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SHRNUTI

> Tato prace se zabyva problematikou antibiotické rezistenag, &eev posledni déb
stava znepokoji se roz&ujicim jevem, zasahujicim cely &v Rezistence mikroorganism
k latkdm, které po desetiletiquistavovaly &innou zbra v boji proti infekcim vyvolanym
témito patogeny, se stava hrozbou pro moderni medicinu a jeji postuplyevalérofylaxi

infekénich onemocéni.

> NA&S vlastni vyzkum byl rozten do zhrubait navzdjem prolinajicich se fazi. Kazda

z tchto nize zmi#nych fazi je dlezitd a neopomenutelna.

V prvni fazi jsme se &novali ziskavani zakladnich informaci o jevu antibiotické
rezistence a o patogennich mikroorganismech, schopnych odotéaiiepi latek, které by

mely vést k jejich zaniku.

V druhé fazi jsme zagali vlastni prakticky vyzkum sestavajici z provad stru
z nosni sliznice zkoumaného vzorku populace a nasledné kultivace a diagatstanych

bakterialnich kultur.

Treti fazi bylo zpracovavani ziskanych dat, jejich kategorizagbodnoceni a

zpracovani tabulek a giaf

> NaSe prace byla prvoplanbrantiena na ptkaz bakterii rodustaphylococcus s@
jejich noséstvi na nosni sliznici. Zji8hi pripadné antibiotické rezistenceskterého ze

ziskanych kmeina statistické vyjéigni ziskanych hodnot.
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1 Uvod

Antibiotickd rezistence mikroorganism nekolikanasobs zvySuje morbiditu,
podstatg prodluZuje délku hospitalizace atgpbuje vyrazny vzestup nakiadutnych pro
zdravotni péi o postizeného. Omezené moznosiinaé &by zhorsuji prognézu zavaznych

infekci a jejich smrtnost nasta.

Mezi nejvyznam§Si multirezistentni patogeny, o nichZz se nejen v poslednich
nékolika mélo letech houd, je MRSA — Methicillin rezistentnStaphylococcus aureudeho
vyskyt v invazivnich infekcich je v Evrépod roku 2000 sledovan evropskym systémem pro
sledovani antibiotické rezistence - EARSS (European Antimigkd®ésistence Survillance

System).

Antibioticka rezistence fedstavuje vyznamnou hrozbu pro zdravotni stav populace,
protoZe celosstové nafsta p@et vyznamnych multirezistentnich bakteridlnich patégen
Nekontrolovag se roz&ujici multirezistentni kmeny patogennich bakterii vyvolavaji obtizn

lécitelné infekce, které prokazatélsouvisi s ndrstem morbidity a mortality.

Podnétem vedoucim ke vzniku této prace pro nas bylo letiestp poutavé dotknuti
se této problematikyipvyuce na VOSZ a SZS Hradec Kralové. Zde jsme ziskahipr

informace a podklady vedouci naslédnrozhodnuti provést na tomto poli vlastni vyzkum.

Pod vedenim odborného konzultanta jsme proveadli séri z nosni sliznice studeit
nasi skoly, jejich rodii, naSich kantdra také lidi hospitalizovanych v &€bre dlouhodok

nemocnych v Hradci Kralové.

VSichni vySetovani byli seznameni s vykonem a moznymi riziky, a dobravoln

podepsali informovany souhlas s provedenirust nosni sliznice.



2 Teoreticky zaklad prace

2.1. Zakladni informace o MRSA
Bakterialni rod Staphylococcus sge gram pozitivni kok a je to zarovegeden
Z nefastji se vyskytujicich bakterialnich réchejen v okolnim progedi, ale také na povrchu

a sliznicich nasSichel, kde poetSinou tvdi nepatogenni floru.

Staphylococcus aureys bakterie, ktera se dostasto (uvadi se, Ze je tomu tak u 20 —
40 % populace) nachazi na nosni sliznici zdravych lidi a obvykle tak&icta kizi, aniz
zpasobuje onemoemi. K proniknuti bakterie d@la a k infekce rize dojit nap pri poruseni
kiZze. Tento proces se faftji odehrava v nemocamich zdizenich, protoZe pacienti zde
hospitalizovani jsou kinfekci daleko vning&. Jsou oslabeni, po operaci, nebo jinak

imunokompromitovani.

