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2. Seznam pouzitych zkratek
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penicilin vazajici protein 2¢ (Penicillin-binding protein 2c)
polymeréazové fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

pulzni gelova elektroforéza (Pulsed-field gel electrophoresis)
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antibiotikum tetracyklin

Tris(hydroxymethyl)aminometan

antibiotikum vankomycin

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)

Vysvétleni vyznamu genii pouZivanych v této praci

gen arcC
gen arok
gen blaZ
gen ccr
gen glpF
gen gmk
gen mecA
gen mecC
(mecArGazsr)
gen pvl
gen pta
gen spa
gen fetM

gen tpi

karbamat kin4za (Carbamate kinase)

shikimat dehydrogenéaza (Shikimate dehydrogenase)

gen kodujici betalaktamazu udilejici rezistenci k penicilinu
gen pro rekombindzu podilejici se na stavbé SCCmec
glycerol kindza (Glycerol kinase)

guanylat kindza (Guanylate kinase)
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3. Souhrn

wewvr

Bakterialni rezistence patii k nejzavaznéjSim fenoménim moderni mediciny.
Staphylococcus aureus je jednou z bakterii, u kterych vyskyt antibiotické rezistence
predstavuje zavaznou komplikaci pii G¢inné 1écbé infekcnich onemocnéni. Klasicky se
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) vyskytuje v nemocni¢nim prostifedi, kde plsobi infekéni komplikace u hospitali-
zovanych pacientii. Od typickych nemocni¢nich kmenii miizeme odlisit kmeny komunitni,
které maji odlisSnou genetickou charakteristiku. Vyskytuji se u mladych lidi bez anamnestické
vazby na zdravotnickd zafizeni. U zvifat byla prokazana treti, odliSna skupina MRSA, ktera
ptedstavuje pro cloveka dalsi epidemiologické riziko.

Je prokazano, ze MRSA s vyssi frekvenci kolonizuje jisté skupiny obyvatel. Tésny a Casty
kontakt se zvifaty ¢ini takovou rizikovou skupinou nejen farmafe a chovatele zvifat, fezniky
a zamé&stnance jatek, ale i pracovniky ve veterinarnim lékatstvi.

Cilem této studie bylo zjistit prevalenci kolonizace MRSA u veterindrnich odbornikd. Na
pfitomnost MRSA bylo testovano celkem 134 nosnich vytért od zdravych ucastnikt
veterinarni konference konané v Hradci Kralové v Ceské republice. Ziskané kmeny byly dale
fenotypove a genotypové charakterizovany.

Devét izolovanych kmenlit MRSA bylo charakterizovano sekven¢nim typem (ST, Sequence
type), spa typem (t) a typem stafylokokové chromozomalni kazety mec (SCCmec,
Staphylococcal casette chromosome mec). Bylo zachyceno pét riznych genotypt, véetné
ST398-t011-IV (n = 5), ST398-t2330-IV (n = 1), ST398-t034-V (n = 1), ST225-t003-11
(n=1) a ST4894-t011-IV (n = 1). Nosi¢stvi zvifeciho kmene MRSA bylo potvrzeno
v 8 ptipadech, charakteristiky jednoho izolatu odpovidaly pravdépodobnému nozokomialnimu
puvodu. Mezi zvitecimi kmeny byly popsany tii spa typy (t011, t034, t2330) pattici do
jednoho dominantniho spa-klonalniho komplexu 11 (spa-CC, spa-clonal complex).

Podle vysledkt této prace je prevalence nosic¢stvi MRSA u veterinarniho personalu 6,7 %.
I kdyZ to znamena nartst ve srovnani s vysledky pfedchozi studie z roku 2008, prevalence
v Ceské republice zlistava stale nizsi, nez uvadi obdobné studie ze sousednich evropskych

zemi.

Kli¢ova slova: MRSA — LA-MRSA — CA-MRSA — nosiéstvi
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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 methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(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-t2330-1V (n = 1), ST398-t034-V (n = 1),
ST225-t003-11 (n = 1) and ST4894-t011-1V (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 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.

Key words: MRSA — LA-MRSA — CA-MRSA — carriage

11



4. Uvod

Staphylococcus aureus (S. aureus) je klasicky zastupce grampozitivnich koku, ktery se
formuje do charakteristickych shluk. Jednd se o kultivaéné nenaro¢nou, fakultativné
anaerobni bakterii. Typické je pro ného zlatavé zabarveni kolonii obklopenych zdénou
hemolyzy. To spolu s pozitivnim prukazem koagulazy a katalazy usnadnuje jeho identifikaci.

Vseobecné rozsiteny S. aureus je vybaven faktory virulence, které ho Cini vyznamnym
lidskym patogenem. Spektrum stafylokokovych infekei je Siroké. Kromé toxin6z také pisobi
hnisavd onemocnéni kize a mékkych tkani (SSTI, infekce kiize a mékkych tkani, Skin and
soft tissue infection), vyvolava purulentni komplikace ran a popdlenin, a to zejména
u imunitné oslabenych, predisponovanych jedinci. Zplsobuje osteomyelitidy, artritidy
iinfekéni endokarditidy, mize vyvolat infekce mocovych cest nebo pneumonie. Takové
infekce jsou Casto spojené s invazi bakterii do krevniho feciste, tedy s bakteriémii a sepsi.

Pouziti penicilinu v terapii stafylokokovych infekci znamenalo zacatek antibiotické éry.
S. aureus vi¢i nému brzy vyvinul rezistenci tvorbou penicilindzy, kterd rozklada
betalaktamovou strukturu tohoto antibiotika. Podkladem jeji tvorby je gen blaZ, ktery se diky
svému umisténi na plazmidu mezi stafylokoky velmi rozsifil. Penicilindze odolny meticilin
byl posléze nahrazen oxacilinem ¢i jinymi isoxasolylpeniciliny (flukloxacilin, kloxacilin,
dikloxacilin) s vyhodné&j$imi farmakokinetickymi vlastnostmi. V naSich podminkach se
oxacilin osvéd¢il jako lék prvni volby u zavaZnych stafylokokovych infekci. Nicméné
k meticilinu a pfibuznym latkdm vznikla velmi brzy rezistence, kdyz S. aureus ziskal gen
mec. Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus) se r1oz8ifil zejména v nemocni¢nich zafizenich, kde se stal dilezitym
ptvodcem zavaznych nozokomialnich infekci. Proto také ziistivd MRSA po nékolik desetileti
stalym pfedmétem vyzkumnych aktivit. Diraz je kladen na spravné porozuméni
mechanismiim a genetickému podkladu rezistence spolu s popisem molekularni
epidemiologie v lokdlnim 1 globalnim kontextu. To pak pfispivd k nastaveni uc¢innych

preventivnich opatfeni a k eliminaci rizik pro pacienty.
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5. Cile diserta¢ni prace

Kolonizace MRSA je bézné ptitomna i ve zdravé populaci, neplisobi svému nosici klinické
obtize a vétsSinou ji nepocituje. Jedna se ale o vyznamny rizikovy faktor pro vznik endogenni
infekce a mozné epidemiologické riziko pro predisponované osoby. Nekteii lidé jsou ve
zvyseném riziku kolonizace touto bakterii, at’ uz z divodu piedchazejici hospitalizace nebo
vykonu své profese. U takovych lidi je tfeba na mozné riziko pomyslet, zejména pokud dojde
ke zméné zdravotniho stavu nebo k naplanovani chirurgického zakroku.

Cilem disertatni prace bylo stanovit prevalenci nosi¢stvi MRSA u veterindrnich
pracovnikl, tedy skupiny obyvatel s ptedpokladanym vyS$im rizikem kolonizace touto
bakterii. Vysledky byly porovnany s literarnimi udaji z jinych evropskych zemi. Ziskané
kmeny byly charakterizovany fenotypové (profil antibiotické rezistence) a genotypoveé
(sekvenénim typem, typem SCCmec, spa typem).

Informace, ziskané sledovanim prevalence nosicstvi u rizikovych skupin, je mozné pouzit
pfi formulaci lokdlnich doporucenych postupli pro prevenci nemocnicnich ndkaz.
Molekularné-genetickd analyza ziskanych kmend poda ptfehled o vyskytu a Sifeni

epidemiologicky vyznamnych kment v lokalnim i globalnim kontextu.
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TEORETICKA CAST

6. Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Jiz vroce 1897 si vSiml francouzsky vojensky lékat Ermest Duchesne (1874-1912)
antagonistického pisobeni plisné Penicillium glaucum na bakterie Escherichia coli. Jeho
objev ale nebyl dal rozvijen az do roku 1928, kdy obdobny tkaz zaregistroval Alexander
Fleming (1881-1955). Nahodny objev baktericidniho uc¢inku produktu plisné Penicillium
notatum z roku 1928 se stal jednim z milnikd moderni mediciny. Vyvoji léku pouzitelného
v huménni medicin€ se vénovali Howard Florey (1898-1968) a Ernst Boris Chain (1906-
1979). S jeho celosvétovym rozsifenim a pouZzivanim se ale objevily prvni rezistentni kmeny
a po roce 1960 vykazovalo penicilinovou rezistenci az 80 % kment S. aureus (2). Podkladem
je tvorba betalaktamazy (tzv. penicilindza), ktera hydrolyzuje betalaktamovy kruh antibiotika.
Za produkci enzymu je zodpovédny gen blaZ, lokalizovany na mobilnim genetickém
mélo vyfeSit problémy s naristajici rezistenci nové semisyntetick¢ betalaktamové anti-
biotikum meticilin, odolné vu¢i penicilindze. Svym ucinkem puasobi inaktivacné na
transpeptidazy (neboli PBP proteiny, penicilin-vazajici protiny, Penicillin-binding proteins)
a inhibuje tak syntézu peptidoglykanu bunécné stény. Ale jiz o dva roky pozdé&ji, v roce 1961,
byl ve Velké Britanii poprvé zachycen kmen S. aureus rezistentni k tomuto antibiotiku (4).
Produkt genu mecA je zménénd transpeptidaza, oznaCovana PBP2a (penicilin-vazajici
protein 2a, Penicillin-binding protein 2a), na kterou se antibiotikum nevaze a je neucinné (5).
Vroce 2010 byl popsan gen mecC (mecALcazs1), jehoZ produktem jsou penicilin-vazajici
proteiny 2c (PBP2c, Penicillin-binding proteins 2¢). Vyskyt této varianty byl posléze potvrzen
v celé Evropé nejen u lidi, ale také u divokych, hospodaiskych i doméacich zvitat (6). Pro svoji
nizkou stabilitu a vyssi frekvenci nezadoucich U¢inka (intersticidlni nefritida) se meticilin
v klinické praxi prestal uzivat, byl nahrazen jinymi zastupci isoxazolylpenicilini (oxacilin,
kloxacilin, flukloxacilin) s vyhodnéjSim bezpecnostnim profilem. Ale termin meticilin-
rezistentni se pouziva dodnes, jako oznafeni pro kmeny S. aureus odolné vic¢i syntetickym

betalaktamovym antibiotiktim.
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6.1. Geneticky podklad oxacilinové rezistence

Pivod nynéjSich celosvétoveé rozsifenych kloni MRSA se dnes piepoklada v nékolika
uspésnych liniich meticilin-citlivych Staphylococus aureus (MSSA, Methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus). Ty nezavisle na sobé ziskaly pifenosnou stafylokokovou
chromozomalni kazetu mec (SCCmec, Staphylococcal casette chromosome mec) od
koaguldza-negativnich stafylokok (7). Jednd se o tsek genomové deoxyribonukleové
kyseliny (DNA, Deoxyribonucleic acid) dlouhy 21 az 67 kb, dosud bylo u stafylokoki
popsano 13 typt (8). Zakladni struktura SCCmec zahrnuje repetice a komplexy gent. Geny
ccr koduji rekombindzy, které zprostiedkovavaji piesné zaclenéni nebo vystfizeni
SCCmec (9). Na zaklad€ rozdilli v oblasti tzv. J-regionu (Joining-region) se jednotlivé typy
SCCmec rozdéluji do subtypd, mohou se zde také vyskytovat integrované plazmidy nebo
transpozony obsahujici geny pro rezistenci (10). Nejvyznamnéjsi soucasti je 2,1 kb gen mec,
ktery je genetickym podkladem rezistence k betalaktamovym antibiotikim. Koéduje tvorbu
alterovaného penicilin-vazajiciho proteinu, zndmého pod oznacenim PBP2a, ktery ma nizsi

vazebnou afinitu pro oxacilin a brani tak jeho uc¢inku (5).

6.2. Mikrobiologicka charakteristika

Meticilin-rezistentni S. aureus tvoii grampozitivni koky o priméru 1 um, formujici se
typicky do nepravidelnych shlukl tvaru hroznd. V klinickém materialu je Casto najdeme
uspotadané i jednotlivé, v parech, tetradach ¢i kratkych fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni,
nepohyblivé, koaguldzapozitivni, kataldzapozitivni a oxiddzanegativni, netvoii spory.

Bakterie je kultivacné nenaro¢na, roste v Sirokém rozmezi teplot (7-46 °C) 1 hodnot
pH 4,2-9.3. K izolaci se pouziva nejcastéji krevni agar s pfidavkem 5 % berannich erytrocytl
a jatrovy nebo thioglykolatovy bujon. Kolonie jsou hladkého povrchu a rovnych okrajd,
krémové konzistence, neprihledné a pigmentované. Maji smetanovou, nékdy zlatozlutou az
naoranzovélou barvu, v okoli s hemolyzou. Rust v tekuté ptidé se projevuje zakalem a tvorbou
sedimentu (1).

