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Vyznam rychlé diagnostiky MRSA u pacientii a v nozokomialnim
prostiredi Nemocnice Strakonice, a.s.

Abstrakt

Kmeny Staphylococcus aureus rezistentni k methicilinu (MRSA) patii mezi nebezpecné
pivodce nozokomidlnich infekci. Mortalita spojend s bakteriémii se udava 20-40%.
Lécba nozokomialnich infekci je komplikovana a financné narocna. Ke sniZeni rizika
pro pacienty pfispivd zavedeni protiepidemickych opatfeni, kterd umoznuji uc¢inné
vyhledavani nosici MRSA a zabramuji Sifeni rezistentnich klonli v rdmci nemocnice,

stejné jako rychla a spolehliva diagnostika MRSA infekci.

Tato prace ma za cil popsat vyskyt MRSA v Nemocnici Strakonice a.s. v letech 2012-
2018 a ovétit vyuzitelnost PBP2a rychlého imunochromatografického testu pro rychlou
diagnostiku MRSA.

Celkova incidence MRSA v obdobi 2012-2018 byla vypo¢itana na 3,27/1000 pacienti.
Nejvyssi incidence MRSA za celé sledované obdobi byla roce 2018 (4,2/1000
pacientt). Vyssi incidence byla zjist€éna u osob starSich 60-ti let a spiSe u muzu.
Nejvyssi po€et novych piipadi MRSA byl zaznamenan na chirurgickém a internim
oddéleni. 29-51 % zachyti MRSA pochazelo z cileného screeningu. NejcastéjSim

klinickym materialem byly vytéry z ran a defekta.

Vroce 2018 bylo imunochromatografickou metodou PBP2a Culture Colony Test
testovano 74 izolath S. aureus z klinicky zdvazného materidlu (hemokultury, tekuté
materialy, trachedlni aspiraty). Detekovano bylo 8 pozitivnich vzorkd a 66 negativnich.

Ziskané vysledky byly ve vSech ptipadech shodné potvrzeny diskovou diftizni metodou.

Vysledky analyzy byly zndmy do 6 minut od identifikace kmene a aktivné sdéleny
oSetfujicimu 1€kati, coz vedlo k signifikantnimu urychleni nasazeni cilené antibiotické

terapie. Alere ™ PBP2a SA Culture Colony Test pro rychlou diferenciaci mezi MRSA



a citlivymi kmeny vykazoval 100% citlivost a specificitu. Tento test je vhodné zaradit

do rutinniho mikrobiologického vy3etfovani na UKMAS, Nemocnice Strakonice, a.s.

Kli¢ova slova
Staphylococcus aureus; MRSA; HA-MRSA; CA-MRSA; PBP2a protein; antibioticka

rezistence; infekce spojené se zdravotnickou péci



The importance of rapid diagnostic of MRSA patients and in the
nosocomial environment of the Nemocnice Strakonice, a.s.

Abstract

Methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus strains (MRSA) belong among
the dangerous agents of nosocomial infections. Bacteremia-related mortality is reported
20-40%. Treatment of nosocomial infections is complicated and financially demanding.
To reduce the risk for the patients, the introduction of anti-epidemic measures
contributes for the effective searching of MRSA carriers and preventing the spread
of resistant clones within the hospital, as well as rapid and reliable diagnosis of MRSA

infections.

The aim of this bachelor thesis is to describe the occurrence of MRSA strains
in the Hospital ~Strakonice a.s. in 2012-2018 and to verify the usefulness
of the Alere ™ PBP2a SA Culture Colony Test for rapid MRSA diagnosis. The overall
incidence of MRSA strains in the period of 2012-2018 was 3,27/1000 patients. The
highest incidence of MRSA strains in reporting period was reported in 2018 (4,2/1000
patients). The higher incidence was detected in patients over 60 years of age and mainly
in male patients. The wards where the highest number of new MRSA cases were
recorded were surgical and internal ones, respectively. With the help of targeted
screening from 29 upto 51 % new MRSA cases were revealed. The most common

specimens were wound specimens (deep as well as superficial).

In 2018, 74 isolated Staphylococcus aureus strains from clinically relevant materials
such as blood and other body fluid specimens and tracheal aspirates were tested
with the help of Alere ™ PBP2a SA Culture Colony Test. 8 isolates were detetected
positive for PBP2a protein and 66 were negative. Obtained results were in all cases

confimed by the disc diffusion technique with the same results.

The results of analysis were known within 6 minutes after the identification
of Staphylococcus aureus strain and could have been actively reported to the physician.
This lead to the significant speed-up of early initiation of appropriate targered antibiotic

therapy.



Alere ™ PBP2a SA Culture Colony Test for rapid distinction between MRSA
and MSSA Staphylococcus aureus strains reported 100% sensitivity as well as
specificity. This test should be included in routine microbiological examination

at UKMAS, Nemocnice Strakonice, a.s.

Key words
Staphylococcus aureus; MRSA; HA-MRSA; CA-MRSA; PBP2a protein; antibiotic

resistance; healthcare-associated infections
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1. Uvod

Antibioticka rezistence je celosvétovym problémem. Jiz kratce po zavedeni antibiotik
do béZné medicinské praxe nékteré bakterialni druhy zacaly vykazovat odolnost
K ur¢itym antibiotikiim. Jednim z prvnich byl Staphylococcus aureus, jehoZ rezistence
se nejprve vztahovala pouze na penicilin. Po zavedeni methicilinu ale zacaly nékteré
kmeny vykazovat rezistenci i k tomuto antibiotiku. Témto kmenim se zacalo fikat
methicilin  rezistentni ~ Staphylococcus aureus. Schopnost rezistence ziskaly
horizontalnim pfenosem genii a mutaci vlastnich gent. Tyto kmeny nejsou virulentngjsi
nez kmeny citlivé, ale mohou zpusobit zavazné, zivot ohrozujici infekce. Mortalita

spojena S bakteriémii se udava 20-40%.

Staphylococcus aureus patii mezi bézné se vyskytujici bakterie na kizi nebo sliznici
tietiny celosvétové populace bez klinickych zndmek infekce. Za urcitych podminek tyto
kmeny mohou zptsobit Sirokou $kalu onemocnéni (vétSinou pyogenniho charakteru),
Kterymi jsou ohrozeni ptedevsim hospitalizovani pacienti, osoby s oslabenou imunitou,
narkomani ¢i lidé pokrocilého véku. Hospitalizace je dilezitym rizikovym faktorem
nakazy nozokomialnimi kmeny, které diky selekénimu tlaku antibiotik ziskaly vyhodu
nad citlivymi kmeny. V poslednich letech se zacaly objevovat komunitni kmeny
MRSA, jez se vyskytuji u zdravych osob bez ptedchozi hospitalizace. Komunitni
kmeny se li$i od nemocni¢nich svymi epidemiologickymi a klinickymi rysy, rozdily
seale stale vic stiraji. Infekce MRSA kmeny prodluzuje hospitalizaci, navysuje
mortalitu a morbiditu, ¢imz negativné ovlivituje finan¢ni néklady spojené s lécbou.
Cilem je tedy monitorovat vyskyt na narodni i celosvétové urovni. V Ceské republice je
od roku 2008 vyskyt invazivnich infekci zpiisobené rezistentnimi kmeny S. aureus na

konstantni rovni 12-15%.
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2. Literarni prehled
2.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky patii mezi jedny z nejdéle studovanych bakterii, jejich prvni popis pochézi
jiz zkonce 19. stoleti (1880), kdy nezavisle na sob¢ francouzsky ptirodovédec
L. Pasteur a skotsky chirurg A. Ogson, pozorovali koky v hnisajicich ranach (Petras,
2004).

O dalsi dva roky pozdé&ji roku 1882 byl poprvé pouzit nazev Staphylococcus.
Stafylokoky ziskali sviij nazev podle odvozenych latinskych slov — staphylé znamena

v prekladu hrozen a coccos zrno ¢i bobule. (Petras, 2004).

V prvni poloving¢ 20. stoleti byly popsany tii zastupci rodu Staphylococcus.
Ten posledni byl 1951, v nasledujicich letech ptfibyly dal§i druhy (Petrds, 2010).
V soucasné dob¢ je popsano pies 64 taxonu stafylokokti ziskanych z riznych materiali.
Nejnovéjsi druh je Staphylococcus edaphicus, jenz je popsany Ceskymi taxonomy
z prostiedi v Antarktid¢ (Petras a Kekldkova, 2018).
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Obr. 1: Graf poctu noveé popsanych druhit a poddruht rodu Staphylococcus (Petras,
2010)
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2.1.1 Taxonomie

Rod Staphylococcus je fazen v systematické bakteriologii dle Bergeyeho manualu

nasledovné:

RiSe: Eubacteria

Oddéleni: Firmicutes

Trida: Bacilli

Rad: Bacillales

Celed’: Staphylococcaceae

Rod: Staphylococcus
(Boone et al., 2012)

2.1.2 Morfologie

Do rodu Staphylococcus se fadi grampozitivni nesporulujici a nepohyblivé koky
o velikosti pfiblizn¢ 0,5-1,5 um (Bednat, 1996). Stafylokoky se d€li nepravidelné
Vv riznych rovinach bunky, proto je pro né typické uspofadani ve tvaru hroznu,
ale mohou se nachazet také v parech, ¢tveticich ¢i kratkych fetizcich (Greenwood,
Slack, Peutherer, 1999).

Na pevnych kultivaénich piadach tvoti stafylokoky kulaté, hladké, vyvysené a lesknouci
se kolonie, které mohou byt obklopeny zoénou hemolyzy (Toltzis, 2018).

2.1.3 Biochemické vlastnosti a metabolismus

Stafylokoky jsou fakultativné anaerobni katalaza pozitivni bakterie. Zkvasuji manitol,
Stépi mocCovinu, cukry (trehalézu a sachardzu) a redukuji nitraty. Pii zkvasSovani velké
fady cukrt tvofi kyseliny, nikoliv vSak plyn. Bakterie z rodu Staphylococcus jsou
pomérné odolné k vliviim zevniho prostiedi. Jsou schopné odolavat teplotdm do 60 °C

po dobu az 30 minut, dale pak vysychani, kdy za piitomnosti proteinti prezivaji
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az nékolik tydnt napf. v zaschlém hnisu. Snasi dobfe vyssi koncentrace NaCl.
Tyto vlastnosti ziejmé umoznuji piechodné (transrezidentni) nebo i trvalé (rezidentni)

osidleni uréitych koznich oblasti nékterymi stafylokoky (Bene$ 2009).