Staphylococcus epidermidige bakterie, kter4 seébné vyskytuje na celém Wi
pokrytém povrchu da a také na lidskych sliznicich. V naprostétsine pripadi je to
nepatogenni symbiont, ktery nas svditgmnosti naopak branirgd patogeny, protozZe jim
svou gFitomnosti nedovoluje proniknout déla. Ve vyjimenych gipadech mze vyvolavat

zaretliva onemocsni.

Ne¢které kmeny stafylokak jsou rezistentni k antibiotiku, které se daej€ji vyuziva
k l1éceni pra¢ Stafylokokovych infekci — k Oxacillinu (Methicillinu). Tyto kmeny poté
ozna&ujeme jako MRSA — Methicillin rezistentrBtaphylococcus aureugodle rezistence
k antibiotiku Methicillinu, coz je antibiotikum podobné Oxacillinu, ktegek I€eni stejnych

infekci vyuziva WCeské republice.

MRSA zpravidla zpsobuje stejné infekce, jakBtaphylococcus aureuslale jenS.
aureus, ale |€ba je obtizna, protoZze mikrob byva rezistentnét§iveé béznych antibiotik a to
i v kombinaci s inhibitoryp-laktaméaz, &picich laktamovy kruh v molekule penicilinovych
antibiotik. Proto je nutné zavéid v nemocninich zd&izenich opaeni, ktera maji vést
k zabragni dalSiho §&ni MRSA. Pacienti, ke jsou jiZ MRSA pozitivni jsou oddeni na

jednolizkovych pokojich sifisnym hygienickym rezimem.



MRSA kmeny stafylokok nejsou virulent®jSi, nez fivodni citlivé bakterie rodu S.

aureus, protoze k vyvolani infekce je zapbt stejny pet bakterialnich busk

Nové nebezp#g predstavuji kmeny MRSA rezistentni k antibiotiku (dale jen ATB)
Vankomycin. Tyto kmeny jsou poté ozimaany jako VRSA

2.2. Epidemiologie MRSA

Zdrojem nakazy je infikovany nemocny, nebo Bo8IRSA. Nost je osoba, ktera
sama nevykazuje klinické znamky infekcefegioZze je danym bakteridlnim kmenem
kolonizovan. Nosistvi je nefasgji na nosni sliznici, naii (perineum, itisla, axily, hyzd),
mére ¢asto pak ve faryngu. Provedeme-li vygef vzorki z nosu, krku a perinea jednoho
¢loveéka, jsme schopni detekovat vice nez 98 % ddodilosistvi MRSA u zdravych osob je
vétSinou inaparentni a nemusi byigmou Steni ndkazy. ZvySené riziko ndkazy se inap

akutnim respir&nim infektu.

Nebezpénym zdrojem eni je chronicky nosj ktery se kolonizoval, nebo pradl
infekci pri pobytu v nemocnici. No&stvi je mimo vySe uvedené anatomické lokality spojeno
s osidlenim chronickych ran a defiekischemické defekty, dekubity apod.). N@tvi MRSA
muze getrvavat tydny, résice, roky a mize byt také intermitentni a tedy mikrobiologicky
obtizre odhalitelné.

Rizikovym faktorem pro vznik no$stvi, nebo ndkazu MRSA jsou zejména
dlouhodoby pobyt v nemocnici, hlavma jednotkach intenzivni pé, invazivni procedury,
¢astéd léba antibiotiky, diabetes mellitus, kozni choroby apod., a onetnoapisobujici

oslabeni imunitniho systému.

Pfenos MRSA v nemocnici setj@ nefasgji pfimo rukama oSétjici personalu, kdy
dochdzi k pmému penosu z pacienta na pacienta. Nlésasto dochazi kipnosu
prostednictvim vySabvacich ponicek (stetoskop, manZeta tonometru apod.). \gauneni
ani grenos vzduchem v sitnkontaminovanych prostdich jako jsou popéleninova adiehi,

odctleni s tracheostomovanymi nemocnymi atp.