Podle pouhych morfologickych charakteristik a riistu na krevnim agaru nelze odlisit kmen
MSSA od MRSA (Obrézek 1). Piesnou, rychlou ale pomérné drahou metodou je prikaz gent
mecA nebo mecC, které koduji oxacilinovou rezistenci (11). Kmeny MRSA nesouci gen

mecC nelze identifikovat pomoci molekularnich technik pouzivanych pro detekci samotného
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genu mecA, ani komer¢nimi testy zaméfenymi na prikaz pouze PBP2a. Vysledek takového
prikazu pak muze byt faleSn¢ negativni. Metody in-house polymerazové tetézové reakce
(PCR, Polymerase chain reaction) umoziuji rychlou a spolehlivou detekci mecC genu (11).

Fenotypové vySetfeni oxacilinovou rezistenci spolehlivé odhali, at je zpisobena
ptitomnosti kteréhokoliv z gent. Diskovou diftizni metodou (Obrazek 2) se vySetiuje citlivost
k antibiotiku cefoxitinu 30 pg (12). Vysledek Ize snadno interpretovat a je citlivéjsi pro
detekci rezistence zprostiedkované geny mecA nebo mecC, nez by bylo vySetieni citlivosti
k antibiotiku oxacilinu (13).

Chromogenni agary vyuZzivaji §t€peni specifickych substrati kmeny S. aureus, které jeho
koloniim proptj¢i definované zabarveni. V pud€ obsazeny cefoxitin inhibuje rist MSSA,
MRSA v jeho piitomnosti roste. Dal§i zaclenéna selektivni cinidla potlacuji rust
gramnegativnich bakterii, kvasinek a nékterych grampozitivnich kokt (Obrazek 3). Vysledek
je dostupny za 24 hodin kultivace. Jiné rychlé testy detekuji produkt mecA genu, PBP2a na
membrané MRSA, a to latexovou aglutinaci nebo imunochromatograficky (Obrazek 4). Vzdy
by mélo nasledovat konfirmacéni vySetieni rezistence k cefoxitinu diskovou difizni metodou
nebo diluéni bujénovou metodou testovani minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC, Minimum

inhibitory concentration).

Obrazek 1. Riist na krevnim agaru

Rist MRSA (1) a MSSA (2) na krevnim agaru. Kolonie jsou si velmi podobné a podle

morfologického obrazu nelze oxacilinovou rezistenci rozpoznat.

Autor: K. Neradova
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Obrazek 2. Diskovy diftizni test — fenotypové vySetieni citlivosti k cefoxitinu 30 pg

Sipka oznaduje nepiitomnost inhibi¢ni zény v okoli disku s cefoxitinem, tedy MRSA fenotyp.

Autor: M. Fajfr

Obrazek 3. Riist na chromogennim agaru
Rist MRSA (rizové, 1) a inhibice ristu MSSA (2) na MRSA selektivnim chromogennim

agaru, ktery je vhodny zejména jako screeningové vySetieni klinického materialu.

Autor: K. Neradova
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Obrazek 4. Imunochromatograficky kvalitativni test

Rychly screeningovy test detekuje PBP2a piimo z kultury S. aureus a slouzi k prikazu
MRSA (Alere™ PBP2a Culture Colony Test). Vysledek je rychle dostupny, nicméné musi
byt vzdy konfirmovan dal§imi metodami. Pokud je oxacilinova rezistence ddna ptitomnosti

genu mecC, je 1 vysledny zménény produkt genu odlisny a nebude timto testem rozpoznan.

€CcC cCCl
kontrola
vzorek
TT
MSSA MRSA

Autor: K. Neradova

6.3. Nosicstvi a epidemiologie

Stafylokoky jsou odolné vii¢i podminkach zevniho prostiedi, mnozi se i v pfitomnosti 10%
NaCl. Jsou pravidelnou soucésti kolonizujici mikroflory €loveéka i zvifat (1). NejcastejSim
mistem kolonizace je nosni sliznice, v extranasalnich lokalitich perineum, inguindlni

krajina, krk a axily (14). Tyto lokality zobrazuje Obrazek 5.
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Obrazek 5. Mista nejcastéjsSi kolonizace MRSA na lidském téle

Nos
Axila
Ruce Tiisla
Eolonizace:
Vysokei KiiZe
Stridni
Nizka

Upraveno podle https://mrsatopic.com/.

Béhem let 1970-1980 doslo k rozsiteni MRSA nejprve v nemocni¢nim prostredi, proto tyto
kmeny dostaly oznaceni nozokomialni (HA-MRSA, Hospital-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Hospitalizovani pacienti 1 zdravotnicky personal jsou frekventnéji
exponovany touto bakterii a jsou zhlediska vzniku kolonizace ve zvySeném riziku.
U zdravotnickych pracovnikli prevalence vykazuje i geografickou zdavislost a pohybuje
se <1% v severskych zemich az po > 40 % vjizni a zépadni Evrop& (15).
U hospitalizovanych pacientl se kolonizace popisuje v Evropé od 1-24 %, také v zavislosti na
zem¢pisné lokalité (16).

Meticilin-rezistentni S. aureus typickym plvodcem nozokomidlnich infekci. Jednd se
o onemocnéni vznikla v souvislosti s pobytem ¢i zdkrokem ve zdravotnickém zafizeni.
Nemocni¢ni kmeny MRSA se ve zdravotnickych zatizenich snadno $§ifi, zejména disledkem
nedostateéné hygieny rukou. Sifeni usnadituji i pfesuny kolonizovanych pacienti mezi
jednotlivymi zdravotnickymi nebo pecovatelskymi zatizenimi. Pouze dusledné dodrzovéni
hygieny, screening nosic¢li aizolacni opatfeni mohou proces rozsevu omezit. Infekéni
komplikace vyvolané MRSA zvySuji nemocnost i imrtnost, prodluzuji a prodrazuji prabeh
hospitalizace. V nebezpe€i jsou zejména imunosuprimovani pacienti nebo pacienti po
chirurgickych vykonech. Lidé starSi 65 let, ktefi Casto trpi zdvaznymi komorbiditami, byvaji
Casto hospitalizovani a vystaveni tak moZnosti nozokomidlni nakazy. Riziko infekce se také

zvySuje s délkou pobytu v nemocni¢nim zafizeni. MRSA pak zpisobuje zejména purulentni
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komplikace chirurgickych ran a popalenin, pneumonie, casto s invazi do krevniho feciste,
bakterémie a sepse.

Molekularni analyza velkého souboru nemocni¢nich izolati MRSA z riznych svétovych
lokalit umoznila identifikovat 5 pandemickych MRSA linii (CC, klonélni komplex, Clonal
complex), jak ukazuje Tabulka 1. Plivodni evropsky genotyp ST250-MRSA-I vznikl z kment
MSSA cirkulujicich v danskych nemocnicich po roce 1950, tedy kratce pred zavedenim
meticilinu do klinické praxe. Archaicky klon se $itil Evropou do pocatku 70. let, kdy byl
postupné nahrazen dalsimi ispéSnymi klony (17). Pandemické klony zobrazuje Tabulka 1.

Stejné jako jinde v Evropé, také v Ceské republice neni vyskyt klonalnich komplext
MRSA konstantni av prubéhu let mizeme pozorovat dynamické zmény. Od pocatku
monitorovani v letech 1996-1997 byly u nés rozsifeny dva multirezistentni klony nélezici do
CC8. Tehdy ptevladali Brazilsky/Mad’arsky klon ST239-III popsany v Portugalsku a Iberijsky
klon ST247-1A, ktery pochéazel pravdépodobné ze Spanélska (18). V roce 1999 byl dosud
dominantni klon nahrazen variantou ST239-IITA. Neptitomnost integrovaného plazmidu
pT181 byl hlavni znak tohoto klonu, ktery byl typicky pro Ceskou republiku (19). Iberijsky
klon si nadale udrzel svoji Cetnost (20). Po roce 2001 se po celé zemi rozsifil epidemicky
kmen ST22-1V, zndmy jako EMRSA-15, ndlezici do CC22 (20). Dominance CC5 a kmene
ST225-t003-11 (66 %, 34/51) zacala na pielomu let 2006/2007 (21). Soucasna
epidemiologické situace pravdépodobné odpovidéd situaci popsané¢ v roce 2014, kdy byla
v Praze popsana lokalni epidemie zplisobena kmeny ST225-t003-11 a ST225-t014-1I, které
jsou tizce geneticky pifbuzné (22). Také studie provedena v 11 nemocnicich z celé Ceské
republiky v letech 2017/2018 potvrdila trvajici predominanci CC5/ST225-MRSA-II (spa typy
t003, t014). Zajimavy je prukaz nové se objevujiciho spa typu t586, ktery je obéma predeslym
blizce piibuzny. Nyni nabyva na vyznamu a §iti se Ceskou republikou (23).

Podle dat Evropské sit€¢ dohledu nad antimikrobidlni rezistenci (EARS-Net, European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network) je prevalence MRSA u S. aureus
izolovanych z krve v Ceské republice dlouhodobé stabilni a osciluje kolem 13 % (= 2 %;
Graf 1). Tato hodnota je nizSi, nez evropsky populacni vazeny pruimér 16,4 % (24).
Prevalence invazivnich infekci MRSA vykazuje v Evropé geografickou zavislost (Obréazek 6).

Situaci ve Fakultni nemocnici v Hradci Kréalové lze posuzovat zvysledki, které
kazdorocné publikuje Antibiotické centrum Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Na zacatku
sledovani v roce 2010 byl podil MRSA na invazivnich infekcich zplsobenych S. aureus
nejvyssi, tedy 18 % (17 izolath MRSA mezi 77 izolaty S. aureus). V nasledujicich letech
dochézi k poklesu na 8 % v roce 2016 (7 izolath MRSA z 90 izolath S. aureus) az na 2,4 %
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v roce 2018 (25). Od roku 2010 je ztejmé trvalé snizovani vyskytu MRSA piisobicich infekce

krevniho tecisté, jak zobrazuje Graf 2. Genotypova charakteristika invazivnich MRSA kmeni

ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové odpovida situaci popsané v Ceské republice. Dle

studie z let 2010-2016 se nejcastéji vyskytovaly tfi Gzce pribuzné genotypy, ST225-t003-1I,

ST5-t002-11 a ST225-t014-11 (26).

Tabulka 1. Piehled pandemickych HA-MRSA klonii se zaméfenim na vyskyt v Ceské
republice
Klonalni  Oznaceni klonu Nazev klonu Celosvétovy vyskyt  Vyskyt v Ceské
komplex republice
ST5-MRSA-I EMRSA 3 Evropa, Jizni Amerika
CCs ST5-MRSA-II Evropa, USA,
York/Japonsko  Japonsko, Kanada,
(USA100) Jizni Korea, Australie
ST5-MRSA-IV Pediatricky Evropa, USA, Jizni
(USAS800) Amerika
ST228-MRSA-I  Italsky/Southern Evropa
ST225-MRSA-II Evropa Od roku 2006
dosud
(22), 21), (23)
ST8-MRSA-IV UK EMRSA 2/6 Evropa, Australie,
CC8 Kanada, USA
ST8-MRSA-II Evropa, USA
ST247-MRSA-1  Iberijsky / Evropa, USA 1996-1997
EMRSA 5/ (18)
ST239-MRSA-III  Brazilsky/ Evropa, Asie, 1996-1997 (18)
Mad’arsky/ Australie, Afrika, 1999 (19)
EMRSA 1/4/11  Jizni Amerika
CC22 ST22-MRSA-IV ~ EMRSA 15, Evropa, Australie, 2001 (20)

Kanada, Indonésie
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CC30 ST36-MRSA-IV  EMRSA 16 Evropa, USA,

(USA200) Australie, Kanada
CC45 ST45-MRSA-IV  Berlinsky Evropa, USA
(USA600)

Upraveno podle Melter O, Santos Sanches I, Schindler J, Aires de Sousa M, Mato R, Kovarova V, et al.
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Clonal Types in the Czech Republic. J Clin Microbiol.
1999;37(9):2798-803.

Graf 1. Populacni viZeny primér u invazivnich MRSA izolati

Srovnani procenta (%) invazivnich izolath MRSA v Ceské republice se staty Evropské
Unie/Evropského hospodatského prostoru (EU/EEA, European Union/European Economic

Area). V grafu je vynesen populacni vaZzeny primér v letech 2011-2018.
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Ptevzato z European Centre for Disease Prevention and Control Antimicrobial resistance surveillance in Europe
2018. Annual Report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) 2019.

Dostupné z:  https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/surveillance-antimicrobial-resistance-
Europe -2018.pdf
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Obrazek 6. Vyskyt invazivnich MRSA v Evropé

Procento (%) invazivnich izolath MRSA v jednotlivych evropskych zemich vroce 2018.
Tradi¢né patfi mezi staty s nejniz§i prevalenci MRSA zemé severni Evropy (vyznaceno
modfe). Ceska republika patii dlouhodobé mezi stity se stfednimi hodnotami prevalence
(vyznaceno oranzov€). Smérem na jih se prevalence zvySuje, s nejvétsimi problémy se

potykaji sttedomotské staty (vyznaceno Cervene).
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Prevzato z European Centre for Disease Prevention and Control Antimicrobial resistance surveillance in Europe
2018. Annual Report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) 2019.
Dostupné z:  https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/surveillance-antimicrobial-resistance-
Europe-2018.pdf
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Graf 2. Invazivni infekce (%) zptusobené MRSA ve Fakultni nemocnici v Hradci

Kralové v letech 2010-2018

20 -
18,2

18

15,8 15,6
16

14,1
14

A
- /\
: N/ O\

% invazivnich izolatu MRSA

rok 2010 rok 2011 rok 2012 rok 2013 rok 2014 rok 2015 rok 2016 rok 2017 rok 2018

Upraveno podle Paterova P, Zemlickova H. Pehled rezistence bakterii na antibiotika Fakultni nemocnice Hradec
Kralové 2018. Dostupné z: https://intral.fnhk.cz/data-intra/adresare/9831 1.pdf

Jak vyplyvéa z uvedenych genetickych charakteristik, nemocni¢ni kmeny MRSA typicky
obsahuji SCCmec typu 1Il, I nebo III, které jsou vétsi a obsahuji také geny kodujici rezistenci
k antibiotikiim jinych skupin, jako jsou napi. fluorochinolony, makrolidy, linkosamidy,
aminoglykosidy, kotrimoxazol (27).

