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VySetieni citlivosti k antibiotikiim u kment Staphylococcus aureus
fenotypovymi metodami v rutinni mikrobiologické laboratori a

interpretace vysledku

Abstrakt

Cilem bakalarské prace je pochopeni a spravnad interpretace vysledkl citlivosti k
antibiotikim u kment Staphylococcus aureus ze zavaznych klinickych materiald, jako
jsou hemokultury, punktéaty z kloubt a abscesi, stéry z ran, tkané pti infekcich totalnich
endoprotéz, vzorky moce, materialy z dolnich dychacich cest a dalsi klinické vzorky.
Na zékladé dat, se kterymi jsem pracovala, bylo také mym cilem podpofit ev. vyvratit
hypotézu €. 1, ze ma smysl u kazdého nalezu kmene Staphylococcus aureus v zavazném
klinickém materialu odebrat u pacienta i hemokultury. Potvrdit nebo vyvratit hypotézu
¢. 2, ze s poctem pozitivnich nalezti kmene Staphylococcus aureus ve vzorcich moci
bude soucasné procentudlné¢ nejvice pozitivnich hemokultur ve srovnani s poctem

nalez kment Staphylococcus aureus v ostatnich klinickych materialech.

Cile, které jsem si stanovila, byly dosaZeny pravidelnou praktickou vyukou na Odd¢leni
klinické mikrobiologie. Metodiky vySetfeni citlivosti jsem si na odd€leni osvojila a
sama je poté¢ provadéla pod odbornym dohledem. Pfed tim, nez jsem si mohla sama
vyzkouset interpretovat vysledky, bylo nutné vypracovat a nastudovat teoretickou ¢ast
prace, kde je podrobné charakterizovan rod Staphylococcus aureus, antibioticka 1é¢ba
tohoto kmene a vycet nejcastéji testovanych antibiotik v rutinni mikrobiologické

laboratofi.

V praktické casti prace jsem se zabyvala stanovenim citlivosti k antibiotikiim pomoci
diskového difuzniho testu a stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace. Interpretovala
jsem vysledky, kde jsem pro ptiklad zobrazila nejcastéji se vyskytujici antibiogramy,
ale také antibiogramy, které se vyskytuji méné ¢i vzacng.

Dale jsem zpracovala vysledky citlivosti Staphylococcus aureus. VySetiovany soubor
tvofilo 588 vzorkt Staphylococcus aureus pozitivnich, z nich 72 vzorkd bylo MRSA



pozitivni. U tohoto souboru bylo dale zjistovano zastoupeni pozitivnich hemokultur
nalezenych u soucasné nebo dfive hlaSenych pozitivnich klinickych materiala.
Pozitivnich hemokultur u klinickych materidlii bylo cca 5,2 % ze vSech pozitivnich
klinickych materialti. Nejvice pozitivnich hemokultur se nachazelo u pifedchozich
pozitivnich moc¢i, procentualné cca 17 %. Jako druhda byla nejvySsi pozitivita
hemokultur u vzorku z kosti, kloubti cca 14 %. Nasledovaly umélé materialy cca 13 %,
zilni katetry cca 10 %, abscesy cca 6 %, materiadly z dychacich cest cca 4 %, mé&kkeé

tkané cca 3 % a rany s cca 2 %.

Vyznamnym ziskanym poznatkem a zavérem prace je pravé fakt, ze pifi zavaznych
stafylokokovych infekcich se odbér hemokultur od pacienta ukazuje jako nutnost a jako
povinnost odbéru hemokultur pacientovi je nalez kmene Staphylococcus aureus ve

vzorku moci.

Kli¢ova slova: Staphylococcus aureus; minimalni inhibi¢ni koncentrace; diskovy

difazni test; citlivost; antibiotika; hemokultury



An examination (analysis) of susceptibilities to antibiotics of the strain
Staphylococcus aureus performed by phenotypic methods in
conventional microbiological laboratory and interpretation of its

results

Abstract

The aim of bachelor’s thesis is the understanding and the correct interpretation of results of
susceptibility to antibiotics of the strain Staphylococcus aureus from serious clinical
materials as a hemoculture, a peritoneal fluid from joints and abscesses, a smear from
wounds, tissues during infectious total artificial joints, samples of an urine, materials
from the lower respiratory tract and another clinical samples. According to data which
have been used, my aim also have been to prove or eventually disprove the first
hypothesis, that makes sense to collect also hemocultures from patient whose result in
the serious clinical material contained the strain of Staphylococcus aureus. Prove or
disprove the second hypothesis that with the number of positive results of the strain of
Staphylococcus aureus in samples of urine will be in the same time the most positive
hemocultures in percentage in comparison with results of the strains of Staphylococcus

aureus in other clinical materials.

Defined targets were reached by regular practical education in the Department of
Clinical Microbiology. | had adopted a methodology of examination of susceptibility in
the department and then have practiced under the professional supervision. Before the
practical part of my thesis, | have had to elaborate and learn theoretical part of it. In that
part is deeply described the kind Staphylococcus aureus, antibiotical treatment of this

strain and the list of mostly tested antibiotics in the routine microbiological laboratory.

In the practical part of the thesis | am focusing on the determination of sensitivity to
antibiotics by the disk diffusion method and a defining minimal inhibition
concentration. | have interpreted results and for example, | have depicted mostly

occurred antibiograms and equally less occurred or rare ones.



Then I have processed results of sensitivity of Staphylococcus aureus. The examined set
has been containing 588 samples of positive Staphylococcus aureus. 72 samples from
the set have been MRSA positive. A representation of positive hemocultures has been
examined too in currently or earlier found positive materials. Positive hemocultures in
positive materials have been found in ca 5,2 % of all positive clinical materials.

The most positive hemocultures were found in previous positive samples of urine — ca
17 %. The second highest positivity of hemocultures was in samples from bones and
joints — ca 14 %. Then artificial materials ca 13 %, venous catheters ca 10 %, abscess ca

6 %, materials from respiratory tract ca 4 %, soft tissues ca 3 % and wounds ca 2 %.

The significant gained finding and conclusion of the thesis is the fact that during serious
staphylococcus infections the sampling of hemocultures is indicating as a necessity and
as an obligation of the sampling of hemocultures of a patient is finding of the strain of
Staphylococcus aureus in the sample of urine.

Key words: Staphylococcus aureus; minimal inhibitory concentration; disk diffusion

method; sensitivity; antibiotics; hemocultures
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1 Uvod

1.1 Diivody pro vybér pravé tohoto tématu

Toto téma jsem si vybrala z divodu mého zajmu o bakteriologii a 1écbu bakteridlnich
infekci antibiotiky. Jiz na stfedni Skole mé obor mikrobiologie zajimal a pravé zde jsem
pochopila, Ze bych tento obor chtéla dale studovat. Ve specidlni bakteriologii na stiedni
Skole jsme problematiku kment Staphylococcus aureus probirali velmi detailné, nase
vyucujici lékatka se €asto zminiovala o nutnosti spolupradce mikrobiologa a klinického
lékafe a o tom, jak je to ndkdy tézké. Casto nam vypravéla piibéhy anonymnich
pacientd se stafylokokovymi infekcemi a zminovala se o tézkostech, které provazeji
prave 1é¢bu téchto infekei. Déle jsem chtéla byt pfitomna pravé u interpretace vysledkt

u pacienttl a také u komunikace mezi 1€kari.

1.2 Interpretace antibiogrami kmenta Staphylococcus aureus
Metodologie a interpretace vysledku citlivosti antibiotik je podle mého pozorovani na
oddéleni mikrobiologie velmi jasnad a dobie hodnotiteln4 laboratorni technika. Pfi své
bakalarské praxi jsem se snaZila pozorovat a studovat jednotlivé antibiogramy
stafylokokii. Nékteré se vyskytuji Casto a opakované, jiné jsou vzacnéj$i, jejich
interpretovatelnost je ale pfesné dana. Casto jsem byla pfitomna i u telefonické
komunikace mezi mikrobiologem a klinickym Iékafem a to uZ mi tak jasné a
jednoduché nepfislo.

To je divodem, pro¢ jsem nakonec do své prace zahrnula hypotézy tykajici se nejen
interpretace vysledku citlivosti, ale i interpretace nalezl stafylokoka jako bakteridlniho

druhu v klinickém materialu.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rod Staphylococcus

Bakterie, které se fadi do rodu Staphylococcus, byly popsany jiz r. 1880. Ve
zhotoveném mikroskopickém preparatu z hnisu je pozoroval skotsky chirurg a
amatérsky mikrobiolog Sir Alexander Ogston. Nezavisle na sob¢ stafylokoky téhoz

roku pozoroval také Louis Pasteur (Votava et al., 2003; Benes, 2009).

Stafylokoky jsou morfologicky gram pozitivni, nepohyblivé a nesporulujici
mikroorganismy (GENC et al., 2008). Netvofi pouzdro nebo jen velmi omezené
(Votava et al., 2003). Maji tvar kokli o priméru 0,5-1 pm. Jejich typické uspotadani je
ve tvaru shluki neboli hroznl (staphylé znamena v fectiné hrozen), ale mizou se
objevit 1 samostatng, v parech, tetradach ¢i kratkych fetizcich (Benes, 2009).

Morfologickou podobnosti se vyznacuji koky z rodu Micrococcus a Peptococcus, ty se
vSak odliSuji na Grovni DNA, proto je vylu€ujeme na trovni taxonomické piibuznosti

(Greenwood et al., 1999; Murray et al., 2003).

Metabolismus stafylokokii je fakultativné anaerobni, mohou se vSak objevit nékteré
vyjimky (Votava et al., 2003). Timto se tedy také 1isi od kokt z rodu Micrococcus a
Peptococcus. Zastupci rodu Micrococcus jsou striktné aerobni a naopak koky z rodu
Peptococcus se vyznacuji striktné anaerobnim metabolismem. Stafylokoky pomérné
dobfte odolavaji neptiznivym vliviim zevniho prostfedi. Rostou i pfi vysoké koncentraci
soli v médiu a odolavaji 1 vyschnuti. Tato skutecnost miZze byt moznym projevem

adaptace na zaschly pot (Greenwood et al., 1999, Murray et al., 2003; Benes, 2009).

Rod Staphylococcus, jehoz zastupci mohou byt ptivodci i velmi zavaznych infekci jak u
lidi, tak u zvifat (Greenwood et al., 1999) ¢ita kolem 53 druhti a poddruht, avSak ne
vSechny jsou uplatiiovany v huménni medicing (Bednaf et al., 1996; Petras, 2010). Cely
rod mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin a to na zdkladé¢ schopnosti enzymu

koaguldzy (enzymaticky) koagulovat plazmu. Prvni skupinou jsou koaguldza-pozitivni
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stafylokoky, druhou skupinu nazyvame koaguldza-negativni stafylokoky (KNS) (Benes,
2009).

Ke koagulaza-pozitivnim stafylokokim se kromé druhu Staphylococcus aureus tadi i
druhy Staphylococcus lugdunensis ¢i Staphylococcus intermedius. VSechny druhy patii
mezi patogenni stafylokoky. Staphylococcus aureus je ale hlavnim a nejcastéjSim
patogenem clovéka tohoto rodu. U nékterych zdravych lidi (cca 30 %) lze
Staphylococcus aureus téz nalézt, napiiklad na kazi ¢i v nose. Témto lidem fikame
nosi¢i a bakterie jim nezplsobuje onemocnéni (Havlik, 2002; Votava et al., 2003,
Greenwood et al., 1999). Staphylococcus aureus zpisobuje bézné infekce lokalniho
charakteru, ale také celkovd onemocnéni spojend se zdvaznymi klinickymi ptiznaky,

ktera zvySuji mortalitu hospitalizovanych pacientt (Peleg et al. 2002).

