorbu kosti a fisobi Zluté zabarveni ztipjsou kontraindikovany u
teéhotnych a dti do 8let (15).
Aminoglykosidy

Zakladem molekuly é&chto antibiotik je aminocyklitolovy kruh kémuZ jsou
glykosidickou vazbouifpojeny dalSi dva aminocukry (15).

Aminoglykosidy pmisobi na ribosomech vsamém caku bakterialni
proteosyntézy, a tak brani vzniku inigmdch komplex, od nichz se rozviji syntéza
bilkovin. Vysledny dinek je baktericidni (15).

Aminoglykosidy byly mivodré izolovany z vldknitych grampozitivnichagnich
bakterii ozn&ovanych jako aktinomycety. Jejich antibakterialmieldrum zasahuje
piedevsim aerobni gramnegativni bakterie, akopi i na stafylokoky (15).

Aminoglykosidy se prakticky Gbec nevdebavaji ze $eva, museji se proto
podavat parenterainZ téla se vylduji jen mai, proto @i tézkych poruchéach ledvin se
jejich mnoZzstvi musi redukovat (15).

Mezi nezadouci dinky pati hlavre nefrotoxicita, ototoxicita vedouci az
k hluchot a neurotoxicita (15).

Prirozena rezistence je dana zhorSenymnikem aminoglykosid do buiky.
Ziskana rezistence sgiga ve tvorls enzymi, které inaktivuiji jejich tinek.

Z aminoglykosid se nejasgji pouziva gentamicin, ktery ma vyrazny ototoxicky
acinek. Gentamicin fisobi na ¥tSinu gramnegativnich &nek a na #zné druhy
stafylokoki véetns nékterych kmei rezistentnich na oxacilin (15).

Linkosamidy

Linkosamidy (Neloren aj.) ziskaly &v nazev od produlniho kmene
Streptomyces lincolmensislsou odvozeny od aminokyseliny prolinu. Vaze s n
ribosomy, inhibuje peptidyltransferasu a bréani takniku peptidické vazby a
prodluZovani molekuly proteinuiBobi bakteriostaticky (15).

Linkomycin zastavuje mnoZeni grampozitivnich baktevéetné penicilin-
rezistentnich stafylokak(15).

Toxicita linkomycinu je velmi nizka. Podava se péah¢ i parenterald.
K nezadoucim &inkam pati reakce v mist aplikace, pifjem, zvySeni jaternich tést
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piedevsim zavazna pseudomembrand6zni kolitida vyvdiaxiaem Clostridium difficilg
které se ve gw premnozi, protozZe je rezistentni na linkosamidy. Tkadmplikace se
dostavuje i po l&¢ jinymi antibiotiky, nap. cefalosporiny nebo ampiciliem (15).

Linkomycin dol¥e pronikd do polymorfonukle&ra makrofag a predevsim do
kostni tkaw, a proto je velmi cenny prodbu stafylokokové osteomyelitidy (15).
Glykopeptidova antibiotika

Chemicky jsou to heptapeptidy s navazanou cukersiodkou. Zasahuji do
syntézy bakterialni &hy. Glykopeptidy fsobi baktericida (15).

Klasickym glykopeptidem je vancomycin (Edicin, Vaot aj.). Jeho spektrum je
omezeno jen nackteré grampozitivni mikroorganismy a na spiroché@ylezité je, Ze
vancomycin fisobi i na jinak rezistentni kmer8taphylococcus aureusledavno byla
objevena rezistence na vankomycin i u staffl@lb).

Toxicita je zn&na. Vankomycin postihuje ucho, ledviny a CNS (15).
Sulfonamidy a pyrimidiny

Na zaklad sveého dinku je fadime mezi antimetabolity. Maji podobnou stavbu
jako kyselina p-aminobenzoova (PABA).

Spektrum sulfonamid zasahuje z grampozitivnich mikiiob streptokoky,
stafylokoky, klostridia. Jejichdinek je bakteriostaticky.

Nezadouci ¢&inky sulfonamidi jsou casté, ale jen vyjim& jsou zavazné.
Rezistence vznika snadndepasi se plasmidy.