2.3. Vyskyt MRSA

Vyskyt infekci vyvolanych kmeny MRSA byva deptji lokalizovan ve
zdravotnickych z#izenich, kde dochazi jak ke sporadickym (ojélfich) vyskytim MRSA
infekci, tak k epidemickému vyskytu. Epidemicky vyskyt se projevwjsenym vyskytem
MRSA infekci, nez je vdaném zdravotnickéntizani, nebo jehoasti obvyklé. Rizikovymi
lokalitami jsou hlava odcEleni s tZce postizenymi pacienty, jako jsou jednotky intenzivni

p&e, popaleninova a transplatiid oddleni, neurochirurgie, kardiovaskularni chirurgie, ...

Specifické riziko hrozi paciein v za&izenich pro I&bu dlouhodob nemocnych
apod. Na tato oddkeni mohou byt fijati pacienti kolonizovani MRSA kmeny stafylokink

kteti mohou byt zdrojeméthto multirezistentnich patogén

2.4. VySefovani MRSA

VySetovani gitomnosti MRSA probiha zejména u pacigerittefi bylo v gfiiméem i
negimém kontaktu s MRSA pozitivnim nemocnym. Vygei se bezpodmite¢ provadi
ihned po zji&ni vyskytu MRSA na oddleni. Pacienti, kié se dostali do ifmého kontaktu
S positivnim nemocnym a pacienti undfdgtna jednotkach intenzivni {& se vySétji 2x — 3x
tydné, pacienti, kt& byli v negimém kontaktu 1x za tyden az do zvladnuti infekce. Poté se

jese provadi kontrolni vySéeni s tydennim odstupem.

Vyhledavani nosii v fadach zdravotnického personalu neni standardnim postupem a
rutinné se neprovadi. Zpravidla je omezeno na situace, kdy se jedna o wérliedarof
MRSA a i kontrolovaném i nekontrolovaném epidemickém vyskytu MRSA infek@inéch

zaizeni.

2.5. l1zolace MRSA pozitivnich pacient

Izolace je v tomtoifpact infekce nezbytna a provadi s&8inou v rdmci odéeni, na
kterém je postizeny MRSA pozitivni pacient hospitalizovan. Pacierizglovan nejlépe
v samostatném pokojé&i boxu, ktery musi byt viditetha jasg oznaen. Pokud se jedné o
mobilniho pacienta, musi mit vyhrazené vlastni socialhizesai (WC, sprcha), které se
pravidelr¢ desinfikuje. B vySSim vyskytu na oddeni je mozné MRSA pozitivni pacienty

izolovat spolén¢ na vicelizkovém pokoji.



Veskery oSétijici personal musiisledrg provadt hygienickou desinfekci rukou. Na
pokoji (boxu) musi byt umish desinfekni pfipravek, nejlépe na alkoholové bazi. Je-li to
v moZnostech zé&eni, je pro nemocného shgnén oSetovatelsky personal, minimalizuje se
vstup personalu na pokoj a personal musi uZivat figdist osobni ochrany. O$evani a
prevazy se aZz na akutnfipady z#azuji na konec gadi a i @i vizité je izolani pokoj

zalazen na zay.

2.6. Zakladni teoretické informace pro pfikaz MRSA v mikrobiologicke

laboratai

Vzorky pro stanoveni MRSA kmérSS. aurease doportuje kultivovat na selektivni
pudé, obsahuji takovou miru ATB, ktera inhibuje citlivé kmeBy aureaa zvySenou
koncentraci NaCl pro podporustu MRSA. Kron¢ toho je vzorky vzdy nutné kultivovat na
pudé neselektivni, protoZze vzorky MRSA s nizkou koncentraci rezisténtoicek se na

selektivnich gdach mohou jevit jako citlive.

Izobaty S. aurease vySduji difusni diskovou metodou s disky napum§imi ATB
Cefaxitinem a Oxacillinem. U kménkteré vytvdeji zony inhibice mensi nez 20mm kolem
disku s obsahem 30ug Cefaxitinu, nebo mensi nez 13mm kolem disku atisaHlyjig
Oxacillinu, se konfirmuje ftomnost specifického genu mecA —dblPCR reakci, nebo

latexovou aglutinaci.
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3 Metodika, material
3.1. Metodika

3.1.1. Odbr vzorku z nosni sliznice

Provedeni: opatrre zavedeme tampon do nosniho otvoru, vyhnemeaZg kytreme nosni

praduch; jednim tamponem je mozné provéat stobou nosnich pduchi.