2.1.4 Rozdéleni

V laboratorni praxi délime stafylokoky na koaguldza pozitivni a negativni na zdkladé¢
jejich schopnosti produkovat enzym plazmakoagulazu. Ta vytvaii enzymaticky aktivni
komplex se specifickym protrombinem, ktery méni solubilni fibrinogen na pevny fibrin
(Votava, 2003). Mezi koagulaza pozitivni fadime 12 druhG ptfedev§im S. aureus,
dale pak napt. S.intermedius. S. hyicus (Petras, 2018). Ke koagulaza negativnim
stafylokoktim patii vice nez 30 taxond, z nichZ je cela fada souéast bézné mikrobioty

u ¢loveéka a mize za urcitych podminek vyvolat infekce (Petras, 2010).

2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus je Klinicky nejvyznamnéj$im zastupcem koagulaza pozitivnich stafylokokd.
Byl popsan vroce 1884 némeckym bakteriologem F. Rosenbachem. Své druhové
jméno aureus (lat. zlaty) ziskal diky produkci pigmentu, ktery dava jeho koloniim
zlatavy vzhled (Petras, 2004).

2.2.1 Epidemiologie

S. aureus bézné kolonizuje lidskou kuzi a je pfitomen na sliznici dutiny Gstni a nosu
u pfiblizné¢ 25-30 % dospélych bez jakéhokoliv naruSeni hostitelského organismu
(Harvey et al., 2006). K onemocnéni dochazi piedev§im pfi oslabeni imunitniho
systému organismu nebo pfi infekei vysokou davkou virulentniho kmene. Vyznamnym
rizikovym faktorem mtize byt traz, chirurgicky zékrok ¢i pfitomnost cizorodého
materidlu jako jsou implantaty, katétry, proteticky material. Dal$i dilezitou predispozici
pro vnik infekce je snizeni imunity pacienta (napf. diabetes, onkologické onemocnéni),
jinou vyznamnou pii¢inou muze byt veék pacienta at’ uz pro nezralost imunity
u nedonoSencti nebo naopak polymorbidita seniord (Matouskova a Janout, 2008).
Infekce mize vzniknout endogenné nebo exogenné, kdy zdrojem muze byt
kolonizované osoba, kontaminovand potravina ¢i pfedmét (napft. sdilené rucniky, holici

strojky, aj.)(Harvey et al., 2006).
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2.2.2 Faktory virulence

Patogenita S. aureus je dana celou fadou faktort virulence. Lze je rozdélit jednoduse

do dvou skupin: povrchové a extracelularni, jak je znazornéno na obr. 2.

Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
A Coagulase Enterotoxin B
Protein A y N TSST-1
\J iy ’/ a-Toxin
Elastin-binding "
S~ :
Collagen-binding
protein
Fibronectin-binding

Cell-wall-  Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Obr. 2: Faktory virulence kmene S. aureus (Gordon a Lowy, 2008)

2.2.2.1 Povrchové faktory

Nékteré kmeny zlatého stafylokoka tvoii polysacharidové pouzdro, které je chrani
pted interakci s fagy, fagocyty, imunoglobuliny a komplementem. Peptidoglykan
jako zakladni komponenta bunécéné stény vSech grampozitivnich bakterii podporuje
produkci cytokinli a vyrazné ovliviiuje nespecifickou imunitni odpovéd’ organismu.
V kuzi vyvolava lokalni zanétlivou reakci (Bednatf, 1996). Dale se na povrchu
bakterialni stény nachazeji proteiny, piispivajici ke kolonizaci sliznic a kuze (adheziny,
kys. teichoova, polysacharid A). Podporuji ji tim, ze umoznuji adhezi bakterii
K mezibunééné hmoté (napt. fibrinogenu, fibronektinu, kolagnu ¢&i vitronektinu)
nebo povrchu hostitelskych  bunék. Jiné povrchové antigeny mohou pusobit

antifagocytarné napf. protein A (Votava, 2003).
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2.2.2.2 Extracelularni faktory

Mezi extracelularni faktory virulence patii pfedevSim exoenzymy a cytotoxiny, které
poskozuji membrany bun¢k nebo mohou pisobit jako superantigeny. Superantigeny
se vazi na komplex MHC II na antigen prezentujici buiice a zarovein na T- bunéény
receptor T- lymfocyti, ¢imz vyvolavaji tak nespecifickou polyklondlni aktivaci az 20%
vSech T-lymfocytl, coz ma za nasledek velmi bouflivou reakci imunitniho systému
vedouci k toxickému Soku (Votava, 2003). Struény piehled vybranych exoenzymu

a toxinu je znazornén v tabulce 1.

Tab. 1: Piehled vybranych exoenzymu a toxinti (Andrysik, 2004; Argudin et al., 2010;
Bukowski et al, 2010; Daum, 2018; Dinges et al. 2010; Liu, 2015; Oliveira et al., 2018)

exoenzymy ucinek

hyaluronidaza stépi kys. hyaluronovou ve vazivech
lipaza hydrolyzuje lipidy

beta-laktamaza §tépi beta-laktamovy kruh ATB
stafylokinaza rozpousti fibrinové srazeniny
toxiny

poskozuji membrany bunék,
hemolyziny (a-3) predevsim erytrocytt

zdroj zeleza a rustovych faktorti

Panton-Valentintiv leukocidin (PVL) tvoti pory v membrané fagocytt

superantigeny

hydrolyzuji komponenty bunécnych spoju
exfoliatiny A, B v epidermis (zpusobuji oddéleni epidermis

od dermis)

ptisobi proti neutrofiliim, slozkam
] komplementu C5 a IgA,

enterotoxiny A-E, G-I
vyvolavaji enterotoxikdzy, nékdy syndrom

toxického $oku (STS)

. . uvolilyje prozanétlivé cytokiny,
toxic shock syndrome toxin (TSST-1) ) 5
zpusobuje STS
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2.2.3 Onemocnéni a lécba

S. aureus zptisobuje celou fadu onemocnéni riizné zavaznosti od lokalizovanych infekci
kaze, ptes infekce mekkych tkdni az po potencidlné zivot ohrozujici systémové infekce
pfi pruniku bakterii do hlubsich struktur a do krevniho fecisté (Benes, 2018). Pokud
dojde k bakteriémii, mize byt infekce hematogenné¢ zanesena do raznych mist
napadeného organismu, kde vznikaji metastatickd pyogenni loziska. Timto zplisobem
muze dojit k sekundarni pneumonii, osteomyelitidé, endokarditidé, pyelonefritidé atd.

(Bednat, 1996).

Vétsina povrchovych pyogennich infekci zptisobenych S. aureus nevyzaduje celkovou
antibiotickou (ATB) 1é¢bu. Hoji se spontanné nebo postaéi chirurgicky zakrok,
ale vyzaduji vzdy kromé chirurgického zakroku i celkovou antibiotickou terapii. Lékem
volby  jsou aminopeniciliny sinhibitorem beta-laktamaz, naptf. oxacilin

nebo amoxicilin/klavulanat (Benes 2009).

Systémové infekce (sepse, endokarditidy, atd.) musi byt vzdy léceny pomoci vysokych
davek baktericidnich antibiotik. Lékem volby je v tomto pfipadé parenteralni oxacilin,
pii rezistenci vankomycin (Jindrak et al., 2014). Pokud se jedna o infekci, kde hraji
vyraznou roli bakteridlni toxiny, je vhodné pouzit ATB inhibujici proteosyntézu —
jako je linezolid ¢i klindamycin. Nutna je i podpurna lécba (Kluytmans a Struelens,

2009). Prehled onemocnéni a moznosti 1éCby jsou stru¢né shrnuty v tabulce 2.

Tab. 2: Prehled pouzivanych ATB (Jindrak et al., 2014; Rayner a Munckhof, 2005;
Tong et al., 2015).

typ infekce onemocnéni ATB terapie

lokalizované infekce

impetigo, furunkl, karbunki,
nekomplikované pyodermie o ) lokalni ATB
panaricium, pemflgus neonatorum

oxacilin,

24

zavaznéisi a komplikované absces, celulitida, fascitida,

. klindamycin,
infekce kize a mékkych tkani pyomyositida, rané infekce

kotrimoxazol
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systémové infekce

' . endokarditida, tromboflebitida, oxacilin

infekce krevniho fecisté o
sepse +gentamicin

respiracni infekce nekrotizujici pneumonie linezolid

‘ osteomyelitda, spodylodiscitida, oxacilin,
infekce kosti a kloubt

septicka artritida klindamycin
infekce spojené s produkci syndrom toxického $oku, syndrom | oxacilin +
toxind oparen¢ kiize, enterotoxikoza klindamycin

S. aureus je Casty pivodce primarni bakteriémie nozokomidlniho pivodu. Za rizikové
se povazuje osidleni cévnich katétrii. Sekundarni bakteriémie je vétSinou spojovana
s defekty a chirurgickymi zakroky. Zdroj vSak nemusi byt nalezen, protoze se mlize jednat

0 velice malou ranku napt. téiska (Jindrak et al., 2014).

2.3  Rezistence k antibiotikiim

Ziskana rezistence k antibiotikim je celosvétovym problémem. Bakterie diive citlivé
k antimikrobialnim latkdm se stavaji rezistentni, a to pfedevsim tam, kde se antibiotika

nejvice pouzivaji - zejména v nemocnicich.

Rezistenci k antibiotikiim stoupa umrtnost, prodluzuje se pobyt pacientli v nemocnicich

a tim zvysuji naklady na zdravotni péci (Bergerova, 2006).

2.3.1 Beta-laktamadza — penicilindza

S. aureus byl pivodné citlivy k penicilinu, ale po jeho zavedeni do 1é¢ebné praxe
se béhem nékolika let u vétSiny kmenti vyvinula rezistence, zalozené na tvorbé enzymu
beta-laktamazy tzv. penicilindzy. Tento enzym hydrolyzuje betalaktamovy kruh
penicilind. Penicilindza je kddovana genem blaZ, jenz je umistén na plazmidu Casto
s dalSimi geny antimikrobialni rezistence. Penicilindza je blokovana inhibitory beta-
laktamaz, které jsou soucasti potencovanych aminopenicilind (Ampicilin/sulbactam,
amoxicilin/klavulanat). Rezistentni k jejimu uc¢inku jsou syntetické protistafylokokové

peniciliny napf. oxacilin (Lowy, 2003).
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2.3.2 Modifikace PBP2

Z Kklinického hlediska je mnohem vyznamnéjsi rezistence kmend S. aureus
k betalaktamovym ATB, jenZ je zptisobena produkci modifikovaného proteinu PBP2a,
ptipadn¢ PBP2c (Penicilin vazajici protein 2a/c). PBP2 je transpeptidaza, ktera
se ucastni vystavby bunécné stény stafylokoka. Penicilin inhibuje jeji ucinek, a tim
dochazi k rozpadu bakterialni buniky. Modifikované proteiny PBP2a/C jsou stejné
enzymaticky aktivni jako PBP2, ale maji nizkou afinitu k beta-laktamovym ATB kromé¢
nové tfidy cefalosporinii 5. generace s aktivitou proti MRSA kmenim (Methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus) napt. ceftarolin, ceftobiprol (EUCAST, 2019b;
Pinho, 2001). Pravé u methicilin rezistentnich kmena S. aureus byl v roce 1981 popsan
mechanizmus této rezistence, kdy byl objeven modifikovany PBP2a (Hartman
a Tomasz, 1981).