Mezi koagulaza-negativni stafylokoky patii napi. Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus hominis ¢i Staphylococcus saprophyticus. KNS jsou komenzalové,
kteti tvofi velkou ¢ast normalniho mikrobiomu kiize a sliznic ¢lovéka. Lze je také nalézt
V potravinach a v jiném prostfedi. V dnesSni dobé vSak plati 1 za oportunni patogeny.
Infekce jimi vyvolané jsou nejCastéji spojené s cizorodymi materidly, jako jsou
napiiklad umélé chlopné, cévni protézy, kardiostimulatory, zilni katétry, atd., anebo
vyvolavaji infekce mocovych cest. Mezi vyvolavatele infekci mocovych cest patii
Staphylococcus saprophyticus (Greenwood et al., 1999; Votava et al., 2003; Petras,
2010).

2.2 Staphylococcus aureus

Taxonomické zarazeni stafylokoka je nasledujici, fadi se do fise Eubacteria, kmene
Firmicutes, tiidy Bacilli, fadu Bacillales, c¢eledi Staphylococcaceae a rodu
Staphylococcus aureus (Garrity et al., 2004).

Staphylococcus aureus je, jak jiz bylo zminéno, nejvyznamnéj$im zastupcem rodu
Staphylococcus skupiny koagulaza-pozitivnich stafylokokii. Dale mtizeme urcit dva

poddruhy zminéného stafylokoka, a to Staphylococcus aureus subsp. aureus, a
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Staphylococcus aureus subsp. anaerobius. Druhy zminény je anaerobni druh, proto se
budu zabyvat jen prvnim poddruhem a budeme ho dale nazyvat pouze Staphylococcus

aureus (Votava et al., 2003).

2.2.1 Mikroskopie
Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie, to znamena, ze dle Gramova barveni
jej v mikroskopu vidime tmavomodie (Votava et al., 2005). Nemtzeme vSak tuto

bakterii odlisit od ostatnich stafylokokovych druhii (Votava et al., 2003).

2.2.2  Kultivace

Staphylococcus aureus je pomérné nenaro¢ny mikroorganismus, roste velmi dobie v
Sirokém rozmezi teplot a to jiz od cca 7°C az do cca 46°C, v laboratofi inkubujeme pfi
teploté 35+1°C, po dobu 18+2 hodiny. Také se mu dafi v riznych hodnotach pH od cca
4,2-9,3. Jeho rist mizeme pozorovat jak na béznych kultivacnich ptidach, tak na
zivném agaru se srdcovou ¢i mozkovou infizi, nebo pfidavkem krve. V dne$ni dob¢ se
nejvice pouziva krevni agar s 5 % ptidavkem beranich krvinek tzv. krevni agar nebo
trypton sojovy agar TSA. U vzorkli, které¢ jsou kontaminovany, je vyhodné pouZzit
selektivni ptidu jako je napiiklad krevni agar s 10 % NaCl. Tato selektivni ptda

potlacuje riist gram negativnich bakterii.

Na obycejném krevnim agaru pii standartni teploté a ¢asu poté miizeme pozorovat cca
1-3 mm veliké, neprithledné, hladké, lesklé, okrouhlé kolonie krémovité konzistence.
Kolonie jsou vétSinou pigmentované. Tyto pigmenty jsou karotenového typu a maji
smetanovy, zluty, nékdy az oranzovy naddech. Kolem kolonii si miizeme vSimnout beta-
hemolyzy v rizném stupni. Pokud je Staphylococcus aureus nalozen do
pomnozovaciho bujonu, tak po uplynuti ¢asu inkubace je bujon zakaleny a muze se

tvorit sedlina (Bednaf et al., 1996; Murray et al., 2003; Votava et al., 2003).

2.2.3 Rezistence
Staphylococcus aureus vydrzi i zahfati na cca 60°C, odolny je i k vysychani. Mtuzeme
ho najit i v zaschlém hnisu. Dale, jak uZ jsem zminila, miiZze pfezit a dokonce se i

pomnozit v prostiedi s vysokym podilem soli. Velmi dobfe odolavaji alkoholu, ktery je

15



spiSe konzervuje, fenolu a rtuti. Snesou i pfitomnost napftiklad lithia, oxidu teluru ¢i
glycinu, naopak k zasaditym barviviim a nenasycenym mastnym Kkyselinam jsou celkem

citlivé (Votava et al., 2003; Benes, 2009).

2.2.4 Antigenni charakter

Bunécéna sténa je slozena z peptidoglykanu neboli mureinu, kyseliny teichoové a
proteinu A. U¢inky peptidoglykanu miizeme piirovnat k endotoxinu. Mezi jeho hlavni
ucinky se tadi podnét k aktivaci komplementu, uvoliiovani cytokini z makrofagi a

shlukovani trombocyta.

Hlavnim antigenem a bilkovinnou soucasti bunééné stény vsech kment Staphylococcus
aureus je protein A. Protein A je skupinové specificky polysacharid, slozeny z
ribitolovych podjednotek kyseliny teichoové. Uplatiiuje se v pfilnuti na sliznice, kde se
kyselina navaze na fibronektin. Dale ma protein A schopnost nespecificky reagovat s
Fc-fragmentem imunoglobulini a diky tomu chrani mikroba pied opsonizaci

protilatkami, stejné jako dokaze pusobit proti uc¢inklim komplementu a fagocytu.

Antigeny pouzdra neboli kapsuly, mizeme prokazat u nékterych mukoidnich kmeni.
Kapsularni antigeny existuji v 11 antigennich typech a brani fagocytéze (Votava et al.,
2003).

2.2.5 Geneticka vybava

Genom stafylokoka nese mnoho genl pro virulenci a rezistenci, jeSté k tomu se
odolnost k antibakteridlnim latkdm mezi bakteriemi rychle §ifi (nejvyznamnéjSimi jsou
kmeny MRSA — methicilin-resistant Staphylococcus aureus, o kterém bude zminka v
kapitole: Antimikrobialni 1écba) (Makgotlho et al., 2009). Staphylococcus aureus je
typicky tim, Zze se jeho geny pfendsi mezi kmeny pomoci transdukce. To je znamka
toho, Ze se pii procesu uplatituji temperované bakteriofagy. Do této skutecnosti spadaji i
geny pro rezistenci na antibiotika, které¢ jsou umistény na plasmidech (Votava et al.,
2003).
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2.2.6 Patogeneze

Predispozicemi ke vzniku infekei jsou nejcastéji poranéni, do kterych zahrnujeme i
popaleniny, traumatické ¢i operacni rany Ci pfitomnost cizich téles, kterd mohou byt v
téle (umélé nahrady, zilni katetry). Dale jsou vysoké predispozice pii virovych
onemocnénich, nejvyznamnéjsi stoji za zminku chtipka, dalsi mohou byt pii diabetu
mellitu, imunologické nedostatecnosti nebo u malignit. Vys$s§i riziko maji také

nedonoseni novorozenci a stafi lidé (Bednar et al., 1996; Votava et al., 2003).

Onemocnéni, ktera pak Staphylococcus aureus vyvolava, jsou vétSinou hnisavého
charakteru, ale setkdvame se i s toxickymi piipady ¢i otravami z potravin. Méné
zavazné jsou kozni infekce. Tyto infekce jsou velmi cCasté, naopak s celkovym

postiZenim organtl a sepsi se setkdvame méné¢, a hlavné u pacientl s dispozicemi.

Infekce, které Staphylococcus aureus vyvolava, jsou velmi typické tim, Ze se u nich
vytvareji abscesy. Absces je dutina vyplnénd hnisem. Hnis je zndmka zanétlivého
procesu, najdeme zde tedy rozpadajici se leukocyty s bakteriemi. Tkan v okoli jevi jisté
znamky zanétu — zarudnuti, teplo, otok, bolest a poruchu funkce okoli. Stafylokokova
infekce se v ojedinélych ptipadech muze $itit jako neohraniceny zanét (flegmona), ale

vétSinou ji zpusobuji streptokoky pyogenniho charakteru (Votava et al., 2003).

2.2.7 Patogenita
Mira patogenity stafylokoka je dana virulenci kmene a tedy produkci virulentnich
faktordi, tedy schopnost urcitého druhu mikroba vyvolat onemocnéni konkrétniho

hostitele (Bednar et al., 1996; Benes, 2009).

2.2.8 Faktory virulence
U bakterie Staphylococcus aureus se setkavame s mnoha faktory virulence. Faktory se

déli do dvou skupin na povrchové a extracelularni (Votava et al., 2003).

2.2.8.1 Povrchové faktory
K povrchovym faktorim patii jiz zminény peptidoglykan, kyselina teichoova, protein A

a polysacharidové pouzdro. Dal$im antigenem povrchu mikroba Staphylococcus aureus
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je napiiklad vézana koagulaza neboli clumping faktor. Tento protein vyvolava
shlukovani bun¢k bakterie tim, Ze pfeméiuje fibrinogen na fibrin. Clumping faktor
nejspise pusobi 1 jako antigenni mimikry. Déle zde mohou byt rizné proteiny, které se
vazi na kolagen, fibrinogen ¢i fibronektin. Timto se stafylokoklim umozni pfilnuti na

ruzné tkané (Votava et al., 2003; Benes, 2009).

2.2.8.2 Extracelularni faktory-enzymy
K enzymtm, jakozto k extracelularnim faktorim virulence fadime koagulazu, katalazu,
hyaluronidazu, penicilinazu, stafylokinazu, nukleazy, lipazy, a dalsi enzymy (Votava et

al., 2003).

2.2.8.2.1 Koagulaza

Koagulaza zvanad volna vytvaii s plazmatickym faktorem (protrombinem) v plazmé
stafylotrombin. Ten katalyzuje pfeménu rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin.
Tvorba fibrinu je pficinou toho, Ze infekce zplsobené stafylokoky, probihaji vétSinou

jako ohraniené zanéty neboli abscesy (Votava et al., 2003).

2.2.8.2.2 Hyaluronidaza
Hyaluronidasa §tépi kyselinu hyaluronovou, kterd je sou€asti mezibunééného tmelu, a

tim snadnéji umoznuje Sifeni patogenu ve tkanich (Votava et al., 2003).

2.2.8.2.3 Kataldza
Charakteristickym enzymem vSech bakterii rodu Staphylococcus je katalaza, ta Stépi

peroxid vodiku, ktery je toxicky (VVotava et al., 2003).

2.2.8.2.4 Stafylokindza
Stafylokindza neboli fibrinolyzin iniciuje pfeménu proenzymu plazminogenu na
proteolyticky enzym plazmin, ktery poté rozpousti srazeniny fibrinu. Timto je velmi

dualezity pro Sifeni infekce do tkani (Bednar et al., 1996; Votava et al., 2003).
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2.2.8.2.5 Penicilindza
Penicilindza nebo také beta-laktamaza je enzym, ktery dokaze Stépit CtyiClenny beta-
laktamovy kruh a tim inaktivuje beta-laktamova (penicilinovd) antibiotika, konkrétné

penicilin, ampicilin a piperacilin (Votava et al., 2003; Urbaskova, 2018).

