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Souhrn

v

Bakteridlni rezistence patfi k nejzdvaznéjSim fenoménim moderni mediciny.
Staphylococcus aureus je jednou zbakterii, u kterych vyskyt antibiotické rezistence
piedstavuje zévaznou komplikaci pii ucinné 1écbé infekénich onemocnéni. Klasicky se
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) vyskytuje v nemocni¢nim prostiedi, kde pisobi infekéni komplikace u hospitali-
zovanych pacientli. Od typickych nemocni¢nich kmenti mizeme odlisit kmeny komunitni,
které maji odliSnou genetickou charakteristiku. Vyskytuji se u mladych lidi bez anamnestické
vazby na zdravotnickd zafizeni. U zvifat byla prokazéana treti, odlisna skupina MRSA, ktera
predstavuje pro ¢lovéka dalsi epidemiologické riziko.

Je prokdzano, ze MRSA s vyssi frekvenci kolonizuje jisté skupiny obyvatel. Tésny
a Casty kontakt se zvifaty ¢ini takovou rizikovou skupinou nejen farmatre nebo chovatele
zvitat, zaméstnance jatek a fezniky, ale i pracovniky ve veterinarnim 1ékatstvi.

Cilem této studie bylo zjistit prevalenci kolonizace MRSA u veterinarnich odbornikii. Na
pfitomnost MRSA bylo testovdno celkem 134 nosnich vytéri od zdravych uwcastnikll
veterinarni konference konané v Hradci Kralové v Ceské republice. Ziskané kmeny byly dale
fenotypove a genotypové charakterizovany.

Devét izolovanych kmeni MRSA bylo charakterizovano sekvenénim typem (ST,
sequence type), spa typem (t) a typem stafylokokové chromozomalni kazety mec (SCCmec,
Staphylococcal casette chromosome mec). Bylo zachyceno pét riiznych genotypt, vcetné
ST398-t011-IV (n = 5), ST398-t2330-IV (n = 1), ST398-t034-V (n = 1), ST225-t003-1I
(n=1) a ST4894-t011-IV (n = 1). Nosi¢stvi zvifectho kmene MRSA bylo potvrzeno
v 8 pfipadech, charakteristiky jednoho izolatu odpovidaly pravdépodobnému nozokomidlnimu
pivodu. Mezi zvifecimi kmeny byly popsany tii spa typy (t011, t034, t2330) patfici do
jednoho dominantniho spa-klondlniho komplexu 11 (spa-CC, spa-clonal complex).

Podle vysledki této prace je prevalence nosi¢stvi MRSA u veterinarniho
personalu 6,7 %. I kdyz to znamena narGst ve srovnani s vysledky ptfedchozi studie
z roku 2008, prevalence v Ceské republice ziistava stale niz§i, neZ uvadi srovnatelné zdroje ze

sousednich evropskych zemi.

Summary
Bacterial resistance is one of the most serious phenomenon of modern medicine.
Staphylococcus aureus is one of the bacteria in which the incidence of antibiotic resistance is

a serious complication in the effective treatment of infectious diseases. Typically, methicillin-



resistant Staphylococcus aureus (MRSA) occurs in a hospital settings where infectious
complications appear in hospitalized patients. Community strains can be distinguished from
typical nosocomial strains, which affect young people without anamnestic link to health care
facilities and have different genetic characteristics. In livestock, a third distinct group of
MRSA has been identified and now represents an epidemiological risk to humans.

Cases of colonization or infection caused by MRSA are frequently reported in people
who work with animals, including veterinary personnel. The aim of this study was to
determine the prevalence of MRSA colonization among veterinary professionals. A total of
134 nasal swabs from healthy attendees of a veterinary conference held in Hradec Kralove in
the Czech Republic were tested for presence of MRSA. The strains were further genotypically
and phenotypically characterized.

Nine isolated MRSA strains were characterized with sequence type (ST), spa type (t) and
Staphylococcal cassette chromosome mec type (SCCmec type). Five different genotypes were
described, including ST398-t011-IV (n = 5), ST398-t2330-IV (n = 1), ST398-t034-V (n = 1),
ST225-t003-1I (n = 1) and ST4894-t011-IV (n = 1). The carriage of the animal MRSA strain
was confirmed in 8 cases, characteristics of one isolate corresponded to the possible
nosocomial origin. Among animal strains were described three spa types (t011, t034, t2330)
belonging into one dominating spa-clonal complex 11 (spa-CC11).

According to results of this study, the prevalence of nasal carriage of MRSA in veterinary
personnel is 6.7%. Although this means an increase compared to the results of previous study
(year 2008), the prevalence in the Czech Republic is still remaining lower than reported from

neighboring countries.

2. Uvod

Staphylococcus aureus (S. aureus) je klasicky zastupce grampozitivnich koka, ktery se
formuje do charakteristickych shlukii. Jedna se o kultivacné nenaroc¢nou, fakultativné
anaerobni bakterii. Typické je pro n¢ho zlatavé zabarveni kolonii, které jsou obklopeny zénou
hemolyzy. Tyto vlastnosti spolu s pozitivnim priikazem koagulézy a katalazy usnadnuji jeho
identifikaci (1).

Stafylokoky jsou odolné vic¢i podminkach zevniho prostfedi, mnozi se
1 v pritomnosti 10% NaCl. Jsou pravidelnou soucasti kolonizujici mikroflory c¢loveka
1 zvifat (2). NejcastéjSim mistem kolonizace je nosni sliznice, v extranasalnich lokalitdch pak

perineum, inguinalni krajina, krk a axily (3).



Vseobecné rozsiteny S. aureus je vybaven faktory virulence, které ho ¢ini vyznamnym
lidskym patogenem. Spektrum stafylokokovych infekci je Siroké, kromé& hnisavych
onemocnéni kize a mékkych tkani (SSTI, infekce kiize a mékkych tkani, Skin and soft tissue
infection), vyvolava purulentni komplikace ran a popalenin, a to zejména u imunitné
oslabenych, predisponovanych jedinci. Zplisobuje osteomyelitidy, artritidy 1 infek¢ni
endokarditidy, mtize vyvolat infekce mocovych cest nebo pneumonie. Takové infekce jsou
Casto spojené s invazi bakterii do krevniho fecisté, tedy s bakterémii a sepsi.