V 90. letech 20. stoleti doSlo v USA k rozsifeni klonu USA300 (ST8-MRSA-IV), ktery je
variantou MRSA linie CC8 a ¢asto nese geny pro produkci exotoxinu (PVL, Panton-Valentine
leukocidin, Panton-Valentiniv leukocidin). Epidemie zplsobena timto typicky komunitnim
klonem MRSA (CA-MRSA, Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus
aureus), vedla v USA k prudkému narastu infekci. Jednalo se zejména rekurentni SSTI
a zavazné nekrotizujici pneumonie (28). Klon USA300 se nejprve Sifil mezi mladymi lidmi,
zejména v kolektivech (napiiklad sportovci, vojaci apod.). Pozdéji se zacal uplatiiovat
v nemocni¢nim prostfedi, kde nahradil plivodni nozokomidlni kmeny a ptlisobil invazivni
infekce (29). Ze Severni Ameriky doSlo pak k opakovanému zavleceni tohoto klonu do

Evropy (30), kde nyni s nejvétsi prevalenci nalezneme ptibuzny CC8/ST80-MRSA-IV (31).
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Izolaty CA-MRSA typicky obsahuji SCCmec typu 1V, V, VII neb VIII, které jsou mensi a
krom¢ mecA obvykle nenesou zadné dalsi geny antibiotické rezistence (32).

Nosi¢i maji zvySené riziko komplikaci po chirurgickém zakroku. Zejména kolonizace
perinea, genitalu a hyzdi vede k Castéjsim infekcim v téchto oblastech (33). Prevalence CA-
MRSA jako ptivodce infekce se geograficky velmi lisi. V nékterych ¢astech USA dosahuje
az 60 %, v jizni Evropé 40 %, ale v severni Evropé < 1 % (34).

Nejnovéji popsanou rizikovou skupinou jsou veterinarni pracovnici, feznici a pracovnici na
jatkach, farmari, chovatelé hospodarskych zvifat, kterda jsou vyznamnym rezervoarem
zvitecich  kmeni MRSA  (LA-MRSA, Livestock-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; 35). Pravdépodobnost kolonizace c¢loveéka zavisi na frekvenci
iintenzité kontaktu se zvifaty a na délce expozice. Predpoklada se totiz, ze hospodarska
zvitata jsou kolonizovana spise prechodné, nez trvale (36). Perzistentni kolonizace ¢lovéka je
tedy silné¢ vazana na rizikovou expozici, v obdobi bez kontaktu se zvifaty Casto vymizi
(37, 38). Typicky jsou ohrozeny osoby pracujici s prasaty, kde je prevalence nosict nejvyssi,
kolonizace byla popsana u 24-86 % chovatela téchto zvirat (39, 40). MRSA byla prokazana
iu osob v kontaktu s ostatnimi hospodaiskymi zvitaty. U 31-37 % chovatelt skotu (41, 38)
ataké u 9-37 % chovatelll dribeze (41, 42). Nejvice studii pochédzi tradiéné ze zemi
s rozvinutou zivociSnou vyrobou, jako jsou Dansko, Némecko a Nizozemi. Dalsi ptiklady

uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2. Prevalence nasalni kolonizace MRSA u pracovniki v rizikovém kontaktu se

zviraty v evropskych zemich

Zemé Rok Expozice Zaméstnani Pocet nosi¢ci MRSA / Literatura
studie  zviratim pocet ucastniki
studie
Némecko 2007/9 prasata chovatel 97/113 85,8 % (40)
Nizozemi 2008 prasata chovatel 33/139 23,7 % (39)
Némecko 2008 skot chovatel 19/ 51  37,3% (38)
Nizozemi 2009 prasata zaméstnanec jatek  14/249 5,6 % (43)
Nizozemi 2009 rtizna chovatel 13/ 49  26,5% (43)
Némecko 2009 krocani chovatel 22/°59  33,7% (42)
Nizozemi  2009/10 prasata zaméstnanec jatek  11/341 32% (44)
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Ttalie 2010  skot chovatel 40113 354 % (45)

Nizozemi 2010 dritbez zameéstnanec jatek ~ 46/466 5,6 % (46)
Nizozemi  2010/11 prasata chovatel 42/110 38,2 % (47)
Némecko 2011 prasata chovatel 237/ 35  77,0% (48)
Nizozemi 2011 dritbez chovatel 5/ 56 8,9 % (49)
Spanélsko 2012 prasata zaméstnanec jatek 2/ 25 8,0 % (50)
Nizozemi, 2011 prasata chovatel 16/289 5,5 % (51)
Belgie

Belgie 2012 rizna chovatel 36/138 26,1 % (52)
Némecko 2013 prasata chovatel 20/ 36 56,0 % (41)
Némecko 2013 skot chovatel 0/ 25 0,0 % (41)
Némecko 2013 dritbez chovatel 0/ 17 0,0 % (41)
Spanélsko  2014/15 prasata chovatel 81/140 579 % (53)
Italie 2016 prasata chovatel 29/396 7,3 % (54)
Italie 2017/18 ovce chovatel 3/275 1,1 % (55)
Nizozemi 2018 skot chovatel 41/131 31,3 % (56)
Italie 2018 prasata chovatel 19/ 88 21,6 % (57)

Upraveno podle Goerge T, Lorenz MB, van Alen S, Hiibner NO, Becker K, Kéck R. MRSA colonization and
infection among persons with occupational livestock exposure in Europe: Prevalence, preventive options and
evidence. Vet Microbiol. 2017;200:6—-12.

Zviteci kmeny MRSA byly u ¢loveéka poprvé popsany v roce 2005 v Nizozemi (58). Zde
byl identifikovan novy klon MRSA CC398/ST398. Zdrojem kolonizace byl casty kontakt
s prasaty. Prvni zachyt LA-MRSA, dfive znamy jako netypizovatelny MRSA (NT MRSA,
Non-typeable MRSA), vyjadifoval nemoZnost typizovat kmen pulzni gelovou elektroforézou
(PFGE, Pulsed-field gel electrophoresis) a byl omezen na jen na ST398 (58). Predominantnim
typem SCCmec je typ IV a V. Od té doby byla linie prokdzana i u jinych zivo¢isnych druht
nejen v evropskych zemich. Postupné byla zavlecena i do nemocni¢niho prostiedi.

Predpoklada se lidsky plivod kmenli LA-MRSA z klonit MSSA, které se ptizpiisobily
zvitecim hostitelim. Napiiklad ztratily nékteré typické faktory virulence, jako jsou
stafylokokové enterotoxiny a toxiny syndromu toxického Soku (59). Soucasné kvili
selekénimu tlaku ziskaly geny rezistence tetM, mecA ptipadné mecC, které koduji
tetracyklinovou a oxacilinovou rezistenci (58, 60). Je pravdépodobné, ze v pritbéhu procesu

opetovného prizpisobeni se Clovéku kmeny LA-MRSA znovu faktory virulence ziskaji.
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Kmeny ST398 PVL pozitivni byly jiz identifikovany jako plvodce zavaznych pneumonii
u ¢lovéka (61). Dynamické zmény béhem readaptace zahrnuji také modifikace adhezivnich
povrchovych molekul nebo rekombinace mezi zvifecimi a lidskymi druhy (62).

Nejdiive popsané kmeny LA-MRSA nalezely do CC398, ale dalsi vyzkumy ukazaly
mnohem Sir$i genetickou variabilitu. Navic je zfejmé, Ze Siteni MRSA u hospodaiskych zvirat
se lisi i geograficky, jak zobrazuje Obrazek 7. Celosvétové nejrozsitenéjsim klonalnim
komplexem je ST398, ktery je nejcastéjsi v Evropé a v USA. I kdyzZ je obcas ST398 zachycen
1v Asii (63), prevlada tam spise ST9, ktery se vyviji odlisné (64). V Severni Americe je zase
popisovan ST5, ktery ma zvysSenou schopnost vyvolavat infekce u lidi (65). ST398 byl

prilezitostn€ popsan i v Africe (66).

Obrazek 7. Svétové rozsireni LA-MRSA a distribuce jednotlivych sekven¢nich typi

ST398 - modra, ST5 — zelena, ST9 - ¢ervena
Autor: K. Neradova

MRSA je vyznamnym patogenem Cloveka i1 zvifat. Asymptomatickd kolonizace ziidka kdy
vyusti v symptomatickou infekei (67). Skala infekci zptisobenych LA-MRSA je obdobna jako
u nemocni¢nich nebo komunitnich typli, vyvolava zejména bakterémie, SSTI, pneumonie,
osteomyelitidy, endokarditidy apod. Spektrum dokumentovanych onemocnéni uvadi
Tabulka 3. Jejich prubéh byva ale mirngjsi a vysledky 1éc¢by piiznivéjsi, na ¢emz se mohou
podilet iodlisné demografické charakteristiky postiZenych pacientll (68). Data poskytujici

informace o incidenci infekci zptsobenych u c¢lovéka jsou shromazd’ovana jen nékolika

27



evropskymi staty a tradicné pochéazi z Danska a Némecka, které jsou nejvetsimi evropskymi
producenty prasat. Nicméné incidence infekci zplisobenych MRSA CC398 zistava nizka,
odhadovana v némecké a danské populaci na < 3/100 000 obyvatel za rok (67). Vyskyt kmenii
LA-MRSA v nemocnicich v Ceské republice dosud systematicky monitorovan nebyl, spa
typizace byla provadéna pouze u vybranych izolata a vyskyt LA-MRSA se neprokazal (69).
Dosud nepublikovana data dokazuji vyskyt ST398 u pacienti oSetifenych ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové, kdy z 34 vzorkii MRSA byly ¢tyfi ST398. Dva nélezely spa
typu t011, jeden nosi¢sky zachyt a druhy izolat pochazel z trachealniho aspiratu od pacienta
s nozokomialni pneumonii. Dva byly spa t034, jednalo se o rodinny vyskyt SSTI u matky
a syna, ktefi byli oSetfovani ambulantné (70). Anamnesticka data tykajici se kontaktu se
zvitaty u téchto pacientd nejsou dostupna. Alarmujici je vyskyt nozokomidlniho typu infekce
u pacienta s pneumonii, ktery naznacuje moznost zavle¢eni ST398 do ¢eského nemocni¢niho

prostiedi.

Tabulka 3. Nékteré dokumentované infekce vyvolané LA-MRSA CC398 u osob

v kontaktu s hospodarskymi zvifaty a jejich uéinna terpie

Infekce spa typ Zemé Kontakt Rok  Lécba Lit.
se zviFaty studie
mastitida t108 Nizozemi  prasata 2004  teikoplanin (71)
rana kousnutim  t011/t108  Belgie prasata 2007  vankomycin, (72)
linezolid
rannd infekce t034 Dénsko prasata 2007  vankomycin (73)
celulitida t899 Italie prasata 2007  vankomycin (74)
infekce kize t011 Spanélsko  prasata 2009  mupirocin lokalné (75)
rannd infekce t034 Dénsko prasata 2008  vankomycin (76)
nekrotizujici t899 Italie skot 2008  teikoplanin, (77)
fasciitida linezolid,
klindamycin
infekce kize t011/t108  Spanélsko prasata 2008  mupirocin lokalné (78)
empyém t011 Spanélsko  prasata 2010  linezolid (78)
hrudniku

28



infekce klize t1451 Spanélsko  prasata 2008/ mupirocin lokalné (79)
2010

artritida, t011/ Némecko  prasata 2013  daptomycin, (76)
endokarditida t2576 linezolid

Upraveno podle Goerge T, Lorenz MB, van Alen S, Hiibner NO, Becker K, Kéck R. MRSA colonization and
infection among persons with occupational livestock exposure in Europe: Prevalence, preventive options and
evidence. Vet Microbiol. 2017;200:6—12.

Jak bylo popsano vySe, na zaklad¢ epidemiologickych a genetickych charakteristik lze
tradi¢né rozlisit tfi typy MRSA, komunitni, nemocni¢ni a zvifeci (Tabulka 4). Postupem ¢asu
ale dochazi ke stirani rozdil, kdy naptiklad zvifeci kmeny vyvolavaji komunitni infekce
u lidi a zavlecenim pivodnich linii CA-MRSA a LA-MRSA do nemocnic se z nich stavaji

také obavané nozokomialni patogeny.

Tabulka 4. Souhrn zikladnich rozdilii mezi tfemi epidemiologickymi skupinami MRSA

Charakteristika HA-MRSA CA-MRSA LA-MRSA
Pacienti / nosi¢i star$i vek (> 65 let) mladi lidé mladi lidé
Infekce infekce krevniho SSTI, rekurentni SSTI, pneumonie

feCisté, nozokomidlni abscesy, nekrotizujici

pneumonie, infekce ran  pneumonie

Vyskyt zdravotnickd zafizeni kolektivy chovy
hospodatskych
zvitat

Rezistence betalaktamy, betalaktamy betalaktamy,

k antibiotikiim  fluorochinolony, tetracyklin,
makrolidy, fluorochinolony
linkosamidy,
aminoglykosidy,

kotrimoxazol apod.