Stafylokokova chromozomalni kazeta SCCmec je unikatni mobilni geneticky element
prorod Stafylococcus. Tento element podminuje existenci methicilin rezistentnich
stafylokokti (Hanssen et al., 2006). Dosud bylo popsano osm riznych typi SCCmec
(typ I-VIII) a tada podtypt (Malachowa a Deleo, 2010). SCCmec kazeta nebyla
pivodni soucasti chromozomu druhu S. aureus. Kazeta byla ziskana horizontalnim
pienosem od koagulaza negativnich stafylokokt (Lebeaux, 2012). Soucasti této kazety
je gen mecA, kodujici modifikovanou bilkovinu PBP2a - penicilin vazajici protein 2a
(Pinho, 2001).

U nékterych kmenit MRSA se ale gen mecA nedatilo prokézat, coz vedlo k objevu jeho
homologu mecALGA251, ktery byl pozd¢ji pfejmenovan na mecC. Prevalence mecC
kmentli je odhadovana na 0,54-2,8 % vSech MRSA izolath (Paterson et al., 2014).
V Ceské republice bylo od roku 2007 - 2016 izolovano 15 kmenti MRSA nesouci gen
mecC (Malisova et al., 2018).

2.3.3 BORSA

U stafylokokd je mozné sledovat i jiny mechanismus rezistence k methicilinu
nez U MRSA kmend. Jednim z nich jsou kmeny oznaCované jako Hrani¢né oxacilin
rezistentni S. aureus (z anglického nazvu Borderline oxacilin resistant S. aureus)

neboli BORSA. Vykazuji nizkou, hrani¢ni rezistenci vaci oxacilinu a na rozdil
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0od MRSA kmeni nemaji modifikovany PBP2a kodovany mecA nebo mecC gen. Kmeny
BORSA nelze klasifikovat jako methicilin rezistentni nebo methicilin citlivé. Jejich
rezistence je typicky spojena s hyperprodukci beta-laktamaz nebo v nékterych

ptipadech s bodovymi mutacemi v PBP genech (Hryniewicz et al., 2017).

2.4 Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

pouhy rok po zacatku pouzivani methicilinu, prvniho ze semisyntetickych
protistafylokovych penicilinti (Jevons, 1961). Poté, béhem 60. let, Se rezistence stavala
stale vétsim problémem v nékterych evropskych zemich a pozdé€ji i v USA. Prvni pfipad
rezistence k methicilinu v USA byl zaznamenan vroce 1968 (Moellering, 2011).
V soucasnosti se kmeny MRSA rozsitily celosvétové a Casto jsou kromé penicilini
a vetSiny cefalosporint rezistentni i k fad¢ dalSich skupin ATB. K 1é¢bé zavaznych
MRSA infekci se tak vétSinou pouziva vankomycin. Nasledkem toho byly koncem
20. stoleti detekovany prvni kmeny MRSA se sniZenou citlivosti k vankomycinu
neboli VISA (Hiramatsu,1997). V roce 2002 v Michiganu izolovali kmen S. aureus plné
rezistentni k vankomycinu (dale VRSA). Za tento typ rezistence je zodpovédny gen

vanA, jenz stafylokoky ptfevzaly od enterokokii (De Niederhdusern, 2011).

Globalni vyskyt MRSA je vysledkem rozsahlého S$ifeni omezeného poctu kment
ve vysoce rizikovém prostiedi nemocnic (Kluytmans a Struelens, 2009). EXistuje
nékolik protichtidnych nazorti o vzniku prvnich MRSA klont. Piedpoklad jedné z teorii
je, ze vSechny MRSA klony pochazeji z jednoho kmene S. aureus, jenz ziskal gen
mecA. Podle nové dostupnych studii, které zkoumaly rozdilnost MRSA klont, bylo
zjisténo, Ze gen zpusobujici rezistenci byl né€kolikrat pfeveden do riznych genetickych

linii S. areus (Deurenberg et al., 2007).

Pivodné se kmeny MRSA vyskytovaly pouze v nemocni¢nich zatizenich. Z tohoto
divodu se oznacuji jako HA - MRSA (hospital associated MRSA). Po roce 1980 byly
izolovany pfipady MRSA infekce u pacienti bez predchoziho kontaktu
s nozokomialnim prostiedim tzv. komunitni kmeny CA-MRSA (comunnity associated
MRSA). Komunitni MRSA kmeny se li§i svymi charakteristickymi rysy
od nozokomialnich kmenti, viz Tab. 3. (Matouskova a Janout, 2008).
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Tab. 3: Charakteristika kmenit HA-MRSA a CA-MRSA (Matouskova a Janout, 2008;
Kluytmans a Struelens, 2009, upraveno)

Charakteristické rysy HA-MRSA CA-MRSA
) star$i osoby mladsi osoby
pacient o
zékladni onemocnéni zdravi jedinci
sportovci
rizikovy faktor pacienti v nemocnici vojaci
(pacient) jina zdravotnicka zafizeni | homosexualové
vézni
bakteriémie infekce meékkych tkani a kaze
pneumonie abscesy, celulitida,
onemocnéni ) ] ] ) ] o
infekce chirurgickych ran | impetigo, folikulitida
infekce mocovych cest nekrotizujici pneumonie
ATB rezistence multirezistence rezistence k beta-laktamim
typy SCCmec [, 11, 111, VI nebo VIII IV, V nebo VII
PVL ne (pouze vzacne) ano

241 CA-MRSA

Komunitni MRSA kmeny jsou celosvétovym problémem. Jedné se o generaci MRSA
izolatl, jenz zptsobuji infekce u zcela zdravych osob. Na rozdil od HA-MRSA kment
jsou obvykle citlivé k non-betalaktamovym ATB a nesou pievazné SCCmec typu IV, V
a VII. Ne&které izolaty produkuji PVL, ktery vyvolava lyzu leukocytl a nekrézu
epitelovych bunék. Typicky tyto kmeny zpiisobuji casto se opakujici infekce mekkych
tkdni a kize vcetné¢ furunklli, impetiga, abscest. V nckterych piipadech jsou
také spojovany se zavaznymi infekcemi napf. sepsi Ci nekrotizujici pneumonii

(Pantosti a Venditti, 2009).

Mezi hlavni kritéria epidemiologické klasifikace CA-MRSA ftadime (Matouskova
a Janout, 2008):

o Vanamnéze pacienta nejsou znamy kolonizace MRSA kmeny

o zadné udaje o hospitalizaci, chirurgickém vykonu, dialyze, umisténi

do pecovatelského zafizeni ¢i hospice V poslednich letech
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o bez pfitomnosti cizorodych materidli napf. katétry nebo lékatské pfistroje
zavedené pres kiizi pacienta
o MRSA diagnostikovana u ambulantnich pacientd ¢i do 48 hodin po pfijeti

do nemocnice

V soucasné dob¢ zacina pribyvat MRSA kment, které nelze tadit mezi CA-MRSA
¢1 HA-MRSA. Komunitni kmeny se dostavaji do prostfedi nemocnic a naopak. Jedna
se tzv. MRSA nozokomialni infekce s pocatkem v komunité (HACO-MRSA)(Daum,
2018).

242 HA-MRSA

Nozokomialni kmeny MRSA zpisobuji infekce souvisejici s pobytem v nemocnici
¢i jinych zafizenich napt. domovech pro seniory. Tento patogen je nejrizikovejsi
pro pacienty zejména na jednotkach intenzivni péce, dialyzacnich centrech apod.
Mezi rizikové faktory kolonizace HA-MRSA kmeny se fadi: vék pacienta, dlouhodoba
hospitalizace, invazivni zékroky, predchozi ATB 1écba a pfitomnost rliznych 1€zi napf.
popaleniny, dekubity. V nemocnicich je vys§i nebezpec¢i Sifeni MRSA kmend
od zdravotnikt ¢i od ostatnich pacienti. Invazivni infekce HA-MRSA kmeny se Castéji
objevuji u pacientii po operacnim zakroku, po zavedeni napt. katétra, u dialyzovanych
pacientl, po transplantaci organt, dale pak u osob s oslabenou imunitou (Kluytmans
a Struelens, 2009). Oproti CA-MRSA izolatim jsou nozokomialni kmeny
multirezistentni k ATB. VétSina téchto kmenti nese krom& SCCmec typu | — IV
nebo VII, jenz obsahuji gen mecA, dal$i zdroje rezistence jako jsou plazmidy a

traspozony (Malachowa a DeLeo, 2010).

2.4.3 Soucasnd epidemiologickd situace v Evropé a Ceské republice

MRSA kmeny se staly vaznou hrozbou pro vefejné zdravi po celém svéte. Z tohoto
divodu je globalni vyskyt sledovan riznymi institucemi. Soucasny trend vyskytu
vV Evropé sleduje dlouhodoby projekt EARS-Net (Europan Antimicrobial Rezistence
Surveillance Network). Jedna se o celoevropskou sit, ktera sjednocuje narodni systémy
surveillance. Koordinaci téchto systémi zajistuje ECDC (Evropské centrum

pro prevenci a kontrolu infek¢nich onemocnéni (ECDC, 2017). V Evropé je zapojeno
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vice nez 1400 nemocnic z 29 zemi Evropy, véetné Ceské republiky, ktera se piipojila
v roce 2000 (Urbaskova et al., 2006).