Zvedeni penicilinu do terapie stafylokokovych infekci znamenalo zacatek antibiotické
éry. S. aureus vic¢i nému brzy vyvinul rezistenci tvorbou penicilindzy, ktera rozklada
betalaktamovou strukturu tohoto antibiotika. Podkladem jeji tvorby je gen blaZ, ktery se diky
svému umisténi na plazmidu mezi stafylokoky velmi rozsifil. Vyvoj semisyntetického
a penicilindze odolného antibiotika meticilinu, mélo problémy s narlstajici rezistenci vyftesit.
Svym ucinkem inaktivuje transpeptiddazy (neboli PBP proteiny, penicilin-vazajici proteiny,
Penicillin-binding proteins) a inhibuje tak syntézu peptidoglykanu bunécné stény. Nicméné
i k meticilinu vznikla velmi brzy rezistence. S. aureus ziskal prenosnou stafylokokovou
chromozomalni kazetu mec (SCCmec, Staphylococcal casette chromosome mec) od
koagulaza-negativnich stafylokokli (4). Zakladni struktura SCCmec zahrnuje repetice
a komplexy genll. Nejvyznamnéjsi soucasti je 2,1 kb gen mec, ktery je genetickym podkladem
rezistence k betalaktamovym antibiotikim. Dosud bylo u stafylokokti popsano 13 typi
SCCmec (5). Produkt genu mecA je zménéna transpeptidaza, oznaCovand PBP2a (penicilin-
vazajici protein 2a, Penicillin-binding protein 2a), na kterou se antibiotikum nevaze (6).
Recentné byl popsdn gen mecC (mecAvrcazs1), jehoz produktem jsou penicilin-vazajici
proteiny 2c (PBP2c, Penicilin-vazajici protein 2¢, Penicillin-binding protein 2c). Vyskyt této
varianty byl posléze potvrzen v celé Evropé nejen u lidi, ale také u divokych, hospodarskych
1 domacich zvifat (7). Pro svoji nizkou stabilitu a vysSi frekvenci nezadoucich uc€inkt
(intersticialni nefritida) se meticilin v klinické praxi prestal uZzivat, byl nahrazen jinymi
zastupci  isoxazolylpenicilint  (oxacilin,  kloxacilin, flukloxacilin) s vyhodnéj$im
bezpecnostnim profilem. Ale termin meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA,
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) se pouziva dodnes, jako oznaceni pro kmeny S.
aureus odolné viici syntetickym betalaktamovym antibiotikiim.

MRSA nejprve Sifil v nemocniénim prostfedi, kde pulsobil infekéni komplikace
u hospitalizovanych pacientii. Proto tyto kmeny dostaly oznaceni nozokomidlni (HA-MRSA,

Hospital-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Pacienti 1 zdravotnicky



personal jsou frekventnéji exponovany touto bakterii a jsou z hlediska vzniku kolonizace ve
zvySeném riziku.

Pozdé&ji doslo k rozsifeni komunitnich klont MRSA (CA-MRSA, Community-acquired
methicillin-resistant Staphylococcus aureus), které Casto nesou geny pro produkci exotoxinu
(PVL, Panton-Valentiniv leukocidin, Panton-Valentine leukocidin). Epidemie vedla zejména
v USA k prudkému nérGstu infekei, typicky rekurentnich SSTI a zdvaznych nekrotizujicich
pneumonii (8). CA-MRSA se nejprve $ifil mezi mladymi lidmi, zejména v kolektivech.
Pozd¢ji se zacal uplatiiovat v nemocni¢nim prostiedi, kde nahradil ptivodni nozokomidlni
kmeny a ptisobil invazivni infekce (9).

Nejnovéji popsanou rizikovou skupinou se zvySenou expozici MRSA jsou veterinarni
pracovnici, feznici a pracovnici na jatkach, farmafi, chovatelé hospodarskych zvirat (10).
Zvitata jsou vyznamnym rezervoarem zvifecich kmeni MRSA (LA-MRSA, Livestock-
associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Pravdépodobnost kolonizace ¢loveka
zavisi na frekvenci i intenzité¢ kontaktu se zvifaty a na délce expozice (11). V obdobi bez
kontaktu se zvifaty casto vymizi (12, 13). Typicky jsou ohroZeny osoby pracujici s prasaty,
kde je prevalence nosicii nejvyssi, byla popsana u 24-86 % chovatelt (14, 15). MRSA byl
prokéazan i1 osob v kontaktu s ostatnimi hospodarskymi zvitaty, u 31-37 % chovatelli skotu
(13, 16) a9-37 % chovatelti dribeze (16, 17). Nejvice studii pochazi tradicné ze zemi
s rozvinutou Zivoc¢iSnou vyrobou, jako jsou Dansko, Némecko a Nizozemi. Prvni popsané
kmeny LA-MRSA néleZely do klonalniho komplexu 398 (CC, Clonal complex), ktera stale

patii mezi nejvyznamné&jsi v Evropé€ i celosvétove (18).

3. Cile dizerta¢ni prace

Kolonizace MRSA je béZzné ptfitomna i ve zdravé populaci, nepisobi svému nosici
klinické obtize a vétSinou ji nepocit'uje. Jedna se ale o vyznamny rizikovy faktor pro vznik
endogenni infekce a mozné epidemiologické riziko pro predisponované osoby. Nékteti lidé
jsou ve zvySeném riziku kolonizace touto bakterii, at’ uz z divodu pfedchazejici hospitalizace
nebo vykonu své profese. U takovych lidi je tfeba na mozné riziko pomyslet, zejména pokud
dojde ke zméné zdravotniho stavu nebo k napldnovani chirurgického zakroku.

Cilem dizertacni prace bylo stanovit prevalenci nosi¢stvi MRSA u veterinarnich
pracovnikl, tedy skupiny obyvatel s ptfedpokladanym vySSim rizikem kolonizace touto
bakterii. Vysledky byly porovnany s literarnimi 0daji z jinych evropskych zemi. Zachycené
kmeny byly charakterizovany fenotypové (profil antibiotické rezistence) a genotypoveé

(sekvencni typ, SCCmec typ, spa typ).