Samotné sulfonamidy se dnes jiZz nepodavaji, aleichjejkombinace
s trimethoprimem e pouZzivd héjnTrimethoprim se &n¢ podava v kombinaci se
sulfonamidem sulfamethoxazolem jako co-trimoxaBi$éptol, Primotren aj.). Vyhodou
této kombinace je mala praymbdobnost vzniku rezistence a také jejich synexgick
acinek. Zatimco kazda z obou sloZzek je pouze baldtimka, dohromady Usobi
baktericidr. Co-trimoxazol se ize podavat jak peroréntak i intravendsni infusi.

Z nezadoucich dinki se mohou vyskytnout problémy gastrointestinalnagsea
a zvraceni), kozni (alergické reakce, fototoxicBeevensv-Johnsiv syndrom) a poruchy
krvetvorby (15).
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1.4 Nosokomialni nakazy

Mezi nosokomialni nakazy ideme z#adit infekce, které pacient zisk&ip
hospitalizaci ve zdravotnickém iZzeni vcasovém rozmezi 48-72 hodin odjgti. Na
vzniku nosokomialnich ndkaz se r@&¢npodili oslabeni pacientovy imunity nemoci a
lécebné zasahy. Ke klinickym proj@wm nosokomialni infekce @iZe dojit jiz Ehem
hospitalizace infikované osoby. Vetsiné pripadi se vSak klinické fiznaky nemoci
projevi az po propudhi pacienta do domacihockni nebo po ieloZeni do jiného
zdravotnického zézeni (12,14).

1.4.1. ¥leni nosokomialnich nakaz podlegwodu vyvolavajiciho agens

Exogenni nemocemi nakazy pricina infekce byla na a do organismu zanesena
zverti (ruce personalu,ipvaz rany, kontaminovanéigtroje ¢i nastroje pi invazivnim
vySeteni atd.) Zdrojem exogennich nemaernich infekci, je zpravidla zdravotnicky
persondl.Casto jsou ze strany personélu pagmeny relativé banélni onemoemi
(rhinitidy, lehka péjmova onemocéni apod.) a hlawh zakladni hygienické zasady
(Spatn&i vibec zadna hygiena rukou mezi jednotlivymi pacie(iiy).

Endogenni nemocini ndkazyjednd se o infekce apobené &kterou za slozek
piirozené mikroflory pacienta, zanesenou z mistaopeného vyskytu na jiné misto
organismu (opekai rana, tka aj.) zpravidla v pibéhu operaniho vykonu nebo

v pribéhu invazivniho diagnostického terapeutického zakroku (14).

1.4.2. @leni nosokomialnich nakaz podle epidemiologickéhediska

Nespecifické nakaziteré probihaji v nemocnicich, ale mohou i iS5V dalSich
kolektivech utité lokality (zakladni Skoly, denni stacideraapod.). Hkladem niizeme
uvést alimentarni infekce. Nespecifické infekce djiyv ukazatelem hygienicko-
epidemiologické urowhurcitého zdravotnického #&eni (10,14).

Specifické nakazyznikaji nasledkem diagnostického nebo terapeétiokvykonu
u hospitalizovanych osob. NejsgjSi prenos byva inokulace nebo implantace agens

piimo do tk&s, rany, m@oveho astroji atd. Ménobvyklé byva &eni infekce kapénkami
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nebo alimentarni cestou. Vyskyt ovliye kvalita asepse, sterilizace a dezinfekce,

protiepidemicky rezim, oSi&vatelské standardy (10,14).

1.4.3. Zdroje nosokomialnich ndkaz
Pacient

Muze byt zdrojem specifické i nespecifickeé, exoganemdogenni nosokomialni
infekce. Ri¢inou miZze byt chybna diagn6za (z&dna onemocEni)infekéni nemoc v
inkubani dol#, noststvi patogennich mikroorganisim Pacient byva obvykle
kolonizovan nemocgnim rezistentnim kmenem MRSA. Jedna se tedy o eamdg
infekci. Fikladem niize byt genos MRSA z dutiny nosni do opé&na rany. Obzvlast
nebezpeéné je zaneseni MRSA u paciérst operacemi skeletu (10).
Zdravotnicky personal

Prenos z personalu na pacienta g grimou i nepimou cestou. NeptsSi roli
hraje zdravotnik v i@nosu nemocuinich mikroorganisrin Ucastni se tak procesuréii
nakazy, a to hlavnprostednictvim znéiSténych, nedostate¢, nebo nespragnumytych
rukou (10).
Navsevnik

Predpisy procetnost a dobu navdt u pacieni se v poslednich letecnané
uvolnily, a tim se zvySuje moznost zaldai infekkniho onemocéni do nemocrinich

zaizeni (10).