2.2.8.2.6 Nukleazy
Nukleazy maji schopnost napadat jadra leukocytti. V jadrech katalyzuji odstépeni
fosfomononukleoziti z ribonukleové, ale také deoxyribonukleové kyseliny. Nukledzy

odolavaji vysokym teplotam (cca 100°C) po dlouhou dobu (az 15 minut) (Bednéf et al.,
1996; Votava et al., 2003).

2.2.8.2.7 Lipdzgy

vvvvv

podkoznich tkani ¢i mazovych zl1az (Votava et al., 2003; RySkova et al., 2004).

2.2.8.3 Extracelularni faktory-toxiny

Staphylococcus aureus produkuje také fadu extracelularnich toxint, jsou to cytolyziny
(hemolyziny, Pantontiv-Valentiniiv leukocidin), enterotoxiny, toxin

syndromu toxického Soku 1 a toxiny exfoliativni (ETA, ETB) (Votava et al., 2003).
Staphylococcus aureus muze produkovat jeden ale i vice toxind, ty pak znatelné
ovliviiuji jeho virulenci a nasledné klinické projevy hostitele (Dinges a kol., 2000).
Kazdy kmen nemusi vSechny niZe zminéné toxiny produkovat, zalezi na tom, zda je

exprimovan piisluSny z gent (Schindler, 2014).

2.2.8.3.1 Cytolyziny
Cytolyziny jsou typické tim, Ze poskozuji povrchovou membranu bunék. Do této
skupiny patii Ctyfi hemolyziny (alfa, beta, gama, delta-hemolyzin) a Pantontiv-

Valentiniiv leukocidin (Votava et al., 2003).
Alfa hemolyzin se vaze na receptory hostitelskych buné€k a aktivuje receptor, tato reakce

vyvolava silnou zanétlivou reakci hostitele a zanou se tvofit pory v membrané bunek,

coz vede nakonec k destrukci bunky (Wolfmeier et al., 2018). Alfa-hemolyzin je
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schopny tvofit vétsina kment Staphylococcus aureus. Na obycejném krevnim agaru,
kde je piitomen u stafylokoka pravé alfa-hemolyzin, miZzeme pozorovat téméf uplnou
beta-hemolyzu (Votava et al., 2003; Benes, 2009). Celkové vSechny hemolyziny maji
funkci ochrany pifed leukocyty a také uvoliuji Zelezo a rustové faktory z rozpadlych

¢ervenych krvinek ¢i dalSich bunék.

Pantonuv-Valentinuv leukocidin zkracené¢ PVL je dvouslozkovy (LukS-PV and LukF-
PV). Tvoifi drobné otvory neboli péry v membrané neutrofilnich granulocyti a
makrofagl, ¢imz zplsobi lyzu bunék. Stafylokoky téz chrani pred tcinkem leukocytu,
jako je tomu u hemolyzint. Toxin je uplatiiovan v patogenezi predevs§im plicnich zanéti

a infekci kize (Tristan et al., 2009; Votava et al., 2003).

2.2.8.3.2 Enterotoxiny

Stafylokokové enterotoxiny je mozné prokazat piiblizné u poloviny kment
Staphylococcus aureus. Vyznacuji se tim, ze jsou vysoce termostabilni, napiiklad
odolaji 1 30 minutovému varu a také dobfe odolavaji u€inkiim enzymt v travicim traktu.
Enterotoxiny vyvolavaji zvraceni ¢i prijem. NejcastéjSim z plivodcl eterotoxikoz je
enterotoxin A. NejcastéjSim plivodcem nemocni¢nich kment je naopak enterotoxin B.
Nékteré kmeny bakterii s produkci enterotoxini mohou byt také pii¢inou vzniku

syndromu toxického Soku (Greenwood et al., 1999; Votava et al., 2003).

2.2.8.3.3 Toxin syndromu toxického Soku

Toxin syndromu toxického Soku 1 (TSST-1) je superantigen. ZvySuje propustnost
endotelii a zaroven zesiluje smrtelné ucinky enterotoxinu a to uz pii velmi nizkych
koncentracich. Pii vzniku syndromu toxického $oku (STS) je zodpovédny za piiznaky

mnohocetného organového selhani (Votava et al., 2003).

2.2.8.3.4 Exfoliatiny
Exfoliatiny ¢i epidermolytické toxiny jsou zndmé cCtyii. Nejvice stoji za zminku
exfoliatiny A a B, maji proteolyticky charakter, rozpoustéji mukopolysacharidovou

matrix v epidermis, a tim daji za vznik stafylokokovému syndromu opatené kiize
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(SSSS). Pti tomto syndromu dochézi na postizenych mistech k uvolnéni pokozky od

Skary a pokozka se olupuje v bélavych carech (Votava et al., 2003 ; Benes, 2009).

2.2.9 Onemocnéni

Mezi nejéastéj$i onemocnéni, zpusobené bakterii Staphylococcus aureus, patii hnisavé
neboli purulentni infekce kize a pfidatnych organt ¢ili adnex. Také muze vyvolat
celkové toxické piipady onemocnéni ¢i otravy z potravin. Je také nejcastéjSim
puvodcem hnisani ran, do kterych zahrnujeme jiz povrchova zranéni, ale jedna se také o
rany operacni nebo popaleniny. V téchto ptipadech se tomuto patogenu dafti, pokud rana
neni Cistd, staci, aby v ran¢ zlstalo jakékoliv cizi téleso, byt’ jen Spina. Infikované rany
so mohou stat vstupni branou pro vniknuti bakterie do miznich uzlin a odtud se mohou
dostat az do krevniho ob¢hu. V krvi dochazi k bakteriémii, kterd mtize vést az k sepsi.
Pro stafylokoka je typicka tvorba abscest, k tém mize dojit, pokud se Staphylococcus
aureus zanese napiiklad do vnitinich organt (Greenwood et al., 1999; Votava et al.,

2003).

2.2.9.1 Folikulitis, furunkl, karbunkl

Vsechny tyto infekce zacinaji jako zanét naptiklad vlasového vacku. Folikulitis, tedy
zanét vacku (vlasového), je nejlehci forma a infekce je lokalizovana pouze v kotinku
vlasu. Furunkl uZ miZeme nazvat jako kozni absces a karbunkl jako spojeni vice

furunkld, které zasahuji az do podkoZnich vrstev kiize (Benes, 2009).

2.2.9.2 Impetigo
Onemocnéni, které postihuje pouze epidermis. Vznikd puchyikem, ktery je naplnén
hnisem. Tyto pustuly jsou pokryté hnédozlutou krustou. Impetigo je velmi nakazliva

infekce, Casto se vyskytujici u malych déti (Votava et. al., 2003; Benes, 2009).

2.2.9.3 Mastitis

Mastitis je epidemiologicky velmi vyznamné zanétlivé onemocnéni, které se tyka
kojicich Zen. Obvykle za¢ina 2-3 tydny po porodu. Zeny maji zarudly prs a velkou
bolestivost, mize vzniknout az absces. Onemocnéni mize postihnout i oba prsy (Votava

et. al., 2003; Benes, 2009).
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2.2.9.4 Pneumonie

Pneumonie neboli zapal plic, vyvolané patogenem Staphylococcus aureus, jsou
nejcastéji sekundarniho charakteru, nasedd na tézké poskozeni epitelu dychacich cest,
napiiklad po prod€lané chtipce. Stafylokokovd pneumonie je vzdy zdvazni. Muze se
rozvinout az syndrom respiracniho selhani (ARDS). Pneumonie také miize vzniknout
hematogennim rozsevem, kde nejcastéj$i zdroj bakteriémie byva pravostranna
endokarditida. Klinicky obraz v tomto piipadé je velmi vazny, tyka se obou plic, kde
jsou abscesy. Spatné reaguje na obvyklou lé¢bu. Celkové se u téchto pneumonii

muzeme setkat az s rozpadem tkan¢, s abscesy ¢i rozvojem empyému (Benes, 2009).

2.2.9.5 Zdnéty kosti a kloubu

Infekce kosti a kloubi mohou vznikat, jak po trazech, tak i zanesenim Staphylococcus
dospélych je spondylodiscitida neboli zdnét obratli v bederni casti patete. Muze
vzniknout az hnisava meningitida nebo abscesy v patefnim kanalu. Pobliz kloubu

vznika hnisava az septicka arthritida (Votava et. al., 2003; Benes, 2009).

2.2.9.6 Infekce umélych materialit

Mezi tyto infekce se fadi infekce umélych srdecnich chlopni, cévnich protéz,
kardiostimulatortt a Zilnich katetr. Pribéh infekce téchto materiali je ovlivnén
schopnosti stafylokoka vytvafet na povrchu umélych materidl biofilm, coZ je
polysacharidova substance, kterou stafylokoky vylucuji a tim kolem sebe vytvareji
ochranny val, ktery je chrdni proti plisobeni antibiotik 1 imunity. Infekce takovych
materiald vznikd bud’ Casné a souviseji piimo s operatnim vykonem pii zavadéni
umé¢lého materidlu, nebo vznikaji mésice az roky od vlastniho zavedeni umélého

materialu hematogenni cestou pii jakékoli stafylokokové sepsi (Jindrak et al., 2014).

2.2.9.7 Stafylokokova enterotoxikoza

Vznika alimentarni intoxikaci. Zdrojem byva nejCastéji ¢lovek, pracujici na ptiprave
jidla, ten ma na rukou hnisavou infekci naptiklad nehtového ltzka, stafylokok se v jidle
pomnozi a dale produkuje termostabilni enterotoxin. Enterotoxin se ani varem neznici,

ale jeho producent Staphylococcus aureus ano. Enterotoxikoza propuka jiz za kratkou
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dobu a velmi dramaticky se zvracenim ¢i prijmem. Postizeny je bez horecky a potize
vetsinou ustoupi rychle. Nejvetsi riziko této intoxikace je v dehydrataci a velké ztraté

ionta (Benes, 2009).

2.2.9.8 Stafylokokovy syndrom opaiené kiiZe (SSSS)

SSSS jak uz bylo feCeno je syndrom, ktery je vyvolan toxinem exfoliatinem, jenz
produkuje Staphylococcus aureus. Onemocnéni za¢ind malymi 1ézemi, ale postupné
dochazi ptisobenim exfoliatinu k destrukci mezibunéénych spojii a dochdzi k uvolnéni
epidermis od dermis (Skara) v podobé carli, pod postizenymi misty je jasné Cervena
obnazena $kara. Onemocnéni vétSinou probiha velmi zavazné a je spojen se
stafylokokovou sepsi. U novorozencti a malych déti je toto onemocnéni znamo jako
Ritterdv syndrom, kde vstupni branou infekce je pupecnikovy pahyl nebo
kontaminovana kiize personalu. Také se mizeme setkat s Lyellenovym syndromem
neboli toxickd epidermalni nekrolyza (TEN). TEN se od SSSS li8i tim, Ze muze byt
vyvolana alergickou reakci na léky a také vyrazn€ postihuje i sliznice. Lyelliiv syndrom

je léCen kortikoidy, zatimco SSSS antibiotiky (Benes, 2009; Goering et. al., 2016)

2.2.9.9 Stafylokokovy syndrom toxického Soku

Syndrom toxického Soku je taktéZ zpisoben toxinem stafylokoka, jiz zminéného TSST .
Ditive byl tento syndrom spojovan s pouzivanim menstruac¢nich tampontd u Zen. V 80.
letech se v USA rozvinulo ohnisko s timto onemocnénim, pravé v souvislosti s
pouzivanim vysoce absorpénich tampénd. Pozitivni u tohoto typu STS je kultivace z
pochvy ¢i tamponu. Onemocnéni probihd cCasto jako toxémie soucCasné se
stafylokokovou sepsi. Klinicky obraz pacienta se rychle zhorSuje, méa horecky, nizky
tlak, vyrazku podobnou spale a miizou nastat az multiorganové dysfunkce az $ok. STS
se dnes ale vyskytuje spie jako tzv. non-menstrualni STS. Tato forma méa mnohdy jesté
rychlej$i prabeéh a horsi prognozu. Zdrojem toxémie, Casto i sepse, muze byt jakykoli
stafylokokovy zanét v lidském téle. Je zde dilezité okamzité stanoveni diagnozy a k

tomu piislusné terapie (Benes, 2009; Goering et. al., 2016; Sharma et al., 2018).
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2.2.10 Lécha

Infekce, které jsou povrchové, se tfesi chirurgickym zékrokem, pfi kterém se otevie
absces, nasledné se vypusti hnis a pokud je potieba provede se drendz. U hlubokych
lozisek ¢i generalizovanych infekci se taktéz vyuziva chirurgického zasahu (pokud je to
mozné), ale soucasné je nutné 1¢é¢it infekei celkovou antibiotickou terapii. Ob¢ 1écby se
vzajemn¢ dopliuji (Bednar et al., 1996; Votava et al., 2003). Této terapii je vénovana

samostatna kapitola 2.3.

