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Seznam nej€astéji pouzivanych zkratek a symbolu

AIN amoxicilin + kyselina klavulanova
BAC bacitracin

ERY erytromycin

CIP ciprofloxacin

CLI klindamycin

CMP chloramfenikol

COT kotrimoxazol

GEN gentamycin

MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
NEO neomycin

OXA oxacilin

SUL sulbaktam

TET tetracyklin



1. Uvod

Saphylococcus aureus je béZznym komenzdlem piitomnym na téle ¢lovéka
Vyskytuji se vSak vysoce virulentni kmeny produkujici razné faktory virulence, které
bakteriim umoznuji snadngji prezit obranné mechanismy bunék hostitelského organismu.
Bakterie si zavratnou rychlosti vyvinuly mechanismy rezistence k dosud zndmym
antibiotikam. PredevSim methicilin-rezistentni a multirezisistentni kmeny S.aureus se
vyrazné podili na prodiuzovani pobytu a vyrazném navySeni nékladi na [é&bu
hospitalizovanych osob ve zdravotnickych zatizeni.

2. Charakteristika rodu Staphylococcus
Prvni shluky kokt (Saureus) v hnisu zaznamenali v roce 1880 védci Louis Pasteur

aAlexandr Ogston. Z ¢eskych védcia vynikli prof. Véclav H§ek (predevdim u psi
piitomny Sintermedius, ddle Smuscae, S.saphrophyticus subs.bovis a S.chromogenes)
adoc.Panticek (Ssimiae diagnostikovany u jihoamerickych opic v olomoucké ZOO).

V soucasné dob¢ je vrodu Staphylococcus evidovano 50 taxont v 39 druzich,
znich se vyskytuje devét ve dvou a jeden ve tiech poddruzich (Petras, 2007). Mnozi
ze zéstupci rodu Staphylococcus maji vyznam ve veterindrni medicing, u cloveka se
uplatnuji predevsim S.aureus, Sepidermidis s Shaemolyticus.

2.1Morfologie
Zéstupci rodu Staphylococcus jsou v mikroskopickém materidlu usporadani

v jednotlivé koky, ptipadné tvoii dvojice, pary ¢i krétké fetizky koku ¢itajici maximalng
o ¢tyfech bunkach. Typické je uspoiradani ve tvaru hroznt, z jehoz reckého ekvivalentu
staphylé (hrozen) vzniklo vlastni oznaceni rodu. Dosahuji velikosti 0,8-1,0 um v pramerul.
Stafylokoky jsou nepohyblivé a nevytvéieji spory.

2.2 Stavba bunééné stény
Barvenim dle Grama rozliSujeme bakterie v zavislosti na obsahu lipida v buné¢né

sténé na dvé skupiny: grampozitivni (G+) agramnegativni (G-). G- bakterie se po aplikaci
roztoku dle Grama snadno odbarvi diky rozrueni lipidickych latek. G+ bakterie véetné
rodu Staphylococcus se vSak neodbarvi, nebot’ jejich bunétna sténa neobsahuje lipidy



apeptidoglykan v ni obsazeny propoudi piasobenim organického rozpou&édla méné
barviva

Témeér 90% bunécné stény G+ bakterii obsahuje peptidoglykan (murein), ktery je
navrstven az v 25 souvislych vrstvach (Madigan et a. 2009) a zodpovida za pevnost
bunééné stény. Peptidoglykan je povaZzovan za polysacharid, ktery tvori dva derivéaty
sacharidt; N-acetylglukosamin a kyselina N-acetylmuramova SloZeni dopliuji déle
aminokyseliny L-alanin, D-alanin, kyselina D-glutamova a jedna zdvojice lysin-
diaminopimelova kyselina (DAP), které tvori tetrapeptid, opakujici se jednotku
ve strukture peptidoglykanu.

G+ bakterie véetné rodu Staphylococcus maji ve své bunééné sténé zabudovanou
kyselinu teichoovou, ktera prostupuje jak cytoplasmatickou membranou, tak vrstvou
peptidoglykanu. Teichoova kyselina je linearnim polymerem ribitolfosfau nebo
glycerolfosféu sglykosidicky navazanymi cukry (Kapralek 1986). Teichoové kyseliny
jsou kovalentné spojeny s N-acetylmuramovou kyselinou ve vrstvé peptidoglykanu. Svym
nabojem prispivaji k negativnimu naboji bungené stény a zodpovidaji za vazbu Mg®
aCa’" iontii pro eventudlni transport do buiiky (Madigan et al. 2009).

2.3 Faktory virulence
Faktory virulence jsou takové chemické slouceniny, které jsou zodpoveédné

zaschopnost patogenu vyvolat infekci nebo celit imutni odpovédi makroorganismul.
Délime je podle jgjich lokalizace v bunce na povrchové a extracelulérni.

2.3.1 Povrchové faktory
Hlavni sou¢ésti bunécné stény je Protein A o velikosti 40-60 kDa, ktery se

nespecificky vaze na Fc fragment imunoglobulinu a brani tak pred opsonizaci protilatkami

a fagocyt6zou. K detekci a imobilizaci imunoglobulinu se pouZivaji také bakteridni

Protein G, Protein A/G a Protein L (http://en.wikipedia.org/wiki/Protein A, 6.4.2010).
Polysacharid A sloZeny predevsim z ribitolovych podjednotek a kyseliny teichoové

je vyznamny pii adhezi na povrch ran asliznic.
Peptidoglykan zabudovany v bunééné sténé indukuje aktivaci komplementu,
shlukovani trombocyta a uvoliiovani cytokini z makrofag.


http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_A

2.3.2 Extracelularni faktory

2321  Enterotoxiny
Enterotoxiny se vyskytuji v antigennich typech A-E, G-R a v raznych kombinacich

tii subtypt (C1, C2, C3). Jedna se o bazické proteiny rezistentni viaci G¢inku
proteolytickych enzymi gastrointestindlniho traktu. Odolévaji varu po dobu 30 minuit.
Po poZiti potravy s davkou enterotoxini v mnozstvi asi 0,4ug/kg télesné hmotnosti ¢lovéka
vzniké alimentérni otrava.

Enterotoxiny jsou povaZovany za superantigeny, které nevyZaduji pro interakci
simunitnim systémem setkani santigen prezentujicimi bunkami. Marrack a Kappler
(1990) uvadgji, Ze enterotoxiny v komplexu sproteiny MHC Il wvytvareji vazbu
na podjednotce beta T—bunécného receptoru a dochézi k masivni proliferaci T-lymfocyti
a nespecifické zanétlivé odpoveédi. Receptory ve dliznici stfev jsou  stimulovany
neurotoxickym Uc¢inkem enterotoxini a se zrychlenou peristaltikou stiev se dostavuji
prajmy. Drézdéni emetického centra centrélni nervové soustavy vede ke zvraceni.

2.3.22  Epidermolyticke toxiny (exfoliatiny)
Exfoliatiny se vyskytuji ve étyrech antigennich typech. ET-A, jehoZ produkce je

fizena chromozomalnimi geny, ma ve své molekule zabudovan atom medi a odolava varu
po dobu 20 minut. Tvorba méné termorezistetnino antigenniho ET-B je kddovéna geny
naplasmidech. Uginkem exfoliatind dochézi u ¢lovéka a sgjicich mysat klyze
mukopolysacharidické matrix v epidermis a néslednému olupovéani kize ¢i vzniku
puchyia, znamému jako exfoliativni dermatitidy (epidermolyzy) nebo Stafylokokovy
syndrom opatené kiiZe (SSSS).

2.3.23 Hemolyziny
Hemolyziny jsou u¢inné l&ky, které zpasobuji rozklad (lyzu) erytrocyta

in vitro.Podle struktury a G¢inka rozlisujeme ¢tyti typy hemolyzing.

2.3.23.1 a-hemolyzin (a-toxin)
Monomer 3S diky hydrofobni vazbé¢ na lipidy bunécnych membran lidskych

makrofégi a trombocytt agreguje na heptamer cylindrického tvaru, ktery v bunécné



membran¢ cilové bunky vytvési 1-2nm péry. Tvorbou péri dochazi k naruSeni osmotickée
rovnovahy ak bunééné smrti (Dingem et al. 2000).

a-hemolyzin pasobi antagonisticky proti hemolyzinu beta. Lidské kmeny S.aureus
produkuji ¢asto a-hemolyzin spolecné s hemolyzinem delta.