Podle dostupnych dat se vyskyt MRSA v Evropé postupné snizuje. Nicméné tfetina
zemi stdle hlasi podil MRSA kment invazivnich infekci vice nez 20%. Snizujici
tendence v roce 2017 byla zaznamenana ve Velké Britanii (6,9%), Némecku (9,1%),
Portugalsku (39,2%) a Francii (12,9%). Naopak v Chorvatsku (28%) a na Malté
(42,1%) byl zaregistrovan mirny narust. Data z roku 2017 potvrzuji klesajici trend

v

MRSA infekci je na severu Evropy, zatimco nejvy$si prevalence je na Malté

a v Rumunsku (ECDC,2017).
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Obr. 3: Vyskyt MRSA izolatt v Evropé 2017 (EARS-Net, 2017)

Jak je znazornéno na obr 4, v Ceské republice se vyskyt MRSA invazivnich izolatd
od roku 2000 navysil z ptivodnich 4,3% na 14,6% v roce 2009. Od té¢ doby nedoslo
K vyraznéjsim zmeénam do roku 2017 - 13,2% (EARS-Net, 2017).
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Obr. 4: Vyskyt MRSA invazivnich izolatd v CR (CDDEP, 2017)

2.5 Protiepidemicka opati‘eni v nemocnicnich zaiizenich

V nemocniénich zafizenich jsou zavedena opatieni (dle vyhlasky MZ ¢. 306/2012 Sb.)
slouzici ke sledovani MRSA infekci a k eliminaci $ifeni infekce mezi pacienty.
Zajistuje je tym pro kontrolu infekci ve slozeni jako je epidemiolog (hygienik), klinicky
mikrobiolog a epidemiologické sestry. Jejich tikolem je piedev§im (Bergerova et al.,
2006):

o Informovanost a skoleni zaméstnanct zdravotnického zatizeni

o Spravné uzivani ATB

o Surveillance MRSA

o Preventivni opatieni béhem oSetiovatelské péce (v piipadé potieby

dekolonizac¢ni terapie)

25.1 Cilena ATB terapie

Cilené uZzivani antibiotik hraje vyznamnou roli v prevenci Sifeni MRSA kmeni.
Pfi nespravném a nadmérném pouzivani ATB se vytvaii idedlni prostiedi pro MRSA
kmeny, jenz maji selekéni vyhodu nad citlivymi kmeny S. aureus. Nizsi vyskyt MRSA
Ize pozorovat v neékterych zemich, kde je omezené pouzivani ATB (Kock et al., 2010).
Mezi nejvyznamnéjsi selektory MRSA kmenl se povazuji vSechny generace
cefalosporinti, makrolidy a fluorochinolony (Bergerova et al., 2006). Je tedy nutné

vvvvvv

lze zaradit spravné ddvkovani ATB po nezbytné dlouhou dobu a pravidelné sledovani
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vyvoje rezistence a spotieby ATB v daném zdravotnickém zafizeni (Bergerova et al.,
2006).

2.5.2 Surveillance MRSA

Zakladnim principem, jak zamezit Siteni MRSA kment, je aktivni surveillance
neboli screening. Jedna se o aktivni vyhledavani nosi¢t MRSA, jak mezi pacienty, tak
| exponovanym zdravotnickym personalem. Zdrojem MRSA infekce je nejcastéji
pacient ¢i nosi¢ MRSA bez klinickym ptiznakt (Kluytmans a Struelens, 2009). Dilezité
je poté zahdjit preventivni opatieni jako je izolace pacienta a dekontaminacni terapie,
jenz slouzi ke sniZeni rizika ptenosu MRSA izolatd na jiné pacienty a zaroven zabrani
vzniku sekundarniho onemocnéni u samotnych nosicli. Nosicstvi je nejcastéji prokazano
na nosni sliznici a na kizi napf. z perinea. U nosict, ktefi byli kolonizovani béhem pobytu
ve zdravotnickém zafizeni, Ize nalézt kmeny i v chronickych ranach a defektech (Marshall

etal., 2004).

Ve zdravotnickych zafizenich nelze provadét celoplo$né sledovani. Z tohoto divodu
se ve vétsiné nemocnic zavedl selektivni screening konkrétnich skupin pacientli podle
tabulky 4. Povinné testovani je zavedeno u prvni skupiny, kde je stupen rizika nejvyssi
(Bergerova et al., 2006), dale u osob se znamou kolonizaci MRSA kmeny v minulosti,
ajedincl, kteti mohli byt v kontaktu snosi¢i MRSA napt. pfichazi zjiného

zdravotnického zatizeni (Matouskova a Janout, 2008).

Tab. 4: Mira rizika na jednotlivych oddé€lenich (Bergerova et al., 2006)

rizikova skupina | stupen rizika | oddéleni

oddéleni intenzivni péce (v€. ARO), oddélni
1 vysoké popalenin a transplantaci, kardiochirurgie,

neurochirurgie, traumatologie, hemodialyza

vSeobecna chirurgie, dermatologie, ORL,

2 stiedni urologie, neonatologie, gynekologie a
porodnictvi

3 nizké interni a détska ltizkova odd¢€leni, neurologie

4 specifické Oddéleni nasledné péce a pecovatelské domy
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Klicovy je vybér spravného vySetiovaného materidlu pro screening. Nejvyssi vytéznost
je dle dostupnych studii pti vySetieni stérd z nosu, krku a perinea, kdy lze zachytit
az 98,3% nosicu (Kluytmans a Struelens, 2009).

2.5.3 Opatieni pii vyskytu MRS A

Pti vyskytu MRSA na oddéleni je nutné podniknout nékolik krokii. Kazdy novy piipad
je potieba hlasit nemocni¢nimu epidemiologovi. Kolonizované pacienty je nutno
izolovat a musi byt dodrzovan bariérovy rezim, aby se ptedeslo Sifeni MRSA

mezi ostatnimi pacienty (Bergerova et al., 2006).

Zakladni principy oSetfovatelské péce jsou (Coia et al., 2006):

o izolace pacienta nejlépe v samostatném pokoji s vlastnim socidlnim
zatizenim

o desinfekce rukou ptfed a po kontaktu s pacientem a pii odchodu z izolacniho
pokoje

o pouzivani jednorazovych pomicek jako jsou rukavice, plasté, rousky — vse je
umisténo u izola¢niho pokoje pacienta

o pacient mé vyhrazeny vlastni nastroje a pomticky napf. ptibory

o vhodny tklid béhem hospitalizace — jasné oznaceni a tfidéni infekéniho
odpadu a liZkovin

O o propusténi pacienta je nutné dezinfikovat cely pokoj a nastroje (kontrola

mikrobiologickymi stéry z prostiedi)

2.6  MozZnosti identifikace MRSA

Pro detekci MRSA kment v rutinnich klinickych laboratofich je kladen vysoky diraz
na jednoduché, rychlé, pfesné a citlivé metody. V soucasné dobé¢ je dostupné velké
mnozstvi metod pro identifikaci MRSA izolatd. Standardné se vyuziva diskova difuzni
metoda, kterda je spolehlivda ale c¢asové narocna. Nedilnou soucasti laboratorni
diagnostiky je vyuzivani selektivné diagnostickych pid (EUCAST, 2017). Dalsi
moznosti pro rychlou detekci MRSA kmend jsou latexové aglutinacni metody
a imunochromatografické testy. V poslednich letech se standardem stala PCR
diagnostika, ktera detekuje gen meA. (Datta et al., 2011). Soufasnym trendem je

ve vétsing laboratofich vyuziti kombinace nékolika vySe zminénych metod.
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2.6.1 Selektivné diagnostické piidy

V souéasné laboratorni praxi je vyuzivano nékolik komeréné dodavanych selektivné
diagnostickym piid pro detekci MRSA kment. Pida obsahuje smés nékolika ATB
v¢. cefoxitinu/oxacilinu. Tato smés ATB umozni rGst methicilin rezistentnich
stafylokokl v¢. heterorezistentnich kmend a inhibuje b&éznou mikrobiotu (Malhotra-
Kumar a kol., 2008). Piima identifikace MRSA kmeni je zajisténa ptidavkem
chromogenniho substratu, jenz je §tépen glukosidazou produkovanou kmeny S. aureus
za vzniku barevného komplexu. Vnikaji zelené zbarvené kolonie, které zndzornuje

obr 5.(Perry a Freydicre, 2007).

Obr. 5: Kolonie MRSA kmene na ChromID MRSA médiu. (zdroj: vlastni)

Z dostupnych studii je ziejmé, Ze média s obsahem cefoxitnu, napt. ChromID MRSA

(bioMérieux) jsou lepsi pro detekci MRSA kment nez pidy obsahujici oxacilin.

Selektivni diagnostické pidy se staly nedilnou soucasti bézné laboratorni diagnostiky.
Vyuzivaji se hlavné jako screening pacientil, kteti by mohli byt ohrozeni MRSA kmeny.
Vzdy je ale nutné vzorky kultivovat i na neselektivni pidé¢, protoze nékteré MRSA
kmeny mohou vykazovat velmi nizkou rezistenci k oxacilinu, tudiz by se mohl

na selektivni pidé projevovat jako citlivy kmen (Bergerova, 2006).

2.6.2 Disk s cefoxitinem

Diskova difazni metoda je jedna z nejvice vyuzivanych metod K vySetieni citlivosti
k antibiotikim Vv mikrobiologickych laboratofich. Vyuzivaji se papirové disky

napusténé urcitym mnozstvim antibiotik. Tyto disky jsou poté kladeny na kultivacni
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pudy, kde po kultivaci vzniké inhibicni zona, jejiz prumér udava citlivost ¢i rezistenci

k danému ATB (Votava, 2010).

EUCAST doporucuje k urceni citlivosti ATB methicilinu/oxacilinu u izolata S. aureus
disk s obsahem cefoxitinu, ktery na rozdil od disku s obsahem oxacilinu vyborné
koreluje s ptitomnosti genu mecA (EUCAST, 2017; Urbaskova et al., 2004). Je to
velmi spolehlivda metoda ur€eni MRSA kmenll. Tyto kmeny tvoifi inhibi€ni z6nu
<20mm kolem disku obsahujici 30ug cefoxitinu viz obrazek 6. (EUCAST, 2019;
Van Landuyt et al., 2004).

Obr. 6: Diskova difuzni metoda — disk s cefoxitinem (zdroj: vlastni)

2.6.3 Detekce proteinu PBP2a

Pro detekci MRSA izolatd jsou komeréné dostupné rychlé latex-aglutinaéni nebo
imunochromatografické testy detekujici protein PBP2a (antigen) na zakladé€ jeho vazby

se specifickou monoklonalni protilatkou (Pazderkova et al., 2012).

V piipad¢ latex-aglutinacnich testl je protilatka navdzana na povrchu latexovych castic.
Pozitivnim vysledkem je viditelna aglutinace. Tyto metody jsou rychlé, jednoduché
a dostupné od mnoha komer¢nich dodavatelti. Vysledek je obvykle znamy do 15-
20 min. Tyto testy nelze pouzit u vzorka kultivovanych na pudach obohacenych o NaCl

(Brown et al., 2005).
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Dale je na trhu rychly imunochratograficky test. PBP2a SA Culture Colony Test (Alere)
vyuziva jako protilatky vysoce citlivé rekombinantni monoklondlni fragmenty protilatek
(rFabs) schopné vazat protein PBP2a piimo z bakterialni kultury. Testovaci strip
obsahuje specifikou protilatku imobilizovanou na nitrocelul6zové membrané. Jakmile
vzorek vzlina po stripu, dochazi v piipadé pritomnosti PBP2a proteinu nejprve k jeho
reakci s rizovym konjugatem. Poté je tento komplex zachycen specifickou protilatkou

V testovaci oblasti, ktera se projevi pfitomnosti rizové linie (Trienski et al., 2013).