1.4.4. Cestyifenosu mvodai nosokomiélnich nakaz

Primy p'enosvyZaduje sotasnou pitomnost zdroje infekce a vnimavého jedince.
Uskute&nuje se kontaktem (dotek, polibek, pohlavni stykjkledem tohoto fenosu je
jiz zminovany kontakt zprogedkovany rukama zdravotnického personalu (14).

Nepimy penosse ¥tSinou d@&je kontaminovanymi diagnostickymi ackbnymi
pomickami, nastroji nebo obvazovym materialem. DalSZmosti jsou kontaminované
piednety denni pateby, infikované biologické roztoky a léky (krev,apima, infazni
roztoky, masti, atd.), kontaminovany vzduch (veéutity, inhal&ni pistroje), potraviny
(susené mléko, keni) a biologické vektorylenovci) (9,14).
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1.4.5. Nosfstvi MRSA

Pricinou Sfeni stafylokok ve zdravotnickych zZé&zenich byvaji asymptomati
(bezpiznakovi) nogii. NejzavazsjSi noststvi je nosni nogstvi, které byva v asi 20%
trvalé a v 50% intermitentni.

Mezi dalSi formy nosistvi pati kozni(nap.patologické kozni léze), perinealni,
strevni a nosistvi ve vlasov&asti hlavy. V gkterych gipadech mizeme stafylokoky
zachytit @i kultivaci vzorki maoti. Coz mize byt zgisobeno kontaminaci Zisel (i
nespravném odiou. V uriitém obdobi se té#h u vSech dti a dosglych vyskytuje nosni
noskstvi, asi ve 40% (6).

23



2. Cil prace a hypotézy

2.1  Cil prace

Zjistit frekvenci vyskytu MRSA u ambulantnich patié Porovnani frekvence
vyskytu MRSA u obou pohlavi, porovnani vyskytu zdnetlivé nEsice a porovnani
vyskytu za roky 2008 a 2009. Dale st rezistence a citlivosti na testovana antibiotika

a vytipovani rizikovych ¥kovych skupin.

2.2  Hypotézy:

HO1l: Odeteni citlivosti stafylokoka k oxacilinu na zakkadnhibicni zony
nevypovida pesre o rezistenci k meticilinu

HAl: Odeteni citlivosti stafylokoka k oxacilinu na zakkdnhibi¢ni zény
vypovida gesre o rezistenci k meticilinu

HO2 : Zachyt zvySeného vyskytu methicilin-rezistentnizblati v roce 2009 nez
v roce 2008

HA2: Zachyt snizeného vyskytu methicilin-rezistdomizolati v roce 2009 nez
v roce 2008
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3.Metodika

3.1  Transport klinického materiélu

Klinicky material gichazejici do mikrobiologické laborat Laboma \Ceskych
Budgjovicich, musi byt odebran na ¥yvce. Ri odbéru materialu na vyrovku je
vhodné pouzit transportniagu (. Amiesovo transportni medium, které obsahuje
anorganické soli, thioglikolat sodny, 1% agaru &vak uhli, ¢i Stuartova transportni
puda bez aktivniho uhli).

Je dilezité, aby vzorek byl do labor&® dopraven co mozna nejrychleji (do 2
hodin po odbru, pripadré do 24 hodin i dodrZzeni zasad pro uchovani jednotlivych

druhi materiélu).

3.2  Kultivaéni piedy

Podle druhu klinického materialu zvolime kuliiwd pady, na které material
naakujeme. \&tSinu material otkujeme do pomnoZzovactiigy (thioglykolatovy bujon).
Kultivaci provadime ve vhodném kultisaim prostedi @i teplo& 37°C 24 hodin. Pevné

kultivacni pady obvykle kultivujeme 24 — 48 hodin.

3.3 Mikroskopie

Mikroskopické preparaty barvime dle Grama. Gramioaxveni je postaveno na
rozdilnosti ve stauwb stny gramnegativnich a grampozitivnich bakterifi Barveni
vznika v bakterialni btce komplex krystalové violeti s jodem. Tento konxpde
u gramnegativnich bakterii vyplavuje acetongmlkoholem.