2.3 Antibioticka terapie Staphylococcus aureus
Antibiotiky nazyvame latky, které se vyuzivaji k 1écbé bakteridlnich onemocnéni. V
synteticky vyrobené, byly nazyvany chemoterapeutika. Dnes uz bez rozdilu ptivodu tyto

vSechny latky nazyvame antibiotika (Votava et al., 2005; Votava et al., 2010).

Objeveni antibiotik a jejich nasledné pouzivani v praxi byl obrovsky védecky pokrok.
Za prvniho objevitele se povazuje Alexander Fleming. Roku 1928 k tomuto objevu
dospél spiSe ndhodou, jelikoz si vS§iml nevyhozené kultivacni pldy, ktera byla
kontaminovana plisni (Penicillium notatum), jez hubila naockované stafylokoky.
Flemingovi se vSak nepodafilo ziskat klinicky vyuzitelnou formu tohoto antibiotika.
Cisty penicilin vyuzitelny jako 1é¢ivo, se podafilo izolovat az zatatkem druhé svétové

valky a zaslouZili se o to panové Florey a Chain (Votava et al., 2005).
2.3.1 Rezistence Kk antibiotikiim

2.3.1.1 Prirozend rezistence
Vétsina bakterii ma tzv. pfirozenou rezistenci k nekterym antibiotikiim, vyplyva to z
jejich morfologie a metabolismu. Tuto vlastnost mizeme vyuZzit jak pro selektivni

izolaci, tak dokonce 1 k uplnému urceni dané bakterie.

Staphylococcus aureus ma pfirozenou rezistenci na aztreonam, ceftazidim,

kolistin/polymyxin B (Benes, 2018).
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2.3.1.2 Ziskana rezistence

Tato rezistence vznikla u urcitych druht bakterii na antibiotika, kterd byla prvotné
citliva, ale vyvinula se rezistence (Votava et al., 2005). V praci bude zminéno jen par
druhti ziskané rezistence, samoziejmé je jich mnohem vice, ale jelikoz prace neni pfimo

zamé&fena na rezistence Staphylococcus aureus, nebudou zminéné.

Staphylococcus aureus ma v dnesni dobé uz vice nez 90 % rezistentnich kmenti na
penicilin. Tyto kmeny jsou schopné $té€pit penicilin, ampicilin a piperacilin pomoci
penicilinazy (beta-laktamazy), kterou tvofi. Penicilindza je enzym, ktery hydrolyzuje
beta-laktamovy kruh penicilinu, ampicilinu a piperacilinu (Lowy, 2003; Votava et al.,
2003).

U nés je vétSina komunitnich kment jesté stale citliva k polysyntetickym peniciliniim,
které byly objeveny zalatkem 60. let. Tyto peniciliny jsou specidlné upraveny,
zanesenim vhodné skupiny do molekuly, aby se beta-laktamazy nedostaly k centru beta-
laktamového kruhu. Jako ptiklad polysyntetickych penicilini si miiZeme uvést

napftiklad oxacilin, cloxacilin, methicilin.

Pozdé&ji, jako tomu bylo jiz v prvnim piipad€, se objevily kmeny Staphylococcus
aureus, které¢ byly rezistentni i k takto vylepSenému penicilinu (Votava et al., 2003;
Grundmann et al., 2006). Témto kmenim se piifazuje zkratka MRSA - meticilin-
rezistentni Staphylococcus aureus. MRSA tvofi ve svété az polovinu nemocni¢nich
kment Staphylococcus aureus. Tento kmen je rezistentni k methicilinu ¢i oxacilinu z
toho diivodu, protoZe ma nejcastéji pfitomny gen mecA. Tento gen koduje pozménény
druh proteinu PBP2a, jenz véaze penicilin. PBP jsou transpeptidasy Gi€astnici se

vystavby bunécné stény (penicilin-vazajici protein) a jejich ucinek je inhibovéan praveé
peniciliny, a diky tomu dochazi k lyze bakterii (Votava et al., 2003). Modifikovany
PBP2a ma snizenou afinitu k beta-laktamim a diky tomu se jeho transpeptidazova
aktivita pfi biosyntéze peptidoglykanu zachovala (Deurenberg et al., 2007). Jak jiz bylo
zminéno, tak kmeny MRSA maji rezistenci na vSechna beta-laktamova antibiotika, 1 na

kombinaci s inhibitory beta-laktamaz, tedy i k cefalosporinim a karbapenemim. K
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uplnému pritkazu rezistence se vyuziva prukaz ptitomnosti genu mecA PCR metodou
nebo latexovou aglutinaci, kde se stanovuje pfitomnost PBP2a. Tyto dvé metody se
vyuzivaji, protoze gen mecA se nemusi vzdy exprimovat, a tedy metoda diskového
difuzniho testu nemusi rezistenci odhalit. Vyskytuje se to u tzv. heterorezistentnich
kmeni, jelikoz maji velmi nizky pocet rezistentnich bun€k (Votava et al., 2003). Jak uz
bylo zminéno, MRSA kmeny se vyskytuji hlavné v prostfedi nemocnic, v posledni dobé
se vSak muzeme setkat se vzristajici tendenci 1 s komunitnimi kmeny MRSA, které jsou
od dfive zdravych jedincl bez spojitosti se zdravotnickymi zafizenimi. Tyto kmeny

muzou produkovat vyznamny faktor patogenity Pantonliv-Valentiniv leukocidin

(Deresinski, 2005).

Nékteré MRSA kmeny se ale staly rezistentni i na dalSi z fady antibiotik, jako jsou
makrolidy, tetracykliny, aminoglykosidy, fluorochinolony, chloramfenikol a rifampicin.
Rezistenci na vankomycin (popf. teikoplanin) vykazuji tyto kmeny pouze Castecnou,
tyto kmeny pak nazyvame VISA (angl. Vancomycin-intermediate-resistant
Staphylococcus aureus), kmeny produkuji silnou vrstvu peptidoglykanu, jinak nejsme s

mechanismem rezistence dosud obeznameni.

S Uplnou rezistenci k vankomycinu se setkavame jiZ v roce 2002 u pacientky s
onemocnénim diabetes mellitus v USA (Tenover, 2006), kmeny nazyvame VRSA (angl.
Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus). Jejich rezistence je dana ptitomnosti
genu vanA, ktery pravdépodobné mohly ziskat od enterokokl (Votava et al., 2003).
Tyto kmeny byly zatim izolovany pouze v USA (Pantosti et al., 2007).

2.3.2 Antistafylokokova antibiotika

Tato kapitola se zamétuje na zakladni popisy mechanismu ucinku jednotlivych skupin
antistafylokokovych antibiotik, kterd se testuji v rutinnich laboratotich. U konkrétnich
1é¢iv danych skupin jiz dale neni opakovana obecna charakteristika skupiny, nybrz jsou

zde zdlraznény nékteré specifické vlastnosti 1é€iv.
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2.3.2.1 Beta-laktamy
VSechny beta-laktamy jsou baktericidni, jelikoz jejich pisobeni spociva v inhibici

syntézy bakterialni bunééné stény (peptidoglykanu) (Marek et al., 2010).

2.3.2.1.1 Peniciliny
Spektrum ucinku je proti grampozitivnim bakteriim, které neprodukuji beta-laktamazu.

Téz plisobi na neisserie ¢i spirochety (Benes, 2009).

2.3.2.1.1.1  Benzylpenicilin (penicilin G)
Tento druh penicilinu je G¢inny pouze proti kmentim Staphylococcus aureus, které

neprodukuji beta-laktamazu (Benes, 2009). Dale benzylpenicilin patfi do zakladni
skupiny penicilinti tzv. acidolabilnich. V praxi to znamena, ze kyselé¢ zalude¢ni pH je
rozklada, proto jsou podévany pouze injekéni formou (Votava et al.,, 2010). Prinik
antibiotika do tkani je omezeny, Spatn¢ pronika pies biologické bariéry véetné CNS.

Do CNS je prinik podminén pfitomnosti zanétu. Biologicky polocas je cca 30 minut.
Dévkuje se v intervalu 4 hodiny. Penicilin G je z ¢asti metabolizovan v jatrech.

Eliminuje se pfevazné ledvinami (Benes, 2018).

2.3.2.1.1.2 Oxacilin

Oxacilin odolava U¢inkiim beta-laktamaz, to je jeho vyhoda oproti penicilinu G. Je to
1€k prvni volby pfi akutnich stafylokokovych infekci probihajicich v dobie prokrvené
tkani napt. stafylokokova sepse, endokarditis, dale i akutni osteomyelitis, mastitis,
arthritis a infekce mékkych tkani. Je to jediny antistafylokokovy penicilin, ktery se
pouziva v Ceské republice, v zahrani¢i je pouZivan methicilin. RovnéZ jako tomu bylo u
penicilinu G, je oxacilin poddavan pouze parenteralng, taktéZ omezené pronika do tkani a
ma biologicky polocas pll hodiny a davkovani po 4 hodindch. Vylu¢ovén je prevazné
jatry. Casto se kombinuje s aminoglykosidem na 3 dny ve fazi sepse. Oxacilin se musi
podavat ve vysokych davkach a dostatecné dlouho, podle typu a zavaznosti infekce
(Votava et al., 2010; Benes, 2018; Jindrak 2014).

2.3.2.1.2 Cefalosporiny
Utinek je stejny jako u viech beta-laktamil. Spektrum uéinku je §iroké (podle generaci)

a maji malou toxicitu. Daji se kombinovat s aminoglykosidy nebo fluorochinolony.
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Cefalosporiny se déli do péti generaci, které se od sebe lisi spektrem ucinku,
farmakokinetickymi vlastnostmi a stabilitou vi¢i hydrolyze beta-laktamazami. Pro
1é¢bu stafylokokovych infekci se pouzivaji pouze cefalosporiny 1. generace: cefazolin.
Pouziva se v piipadé alergie na penicilin. Riziko zktizené alergie je nizké (Votava et al.,

2010; Benes, 2018).