2.3.2.3.2 B-hemolyzin
Hemolyzin beta, ktery ve své molekule obsahuje kationty Mg2+ a Ca2+, &tépi

sfingomyelin obsaZeny v membranéch erytrocytti na fosforylcholin a ceramid. Integrita
erytrocytu vSak zistava zachovana. p-hemolyzin svym toxickym uc¢inkem poskozuje lidské
i krdli¢i trombocyty, ptipadné i makrofagy morcat a bunéény metabolismus a zesiluje
biologicky G¢inek hemolyzinu delta. Znakem nelplné beta hemolyzy na krevnim agaru
spiimési beranich erytrocyti je zrnovité projasnéni (tzv.hot-cold fenomén), které nastava
jako sekundarni efekt napt. pii ochlazeni krevniho agaru, nikoliv v dasledku lyzy
erytrocytiu (Goaux et a. 1997).

2.3.2.3.3 vy-hemolyzin
Synergohemenotropni gama hemolyzin se skl&d& ze dvou slozek, jejichZ soucasna

ptitomnost je podminkou pro jeho biologickou aktivitu a toxicitu, které je viak nizsi nez
u a-hemolyzinu. Aby reakce probéhla, je nutna pritomnost Nat+ nebo K+ iontu. y-hemolyza
neni rozeznatelna na krevnim agaru, nebot’ je agarem inhibovana.

2.3.2.3.4 &-hemolyzin
Hemolyzin delta pusobi jako povrchova neenzymatickd latka na bunécné

membrany. Svym U¢inkem lyzuje nejsnadnéji lidské erytrocyty, ale pasobi i na lymfocyty,
makrofagy a polynukleazy. Inhibuji jej fosfolipidy piitomné v séru.

2.3.24  Hyaluronidaza
Enzym hyaluronidaza (spreading factor) hydrolyzuje kyselinu hyaluronovou na

mendi fragmenty. Stépenim kyseliny  hyaluronové, jeZ v extracelularnim matrix
av mukoidech pojivové tkané vytvéri antimikrobidlni bariéru, se usnadiuje vstup
stafylokokovych toxini do buriky.



2.3.25 Leucocidin (Panton-Valentinsv toxin)
Leucocidin se skl&da z pomalé (S) a rychlé (F) sloZky, jejichz ndzvy vzelly

z relativni rychlosti pti chromatografickém déleni. Ucginkem leucocidinu je naruSena
iontova vyména, permeabilita a integrita buné¢né membrany polymorfonuklear,
makrofégi a monocytd, ktera vede k bunéené smrti.

2.3.26 Plasmakoagulaza
Enzymatické plasmakoagulaza se vyskytuje v riznych kombinacich osmi sérotypu

(1, 1, 1, v, VL, VI VI V. S modifikovanym protrombinem plasmakoaguldza vytvari
aktivni komplex, jenz premenuje fibrinogen na fibrin v citrétové krali¢i plasmé. Diky
plasmakoagulaze se mizZe vytvorit kolem zanétlive 1éze fibrinovy lem, ktery se preménuje
ve stafylokokovy absces (Petrés et al. 2008).

2.3.27  Fibrinolyzin (stafylokinza)
Polypetidicky tetézec sklédajici se z 136 aminokyselin, stafylokindza, vykazuje

fibrinolytickou aktivitu. Mechanismem napodobujici  fyziologickou fibrinolyzu
stafylokindza aktivuje preménu zymogenu plasminogenu na plasmin, ktery &épi fibrin

i fibrinogen v krevnim trombu.

2.3.2.8 Nukleaza
Nukledza je termorezistentnim proteinem odolavajicim zahi&i az do 100°C po

dobu 15 minut, ktery od&tépuje zribonukleové i deoxyribonukleové kyseliny
fosfomononukleosidy.

2.3.29  Toxin toxického Sokového syndromu (Toxic shock syndrome toxin — 1)
TSST-1 je superantigenem, jehoz interakci sMHC |1 molekulami a T-buné¢nymi

receptory jsou masivné uvolinovany cytokin interleukin-1 a tumor necrosis factor (TNF)
(Parsonet et a. 1985, 1988). Toxin toxického Sokového syndromu inhibuje syntézu
makromolekul v endotheliich, zesiluje UG¢inek endotoxinu a vede k masivnimu

multiorganovému selhani v disledku Sokového stavu.



2.4 Metabolismus
Stafylokoky jsou fakultativni anaerobi, ktefi rostou jak za pritomnosti kysliku, tak

i pii jeho absenci. Mohou vyuZivat proces anaerobni fermentace i aerobni respirace.
Stafylokoky patii do skupiny chemoorganotrofi a jako zdroj energie vyuZivaji
aminokyseliny, cukry nebo oboji, jejichz kone¢nymi produkty za aerobnich podminek jsou
piedevSim kyseliny octovd a CO,, coz se vyuziva pii diagnostickych prikazech. Déle
stafylokoky ve srovnani se streptokoky produkuji enzym katalazu, ktery rozklada peroxid
vodiku (Votava 2005).

2.5 Genetika
Genom prokaryontnich zastupci rodu Staphylococcus obsahuje jeden kruznicovy

chromozdém o velikosti 2700 — 2800 kpb a skupinu pridatnych genetickych elementd.

Kromé inzerénich sekvenci (také jako IS elementy, inzeréni sekvence) genom
obsahuje mnoZstvi profégi a transpozonu (Votava 2003). Transpozony jsou sekvencemi
DNA provadgjici transpozici. Rozezndvdme Tn3 a piibuzné elementy a slozené Tn-
elementy, vyznamné pro rezistenci bakterii. Pomoci enzymu transponaza jsou DNA-
sekvence piremistovany z mista donorového do mista akceptorového a zabudovéavany
i vy&tépovany z genomu. Béhem transpozice muZe dochazet k vétSim strukturnim
zménam genomu (Rosypal 2006).

Geonomové ostrovy patogenity (Pathogenicity islands) jsou piidavnymi
variabilnimi genetickymi elementy, které jsou piitomné u G+ bakterii i G- bakterii
avyrazné ovliviiuji patogenitu mikroorganismu véetné S. aureus (Hacker et al. 1997).

3. Specifika Staphylococcus aureus
Rozezndvdme poddruhy Staphylococcus aureus subs. anaerobius, anaerobni

mikroorganismus, ktery u ¢lovéka nenalézdme, a Staphylococcus aureus subs. aureus (dale
pouze Staphyl ococcus aureus).

3.1 Lokalizace na lidském téle
Saureus je soucasti bézné mikrobidlni flory kaze na rukou, kde odolava jak

pomeérné suchému, tak kyselému prostiedi o pH 4-6 (Madigan et al. 2009). Déle kolonizuje



u zdravych jedinci respiraéni trakt zahrnujici sliznici nosu a nasopharyngu, ojedinéle

sliznici tréviciho traktu, rectum, perineum, ptipadné vlasy.

3.2 Zpusoby pirenosu
Infekce se prendSi na zdravé nebo imunosupresované jedince napi. poruSenou

celistvosti kaze ¢i sliznic cestou primou (piimy kontakt ¢i kapénkova infekce) nebo
nepiimou (kontaminovaneé ruce zdravotnického persondlu, piredméty, prach). V Gvahu téz

prichézi infekce vlastnim endogennim kmenem (Bc.Senkyiova 2006).

3.3 Nosi¢stvi a epidemiologie
Zdravi jedinci bez klinickych ptiznaka, u nichz byla laboratornimi metodami

diagnostikovana pritomnost Saureus, se stavaji nosi¢i. NejzavazngjSim typem je nosicstvi
nosni, které je v 30% zachycenych pripadu trvalé av 70% intermitentni. V urcitém case se
vyskytuje témet u viech déti a 40% dospélych (Mareckova 2006). Asi v 10% se vyskytuje
nosiéstvi kréni av 70% koZzni, okrajové na mistech postizenych dermatitidou.

Asi u tietiny populace se vyskytuje Saureus jako komensél, aniZ by u postizenych
ob vyvolal klinické piiznaky onemocnéni. Kojenci do jednoho tydne véku jsou
kolonizovéni bakteriemi primym kontaktem s matkou nebo blizkymi osobami. Postizeny
jsou osoby s narusenymi télesnymi bariérami vzniklymi jako dasledek traumat, zavedeni
jehel, katetrd, cizich téles a se snizenou odolnosti vzniklou napt. po 1écbé steroidy, [éky

narusujici imunitu, po zranénich, vysilujicich nemocech av dusledku hormonénich zmeén.

4. Rezistentni kmeny MRSA

Jiz Alexander Fleming po svém pievratném objevu penicilinu v roce 1929
ve svych pokusech popisoval necitlivost kmenti Saureus, jez kultivoval ve vzrustagjicich
koncentracich penicilinu. Kirby (1944) ve své préci popsal kmeny Saureus produkujici
penicilindzu. Presto, Ze prevalence kmenu produkujici penicilindzu vyrazné vzrostla
sdostupnosti penicilinu po 2.svétové valce, byl penicilin naddle povazovan za lék prvni
volby do pocétku 70.1et minulého stoleti.