SCCmec I, 11, III IV, V, VII, VIII IV, V
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7. Prehled terapie infekci zptisobenych MRSA

Mezi glykopeptidova antibiotika s baktericidnim ucinkem vi¢i MRSA, dostupnd v nasich
podminkdach, fadime vankomycin a teikoplanin. Vankomycin byl do klinické praxe zaveden
v roce 1956, ale nebyl Casto pouzivan pro svou nefrotoxicitu a ototoxicitu. Tyto nezadouci
projevy byly pozd&ji sniZeny az modernimi purifikaénimi postupy. Uginkuje inhibiéné na
tvorbu bunécné stény. Pii parenterdlnim podani ma obtizn¢ predikovatelny distribu¢ni objem
a clearence, proto je optimalnim zpiisobem podéani prodlouzena intermitentni inflze.
Doporucené je ivodni podani nasycovaci davky 25-30 mg/kg télesné hmotnosti, pokracuje se
udrzovacimi dévkami 15-20 mg/kg. Pil hodiny pied podanim Cctvrté davky se zacind
monitoring sérovych hladin tak, aby bylo dosazeno maximalni klinické ucinnosti
a minimalizace toxicity. Optimalni se vtomto piipadé¢ jevi udrzovat sérovou hladinu
15-20 mg/l. Infize se poddva maximalni rychlosti 10 mg/min, aby se pfedeslo vzniku tzv. red
man syndromu. Reakce je zpiisobena degranulaci zirnych bun&k. Uginnost teikoplaninu
v porovnani s vankomycinem pfi terapii MRSA bakterémie je Casto diskutovana, data ziskana
metaanalyzou z roku 2010 podpofila nazor na srovnatelnost obou preparatti (80). Teikoplanin
ma mensi nefrotoxicitu pfi dodrzeni maximalni davky 800 mg/den (81). Obvykla davka pro
dospclé je 400 mg/den za monitoringu sérovych hladin, které by se mély pohybovat
v rozmezi 20-60 pg/ml.

Nové Sirokospektré antibiotikum z 5. generace cefalosporinil ceftarolin je v Ceské
republice schvaleno k terapii SSTI a komunitni pneumonie v ddvee 600 mg dvakrat denné
v intraven6zni form&. Z farmakologického hlediska se jednd o prodrug ceftarolin-fosamil.
Prekurzor je dobfe rozpustny ve vodnim prostiedi a v lidském téle je rozkladan na aktivni
formu ceftarolin. Mechanismus jeho ucinku je stejny jako u jinych betalaktamovych
antibiotik, vynikd svou vazbou na modifikované PBP2a. Vzhledem ke svému rychlému
baktericidnimu G¢inku je vhodny zejména v 1é€bé akutné probihajicich infekci, kde neni
mozné pouzit béznou terapii (82).

Daptomycin patii do skupiny cyklickych lipopeptidii a G€inkuje baktericidné pouze na
grampozitivni  bakterie, vcéetné MRSA a na stafylokoky se sniZzenou citlivosti
k vankomycinu (83, 84). Je indikovan u SSTI, protoze ucinkuje na buiiky v klidovém stadiu
a dobfe pronikd do biofilmu. V kombinacni terapii ma pouziti v 1écbé pravostranné
stafylokokové infekéni endokarditidy.

Velmi dobry prinik do mé&kkych tkéani, plicniho parenchymu a centralni nervové soustavy

ma bakteriostaticky prepardt linezolid ze skupiny oxazolidinovych antibiotik. Jedna se
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orezervni antibiotikum U¢inné na infekce vyvolané multirezistentnimi kmeny. Inhibuje
proteosyntézu a ovliviiuje tak i produkci bakteridlnich toxinti. Je antibiotikem prvni volby pfi
nekrotizujici pneumonii vyvolané PVL produkujicimi kmeny. Pfi 1é¢bé trvajici déle nez dva
tydny se muze vyskytnout reverzibilni myelosuprese (cca 5 % pacientll). Maximélni doba
terapie je omezena na Ctyfi tydny. Biologicka dostupnost pii peroralnim a parenteralnim
podani je stejnd, podava se v davce 600 mg dvakrat denné.

K dlouhodobé terapii infekci MRSA je vhodny trimethoprim/sulfamethoxazol
(kotrimoxazol), ktery je volbou zejména piideeskalacni strategii. Tento kombinovany
sulfonamidovy preparat inhibuje metabolismus kyseliny listové a syntézu DNA, proto je
kontraindikovan v téhotenstvi, pfi kojeni a u déti do 2 mésici veéku. Obvyklé davkovani
je 960 mg dvakrat denné a je dostupny pro parenterdlni i perordlni podani. Zavaznym
nezadoucim U¢inkem je toxicka epidermalni nekrolyza (Lyelliv syndrom), kterd se projevuje
febriliemi, exantémem, puchyiemi a krustami.

Produkt bakterie Pseudomonas fluorescens, mupirocin, pusobi jako faleSny substrat
a narusuje tak prubéh proteosyntézy. Pouziva se v lokalnim podani, zejména pro dekolonizaci

MRSA osidlenych pacienti (82).

8. Prevence vyskytu MRSA v nemocni¢nim prostredi

Jak jiz bylo zminéno, MRSA je typicky nemocnic¢ni patogen a prevenci jeho Sifeni je
aktualn€ vénovana velkd pozornost. Problém je multifaktoridlni a musi byt feSen komplexné.
Kazdé zdravotnické zafizeni mé zavedena opatieni ke kontrole vyskytu a zamezeni Sifeni
epidemiologicky vyznamnych plvodct infekei, mezi néz MRSA také nélezi. Mezi hlavni
postupy patii aktivni vyhledavani pacientli s pozitivnim nalezem MRSA a provadi se
u vybranych rizikovych skupin, které¢ jsou jasn¢ definovany. Pii pfijeti do zdravotnického
zafizeni se provadi screening u pacienta s anamnézou MRSA pozitivity, pobytu v zahranic¢i
nebo v zafizeni se zndmym endemickym vyskytem rezistentnich bakterii (85). Rizikové jsou
zejména domovy diichodct a 1é¢ebny dlouhodobé nemocnych.
pravidelné¢ a spravnym zpusobem. Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World Health
Organizaton) doporucuje zasady a spravny postup (86). Nejrizikovejsi skupinou z hlediska
pfenosu MRSA je zejména oSetfovatelsky a pomocny personél vzhledem k ¢astému a izkému

kontaktu s pacientem. Pfi dodrzovani spravné hygieny rukou dochazi v nemocni¢nim zatizeni
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k vyraznému snizeni vyskytu MRSA a komplikaci jim zptsobenych (87). Stejné tak dilezity
je pravidelny uklid a dezinfekce prostfedi s pouzitim G€innych dezinfekénich latek (85).

Pti nalezu MRSA u daného pacienta se nastavi bariérova oSetfovaci technika nebo izola¢ni
opatteni, kterd maji za kol zabranit dalSimu Sifeni bakterie. Jednd se o komplex postupt
napft. odd¢€leni Cisté a necisté zony, nekiizeni provozu nebo adekvatni manipulace s pradlem
a odpady. U zdravotniki je diiraz kladen na spravné pouzivani osobnich ochrannych pomucek
a dodrzovani zésad osobni hygieny a hygieny rukou. Pieklady a pohyb pacienta v rdmci
nemocnice jsou minimalizovany, vySetfovani ¢i invazivni zakroky se pak provadéji ve
specidlnim rezimu. Pokud se jedna o planovany vykon, je zafazen na konec programu. Po
neplanovanych vykonech nasleduje technologickd pauza k provedeni nezbytného uklidu
a dezinfekce prostredi (85).

Dekolonizace je dals$i z moznosti prevence. Mé za ukol zabranit rozvoji endogenni infekce
u kolonizovaného pacienta a zamezit dalSimu Sifeni MRSA. Je vhodna zejména u pacientd
v intenzivni péci nebo pied planovanym chirurgickym vykonem (85). Pouzivanym
antibiotikem pro lokalni aplikaci je mupirocin. Uvadi se, Ze je dosahovano 90% uspésnosti
dekolonizace po prvnim tydnu 1écby, 60% pak v delSim casovém odstupu. Jeho pouziti ale
ztraci na vyznamu kvuli narlstajici rezistenci, ktera je plazmidové vazand a snadno
prenosna (88). Pro nebezpeci selekce rezistence neni také doporuovano podavat mupirocin
dlouhodobé (82). Pro dekolonizaci nosicstvi na nosni sliznici je moZzné pouZzit mupirocin ¢i
antiseptikum polyhexanid, na kiiZi a ostatni sliznice pak antibakterialné plisobici chlorhexidin,
jodovany povidon nebo triclosan. Uginnost dekolonizace k eradikaci MRSA ziistava
kontroverzni. Mira Uspésnosti uvadéna v prospektivnich studiich se riizni, od 25 % az po
89 % v zavislosti na pouzitém rezimu a nastavenych kritériich (89, 90).

Raciondlni antibioticka terapie zahrnuje postupy, které napomahaji bezpe¢nému
a maximalné u¢innému pouZivani antibiotik. Zakladem je uzka spoluprace multioborového
tymu, ktery zahrnuje nemocni¢niho epidemiologa, mikrobiologa, infektologa, farmakologa
adalsi zdravotnicky personal. Lokélni surveillance antibiotické rezistence je nutna
k pribéznému hodnoceni stavu a trendil u infekci nozokomialniho piivodu. Jeji vystupy se
pak implementuji do lokalnich doporucenych postupl pro tivodni terapii a profylaxi infekci.
Vyznam ma také kategorizace a supervize v pouZivani zejména rezervnich antibiotik

a kontrola jejich spotieby.
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PRAKTICKA CAST

9. Material

9.1. Vyjadreni etické komise

Studie byla pisemné schvéalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kréalové,
referen¢ni Cislo 201808 S25P a 201912 I31P (Piiloha 1). Kazdy subjekt dal ustni souhlas
s odbérem 1 vyplnénim dotazniku poté, co mu byla povaha studie vyzkumnym pracovnikem
pln¢ vysvétlena. B€hem procesu udélovani souhlasu byl kazdému subjektu poskytnut dostatek

casu na dotazy. VSechna ziskana data byla poskytnuta a zpracovavana zcela anonymné.

9.2. Studovana populace

Za ucelem sbéru vzorkl byli osloveni Uc€astnici veterindrni konference VETclasses 2017,
ktera se konala v Ceské republice v Hradci Kralové ve dnech 23. - 24. 9. 2017. Cilovymi
skupinami byli odbornici pracujici s malymi i velkymi hospodaiskymi zvifaty. Mezi
436 ucastniky bylo 334 praktikujicich veterindi a 102 zdravotnich sester, technikli a dalSich
pracovnikli zapojenych do primyslu nebo vyzkumu. S odbérem souhlasilo celkem
134 dobrovolnikii. Vétsina z nich pochazela z Ceské republiky, ale zastoupeny byly i dvé

osoby vykonavajici aktivni praxi na Slovensku a v Belgii.

9.3. Sbér vzorku

Jako nejvhodnéjsi misto pro odbér vzorku byl stanoven stér z nosni sliznice (anterior nasi).
Jedna se o misto nejastéji kolonizované MRSA, zaroven je velmi dobie piistupné odbéru
i s ohledem na komfort dobrovolniki. Bilaterdlni vytér z nosni sliznice (zanofeno ~ 1 cm do
kazdé nosni dirky) byl proveden sterilnim vatovym tamponem, uloZzen v Amiesové
transportnim médiu (Copan Transystem®), oznaden &islem a neprodlend transportovan do
laboratofe k dalSimu zpracovani. Sbér vzorki byl dobrovolny, anonymni a vyplnénim
dotazniku byly ziskany dalsi epidemiologické tidaje (Obrazek 8). Otazky pokryvaly zakladni
demograficka data, misto a popis prace. Nechybé€l udaj o frekvenci expozice zvifaty a typ

klinické praxe. Dotazovany specifikoval, zda se ve své kazdodenni praxi vénuje malym
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zvitatim, jako jsou vétSinou psi, kocky, hlodavci, ptactvo nebo plazi. Nebo zda pracuje spise

s velkymi zvifaty, jako jsou kon¢, prasata, skot nebo ovce. Dotazovana byla i anamnéza

predeslé expozice MRSA pozitivniho zvifeti, tidaj o hospitalizaci v poslednich 30 dnech nebo

sdileni domacnosti se zdravotnickym pracovnikem.

Obrazek 8. Anonymni dotaznik

Dotaznik (odpovédi oznaéte kfizkem) &.vzorku:
VEk:
Pohlavi: muz Zena Pocet let v praxi:

Misto vykonu povolani (okres):

Typ klinické praxe mala zvirata |:I

velka zvirata

prasata
koné

skot

ovce

farmaceuticky pramys!| a vyzkum I:I

Frekvence kontaktu*:
prasata  koné skot ovce mala zvirata

denné

nékolikrat tydné
nékolikrat mésitné
méné

*brano s ohledem na posledni palrok vykonu zaméstnani

Lékaisky zakrok v poslednich 30 dnech: ANO NE

Sdileni domacnosti s pracovnikem ve zdravotnictvi: ANO NE

Dotaznik byl pouzit se svolenim autorii doc. MUDr. H. Zemli¢kové Ph.D. a MUDr. M. Fridrichové.