Pro sér se uZiva sterilni vatovy tampén (MEUS s. r. |., PloveSdcco, Italy; proCR
distribuuje JK TRADING s. r. 0., Brno, Czech Republic)

3.1.2. Kultivace

Biologicky material byl v co nejkratSintase po stu z odiErového tamponu
kultivovan na jidy METISTAPH2 a néaslednna krevni agary. Nakultivovanéigy byly
umiseny do samostatného termostatu a kultivovaingdp °C. Odéitany a kontrolovany byly
opakovag a sice: gdy METISTAPH2 po 24, 48 (a 72) hodinach, krevni agary po 24

hodinach v termostatu.

Vybrané bakterialni vzorky byly poté transportovany do Fakultni neio@drradec

Kralové, kde probihala dalSi diagnostika

Kultivace:

2.10.2008 — série s ozfenim ,S00" — poet vz.: 18 5 5
- provedeny sty a nasledékultivace vzork z nosnich dutin studehvOSZ a SZS,
Hradec Kralové

8.-10.12.2008 — série ozrena jako ,S01“ — piet vz.: 15 3 3
- provedeny sty a nasleda kultivace vzork z nosnich dutin studanvVOSZ a SZS,
Hradec Krélové a jejich rodi

12.12.2008 — série s ozf@nim ,S02" — poet vz.: 17 5
- provedeny sy a nasledékultivace vzork z nosnich dutin zaéstnané VOSZ a
SZS, Hradec Kralove

16.12.2008 — série s ozf@mim ,S03" — poet vz.: 2

- provedeny sy a nasledékultivace vzork z nosnich dutin zagstnané VOSZ a
SZS, Hradec Kralovée

-11 -



21.1.2009 — série s oztenim ,S04" — poet vz.: 28
- provedeny sty a nasledé kultivace vzork z nosnich dutin pacientzaizeni
.Lécebna dlouhodabnemocnych” v Hradci Kralové

Kone¢ny pocet ziskanych vzorla: 80

3.1.3. Testy pro geni bakterialniho rod8taphylococcus sp. bakterialniho
druhuBtaphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

B-hemolyza na Kataldza ITEST® STAPHY- PASTOREX
krevnim agaru KOAGULAZA STAPH-PLUS
+ + + +

Tabg.1 — sety pro weni druhuStaphylococcus aureus
a jejich hodnoceni

Testy pro diagnostiku kmeri aureugsme provadli v laboratdich VOSZ a SZS
Hradec Krélové a Fakultni nemocnice Hradec Kralovigp®vadni a hodnoceni tesjsme
setidili informacemi uvedenymi v ndvodech k jednotlivymiset

3.1.4. Testk citlivosti na ATB pro diagnostikuR8A kmeri

Testy bakterialnich kultur rodBtaphylococcus aurelksantibiotickym latkam pro nas
provadtla MUDr. Pozlerova Eugenie — Ustav klinické mikrobiologie, Fakuhemocnice
v Hradci Kralové, za coz ji jmenovipati nas velky dik

-12 -



3.2. Material

3.2.1. Kultiv&ni média

Krevni agar
(vyrobce: TRIOS, spol. s. r. 0., Hradec Kralove, CzeghuREc)
- Zakladni diagnosticka pevnagea

METISTAPH2

(vyrobce: Microgen Bioproducts Ltd, Camberley, Surrey, UK)
- Selektivni fida pro Meticilin rezistentni Stafylokoky aurey

Miller — Hinton agar
(vyrobce: TRIOS, spol. s. r. 0., Hradec Kralove, CzechuREc)
- Zakladni pevnaima — mda pro testy na citlivost k ATB

3.2.2. PRistroje a poracky

Termostat 37 °C, chladtka 4 °C, bakteriologické kiky, plynovy kahan, desinféhki
piipravek, laboratorni sklo

3.2.3. Jednotlivé sety kdeni bakterialniho rohu a druhu

3.2.3.1. Test produkce katalazy
Testem se prokazuje enzym katalyzujici reakci

2H,0, 02, 2H,0, + 0,(g) 1

Provedeni Na plastovou, nebo platinovou (awbdu faleSné pozitivity NE Zeleznou, nebo
ocelovou) bakteriologickou kKlku nabereme zkoumanou kolonii, kterou pigne do kapky

roztoku peroxidu vodiku.