V soucasnosti si témeéi kazdy patogen vyvinul odolnost alespon k jednomu
aplikovanému antibiotiku a stim kazdym dnem vzrast4 potieba novych, Gcinnych
antimikrobi@lnich preparéta z jinych skupin antibiotik.



4.1 Vymezeni rezistence
Rezistence je schopnost bakteridlni populace pireZit inhibi¢ni koncentrace prislusné

antimikrobidlni 1&ky. V ptipadé, Ze mikroorganismus postrada transportni systémy nebo
cil pro molekulu antibiotika je mimo spektrum G¢inku daného antibiotika, hovoiime o tzv.
prirodni (primarni) rezistenci. Modifikaci pritomného genetického materidlu v bakterii
nebo ziskaného genetického materidlu zvnéjSiho prostredi vznikd tzv. Zziskana
(sekundérni) rezistence.

4.2 Genetikarezistence
Zxlenénim stafylokokové chromozomové kazety mec (SCCmec, Staphylococcal

chromozome casette methicillin-resistance islands) do genomu S.aureus vznika rezistence
k methicilinu (Katayama et a. 2001). SCCmec se sklada ze dvou genovych komplexi
(mec a ccr), déle z pro bunku méné vyznamné oblasti J (junkyard) a déli se podle obsahu
raznych typt téchto struktur do péti allotypt (Frances et al. 2005).

Rezistence  k methicilinu a ostatnim  p-laktamovych  antibiotikim je
zprogiedkovana genem mecA ze dtafylokokové chromozémoveé kazety mec,
ktery u Saureus kéduje syntézu pozmeéneného proteinu PBP(Penicilin-binding protein)2a,
jez inhibuje navézani B-laktamovych antibiotik. Vazbou B-laktami na nemodifikovany
transpeptidézovy protein PBP, ktery je podstatny pro Uspédnou syntézu bakteridlni bunééné
stény, je syntéza inhibovana a bunika umird. Gen mecA v3ak nemusi byt u Saureus nutné
exprimovan, proto nelze zcela spoléhat na kultivacni testy a je nutno provadét PCR.
Informace pro syntézu B-laktamazy (penicilinazy), kterou bunka uziva k enzymatické
hydrolyze p-laktamového kruhu antibiotik, je kédovana na plasmidu.

4.3 Prenosrezistence
Dosahuje-li frekvence spontannich mutaci 10%-10° tzn. ziskéli 10%-10° bakterie

podilgjici se na vzniku infekce rezistenci, hovotime o vertikalnim prenosu geni. Tento
mechanismus se uskutecnuje velmi vzécné, ale v exponenciané rostouci bakteridni
populaci smétfuje krychlému rozSifeni geni rezistence v potomstvu. Mutace
na bakteridlnim chromozomu poskytuje ¢lenim bakteridlni populace rezistenci, piicemz
v selektivnim  prostiedi jsou rezistentni mutanti zvyhodiovani na Ukor puavodnich
(divokych) typi bakterii.



Pfi horizontédlnim prrenosu geni: jsou mezi bakteriemi stejnych i riznych druha
presouvany ¢asti DNA fetézcn ttemi mechanismy:
Pomoci bakteridlniho viru (bakteriofaga) je fragment chromozoméni nebo
plasmidové DNA o maximani délce genomu bakteriofaga prendSen mezi
piibuznymi bakteriemi mechanismem transdukce. Zvlé&t u Saureus jsou geny
prorezisenci (R-faktory) pienaSeny temperovanymi fagy, jejichz nukleova
kyselina je po penetraci do buriky zabudovéna do chromozomu a replikuje se jako
profag spolecné s chromozomalni DNA hostitelské buriky.
Mechanismem tranformace recipientni bunka ziskdvd DNA materia od lyzované
¢i mrtvé donorové bunky zvrgjSiho prostiedi, sniz zpravidla neprichazi
do kontaktu. Volna nebo DNA nesena plasmidem nemusi byt pouze bakterialni,
prakticky se miZe jednat o jakoukoliv DNA, kterd je po priachodu bunéénou sténou
limitovaném velikosti molekuly DNA integrovana do bakteridlniho chromozomu
(Avery 1944).
Konjugaci jsou mezi dvéma bunkami v piimém styku piendSeny pomoci mobilnich
genetickych elementa (plasmidy, transpozony) Useky DNA. U konjugace F- sF-
donorova bunka nese fertilni faktor (F-plasmid,F-faktor) a geny k tvorbé sex-pili,
kterymi se pravdébodobné presouvai F-plasmid. Soucasné s replikaci chromozomu
se replikuje i plasmid a vytvéi se jeho identicka kopie pro dcefinnou burku.
Vysledkem konjugace jsou dvé bunky s F+, které spolu konjugovat jiz nemohou.
Pi konjugaci typu Hfr (z angl. high frequency of recombination) je F- faktor
integrovan do chromozomu a pirenasi se jak geny F-plasmidu, tak chromozomu.
Opusti-li F-plasmid chromozém s geny, které jsou v jeho bezprostiedni blizkosti,
hovoiime o konjugaci F~ (Votava 2005).

4.4 Mechanismy rezistence
Svyvojem antimikrobidlnich ladek (ATB) miZeme na vlastni oc¢i pozorovat

bakterialni evoluci. Nejen, Ze si bakterie mohou navzgem vymeénovat geneticky material
aprispivat k vysoké variabilité jednotlivych druht a jejich vlastnosti, ale dokazaly si
vyvinout U¢inné mechanismy k odolani vaci acinkam antibiotik:
zmeénou cilové struktury pro vazbu antibiotika napt. produkce modifikované PBP2a
pro B-laktamova antibiotika, produkce ribozomalni metyldzy pro linkosamidy,
makrolidy a streptograminy (Nakayama 1995)



zvySenim vydeje (efluxu) ciprofloxacinu, chloramfenikolu a erytromycinu z bunky
zvySenim nepropustnosti bakteridlni stény pro aminoglykosidy, tetracykliny atd.

produkci enzyma inaktivujich aminogylosidy nebo p-laktamové antibiotika atd.

4.5 Mozné pri¢iny vzniku rezistence
Tenover et al. (1996) ve své praci popisuje pravdépodobné piiciny vzniku

rezistence u bakterii. Po 2.svétové valce se stal penicilin béZzn¢ dostupnym ve vyspélych
zemich a byl hojn¢ vyuzivan jako ,vSelék” i na nemoci nebakteridlni ¢i neinfekéni.
V soucasnosti je stale jesté mozné v rozvojovych zemich ziskat volné prodejna antibiotika,
v modernim svété jsou vSak vydavana pouze na lékarsky predpis, aby se minimalizovalo
riziko zneuzivani antibiotik verejnosti. Lékar se mnohdy nechéva ovlivnit poZzadavkem
pacienta a zbytecné piredepisuje 1€k. Pokud pacient nedodrzi davkovaci schéma, vznikaji
rezistentni mutanty. Patogenni bakterie jsou tak vystaveny neSkodnym subinhibi¢nim
koncentracim antibiotik a nasledné je jimi kolonizovana bézna mikrobialni flora. Podavani
antibiotika jednoho druhu vede k rychlejSimu vzniku rezistence.

Nutné je zduraznit kolob¢h antibiotik v pfirodé. V chovech zvitat jsou
antimikrobidlni latky pouzivany jako rastove faktory napr. tetracykliny a jako prevence
alétba nékaz. S vykaly zvitat se molekuly antibiotik dostavaji do pudy a do podzemnich
vod. Jisté riziko nesou i geneticky modifikované rostliny, z nichz mohou mikroorganismy
piijmout geny pro rezistenci.

4.6 SniZend citlivost a rezistence k vybranym antibiotikam

Kmeny MRSA s 0spedné  vyvinuly mechanismy rezistence Kk G¢inku
semisyntetického penicilinu methicilinu (v Ceské republice v prodeji jako oxacilin), ktery
obsahuje inhibitory bakteridlnich penicilindz (B-laktamézy). Dosud v3ak bylo
identifikovano na 90 ruznych p-laktaméz, které Uspédné degraduji nové i staré penicilinove
preparéty.

V soucasnosti je 20-30% vSech MRSA kmenid multirezistentnich; béhem osmi
desitek let pouzivani antimikrobidnich preparatt ziskaly resistenci i k dal$im pribuznym
B-laktamovym prepardtam, mezi néz patii krom¢ zminénych penicilini i cefalosporiny,
dale fluorochinolonam,  aminoglykosidaim,  chloramfenikolaim,  rifampicinim
atetracyklinam.
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V roce 1996 se vranné infekci po operaci hrudniku u ¢tyfmeésicniho chlapce
objevily kmeny MRSA se sniZzenou citlivosti k vankomycinu, které vznikly patrné
chromozémovou mutaci, nikoli domnivanym pienosem na transpozonech enterekokd.
Tyto kmeny se snizenou citlivosti k vankomycinu jsou oznatované jako VISA
(vankomycim-intermediate  Saureus), piipadné GISA  (glycopeptide-intermediate
Saureus), v piipadé rezistence VRSA (vankomycin-resistant Saureus), pripadné GRSA
(gylcopeptide-resistant S.aureus).