2.3.2.1.2.1  Cefoxitin

Antibiotikum cefoxitin patfi k cefalosporinim II. generace. Pouzivd se pouze pii
diskovém difiznim testu jako screeningové antibiotikum, podle n¢hoz se odvozuje
citlivost stafylokoku k oxacilinu a tim ke v§em beta- laktamovym antibiotikim. Jedna

se tedy o screening MRSA kmenti (Marek et al., 2010; Urbaskova, 2018).

2.3.2.1.2.2 Ceftarolin

Ceftarolin se fadi k cefalosporiniim V. generace, které¢ maji, na rozdil od pfedeslych ctyf
generaci, U¢innost i proti kmenim MRSA. Pouziva se k 1¢¢bé komunitnich pneumonii
nebo komplikovanych infekei meékkych tkani. Podéva se nitroziln€, davkuje se po 12
hodinach a je vyloucen pievazné glomeruldrni filtraci a malé mnoZstvi Zlu¢i (Benes,

2018).

2.3.2.1.3 Karbapenemy

ucinku, proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim. Od ptedeslych se 1isi tim, Ze
vykazuje postantibioticky efekt s dobou trvani az ¢tyt hodin (Benes$, 2009). Jsou to
rezervni antibiotika pro 1écbu téZkych nemocni¢nich infekci (vyvolanymi hlavné gram-

negativnimi ty¢kami) (Jindrak et al., 2014).

2.3.2.1.3.1 Meropenem

Je to nejucinngjsi beta-laktamové antibiotikum v Ceské republice. Pouziva se zejména u
infeket, které jsou vyvolané multirezistentnimi tyckami (enterobakterie). Je vhodny pro
lécbu pneumonii, jak nozokomidlnich, tak spojenou s umélou plicni ventilaci,
nitrobfisnich infekci i pro 1é¢bu neuroinfekci. Spatné pronika do abscest a kostni tkang.
Biologicky polocas je hodina, davkuje se parenterdlné, po 6 aZ 8 hodinach (Jindrék et

al., 2014; Benes, 2018).
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2.3.2.2 Fluorochinolony

Fluorochinolony jsou baktericidni hlavné proti gramnegativnim bakteriim, ale u¢inkuji i
na nékteré grampozitivni bakterie véetné Staphylococcus aureus a na vybrané ostatni
bakterie Ovliviiujici funkci enzymd, které vytvaieji strukturu bakteridlnich nukleovych

kyselin. Maji Siroké spektrum ucinku. Nesmi se pouzivat u déti (Jindrék et al., 2014).

2.3.22.1 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin je nejznaméj$im a téz nejpouzivanéjsim fluorochinolovym antibiotikem
(Jindrak et al., 2014). Nem¢l by byt pouzivan samostatné k 1é¢bé MRSA infekei, ale
naptiklad v kombinaci s rifampicinem, kvili nartistajici rezistenci stafylokokl k tomuto
antibiotiku (Rayner a Munckhof, 2005). Celkové u stafylokokovych infekci neni jeho
ucinek spolehlivy, neni tedy lékem volby. Velmi dobie pronikd napt. do prostaty, do
vypotkt, kosti. M4 dlouhy biologicky polocas 3-4 hodiny. Vylucovan je moci (Marek et
al., 2010; Jindrak et al., 2014; Benes, 2018).

2.3.2.3 Aminoglykosidy

Mechanismus ucinku je baktericidni, plisobi inhibi¢né na proteosyntézu bakterii (piisobi
na ribozomy) a narusuji integritu bunééné stény. Spektrum ucinku je zejména proti
gramnegativnim bakteriim, stafylokokiim a mykobakteriim. Pouzivaji se do kombinace
S beta-laktamovym antibiotikem na zac¢atku zavazné probihajici stafylokokové infekce

(Rozsypal, 2015; Benes, 2018).

2.3.23.1 Gentamycin

Gentamycin je nejvice pouZivané antibiotikum ze skupiny aminoglykosidi. Ma Siroké
pouziti a u stafylokoki se pouziva k 1éCbé sepse nebo naptiklad endokarditidy v
kombinaci s beta-laktamy ¢i glykopeptidy. Malo pronikda do kosti. Podava se
parenteralné. Jeho biologicky polocas jsou 2 hodiny (Jindrak et al., 2014; Benes, 2018).

2.3.2.4 Glykopeptidy a lipoglykopeptidy
Pisobi baktericidné, maji uzké spektrum ucinku na grampozitivni bakteri (s
vyjimkami). Jejich mechanismus 1u¢inku je v inhibici tvorby bakteridlniho

peptidoglykanu (Benes, 2009).
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2.3.24.1 Vankomycin

Pouzivda se k lécb¢ stafylokokové infekce, pokud je to mozné a dany kmen
Staphylococcus aureus je citlivy k beta-laktamovému antibiotiku a pacient nema alergii,
méla by byt dana ptfednost tomuto antibiotiku pied vankomycinem. Déle se jim pak 1&¢i
infekce zptisobené MRSA kmeny, které jsou rezistentni k beta-laktamim. Vankomycin
ma pomalejsi a neuplny baktericidni U€inek v porovnéni s B-laktamy. Podéani je
parenteralni, biologicky polocas 4-6 hodin a vyluovan je ledvinami. Muze byt
nefrotoxicky, proto se musi monitorovat jeho hladina v krvi. V nasem staté je rezistence
k tomuto antibiotiku vzacna, jak jiz bylo zminéno, mizeme se s ni vSak setkat napt. v

USA (Pantosti et al., 2007; Jindrak et al., 2014; Benes, 2018).

2.3.2.4.2  Teikoplanin

Antibiotikum teikoplanin ma pfiblizné stejny antimikrobidlni U¢inek na bakterie
Staphylococcus aureus jako tomu bylo u vankomycinu. Preferuje se u pacientd, ktefi
jsou ohrozeni ledvinovym selhdnim, jelikoz je teikoplanin méné€ nefrotoxicky. M4 maly

prinik do mozkomisniho moku a je vylu¢ovan moci (Marek et al., 2010; Benes, 2018).

2.3.2.5 Makrolidy

Skupina téchto antibiotik je bakteriostatickd. Inhibuji bakteridlni proteosyntézu, jelikoz
se vazi na ribozomy. Plsobi na vétSinu grampozitivnich bakterii, na nékteré
gramnegativni, atypické bakterie 1 mykobakterie. Vyborné pronikaji do tkéni. Pro

terapii stafylokokovych infekci se ale nepouzivaji (Benes, 2018).

2.3.25.1  Erytromycin

Erytromycin se jiz nepouziva pro celkovou 1écbu, jelikoz byl Spatné snaSen (Havlik,
2008). Lze ho pouzit k urcenti citlivosti k azitromycinu, klaritromycinu a roxitromycinu.
V mikrobiologickych laboratofich se disky erytromycinu kladou na plotnu vedle
klindamycinu, v urcité vzdalenosti a patrd se po antagonizmu, k detekci indukované
rezistence ke Kklindamycinu (vice v praktické Casti prace) (Benes, 2018; Urbaskova,
2018).
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2.3.2.6 Linkosamidy
Jsou velmi podobné makrolidim. Opét jsou to bakteriostatickd antibiotika, ktera
inhibuji proteosyntézu bakteridlni buiiky. Jsou uzce zaméfend jen na grampozitivni

bakterie véetné Staphylococcus aureus i nékteré kmeny MRSA, pokud jsou citlivé.

2.3.2.6.1  Klindamycin

Dobte pronika do kosti, kloubii a abscest, tim je vhodny pro 1é¢bu komplikovanych
stafylokokovych infekei (infekce dutiny bfisni; malé panve; diabetické nohy,...), které
se nalézaji v oblastech tézko dostupnych pro beta-laktamova antibiotika. V kombinaci
se vyuziva k 1écbé stafylokokového toxického Soku. Existuje v parenterdlni formé, ale
uziva se i peroralné. Vylucuje se pievazné jatry, mensi ¢ast moci (Jindrak et al., 2014;

Benes, 2018).

2.3.2.7 Tetracykliny

Jejich ucinek je pouze bakteriostaticky. Mechanismus ucinku spoc¢ivd v inhibici
proteosyntézy. Maji velké spektrum ucinku proti grampozitivnim; gramnegativnim
bakteriim 1 nékterym dal§im bakteriim, jsou i proti MRSA kmenim (Benes, 2009;
Benes, 2018).

2.3.2.8 Oxazolidinony
Tato skupina antibiotik vznikla pomérmné v nedavné dobé (v 80. letech), jsou
bakteriostatické s ucinkem na grampozitivni bakterie a mykobacterie. Oxazolidinony

......

komplexu proteosyntézy) (Jindrék et al., 2014; Benes, 2018).

2.3.28.1 Linezolid

Funguje jako alternativa penicilinii a glykopeptidl. Pouziva se hlavné pfi 1écbe sepsi a
infekci zptisobené MRSA kmeny. Vykazuje lepSi ucinnost v 1é¢bé pneumonii
vyvolanych MRSA, nez je tomu u glykopeptidi. Jeho vyhodou je moznost
parenteralniho 1 perordlniho podani. M4 vyborny prinik do tkané plic, pleuralnich
vypotkil, omezeny prinik ma do biofilmu. Je vstiebavan v travicim traktu. Davkuje se

po 12 hodinach (Marek et al., 2010; Jindrak et al., 2014; Benes, 2018).
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2.3.2.9 Dalsi antibiotika

2.3.29.1  Kotrimoxazol
Mechanismus uc¢inku stoji na inhibici metabolickych drah, pisobi bakteriostaticky, proti

Sirokému spektru bakterii. Kotrimoxazol je kombinovany ptipravek slozeny v poméru
1:5 z trimetoprimu a sulfametoxazolu. Vyuzivand k 1écbé nekomplikovanych
uroinfekci, méné zavaznych stafylokokovych infekci, zplsobenych citlivymi kmeny
MRSA. Jeho podani je mozné jak parenteralni tak peroralni (Marek et al., 2010; Jindrak
etal., 2014).

2.3.2.9.2  Trimetoprim

Je to predstavitel diaminopyrimidint, ktery je jako jediny registrovan i u nas. Ma stejny
mechanismus ucinku jako pfedchozi kotrimoxazol. Nejsiln€jsi ptisobi na enterobakterie,
dale pak na stafylokoky, streptokoky a dalsi. K 1é€bé se jako priméarné vyuziva na
uroinfekce (Benes, 2018).

2.3.29.3  Rifampicin

Patfi do skupiny ansamycinli a je baktericidni, plisobi na nukleovou kyselinu. Je to
nejcennéjsi 1€k pro terapii tuberkuldzy a mykobakteridoz, mize byt vSak pouzit k 1écbe
tézkych stafylokokovych infekci a tam kde je pfitomen biofilm, jeZ snizuje ucinnost
jinych antibiotik. Dava se vzdy do kombinace s jinym antibiotikem z dGivodu rychlého
nariistu rezistence. Je davkovadn po 12 hodindch, mlze se podat perordlné nebo

nitroziln¢ (Benes, 2018).

32



3 Cil prace a hypotézy

3.1 Cil prace

1. Vysetfeni citlivosti k antibiotikim u kment Staphylococcus aureus z rtznych
klinickych vzorka diskovou difusni metodou a stanoveni MIC.