2.6.4 Detekce mecA/mecC genu

Za standardni identifikaéni metodu MRSA kment je povazovan PCR prikaz mecA
popt. mecC genu. Pivodné byly vyuzivany in-house metody amplifikujici mecA gen
z DNA izolované z ¢isté kultury S. aureus. Dnes jsou k dispozici komeréni kity
prorizné rt-PCR platformy, které umoznuji detekci pfimo z klinického materialu
(Rossney et al., 2007). Set IDI-MRSA (Infectio Diagnostic) je vysoce spolehlivy
a specificky test pro ptimou identifikaci MRSA kmenl z nazdlnich stéri bez potieby
predchozi kultivace. Tento test je zaloZeny na amplifikaci iseku DNA zahrnujiciho ¢ast
SCCmec a priléhajici oblast orfX genu, kde se tento mobilni element do chromozomu
S. aureus integruje. Podobnym zptuisobem detekuje jeden amplikom (SCCmec-orfX) set
GeneXpert MRSA assay (Cepheid). Vzhledem k finan¢ni a ¢asové naro¢nosti metody

se v rutinnich laboratofi bézné nevyuziva (Malhotra-Kumar a kol., 2008).
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3. Cile prace a hypotézy

Cile:

1. Osvojit si mikrobiologické techniky pii zpracovani klinického materialu.

2. Statisticky zpracovat data o vyskytu MRSA u pacientli v prostfedi Nemocnice
Strakonice, a.s. od roku 2012 do 2018.

3. Zavedeni PBP2a SA Culture Colony testu (Alere) do rutinniho vySetfovani
Vv bakteriologické laboratoii Nemocnice Strakonice, a.s.

4. Zhodnoceni nozokomialniho prostfedi jakozto mozného zdroje MRSA kment

pro pacienty Nemocnice Strakonice, a.s.

Hypotézy:

H1: Predpokladame, ze pouzitim PBP2a SA Culture Colony testu (Alere) zrychlime
diagnostiku MRSA z klinicky zdvaznych materialli, coz jsou piedevSim infekce
krevniho feciste.

H2: Ptedpokladdme, ze diky zrychleni identifikace kmene MRSA dochazi

k rychlejsimu nasazeni adekvatni terapie.
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4. Metodika

V prvni ¢asti své bakalarské prace jsem se zaméfila na kultivaci a identifikaci MRSA
kment z vybranych klinicky zavaznych materiala tj. hemokultury, trachealni aspiraty
a tekuté¢ materialy (punktaty, zluce, atd.), v obdobi od 1. 1. 2018 do 31.12. 2018.
Laboratorni diagnostika kment S. aureus byla provadéna v Centralnich laboratotich
Nemocnice Strakonice, a.s., UKMAS. Veskery material byl odebran podle Laboratorni
ptirucky a zpracovan podle pfislusSnych Standardnich operacnich postupti (déle SOP)

pro tuto laboratof.

4.1 Material a metody

4.1.1 Zpracovani materidalu

Vybrany biologicky material byl zpracovan dle nasledujici tabulky:

Tab. 5: Zpracovani vybraného druhu materialu.

druh materialu odbérova souprava zpracovani

V pripadé pozitivity:

aerobni — COLSB, URI,
] aerobni/ anaerobni lahvicka
krev — hemokultivace 2x preparat

(BACT/ALERT® 3D)
anaerobni- COLSB, URI,

SCH, 2x preparat

COLSB, URI, SCH, HAEM,
trachealni aspirat zkumavka CAN2, pomnoZzovaci puda,

preparat

anaerobni lahvicka
(BACT/ALERT® FN Plus),

zkumavka,

tekuté materialy . COLSB, SCH, URI, CNA,

injekeni stiikacka

HAEM, preparat, (v piipadé

zlu¢e DCA, selenit)

Zkratky piad: COLSB (Oxoid) — krevni agar (5% berani krve), URI (BioRad) — chromogenni pida
(selekce gramnegativnich ty¢ek), SCH agar (Oxoid) — Schadleriv agar (anaerobni kultivace),
CNA (bioMérieux) — krevni agar obohaceny kys. nalidixovou, CAN2 (bioMérieux) — chromogenni ptida
pro kvasinky, HAEM (bioMérieux) — ¢okoladovy agar
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4.1.2 Kultivace

Vzorky byly kultivovany aerobné i anaerobné. Aerobni kultivace probihala v termostatu
Biological Thermostat BT120 (CHIRANA) pii 37°C vbézné atmosféie
nebo za zvysené tenze CO2 (Thermo SCIENTIFIC). Anaerobni kultivace (SCH agar)
probiha v anaerobnim boxu (Bug box, Trigon plus) ve smési plynt (80 % N2, 10 %
COz2, 10 % H2) také pii 37°C.

Krev byla kultivovana v komeréné dodévanych lahvickach (BACT/ALERT®™ FA Plus,
BACT/ALERT® FN Plus) v automatickém analyzatoru BACT/ALERT® 3D od firmy
bioMérieux. Jedna se o automaticky systém, jehoz principem je detekce oxidu
uhli¢itého (produkovaného bakteriemi) pomoci kolorimetrie. CO2 volné prochazi
polopropustnou membranou a reaguje tak s vodou. Tim dochazi ke snizeni pH a senzor
zaznamena zménu barvy indikatoru ze zelené na Zlutou (Cermék, 2008). Kultivace
probihd 5 dni do konecné negativity. V ptipadé pozitivniho vysledku analyzator zahlési

pozitivitu lahvicky zvukovym signalem.
4.1.3 ldentifikace

Po 18-24 respektive 48 hodinach byly kultury narostlé na kultiva¢nich pudach
hodnoceny VS pracovnikem. Jako suspektni S. aureus byly oznageny kolonie typického
vzhledu produkujici krémovy az zlatozluty pigment na COLSB, CNA a URI, casto se
zonou beta hemolyzy na COLSB a CNA. Takovéto kolonie byly déle identifikovany
pomoci prikazu véazané plazma koagulazy a metodou MALDI-TOF. U pozitivnich

hemokultur byla identifikace provedena po 3 hodinach metodou MALDI-TOF.

4.1.3.1 Véazani koaguldza

K pfedbézné identifikaci byl pouzit set Staph Plus Latex Kit (PRO-LAB Diagnostics).
Testovaci ¢inidlo v tomto setu vyuzivd modrych polystyrenovych latexovych Céstic
(senzibilizovany fibrinogenem a IgG), Pokud jsou stafylokokové kolonie obsahujici

clumping faktor ¢i protein A, smichané s testovacim c¢inidlem dochazi k aglutinaci

béhem 20-30 sekund.
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Postup
o Na prvni poli¢ko karticky kapneme kapku cinidla Staph Test Latex Reagent

na druhé policko negativni kontrolu.
o Pomoci bakteriologické klicky naneseme nékolik kolonii na prvni policko
a krouzivym pohybem smichame s reagencii. To samé provedeme i u druhého

policka.

V piipad¢ pozitivity dochazi k aglutinaci, ktera je znazornéna na obr. 6 vlevo.

Obr. 6: Pritkaz vazané koagulazy u S. aureus (zdroj: vlastni)

4.1.3.2 MALDI-TOF

Identifikace byla potvrzena na ptistroji Microflex LT od firmy Bruker Daltonics. Tento
piistroj pracuje na principu hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (matrix-assisted laser-
desorption ionization time-of- flight), jenz vyuzivdA mékkou ionizaci. Pomoci pulzniho
hmotnostniho analyzatoru doby letu je tato metoda schopna porovnat unikatni profil

bilkovin zkoumané bakterie s referen¢ni databazi kontrolnich kment (Lay, 2000).
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Postup:

Izolovanou kolonii naneseme pomoci bambusového paratka na teréik kovové
desticky.

Ter¢iky zakapeme matrici a nechame zkrystalizovat volné na vzduchu.

Vlozime do pfistroje, ktery zméii hmotnostni spektrum daného kmene.

Na zakladé hmotnostniho spektra je vzorek pomoci programu MALDI-Biotyper
identifikovan. Spolehlivost identifikace vyjadiuje skore (max. ¢&islo 3),

které odpovida mitre shody s referencni databazi kontrolnich kment.

o Vystupem z MALDI-TOF je protokol.

o Hodnoti VS pracovnik.
4.1.3.3 PBP2a SA Culture Colony Test (Alere)
Postup:

o Do zkumavky pfidame dvé kapky Cinidla 1.

o

Pomoci bakteriologické klicky pteneseme néckolik dobfe narostlych kolonii
z krevniho agaru do zkumavky s ¢inidlem a zamichame.

Déle do zkumavky ptidame dve¢ kapky modrého ¢inidla 2, promichdme.
Suspenze ve zkumavce by méla byt bezbarva (pokud se barva neméni, piridame
kapku ¢inidla 2).

Do zkumavky vlozime testovaci prouzek.

Po péti minutach odecteme vysledek testu.

Vysledek (viz obr. 7):

o

U pozitivniho vzorku je vzdy viditelna kontrolni (rizova/fialova) linie spolu
S linii kontrolni.

U negativniho vzorku je vzdy viditelnd pouze kontrolni (rizovéa/fialova) linie.

V ptipadé viditelné pouze testovaci linie (bez kontrolniho prouzku) je vysledek

neplatny.

Vyrobcem je doporuceno provadet u kazdé Sarze pozitivni a negativni kontrolu kmeny

z Ceské sbirky mikroorganismti (BRNO). Pozitivni kontrola methicilin rezistentnim

kmenem S. aureus ATC # 43300, negativni kontrola citlivym kmenem ATC # 25923.
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negativni

pozitivni

Obr. 7: Pozitivni a negativni kontrola PBP2a SA Culture Colony Test (zdroj: vlastni)

4.1.4 Stanoveni citlivosti

Ke kazdému identifikovanému izolatu S. aureus byla stanovena citlivost k ATB

diskovou difuzni metodou, viz obr. 8.

Obr. 8: Diskova diftizni metoda. (zdroj: vlastni)

Doporuéeny postup dle EUCAST:

o Cisté narostlé kolonie pomoci bakteriologické kli¢ky pieneseme do zkumavky

se 3-4 mlfyziologickym roztokem a promichame (pifipravime tak zakal
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0,5 McF, ktery méfime na DENSI-LA-METRU I1). Tuto suspenzi musime
pfenést na MH agar do 15 min.

o Na ockovacim rotacnim stolku (Schuett petriturn) sterilnim vatovym tampdénem
rozetieme suspenzi na MH agar (Mueller-Hintontiv agar), po natieni nechame
agar zaschnout. Mezitim natfeme suspenzi na jednu ¢tvrtinu plotny ChromID
MRSA (bioMérieux), ktera slouzi jako screening MRSA izolatt.

o Do 15 min pomoci dispenzoru ATB diski ¢i sterilni jehlou klademe antibiotika
na MH agar.

o Do 15 min vlozime do termostatu a kultivujeme 18-24 hodin pii 37°C.

o Citlivost ode¢ita VS pracovnik pomoci posuvného méfitka, ¢imz uréi, zda
se jednd o citlivy ¢i rezistentni kmen k danému antibiotiku dle EUCAST.

o Hodnoty inhibi¢ni zény se zapisuji do LIS, kde jsou jiz piednastaveny
aktualizované hodnoty breakpointd dle nejnovéejsi verze EUCAST ver. 9

(EUCAST, 2019D).