Na pocétku roku 2000 byly na trh uvedeny nadéjné preparédty; synercid ze skupiny
streptogramint a zyvox z oxazolidinoni, MRSA kmeny v3ak jiz k nim vykazuji snizenou
citivost a7 rezistenci. Kdy ziska MRSA rezistenci i Kk vyvijenym antibiotikim
daptomycinu, raznym derivdam vankomycinu, telitromycinu z fady ketolida a derivéatu

tetracyklina glycylcyklinu, je jen otdzkou ¢asu.

4.7 Nemocni¢ni MRSA
Pritomnost multirezistentnino kmene MRSA vyrazné komplikuje, prodiuzuje

azvyduje naklady lécby po zékrocich provedenych v nemocni¢nich zatizenich nebo
u dlouhodobé hospitalizovanych pacienti se snizenou imunitou v sanatoriich, 1é¢ebnéch
dlouhodobé nemocnych, dialyzatnich centrech nebo domovech seniori. V soucasnosti
multirezistentni kmeny tvoii az 50% zachycenych patogent ve zdravotnickych zatizenich.

4.7.1 Nosokomialni nakazy
Nosokomiani nakazy (infekce) postihuji na nemocni¢nich jednotkéch intenzivni

péce zhruba 30% hospitalizovanych pacienti. Rizikove faktory (pouzivani katétri a jinych
invazivnich pomicek, pacienti s popdleninami ¢i poranénimi) zvy3uji pravdépodobnost
vzniku zévaZzného onemocnéni a dokonce i umrti pacienta (Vincent 2003).

4.7.1.1 Definice nosokomiélnich nakaz
Termin ,nosokomiani* oznacuje infekce, kterymi je nakazen pacient po 48 a vice

hodindch od hospitalizace. Nosokomidlni infekce jsou sekundéarnimi komplikacemi
primérnich onemocnéni, se kterymi je pacient v nemocnici |é&cen (Kayser et a. 2005).
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4712 Rozdéleni nosokomialnich nakaz
Na zaklad¢ epidemiologickych a etologickych aspekti délime nosokomiani nakazy

do dvou skupin.

4.7.1.2.1 Dle epidemiologického hlediska
1) Nespecifické nékazy jsou odrazem epidemiologické situace dané populace

ve spadové oblasti zdravotnického zarizeni. Tyto choroby se vyskytuji i mimo
zdravotnické zatizeni.

2) Za specifické nakazy povazujeme takové choroby, které vznikly jako dusledek
aplikace oSetrovatelskych a Iétebnych postupi a vySetrovacich metod. Vyskyt
tohoto typu nékaz ovliviuje dislednost provadéni sterilizace, dezinfekce a asepse

ve zdravotnickych zatizenich.

4.7.1.2.2 Dle etiologického agens
1) Zdrojem endogenni nakazy je sam pacient. Pavodcem nakazy je casto

saprofyticka mikrofdra zanesena mimo misto svého béZzného vyskytu napt. do rény,
sérOznich dutin atd. Vznik endogennich nosokomiélnich nékaz je vyrazné ovlivnén
kvalitou poskytované zdravotnické péce, dodrzovanim zasad sterility, bariérové
oSetiovaci techniky, asepse, antisepse a dezinfekce a také stavem pacienta. Napi.
zhorSeny imunitni stav u pacienta postizenych primarni chorobou.

2) Zdrojem exogenni nékazy je agens z vnéjSiho prosttedi mimo télo pacienta
Siteni exogennich nékaz ovliviiuje nékazova situace v okoli pacienta, ale také
kvalita provedenych vstupnich vySetieni véetné diferencidlni diagnzy (Mareckova
2006).

4.7.1.3  Zdroje nékaz
Zdroji nosokomialnich nékaz mohou byt:

sam pacient v pripadé endogennich nékaz

jini pacienti, jejichz mikroflérou jsou infikovany bézné vySetrovaci nastroje
aobvazovy material, sliny, sputum, krev, kapénky vzduchu, stolice, vagindni
a spojivkovy sekret v piipadé exogennich nakaz

zdravotnicky persond postizeny zdanlivé bandnimi nemocemi (kozni vyrézky,

lehké prajmy, faryngitida atd.)
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nav&eévnici ¢i jiné osoby predevdim na resuscitacnich a neonatologickych
oddélenich, kteri svoji neukaznénosti porusuji hygienicka opatieni (donaSeni
potravin z domova, odklddani véci na pacientovu posel, primy kontakt

s hospitalizovanou osobou a jiné).

4.7.1.4  Rizikoveé faktory
Vnit/ni faktory GOzce souvisi saktualnim stavem pacienta. Vlastni mikroflora

pacienta a pripadnd imunodeficience se vyrazné podili na vzniku nosokomialnich nékaz.
NejveétSimu riziku jsou vystaveny déti do 3 let snedostatecné vyvinutym imunitnim
systémem a osoby nad Sedesét let, u nichZ se vyznamné uplatiuji jak vnéjsi, tak i vnitini
rizikové faktory.

Typickymi vnéjSimi faktory, které podminuji vznik piedevsim rannych nékaz, jsou
chirurgické ¢i ortopedické operace. Ortona et al. (1987) uvédgji, Ze riziko vzniku
nosokomiélnich ndkaz u akutnich operaci je 1,26kré vySSi neZz u operaci dlouhodobé
planovanych. Trvéli operace déle nez jednu hodinu, u kazdého pétého pacienta vzrasta
riziko 1,6kré. Riziko vzniku nozokomidlni infekce u ¢isté rany bez vlastni mikrofléry je
nizsi nez u opeaci, u nichz hrozi bezprostiedni kontaminace z okoli
napt. gastrointestinalni trakt ajiné.

Pri vzniku nosokomidlnich nakaz se uplatiuje takeé virulence S.aureus a pritomnost

jiné infekce ¢i ciziho télesa v rang.

4.7.2 Rannéinfekce
Ackoliv jsou ve vétsing zdravotnickych zarizenich dodrZovény piisné postupy

sepse, antisepse, antibiotické profylaxe a prevence pro minimalizaci vSudypiitomnych
mikroorganismid, ranné infekce, které komplikuji chirurgické zakroky, v souc¢asnosti tvori
az 29% vsech nosokomialnich nékaz. Podle Haleye (1985) vedou ranné infekce k 57%
prodlouZeni pobytu v nemocnicich a také navySeni finan¢nich nédkladi hospitalizace
0 40%. PoruSenim celistvosti kize a naruSenim antimikrobidlni bariéry pri z&krocich
pronikaji do rany etiologické agens véetné Saureus Vv riazné koncentraci a prabéh infekce
se odviji jak podle virulence agens, tak odolnosti hogtitele.

WHO (1981) rozdéluje operacni rany do nékolika skupin podle mozné pritomnosti

mikroorganism:
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cisté rany chirurgické bez vlastni mikrofléry mimo gastrointenstinélni, urogenitalni
arespira¢ni trakt napt. operace kyly, prsu, varixa, strumy atd. Novéak (2001) uvadi,
Ze riziko vzniku ranné infekce u rany ¢istého typu ¢ita 0,6-5,8%. Zachycena je viak
jen ¢&st infekci kvili zkracovani pobytu pacienti po zakrocich v nemocnicich,
pricemz drtiva vétSina infekci manifestuje 4.-10.den po za&krocich.

cisté rany chirurgické kontaminované endogenni mikroflérou bez zanétu
(gastrointenstinalni, urogenitalni a respira¢ni trakt). Riziko vzniku dosahuje 3-11%.
rany chirurgické kontaminované ¢asto doprovazené zanétem, napi. akutni operace
tlustého stieva, tumoru nebo krvaceni do Zaludku, operace mocoveého traktu atd.
s pravdépodobnosti vzniku 10-17% .

rany zneci&tené napt. traumatické nebo jiné poruSeni kaze, vznikaji srizikem
nad 27%

4.7.3 Infekce krevniho re¢isté
Stafylokoky velmi snadno adheruji na povrch styku dvou fazi a vytvari na ném

tenkou dizovitou vrstvu, biofilm. U pacientd se zavedenymi cizimi predméty se mize
osidleni sté rezervoarem patogennich bakterii, nebot’ bakterie v biofilmech jsou chranény
proti U¢inkam antibiotik dosud mélo popsanym mechanismem. Vyzkum BureSe et al.
(2009) prokéazal, ze vhodnou volbou materidlu aplikovanych predméti napi. potazenim
chlorhexidin-sttibrem lze infekce souvisgjici se zavadénim katetr, kanyl a kloubnich
néhrad Uspedné minimalizovat. Richards et al. (1999) udava, Ze hlavnimi etiologickymi
agens, které se podili na rozvoji infekci krevniho fecidte, jsou koaguléza-negativni
stafyloky (36%), nasledované enterokoky (16%) akonecné S.aureus (13%).