2. Moznosti detekce specifickych mechanismi zavazné klinické ¢i epidemiologické
rezistence u téchto kmenil.

3. Interpretace vysledki.

Cilem prace je pochopeni spravné interpretace téchto vysledkl citlivosti pro klinické

ucely.

3.2 Hypotézy
Hypotéza ¢. 1: Piedpokladam, ze ma smysl u kazdého nalezu kmene Staphylococcus

aureus v zavazném klinickém materialu odebrat u pacienta i hemokultury.

Hypotéza ¢. 2: Pfedpokladam, Ze s poCtem pozitivnich nalezii kmene Staphylococcus
aureus ve vzorcich moci bude soucasn¢ procentualné nejvice pozitivnich hemokultur ve
srovnani s poctem nalezii kment Staphylococcus aureus v ostatnich klinickych

materialech.
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4 Prakticka ¢ast

Praktickda ¢ast mé prace byla provadéna Vv mikrobiologické laboratofi Karlovarské
krajské nemocnice v Karlovych Varech pod odbornym dohledem a vedenim.
V laboratofi jsem dostala moznost si vyzkouset stanoveni citlivosti k antibiotikiim u
kmenta Staphylococcus aureus fenotypovymi metodami a podilet se na interpretaci
vysledkl. VySetfované vzorky byly z dilezitych klinickych materidli od pacientl

s infekci Staphylococcus aureus.

Dale jsem dostala k dispozici nashromazdéna data za pil roku v obdobi 1. 1. 2018 do
30. 6. 2018, ktera jsem vyuzila k zodpovézeni vyzkumnych otdzek a také k vytvofeni

tabulek a naslednych graft.

Vsem zminénym metodam ptredchéazi kultivace a identifikace daného bakterialniho

kmene. Az teprve z Cistého vyizolovaného bakteridlniho kmene mtizeme pracovat na

vySetteni citlivosti k antibiotikim.

Obrazek 1: Cisty kmen Staphylococcus aureus, kultivovany na krevnim agaru. Zdroj:

vlastni
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4.1 Diskova difuzni metoda (DDT)

Princip metody: Metoda je zalozena na diftzi antibiotickych molekul z disku do

agar6zového média za tvorby koncentra¢niho gradientu s klesajici koncentraci smérem
od disku. Urc¢ita koncentrace antibiotika (ATB) potlacuje rist mikroba a na pudé se
vytvaii inhibi¢ni zéna v okoli disku s ATB. Primér inhibi¢ni zony se méfi a slouzi k
posouzeni citlivosti na dané antibiotikum. Posouzeni se d¢la podle srovnani
S breakpointy pramért inhibi¢nich zén (BP — breakpointy citlivosti jsou hrani¢ni
hodnoty koncentrace ATB) v ptiloze (Pfiloha ¢. 1: Tabulka klinickych breakpointh
EUCAST) (Beranova, 2017)

Breakpointy stanovuje European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
(EUCAST) v zakladnim dokumentu (Kahlmeter et al., 2003). Breakpointy nalezneme

na webovych strankach http://szu.cz/ a http://www.eucast.org/.

Pracovni postup:

1. Ve zkumavce s 2 ml sterilniho fyziologického roztoku piimo rozetfeme kolonii
Cistého bakterialniho kmene (kultivuje se na krevnim agaru), aby vznikla
suspenze o hustoté, aby odpovidala stupni 0,5 McFarlandova (McF) zakalového
standardu (ovéteni nejlépe pomoci fotometru nebo alternativné vizualng).

2. Vatovy tampon ponofime do suspenze bez pfitlateni na sténu zkumavky a
nao¢kujeme na cely povrch Mueller-Hintonova agaru (MH). Oc¢kujeme ve tiech
smérech. Suspenzi inokula ockujeme nejlépe do 15 minut od ptipravy.

3. Do 15 minut po inokulaci poklademe antibiotickymi disky.

4. Vlozime do termostatu inkubovat pii teplot¢ 35+1 °C do druhého dne (1842

hodin) za normalni atmosféry.

Hodnoceni: Prohlédneme, zda byl dobfe udé€lan roztér inokula na plotnu, spravné je
rovhomérny a splyvavy ndrGst. Zony nesmi byt okousané, ale ostré. Okraje zon
odec¢itame vizudlné¢ (vzdalenost cca 30 cm). Odecitame proti tmavému pozadi

V odrazeném svétle, milimetrovym pravitkem, nebo posuvnym meéfitkem. Priméry zon
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interpretujeme kvalitativné do kategorii citlivosti (C — citlivé, R — rezistentni) podle
tabulky breakpointi na www (vySe zminéno) a V piiloze (Ptiloha ¢. 1: Tabulka
klinickych breakpointi EUCAST).

Obrazek 2: Diskovy diftizni test. Zdroj: vlastni

4.2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Princip metody: Metoda je zalozena na stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

(MIC) v mikrotitraéni desti¢ce s antibiotiky v riznych koncentracich. Inokulum

vySetifované bakterie se oCkuje do jamek desticky, inkubuje se a nasledné¢ odecitd

cv v

(Beranova, 2017).

Pracovni postup:

1. Jako prvni si pfipravime komerén¢ vyrabénou zmrazenou mikrotitraéni desticku

S jiz nafedénymi koncentracemi antibiotik, kterou nechame rozmrznout.

36



2. Do zkumavky se 2 ml Mueller-Hintonovy tekuté pudy si pfipravime, jako u testu
DDT, suspenzi bakterii o hustoté 0,5 stupiit McFarlandova zakalového standardu
a nechame 4 hodiny inkubovat v termostatu.

3. Do cisté Petriho misky nalijeme 10 ml fyziologického roztoku a pipetou ptfidame
400 ul ptipravené suspenze.

4. Specidlni pomuckou tzv. ,,jezek, kterou hroty postavim do pfipravené nafedéné
suspenze V Petriho misce a nasledné pfenesu a vlozim hroty do mikrotitracni
desticky, nao¢kuju zkoumanou bakterii do testovacich zon.

5. Desticku zakryjeme vickem a dame to saCku, abychom ptedesli vyschnuti.

6. Nechame inkubovat v termostatu pii normalni atmosféte 18+2 hodin pti 35+1 °C.

Hodnoceni: Desticky odecitame proti zrcadlu pod svétlem. Jako prvni kontrolujeme
policko 12 vrohu (kontrola rlstu), vZdy musi byt pozitivni reakce tedy zdkal. Dale
koncentrace ATB, kterd inhibuje viditelny rast bakterii. Hodnoti se podle tabulky
breakpointi opét na strankdch www (vySe zminéno) a také v priloze (Ptiloha ¢. 1:

Tabulka klinickych breakpointit EUCAST).

Obrazek 3: Metoda MIC. Zdroj: vlastni
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4.3 E-test

Princip metody: Je to komeréni test, ktery je zaloZen na stanoveni minimalni inhibi¢ni

koncentrace antibiotika pomoci diagnostického prouzku, ktery je napustén logaritmicky
se snizujici koncentraci ATB. Metoda se odecitd podle hodnoty v misté priseciku

eliptické inhibi¢ni zony se stripem (Beranova, 2017).

Pracovni postup:

1. Vytvofime inokulum podle McFarlandova zékalového standardu o hustoté 0,5.

2. Suspenzi inokula nao¢kujeme na cely povrch Mueller-Hintonovy pudy, podobné
jako u DDT.

3. Na naockovanou plotnu pokladdme komercné vyrobené prouzky (prouzek).

4. Dame inkubovat do termostatu za normalni atmosféry do druhého dne (18+2 hod.)

pii 3541 °C.

Hodnoceni: Vysledek E-testu odecitdime na stupnici v misté pruseciku eliptické
inhibi¢ni zony a stripu. Stanovujeme hodnotu MIC, pomoci breakpointi ATB na jiz
zminénych webovych strankach (vySe zménéno), popt. v piiloze (Pfiloha ¢. 1: Tabulka

klinickych breakpointi EUCAST).
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Obrazek 4: E-test, Staphylococcus aureus citlivy k vankomycinu

4.4 Specialni testy, zamérené na detekci specifickych mechanismi

rezistence Staphylococcus aureus

4.4.1 Detekce MRSA
Jako screeningové vySetieni, u vSech vzorku Staphylococcus aureus (STAU), pro
vyhledavani MRSA kment nam slouzi dva testy, DDT s diskem cefoxitinu (CXT) a
specialni MRSA ptda.
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4411 Disk CXT

Pracovni postup:

1. Citlivost stanovujeme pomoci diskové diftizni metody, kde pouzijeme standardné
Mueller-Hintonav agar.

2. Pripravime si suspenzi bakterialniho kmene o hustoté, aby odpovidala stupni 0,5
McF a naockujeme na celou plochu pidy (opét tiemi sméry).

3. Polozime disk cefoxitinu.

4. Dame inkubovat pii normdlni atmosféte, 18+2 hodin, pii 35+1 °C.

Hodnoceni: Druhy den se méti pramér inhibi¢ni zony v odrazeném svétle na spodni
strané misky, umisténé na tmavém pozadi. Priméry musi byt v rozmezi, které je
uvedeno v tabulce EUCAST (Priloha ¢. 1: Tabulka klinickych breakpointi EUCAST).
Pokud je velikost zony vétsi nebo rovna 22 mm, pak se kmeny oznacuji jako citlivé
(nesmi rist na MRSA-pudé¢) k oxacilinu a i k ostatnim beta-laktamovym antibiotikiim.
Pokud je inhibi¢ni zoéna mensi, jedna se o kmen MRSA. V inhibi¢ni zoné se také patra
po koloniich uvnitt zony, které tu mohou byt z divodu kontaminace nebo kvili expresi

heterogenni rezistence k meticilinu.

4.41.2 MRSA-select

Specidlni piida pro ptfimou identifikaci MRSA kmenti. Pida je selektivni, diky pfitomné
vysoké koncentrace soli, antibiotik a latek znemoZiujicich rist plisni, inhibuje rist
mikrobli kromé& MRSA kmenti. Identifikace je zalozena na prikazu specifické aktivity
Staphylococcus aureus. Dochazi k intenzivnimu rdzovému zabarveni, diky S$tépeni

chromogenniho agaru.

Pracovni postup:

1. Udélame roztér (hadkovity) bud’ ptimo z vySetfovaného vzorku, nebo se udéla
suspenze bakterii ve fyziologickém roztoku, z té se pak vyockuje na pidu MRSA-
selekt.

2. Nechame inkubovat v termostatu za normalni atmosféry, 18+2 hodin, pti 35+1 °C.
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Hodnoceni: Hodnotime vizualng, pokud na ptd¢ rostou kolonie zbarvené rizové, jedna

se 0 kmen MRSA. MSSA na této pidé nerostou, bile zde rostou KNS.

Obrazek 5: MRSA-select ptida, rizova STAU, bila KNS. Zdroj: vlastni

4.4.2 Detekce indukované rezistence ke klindamycinu

Indukovanou rezistenci ke klindamycinu lze detekovat metodou DDT (stejny pracovni
postup), pomoci antagonizmu mezi klindamycinem a makrolidem. Abychom toho
docilili, klademe disk s erytromycinem a klindamycinem vedle sebe ve vzdalenosti 12-

20 mm od okraje ke kraji diski (Urbaskova, 2018).