Postup Gramova barveni:iiPbarveni mikroskopického preparatu dle Grama
preparat nejive fixujeme (zatatim nebo alkoholem) a pak barvime krystalovouetiol
VSechny bakterie se obarvi tmavorm®@z modrofialoy. Dale gidame Lugoliv roztok
(obsahuje j6d). V obarvenych fkach vznika komplex barviva s jodem, ktery se u
gramnegativnich bakterii vyplavi. DAéleiefijeme prepardt acetonentimz dojde

k odbarveni gramnegativni bakterii. Poté pouZzijéatny karbolfuchsin pro dobarveni
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gramnegativnich bakterii. Jako vysledek vidime toma@dré grampozitivni bakterie a

cervené gramnegativni bakterie.

3.4 Vyhledavaci testy

Pro kultivaci Staphylococcus aureuse pouziva krevni agar. Krevni agar je
negastji uzivana fida v bakterialni diagnostice. Pro vyrobu krevnilgara se pouziva
defibrinovana ovi ¢i beranni krev. Pokud na krevnim agaru po kuliivagroste
StaphylococcusrozliSujeme, zda se jedna &taphylococcus aureuspebo o
Staphylococcuplasmakoagulazanegativni.

Muzeme si vybirat z velkého mnozstvi kodrérvyrakenych gipraviki.

Postup latexoveé aglutinace naikaz kapsularnich antigénNa desitku kdpneme kapku
negativni kontroly a kapku latexového testu. Ke déazkapce pdame kltkou
vySetovany kmen. VSe promichdme. Pokud dojde k aglutingedna se o
Staphylococcus aureupokud ne, pak se jedna Staphylococcuplasma koagulaza-
negativni. V pipadt, Ze dojde i v negativni kontrole k aglutinaci, pa& jedna o
spontanni aglutinaci a test nelze hodnotit.

U Kklinického materialu, kde nenStaphylococcus aureufko keZzna fléra,
stanovujeme citlivost k antibiotikn a sodasré provadjime vyhledavaci testy na
MRSA. Podle zavaZznosti materialu se stanovuje mamimnhibicni koncentrace daného
schopna zastavifist testovaného kmene bakterie.

Pt stanoveni MIC se vySatvany kmen nasadime do 2 ml bujonku a nechame
kultivovat pi teplo€ 37°C 2 hodiny. Bujon rfadime 20 ml fyziologického roztoku na
silu zékalu 0,5 — 1 stupeMcFarlanda iecni asi 1:10). Dale pomoci automatické
krokovaci pipety natkujeme mikrotitréni destéku s vybranymi druhy antibiotik o
piislusnych koncentracich. Kultivujeme setpplog 37°C 24 hodin v &né atmosfi.

V pripak vzorku cilek vySetovaného na pikaz MRSA, provagime
vyhledavaci testy i u materialu, kde $#aphylococcus aureyako kezna flora. Mezi
vyhledavaci testy p#ttest citlivosti k cefoxitinu a MRSA-select (=uiga viz déle).
Citlivost k cefoxitinu stanovujeme difazni diskovawetodou. K vySéeni se pouzijeme
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bily (bez krvinek) Mueller-Hintoiiv agar. Bipravime suspenzi vy§elvaného kmene o
sile 0,5 stuptiMcFarlanda, fpdu prelijeme suspenzi bakterii, poloZime disk cefoxitinu

a 24 hodin kultivujeme. Pokud inhdnii zéna kolem disku cefoxitinu je 22mm a vice,
jedna se o citlivy kmerStaphylococcus aureu®okud je inhikini zéna v rozmezi 6-
21mm, jedna se o kmen MRSA.

MRSA-select = agarové medium pro izolacirarpu identifikaci MRSA.
Selektivita tohoto media je zaloZzena nidtgmnosti vysoké koncentrace soli aésm
antibiotik a fungicid, ktera inhibuje W¥tSinu mikroli s vyjimkou stafylokok
rezistentnich na methicilin. Identifikace je zalodena piikazu specifické aktivity
Staphylococcus aureuSgpeni Fitomného chromogenniho substratu, vede
k intenzivnimu @Zovému zbarveni kolonii MRSA. Inokulace rékgeme na pimou a
negimou.

- Fima: Inokulujeme roztem @imo z vySetovaného vzorku.