Zanesenim Saureus krevni cestou z dychacich cest do endokardu mtze vzniknout
na povrchu chlopni infekéni endokarditida. Mortalita pacienta s infekéni endokarditidou
dohahuje 25-40% (Baddour et al. 2005).

4731 Sepse
Za sepsi povazujeme tézky stav, ktery je spojeny s pritomnosti bakterii v krevnim

reCidti tzv.bakteriémii. Pro soubor klinickych piiznaka doprovézejicich sepsi byva také
pouzivdno oznateni septicky syndrom. Septicky Sok je syndrom charakterizovany
inadekvétni perfuzi dulezitych organt a svalove tkan¢ vyvolany bakteriemi nebo Gcinkem
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jejich toxina. Mortalita u sepse dosahuje 20-60% a u septického Soku 60-90% (Ziegler et al
1991).

Na rozvoji sepse se mohou podilet rizna etiologicka agens, viry, houby i bakterie.
G+ bakterie jsou zodpovédné za 30-40% vSech sepsi slepsi prognézou oproti G-
bakteriim. Saureus stoji za vznikem sepsi z osteomyelitid, akutnich endokarditid, z ranych
popalenin arannych infekci.

Zdroje sepsi mohou byt intravaskularni jako endokarditidy, infekce Zil a tepen atd.
a extravakularni, které predstavuji rany, furunkly, invazivni zakroky, zanéty télnich dutin,
abscesy a podobné. Bakterie z extravaskularnich zdroja pronikaji do krevniho feci&te pres
nedostatecné funkeni  lymfatické uzliny v dusledku expanze patogenni bakteridlni
populace, tlaku z otoku nebo vysoké virulence mikroorganismu.

Reakci makroorganismu je masivni produkce makrofégi a cytokind (tumor necrosis
factor (TNF) a interleukin-1) z endotelovych bun¢k a lymfocyta. Béznymi klinickymi
symptomy sepse jsou zvySend teplota, leukocytéza, Uprava metabolismu
a hemodynamiky.

Siegel et al. (1979) definovali na zakladé metabolickych a klinickych aspekti ¢tyfi
typy stadii sepsi:

Pri kompenzované seps stoupd spotieba kysliku, katabolismus svalové tkang,

vzestup glukagonu, inzulinu, katecholamini a glukokortikoidi, pacient ma

horecku.

Ve sadiu metabolické insuficience (hyperkinetické stadium) se dostavuje

tachykardie, tachypnoe, piekrveni pokozky, vysok& horecka a podstatné navyseni

glukagonu v krvi jako dusledek vystupnovani metabolismu v tkanich, zvySena

produkce laktdtu a stim spojena aciddza, kterd je kompenzovana hyperventilaci.

Ve stadiu organové selhani vlivem extrémni vazodilatace prudce klesa krevni tlak,

prohlubuje se acid6za a objevuje se respiracni insucience.

Pro stadium studeného Soku (terminéini) je typické soucasné selhani dvou a vice

orgéna (multiorgdnové selhani), selhdvani metabolismu a chladné a vihkéa kuze.

4.7.4 Nosokomiélni pneumonie
Nosokomialni pneumonie je druhou nejéastéjsi nosokomidlni ndkazou. Incidence

dosahuje 4-50 pripadi na 1000 hospitalizaci. U pacienti na jednotkach intenzivni péce
(JP) vyjadiend incidence vzristd aZ desetkrd a u pacienta piipojenych endotrachedlni
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intubaci na umélou plicni ventilaci vice neZ dvacekré. Cim déle je pacient pripojen
naventilaci, tim stoupa riziko nakazy; 6.5% v 10 dnech, 19% v 20 dnech a 28% v 30
dnech. V 33% pripadi pneumonii se jako etiologické agens uplatiiuje S.aureus (Fagon et
al. 1989). Vyraznou komplikaci vedouci z prodlouzeni 1&by je vznik abscesi a empyému.

4.8 Komunitni MRSA
Nezévisle na nemocni¢nich kmenech MRSA se rozvinuly infekce i u osob, které

nebyly béhem poslednich 14 dni hospitalizovany, nepodstoupily dialyzu, drobné
chirurgické nebo ortopedické zékroky a katetrizaci. Tyto infekce mohou byt zpisobovany
komunitnimi  kmeny MRSA (cMRSA). Komunitni MRSA se velmi snadno Siti
ve spolecnostech, které prichdzeji do piimého styku, napf. ve sportovnich tymech,
ve véznicich, v armédé, ale také v béznych komunitdch mladsiho veéku. S komunitnimi
MRSA se setkdvaji mladi lidé pramérného véku 23 let, kdezto s nosokomidlnimi
nékazami pramerného véku 68 let (Naimi et al. 2003).

Asi v 75% jsou infekce lokalizovany na kuzi a mékkych tkanich obvykle svelmi
dobrou prognézou. Dosud v3ak neni jasné pro¢ je létba koznich infekci nekterych
pacientt Uspesnd, ackoliv u jinych pacientd stimtéz kmenem selhava Zvy3ena virulence
komunitnich kmeni vede k rychlejSimu rozsiteni infekce do riznych organi a k nasledné
ZivotohroZujici sepsi, pneumonii a syndromu toxického Soku.

4.8.1 Komunitni pneumonie
Torres et a. (1997) popisuje komunitni pneumonie jako zanétlivé onemocnéni

plicniho parenchymu, které postihuje alveoly, bronchioly a intersticium. Onemocnéni je
vyvoldno béznymi patogeny vcetné Saureus u osob, které v poslednich 14 dnech
nenav&tivily zdravotnické zatizeni nebo u pacientt do dvou dnu od pocétku hospitalizace.
Podle KaSaka (2007) komunitni pneumonie tvoii 80-90% vSech ptipadi pneumonie a 20-
30% vyzaduje neodkladnou hospitalizaci. PetrdS et al. (2007) ve své praci uvadgji,
Zekmeny Saureus sprodukci Panton-Valentinova leukocidinu Uzce souvisi sakutnim
priabéhem pneumonie doprovazeneé tvorbou abscesi, nekrdzy a sepse s umrtnosti az 75%.

4.8.2 Syndrom toxického Soku
Podle Todda (1990) je syndrom toxického Soku (Toxic shock syndrome, TSS)

spojovan soperacemi nosni dutiny a menstruujicimi Zenami, které pouZivaji vysoce
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absorpéni tampony. Optimdlni prostiedi s piitomnosti krve tvori ideadlni mikroprostiedi,
které je kolonizovéno Saureus z rukou. Dogtavi se horecky, zvraceni, prajmy a vyrazky,
které aZz v 70% pripadu kon¢i smrti. V soucasnosti se objevuje syndrom toxického Soku
také i u muzi, predevsim po chirurgickych zakrocich (Madigan et al. 2009). Nutné je vSak

rozliSovat etiologické agens (S.aureus ¢i Streptococcus pyogenes).

4.8.3 Otravy jidlem
Stafylokokové enterotoxikézy (otravy jidlem) jsou zpusobeny kontaminaci potravy

enterotoxiny. Samotny mikroorganismus vSak nemusi byt v potravé pritomen (Madigan et
al. 2009). Nakaza vznika ¢asto z dribeziho masa a piibuznych vyrobku, peciva pinéného
krémem ¢i pudingem, vajec a saldovych dresingi. Po 1-6 hodindch po pozieni se objevuje
nevolnost a zvraceni. Béhem nésledujicich 48 hodin jsou enterotoxiny z téla vylucovany.
Diky pomérné tepelné stabilité je enterotoxin aktivni i po opakovaném ohi'éti jidla.