Informace ziskané sledovanim prevalence nosicstvi u rizikovych skupin, je mozné pouzit
pfi formulaci lokalnich doporucenych postupli pro prevenci nemocnicnich néakaz.
Molekularné-genetickd analyza ziskanych kmend pod4d piehled o vyskytu a Sifeni

epidemiologicky vyznamnych kment v lokdlnim i globalnim kontextu.
4. Material a metodika

5.1. Vyjadreni etické komise

Studie byla pisemné schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Krélové,
referencéni Cislo 201808 S25P a 201912 I31P. Kazdy subjekt poskytnul ustni souhlas
s odbérem i vyplnénim dotazniku poté, co mu byla povaha studie vyzkumnym pracovnikem
plné vysvétlena. Behem procesu udélovani souhlasu byl kazdému subjektu poskytnut dostatek

Casu na dotazy. VSechna ziskana data byla udélena a zpracovavana zcela anonymné.

5.2. Studovana populace
Za UCelem sbéru vzorkli byli osloveni ucastnici veterinarni konference
VETclasses 2017, ktera se konala v Hradci Kralové v Ceské republice (23. - 24.9. 2017).
Cilovymi skupinami byli odbornici pracujici s malymi i velkymi hospodaiskymi zvitaty.
Mezi 436 ucastniky bylo 334 praktikujicich veterindii a 102 zdravotnich sester, technikl
a dalSich pracovnikd zapojenych do primyslu nebo vyzkumu. S odbérem souhlasilo
celkem 134 dobrovolnikil. Vétsina z nich pochéazela z Ceské republiky, ale zastoupeny byly

1 dvé osoby vykonévajici aktivni praxi na Slovensku a v Belgii.

5.3. Sbér vzorku

Jako nejvhodnéjsi misto pro odbér vzorku byl stanoven stér z nosni sliznice (anterior
nasi). Jednad se o misto nejcastéji kolonizované MRSA, zaroven je velmi dobie pfistupné
odbéru 1isohledem na komfort dobrovolnikli. Bilaterdlni vytér znosni sliznice
(zanotfeno ~ 1 cm do kazdé nosni dirky) byl proveden sterilnim vatovym tamponem, uloZen
v Amiesové transportnim médiu (Copan Transystem®), oznacen &islem a neprodlend
transportovan do laboratofe k dalSimu zpracovani. Vyplnénim dotazniku byly ziskany dalsi
epidemiologické udaje. Otazky pokryvaly zdkladni demograficka data, misto a popis prace.
Nechybél tidaj o frekvenci expozice zvifatim a typu klinické praxe. Dotazovany specifikoval,
zda se ve své kazdodenni praxi vénuje malym zvifatim, jako jsou psi, kocky, hlodavci,
ptactvo nebo plazi. Nebo zda pracuje spise s velkymi zvifaty, jako koné, prasata, skot nebo

ovce. Dotazovdna byla i anamnéza piedeslé expozice MRSA pozitivnimu zvifeti, tdaj



o hospitalizaci v poslednich 30 dnech nebo sdileni domécnosti se zdravotnickym

pracovnikem.

5.4. Bakterialni kmeny

Material byl inokulovan na Columbia krevni agar s piidavkem 5% berani krve
(Ox0id™, Thermo Scientific™, Velka Britdnie) a na chromogenni agar MRSA Select™
(Bio-Rad, Ceské republika). Kiizovym roztérem byly ziskany izolované, dobie odligitelné
kolonie a po 18 hodinach kultivace za aerobnich podminek pii teplot¢ 36 = 1 °C byl
morfologicky identifikovan S. aureus. Identifikace byla potvrzena pomoci hmotnostni
spektrometrie (Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry,
MALDI-TOF MS, Bruker Microflex LTTM, Bruker Daltonics, USA). MRSA byl potvrzen
ristem na chromogennim agaru v typickém rGzovém zbaveni a nalez verifikovan
stanovenim citlivosti k cefoxitinu 30 pug (Oxoid™, Thermo Scientific™, Velk4 Britanie)
pomoci diskové difizni metody na Mueller-Hinton agaru (Oxoid™, Thermo Scientific™,
Velka Britanie). Jako MRSA byly oznaceny izolaty, které mély velikost inhibi¢ni zony
< 22 mm (19). Nélez byl potvrzen detekci genli mecA nebo mecC pomoci PCR
(polymerazova fetézova reakce, Polymerase chain reaction, 20).

Pro vyssi vytéznost byl material pomnozen v tekutém médiu, pouzit byl jatrovy bujon
(LabMediaServis s.r.o., Ceska republika). Po 18 hodinové inkubaci pii teploté 36 + 1 °C byl
znovu inokulovan na Columbia krevni agar s ptidavkem 5% berani krve a po 18 hodinach

kultivace pii teploté 36 + 1 °C hodnocen.

5.5. Testovani citlivosti k antibiotikum

Testovani a vyhodnoceni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC, Minimum
inhibitory concentration) bylo provedeno bujonovou mikrodiluéni metodou. Takto byla
testovana citlivost k penicilinu, oxacilinu, linezolidu, chloramfenikolu, erytromycinu,
klindamycinu, tetracyklinu, ciprofloxacinu, trimethoprim/sulfamethoxazolu, gentamicinu

a vankomycinu.

5.6. Molekularné-biologicka analyza

Fenotypové potvrzené kmeny MRSA byly genotypizovany. Kizolaci DNA
(deoxyribonukleova kyselina, Deoxyribonucleic acid) byly pouzity Cisté bakterialni kolonie
kultivované 18 hodin na Columbia krevnim agaru s ptidavkem 5% berani krve pfi teploté

36 £1°C.



5.6.1. Spa typizace a BURP analyza

Gen spa koéduje protein A, soucCast bunécné stény a faktor virulence stafylokokd.
Typizace se provadi na zéklad¢ polymorfismt kratkych repetitivnich sekvenci o délce
21 az 27 bp v regionu X tohoto genu. V ramci jednoho ST typu se miize nachazet n¢kolik spa
typt. Jeden spa-klonalni komplex (spa-CC, spa-clonal complex) sdruzuje piibuzné spa
typy (21).

Spa typizace byla provedena podle diive publikované metodiky (22). Pro analyzu
vyslednych spa typti a seskupeni dle ptfibuznosti do spa-CC byl pouzit software Ridom
StaphType™ (ver. 2.2.1; Ridom GmbH). K vyhodnoceni byla pouzivana webova databaze
Ridom spa server (https://www.spaserver.ridom.de/), kam byly ziskané vysledky také

zaneseny.