- Negima: Vzorek (tampon) se umisti do 1ml bujonu (n&lol sterilniho

fyziologického roztoku). Inokuluje se r@e¢m 5Qu této suspenze. Inkubace se provadi
18 — 24 hodin p 37°C. Poté oddtame.

3.5 Kvalitativni latexova aglutinace

Pokud se jedna o akutni vy&mti vzorku, nebo mame dilé nejasnosti
v predchozim vySééeni, provadime kvalitativni latexovou aglutinace 4aloZzena na
detekci penicilin vazajiciho proteinu PBPZé&@mného na buftné membraé methicilin
rezistentnich kmanS. aureusPrincipem je reakce latexovy¢stic senzibilizovanych
monoklonalnimi protilatkami s extraktem PBP2a z d&mé membrany MRSA po
povaeni bakterialni suspenze v alkalickém piredi.
Postup:
- Reagencie vytemperujeme na pokojovou teplotu
- Do zkumavky fidame 4 kapky extrakihocinidla
- Plastovou ktikou (1u) ptidame kulturu testovaného kmene a to dostetennozstvi (25
— 30 malych kolonii o giméru 0,5mm), nebo 4 — 5 velkych kolonii gomér 2,5mm)

- Suspenze nechameékthdre homogenizovat a na 3 minuty umistime do vodnidazn
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o teplo¢ 95 — 100 °C

- Zkumavku vyjmeme a nechame zchladnout na pokajtelotu

- Fridame 1 kapku extrakihocinidla a centrifugujeme 5 minuti@000ot&kach

- Supernatant ihned po &&mi pouZijeme do reakce, na testovaci kartu naggrae

2 kapky (5@/kapka)

1. kapka + kapka Sensitized Latex, promichame glast ty¢inkou

2. kapka + kapka Control Latex, promichame plasidy&inkou

- Krouzivym pohybem promichavame suspenzi a sletijeznik aglutinatu v gibéhu 3
minut

Hodnoceni: Dojde-li k aglutinaci v kapce se serizibvanymi latexovymi¢asticemi a

negativni kontrolaistava bez aglutinace, jedna se o kmen MRSA.

3.6  Stanoveni citlivosti diskovou difuzi
Diskova difusni metoda se pouZiva ke stanovenive#li rychle rostoucich
nenargnych bakterii k antibiotigm.

3.6.1 Mueller Hingon agar (MHA)
Tato pmida vyhovuje pro stanoveni citlivostiétginu kmeri. Rast nekterych

bakteriii Ize podpit piidanim 5% defibrinované évkrve.

3.6.2 Disky

Vybér testovaného antibiotika zavisi na druhu baktanigelu, pro ktery vysledek
testu citlivosti pouzijeme. Pro epidemiologické&ely pouzivame stabilni sestavy disk
Cilem je ziskat, co nejsSirSi informace o vy8eaném kmeni.

Sestavy obsahuji nejvice Sest disiNa Stafylokoky je to néasgji oxacilin,
cefazolin, tetracyklin, erythromycin, cotrimoxazoklindamycin. V pipad, Ze se jedna
0 VYIr z nosu je to neomycin nebo bacitracin.

Disky uchovavame v zavislosti na druhu antibiofkia+4°C nebo p -15°C. D&
hodiny ged pouzitim paebny pdet diski premistime do pokojové teploty k odstéan
kondenzani vody.
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Disky klademe na povrch ploten nejpégdl5 minut po inokulaci. Pomoci
injekéni jehly nebo pinzety na plotnu otpnéru 90mm umistime nejvySe Sest disko
kruhu. Disky k ploté jemre pritiskneme, aby cela plocha disku byla v kontaktu
s povrchem fdy. Po kontaktu s povrchemigly nemizeme jiz disk pemistit, protoze
antibiotiku okamzit difunduje do agarovéiply.

Nejpozdiji do 15 minut po kladeni diskumistime plotny do termostatu skem
doli a inkubujeme $ 37°C pes noc. Kmeny, které mohou byt heterorezistentni
(nap.stafylokoky) musime inkubovat celych 24 hodin.