4.8.4 Kozniinfekce
Za nejvice nakazlivé hnisavé kozni onemocnéni (pyodermie) je povaZzovano

impetigo. Nejcastéji jsou pogtizeny déti pred3kolniho a mladSiho 3kolniho véku, mezi
nimiz se infekce velmi rychle a snadno Siti na prstech rukou a pres luzkoviny hlavné v 1é&té.
Na pokoZce kolem nosu a Ust se objevuji praskajici puchyie s mokrou spodinou, jeZ jsou
kryté Zlutymi strupy z provaleného tkanového moku. Velmi snadno se rozSifuji na ostatni
povrch téla (Vosmik 1995). Pronikne-li infekce do horni ¢asti vlasového folikulu
podrazdéného napi. holenim, vzniké folikulitida av okoli vousu sykoza. Neni-li folikulitida
véasn¢é létena, dochazi k trvalé ztrété folikulu. Furunkl (nezt) se vytvoii, prostoupi-li
infekce do hlubSich oblasti viasového folikulu a dochézi k nekroze okolni parenchymatické
tkéné. Obzvlad' nebezpecné je zaneseni infekce na nosni dliznici a poté do mozku
snéslednym hnisavym zénétem mozkomisnich blan. Pokud dojde ke splynuti n¢kolika
furunkla, vznika karbunkl, jehoZ lé¢ba vyZaduje kromé podévani antibiotik i chirurgicky
zésah (Halem et al. 2006).
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4.9 Lé&ba
Pro odsgtranéni subjektivnich potizi, které v podobé nemoci manifestuji u pacienta,

je nutné pouZivat symptomatickou terapii. VétSinou je nutné aplikovat analgetika,
antipyretika a sledovat iontovou rovnovéhu v séru. V Gvahu téZ prichézeji chirurgické
z&kroky.

4.9.1 Chirurgické zakroky
MenSi abscesy se zpravidla hoji spontéanné. U vétSich abscesti je vdak nutné

chirurgické vyprazdnéni, nebot’ hrozi provaleni dutinky obsahujici infekci, hnis a okolni
zanicenou tkan dovniti téla. Po incizi se zavede drén (gézovy, rukavicovy, hadicovy),
jehoz funkci je odvod sekretti rény a zamezeni piredéasnému uzavieni rany. Je v&ak nutné
drén nanejvys za 3 dny (podle zavaznosti prubéhu infekce) po zavedeni Cistit a menit.

49.2 ATB terapie
Pro zji&éeni citlivosti bakterie k vybranym antibiotikim se pouziva Kirby-Baueriiv

test (kvalitativni diskova difisni metoda). Na Mueller-Hintonav agar v Petriho miskach se
inokuluje bakteridlni suspenze a po zaschnuti suspenze se na misku nanesou papirovée
disky namotené zvolenymi antibiotiky. Kolem disku s antibiotikem, vici némuz je bakterie
citlivg, se po 24hodinové kultivaci vytvori inhibi¢ni zona. Na z&kladé porovnavani
namérené hodnoty inhibi¢ni zény se stanovenymi hodnotami se zji%t'uje, zda je bakterie
citliva ¢i rezistentni. Pro zji&eéni blizSich koncentraci antibiotika, va¢i némuz bakterie
vykazuji citlivost, uzivame kvantitativni dilucni bujonovou metodu. Do mikrotitra¢ni
desticky, v jejiz jamk&ch je bujon santibiotikem, rozpliujeme geometrickou fadou
bakterialni suspenzi o z&kalu 1, 5-3 stupné McFarlandovy stupnice (Urbaskova 1997).
Lékem prvni volby kvili rezistenci MRSA k B-laktamovych antibiotikim jsou
glykopeptidy. PouZivani vakomycinu je s prihlédnutim k reportovanych ptipadim snizené
citlivosti (VISA) nebo dokonce rezistence (VRSA) a znacné toxicité pripravku omezovano
a nahrazovano teikoplaninem, ktery snadnéji pronikd do mekkych tkéani, ptchyii i kosti.
Takeé linezolid z oxazolidinona kvili malé molekule lehce proniké do tkéni. Diskutabilni je
pouziti antibiotik sinhibitory B-laktamaz: augmentin (amoxicilin + klavulonat), timentin
(tikarcilintklavulond) a unasyn (ampicilin + sulbaktam). Z dalSich antibiotik |ze

na zakladé testa citlivosti podat cefalosporiny I11.generace, flourochinolony, quinupristin-
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dalfopristin (Synercid), trimethoprimum/sulfamethoxazolum (Biseptol) a v jinych zemich
daptomycin (Cubicin).

Podle z&vaznosti koznich lézi se zvazuje l|é&ba chirurgickd, antibioticka
adezinfekéni  lokalnimi  prostredky. Vhodné jsou jodové preparaty spomalym
uvoliovanim jodu napi. Inadin, Braunol, Betadin a z ostatnich Octenisept, Skinsept atd.
(Petkov 2006).

4.10 Hygienick& opatieni
V pripadé pozitivniho ndlezu MRSA je bezpodminecné nutno pristoupit k nékolika

hygienickym opattenim ve zdravotnickém zatizeni, aby se zabranilo rozsiteni infekce mezi
ogtatni pacienty a persondl.

4.10.1 |1zolace
Pacient je umistén na oddéleni, na némz byl primarné hospitalizovan,

do samostatného pokoje ¢i boxu. V pripadé, Ze je vice pacienti kolonizovano stejnym
kmenem, mohou byt umisténi na spolecném pokoji, pricemZz pokoj musi byt oznaten
zretelnym napisem ,1zolace” nebo ,,Infekeéni pokoj“. Do dokumentace pacienta je podle
zvyklosti zdravotnického zarizeni poznamenéno ,MRSA*®. VeSkera dokumentace zustéava
mimo izolacni pokoj, pouze v pripadé hospitalizace pacient na jednotkéch intenzivni péce
se ponechava u lizka pacienta, aby se s chorobopisy co nejméné manipulovalo.

4.10.2 Bariérova o3etifovaci technika
MRSA pozitivni pacienti jsou oSetrovéni bariérovou oS3etiovaci technikou.

Pro zamezeni diseminace nékazy je nutnosti vyrazné omezit vstup osob na pokoj.
K izolovanému vstupuji pouze ty osoby, které se bezprostredné podili na péci o pacienta,
nikoliv rodinni prislusnici ¢i medici. Podle kapacit nemocnice muzZe byt na tyto Ukony
i zvI&s' vyclenény persond. Zaméstnanci zdravotnického zarizeni veetné technika
akonziliara musi byt s bariérovym reZzimem sezndmeni a dodrZovat ho.

Pred vstupem do pokoje si vstupujici umyje ruce antibakterialnim mydlem, osusi je
a béhem 30-60 sekund vetie dezinfekeni roztok s obsahem alkoholu. Davkovat s pdkovou
baterii musi byt umistén na pokoji a v ptipadé boxové izolace ptimo u luzka

Poté oSetiujici oblékne jednorazové ochranné pracovni pomicky, které zahrnuji plast,
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rukavice, ustenku, galoSe a nékdy i prikryvku vlasi. PouZité ochranné pomicky jsou
odkladany do plastovych pythi alikvidovany jako infekéni odpad.

Velkeré véci osobni potieby je nutné denné podrobovat dezinfekci. PouZité nadobi
nesmi byt vyndSeno zizola¢niho pokoje, aniz by nebylo dezinfikovano 0,5% roztoky
piipravka Quatohex a Hexaquartus plus nebo 0,5% roztokem persterilu. Néstroje se primo
v pokoji dekontaminuji ptipravky s prokézanou Gcinnosti na MRSA (Promanum N, Softa-
Man). Denn¢ se meni lozni prédlo, jez je poté ukladano do plastovych pytha s oznagenim
»Infekeni* a odesilano k dezinfekci, pripadné jesté na pokoji mtze byt dekontaminovano
0,5% roztokem persterilu nebo 4% roztokem chloraminu. Pacienti, ktefi jsou schopni
pohybu, musi mit k dispozici vlastni WC a koupelnu. Intimni prostredky (bazanti, podlozni
misy) jsou po kazdém pouZiti dezinfikovany 4% roztokem chloraminu (Mareckova 2006).

Dezinfekce hrubych povrchi se provéadi 3x denn¢ za pouZiti persterilu. Hrubé

dezinficiens je v3ak nutné pravideln¢ stridat.

5. Laboratorni a diagnostické metody

5.1 Odbér materiélu
Odbéry materialu od pacienta (vytéry) se nej¢astéji provadi vytérovymi tampony.

Pro uchovéni bakterii je vhodné pouzivat transportni média napi. Amiesovo
s anorganickymi solemi, agarem, aktivnim uhlim a thioglykolatem sodnym nebo Stuartovo
bez aktivniho uhli.