5.6.2. Multilokusova sekven¢ni typizace

Metoda je obecné zaloZend na sekvenci sedmi gend (23). U MRSA se pouZivaji
nasledujici geny: arcC (Carbamate kinase, karbamat kindza), aroE (Shikimate
dehydrogenase, shikimat dehydrogenéza), glpF (Glycerol kinase, glycerol kinaza), gmk
(Guanylate kinase, guanyldt kinaza), pta (Phosphate acetyltransferase, fosfat
acetyltransferaza), tpi (Triosephosphate isomerase, triozafosfat izomeraza) a ygil (Acetyl
coenzyme A acetyltrasferase, acetyl koenzym A acetyltransferaza). Srovnanim sekvenci
s databazi znamych alel vznikne konkrétni alelicky profil (ST, sekven¢ni typ, Sequence type),
pfesné definujici dany izolat. Diky mozZnosti seskupovani izolatlh do klonalnich komplext
(CC, clonal complex), lze sledovat jejich evolu¢ni vztahy v dlouhodobych globélnich
studiich.

Multilokusovéa sekvencni typizace byla provedena dle difive publikované metodiky.
Alelické profily a vysledné ST byly zpracovany pomoci softwaru BioNumerics (ver. 7.0;
Applied Maths). Takto ziskané ST byly pouzity k odvozeni piislusSnych klondalnich
komplext (24).

5.6.3. PCR detekce genu mec a SCCmec typizace

Detekce genu mecA a genu mecC (mecArcazsi) byla provedena podle metodiky
publikované diive (25, 26). Typy SCCmec byly identifikovany pomoci multiplexni PCR
zalozené na identifikaci specifickych gend, jak bylo publikovano (24).

Produkt byl nanesen do 1,5% agardézového gelu a byla provedena elektroforéza

(stejnosmérny proud o napéti 120 V po dobu 40 minut). Po probéhnuti elektroforézy byl
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agarozovy gel obarven v roztoku ethidium bromidu a produkt byl detekovan

v transluminétoru.

5.7. Nomenklatura MRSA

Nomenklatura pouzitd v této praci vychazi z dohody podvyboru Mezindrodni unie
mikrobiologickych spolec¢nosti (IUMS, International Union of Microbiology Societies)
v Tokiu v roce 2002, kterd navazuje na probéhlou celosvétovou evoluc¢ni studii (27). Klony
MRSA jsou pojmenovany podle fenotypu rezistence (MRSA), ST typu, spa typu a typu

SCCmec (vyjadienym timskou ¢islici).

5.8. Statisticka analyza

Statistickd analyza (Confidence interval, Fisheriv test) byla provedena pomoci NCSS 11

Statistical Software (ver. 2016, NCSS, LLC., USA, ncss.com/software/ncss).
6. Vysledky

6.1. Zakladni charakteristika souboru

Z nehomogenniho souboru 134 dobrovolnikt, ktefi souhlasili s odbérem stéru z nosni
sliznice, bylo 88,8 % (119/134), aktivné praktikujicich veterindit, 4,4 % (6/134) byli
farmaceuti/vyzkumni pracovnici ve veterinarnim lékatstvi a 3,7 % (5/134) byli studenti
veterinarnich Skol, v 3,1 % (4/134) dotazovani své zaméstnani neuvedli. VSichni potvrdili
pravidelny kontakt se zvifaty. V souboru bylo zastoupeno vice Zen (66 %, 88/134), neZ muzi
(34 %, 46/134). Reprezentovany byly rizné vékové skupiny, od 22 do 69 let (medidn 35,5 let;
pramérny veék 37,6 let). Mezi dobrovolniky byli jak praxi za¢inajici absolventi vysoké skoly,
tak veterinafi s mnohaletou zkusenosti. Primérn¢ uvadéli délku vykonavani profese 10 let.
Pievaha testovanych tucastnik@i pracovala v Ceské republice (87 %, 117/134), konkrétné
v Jihomoravském kraji (20 %, 26/134). Pouze 5 % (7/134) veterinatii uvedlo jako misto prace
Kralovehradecky kraj. Patnact tdzanych misto zaméstnani neuvedlo (11 %, 15/134), dva
(2 %, 2/134) pracovali v zahrani¢ni (Slovenska republika, Belgie).

S ohledem na typ praxe, 57 % (76/134) oSetfovalo hlavné malé zvitata, 42,3 % (57/134)
pusobilo ve smiSené praxi a pouze 0,7 % (1/134) pracovalo vyluéné s velkymi hospodaiskymi
zvitaty.

Kontakt s malymi zvifaty udévala vétSina dobrovolnikli, ktefi na tuto otazku
v dotazniku odpovédéli. Jako frekventni zde byl povaZzovéan kontakt denné nebo nékolikrat

v tydnu, méné Casty styk ma pro pfenos MRSA zanedbatelny vyznam. VéEtsSina dotazovanych
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uvedla denni kontakt s malymi zvifaty, 84,3 % (113/130), styk nckolikrat tydné pak
uvedlo 12 % (9/130). Denné pracovalo se skotem 8 % (6/130), s prasaty 0,7 % (1/130),
s ovcemi 3 % (4/130) a s koiimi 5,3 % (7/130) dotazovanych. Nékolikrat tydné oSetrovali skot
3% (4/130), prasata 1,5% (2/130), ovce 3.8 % (5/130) a koné€ 6,7 % (9/130) veterinafi.
Dopliujici anamnestické tidaje o sdileni domacnosti se zdravotnickym pracovnikem
nebo o hospitalizaci v poslednich 30 dnech mély pomoci vyloucit nemocni¢ni ptvod
zachycenych nosi¢skych kmeni MRSA. Pobyt v nemocni¢nim zafizeni potvrdilo
7,4 % dotazovanych (10/134), z nichZ jeden uddval hospitalizaci pfed 3 mcsici a byl
kolonizovany zvifecim typem MRSA (kmenem V26). Domacnost se zdravotnickym
pracovnikem sdilelo 16,4 % (22/134), dva znich byli potvrzeni jako nosi¢i LA-MRSA
(kmeny V45 a V129). Naopak u kmene V17, ktery odpovidal charakteristikdim typickych

nemocni¢nich MRSA, nebyla Zaddn4 vazba na nozokomialni prostiedi prokazéana.