9.4. Kaultivaéni a transportni média

- Columbia krevni agar s piidavkem 5% berani krve (Oxoid™, Thermo Scientific™,

Velka Britanie)
- MRSA Select™ (Bio-Rad, Ceska republika)

- Mueller-Hinton agar (Oxoid™, Thermo Scientific™, Velk4 Briténie)
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- Amiesovo transportni médium (Copan Transystem®, Copan, Italie)

- Jatrovy bujon (LabMediaServis s. r. 0., Ceska republika)

10. Metodika

10.1. Bakterialni kmeny

Material byl inokulovan na Columbia krevni agar s pfidavkem 5% berani krve a na
chromogenni agar. Kfizovym roztérem byly ziskdny izolované, dobfe odlisitelné kolonie
a po 18 hodinach kultivace za aerobnich podminek pii teploté¢ 36 = 1 °C byl morfologicky
identifikovan S. aureus. ldentifikace byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie
(MALDI-TOF MS, Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectro-
metry). Meticilin-rezistentni S. aureus byl potvrzen ristem na chromogennim agaru
v typickém rtizovém zbaveni. Verifikace byla provedena stanovenim citlivosti k cefoxitinu
pomoci diskové difuzni metody. Jako MRSA byly oznaceny izolaty, které mély velikost
inhibicni zény < 22 mm (91). Nalez byl potvrzen detekci genti mecA nebo mecC provedenim
PCR (12). Pro vyssi vytéznost byl materidl pomnozen v tekutém médiu, pouzit byl jatrovy
bujon. Po 18 hodinové inkubaci pfi teplot¢ 36 = 1 °C byl znovu inokulovan na Columbia
krevni agar s pfidavkem 5% berani krve a po 18 hodinach kultivace pii teploté¢ 36 £ 1 °C

hodnocen.

10.2. Testovani citlivosti k antibiotikiim

Testovani a vyhodnoceni minimdlnich inhibi¢nich koncentraci (MIC, Minimum inhibitory
concentration) bylo provedeno bujonovou mikrodiluéni metodou (91). Takto byla testovana
citlivost k penicilinu, oxacilinu, linezolidu, chloramfenikolu, erytromycinu, klindamycinu,

tetracyklinu, ciprofloxacinu, trimethoprim/sulfamethoxazolu, gentamicinu a vankomycinu.
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10.3. Pocitacové programy

Ridom StaphType™ (ver. 2.2.1; Ridom GmbH, Némecko)
BioNumerics (ver. 7.0; Applied Maths, USA)
NCSS 11 Statistical Software (ver. 2016, NCSS, LLC, USA, ncss.com/software/ncss)

10.4. Pristroje

Centrifuga Heraeus MEGAFUGE 16 (ThermoFischer Scientific, USA)
Chladnicka 4 °C, Liebherr, Némecko

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF MS (Bruker Microflex LTTM, Bruker
Daltonics, USA)

Inkubator (37 °C) EBI - 118 (ThermoFischer Scientific, USA)
Horizontalni elektroforetickd vana se zdrojem, Mini Gel systém Owl B2
(ThermoFischer Scientific, USA)

UltraBright UV Transiluminitor MLB-21 (MaestroGen, Taiwan)
Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Némecko)

Mraznicka (- 26 °C) LGUex 1500 (Liebherr, Némecko)

Box hlubokomrazici pultovy (- 83 °C) ULTF 320 (Arctico, Dansko)
Geneticky analyzator ABI 3500 pro (ThermoFischer Scientific, USA)
Laboratorni tfepacka Vortex 1 (Biosan Ltd., LotySsko)

Denzitometr McFarland DEN-1 (Biosan Ltd., LotySsko)

Laminarni box MSC Advantage (ThermoFischer Scientific, USA)

PCR box (Biosan Ltd., Loty$sko)

10.5. Pomiicky

Jednorazové inokulaéni kli¢ky (Dispolab, Ceska republika)

Pipeta Finnpipette F1, jednokanalova, multikandlova (ThermoFischer Scientific, USA)
Laboratorni sklo (odmérné vélce, zkumavky, kddinky, sklenéné tyc€inky)

Jiné pomucky (gumové rukavice, plastové zkumavky na vzorky, pinzety, titrani

desticky, filtracni papir, mikrozkumavky typu Eppendorf, $picky na pipety apod.)
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- Cefoxitin antibioticky disk, 30 pg (Oxoid™, Thermo Scientific™, Velka Britanie)

Tabulka 5. Primery pouzité v PCR reakcich

Nazev primeru Sekvence Literatura
Primery pro spa typizaci
spa-1113F 5'-TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3' (92)
spa-1514R 5'-CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-3'
Primery pro MLST typizaci
arcC up 5-TTGATTCACCAGCGCGTATTG TC-3'
arcC dn 5'-AGGTATCTGCTTCAATCAGCG-3'
aroE up 5-ATCGGAAATCCTATTTCACATTC-3'
aroE dn 5-ATCGGAAATCCTATTTCACATTC-3'
glpF up 5'-CTAGGAACTGCAATCTTAATCC-3'
glpF dn 5-TGGTAAAATCGCATGTCCAATT-3'
gmk up 5-ATCGTTTTATCGGGACCATC-3' (93)
gmk dn 5-TCATTAACTACAACGTAATCGTA-3'
pta up 5-GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG-3'
pta dn 5-GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA-3'
tpi up 5-TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA-3'
tpi dn 5-TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC-3'
yqiL up 5'-CAGCATACAGGACACCTATTGGC-3'
yqiL dn 5'-CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC-3'
Primery pro detekci genu mec
mecA P4 5'-TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3' (94)
mecA P7 5'-CCACTTCATATCTTGTAACG-3'
mecC Multi FP 5-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3' (95)
mecC Multi RP 5'- GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC -3'
Primery pro SCCmec typizaci
Nazev primeru Sekvence SCCmec  Lit.
typ

CIF2 F2
CIF2 R2

5S“TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG-3'
5-ATTTACCACAAGGACTACCAGC-3'

I (94)

37



ccrC F2 5-GTACTCGTTACAATGTTTGG-3' \% (95)
ccrCR2 5-GTACTCGTTACAATGTTTGG-3'
RIF5 F10 S“TTCTTAAGTACACGCTGAATCG-3' 11 94)
RIF5 R13 5'-ATGGAGATGAATTACAAGGG-3'
SCCmec VI1F 5“TTCTCCATTCTTGTTCATCC-3' \% (95)
SCCmec VIJ1I R 5'-AGAGACTACTGACTTAAGTGG-3'
dcs F2 5'-CATCCTATGATAGCTTGGTC-3' LILIV, (94)
des R1 5'-CTAAATCATAGCCATGACCG-3' VI
ccrB2 F2 5-AGTTTCTCAGAATTCGAACG-3' IL IV (95)
ccrB2 R2 5'-CCGATATAGAAWGGGTTAGC-3'
kdp F1 5-AATCATCTGCCATTGGTGATGC-3' II (94)
kdp R1 5-AATCATCTGCCATTGGTGATGC-3'
SCCmec 111 J1 F 5-CATTTGTGAAACACAGTACG-3' I (95)
SCCmec I11J1 R 5-GTTATTGAGACTCCTAAAGC-3'
mecl P2 5-ATCAAGACTTGCATTCAGGC-3' IL 1T (94)
mecl P3 5-GCGGTTTCAATTCACTTGTC-3'

10.6. Molekularné-biologicka analyza

Fenotypové potvrzené kmeny MRSA byly genotypizovany. K izolaci DNA byly pouzity
Cisté bakteridlni kolonie kultivované 18 hodin na Columbia krevnim agaru s pfidavkem 5%
berani krve pii teplot¢ 36 + 1 °C. Stafylokokovda DNA byla pouzZita ke spa typizaci
a u vysledného spa typu byla nésledné provedena analyza piibuznosti (BURP, Based upon
repeat pattern). Provedena byla multilokusova sekvencni typizace (MLST, Multilocus
sequence typing) a typizace SCCmec. K vyhodnoceni sekvenci byly pouzity ptislusné

pocitacové programy a webova databaze (Obrazek 9).
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Obrazek 9. Schématické zobrazeni molekularné-biologické analyzy MRSA izolata

Izolovanid DNA

spa typizace Ridom StaphType™

Izolované kmeny MRSA

BURP analyza

BioNumerics

MLST typizace .&.L. t034
typizace SCCmec - gelova E

W
u
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s 2 o2 4
: { =
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= T s
| }

Ridom spa server

10.6.1. Postup izolace bakterialni DNA

. Kmen MRSA inkubovat na Columbia krevnim agaru 18 hodin pfi teploté 36 + 1 °C.
. Ptidat 0,5 pl lysostafinu do mikrozkumavky (typ Eppendorf).

. Ptidat 20 pl TE roztoku (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8).

. Dvé bakteridlni kolonie rozsuspendovat pomoci klicky v pfipraveném roztoku.

. Prottepat.

. Inkubovat ve vodni 1dzni pti 37 °C 15 minut.

. Denaturovat pti 95 °C 10 minut.

. Ptidat 180 pul vody.

O 0 9 N N K~ W N =

. Protfepat.
10. Centrifugovat 5 minut, 13 000 otacek/minuta.

11. Templatova DNA je pfitomna v supernatantu, 2 pl.
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10.6.2. Spa typizace a BURP analyza

Gen spa kbéduje protein A, soucast bunécné stény a faktor virulence stafylokokt. Typizace
se provadi na zaklad¢ polymorfismt kratkych repetitivnich sekvenci o délce 21 az 27 bp
v regionu X tohoto genu. Schématicky je prub¢h typizace znazornén na Obrazku 10. Metoda
sekvence jednoho genu je technicky jednodu$si, méné¢ financné nakladnad a rozliSovaci
schopnost je vyssi, nez v ptipadé MLST. Kromé vyzkumu molekularni evoluce je vhodna pro
kratkodobé lokalni studie epidemii. V ramci jednoho ST typu se muize nachazet n¢kolik spa
typt. Jeden spa-klonalni komplex (spa-CC, spa-clonal complex) sdruzuje piibuzné spa
typy (96).

Spa typizace byla provedena podle diive publikované metodiky (93). PouZity byly primery
uvedené v Tabulce 5. Pro analyzu vyslednych spa typt a seskupeni dle ptibuznosti do spa-CC
byl pouzit software Ridom StaphType™ (ver. 2.2.1; Ridom GmbH, Obrazek 11).
K vyhodnoceni byla pouzivina webova databdze Ridom spa Server (https://www.spaserver.

ridom.de/, Obrazek 12), kam byly ziskané vysledky také zaneseny.
Postup sekvence genu spa
1. Provést prvni PCR.

. Ptecistit (GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Merck KGaA, Némecko).

2
3. Provést sekvencni PCR (provedeno dvakrat, zvIast’ pro primer F a R).
4. Precistit sekvenacni produkt.

5

Sekvenace produktu.

Slozky reakcéni smési Obsah slozek
voda 3ul
pufr 1 ul
primery (Tabulka 5) 1 ul
Big Dye 2 ul
templatova DNA 3ul
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Obrazek 10. Schématické zobrazeni prubéhu spa typizace

Spa gene
L
o
L
LL'
L*
1.-"
L

| Sequence: L"‘L
15 L rl2

GAGGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGAAGAC

GAGGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGAAMAGACAACAACAAG

(€L L L L4

2 Repeat succession:

s fms (2 (as (02 (es (02 (25 (n7 (24 (24 (24 (20 o

3 Spa type:

E: (€L L L4

-

zdroj: applied-maths.com

Obrazek 11. Hodnoceni vyslednych sekvenci do spa typi pomoci softwaru Ridom

StaphType™
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Obrazek 12. Zpracovani dat pomoci webové databaze Ridom spa server

_Ridom

SpaServer.ridom.de

Spa Server

Overview
Home
Background
Server Policy
Submit New Type

Ridom SpaServer - SpaTypes

Search for a spa-type or -repeat: ‘

H search |

search for repeats (Ridom- or new Kreiswirth-nomenclature), a repeat sequence or 2 spa-fype.

Database #hDownload spa-types (CSV)
Frequenci
Spa- Repeat succession MLST Comment
R type

epeats

MLST Mapping to01 26-30-17-34-17-20-17-12-17-16

ST-5. ST-222, 8T-

(CC3. Southern German MRSA (prototype & subclone), Rhine Hesse MRSA

228 (subclone), EMRSA3, New York clone
- CC5. Rhine Hesse MRSA (prototyps), EMRSA3, New York clone, Japan clone,
-23- _34-17-20-17-12-17- - 23
- CD";EI_ct (002 |)26-23-17-33-17-20-17-12-17-16 ST.5T231 lp iztric, USA100 ORSA I, USA800 ORSA IV, ST 5 ORSA I
rivacy Polic
Impﬁ:{ Y |0z Jesti20171217-1716 ST5,51225 _ ||CCS, Rhine Hesse MRSA (subclone), EMRSA-3, New York clone
004 [09-02-16-13-13-17-34-16-3¢ ST45 [CC45, Borlin MRSA (profofype), USAG00 ORSA II, USAG00 ORSA IV

[t005 26-23-13-23-31-05-17-25-17-25-16-28

ST-22, ST-23, 5T-

60

1006 26-23-13-23-31-05-17-17-25-16-28

ST-134

1007 15-12-16-16-16-16-02-25-17

008 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25

ST-8, ST-247, ST-

(CC8. Northern German MRSA (subclone), USA300 ORSA IV (cMRSA in the US),

250, ST-254 |Archaic/Iberian, ST250 ORSA 1
1009 11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25 ST-254 [CC8. Hannover MRSA, EMRSA-10
1010 26-17-34-17-20-17-12-17-16 ST-5
011 08-16-02-25-34-24-25
1012 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24 ST-30
t013 26-30-17-34-17-20-17-12-17
1014 26-17-20-17-12-17-17-17-16
t015 08-16-02-16-34-13-17-34-16-34 ST-45

1016 26-23-13-23-31-05-17-25-16-16-28

1017 15-12-16-16-02-16-02-25-17-24-24

to18 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24

ST-30, ST-36, ST-

38

(CC30, prototype of ST-36, EMRSA-16, USA200 ORSA II

1018 08-16-02-16-02-25-17-24

ST-30

1020 26-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16-28

Zdroj: https://www.spaserver.ridom.de/.