Hodnoceni pozitivni — pozorujeme tvorbu plynu

negativni — plyn se netiio

-13-



3.2.3.2. PASTOREX ®STAPH-PLUS
(vyrobce: Bio-Rad Laboratoriem Diagnostick Group, Marnesdgu@tte, France)

Latexova aglutinace:
Tento test je zaloZen na stimultalni detektideterminant pro éeni druhuStaphylococcus
aureus:
1) vazané plazmakoagulazyozn&ovaneé take jako ,clumping faktor*
2) A-proteinu — protein s afinitou pro fragment gama imunoglobulifigG)
3) Specifické antigenni substancenembrany druh. aureus
Reagencie (fibrinogen, IgG a specifickd monoklonalni proti)#a naneseny na
obarvenych latexovyctasticich. Kombinaceifiomnosti échto determinant zajisije
presné weni kmeneS. aureusproti negativni kontrole obsahujici pouze ,holé*
latexovécastice (vylodeni autoaglutinace a aglutinace s latexem)

Provedent dle navodu k setu

Hodnoceni dle navodu k setu

3.2.4 Likvidace pouzitého materialu

Nakladani s odpadem zdravotnickychiizani upravuje

- zakon o odpadect 185/2001 Sb. V platném &mi, ktery zd@azuje odpad podle seznamu
nebezpeénych latek

- vyhla3ka MZR ¢&. 381/2001 Sb.

- katalog odpail

- vyhlaska MZR ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani d odpady

- naizeni vladye. 197/2003 Sh., o planu odpadového hosisiECR

-14 -



4 Vysledky

Po provedeni vSech praktickych Ukica vyhodnoceni vSech tégsme dostali tyto vysledky:

procentuelni zastoupeni zachycenych

70%
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50%

40%

mikrob G

30%

20%

10%

0%

do 25 25-60 od 60

vékova kategorie

@ S. aureus
O S. epidermidis

Obr&. 1 — Grafe. 1 — zobrazuje procentualni zastoupeni dvou htdvni
druh stafylokoki vyizolovanych z nosni sliznice
sledovanych osob

po €et zachycenych mikrob 0

16

14 4

12

10 A

do 25

25-60 od 60

vékova kategorie

W s. aureus

| s. epidermidis

Obrg. 2 — Grafé. 2 — zobrazuje absolutni zastoupeni dvou hlavnich
druh stafylokoki vyizolovanych z nosni sliznice
sledovanych osob
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vék. kategorie do 25 25-60 od 60
pocet vzork U 22 30 28

S. aureus 5 5 15
S. epidermidis 14 4 8

Tabg. 2 vyjadujici absolutni péty vyizolovanych kmet
S. aureus S. epidermidis

vék. kategorie do 25 25-60 od 60
S. aureus 23% 16,6% 54%
S. epidermidis 64% 13% 29%

Tabg. 3 vyjadujici procentudlni zastoupeni vyizolovanych kinen
S. aureus S. epidermidis

Po dokosgieni zpracovani vSech nasbiranych dat jsme zjistili, Ze jsmeghi celkem
80 stri z nosnich sliznic osohiznych ¥kovych kategorii. To nam umoznilo kategorizovat
vysledky naSich tests ohledem nagkové rozloZeni populace.

Ani v jednom pipad se nam nezddo zachytit Methicillin rezistentni kmen
Staphylococca aurea prokazat jeho nastvi mezi nami zkoumanymi objekty. \&kolika
piipadech, konkréth u vzorki pochazejicich ze série ,S04“ — debna dlouhodab
nemocnych v Hradci Kralové, byla zgsia snizena citlivost k ATB, ale ne dostake pro
konstatovani kmene MRSA.

Jak ukazuji grafy — obr. 1 a 2, p&mednotlivych druli Stafylokoki vyizolovanych
z nosni sliznice, se &ni v zavislosti na &u jedince. Zatimco u mladych jedinee vzorku
prevazujeS. epidermidisu starSich osob (nad 60 let) vyraztevySujeS. aureusU osob ve
vékovém rozmezi 25 — 60 let jsou hodnoty obou mikrpbdobné.