6.2. Vysledky kultiva¢niho vySetreni

Ptedpokladanym kultivacnim nalezem byl prikaz bézné flory kolonizujici nosni sliznici.
V hornich dychacich cestach ji tvofi zejména koaguldza negativni stafylokoky, zéastupci
Corynebacterium spp., Nesseria spp., viridujici streptokoky a vzacné koliformni mikrobi.
Negativni kultivacni ndlez byl u 3,73 % (5/134) vzorkli. VSechny kmeny MRSA byly
zachyceny jiz béhem primokultivace.

Nosicstvi Staphylococcus intermedius/pseudintermedius (S. intermedius/pseudinter-
medius) bylo prokazano v 1,5 % (2/134) ptipadl. Jedna se o bézného komenzala i patogena
u pst a kocek. Spolehlivé odliSeni obou druhti je mozné jen pouzitim genetickych metod
a nebylo pfedmétem této prace (28). S. aureus byl potvrzen ve 29,9 % (40/134) vzorkd,
z nichZz se v 22,5 % (9/40) jednalo o kmeny MRSA. Celkova prevalence nosi¢stvi MRSA

u veterinait byla stanovena na 6,7 %.

6.3. Vysledky fenotypového vysetieni citlivosti k antibiotikiim

V souladu s danym spa typem a SCCmec typem vykazovaly kmeny typicky profil
rezistence k antibiotikiim. VSechny kmeny MRSA byly rezistentni k penicilinu a citlivé
k vankomycinu 1 linezolidu. Krom¢ spa t003 byl kazdy izolat rezistentni k tetracyklinu.
Kmeny t011, t2330 byly navic rezistentni vic¢i gentamicinu a ciprofloxacinu a t034 byl
rezistentni k erytromycinu a klindamycinu. Kmen spa t003 vykazoval rezistenci
k erytromycinu, klindamycinu, chloramfenikolu, ciprofloxacinu, gentamicinu a trimethoprim/

sulfamethoxazolu. Vysledky vySetieni antibiotické citlivosti uvadi Tabulka 1.
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6.4. Molekularné-biologicka analyza

Devét kmentt MRSA bylo charakterizovano sekvenénim typem (ST), spa typem
(t) a typem SCCmec. Nalezely do péti genotypti, véetné ST398-t011-IV (n =5), ST398-t2330-
IV (n=1), ST398-t034-V (n = 1), ST225-t003-II (n = 1) a ST4894-t011-IV (n = 1).

6.4.1. Vysledek spa typizace a BURP analyzy
Izolaty MRSA byly klasifikovany do 4 riznych spa typl. Tti z nich (t003, t2330

a t034) byly zastoupeny pouze po jediném izolatu, ale vétSina kment (67 %, 6/9) nalezela
k spa typu t011.

Podle vyslednych spa typi byla provedena analyza klonalni piibuznosti (BURP,
Based upon repeat pattern). Spa typ tO11 byl uréen jako =zakladatel spa-klonalniho
komplexu 11 (spa-CC, spa-clonal complex). Spa t2330 a t034 patfily do stejného, vyse
uvedeného spa-klondlniho komplexu, zatimco v pfipadé spa t003 se jednalo o singleton.

Vysledky shrnuje Tabulka 1.

6.4.2. Vysledek multilokusové sekvencni typizace
VétSina typizovanych izolath nalezela do CC398, ktery byl reprezentovan ST398
(78 %, 7/9) a ST4894 (11 %, 1/9). ST225 nalezici do CC5 byl zachycen v jednom ptipadé
(11 %, 1/9). Vysledek shrnuje Tabulka 1.

6.4.3. Vysledky detekce genu mec a SCCmec typizace
U vsech izolath MRSA byl prokdzan gen mecA. Amplifikovany fragment mecA

vizualizovany gelovou elektroforézou mél velikost 162 bp.
Prokazéany byly tfi typy SCCmec, vétsina izolath nesla typ IV (78 %, 7/9), po jednom
izolatu byl stanoven typ Il a V (11 %, 1/9). Vysledek uvadi Tabulka 1.
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Tabulka 1 Charakteristika kmenu MRSA

kmen MRSA Vi3 V26 V27 V45 V73 V122 V129 V78 V17
CC CC398 CCs
MLST typ ST398 ST398 ST398 ST398 ST398 ST398 ST398 ST4894 ST225
Alelicky 3-35-19-2-  3-35-19-2- 3-35-19-2-20-  3-35-19-2-  3-35-19-2-  3-35-19-2-  3-35-19-2-20-  3-35-1-2-20- 1-4-1-4-
profil 20-26-39  20-26-39 26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 26-39 26-39 12-25-10
spa typ t011 t2330 t011 t011 t034 t011 t011 t011 t003
Repetice 08-16-02- 08-16-02-  08-16-02-25- 08-16-02- 08-16-02- 08-16-02- 08-16-02-25-  08-16-02-25-  26-17-
25-34-24-  25-34-24- 34-24-25 25-34-24-25  25-02-25-  25-34-24-25 34-24-25 34-24-25 20-17-
25 25-25 34-24-25 12-17-
17-16
spa-CC spa-CC11  spa-CCl11 spa-CC11 spa-CC11 spa-CCl11 spa-CC11 spa-CCl11 spa-CCl11 singleton
mec mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA
SCCmec typ v v v v A% v v v II
Profil CXT, CXT, CXT, CXT, CXT, CXT, CXT, CXT, CXT,
antibiotické TET, TET, TET, TET, ERY, TET, TET, TET, ERY,
rezistence GEN, GEN, GEN, GEN, CLlI, GEN, GEN, GEN, CLI,
CIP, CIP CIP CIP TET CIP CIP CIP CIP.
SXT CMP,
GEN,

STX




Rizikové zadny Hospit. zadny Denni zadny

faktory (pted 3 kontakt se
meésici) zdravot.
pracovnikem

Kontakt s
MRSA
pozitivnim
zvitetem
(pted
tydnem)

Denni kontakt ~ zadny zadny
se zdravot.

pracovnikem

V13, V17, V26, V27,V45,V73, V78, V122, V129 - laboratorni oznaceni testovanych kmenit MRSA