10.6.3. Multilokusova sekvenc¢ni typizace

Metoda je obecné zalozend na sekvenci sedmi genit (97). U MRSA se pouzivaji

nasledujici geny:

arcC (karbamat kindza, Carbamate kinase)

glpF (glycerol kinaza, Glycerol kinase)

gmk (guanylat kindza, Guanylate kinase)

aroE (shikimat dehydrogendza, Shikimate dehydrogenase)

pta (fosfat acetyltransferaza, Phosphate acetyltransferase)
tpi (tridzafosfat izomerdza, Triosephosphate isomerase)

yqiL (acetyl-koenzym A acetyltransferaza, Acetyl coenzyme A acetyltrasferase)
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Srovnanim sekvenci s databazi znamych alel vznikne konkrétni alelicky profil (ST,
sekvenéni typ, Sequence type), piesn¢ definujici dany izolat. Pfes narocnost provedeni
metody a souvisejici naklady jsou poskytované vysledky srovnatelné s vysledky ziskanymi
referencni Smal makrorestrik¢éni analyzou. Metoda se 1iSi se nizsi rozliSovaci schopnosti ale
lepsi reprodukovatelnosti (98). Diky moznosti seskupovani izolatti do klonalnich komplext
(CC, Clonal complex), lze sledovat jejich evolu¢ni vztahy v dlouhodobych globalnich
studiich, analyza tedy umoziuje sledovat zmény sekvenci v redlném case.

Multilokusova sekvencni typizace byla provedena dle diive publikované metodiky (95).
Pouzité primery jsou uvedeny v Tabulce 5. Alelické profily a vysledné ST byly zpracovany
pomoci softwaru BioNumerics (ver. 7.0; Applied Maths). Takto ziskané ST byly pouzity

k odvozeni ptislusnych klonalnich komplexti.

Postup MLST:
1. Provést PCR.
2. Kontrola produktu, vizualizace gelovou elektroforézou.
3. Piecisténi (GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Merck KGaA, Némecko).
4. Provest PCR.
5. Predistit produkt.

6

Sekvenace produktu.

10.6.4. PCR detekce genu mec a SCCmec typizace

Detekce genu mecA a mecC (mecArca2s51) byla provedena podle metodik publikovanych
diive (94, 11). Primery jsou uvedeny v Tabulce 5.

Typy SCCmec byly identifikovany pomoci multiplexni PCR zaloZené na identifikaci
specifickych gentl, jak bylo publikovano (95). Produkt byl nanesen do 1,5% agar6zového gelu
a byla provedena elektroforéza (stejnosmérny proud o napéti 120 V po dobu 40 minut). Po
probéhnuti elektroforézy byl agardézovy gel obarven v roztoku ethidium bromidu a produkt

byl detekovén v transluminatoru.
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Slozky reak¢ni smési PCR pro typizaci SCCmec

Slozky reakcéni smési Obsah slozek
master mix Quiagen 12,5 ul
primery (Tabulka 5) 0,5 ul
voda 0,5 ul
templatova DNA 2,0 ul

10.7. 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 prob&hlou celosvétovou evoluéni studii (17). Klony

MRSA jsou pojmenovany podle fenotypu rezistence (MRSA), ST typu, spa typu a typu

SCCmec (vyjadienym timskou cislici).

10.8. Statisticka analyza

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

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

44



11. Vysledky

11.1. Zakladni charakteristika souboru

Z nehomogenniho souboru 134 dobrovolnikti, ktefi souhlasili s odbérem stéru z nosni
sliznice, bylo 88,8 % (119/134) aktivné praktikujicich veterinait, 4,4 % (6/134) byli
farmaceuti/vyzkumni pracovnici ve veterinarnim lékatstvi a 3,7 % (5/134) byli studenti
veterindrnich Skol, 3,1 % (4/134) zaméstnani neuvedli (Tabulka 6, strana 48). VSichni udavali
pravidelny kontakt se zvitaty. V souboru bylo zastoupeno vice zen (66 %, 88/134), nez muzl

(34 %, 46/134; Graf 3, Tabulka 6, strana 48).

Graf 3. Pohlavi dotazovanych dobrovolnikii

EMuzi EZeny

Mezi Gcastniky byly zastoupeny rizné vékové skupiny, od 22 do 69 let (median 35,5 let;
pramérny veék 37,6 let; Graf 4, Tabulka 6, strana 48).

Graf 4. VEék dotazovanych dobrovolnikii (v letech)
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Mezi dobrovolniky byli jak zacinajici absolventi vysoké Skoly, tak veterinafi s mnohaletou

zkuSenosti, prumérné uvadéli délku vykonavani praxe 10 let (Graf 5, Tabulka 6).

Graf 5. Délka aktivni veterinarni praxe (v letech)

@ student Oméné nez 100 11-20 O 21-30
O 31-40 Evice nez41 MEneuvedeno
2;1% 4;3% ;4%
9: 7%
11; 8%
37: 28% 66; 49%

46



Pievaha testovanych ucastnikii pracovala v Ceské republice (87 %, 117/134), konkrétné

v Jihomoravském kraji (20 %, 26/134). Pouze 5 % (7/134) veterinait uvedlo jako misto prace

Kralovehradecky kraj. Patnéct tdzanych misto zaméstnani neuvedlo (11 %, 15/134), dva (2 %,

2/134) pracovali v zahrani¢ni (Slovenska republika, Belgie). Podrobn¢ misto praxe ukazuje

Obrazek 13 a Tabulka 6, strana 48.

Obrazek 13. Misto vykonavani prace

9]

Liberecky kraj

Ustecky kraj
Kralovéhradecky kraj
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Praha
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kraj
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Moravskoslezsky
kraj

Olomoucky kraj

Zlinsky kraj

47



S ohledem na typ praxe, 57 % (76/134) dotazovanych pracovalo hlavné s malymi zvitaty,
42,3 % (57/134) ve smiSené praxi a pouze 0,7 % (1/134) osetiovalo vylucné velkd
hospodaiska zvitata (Tabulka 6).

Kontakt s malymi zvitaty udavala vétSina dobrovolniki, ktefi na tuto otdzku v dotazniku
odpovédeli. Jako frekventni zde byl povazovan kontakt denné nebo nékolikrat v tydnu,
kontakt méné Casty méa pro prenos MRSA zanedbatelny vyznam. VétSina dotazovanych
(84,3 %, 113/130) uvedla denni kontakt s malymi zvifaty, styk nékolikrat tydné pak
potvdilo 12 % (9/130) z nich. 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) veterinarnich pracovniki. Nékolikrat
tydné méli kontakt se skotem 3 % (4/130), s prasaty 1,5 % (2/130), s ovcemi 3,8 % (5/130)
a s konmi 6,7 % (9/130) veterinati. Ziskané udaje shrnuje Tabulka 6.

Doplitujici anamnestické udaje o sdileni domécnosti se zdravotnickym pracovnikem nebo
o hospitalizaci v poslednich 30 dnech mé¢ly pomoci vyloucit nemocni¢ni piivod zachycenych
nosicskych kment MRSA. Pobyt v nemocni¢nim zafizeni potvrdilo
10 dotazovanych (7,4 %, 10/134), z nichZ jeden udaval hospitalizaci pied 3 mésici 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 charakteristikam typickych

nemocni¢nich MRSA, nebyla zddna vazba na nozokomialni prostiedi prokézéana (Tabulka 6).

Tabulka 6. Zakladni charakteristika 134 dobrovolnika.

Typ vykonavané praxe Pocet

Mala zvirata 76 57,0 %

Hospodarska zviirata 1 0,7%

SmiSena veterinarni praxe 57 42,3 %

Cetnost kontaktu se zviiaty Denné Tydné Mési¢né Méné Celkem

Mala zviiata 113,0 12,0 5,0 22,0 130,0

84,3 % 9,0 % 3,7% 16,4 % 97,0 %

Skot 8,0 4,0 9,0 19,0 21,0
6,0 % 3,0% 6,7 % 14,2 % 15,7 %

Prasata 1,0 2,0 3,0 16,0 6,0
0,7 % 1,5 % 2,2 % 11,9 % 4,4 %
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Ovce 4,0 5,0 7,0 21,0 16,0
3,0 % 3.8% 52% 15,7 % 12,0 %

Koné 7,0 9,0 10,0 1,0 26,0
5,3% 6,7 % 7,4 % 0,8 % 19,4 %

Vékovy median v letech 35,5

(rozmezi) (22-69)

Priumérna doba praxe 10

v letech (rozmezi) (1-45)

Pracovni pozice Pocet

Veterinar 119 88,8 %

farmaceut/vyzkumny prac. 6 44%

Student 5 3,7%

Neuvedeno 4 31%

Misto vykonavani prace Pocet

Ceska republika 117 87 %

Slovenska republika 1 1 %

Belgie 1 1 %

Neuvedeno 15 11%

Anamnéza hospitalizace v poslednich 30 dnech Pocet

Ano 10 7,4 %

Ne 124 92,6 %

Spole¢na doméacnost s pracovnikem ve zdravotnictvi Pocet

Ano 22 16,4 %

Ne 112 83,6 %

11.2. Vysledky kultivaéniho vySetieni

Predpokladanym kultivaénim nalezem byl prikaz bézné flory kolonizujici nosni sliznici.

V hornich dychacich cestach ji tvofi zejména koagulaza negativni stafylokoky, zastupci

Corynebacterium spp., Nesseria spp., viridujici streptokoky a vzacné koliformni mikrobi.

Negativni kultivaéni nalez byl u 3,73 % (5/134) vzorkd.
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Nosicstvi Staphylococcus intermedius/pseudintermedius (S. intermedius/pseudintemedius),
bylo identifikovano v 1,5 % (2/134) ptipadii. Jedna se o bézného komenzéla i patogena u pst
a kocek. Spolehlivé odliSeni obou druhil je mozné jen pouzitim genetickych metod a nebylo
pfedmétem této prace (99). S. aureus byl potvrzen ve 29,9 % (40/134) vzorki, z nichZ se
v 22,5 % (9/40) ptipadl jednalo o kmeny MRSA. Celkova prevalence nosi¢stvi MRSA
u veterinafti byla stanovena na 6,7 %. VSechny kmeny MRSA byly zachyceny jiz béhem

primokultivace.

11.3. Vysledky fenotypového vySetieni citlivosti k antibiotikiim

Vysledek diskového difuzniho testu pro cefoxitin 30 pg ukazuje Tabulka 8. V souladu
sdanym spa typem a SCCmec typem, vykazovaly kmeny typicky profil rezistence
k antibiotikiim. VSechny kmeny MRSA byly rezistentni k penicilinu a citlivé k vankomycinu
a linezolidu. Kromé& spa t003 byly vSechny izolaty rezistentni k tetracyklinu. Kmeny t011,
t2330 byly navic rezistentni vic¢i gentamicinu a ciprofloxacinu a t034 byl rezistentni
k erytromycinu a klindamycinu. Nemocni¢ni kmen spa t003 vykazoval rezistenci
k erytromycinu, klindamycinu, chloramfenikolu, ciprofloxacinu, gentamicinu a trimethoprim/
sulfamethoxazolu. Hodnoty MIC testovanych antibiotik uvadi Tabulka 7, vysledky shrnuje
Tabulka 10, strana 55.

Tabulka 7. Hodnoty MIC testovanych antibiotik v mg/l

Breakpoint V13 V26 V17 V45 V27
PEN C<0,125 R>0,125 4 2 4 2 2
CXT ™ ) >16 > 16 > 16 >16 > 16
ERY C<l1 R>2 0,25 0,25 > 8 0,25 0,25
CLI C<0,25 R>0,5 0,06 0,12 > 4 0,06 0,06
LNZ C<4 R>4 2 2 1 2 2
CMP C<8 R>38 4 8 16 8 8
TET C<l1 R>2 > 8 > 8 <1 > 8 > 8
CcIp C<l1 R>1 > 8 > 8 > 8 > 8 > 8
SXT Cc<2 R>4 0,125 0,125 > 4 0,125 0,125
GEN Cc<l1 R>1 >16 > 16 4 16 > 16

50



VAN Cc<2 R>2 1 1 1 1
Breakpoint * V78 V73 V129 V122
PEN C<0,125 R>0,125 2 > 4 2 2
CXT ™ ") > 16 >16 >16 > 16
ERY Cc<l1 R>2 0,25 > 8 0,25 0,25
CLI C<0,25 R>0,5 0,12 > 4 0,06 0,12
LNZ C<4 R>4 2 1 1 2
CMP C<8 R>8 4 4 4 8
TET C<l1 R>2 > 8 > 8 > 8 > 8
CcIp C<l1 R>1 > 8 0,25 > 8 > 8
SXT Cc<2 R>4 0,125 0,125 0,125 0,125
GEN c<l1 R>1 > 16 0,25 > 16 > 16
VAN Cc<2 R>2 1 1 1 1

) Hodnoceni bylo provedeno dle breakpointd stanovenych EUCAST. The European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters.