Jako MRSA je ozna¢en kmen rezistentni k cefoxitinu s typickym modrym nardstem

na MRSA plotné.

415 Vybér a zpracovani dat

Déle jsem se zabyvala statistickym zpracovanim dat vyskytu MRSA izolath
V nozokomialnim prostfedi nemocnice Strakonice v letech 2012 - 2018. Z laboratorniho
informacniho systému VaxNT Janiga Labs jsem vytvofila tabulky a grafy v programu

Excel.

Analyza zahrnuje vSechny MRSA kmeny, které byly izolovany z biologického
(tj. klinicky material a vzorky pro screening) ¢i cizorodého materialu od pacienti
hospitalizovanych v nemocnici Strakonice v letech 2012 - 2018. V tomto obdobi byly
zahrnuty od kazdého nového piipadu (osoby bez ptedchoziho nalezu MRSA) pouze

prvni izolaty.

Do analyzy invazivnich kmend byly zahrnuty vSechny izolaty 2z hemokultur

ve sledovaném obdobi. Duplicitni vzorky byly odstranény.
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Rozdéleni MRSA izolati dle materidlu bylo do grafu fazeno timto zplisobem,

viz Tab. 6.

Tab. 6: Roziazeni druhu materialu do skupin.

skupina materialu

druh materialu

rany a defekty

vytér -defekt

vytér - dekubit

vytér - furunkl

vytér - pistél
vytér-chirurgicka rana
vytér traumaticka rana
vytér - bércovy vied

vytér absces

tekuté materialy

zlu¢
hnis - absces

hnis

cizorody material

centralni venozni katétr

periferni venozni katétr

DCD sputum
bronchoalveolarni lavaz
tracheélni aspirat

HCD vytér - krk (+screening)

vytér - Nos (+screening)

vytér - dutina Gstni

hemokultivace

krev

urogenitalni trakt

moc¢ (cévkovand, mocend, permanentni katétr)

kaze

stér - kiize (+screening)

ostatni

vytér - oko (spojivkovy vak, vied rohovky)
vytér - rectum

vytér - stteni ucho, zvukovod
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5. Vysledky

5.1 Detekce PBP2a proteinu ve vybranych vzorcich v roce 2018

V roce 2018 bylo z tekutych materiali (pfevazné punktaty a hnis), trachealnich aspiratt
a hemokultur zachyceno 74 kment S. aureus (viz Pfiloha 1). U vSech z nich jsem
testovala pritomnost PBP2a proteinu testem PBP2a SA Colony Tube Test (Alere).
Pozitivnich kment bylo celkem 8, negativnich 66. V tab. 7 a grafu 1 jsou rozdéleny

vzorky dle materialu.

Tab. 7: Celkovy piehled testovaného materialu.

PBP2a SA Colony Tube Test
material negativni pozitivni celkem
trachealni aspirat 22 4 26
tekuty material 13 2 15
hemokultura 31 2 33
celkem 66 8 74

TRACHEALN{ APIRAT TEKUTY MATERIAL HEMOKULTURA

® Negativni ® Pozitivni

Graf 1: Detekce bilkoviny PBP2a ve vSech testovanych skupinach.

U vsech kmentl byla zaroven stanovena citlivost k cefoxitinu diskovou difuzni metodou
a byl sledovan nartist na MRSA plotné. VSechny kmeny identifikované jako MRSA

diskovou difuzni metodou byly pozitivni 1 v rychlém imunochromatografickém testu,

37



stejné jako vSechny kmeny citlivé k cefoxitinu byly negativni v PBP2a SA Colony Tube
Testu. Senzitivita a specificita tohoto testu je tedy 100% (viz Tab. 8)

Tab. 8: Senzitivita a specificita.

Detekce PBP2a

N P
disk | C 66 0
CXT|R 0 8

Celkovy pocet vzorku 74 byl ziskan od 65 pacientl, pficemz u 7 pacientt §lo o dva
vzorky (trachealni aspirat, hemokultura) u jednoho pacienta byly zastoupeny vzorky

ve vSech zminénych skupinéach.

V celkovém zastoupeni jednotlivych pohlavi i v zavislosti na zkoumaném materialu

jak je znazornéno v grafu 2 a tabulce 9, ptfevladali muzi nad zenami. Celkovy pocet

muzl byl 44 a Zen 30.
21
14
HEMOKULTURY TRACHEALNI ASPIRAT TEKUTA MATERIAL

Emuzi ®Zeny

Graf 2: Zastoupeni muzu a Zen pro jednotlivé typy materialu
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Tab. 9: Pfehled muzii a zen v testovanych vzorcich

muzi zeny celkem
hemokultura
pocet 21 12 33
procenta 64% 36%

z toho MRSA (pocet) 0 2 2
z toho MRSA (procento) 0% 6% 6%
trachealni aspirat
pocet 14 12 26

procenta 54% 46%

z toho MRSA (pocet) 2 2 4
z toho MRSA (procento) 8% 8% 16%
tekuty material
pocet 9 6 15

procenta 60% 40%
z toho MRSA (pocet) 2 0 2
z toho MRSA (procento) 13% 0% 13%

PBP2a protein byl detekovan v pfipadé hemokultur u 6% vzorkit (MRSA potvrzena

u dvou Zen). U trachedlnich aspirati bylo procento vyssi (16%) a u tekutého materialu

13%.
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5.2 Nové piipady MRSA v nemocnici Strakonice 2012-2018

Podle zpracovanych dat 2012-2018 bylo hospitalizovano v Nemocnici Strakonice, a.s.

v

7

(13092), nejvyssi v roce 2015 (13782). Pocet novych piipadi MRSA byl za toto obdobi

také pomérné¢ konstantni (viz graf 3), celkovou incidenci MRSA jsem vypocitala

na 3,27/1000 pacientii. Vzestupny trend bylo mozné pozorovat az v poslednim roce,

kdy byla zjisténa nejvyssi incidence MRSA za celé sledované obdobi (4,2/1000

pacientl) jak je znazornéno v tabulce 10.

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Graf 3: Celkovy pocet novych piipadi MRSA 2012-2018
Tab. 10: Incidence ptipadi MRSA 2012-2018
2012 2013 2014 2015
Celkovy pocet hospitalizovanych pacient 13481 13259 13529 13782
Pocet novych pripadi MRSA 35 38 49 48
Pocet novych pripadi MRSA/1000 HP* 2,59 2,86 3,62 3,48
2016 2017 2018 | celkem
Celkovy pocet hospitalizovanych pacientu 13403 13476 13092 94022
Pocet novych pripadi MRSA 37 45 55 307
Pocet novych pripadi MRSA/1000 HP* 2,76 3,34 4,20 3,27

(1000 HP* - 1000 hospitalizovanych pacienti)
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5.2.1 Rozdéleni dle véku a pohlavi

Mezi pacienty s MRSA byla v jednotlivych letech jasna pifevaha muzi. Nejvyssi byla
vroce 2017, kdy byl pomér mezi muzi a zenami 2:1. Pouze vroce 2014 byla

zaznamenana mirna prevaha zen. Pocetni zastoupeni obou pohlavi je znizornéno

v grafu 4.
30 31
28
26
23 23 -
20 20
18 19818
15
12
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Emuz ®Zena

Graf 4: Celkovy ptehled zastoupeni muzi a Zen 2012-2018 (prvni zachyt)

Incidence  MRSA nartstala s v€kem, skokovy narlist je moZné pozorovat
mezi skupinami 41-50, 51-60 a 61-70 let. Celkové pocetni zastoupeni V jednotlivych

vékovych skupinach je zobrazeno v tabulce 11. Nejpocetnéjsi je skupina 71-80 let
(91 osob), dale pak skupina 61-70 let (76 osob).

Tab. 11: Celkovy pocet osob v jednotlivych vékovych skupinach 2012-2018.

vék do 20 let | 21-30 let | 31-40 let | 41-50 let | 51-60 let | 61-70 let | 71-80 let | 81 a vice

pocet 7 7 7 15 30 74 91 76

Ve vsech sledovanych letech byla pievaha pacienti starSich 60-ti let, viz graf 6.

41



2 2
|1 1|1
R

DO 20 LET

1111

e

2
1

21-30 LET

5
44
3 3 3
2 2
1 11 IlI I 1
IOIOIII K K i

31-40 LET 41-50 LET 51-60 LET 61-70 LET

m2012 =m2013 =2014 =2015 ®m2016 =2017 m2018

12 12

‘7‘

16
12
10‘

22

71-80 LET

16
15
13
9 9
‘ 77‘
81 A VICE
LET

Graf 5. Rozdéleni pacienti do vékovych skupin (prvni zachyt)
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5.2.2 Rozdéleni dle oddéleni
Podle tabulky 12 a grafu 6 byl nejvyssi vyskyt novych ptipadi MRSA na lazkovém

oddéleni chirurgie a internim oddéleni. Co se tyka jednotek intenzivni péce, tak nejvyssi

pocet je na INT-JIP, kde bylo zaznamenano celkem 33 novych pitipadu.

Tab. 12: Pocet prvnich zachyti MRSA dle odd¢leni.

2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | celkem
CHIRURGIE 5 3 14 16 11 12 13 74
CHIR-JIP 3 2 2 4 2 5 2 20
INTERNA 8 9 5 11 7 10 10 60
INT-JIP 2 4 6 4 4 4 9 33
ARO 4 4 5 2 1 4 7 27
PLICNI odd. 3 6 7 5 3 2 6 32
ODN 1 3 6 2 2 2 2 18
DIALYZA 1 1 2 3 1 2 2 12
OSTATNI 8 6 2 1 6 4 4 31
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Graf 6: Rozdéleni prvniho zachytu MRSA dle oddéleni.
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5.2.3 Rozdéleni dle materialu

V tabulce 13 je znazornéno rozd€leni novych ptipadi MRSA z klinického materialu
a cileného screeningu (zde jsou zahrnuty vytéry HCD a stéry z kiize — ¢elo, perineum
atd.). Nejvyssi podil klinického materidlu miizeme pozorovat v roce 2012. Nejnizsi
naopak v 2017. Vroce 2013 byl pomér mezi cilenym screeningem a klinickym

materialem 1:1.

Cileny screening MRSA provadény v nemocnici Strakonice, a.s. dle doporucenych
postuptl vedl ro¢né k odhaleni kolonizace MRSA u 10 (2012) az 24 (2018) novych
pacientil. Jedna se 0 29 (2012) az 51 % (2017) poc¢tu novych zachytt MRSA.