CXT - cefoxitin, TET - tetracyklin, GEN - gentamicin, CIP - ciprofloxacin, ERY - erytromycin, CLI - klindamycin, CMP - chloramfenikol, SXT - kotrimoxazol

(trimethoprim/sulfamethoxazol)

) fragmenty sedmi geni: arcC (karbamat kinaza), aroE (shikimat dehydrogenaza), glpF (glycerol kinaza), gmk (guanylat kindza), pta (fosfat acetyltransferaza), tpi

(tridzafosfat izomeraza) a yqiL (acetyl koenzym A acetyltransferaza)

CC - klonalni komplex, spa-CC - spa-klonalni komplex
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7. Diskuze
Osoby kolonizované MRSA maji prokazatelné vyssi riziko rozvoje infekce (29). Takové

infekce jsou endogenniho plvodu, bakterie pronikne za vhodnych podminek kazi nebo
sliznicemi (napf. po chirurgickych zakrocich). Molekularné genetické studie podporuji shodu
mezi izolaty z nosni sliznice od asymptomatickych nosicl s izolaty, které nasledné zptsobily
infekci u ptislusného pacienta (30).

Vyssi prevalence nosicstvi MRSA u veterinarniho personalu byla prokdzana mnoha
studiemi po celém svété. V Evropé, se dle geografické zévislosti, pohybuje od 0,7 % (31)
do 45 % (15). Tradi¢ni Gdaje o vysoké prevalenci pochédzeji ze zemi s rozvinutou ZivociSnou
vyrobou, jako je 45 % v Némecku (15), 43,8 % v Nizozemi (32) a v Dansku 12,5 % (33).
Druh veterindrni praxe, mira zivocisné vyroby, frekvence kontaktu se zviraty, doba expozice
i samotny design studie jsou faktory vedouci k rozdilim prevalence na mezinarodni urovni.
Za nejvice rizikovy je ale vSeobecné povazovan kontakt s prasaty, jak se shoduje vétSina
vyzkumnych praci. O situaci v Ceské republice chybi aktualni udaje. Prvni zminku uvadi
danska studie z roku 2007, ktera sledovala nosi¢stvi u veterinaia ucastnicich se konference
zaméfené na chov prasat. Mezi testovanymi ucastniky bylo i 5 dobrovolniki z Ceské
republiky, jejich vysledky byly ale MRSA negativni (33). Studie podobného designu
provedena pfimo v Ceské republice v roce 2008 odhalila 0,7 % (2/280) kolonizaci
veterinarniho personalu (31). Zachycené kmeny ale nebyly LA-MRSA a prevalence nosiCstvi
odpovidala ocekavané prevalenci ve zdravé populaci bez rizikovych faktord (34).
V evropskych podminkdch se nosicstvi CA-MRSA pohybuje kolem 1 %, resp.
v Némecku 0,7-1,3 % (35, 36), ve Velké Britanii 1,9 % (37), ve Francii 1,02 % (38)
av Italii 0,12 % (39). CA-MRSA je nové se objevujicim patogenem i1 ve veterinarnim
1€kaftstvi, o CemZ svéd¢i naptiklad dokumentovany pfenos mezi prasaty a farmati (40).

Podle vysledkli aktualni prace byla prevalence nosi¢stvi MRSA u pracovnikii ve
veterinarnim lékatstvi 6,7 % [9/134, 95 % interval spolehlivosti (CI) (3,12, 12,37)]. Typické
komunitni kmeny nebyly u zdravych dobrovolnikii v této praci detekovany.

Tato studie mezi Ceskymi veterindrnimi pracovniky potvrdila dominanci evropského
zvitectho MRSA CC398, ktery byl reprezentovany ve vétSiné piipadi ST398 (78 %, 7/9).
V jednom piipad€ byl zachycen ptibuzny ST4894, jednolokusova varianta (SLV, Single locus
variant), ktery také nalezi k CC398. Ojedinéle zachyceny CC5/ST225 patii svym molekularné
genetickym profilem k typickym nozokomidlnim liniim, které nyni cirkuluji v nemocnicich

v Ceské republice. Jsou hlaseny také ze sousednich statil, jako je Némecko nebo Polsko (41).



YV wew

Nejbéznéjsim ST vyskytujicim se u hospodarskych zvitat v Evropé je pravé ST398.
Kolonizace nebo infekce byly popsany u vétSiny hospodaiskych zvirat, jako jsou prasata (42),
skot (43), ovce (44), koné (45) nebo dritbez (17). Pfenos ze zvitete na ¢lovéka a z ¢lovéka na
zvite byl dobie dokumentovan (46). Nasleduje vétsSinou po dlouhodobém, opakovaném
a uzkém kontaktu s kolonizovanym zviietem (13) nebo prostfednictvim kontaminovaného
vehikula, kterym je maso (47) nebo mlécné vyrobky (48). Aby bylo mozné monitorovat
a branit kontaminaci potravniho fetézce, je nutné porozumeét zdrojiim a dynamice ptenosu.

Ne¢kolik studii se zabyvalo piitomnosti MRSA u prasat, koz, krav a ovci, jejich masa
amléénych vyrobki v Ceské republice. Meticilin-rezistentni S. aureus byl detekovan
v 1,6 % (23/1427) v kravském mléku (49). Obdobny nalez potvrdila i nésledujici studie, kdy
MRSA pozitivni mléko (1,6, 2/120) pochazelo od dvou krav z jednoho stidda s ptiznaky
mastitidy (50). Ojedinéle byla MRSA nalezena v mléku kozim (1,3 %, 1/76), zaroven byly na
stejnych farméch provedeny stéry z krku a nosni sliznice od chovatelt zvifat (v celkovém
poctu 18 stérir). Pozitivnim nosicem MRSA byl pouze jeden farmat ze stejné kozi farmy, kde
byla MRSA prokéazana i v kozim mléce. Stéry (celkem 81 vzorkd z nosni sliznice) zvitat ze
stejnych farem MRSA neprokézaly (49). Pfitomnost MRSA na kozi farmé prokézala 1 studie
zroku 2016, kdy byla zachycena u tfech zvifat (ve stéru z nosni sliznice a rekta 3 %, 3/90)
iu dvou osob oSetfovatelského personalu. MRSA zde byla nalezena ve vzorcich z prostredi
(20 %, 3/15). VSechny zde zachycené MRSA kmeny obsahovaly mecA, byly rezistentni
k tetracyklinu a nélezely k ST398. Takové vysledky nasvédcuji moznému pienosu kment
MRSA mezi zvifaty, prostiedim a chovateli (51). Rizikovy je zejména styk se zviraty
s projevem infekce, naptiklad s mastitidou (52).