Version 7. 1. 2017. Dostupné z: http://www.eucast.org.

" S. aureus s hodnotami MIC cefoxitinu > 4 mg/l je rezistentni k meticilinu, spolehlivéji rezistenci detekuje

diskovy diftzni test s cefoxitinem (30 ug). Broekema NM, Van TT, Monson TA, Marshall SA, Warshauer DM.

Comparison of Cefoxitin and Oxacillin Disk Diffusion Methods for Detection of mecA-Mediated Resistance in

Staphylococcus aureus in a Large-Scale Study. J Clin Microbiol. 2009;47(1):217-9.

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

PEN - penicilin, CXT - cefoxitin, TET - tetracyklin, GEN - gentamicin, CIP - ciprofloxacin, ERY - erytromycin

(vysledek erytromycinu plati i pro ostatni makrolidy), CLI - klindamycin, LNZ - linezolid, CMP -

chloramfenikol, SXT - kotrimoxazol, trimethoprim/sulfamethoxazol, VAN - vankomycin

C - citlivy, R - rezistentni

Tabulka 8. Vysledky diskového difizniho testu pro cefoxitin 30 ug

Vysledky méfeni jsou uvedeny v milimetrech. Breakpoint je C <25 R >25 7.
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Kmen V13 V26 V17 V45 V27 V78 V73 V129 V122

CXT 10 6 6 6 6 10 6 14 12

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

CXT - cefoxitin

) Hodnoceni bylo provedeno dle breakpointi stanovenych EUCAST. The European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters.

Version 7. 1. 2017. Dostupné z: http://www.eucast.org.
11.4. Molekularné-biologicka analyza

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

11.4.1. Vysledek spa typizace a BURP analyzy

Izolaty MRSA byly klasifikovany do 4 riznych spa typt. Tfi z nich (t003, t2330
a t034) byly zastoupeny pouze po jediném izolatu, ale vétSina kmenil (67 %, 6/9) nalezela
k spa typu t011 (Tabulka 10, strana 55).

Podle vyslednych spa typt byla provedena analyza klonalni pfibuznosti (BURP). Spa typ
t011 byl urCen jako zakladatel spa-klondlniho komplexu spa-CC11. Spa t2330 a t034 patfily
do stejného, vyse uvedeného spa-klonalniho komplexu, zatimco v ptipadé spa t003 se jednalo

o singleton. Schématické zndzornéni ptibuznosti spa typt ukazuje Obrazek 14.

Obrazek 14. Graficky vysledek analyzy pribuznosti pomoci algoritmu BURP

spa-CC11 singleton

@ £2330 . L0111 @ t034 & t003
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11.4.2. Vysledek multilokusové sekven¢ni typizace

Vétsina typizovanych izolath nélezela do CC398, ktery byl reprezentovan ST398 (78 %,
7/9) a ST4894 (11 %, 1/9). ST225 nélezici do CCS5 byl zachycen v jednom piipade (11 %,
1/9). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10, strana 55.

11.4.3. Vysledky detekce genu mec a SCCmec typizace

U vSech izolath MRSA byl prokazdn gen mecA, jak ukazuje Tabulka 10, strana 55.
Amplifikovany fragment mecA vizualizovany gelovou elektroforézou mél velikost 162 bp
(fragment genu mecC by mél velikost 138 bp).

Prokazany byly tfi typy SCCmec, vétSina izolath nesla typ IV (78%, 7/9), po jednom
izolatu byl stanoven typ Il a V (1%, 1/9). Vysledné SCCmec typy ukazuje Tabulka 10,
strana 55 a Obrazek 15. Tabulka 9 ukazuje hodnoceni SCCmec typizace a kontrol.

Obrazek 15. Vysledek typizace SCCmec vizualizovany gelovou elektroforézou

M 129 COL BK2464 HU25 HDE288

PER34 HUSA304 HDG2

M — marker
Cisla 13, 17, 26, 27, 45, 73, 78, 122, 129 - laboratorni ozna&eni testovanych kmenit MRSA
COL, PER34, BK2464, HUSA304, HU25, HDG2, HDE288 - oznaceni kontrolnich kmenti
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Tabulka 9. Hodnoceni SCCmec typizace a kontrol

SCCmec typ band (bp) celkovy pocet
bandi
| CIF2 (495), dcs (342), mecA (162) 3
II dcs (342), ccrB2 (311), kdp (284), mecl (209), mecA (162) 5
111 RIF5 (414), SCCmecllll1 (243), mecl (209), mecA (162) 4
IVa,b,c,d, g, dcs (342), ccrB2 (311), mecA (162) 3
h
IVe f ccrB2 (311), mecA (162) 2
\% ccrC (449), SCCmecVJI1 (377), mecA (162) 3
VI dcs (342), mecA (162) 2

Pozitivni kontrola COL PER34 BK2464 HUSA304 HU25 HDG2 HDE288

SCCmec typ I Ia II I [Mla IIIb VI

CIF2, dcs, mecA, ccrB2, kdp, mecl, RIFS, SCCmeclll J1 — pouzité primery
COL, PER34, BK2464, HUSA304, HU25, HDG2, HDE288 — oznaceni kontrolnich kment

Upraveno podle Milheirigo C, Oliveira DC, de Lencastre H. Multiplex PCR strategy for subtyping the

staphylococcal cassette chromosome mec type IV in methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus: ,,SCCmec

IV multiplex". J Antimicrob Chemother. 2007;60(1):42-8.
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Tabulka 10. Charakteristika kmenia MRSA.

kmen MRSA V13 V26 V27 v4s V73# V122 V129 V78 V17
CC 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-  3-35-19-2- 3-35-19-2- 3-35-19-2- 3-35-19-2- 3-35-1-2- 1-4-1-4-12-
profil? 20-26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 20-26-39 25-10
spa typ t011 t2330 t011 t011 t034 t011 t011 t011 t003
Repetice 08-16-02-  08-16-02-  08-16-02- 08-16-02-25- 08-16-02-25-  08-16-02-  08-16-02-25- 08-16-02- 26-17-20-17-
25-34-24-  25-34-24-  25-34-24- 34-24-25 02-25-34-24-  25-34-24-25 34-24-25 25-34-24-  12-17-17-16
25 25-25 25 25 25
Spa-CC spa-CC11  spa-CC11  spa-CCl11 spa-CCl11 spa-CCl11 spa-CCl11 spa-CCl11 spa-CCl11 singleton
mec mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA mecA
SCCmec typ v v v v v 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, CLIL, GEN, GEN, GEN, CLlI,
CIP, CIP CIP CIP TET CIP CIP CIP CIP.
SXT CMP,
GEN,
STX
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Rizikové zadny Hospit. zadny Denni zadny Kontakt s Denni zadny zadny

faktory (pted 3 kontakt se MRSA kontakt se
meésici) zdr. pozitivnim  zdr.
pracovnikem zvifetem pracovnikem
(pred
tydnem)

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

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

trimethoprim/sulfamethoxazol

CC - klonalni komplex, spa-CC - spa-klonalni komplex

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

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

# kmen od veterinaie, ktery pracuje na Slovensku
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12. Diskuze

Osoby kolonizované MRSA maji prokazateln¢ vyssi riziko rozvoje infekce (100). Takové
infekce jsou endogenniho puvodu, bakterie pronikne za vhodnych podminek kazi nebo
sliznicemi (napft. po chirurgickych zakrocich). Molekuldrné genetické studie podporuji shodu
mezi izolaty z nosni sliznice od asymptomatickych nosict s izolaty, které nasledné zpisobily
infekcei u prislusného pacienta (101).

Vyssi prevalence nosi¢stvi MRSA u veterindrniho personalu byla prokdzdna mnoha
studiemi po celém svéte. V Evropé se, dle geografické zavislosti, pohybuje od 0,7 % (102)
do 45 % (40). Tradi¢ni tidaje o vysoké prevalenci pochazeji ze zemi s rozvinutou zivocisSnou
vyrobou, jako je 45 % v Némecku (40), 43,8 % v Nizozemi (103) a 12,5% v Dansku (104).
Druh veterindrni praxe, mira Zivoci$né vyroby, frekvence kontaktu se zvifaty, doba expozice
1 samotny design studie jsou faktory vedouci k rozdilim prevalence na mezinarodni Urovni.
Ptiklady jsou uvedeny v Tabulce 11. Za nejvice rizikovy je ale v§eobecné povazovan kontakt
s prasaty, jak se shoduje vétsina praci. O situaci v Ceské republice chybi aktualni tdaje. Prvni
zminku uvadi danska studie z roku 2007, ktera sledovala nosi¢stvi u veterinaia tcastnicich se
konference zamétené na chov prasat. Mezi testovanymi Uc€astniky bylo i 5 dobrovolnika
z Ceské republiky, jejich vysledky byly ale MRSA negativni (104). Studie podobného
designu provedena piimo v Ceské republice v roce 2008 odhalila 0,7 % (2/280) kolonizaci
veterindrnitho persondlu (102). Zachycené kmeny ale nebyly LA-MRSA a prevalence
nosic¢stvi odpovidala ofekavané prevalenci ve zdravé populaci bez rizikovych faktori (105).
V evropskych podminkéach se nosic¢stvi CA-MRSA pohybuje kolem 1 %, resp. v Némecku
0,7-1,3 % (106, 107), ve Velké Britanii 1,9 % (108), ve Francii 1,02 % (30) a v Italii 0,12 %
(109). CA-MRSA je nové se objevujicim patogenem i ve veterinarnim lékafstvi, o cemz
svédci napiiklad dokumentovany pfenos mezi prasaty a farmati (110).

Podle vysledkli aktudlni prace byla prevalence nosi¢stvi MRSA u pracovnikli ve
veterinarnim lékatstvi 6,7 % [9/134, 95 % interval spolehlivosti (CI) (3,12, 12,37)]. Typickeé

komunitni kmeny nebyly u zdravych dobrovolniki v této praci detekovany.



Tabulka 11. Piehled evropskych dat tykajicich se prevalence nosi¢stvi MRSA

u veterinarnich pracovnikii v letech 2006-2015

Zaméreni Rok studie Zemé Pocet nosici MRSA / Lit.
pocet ucastniki studie
mala zvifata 2006 Velka 14/ 88 16 % (111)
Britanie
ucastnik konference 2006 Nizozemi 7/179 3,9% (112)
(smiSend)
ucastnik konference 2006/7 Déansko 34/272 12,5 % (104)
(prasata)
ucastnik konference 2006/7 Dansko 11/702 3.9% (113)
(smiSena)
ucastnik konference 2008 Ceska 2/280 0,7 % (102)
(smiSena) republika
prasata 2009 Némecko 22/ 49 45,0 % (40)
prasata, dobytek 2008/9 Nizozemi 60/137 43,8 % (103)
ucastnik konference 2008/9 Némecko 45/225 20,0 %
ucastnik konference 2010 Italie 2/128 1,6 % (114)
(mala zvirata)
ucastnik konference 2010 Svycarsko 14/340 3,8 % (115)
(smiSena)
ucastnik konference 2011 Velka 8/307 2,6 % (116)
(dobytek) Britanie
prasata 2014 Nizozemi 40/135 29,6 % (117)
koné 2015 Némecko 67/349 19,2 % (118)

Upraveno podle Goerge T, Lorenz MB, van Alen S, Hiibner N-, Becker K, Kéck R. MRSA colonization and
infection among persons with occupational livestock exposure in Europe: Prevalence, preventive options and
evidence. Vet Microbiol. 2017;200:6—12.

Tato prace mezi cCeskymi veterinarnimi pracovniky potvrdila dominanci typicky

evropského zvitectho MRSA CC398, ktery byl reprezentovany ve vétSing piipadi ST398

(78 %, 7/9). V jednom ptipad¢ byl zachycen piibuzny ST4894, jednolokusova varianta (SLV,

Single locus variant), ktery také nalezi k CC398. Ojedinéle zachyceny CC5/ST225 patii svym
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molekularné genetickym profilem k typickym nozokomidlnim liniim, které nyni cirkuluji
v nemocnicich v Ceské republice. Jsou hlageny také ze sousednich statd, jako je Némecko
nebo Polsko (21).

Nejbéznéjsim ST vyskytujicim se u hospodaiskych zvifat v Evropé je pravé ST398.
Kolonizace nebo infekce byly popsany u vétSiny hospodaiskych zvifat, jako jsou
prasata (119), skot (120), ovce (121), kon¢ (122) nebo dribez (42). Pfenos ze zvifete na
Clovéka azcClovéka na zvife byl dobfe dokumentovan (51). Nasleduje vétSinou po
dlouhodobém, opakovaném a uzkém kontaktu s kolonizovanym zvifetem (38) nebo
prostfednictvim kontaminovaného vehikula, kterym je maso (123) nebo mlécné
vyrobky (124). Aby bylo mozné monitorovat a branit kontaminaci potravniho fetézce, je
nutné porozumét zdrojim a dynamice pienosu.