Po inkubaci posuvnym é&hitkem zn&fime pameéry inhibicnich zon (¢etre
diskd). Interpretace fiméru inhibice zén je v tab.1. Hodnoceni Ize zrychliusnadnit

pouzitim Sablony s vyzianymi limity pro citlivé kmeny.
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4. Vlastni vyzkum

4.1. Charakteristika sledovaného souboru

Pro vyzkumny soubor bylo pouzito za rok 2009 51rkizood ambulantnich
pacientt kolonizovanych MRSA z mikrobiologické labor#o Laboma Ceské
Budéjovice. Za rok 2008 bylo pouzito 46 vzdrkod ambulatnich pacieint z
mikrobiologické laboratie LabomaCeské Budjovice. Sledované znaky vyzkumného
souboru jsou pohlaviék, obdobi zachytu, citlivosti rezistence k danému testovanému
antibiotiku. Vekové skupiny jsou rozdeny v rozmezi patnacti let. Obdobi zachytu je

rozdéleno po ndsicich. Typ grafu, ktery byl pouZit, je sloupcovyyseovy.
4.2. Grafické znazoréni

Tab.2 Péet pozitivnich izolat na MRSA u jednotlivych pohlavi za rok 2009

Pohlavi Zeny muzi

pocet izolat 34 17
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pocet izolat G

Zeny muzi

pohlavi

Obr.1 Pget pozitivnich izol&t na MRSA u jednotlivych pohlavi za rok 2009

Tab.3 Pdet pozitivnich izolat na MRSA u jednotlivych pohlavi za rok 2008

Pohlavi Zeny Muzi

pocet izolati 33 13
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pocet izolat G

Zeny muzi

pohlavi

Obr.2 Pget pozitivnich izoldt na MRSA u jednotlivych pohlavi za rok 2008

Na obrazkue.1 a¢.2 je znazorén zachyt MRSA dle pohlavi. Vice pozitivnich
vzorki na MRSA bylo jednozriaé u zen.
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pocetizolat t

mésice

Obr.3 Pget izolafi pozitivnich na MRSA za jednotlivédsice roku 2009
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pocetizolat

Obr.4 Pdaet izolati pozitivnich na MRSA za jednotlivédsice roku 2008

Na obrazcick. 3 a¢.4 je zobrazen celkovy zachyt izaldRSA v roce 2009 a
2008.Casové obdobi je rozlozeno do jednotlivyckisioi. Paset pozitivnich vzork se
liSil za oba roky i za jednotlivé &sice. V roce 2009 bylo nejvice pozitivnich vzbrk

v listopadu (14 vzork) a v roce 2008 to bylo v unoru (7 vzajk
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Obr.5 Rezistence MRSA k antibiotikn za rok 2009
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Obr.6 Rezistence MRSA k antibiotikn za rok 2008

Na obrazkw.5 ac.6 je zobrazena rezistence MRSA k antibiitikza rok 2009 a
2008. Tato sada ATB se voli podl&nnosti na Gbakterie, v tomto fipads
na stafylokoky. V obou grafech je znazémnpaiet izolati MRSA za jednotlivé roky
2009 a 2008.
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Obr.7Zachyt MRSA dle ¥kovych skupin v roce 2009

Nejvice pozitivnich vzork na MRSA v roce 2009 se vyskytovalo vékevé

kategorii 76-90 let (46 %, 24 vzark naopak nejménjich bylo ve ¥kové kategorii 16-

30 let (2%, 1 vzorek).
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Obr.8 Zachyt MRSA dle &kovych skupin v roce 2008

Nejvice pozitivnich vzork na MRSA v roce 2008 se vyskytovalo vékevé
kategorii 76-90 let (34 %, 15 vzark ale ve ¥kové kategorii 46-60 let bylo jen 0 1
vzorek mén (30%,14 vzork), nejmeénrt jich bylo ve ¥kové kategorii 16-30 let (2%, 1

vzorek).
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5. Diskuze

Meticilin-rezistentniStaphylococcus aure8RSA) je bakterie, ktera jéastou
piicinou infekci ziskanych v nemocnich zdizenich (7). Tyto nakazyiedstavuji velky
problém vzhledem k poope&ir@im komplikacim a prodlouzenécl& (5). Priblizné 25%
az 30% populace je kolonizovargaureema z toho 0,2% az 7% MRSA. Navic se
ukazalo, Ze rize kolonizovatéleny rodiny, co sdileji jednu domécnost (tZefiva
v rué¢nicich a domacich pabach) (8).