Hodnoceni: Druhy den se méfi priimér inhibi¢nich zén v odrazeném svétle na spodni
strané misky, umisténé na tmavém pozadi. Priméry musi byt v rozmezi, které je
uvedeno v tabulce v pfiloze (Pfiloha ¢. 1: Tabulka klinickych breakpointt EUCAST).
Kmen je k antibiotikim rezistentni, pokud je inhibi¢ni zéna mens$i, nez stanovuje

tabulka. Pokud je zde zietelny antagonismus mezi disky, tzn. deformovana inhibiéni
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zona kolem klindamycinu ve tvaru D (D-fenomén), kmen hodnotime jako rezistentni
s timto komentafem: ,,Klindamycin Ize pouzit ke kratkodobé 1¢¢bé méné zavaznych
infekci kiize ¢i mékkych tkani, nebot’” se nepfedpokladéd vznik tplné rezistence®. Pokud

zde neni viditelny D-fenomén, vysledek hodnotime podle klinickych breakpointti. MIC

by méla byt vySetiena u izolati, které byly necitlivé pii metodé DDT (Urbaskova, 2017,
Urbaskova, 2018).

Obrazek 6: Indukovana rezistence ke klindamycinu, D-fenomén. Zdroj: vlastni

4.4.3 Detekce producentii beta-laktamazy
K uréeni produkce beta-laktamazy pouzivame na DDT disk benzylpenicilinu. DDT je

vhodnéjsi nez stanoveni pomoci MIC.

Pracovni postup: Celkové je postup testu stejny jako u DDT s cefoxitinem (kap. 4.4.1.1)

S tim rozdilem, Ze se na plotnu umist'uje disk benzylpenicilinu.

Hodnoceni: Zénu benzylpenicilinu prohlizime v prochazejicim svétle. Pokud je zona
S ostrymi okraji a primér inhibi¢ni zony mensi nez 26 mm, izolat oznaCujeme jako
rezistentni (je producentem enzymu penicilindzy). Pokud je zona vétsi nebo rovna nez
26 mm a okraje zony jsou neostré, kmen oznaCujeme jako citlivy k penicilinu,

amoxicilinu, ampicilinu a piperacilinu (Urbaskova, 2018).
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5 Vysledky

V prvni c¢asti vysledkli ukdzu nejcastéji se vyskytujici antibiogramy, ale 1 ty které se

vyskytuji malo nebo vzacné. Budu zobrazovat metodu DDT.

V druhé ¢asti jsem pro svou praci méla k dispozici z laboratorniho informacniho
systému data s vysledky vySetfeni citlivosti k antibiotikiim, za pil roku v obdobi 1. 1.
2018 do 30. 6. 2018 od pacienti s infekci Staphylococcus aureus. Vzorky byly
vySetfovany metodou diskového difuzniho testu a metodou MIC, které jsem si

vyzkousela i s interpretaci vysledku.

5.1 VySetreni citlivosti metodou DDT
Na obrazku (obr. 7) vidime nejcastéj$i typ antibiogramu. Zméfené inhibi¢ni zony

antibiotik jsou stejné ¢i vétsi neZ je limit pro citlivé kmeny uvedené v tabulce EUCAST.

Obrazek 7: DDT — casty typ. Zdroj: vlastni.
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Déle mize vidét na obrazku (obr. 8) vzacnéjsi typ antibiogramu. Jedna se o MRSA
kmen. Inhibi¢ni zona kolem cefoxitinového (na obrazku FOX) disku je <22 mm a je

pritomna indukovana rezistence ke klindamycinu (D-fenomén).

Obrazek 8: DDT-MRSA kmen + indukovand rezistence ke klindamycinu. Zdroj:

vlastni.
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Dalsi z vzacngjSich typh antibiogrami ukazuje (obr. 9). Jedna se o MRSA kmen, kde je
inhibi¢ni zona kolem cefoxitinového (FOX) disku opét <22 mm a dale vidime, ze kmen
je rezistentni k vétSin¢ antibiotik vcetné aminoglykosidi. Citlivost je zachovana u

kotrimoxazolu (na obrazku SXT), coz je vlastnosti vétsiny MRSA kment.

Obrazek 9: DDT — MRSA kmen. Zdroj: vlastni.
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Vzéacny typ antibiogramu na obrazku (obr. 10). Jedna se opét o MRSA kmen, inhibi¢ni
zona kolem cefoxitinového (FOX) disku je <22 mm. Kmen je citlivy k vétsiné

antibiotik, coZ neni Gasta vlastnost MRSA kment. Cast&jsi je sdruZend rezistence i

k dalsim skupinam antibiotik.

Obrazek 10: DDT — vzacny typ MRSA. Zdroj: vlastni.
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Na obrazku (obr. 11) vidime kolonie uvnitt inhibi¢ni zoény kolem disku s rifampicinem

(RIF). Je nutné tyto kolonie retestovat.

Obrazek 11: DDT — kolonie v inhibi¢ni zong. Zdroj: vlastni
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Na nasledujicich obrazkach (obr. 12, 13) je vidét prukaz rezistence k rifampicinu po

retestovani kolonii uvniti inhibi¢ni zony u ptedeslého obrazku.

Obrazek 12, 13: DDT — retestace kolonii uvniti zony. Zdroj: vlastni.

5.2 Celkové shrnuti vysledkii z databaze

Celkovy pocet klinicky dulezitych vzork ¢inil 588 nalezi Staphylococcus aureus.
Dutlezité klinické materidlny jsem rozdélila do nekolika skupin, podle materidlti které
byly ziskany. Také jsem pro srovnani rozdélila kmen Staphylococcus aureus na MSSA-
meticilin-senzitivni ~ Staphylococcus  aureus a  MRSA-meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus, jelikoz u téchto dvou byly nejvétsi rozdily v citlivostech, které
jsem si vyzkousela v predchozi ¢asti. VSechna tato data jsem shrnula do ptehledné

tabulky (tab. 1) a grafu (obr. 14).
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Tabulka 1: Cetnosti nalezii MSSA a MRSA v jednotlivych kategoriich klinickych

materialt.
Zilni materialy z mékké kosti, | umélé
kat ielh kult ¢ 3 b CELKEM
ategorie[ hemokufturymoce katetry | dychacich cest| tkané rany | abscesy klouby |materialy
MSSA 41 48 9 57 229 97 13 10 12 516
MRSA 5 12 0 9 24 16 2 2 2 72
celkem 46 60 | 9 66 253 | 113 | 15 12 14 [

Zdroj: vlastni

260

Pomér celkového poétu zachytl Staphyloccocus aureus : zachytu MRSA

v jednotlivych kategoriich

250

253

240

230

220

200
190

180

170

160

150

140

130

120

Poéet zachyti Staphyloccocus aureus

el

—— MRSA

kem

Obrazek 14: Pomér celkového poétu zachytt Staphylococccus aureus : zachytu MRSA
Vv jednotlivych kategoriich. Zdroj: vlastni
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V tabulce (tab. 2) jsem vyobrazila celkovy pocet pozitivnich klinickych materialt (bez

hemokultur), bylo jich 542. Z téchto vzorka jsem zjistovala, kolik bylo hlaseno, bud’

soucasn¢ s klinickym materialem pozitivnich hemokultur, nebo az po upozornéni

pozitivity klinického materialu a nabrani hemokultury, které pak byly pozitivni.

Tabulka 2: Pocty pozitivnich klinickych materiali a u nich soucasné pozitivni

hemokultury.

klinicky material

hemokultury
pozitivni s klinickym

maerialem
moce 60 12
Zilni katetry 9 1
materialy z
dychacich Zest 66 3
meékké tkané 253 7
rany 113 2
abscesy 15 1
kosti, klouby 12 2
umeélé materidly 14 2
Celkem 542 30

Zdroj: vlastni
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V grafu (obr. 15) je uvedené zastoupeni pozitivnich hemokultur nalezenych u soucasné
nebo drive hlasenych pozitivnich klinickych materialG. Zastoupeni pozitivnich
hemokultur u klinickych materialt ¢ita 5,2 % ze vSech pozitivnich klinickych materialt

(bez hemokultur).

Zastoupeni pozitivnich klinickych materialii a pozitivnich
hemokultur spolu s klinickymi materialy
5,2%

m pozitivni klinické
materialy bez
hemokultur

M klinicky material s
pozitivni
hemokulturou

94,8%

Obrazek 15: Vysledek zastoupeni pozitivnich hemokultur u pozitivnich klinickych

material na infekci Staphylococcus aureus. Zdroj: vlastni

Dalsi graf (obr. 16) ukazuje podrobné zastoupeni pozitivnich hemokultur u jednotlivych
klinickych vzorkl. Z grafu je vidét, ze nejvice pozitivnich hemokultur se nachdzelo u
pfedchozich pozitivnich moci, procentudlné cca 17 %. Jako druhd byla nejvyssi
pozitivita hemokultur u ptedchozich vzorku z kosti, kloubti cca 14 %. Nasledovaly
umélé materidly cca 13 %, zilni katetry cca 10 %, abscesy cca 6 %, materialy

z dychacich cest cca 4 %, mekké tkané cca 3 % a rany s cca 2 %.
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6 Diskuse

V praktické casti mé prace jsem se jako prvni vénovala vySetfeni citlivosti u kmene
Staphylococcus aureus ze zavaznych klinickych materiald, kde tato ryze laboratorni ¢ast
prace navazovala na praci s daty a tim i dilezitou interpretaci vysledkt u jednotlivych

klinickych materialti a dale k ovéfeni nebo vyvraceni hypotéz.

V prvni Casti jsem vyobrazila riizné typy antibiogrami, které se objevuji u metody
vySetieni diskovym difuznim testem. Né&které z antibiogramt se vyskytovaly velmi
Casto (napf. kmeny byl citlivy ke v§em testovanym ATB), ale také se vyskytovaly ty,
které jsou vzacngjsi, nebo dokonce velmi vzacné (napf. antibiogramy u MRSA kment),
samoziejm¢ jsem se ve své praktické Casti setkala s mnohymi dal$imi, které jsem
nevyobrazila. Antibiogramy mutizu jednoduse rozdélit do dvou zakladnich skupin, podle
toho jestli byly citlivé nebo rezistentni k cefoxitinu (beta-laktamu) a na zakladé toho je
zatadit jako MSSA nebo MRSA kmen.

Celkem jsem m¢la k dispozici 588 vzorka Staphylococcus aureus pozitivnich. Z tohoto
souboru bylo 72 vzorkit MRSA pozitivnich, coz si myslim, Ze neni uplné zanedbatelny

pocet a mozna by mél byt pfedmétem sledovani.

Abych se dopracovala k vysledkim potfebnym k ovéfeni nebo vyvraceni hypotéz,

musela jsem interpretovat vysledky jednotlivych klinickych materiald.

Hemokultury - Pocet pozitivnich hemokultur s nalezem STAU za vybrané casové
obdobi bylo 46. Soucasné s témito hemokulturami byl poslan i klinicky materidl
nejriznéjSiho charakteru. Klinicky material byl v n€kterych ptipadech poslan diive nez
vlastni hemokultury, v ostatnich ptipadech byl poslan aZ po upozornéni na pozitivni
hemokulturu u pacienta 1ékafem z mikrobiologického oddéleni. Z celkového poctu 46
hemokultur s nalezem STAU bylo soucasné pozitivnich i 30 klinickych vzorki jako
moce, abscesy, materidly z dychacich cest, zilni katetry, punktaty z kloubt, stéry z ran
¢1 z meékkych tkani. Z téchto nalezi jsem zjistila vysledek, kolik bylo pozitivnich

hemokultur u soucasné nebo diive hlasenych pozitivnich klinickych materiali, vysledek
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¢inil 5,2 %. Z tohoto ndlezu vyplyvd, Ze ndlez STAU v hemokultufe znamena vzdy
podnét pro dikladné vysetieni pacienta. Kontaminace pii odbéru je jisté mozna, ale
musi byt vylouceny vSechny ostatni mozné pfi¢iny ndlezu STAU v hemokultuie
pacienta (endokarditis, osteomyelitis, absces, kolonizace CZK s bakteriémii) a musi byt

zaroven posouzen stav pacienta klinicky i laboratorni.