Pro vytér ze spojivkového vaku, ucha se uziva vytérového tamponu na dratku. Mog
odebirdme v objemu 3-5 ml do sterilni zkumavky. Pro odbér sputa pacient zakaSle do
odb¢rové nédobky se Sroubovacim uzavérem (,sputovka“). Punktédty, ascites, exsudaty,
empyém, nekroticka tkéan, katetry, kanyly a pleurani tekutina mohou byt odebirany
do sterilnich zkumavek, anaerobnich nadobek nebo injek¢nich stiikacek. Mozkomisni mok
je odebirén lumbalni punkci v nejmensim objemu 3ml, nejlépe 5-10ml u dospélych a4-5ml
u déti do dvou plastikovych sterilnich zkumavek. Krev v objemu 20-30ml (u déti 6ml)
na hemokultury se odebira do hemokultivagnich lahvicek se zatkou oS3etienou 70%
alkoholem, pred odbérem se provede stér z mista vpichu, ktery se taktéz odesle ke kultivaci
(Maretkova 2006).
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5.2 Transport vzorku
Transport vzorki do mikrobiologické laboratore musi mist dostatecné rychly

(do 2h, pti dodrZeni veskerych zasad do 24h) a ke vzorkam Setrny, nejlépe pri teploté 8-
12°C. Doporucuje se, aby byly transportni nadobky umistény nejlépe ve svislé poloze
av pevné anepropustné nadob¢. V pripadé extrémnich vngjSich teplot je nutno nédobky
prepravovat v boxech, které zamezi znehodnoceni vzorku (napt. boxy schladicimi
vloZkami, temperovani boxu na pokojovou teplotu). Nejrychleji hynou nejvice narocné
bakterie a ve vzorku se Uspésné pomnozi bakterie bézné flory. VSechny nédobky musi byt

i&dn¢ oznaceny a doprovézeny r&dné vyplnénou Zadankou k mikrobiologickému vySetieni.

5.3 Kultivace
Jednotlivé druhy bakterii je v laboratornich podminkéch (in vitro) mozno

makroskopicky rozlisit podle vlastnosti narostlych kultur na kultivacnich padéach. Presto,
Ze tyto postupy neposkytuji okamzité vysledky, jsou smérodatné pro dalSi |écbu pacienti.

5.3.1 Optimalni kultivaéni podminky
Saureus je pomérné nenarocnym mikroorganismem schopnym rastu v Sirokém

teplotnim rozmezi od 7 do 48,5°C srastovym optimem od 30 do 37°C (Schmidt et al.
1990) a pii pH 4,2-9,3 soptimem pH 7-7,5 (Bergdoll 1989). Petriho misky s pevnymi
padami a zkumavky stekutymi padami snaockovanymi kulturami  kultivujeme
v termostatu po dobu 18-24 hodin pii obvyklych 35-37°C, pripadné prodluzujeme dobu
kultivace az na 72 hodin.

5.3.2 Kultivaéni média
Razné typy bakterii vyZaduji pro optiméni rist rizné sloZeni pud. Tato média se

liSi v obsahu bilkovin, aminokyselin, vytazka napt. z hovéziho masa, pritomnosti antibiotik
k regulaci nezédoucich bakterii a pridavnymi substancemi jako jsou erytrocyty, Zlu¢ové

soli ¢i uhli.

53.21 Pevné pidy
Na béZném masopeptonovém agaru (MPA) Saureus vytvari po 24 hodinach

kultivace v priméru 1-3 mm velké neprihledné kolonie s krémovitou konzistenci, rovnymi
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okraji, hladkym povrchem a nazldlym pigmentem. Po 72 hodinéch kultivace dosahuji
velikosti 3-8mm.

NejvhodnéjSim  kultivatnim médiem pro ras S aureus je krevni agar.
K z&kladnimu masopeptonovému (Zivnému) agaru, ktery obsahuje extrakt z hovéziho
masa, pepton, chlorid sodny, vodu a 1,5-2% agar, je pridano 5-10% defibrinovanych
beranich ¢i konskych erytrocyti. Na krevnim agaru vyristd S aureus v koloniich bilé az
nazloutlé barvy s tzkou zénou B-hemolyzy.

Ze selektivnich pad pro patogenni stafylokoky se pouZivd manitolovy dany agar,
jez obsahem 7,5% NaCl inhibuje rist ostatnich mikroorganismui. Po 36 hodinéch kultivace
jsou patrné ndpadné kolonie stafylokokt obklopené Zlutou zonou, kolonie ostathich
mikroorganismi jsou drobnéjSi a obklopené ¢ervenou nebo fialovou zénou (Ayres et al.
1995). Vhodnou selek¢ni padou je chromogenni MRSA-select, ktera obsahuje NaCl
k podpote ristu stafylokoka, inhibi¢ni oxacilin, cefoxitin afungicidin. V ptipadé pozitivity
maji kolonie nazelenalou barvu jako indikator produkce a-glukosidady. Selektivni CNA
agar obohaceny o kolistin, ktery inhibuje rast G- bakterii a Pseudomonas, a kyselinu
nalidixovou k inhibici Protea, je vhodny ke kultivaci S. aureus.

Na puadé Mueller-Hinton obsahujici masovy extrakt, kysely hydrolyz& kaseinu,
&rob a agar provadime testy citlivosti k antibiotikiim. Pro narocnéjsi bakterie se vyuziva
Mueller-Hintonova ptida obohacena o aminokyseliny a hemoglobin.

53.22  Tekuté pidy
Masopeptonovy (Zivny) bujén obsahuje masovou infuzi, 1% roztok peptonu a 0,5%

NaCl. Zakladem masopeptonového bujonu pro ndro¢néjsi mikroorganismy veéetné S.aureus
maZe byt i mozkosrdcové infuze s ptidavkem 6,5% NaCl. Pozitivita je charakterizovana
typickym zaékalem bujonu, knémuz u negativnimu nebo nenaockovaného bujénu
nedochazi.

5.3.3 Hemokultury
Hemokultivace se provadi u pacient s piiznaky sepse a tézké sepse, u pacientt

sinfekcemi nejasné lokalizace a u infekci, kde je velmi nesnadné provédét odbér materidlu
na béznou kultivaci. Pristroj Bactec, do n¢hoz se lahvicky shemokulturami vkléadaji,
detekuje pii rastu bakterialni populace CO,, ktery je odpadem bakteridlniho metabolismu.
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5.4 Koaguldzové testy
Podstatnymi testy pro diferenciaci S.aureus jsou testy na produkci koagulézy:

Prakaz pro volnou koagulazu se provadi v aglutinacni zkumavce. K lyofilozované
krdlici plasmé pridavame 8ml fyziologického roztoku, 0,5ml plazmy a nékolik
kolonii tetovaného bakteridiniho kmene. Smés dikladné promichdme, inkubujeme
3h pii 37°C a druhy den odecitdme vysledek. Pokud je reakce pozitivni, vytvari se
ve zkumavce chuchvalce ¢i srazeniny (fibrinovéa zétka).

Test pro vazanou koagulazu (clumping factor) se provédi na podloZznim skli¢ku.

5.5 Latexova aglutinace
Na podlozni sklicko nan&Sime kromé negativni kontroly i kapku bakteridni

suspenze a latexoveé reagens, na molekulu latexu je navézan fibrinogen, gamma globulin
(1gG) a monoklonalni protilatka proti polysacharidim pouzdra S.aureus. U opouzdienych
kment reakci santigenem proti pouzdru dochazi k aglutinaci. V pripadé, Ze bakterie
ztratila pouzdro, aglutinace probiha v reakci s fibrinogenem a lgG.

5.6 Mikroskopie
Barveni dle Grama vynalezené v roce 1884 je dosud jednou z nejdulezitéjSich

anegjpouzivangjSich metod pouzivanych k diferenciaci G+ a G- bakterii na z&kladé
odlisnych vlastnosti bunééné stény. Tato diagnostickd metoda byla modifikovana
Huckerem (1921). V sou¢asnosti se nejcastéji vyuziva modifikace dle Nowyho (Moyes et
al. 2009):
Na odma&téné podlozni sklo vtenké vrstvé asepticky naneseme bakteridlni
suspenzi a nechame ji na suchém vzduchu pripadné vysoko nad plamenem
zaschnout.
Pro snadngjSi obarveni bakterii, jejich zahubeni a prichyceni k podloznimu sklicku
prepardt fixujeme 3x krédtkym protazenim plamenem kahanu a nechdme jej
zchladnout.
Na 1-3 minuty prepardt prelijeme roztokem krystalové violeti, poté nechame
piebytek bez oplachovani okapat.
Krystalovou violet’ prevrstvime Lugolovym roztokem na 1-3 minuty, poté roztok
z podloZzniho skla slijeme, oplachneme jeg destilovanou vodou a odbarvujeme

acetonem nebo etanolem dokud z preparétu odtéka barvivo.
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Prepard opléchneme destilovanou vodou a dobarvujeme safraninem nebo
karbolfuchsinem po dobu 30-60 sekund.
Prepard opléchneme destilovanou vodou a nechdme zaschnout na suchém
vzduchu, nad plamenem kahanu nebo jemné osusime filtra¢nim papirem.
Hotovy prepard pozorujeme imerznim objektivem na optickém mikroskopu. G-
bakterie, které se velmi snadno odbarvi acetonem a dobarvi karbolfuchsinem nebo
safraninem diky propustnogti bunééné stény pro komplexy s jodem, maji
v mikroskopickém materiadlu cervenou barvu. G+ véetné Saureus komplexy

nepropoudi a maji modrofialovou barvu.
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6. Cile prace
Cilem té&to préce je nejen poskytnout zaemcam aktualizované informace
o problematice vyskytu MRSA ve zdravotnickych zarizenich — predevSim ve spadové
oblasti laboratore Laboma, ale také owvetit vybranymi diagnostickymi  metodami
v laboratoti, zda je moZzné odlisit patogenni kmen s predpokladanou rezistenci od kmene
b&ézného.