Hlavnim cilem mé prace bylo zjistit frekvenci vyskyMRSA u ambulantnich
pacienti, porovnani frekvence vyskytu MRSA u obou pohlgyovnani vyskytu za
jednotlivé ngsice a porovnani vyskytu za roky 2008 a 2009. Rafeni rezistence a
citlivosti na testovana antibiotika a vytipovankikovych wkovych skupin. K tomu,
abych tohoto cile dosahla, jsem graficky a staligtzpracovala data ziskana z roku 2009
a 2008. Soubor dat obsahuje 51 pozitivnich ifolda MRSA v roce 2009 a 46
pozitivnich izolaiv roce 2008.

V piipact zachytu MRSA dle pohlavi je u miuzachyt v roce 2009 a 2008

témei stejny (viz obr.¢. 1 a 2). Procentuanvyjadieno 28,26% z pau 46
pozitivnich izolal v roce 2008 a 33,33% z §a 51 pozitivnich izoldt v roce 2009. U
Zen je zachyt také téfhstejny v roce 2008 i v roce 2009. V procentechV4d% z 46
pozitivnich izolad v roce 2008 a 66,66% z ¢a 51 pozitivnich izolat v roce 2009 (viz
obr.¢. 1a2).

Z&chyt dle jednotlivych gsial neukazal jednoziaou zavislost vyskytu MRSA
naranim obdobi (viz obr¢.3 a 4). V roce 2009 byl nejvysSi vyskyt v listopad4
pozitivnich vzork), oproti tomu vroce 2008 byl nejvyssSi vyskyt v @mo
(7 vzorky). Stejre tak rezistence k jednotlivym antibiotitn zistava stejna, objevuji se
pouze ojeditlé odchylky (viz obrg. 5 a 6).

Zametime-li se na zachyt MRSA u jednotlivyckkovych skupin v roce 2009 a
2008 (viz obr.¢. 7 a 8), tak objevime shodné znaky. Nejpga$inshodou je vysoky
zachyt MRSA u w¥kové skupiny 76-90 let (46% z §o 51 pozitivnich izolat za rok
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2009 a 34% z pu 46 pozitivnich izoldt v roce 2008). Vyrazny je také zachyt u
skupiny 46-60 let v roce 2008, a to 30%.
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6. Zawr

Meticilin-rezistentniStaphylococcus aureMRSA) je bakterie, ktera jeastou
piicinou infekci ziskanych v nemocnich za&izenich (7). Tyto nakazyiedstavuiji
velky problém vzhledem k poopé&rdm komplikacim a prodlouZzené&l& (5).

Je jednim z 50 stafyldka jehocharakteristikou, vyhledavacimi metodami a
zachytem v roce 2009 a 2008 jsenv$éto praci zabyvala.

V praci jsem vyslovila d¥ hypotézy. Hypotézag.l: Odeteni citlivosti
stafylokoka k oxacilinu na zakladinhibicni zény nevypovida/vypovidargsré o
rezistenci k meticilinu. Mame sice dité rozmezi, v kterém by se inhibi zéna ndla
vyskytovat, ale zaleZi na l&kajak sam to posoudi. Musime ovSem uznat, Zedt&n¢
piipadi zona odpovidala. Proto hypotézd byla potvrzena, zéna vetsine pripadi
odpovida.

Hypotéza ¢.2: Zachyt zvySeného/snizeného vyskytu methicilin-tenshich
izolati v roce 2009 nez v roce 2008. Zachyt pozitivniablath na MRSA se zvlast
nezvysil u Zen to bylo o 1 pozitivni izolat a nduz 4 pozitivni izolaty oproti roku 2008.
Hypotézat.2 tedy pesto byla potvrzena,vyskyt se zvysil.

Hlavnim cilem mé prace bylo zjistit frekvenci vyskyMRSA u ambulantnich
pacienti, porovnani frekvence vyskytu MRSA u obou pohlgdrovnani vyskytu za
jednotlivé nésice a porovnani vyskytu za roky 2008 a 2009. Radeni rezistence a
citlivosti na testovana antibiotika a vytipovardikiovych wkovych skupin.

Zachyt MRSA u jednotlivi se zvySuje s rostoucingkem, coz je spojeno
s ¢astjSimi a &tSimi zdravotnimi problémy a oslabenim starSiclngd Vytipovanou
rizikovou skupinou je &kova skupina od 76 do 90 let, jak v roce 2009,takace 2008
(v roce 2008 je to navic i skupina 46-60 let).