Tab. 13: Rozdéleni klinickych vzorki a cileného screeningu.

2012 | % 2013 | % 2014 | % 2015 %
klinicky material 25| 71% 19| 50% 29| 59% 30| 63%
cileny screening 10| 29% 19| 50% 200 41% 18| 38%
celkovy pocet 35| 100% 38| 100% 49| 100% 48| 100%

2016 | % 2017 % 2018 | % celkem | %
klinicky material 23| 62% 22|  49% 31| 56% 179| 58%
cileny screening 14|  38% 23| 51% 24|  44% 128| 42%
celkovy pocet 37| 100% 45| 100% 55| 100% 307 | 100%

Ve sledovaném obdobi (2012-2018) z klinického materialu byla jasna pfevaha vytéra
zZ ran a defektl (viz. Graf 7). V roce 2014 a 2015 byl tento pocet (20) nejvyssi.
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Graf 7: Rozdéleni prvniho zachytu MRSA dle druhu materialu
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5.2.4 Hemokultury

Ve sledovaného souboru (2012-2018) bylo u 21 pacienti prokdzana MRSA
v hemokultufe (viz graf 8). Nejvyssi pocet MRSA z hemokultur byl v roce 2014, 2016
a 2017, kdy byly shodné zachyceny 4 pripady. V roce 2012 byl pouze jeden zachyt.

4 4 4
3 3
2
| I
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Graf 8: Piehled hemokultur po letech

Primarni zdroj bakteriémie (katétr) byl potvrzen pouze u jednoho ptipadu. U 7
hemokultur nebylo mozné zdroj ur€it. Sekundarni zdroj byl potvrzen u 33 ptipadil

jako defekt ¢i rana, viz tab. 14 a graf 9.

Tab. 14. Zdroj hemokultur 2012-2018

zdroj pocet %

primarni zdroj 1 5%
sekundarni zdroj 13 62%
zdroj neprokazan 7 33%
celkem 21 100%
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Graf 9: Piehled pozitivnich hemokultur dle zdroje 2012-2018.
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6. Diskuse

Staphylococcus aureus je jeden z nejéastéji izolovanych kmeni z Klinickych vzorki.
Kolonizuje az 30% populace, u které mize za ur¢itych podminek vyvolat velmi zavazné
onemocnéni S vysokou umrtnosti. S. aureus je nejcastéj$i pficinou infekci kuaze,
mékkych tkani, kosti a kloub (Tong et al., 2015). S. aureus patii mezi nejcastéjsi
grampozitivni koky zpusobujici bakteriémii (EARS-Net, 2018). Bakteriémie zpisobena
kmeny S. aureus je spojovana s velkym rizikem infekéni endokarditidy a dalSich
komplikaci spojenych s hematogennim Sifenim bakterie, jako je spondylodiscitida,
osteomyelitida ¢i septickd artritida (Rayner a Munckhof, 2005; Jindrék et al., 2014).

Predevsim u hospitalizovanych pacientd je problémem rezistence k oxacilinu.

Vyskyt methicillin-rezistentnich kmend S. aureus je aktualné celosvétovy problém.
Od roku 2000 je Ceska republika zapojena do celoevropského projektu EARS-Net,
kde je monitorovan vyskyt MRSA mezi kmeny S. aureus izolovanymi z klinicky
zavaznych materiali, jako jsou izolaty z krve (Urbaskova, 2004). Evropské staty
S nejvysSim vyskytem invazivnich infekei zptisobenych MRSA kmeny jsou Rumunsko,
kde vroce 2017 byla zaznamenana hodnota 44,4%, a Malta (42,1%, 2017),
i kdyz zde od roku 2006 trend rezistence postupné klesa. Situace v Ceské republice je
srovnatelna se sousednimi staty jako je Némecko ¢i Polsko, kde procentudlni zastoupeni
MRSA kment odpovida 9-15% (EARS-Net, 2017). Vroce 2018 v Nemocnici
Strakonice, a.s. byla bakteriémie zpisobena kmeny S. aureus prokazana u 33 pacient.
Z toho u dvou pacienti (6%) byl potvrzen kmen MRSA, coz je pod celostatnim
primérem v CR (13,2%) a evropskym primérem (16,9%) udavanym pro rok 2017
(ECDC, 2018). Lékem volby u invazivnich onemocnéni zptisobenych S. aureus je
oxacilin, v ptipad¢ rezistence vankomycin. Toto ATB se jako tvodni terapie doporucuje
u pacientl se zvySenym rizikem MRSA, napf. u pacientl S pozitivnim zachytem MRSA
v anamnéze nebo s historii hospitalizace na rizikovém oddéleni. Terapie vankomycinem
je problematicka z hlediska jeho nefrotoxicity a nutnosti monitorovat hladiny ATB
v krvi. Podani vankomycinu (v ptipadé citlivého kmene S. aureus) neni tak efektivni

a ucinné jako oxacilin (Urbaskova, 2004; Benes, 2018).

Mortalita spojena se stafylokokovou sepsi se udava 10-30% (van Hal et al., 2012).

vvvvvv
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izolovaného z krve, proto je urychleni stanoveni citlivosti u hemokultur vénovana velka
pozornost. Klasicka kultivace spolu se stanovenim diskové citlivosti je pomérné casové
naro¢na, vyzaduje u diskové difuzni metody minimaln¢ 16 hodin od identifikace
(EUCAST, 2019a). Nov¢ od roku 2019 (bfezen) EUCAST zavedl pro vybrané kmeny
v¢. S. aureus metodu piimého testovani citlivosti z hemokultur po 4, 6 nebo 8 hodinach.
Pro S. aureus je takto mozné testovat citlivost ke gentamicinu, norfloxacinu,
klindamicinu a cefoxitinu. Dle EUCAST je mozZzné odecist citlivost u 55% kment

S. aureus jiz po 4 hodinach, u 91% po 6 a u 95% po 8 hodinach (EUCAST, 2019c).

Soucasnym trendem ve vétSin€ rutinnich laboratoii je zrychleni diagnostiky MRSA
izolath a zvySeni piesnosti vysledkd nejen u hemokultur. S rozvojem molekularni
diagnostiky se pro detekci MRSA stala zlatym standardem metoda PCR. Metodou
volby jsou dnes pfedevs§im komercni rt-PCR sety, které umoziuji rychly prikaz mecA
amecC genu z bakteridlnich kultur. Neékteré kity navic umoznuji detekci pifimo
z primarniho vzorku. Ve studii, kterou provedli vroce 2015 Ellem et al., bylo
prokazano, ze vyuziti komercni soupravy BD Max StaphSR assay (BD Diagnostic
Systems) zkrati dobu potiebnou k identifikaci. Jeji specificita a senzitivita je
srovnatelna s diskovou diftizni metodou. Vysledky jsou obvykle k dispozici do 2 hodin
po signalizaci pozitivni kultivace krve. Nevyhodou téchto metod ovsem zustava vysoka
cena kitt a finan¢né naro¢né vybaveni, proto tyto metody nejsou vhodné pro mensi

laboratore.

Rychlou a spolehlivou alternativou PCR je detekce PBP2a proteinu pomoci
specifickych protilatek imunochromatografii, event. latexovou aglutinaci. Ve své praci
jsem testovala imunochromatografickou soupravou PBP2a SA Culture Colony Test
(Alere). Vyhodou imunochromatografie je moznost prikazu proteinu PBP2a piimo
zZ bakterialni kultury bez nutnosti vafeni a centrifugace vzorku, které vyzaduji latex-
aglutina¢ni soupravy. Navic PBP2a SA Culture Colony Test vykazuje lepsi vysledky
nez latex-aglutina¢ni metody (Tasse et al., 2016). PBP2a SA Culture Colony Test byl
hodnocen ve studii z roku 2013, ktera zahrnovala 661 vzorkd z rizného materialu. Test
vykazoval senzitivitu 98,7% a specificitu 100% V porovnani se standardni diskovou
difizni metodou a byl autory doporucen k pouziti do béZzného laboratorniho provozu
(Trienski et al., 2013). Podle jiné studie provedené v roce 2016 je tento test 1épe

vyuzitelny nez PCR metody urcené k pifimé detekci MRSA z krevnich kultur
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bez predchozi kultivace. Test je zaroven srovnatelny S PCR detekci MRSA,
ale vyzaduje predchozi kultivaci se zohlednénim ostatni flory. Dle této studie je
tato metoda vyhodna a efektivni pro laboratoie s piistrojem MALDI-TOF, protoze

nabizi vhodnou alternativu molekularnich metod (Delport et al., 2016).

Veskeré komercné dostupné testy k identifikaci MRSA izolati zaloZzené na detekci
proteinu PBP2a, nejsou schopné spolehlivé detekovat protein PBP2c¢ kodovany genem
mecC. Podle aktualni studie zroku 2017, detekoval PBP2a CCT pouze 10 ze 115
testovanych kmend nesoucich gen mecC, coz miize byt dano pouze 63% homologii
obou proteint nebo nizkou produkci PBP2c¢ u testovanych kmeni. Senzitivita mize byt
zvySena, pokud jsou testovany kolonie rostouci v blizkosti disku s cefoxitinem, ktery
indukuje expresi mecA a mecC genu (Kolenda et al., 2017). Vyznam téchto kment
se zda byt v Ceské republice V soudasnosti pravdépodobné velmi omezeny. Od roku
2007 do 2016 bylo izolovano 15 kmenli MRSA nesouci gen mecC (MaliSova et al.,
2018).

Ve své praci jsem pouzila PBP2a SA Culture Colony Test u 74 izolati S. aureus.
U vSech vzorki se vysledky shodovaly s vySetienim citlivosti diskovou difuzni metodou
s diskem cefoxitinu. Diky tomuto testu doslo k vyraznému zkraceni doby odezvy.
Vysledky analyzy byly znamy do 6 minut tyz den co identifikace, a mohly byt aktivné
sdéleny oSetfujicimu lékati, coz vedlo k rychlému nasazeni vhodné terapie. Zvlaste
odezvy u dvou pacienti se sepsi zpisobenou MRSA kmeny, kde bylo mozno volit

cilenou terapii vankomycinem.