Kmeny izolované z prasat a vepfového masa v Ceské republice patiily také k ST398,
zatimco kmeny ziskané od skotu naleZely k vice sekven¢nim typlim. Nej¢astéji detekovanymi
spa typy byly t011 a t034 (53). Vzorky z riiznych Ceskych prasecich farem, jatek i trzni sité
byly testovany 1 vletech 2013-2015, kdy bylo zachyceno 51 kmenti MRSA (celkem
890 vzorkl). Vétsina nalezela k CC398 (92,2 % 47/51), 4 izolaty (7,8 %, 4/51) byly non-
CC398 (54). Uvedené studie jsou dikazem, ze CC398 cirkuluje v ¢eskych hospodatskych
chovech, odkud kontaminuje potraviny ZivociSného plvodu. Mize tak byt zdrojem LA-
MRSA pro chovatele zvifat, veterinafe i konzumenty. Nicméné situace v Ceské republice je
dobfe monitorovana a postizeni chovll neni tak masivni, jak je hlaSeno ze sousednich
evropskych statl. V zemédélstvi Ceské republiky také netvoii Zivo¢isnd vyroba tak

vyznamnou polozku, jako je tomu napt. v sousednim Némecku.
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Faktory okolniho prostiedi, zejména prach, hraji také vyznamnou roli v ptenosu MRSA.
Bylo zjisténo, ze LA-MRSA dobfe pieziva v zemédélském prachu 5 dni, ale v zavislosti na
pocatecni koncentraci jej tam lze nalézt az po dobu nékolika tydna (55). Ptitomnost LA-
MRSA v prachu pochézejicim z praseéich farem napii¢ Ceskou republikou byla potvrzena
studii provedenou v roce 2008. Pét pozitivnich vzorkd (1,58 %, 5/283) ndlezelo k n¢kolika
riznym genotypum (ST398-t034-V, ST398-t2346-V, ST398-t4659-V a ST398-t2346-1V).
Asociace s pohybem zvifat nebo osob mezi jednotlivymi chovnymi zafizenimi ale nemohla
byt spolehlivé potvrzena (56).

Nosicské kmeny ziskané od veterinait testovanych v této studii nalezely ke spa typtim
t011, t034 a t2330. Prvni dva patii mezi nejcastéjsi spa typy prokazané u zvirat a zivoc¢isnych
produkti v Ceské republice (53). Spa t034 byl detekovan od veterinaiky pracujici ve smiSené
veterinarni praxi na Slovensku. Tento spa typ byl dokumentovéan v roce 2014 jako dominujici
u prasat pochazejicich ze Slovenska (57). V Evropé vSeobecné je dokumentovana spise
prevalence spa typt t108 a t567 (58), tyto ale nebyly u veterinaii v predlozené praci
prokézany.

Vzorky byly ziskany celkem od 134 dobrovolniki, coz je soubor, ktery je srovnatelny se
soubory testovanymi obdobnymi evropskymi studiemi. Jedna se o pfiblizn€ 3 % z aktivnich
veterinarnich 1ékaiti v Ceské republice. Podle Komory veterinarnich 1ékaitt Ceské republiky
bylo ke dni 26. srpna 2019 registrovano 4205 soukromych veterinarnich 1ékaid, ktefi tvori
vétdinu praktikujicich odbornikii v Ceské republice. V nasi zemi tvoii veterinarni lékafi se
specializaci na drobna zvitfata 70 %, ostatni vykonavaji praxi smiSenou a zamétuji se na péci
o drobna 1 hospodarska zvitata. Veterinafi specializovani pouze na velkd hospodarské zvirata
maji minimalni zastoupeni. Témto statistickym udajim odpovida i sloZeni testovaného
souboru. S ohledem na typ praxe, 57 % (76/134) pracovalo hlavné s malymi zvifaty, 42,3 %
(57/134) ve smiSené praxi a pouze 0,7 % (1/134) peCovalo vyluéné o velka hospodaiska
zvitata.

Pravidelny kontakt s velkymi hospodaiskymi zvitaty mélo v souboru 51,5 % (69/134)
dotazovanych, s prasaty, jakozto s nejcastéjSim zdrojem LA-MRSA, pracovalo ale jen
necelych 4,4 % (6/134). VétSina veterinaiti se vénovalo pfevazné praci s domdécimi
mazlicky (37 %, 130/134). Proto je sporadicky zachyt S. intermedius/S. pseudintermedius
v této testované skupiné€ piekvapujici. Sdileni téchto bakterii mezi domacimi mazlicky a jejich
majiteli bylo dobfe dokumentovano (59). Naopak S. aureus neni typickd komenzalni bakterie
u domacich zvitat, prevalence byva popisovana v mén€ nez 10 % ptipadd. U zdravych pst

a kocek se MRSA nachazi jest¢ méné Casto. Ukazuje to napfiklad studie z Portugalska, kde
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bylo nosi¢stvi MRSA u psii prokézano v 0,7 % a u koc€ek v necelych 4 % (60). Podobné tomu
bylo ve studii z Velké Britanie, kde byli psi kolonizovani v 2,3-9 % a kocky v 1,48 % (61).
Veterinafi jsou z titulu své profese spiSe ve styku se zvifaty nemocnymi, u kterych je i MRSA
detekovana castéji, napiiklad u ko€ek se SSTI stoupd prevalence az na 29 %. Stejné€ jako je
tomu u lidi, také u zvifat zvysuje riziko akvizice MRSA anamnéza piedchozi operace,
hospitalizace, 1écba antibiotiky nebo kontakt s lidmi kolonizovanymi MRSA (62).