Prvni vysledky tedy ukazuji na existenci vztahu mekiewm ¢lovéka a mikrobialni florou

nachazejici se v jeho nosni détin
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5 Zawr

Ve vzorku populace, ktery byl zastoupen v naSel vyzkumu se niépodachytit

7adného nose Methicillin rezistentnihGtaphylococca aure@MRSA) PO 1

Vysledky, které vsak imesl naS vyzkum, ukazuji zajimavy vztah mezkem
zkoumaného jedince a zastoupenim dvou hlavnich stafylokokovychi drigho nosni
mikrofloie. Jak ukazuji ziskané hodnoty a grafy (viz. obr. 1), u lidideca5 let peviadas.
epidermidis naopak u lidi nad 60 let doslo kepratu a vyraz pievy3ujeS. aureus?o™¢ 2

Lidé ve fertilnim ¥ku vykazuji relativi nizkou hodnotu obowc¢hto bakterialnich druh

Dynamicka promdna pongri zastoupeniS. aureusa S. epidermidisv mikrofloie
zkoumaneého vzorku populace je prapddobré zpisobena zknami v imunitnim systému

(IS) ¢loveka kethem jeho Zivota.

Imunitni systém mladych lidi nebyl j€Swve WtSin¢ pripadi vystaven psobeni
antigennich strukturgkterych mikroorganisrin a toleruje zvySenourftomnostS. epidermida

v duting nosni.

Imunitni systémélovéka ve ¥ku cca od 25 do 60 let je vyzraly a plfunkeni.

UdrZuje tedy v duti& nosni relativa nizkou koncentraci mikroorganism

Imunitni systémelovéka po dosazeni &ité vekové hranice pomalu ztraci schopnost
vykonévat optimalé svoji funkci. Takovito lité jsou tedy vnim&gi vaci bakteriim obecé a

kolonizaci nosni duting. aureem

70%

60%

50% -

40% - @ S. aureus
30% 0O S. epidermidis

20% -
10% | 1
0% .

do 25 25-60 od 60

procentuelni zastoupeni
zachycenych mikrob @

vékova kategorie
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Pozn¢. 1: Pro nas vyzkum jsmedtnk dispozici pouze maly vzorek populace, vysledky tedy

nejsou prokazatelné

Pozn¢. 2: VeétSina naSich vzork zaaditelnych do této dkové kategorie pochazi z priesti
LDN, kde mizeme pedpokladat oslabeni IS a také relativenadny penos bakterialnich
agens z pacienta na pacienta. Nd&uje tomu i skuténost, Ze vzorky pochazejici otiznych
pacientt LDN vykazovali podobnou (mignsniZzenou) citlivost&i ATB

Tato skuténost tedy #ejme do ukité miry ovliviwuje vysledky celé prace.
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6 Seznam zkratek

ATB - Antibiotikum

EARSS (European Antimicrobial Resistence Survillance Syste) — Evropsky systém pro
sledovani antibiotické rezistence

IgG — Imunoglobulin tiidy G

IS — Imunitni systém

LDN — Lééebna dlouhodol& nemocnych

MRSA — Meticilin rezistentni Stafylokokus aureus

NaCl — Natrium Chloratum — Chlorid sodny

PCR (Polymerase Chain Reaction) — Polymerazou#tézova reakce
S. aureus — Staphylococcus aureus

S. epidermidis — Staphylococcus epidermidis

Sp. — species

VRSA — Vankomycin rezistentni Stafylokokus aureus
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Obr¢&. 1 — Nova selektivnijma
METISTAPH2

Obr¢&. 2 — Pozitivni reakce naigé METISTAPH2
- pida obsahuje chromogeny reagujici na
stafylokoky
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Obrg&. 3 — produkce hemolyzinu stafylokokovymi
koloniemi — dvore@-hemolyzy

Obrg&. 4 — Negativni reakce chromogenu na levé gfran
stafylokokové kolonie napravo
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Obr¢.5 — Mapa antibiotické rezistence v zemich Evropy
Dle prizkumu EARSS v roce 2007
Zdroj: http://www.rivm.nl/earss/
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