Né&kolik studii se zabyvalo pfitomnosti 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 (125). Obdobny nélez potvrdila i jina studie,
kdy MRSA pozitivni mléko (1,6 %, 2/120) pochézelo od dvou krav zjednoho stada
s ptiznaky mastitidy (126). Ojedinéle byla MRSA nalezena v mléku kozim (1,3%, 1/76),
zaroven byly na stejnych farméch provedeny stéry z krku a nosni sliznice chovateld zvitat
(v celkovém poctu 18 stért). Pozitivnim nosicem MRSA byl pouze jeden farmai ze stejné
kozi farmy, kde byla MRSA prokazana i v kozim mléce. Stéry (celkem 81 vytérli z nosni
sliznice) zvifat ze stejnych farem MRSA neprokazaly (125). Pfitomnost MRSA na kozi farmé
prokézala 1 studie z roku 2016, kdy byla zachycena u tfech zvitat (ve stéru z nosni sliznice
arekta 3 %, 3/90) iudvou osob oSetfovatelského personalu. MRSA zde byl nalezen ve
vzorcich z prostiedi (20 %, 3/15). VSechny zde zachycené MRSA kmeny obsahovaly mecA,
vSechny byly také rezistentni k tetracyklinu a néalezely k ST398. Takové vysledky nasvédcu;ji
moznému prenosu kmenit MRSA mezi zvifaty, prostfedim a chovateli (127). Rizikovy je
zejmeéna styk se zvifaty s projevem infekce, naptiklad s mastitidou (128).

Kmeny izolované z prasat a vepifového masa v Ceské republice pattily také k ST398,
zatimco kmeny ziskané od skotu naleZely k vice sekven¢nim typlim. Nejcastéji detekovanymi
spa typy byly t011 a t034 (129). Vzorky z rznych ¢eskych prasecich farem, jatek 1 trzni sité
byly testovany 1 v letech 2013-2015, kdy bylo zachyceno 51 kmentit MRSA (celkem 890
vzorkll). VétSina nalezela k CC398 (92,2 %, 47/51), 4 izolaty (7,8 %, 4/51) byly non-
CC398 (130). Uvedené studie jsou dikazem, ze CC398 cirkuluje v ¢eskych hospodaiskych
chovech, odkud kontaminuje potraviny Zivocisného plvodu. MiZze tak byt zdrojem LA-

MRSA pro chovatele zvifat, veterinafe i konzumenty. Nicméné situace v Ceské republice je
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dobfe monitorovana a postizeni chovii neni tak masivni, jak je hlaSeno ze sousednich
evropskych statd. V zemédélstvi Ceské republiky také netvofi zivociSna vyroba tak
vyznamnou polozku, jako je tomu napf. v sousednim Némecku. Srovnani zivocisSné vyroby

obou zemi uvadi Tabulka 12.

Tabulka 12. Zivo¢i$na vyroba v Ceské republice a v Némecku za rok 2019

Rok Pocty prasat Pocty skotu Pocty ovci Pocty koni
Ceska 1 544 084 1418 106 213 068 36 908
republika

Némecko 25900 000 11 600 000 1 559 000 nezjisténo

Podle vysledkii Ceského statistického tGfadu (https:/www.czso.cz/csu/czso/soupis-hospodarskych-zvirat-k-1-4-
2019) a DESTATIS. Statistisches bundesamt 2019 (https://www.destatis.de/DE/Themen/Branchen-

Unternehmen/Landwirtschaft-Forstwirtschaft-Fischerei/Tiere-Tierische-Erzeugung/ inhalt.html).

Enviromentélni faktory, zejména prach, hraji také vyznamnou roli v pienosu MRSA. Bylo
zjisténo, Zze LA-MRSA dobfte pteziva v zemédélském prachu 5 dni. V zévislosti na pocatecni
koncentraci ho tam lze nalézt aZ po dobu né¢kolika tydnt (131). Pfitomnost LA-MRSA
v prachu pochazejicim z prasedich farem napti¢ Ceskou republikou bylo potvrzeno studii
provedenou v roce 2008. Pét pozitivnich vzorkl (1,8 %, 5/283) nélezelo k n¢kolika riznym
genotyptim (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 (132).

Nosi¢ské kmeny ziskané od veterinaiti testovanych v této studii nalezely ke spa typtim
t011, t034 a t2330. Prvni dva patii mezi nejcCastéjsi spa typy prokazané u zvitat a zivociSnych
produktii v Ceské republice (129). Spa t034 byl detekovan od veteriniky pracujici ve
smiSené veterindrni praxi na Slovensku. Tento spa typ byl dokumentovan v roce 2014 jako
dominujici u prasat pochéazejicich ze Slovenska (133). V Evropé¢ je vSeobecné dokumentovana
spiSe prevalence spa typt t108 a t567 (134), ty ale nebyly u veterindii v nasi studii
prokazany.

Vzorky byly ziskany celkem od 134 dobrovolnikii, coz je soubor, ktery je srovnatelny se
soubory testovanymi obdobnymi evropskymi studiemi. Moznost porovnani umoziuje

Tabulka 11. Jedna se o pfiblizng 3 % z aktivnich veterinarnich 1ékaitt v Ceské republice.
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Podle Komory veterinarnich 1ékaiti Ceské republiky bylo ke dni 26. srpna 2019 registrovano
4205 soukromych veterinarnich 1ékait, ktefi tvoii vétsinu praktikujicich odbornikti v Ceské
republice. V nasi zemi tvofi veterinarni 1ékafi se specializaci na drobné zvitata 70 %, ostatni
vykonavaji praxi smiSenou a zaméiuji se na péci o mald i hospodaiskd zvifata. Veterinaii
specializovani pouze na velkd hospodaiska zvifata maji minimalni zastoupeni. Témto
statistickym udajiim odpovida i slozeni testovaného souboru. S ohledem na typ praxe, 57 %
(76/134) pracovalo hlavné s malymi zvitaty, 42,3 % (57/134) ve smiSené praxi a pouze 0,7 %
(1/134) pecovalo vylucné o velka hospodarska zvirata.

Pravidelny kontakt s velkymi hospodaiskymi zvifaty mélo v souboru 51,5 % (69/134)
dotazovanych. S prasaty, jakozto s nejCastéjSim zdrojem LA-MRSA, pracovalo
jen 4,4 % (6/134) veterinait. VEtSina pracovnika (97 %, 130/134) se vénovala prevazné péci
o doméci mazli¢ky. Proto je sporadicky zachyt S. intermedius/S. pseudintermedius v této
testované skupiné prekvapujici. Sdileni téchto bakterii mezi domécimi mazlicky a jejich
majiteli bylo dobfe dokumentovano (135). Naopak S. aureus neni typickd komenzalni
bakterie u domacich zvitat, prevalence byva popisovana v méné nez 10 % ptipadu.
U zdravych psti a kocek se MRSA nachazi jest€ méné Casto. Ukazuje to naptiklad studie
z Portugalska, kde bylo nosi¢stvi MRSA u pst prokazano v 0,7 % a u kocek < 4 % (136).
Podobné tomu bylo ve studii z Velké Britanie, kde byli psi kolonizovéani v 2,3-9 % a kocky
v 1,48 % (137). Veterinafi jsou z titulu své profese spiSe ve styku se zvifaty nemocnymi,
u kterych je 1 MRSA detekovana Castéji, naptiklad u kocek se SSTI stoupéd prevalence az
na 29 %. Stejné jako je tomu u lidi, také u zvitat zvySuje riziko akvizice MRSA anamnéza
predchozi operace, hospitalizace, 1écba antibiotiky nebo kontakt s lidmi kolonizovanymi
MRSA (138).

Izolaty MRSA cirkulujici u pst a kocek patii prevazné k nozokomidlnim kmenlim, které
nachdzime c¢asté&ji u lidi (139). Jejich pfenos na domaciho mazlicka pak mize byt pro majitele
znovu zdrojem piipadné rekolonizace/reinfekce (140). Piikladem je vyskyt kanadského
epidemického klonu CMRSAS (USA500), ktery ac typicky nozokomidlni, byl prokazan mimo
jiné u pst a koni (32). Také u kocek byl prokdzan vyskyt MRSA nesouci SCCmec typ II,
ktery je nejCastéji spojovan s lidskymi nemocni¢nimi infekcemi (141). V popisovaném
souboru byl zachycen jeden nemocni¢ni kmen ST225-t003-II. Jednd se o CC5 aktualné
dominantni v ¢eskych nemocnicich. Nosi¢ tohoto kmene vylouc€il anamnesticky kontakt se
zdravotnickym zafizenim v obdobi pfedchéazejicim 30 dni pfed odbérem nebo sdileni
domacnosti se zdravotnickym pracovnikem. Nicméné nemiizeme vylouc¢it moznost kontaktu

v obdobi del§im, nez bylo dotazovano. HlaSena stfedni doba trvani kolonizace MRSA se
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pohybuje od 21 dnli do deviti mésict ¢i dokonce nékolika let (142). Pro ucely této studie byla
zvolena jasn¢ definovana lhita, aby se dotazovanym casovy udaj snaze vybavil
a anamnestickd data mohla byt validné zpracovéana.

Tato prace prokazala, ze nosicstvi MRSA u veterindrniho personalu bylo primarné
spojeno s kontaktem s malymi zvifaty. Statistickd vyznamnost tohoto zjisténi ale nebyla
prokdzana, Cetnost pozitivniho néalezu je zde pfili§ nizka na to, aby mohla byt zobecnéna.
Nosicské kmeny veterinait odpovidaly genotypovou charakteristikou spise kmenim
typickym pro prasata a ostatni hospodaiska zvirata. Sekvencni typ ST398, ktery byl na
veterinafe prenesen tedy pravdépodobné ze psti nebo kocek, mize pochazet ptivodné od jejich
majiteld, kteti jsou v pravidelném kontaktu s dobytkem (143). Tato anamnesticka skutecnost
nebyla v préci dotazovana.

Vsechny nosic¢ské zviteci kmeny spa t011 vykazovaly typickou rezistenci k tetracyklinu,
dale pak ke gentamicinu a k ciprofloxacinu. Kmen spa t034 byl navic rezistentni
k makrolidim. Tetracyklin byl v minulosti Siroce uzivan v zeméd€lské vyrobé, zejména
v chovech prasat (144). Gastrointestindlni bakteridlni infekce je béZnym onemocnénim
postihujici ZivociSnou produkci a je tedy dlivodem pro antibiotickou 1é¢bu. V této indikaci byl
napiiklad v Dansku nejcastéji pouzivanym antibiotikem pro peroralni 1é¢bu tetracyklin. Byla
tak prednostn¢ 1éCena selata trpici infekci zplsobenou Lawsonia intracellularis (145).
Nicméngé, tetracyklin-rezistentni kmeny MRSA se vyskytuji i u koni, pfestoZe se u nich toto
antibiotikum pf#ili§ nepouziva (146). U skotu byly nalezeny kmeny MRSA vétSinou rezistentni
na betalaktamova antibiotika, k tetracyklinu, erytromycinu a gentamicinu (138). Klonalni
komplex CC398 byva casto rezistentni k ciprofloxacinu (147). Také izolaty od domaécich
mazlickl  z Rakouska, Belgie, Némecka, Irska a Portugalska byly rezistentni
k fluorochinolontim, pravdépodobné jako disledek schvaleni jejich pouzivani ve veterinarnim
lékatstvi v polovingé roku 1990 (138). Alarmujici jsou zpravy o ndlezu kmenit MRSA

s rezistenci k zaloznim antibiotikiim, jako je vankomycin nebo linezolid (148).
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13. Zavér

Vyskyt MRSA u zvifat ur€enych k produkci potravin a domacich mazlicki predstavuje
vaznou hrozbu pro vetejné zdravi. Vyskyt identickych kmenti LA-MRSA u osob v blizkém
kontaktu se zvifaty a jejich svéfenci dokazuje obousmérny ptfenos. Je znamo, ze kmeny
pochazejici od zvitat kolonizuji a infikuji Cloveka, ale ¢lovék byl pivodnim zdrojem této
bakterie, ktera se zvifecim hostitelim evolu¢né pfizptisobila.

Tato studie ukazala rostouci prevalenci nosi¢stvi MRSA u veterindrniho personalu
a potvrdila u nich pfitomnost zvifecich i nozokomidlnich kmend. Prevalence byla stanovena
na 6,7 %, coz predstavuje nartst, oproti vysledkim z roku 2008. Pozornost by méla byt proto
vénovana zvySené mife kolonizaci v této profesni skupin€, zejména pted pfijetim takového
pacienta k hospitalizaci. Peclivy odbér pracovni anamnézy by mél byt v klinické praxi
doplnén o tudaje tykajici se kontaktu se zviraty. Tento rizikovy faktor by nemél byt
podcenovan zejména u pacientii pred chirurgickymi zakroky, nebot’ zde nastava nepopiratelné
vy$si riziko vyskytu infekénich komplikaci v pooperacnim obdobi. U téchto jedinct by mélo
byt zajisténo screeningové kultivacni vySetfeni na zjiSténi pfitomnosti MRSA a na zakladé
pozitivniho vysledku by mélo byt pfistoupeno k nastaveni i€innych preventivnich opatieni.

U veterinarnich profesionalti bylo prokazano 9 kmenti MRSA, které byly zarazeny do
5 genotypu. VétSinou se jednalo o kmeny zvifeciho pivodu, véetné ST398-t011-IV (n = 5),
ST398-t2330-IV (n = 1), ST398-t034-V (n = 1) a ST4894-t011-1IV (n = 1). Tyto kmeny jsou
domacich mazlickt, se kterymi byli kolonizovani veterinafi v ¢astém kontaktu. Kmen ST225-
t003-II (n= 1) odpovidd nemocni¢ni linii, kterd se aktudlné s vysokou prevalenci Sifi
zdravotnickymi zafizenimi v Ceské republice. Tento ojedindly nalez nasvédéuje tomu, Ze

humanni linie MRSA se mezi zvitaty vyskytuje spiSe sporadicky.
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