Izolaty MRSA cirkulujici u psii a ko€ek patii pfevazné k nozokomialnim kmentm, které
nachazime castéji u lidi (63). Jejich pfenos na domaciho mazlicka pak muze byt pro majitele
znovu zdrojem piipadné rekolonizace/reinfekce (64). Prikladem je vyskyt kanadského
epidemického klonu CMRSAS (USAS500) ktery, ac typicky nozokomialni, byl prokdzan mimo
jiné u psu a koni (65). Také u kocek byl prokazan vyskyt MRSA nesouci SCCmec typ II,
ktery je nejcastéji spojovan s lidskymi nemocni¢nimi infekcemi (66).

V popisovaném souboru byl zachycen jeden nemocni¢ni kmen ST225-t003-I1. Jedna se
o CC5 aktudlné dominantni v ¢eskych nemocnicich. Nosi¢ tohoto kmene vyloucil
anamnesticky kontakt se zdravotnickym zafizenim v obdobi ptfedchéazejicim 30 dni pted
odbérem nebo sdileni domadcnosti se zdravotnickym pracovnikem. Nicméné nemizeme
vyloucit moznost kontaktu v obdobi del$im, nez bylo dotazovano. HlaSen4 stfedni doba trvani
kolonizace MRSA se pohybuje od 21 dnt do deviti mésicii ¢i dokonce né€kolika let (67). Pro
ucely této studie byla zvolena jasn€ definovana lhiita, aby se dotazovanym ¢asovy tidaj snaze
vybavil a anamnesticka data mohla byt validné€ zpracovana.

Tato prace prokazala, ze nosi¢stvi MRSA u veterinarniho persondlu bylo primarné
spojeno s kontaktem s malymi zvifaty. Statistickd vyznamnost tohoto zjiSténi ale nebyla
prokazana, Cetnost pozitivniho néalezu je zde pfili§ nizka na to, aby mohla byt zobecnéna.
Nosicské kmeny veterinaft odpovidaly genotypovou charakteristikou spiSe kmenim
typickym pro prasata a ostatni hospodaiskd zvifata. Sekvencni typ ST398, ktery byl na
veterinafe prenesen tedy pravdépodobné ze psti nebo kocek, mize pochazet ptivodné od jejich
majitelll, ktefi jsou v pravidelném kontaktu s dobytkem (68). Tato anamnesticka skutec¢nost
nebyla v praci dotazovana.

VSechny nosi¢ské zviteci kmeny spa t011 vykazovaly typickou rezistenci k tetracyklinu,
dale pak ke gentamicinu a k ciprofloxacinu. Kmen spa t034 byl navic rezistentni
k makrolidiim. Tetracyklin byl vzdy Siroce uzivan v zemédélské vyrobé€, zejména v chovech
prasat (69). Gastrointestindlni bakteridlni infekce je béZnym onemocnénim postihujici
zivociSnou produkci a je tedy dlivodem pro antibiotickou 1écbu. V této indikaci byl napiiklad

v Dénsku nejcastéji pouzivanym antibiotikem pro peroralni 1éc¢bu tetracyklin, kdy tak byla
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piednostné 1éCena selata trpici infekci zpisobenou Lawsonia intracellularis (70). Nicméné,
tetracyklin-rezistentni kmeny MRSA se vyskytuji i u koni, pfestoze se u nich toto
antibiotikum pfili§ nepouziva (71). U skotu byly nalezeny kmeny MRSA vétSinou rezistentni
na betalaktamova antibiotika, k tetracyklinu, erytromycinu a gentamicinu (62). Klonalni
komplex CC398 byva casto rezistentni k ciprofloxacinu (72). Také izolaty od domacich
mazlicki  z Rakouska, Belgie, Némecka, Irska a Portugalska byly rezistentni
k fluorochinolontim, pravdépodobné jako dusledek schvaleni jejich pouzivani ve veterinarnim
Iékarstvi v poloviné roku 1990 (62). Alarmujici jsou zpravy o nalezu kmenti MRSA

s rezistenci k zaloznim antibiotikiim, jako je vankomycin nebo linezolid (73).

8. Zavér

Vyskyt MRSA u zvitat uréenych k produkci potravin a domacich mazli¢kl predstavuje
vaznou hrozbu pro vefejné zdravi. Vyskyt identickych kmeni LA-MRSA u osob v blizkém
kontaktu se zvifaty a jejich svéfenci dokazuje obousmérny pienos. Je znamo, Ze kmeny
pochazejici od zvifat kolonizuji a infikuji ¢lovéka, ale clovék byl plivodnim zdrojem této
bakterie, ktera se zviecim hostiteliim evolu¢né ptizplsobila.

Tato studie ukézala rostouci prevalenci nosi¢stvi MRSA u veterinarniho personalu
a potvrdila u nich pfitomnost zvifecich i nozokomidlnich kment. Prevalence byla stanovena
na 6,7 %, coz predstavuje nartiist, oproti vysledkim z roku 2008. Pozornost by méla byt proto
vénovana zvySené mife kolonizaci v této profesni skupiné, zejména pted piijetim takového
pacienta k hospitalizaci. Pe€livy odbér pracovni anamnézy by mél byt v klinické praxi
doplnén o udaje tykajici se kontaktu se zvifaty. Tento rizikovy faktor by nemél byt
podceniovan zejména u pacientl pred chirurgickymi zakroky, nebot’ zde nastdva nepopiratelné
vyssi riziko vyskytu infekénich komplikaci v pooperacnim obdobi. U téchto jedinci by mélo
byt zajisténo screeningoveé kultivacni vySetfeni na zjiSténi pritomnosti MRSA a na zakladé
pozitivniho vysledku by mélo byt pfistoupeno k nastaveni Gi€¢innych preventivnich opatieni.

U veterindrnich profesionald bylo prokdzano 9 kmeniit MRSA, které byly zatfazeny do
5 genotypi. VétSinou se jednalo o kmeny zvifeciho ptivodu, véetné ST398-t011-IV (n = 5),
ST398-t2330-IV (n = 1), ST398-t034-V (n = 1) a ST4894-t011-IV (n = 1). Tyto kmeny jsou
domacich mazlickd, se kterymi byli kolonizovani veterinafi v ¢astém kontaktu. Kmen ST225-
t003-II (n= 1) odpovidd nemocni¢ni linii, kterd se aktudln€¢ s vysokou prevalenci S§ifi
zdravotnickymi zatizenimi v Ceské republice. Tento ojedindly nalez nasvédéuje tomu, Ze

humanni linie MRSA se mezi zvitaty vyskytuje spise sporadicky.
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