Castjsi vyskyt u Zen neZ u iwia je také zpsoben tim, Ze Zeny se doZivaji
vySSiho ¥ku nez muzi a vysSigk je rizikovym faktorem pro MRSA.

V ptipac zachytu dle réniho obdobi, nebyla nalezena souvislost v zachytu

MRSA a jednotlivymi ngsici v roce.
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Rezistence a citlivost na antibiotika se nijakazgre neznénila za roky 2009 a
2008, aZz na par odchylek.

Cile, které jsem si stanovila, jsem splnila a zéfiggem si prohloubila znalosti
v oblasti problematiky MRSA.

Ma prace by mohla byt pouzita jako pomocnik prepzémi situace v zachytu
MRSA, jelikoZ jsou zde vytipovany rizikov&koveé skupiny a proto je moznéairg se
soustedit na preventivni opi&ni. Dale by mohla byt pouzita jako studijni matkepro

studenty Zdravothsocialni fakulty.
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8. Kli¢ova slova

Antimikrobialni latky

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus

Nozokomialni ndkazy
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9.Prilohy

Obr.9 Kultivani pada s disky na fikaz citlivosti na antibiotika
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Obr.10 Krevni agar
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Obr.11 Kultiva&ni pady s disky na citlivost na antibiotika
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L)

Tabulkal. Interpratace priménh inhibiénich zdn,

Frumer ik, [2ény {mm)

Digk Obsah diekis Cruh Citlivy fersientn|
Amikacin {1} 30 ug =17 =14
Ampicilin 10ug emarakoky a7 =16
ramnegativ [rdky =17 =13
Ferralily (2) 235 =21
Defarie =20 =18
strapiokoky =30 =51
Amasiciaklavulanowvd kys, 20M0ug  |gramnegatind itk 21B =13
stafylakaiy, hemalily 220 EaL]
AmplclinSubakiam W03 ug  [hemaliy =20 =19
asiaind bakiere x15 =11
AZlaElin 75 ug preLCoTROnAdy =18 (3)
Aziraanam 30 ug =23 =15
Celalatin 30 ug =18 =14
Celaperazon 75 ug ad =15
Celataom 30 ug FraETnagaliv Iydky i =15
hemoily =26 M
Celaxitin 30 ug =22 =15
Ceftazidm 30 Ly 221 =15
Caftiaxzn B0Ug  |gramnegatie fyeky =21 =15
Rarnaliy =26 M
Cefurodm 30 ug gramnegarienl iyiky =23 =14
hamuoniy =24 =20
Ciprodloxacin Sug =21 =15
Erylromycin 15 ug =23 =13
Gentamicin (1} 10 ug =15 =12
Chloramien kel 30ug  [hemolly ) =55
aslaln! bakisna =18 12
Irnipenem 10 ug =22 17
Kanamycin {1) 30 ug =18 %13
(Elindamycin (4] 2 ug = =14
Wolistin B 10 ug =1 =5
Fo-Irimoeazal (5] 25 ug ol =10
Kyseling aualinoyd 30 ug 215 =13
Matibmizin (1) 30 ug g5 =12
Mirrgdurentein 100 ug 27 =14
Crloacin 5 ug =16 =12
Cwacilin (8) 1ug stafylokok )y =13 =1
DRI (77 =20 =14
Feniciin 1oJd Loyliage ety =15 id
ganskoky (2) =47 <2
Nefera =30 =18
sk aky (B =35 M
srafwakaky (2] =24 =B
slrmptataky =T =15
Rirasmpzin 5ug =20 =16
Spaklinormycin 1040 ug gonakoky =18 =14
Sultisanarol 300 ug =17 w12
Telracyikin 30 ug SRk =38 =30
hamaiily =29 =25
esiatni bakfarnis =15 =14
Teikop anin 30 ug =14 =10
Tikarciin FEYT] RTINSGAN ek =20 =14
pEeudomonady =15 {3) =14
Tot!'arn:,l::in 1] 10g =15 =12
Wankomycin 30 g efttarakoky =17 =14
oslalnl gram+ koky (" ald =8

Stanoven' cilivost diskeveu diue melodon
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