Zdrojem MRSA infekce mize byt napf. kolonizovany pacient nebo zdravotnicky
personal. Z tohoto divodu je dilezitou ulohou mikrobiologické laboratofe spolu
s dalsimi slozkami tymu pro kontrolu infekci monitorovat vyskyt MRSA. V Nemocnici
Strakonice, a.s. jetym pro kontrolu infekci slozen z epidemiologické sestry,
epidemiologické asistentky a mikrobiologa. V souladu s doporuc¢enymi postupy
(Bergerova et al., 2006) je zavedeno rutinni testovani pacienttt z oddéleni ARO a JIP
(CH-JIP, INT-JIP), ktery se provadi 2x tydné. Jedna se piedev§im o vytéry z nosu
astéry zkize — perineum, dale pak vzorky trachedlniho aspiratu (ARO). Cileny
screening MRSA provadény v Nemocnici Strakonice, a.s. vedl ro¢né k odhaleni
kolonizace MRSA u 10 (2012) az 24 (2018) novych pacientl. Jednd se o 29 (2012)
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az51 % (2017) poctu novych zachytt MRSA. Z klinickych materiadld je MRSA
nejcastéji detekovana z ran a defektti. Kolonizace MRSA je u chronickych defektd a ran
Casta (Roberts et al., 2005). Izolaty z klinickych vzorkt jsou hlaSeny oSetfujicimu 1ékati
a epidemiologické sestie, coz umoziuje zavést protiepidemicka opatieni a tim zabranit

event. dal§imu rozsifeni mezi pacienty ¢i zdravotnickym personalem.

V letech 2012 - 2018 byla v Nemocnici Strakonice, a.s. celkova incidence MRSA
3,27/1000 pacientli, pfiCemz nejvysSi incidence za celé sledované obdobi byla
pozorovana v roce 2018 (4,2/1000 pacientll). Jednim z moznych vysvétleni nardstu
v roce 2018 mize byt zvysujici se vék pacientt. Podle studie Kupfera et al. (2010) lze
vék zafadit mezi rizikové faktory kolonizace ¢i infekce MRSA. Podobné naSe data
ukazuji ptevahu pacienti nad 60 let. V roce 2018 byl primérny vek (73 let) nejvyssi
za celé sledované obdobi. Mezi pacienty s MRSA byla v jednotlivych letech jasna
pievaha muzl, coz je v souladu s diive publikovanymi studiemi, ve kterych se ukazalo,

ze muzské pohlavi korelovalo s vys$§im rizikem MRSA kolonizace (Callejo-Torre et al.,

2015).

Nejvyssi incidence MRSA byla zaznamenana na lizkovém chirurgickém a internim
oddéleni. Pravdépodobné je to zpusobeno tim, Ze tato oddéleni disponuji nejvysSim
poctem lizek a zaroven na chirurgii je moZnost vySsiho rizika pooperacnich komplikaci
zpusobenymi MRSA kmeny. Na jednotkach intenzivni péce je vys$i incidence
zpiisobena rutinnim screeningem MRSA, 90% nov¢ identifikovanych ptipadi na JIP

pochazi ze screeningu.

Riziko MRSA infekce je spojeno s nozokomialnimi nakazami. Rizikovym faktorem je
napt. kanylace. Ve sledovaném obdobi (2012-2018) bylo zaznamenéno 21 pacientl
S bakteriémii zplisobenou MRSA kmeny. V jediném piipadé€ (6%) byla diagnostikovana
primarni bakteriémie. Zdrojem byl centralni Zilni katétr. U 13 pacientl (62%) byla
bakteriémie sekundarni, kde byly zdrojem infekce ptfedevsim z defektii a ran. U zbylych

7 (33%) zutstal zdroj neprokazan.
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7. Zavér

V ramci své bakalaiské prace jsem si osvojila mikrobiologické techniky pfi zpracovani
vybraného klinického materialu a ovéfila jsem vyuzitelnost testu PBP2a SA Culture
Colony Test (Alere) pro klinickou laboratoi stiedné velké nemocnice (Nemocnice

Strakonice, a.s.).

V souladu se vstupnimi hypotézami této prace PBP2a SA Culture Colony Test (Alere)
poskytoval rychlé a spolehlivé vysledky srovnatelné se stanovenim citlivosti
k cefoxitinu diskovou difiizni metodou. V porovnani s konven¢nimi metodami umoznil
zkraceni doby odezvy az o 18 hodin. Vysledky analyzy byly znamy do 6 min
od identifikace a mohly byt aktivné sdé€leny oSetfujicimu lékafi. To vedlo k rychlému
nasazeni cilené terapie. U dvou pacientek se jednalo o nasazeni vankomycinu jiz 4

hodiny od pozitivity hemokultur.

Analyza dat o vyskytu MRSA v poslednich osmi letech ukazala, Ze incidence MRSA
v Nemocnici Strakonice, a.s. je pomérné nizka. Skladba novych pacienti s MRSA
odpovidd rizikovym faktorim (vys$i v€k, muzské pohlavi) a ukazala dilezitost
preventivnich opatteni (vysoky podil novych zachyti MRSA ze screeningu). Piisné
dodrZzovani postupii spravné oSetfovatelské praxe a zdsad racionalni terapie spolu
s rychlou a ptesnou diagnostikou nozokomialnich patogeni je stézejni pro minimalizaci

§ifeni rezistentnich kmenu.
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9. Seznam priloh

Ptiloha 1: Vysledky méteni vybranych klinicky zdvaznych materialt (zdroj: vlastni)

Hemokultury
datum detekce | ChromID
lab. Cislo | oddéleni pohlavi | CXT poznamky
piijmu PBP2a | MRSA

H0299390 | INTJIP 20181009 M C N N

HO0298065 | INTMUZ 20180914 M C N N

H0295145 | INTZEN | 20180722 M C N N

H0289863 | NEU 20180417 M C N N

H0284519 | INTMUZ | 20180119 M C N N

H0298214 | INTMUZ | 20180918 M C N N

H0299767 | INTMUZ | 20181016 M C N N

H0293641 | INTMUZ | 20180625 M C N N

H0286569 | TRNLUZ 20180219 M C N N

H0290964 | CHIR3 20180505 M C N N

H0291743 | CHIR3 20180518 M C N N

H0283861 | INTZEN 20180105 M C N N

H0284424 | INTMUZ 20180117 M C N N

H0286257 | ARO 20180214 M C N N

H0284681 | NEU 20180122 M C N N

H0300028 | INTMUZ 20181022 M C N N

H0285242 | INTMUZ 20180131 M C N N

H0302668 | ARO 20181212 M C N N

H0295233 | CHIR3 20180723 M C N N

H0289822 | NEU 20180416 M C N N

H0284774 | DET 20180123 M C N N

H0291609 | ARO 20180516 Z C N N

H0299807 | NEU 20181017 z C N N

H0295496 | ARO 20180730 Z C N N

H0300195 | DIALYZA | 20181025 z C N N

H0283827 | INTZEN | 20180105 z C N N

H0290164 | CHIR 2 20180423 Z C N N

H0285339 | INTZEN 20180201 z R P P Zdvrorj: ,
operacni rana

H0290042 | INTJIP 20180420 Z R P zdroj: defekt

H0294665 | ARO 20180712 N

H0296952 | INTZEN 20180825 A C N N
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H0293500 | INTJIP 20180621 Z C N N
H0291753 | INTZEN 20180519 Z C N
Trachealni aspiraty
datum Detekce | ChromID
lab. Cislo | oddéleni pohlavi | CXT poznamky
pfijmu PBP2a MRSA
H0286200 | ARO 20180213 M C N N
H0286726 | ARO 20180222 M C N N
H0287587 | ARO 20180306 M C N N
H0295044 | ARO 20180719 M R P P
H0296655 | ARO 20180820 M C N N
H0296813 | ARO 20180823 M C N N
H0297854 | ARO 20180911 M C N N
H0298449 | ARO 20180923 M C N N
H0299535 | ARO 20181012 M Cc N N
H0299848 | ARO 20181018 M Cc N N
H0300426 | ARO 20181030 M R P P
H0302795 | ARO 20181213 M Cc N N
H0302944 | ARO 20181217 M C N N
H0303170 | ARO 20181220 M C N N
H0284579 | ARO 20180120 Z C N N
H0290337 | ARO 20180426 Z C N N
H0290516 | ARO 20180430 Z C N N
H0291377 | ARO 20180514 Z C N N
H0291528 | ARO 20180515 Z C N N
H0291623 | ARO 20180517 Z C N N
H0291710 | ARO 20180518 Z C N N
H0292129 | ARO 20180528 Zz R P P
H0292276 | ARO 20180529 Zz R P P
H0293599 | ARO 20180623 Z C N N
H0295500 | ARO 20180730 Z C N N
H0299842 | ARO 20181018 Z C N N
Tekuté materialy
datum Detekce | ChromID
lab. ¢islo | oddéleni pohlavi | CXT poznamky
pFijmu PBP2a MRSA
H0284001 | CHIR 1 20180108 M C N N absces panve
H0284545 | CHIRAM 20180119 M C N N absces prstu

P ruky
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punktat -

H0287269 | CHIRAM 20180301
loket
H0287361 | INTAMG 20180301 zlu¢
Pleuralni
H0290373 | CHIRJIP 20180426
vypotek
punktat stp.
H0290750 | CHIRSSE | 20180502
osteosyntéze
peritonealni
H0290822 | NEFROL 20180503
dialyzat
Hnis — vied
H0292076 | CHIRSSE | 20180525
PDK
Peritonealni
H0292834 | CHIRSSE | 20180607 vypotek -
apendicitida
Vypotek po
H0294022 | CHIRAM 20180702 ]
kontuzi
Hnis —
H0295239 | CHIRAM | 20180723 panaricium P
ruka
Bursa
H0297311 | CHIRAM 20180902
olekranonu
Hnis —
H0299429 | CHIRSSE | 20181010 panaricium P
ruka
punktat-
H0299410 | CHIR 1 20181010 ]
masektomie
Exudat
H0300243 | CHIR3 20181026
Z redonu
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10. Seznam zkratek

ATB — antibiotika

BORSA - Borderline oxacilin resistant S. aureus

CA-MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus v komunité
EARS-Net - Europan Antimicrobial Rezistence Surveillance network

ECDC - Evropské centrum pro prevenci a kontrolu infekénich onemocnéni
EUCAST - The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
HA-MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus v nemocni¢nim zafizeni
IgA (IgG, IgM) — imunoglobuliny tfidy A, G a M

LIS — laboratorni informacni systém

mecA — gen kodujici protein PBP2a

mecC — gen kodujici protein PBP2c

MHC Il — hlavni histokompatibilni systém II

MRSA — Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA — Methicilin citlivy Staphylococcus aureus

NaCl — chlorid sodny

PBP — penicilin-vazajici protein

PBP2a/c — penicilin-vazajici protein 2a/b

PCR — polymerazova fetézova reakce (rt-PCR — real-time)

PVL — Panton-Valentiniv leukocidin

SCCmec — Stafylokokova chromozomalni kazeta

STAU - Staphylococcus aureus
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STS — syndrom toxického Soku

TSST — toxin syndromu toxického Soku

VRSA — vankomycin rezistentni Staphylococcus aureus
Zkratky pud:

CAN2 — chromogenni ptda pro kvasinky

CNA — krevni agar obohaceny kys. nalidixovou
COLSB — krevni agar

HAEM — ¢okoladovy agar

MH agar - Mueller-Hinton agar

SCH — Schadlertiv agar

URI — chromogenni ptida
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