6.1 Vymezeni spadoveé oblasti
Spédovou oblasti pro shér vzorka laboratoie Laboma s.r.o. Ceské Budgjovice je

Jihocesky kraj a Pacovsko. Vzorky v piislusnych nédobkéch s médii jsou systematicky
vyzvedavény od praktickych Iékait, kteri nemaji k dispozici vhodné dopravce k transportu

vzorkad.

6.2 Metody
K ziskani dat jsem pouZila databazi zdravotnického zarizeni a statistickych metod.

Pro experimentdlni konfirmaci dat jsem pouZila razné typy kultivacnich pad,
nanichz jsem owvétila typické vlastnosti vybraného druhu (Saureus a MRSA).
Za aseptického pristupu jsem na sterilni Petriho misky svylitymi kultivacnimi padami
(krevni agar a MRSA-select agar) nanesla metodou kiizového roztéru pomoci
bakteriologické kli¢cky kolonie nepatogenniho Saureus a potencidlniho kmene MRSA.
Na Mueller-Hintonovy pady jsem vlila suspenze obou vzorki, nechala oschnout a raznici
na pudu vlozila disky santibiotiky (oxacilin, tetracyklin, erytomycin, augmentin,
kotrimoxazol, cefazolin). Petriho misky jsem nechala kultivovat po dobu 24h pii 37°C
V termostatu.

25



7. Vysledky

V mesicich

leden-brezen 2010 bylo v mikrobiologické laboratofi

zachyceno 425 vzorku se Saureus, u nichz byly pomoci diskoveé diftzni a dilu¢ni metody

provedeny testy citlivosti k vybranym antibiotikam.

Na z&klad¢ ziskanych dat jsem vyhodnotila, jaké veékové skupiny pacientd maji
nejvétsi pravdépodobnost ziskani rezistence k vybranym antibiotikim. Vékové skupiny
jsou pro lepsi sledovatelnost rozdéleny do obdobi po péti letech, v grafech neni zohlednéno

pohlavi.

7.1 Grafické znazornéni
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Obr.1: Testy citlivosti k antibiotikiim provedené v obdobi |eden-biezen 2010 u pacienti od 0 do 49 |&t.

Zdrojem vlastni vyzkum.
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Obr.2: Testy citlivosti k antibiotikim provedené v obdobi eden-bitezen 2010 u pacientti od 50 do 94 | &t.
Zdrojem vlastni vyzkum.
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120+

leden Gnor bfezen

Obr.3: Pomér pacienti citlivych k antibiotiktim ak rezistentnim alespoi jednim prepardtem v obdobi leden-
brezen 2010.
Zdrojem vlastni vyzkum.
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Vek pacientt

Obr.4: Rezistence k jednotlivym antibiotikium v obdobi |eden-brezen 2010.
Zdrojem vlastni vyzkum.
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Obr.5: Rezistence k antibiotikam (ERY, CLI, CIP, TET, NEO, OXA, CMP, BAC, CZL, AIN, GEN, COT,
FOX, SUL) ve veékovych skupinach 0-49 let v obdobi |eden-biezen 2010.
Zdrojem vlastni vyzkum.
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Obr.6: Rezistence k antibiotikam (ERY, CLI, CIP, TET, NEO, OXA, CMP, BAC, CZL, AIN, GEN, COT,
FOX, SUL) ve veékovych skupinach 50-94 |et v obdobi leden-birezen 2010.
Zdrojem vlastni vyzkum.

7.2 Kultivace
Po 24 hodindch kultivace vyrostly na krevnim agaru z obou vzorkt kolonie

nazlétlého tvaru obklopené napadnou zonou hemolyzy. Pida MRSA-select detekovala
ptitomnost methicilin-rezistentniho kmene se zelenavym zbarveni kolonii.

Testy citlivosti na Mueller-Hintonové piadé prokézaly velmi dobrou citlivost
nepatogenniho S.aureus ke zvolenym antibiotikim. Methicilin-rezistentni kmen vykazoval

predpokladanou rezistenci k oxacilinu a dale erytromycinu.
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8. Diskuse
Hlavnim cilem této préace bylo ziskat piehled dat a z nich vyhodnotit, které vékove

skupiny jsou nejrizikovéjSi z hlediska ptitomnosti rezistentnich kment. Ze 425 vzorka,
u nichz byly provedeny testy citlivosti k antibiotikim, vykazovalo 318 citlivost ke vsem
aplikovanym antibiotikim. Zbytek, 107 vzorka, vykazovalo znamky rezistence.
Rezistentni mutanty vykazuji nejéastéji rezistenci vici erytromycinu, tetracyklinu
aklindamycinu (viz. Obr.4).

Rezistence v jednotlivych veékovych skupindch byla pozoruhodna a kojenci, batolat
amladsiho predskolniho véku (0-4), mladSiho a starSiho Skolniho véku (5-19) a u seniori
vysokého stéi (viz. Obr. 5,6). Jako mozna pri¢ina onemocnéni u malych déti je infekce
z okoli prenéSena napt. na rukou nebo nizka imunitni odpovéd’. Z Obr.1 a 2 Ize odegist, Ze
napr. déti do 4let je zachyt rezistentnich kmenu ve srovnani spoctem odbert vzorka
pomeérné nizky. Bohuzel se viak ¢asto vyskytuji multicetné rezistence.

Z osmi zachycenych rezistenci vici oxacilinu (MRSA) bylo 50% pravé u pacienta
nad 70 let. U starych lidi ptichézeji v potaz nosokomiélni nédkazy spojené s dlouhodobymi
pobyty v Ié&ebnach dlouhodobé nemocnych, domech dichodcd, pripadné ve
zdravotnickych zatizenich. Jednou z moZnosti, jak tento stav eliminovat, je dusledné dbat
na hygienu nejen pacienta, rukou, povrcha, véci osobni potieby a lazkovin. Otézka
antimikrobidlni terapie jiZ byla diskutovana v prislusnych kapitolach.

Napadny je vzrast poctu zachycenych pacientt salesponn jednou prokazanou
rezistenci v bireznu 2010. Tato hodnota dosahuje témetr 48% (viz. Obr.2) a piredpokladam,

Ze v letnich mesicich miaze opét vzrast.
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9. Zaver

Veskeré bakterie veéetné S.aureus jsou soucasti kazdého z nas. Jinak neSkodni
komensalové mohou vyrazné komplikovat 1&¢bu, prispivat k umrtnosti a zvySovat néklady
na zdravotni péci. Je proto pouze na c¢lovéku, jak bude k témto okem neviditelnym
mikroorganismiam pristupovat. Jistym krokem vpied proti multirezistentni organismim je
dodrZzovani epidemiologickych opatieni a hygienickych zésad. Také omezeni plytvani
antibiotiky, jejich zbytecné predepisovani, dodrZzovani davkovacich schémat a prabézny
vyvoj novych léku je U¢innym opatienim proti vzniku rezistentnich kment.

Informace, které jsou v této praci obsazeny, dosvédéuji zavaznost tohoto problému.
Podanim této prace bylo nejen poskytnout piehled z&kladnich charakteristik, ale také
varovat pred potencidlnim nebezpedi z mikrosvéta. Doufam, Ze tyto cile préce jisté spinila
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11.  Prilohy

Obr. 1: Nepatogenni Saureus na krevnim agaru. Zdroj: vlastni.

Obr. 2: MRSA na krevnim agaru. Zdroj: vlastni.

Obr. 3: Nepatogenni Saureus na selektivni pidé MRSA-select. Zdroj: vlastni.

38



Obr. 4: Methicilin-rezistentni kmen na selektivni pidé MRSA-select. Zdroj: vlastni.

Obr. 5: Difuzni test citlivosti na Mueller Hintonové padé. Saureus je citlivy ke vSem zjistovanym
antibiotikim. Zdroj: vlastni.

.

Obr. 6: Difuzni test citlivosti na Mueller Hintonové padé. Pritomny je oxacilin-rezitentni kmen.
Zdroj: vlastni.
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