Moce - Pocet pozitivnich nalezii STAU v moci bylo 60. S pozitivnim nalezem
hemokultur bylo sou¢asné pozitivnich i 12 mo¢i, tedy procentudlné 17 % a to je nejvetsi
zastoupeni ze stanovovanych kategorii. Musime tedy myslet na to, ze nalez STAU v
moc¢i musi byt vzdy interpretovan s velkou opatrnosti a je vzdy divodem k peclivé
diagnostice. STAU nepatii k b&Znym vyvolavatelim infekci urogenitalniho traktu.
Nejpravdépodobnéjsi pricina stafylokokové bakteriurie je hematogenni. Lékar klinik by
mél byt o tomto nalezu informovan, mélo by byt vysloveno podezfeni na dg.
stafylokokové sepse.

Nélez STAU v moc¢i mize ale znamenat i kontaminaci z oblasti zevniho genitalu. Z
téchto divodi je velmi dilezitda komunikace mezi mikrobiologem a klinikem. Nutno
vzdy pfihliZet 1 k ostatnim parametrim u pacienta, klinickym (klinicky stav pacienta) i
laboratornim (zanétlivé parametry). Je-li stav pacienta zdvazny, je zde odbér hemokultur
nutny. Mozna, ale vzacna, je i stafylokokova cystitis vznikla nejcastéji v souvislosti s

katetrizaci mo€ového méchyte.

Zilni Katetry - Pozitivnich nalezti STAU bylo 9. Z toho u jednoho nalezu byla souasné
pozitivni 1 hemokultura (cca 10%). Nalez STAU na zilnim katetru je nélez opét
zavazny. Znamena vzdy vysokou pravdépodobnost (70 — 80 %) prestupu STAU do krve
1 tim infekci krevniho feCiSt€ a moznost vzniku néslednych stafylokokovych
komplikaci, a to bez ohledu na pocet kolonii pfitomnych na vyjmutém katetru. Zde je

odbér hemokultur nutny vzdy.

Materialy z dychacich cest (TAS- trachealni aspirat, sputum, hrudni punktat, BAL-

bronchoalveolarni lavaz) - U téchto materiald byl celkovy nalez 66 a z toho 3 cca 4 %

54



byly hlaSeny s pozitivni hemokulturou. Nalez STAU v materidlech z dychacich cest
muze znamenat pouhou kolonizaci, ale také zavazny stav (pneumonie, absces). Zde je
vzdy nutno piihlizet k dalsim okolnostem, jako je mikroskopické vySetfeni materialu z
dychacich cest, klinicky stav pacienta, zobrazovaci vySetieni a laboratorni parametry.
Stafylokokova pneumonie je nejcastéji nozokomidlni. Je-li komunitni, mize se jednat o
pneumonii komplikujici virovy infekt ¢i komplikujici dosud neprokazanou endokarditis

(pravé srdce). Pii zavazném stavu pacienta je 1 zde odbér hemokultur nutny.

Mékké tkané, rany, abscesy - Celkove¢ Citala tato kategorie nejvice vzorka 371.
Me¢kkych tkani bylo 253 a u 7 byla pozitivni 1 hemokultura, tedy vyskyt v cca 3 %.
Infekei ran bylo 113, znichz u 2 (cca 2 %) byla pozitivni hemokultura. Infekce
mékkych tkani a ran miZe a nemusi byt spojena se stafylokokovou sepsi. Odbér
laboratornich znamek zanétu.

U abscesti Cinil celkovy pocet 15 pozitivnich a z toho jeden vzorek mél pozitivni i
hemokulturu cca 6 %. U abscesii hlubokych tkani je hemokultura nékdy to jediné, co
mame k dispozici, proto je moc dulezitd. Pokud je mozno peroperacné ziskat hnis z

abscesu, m¢l by se posilat soucasn¢ s hemokulturou.

Kosti a klouby - Celkové STAU pozitivnich materialtt bylo 12, z toho se hlasily 2
pozitivni hemokultury, procentualné 14 %. Infekce kosti a kloubi jsou opét infekce
zdvazné a hemokultura je opét Casto to jediné, co lze od pacienta ziskat (hlavné u

osteomyelitid a spondylodiscitid).

Infekce umélych materiali - Infekci STAU u umélych materialti bylo 14. Pozitivnich
hemokultur se v tomto piipadé hlasily 2, tedy cca 13% ze vSech infekci, zjisténych u
tohoto materidlu. Jedna-li se o infekce umélych materialii pfitomnych v krevnim fecisti
(uméld chlopen, kardiostimulator), pak je hemokultura to jediné, co od pacienta

muzeme ziskat. Pfi podezieni na infekci TEP je opét hemokultura na pocatku to jediné,
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co lze u pacienta odebrat, Infekce byvaji vétSinou ¢asné po implantaci TEP a tak klin.

obraz u pacienta byva bouflivy.

Materialy z oblasti CNS se v KKN nezpracovavaji z divodu nepiitomnosti
neurochirurgie, proto jsem je nemohla zatfadit do klinickych materidli. V béznych

mozkomis$nich mocich pfi podezieni na komunitni meningitidu STAU nenalézame.

Z vyse zjisténych vysledkd mohu fici, Ze hypotéza €. 1 (Pfedpokladam, Ze méa smysl u
kazdého nalezu kmene Staphylococcus aureus v zavazném klinickém materialu odebrat
u pacienta i hemokultury) byla potvrzena, ale vzdy je také nutné ptihlizet ke klinickym
a laboratornim parametrtim pacienta.

Hypotéza ¢. 2 (Ptedpokladam, ze s poctem pozitivnich nalezii kmene Staphylococcus
aureus ve vzorcich moc¢i bude soucasn¢ procentualné nejvice pozitivnich hemokultur ve
srovnani s poctem nalezii kmend Staphylococcus aureus v ostatnich klinickych

materidlech) byla taktéz potvrzena.
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7 Zavér

Téma mé prace bylo sice ryze laboratorni, naucit se interpretovat vysledky
stafylokokovych citlivosti a dokazat je interpretovat i pfed komisi, pfesto jsem z
intermitentniho pobytu na oddéleni mikrobiologie Karlovarské krajské nemocnice
pochytila mnoho zajimavych zavéra i klinickych, které jsem chtéla v této praci

interpretovat a dokazat.

Soubor, ktery jsem vybrala pro to, abych mohla potvrdit ¢i vyvratit hypotézy, ¢inil 542
vzorku klinickych materialti bez hemokultur (s nimi 588). Sledovala jsem, kolik procent
bylo pozitivnich hemokultur u soucasné nebo diive hlaSenych pozitivnich klinickych
materidl. Vysledek byl 5,2 % pozitivnich hemokultur. Procento pozitivnich
hemokultur by bylo daleko vétsi, kdyby se s klinickymi materialy posilaly soucasné i
hemokultury. Konkrétné nejvice pozitivnich hemokultur se nachazelo u predchozich

pozitivnich vzorki moci, procentualné cca 17 %.

Z t&chto zjisténi mohu fici, Ze jak hypotéza €. 1 (Pfedpokladam, ze ma smysl u kazdého
nalezu kmene Staphylococcus aureus Vv zavazném klinickém materialu odebrat u
pacienta i hemokultury.), tak hypotéza ¢. 2 (Pfedpokladam, Ze s poftem pozitivnich
nalezii kmene Staphylococcus aureus ve vzorcich moéi bude soucasné procentualné
nejvice pozitivnich hemokultur ve srovnani s poétem nalezti kmeni Staphylococcus
aureus Vv ostatnich klinickych materialech.) byly ob& potvrzeny i na zakladé¢ interpretace

vysledki jednotlivych material v diskusni ¢asti.

24

ze stafylokokové infekce, by mél byt na 1. misté indikovan odbér hemokultur. Odbér
hemokultur 1ze indikovat 1 dodate¢né pii ndlezu STAU z klinického materialu, ale musi
byt nabrany. Pozitivni hemokultury Casto Iékafe navedou a pomlZou ke stanoveni
diagnézy. Tento odbér hemokultur je velmi dulezity, protoze nalez STAU v
hemokultufe, byt i kratkodoby (bakteriémie z CZK), i kdyz celkové klinické piiznaky a

laboratorni markery rychle odezni, je zavazny z divodu moznych komplikaci (infekce

S7



kosti a kloubt, infekce um. materidlli, metastatické abscesy v orgéanech, septicka
tromboflebitis), jelikoz je STAU enzymaticky vybaven (plasmakoagulaza,
hyaluronidéaza, adheziny) pro uchyceni se ve tkanich a organech a ma velkou schopnost

vytvaret abscesy.

Hemokultury je tedy nutné odebrat pii nalezu Staphylococcus aureus v duleZitém
klinickém materidlu také proto, ze stafylokokové sepse se 1é¢i jinak nez pouhy

lokalizovany zanét, konkrétné baktericidnim antibiotikem, vzdy parenterdlné a také se

1é¢i daleko déle.

Pii zavaznych stafylokokovych infekcich se tedy odbér hemokultur od pacienta ukazuje
jako nutnost a jako povinnost odbéru hemokultur pacientovi je nalez kmene

Staphylococcus aureus ve vzorku moci.
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9 Pfilohy

Ptiloha €. 1: Tabulka klinickych breakpointi EUCAST v. 8.0, platna od 2018-01-01
Rozdé€lené na 6 casti.
Zdroj: (Urbaskova, 2018)
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10 Seznam zkratek

EUCAST
ARDS
BAL

C

CNS
CXT
CZK
DDT
ETA,ETB
FOX
KKN
KNS
McF

MH

MIC

MRSA

MSSA
PBP
PCR

PVL

European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing
syndrom respira¢niho selhani
bronchoalveolarni lavaz

citlivy

centralni nervova soustava

cefoxitin

centralni zilni katetr

diskovy difuzni test

exfoliativni toxin-A;-B

cefoxitin - zkratka pfimo na disku ATB
Karlovarské krajska nemocnice
koagul4dza-negativni stafylokoky
McFarland

Mueller hintontiv agat

minimalni inhibi¢ni koncentrace

methicillin — resistant Staphyloccocus aureus (meticilin —

rezistentni Staphylococcus aureus)

meticilin-senzitivni Staphylococcus aureus

penicilin vazajici protein (penicillin-binding protein)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Pantontiv-Valentintiv leukocidin

rezistentni
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RIF

SSSS

STAU
STS
SXT
TAS
TEN
TEP
TSA
TSST-1
VISA

VRSA

rifampicin

stafylokokovy syndrom opafené ktze (Staphylococcal scalded

skin syndrome)

Staphylococcus aureus

syndrom toxického Soku

kotrimoxazol - zkratka piimo na disku ATB

trachealni aspirat

toxickd epidermdlni nekrolyza

totalni endoprotéza

trypton sojovy agar

toxin syndromu toxického Soku
vancomycin-intermediate-resistant Staphylococcus aureus

vancomycin-resistant Staphylococcus aureus
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