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1. Abstrakt

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus byl poprvé popsan v Anglii
vroce 1961 po zavedeni methicilinu do praxe. Rezistence na methicilin je
zpusobena pfitomnosti genu mecA, ktery kbéduje pozménény druh
penicilinvazajiciho proteinu PBP2a. Methicilin-rezistentni Staphylococcus
aureus je rezistentni vic¢i vSem beta-laktamim, v€etné jejich kombinaci
s inhibitory beta-laktamaz.

Vyskyt téchto rezistentnich kmend v nemocnicich mé& zésadni vliv na
morbiditu a mortalitu hospitalizovanych pacientd a v nemalé mife i na
ekonomickeé aspekty nakladnosti |eCby.

Vyskyt methicilin-rezistentnich Staphylococcus aureus vCR je ve
srovnani s nékterymi zemémi zapadni Evropy pfiznivy, situace se rychle méni,
a proto je tfeba reagovat preventivnimi a konkrétnimi léebnymi a
oSetfovatelskymi postupy.

Zvyseny pocet infekci zpusobenych methicilin-rezistentnim
Staphylococcus aureus a jejich rychlé Sifeni v €eskych nemocnicich je
dasledkem nedodrZovani protiepidemickych opatfeni a nadmérného uZzivani
antibiotik.

Vysledkem této prace ma byt analyza rizik vyskytu methicilin-
rezistentniho Staphylococcus aureus, jehoZ piitomnost a Sifeni vCR je
komplikaci pro zdravotnicka zafizeni.
jejichz cilem je zabranit Sifeni rezistentnich kmenu a eliminovat riziko vzniku

vaznych infekci s omezenymi moznostmi antibiotické IéCby.



2. Cil prace

Cilem prace je zpracovat analyzu rizik vyskytu MRSA na zakladé
zvolenych kritérii, pomoci kombinace dvou sloZzek, a to pravdépodobnosti
vyskytu rizika a odhadu jeho zavaznosti.

Teoreticka  Cast prace je zaméfena na molekularné-biologickou
charakteristiku bakteridlniho druhu Staphylococcus aureus a MRSA.
Laboratorni ¢ast prace popisuje bézné kultivatni techniky, stanoveni
antibiogram a bezkutivaéni metody. V dalSi Casti prace uvadim piehled
vyskytu MRSA a doporuceny postup opatfeni ve zdravotnickych zafizenich.
Posledni kapitola obsahuje nové laboratorni metody a moznosti IéCby MRSA, i

kdyz nékteré ve stadiu vyzkumu.



3. Zkratky

MRSA methicilin-resistant Staphylococcus aureus
mecA gen

PBP transpeptidaza

PBP2a enzym, penecilinvazajici protein

PCR polymerazova fetézova reakce

(z anglického Polymerase Chain Reaction)

EARSS European Antimicrobial Resistence Surveilance Systém
DNA deoxyribonukleova kyselina

JIP jednotka intenzivni péce

PVL Panton-Valentine leukocidin



4. Teoretickd c¢ast

4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie kulovitého typu. Je
puvodce hnisavych infekci kize, ran, kosti, sepsi i enterotoxik6zy. Mnohé tvori
enzym penicilindzu, ktery Stépi bézna penicilinova antibiotika, a proto je nelze
pouzit k IéEbé. (RySkova, 2000)

4.1.1 Morfologie

Grampozitivni koky (v mikroskopickém obrazu tmavémodré) o prameéru
1 um, usporadané ve dvojicich, tetradach nebo ve velmi kratkych Fetizcich, ale
predevsim v nepravidelnych shlucich tvaru hroznd. Jsou nepohyblivé a netvori

spory. (Votava a kol., 2003)
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Obr. 1 Grampozitivni koky

4.1.2 Antigenni stavba, genetika

Bunécna sténa stafylokokd obsahuje peptidoglykan (murein), kyselinu
teichoovou a protein A. Peptidoglykan podnécuje uvolfovani cytokinG
z makrofagll, aktivaci komplementu a shlukovani krevnich desti¢ek. Hlavni
antigenni determinantou je skupinové specificky polysacharid A, ktery se
uplatriuje v adhezi na sliznice a rany. Protein A je bilkovinnou souc¢ésti buné&né
stény a spoleénym skupinovym antigenem vétSiny kmend. Schopnost

nespecificky reagovat s Fc-fragmentem imunoglobulinG chrani stafylokoka pred



opsonizaci protilatkami a méa i schopnost plsobit proti ucinku komplementu a
fagocyta.
Genom Staphylococcus aureus obsahuje fadu profagl, transpozomu a
inzerénich sekvenci. Pfenos gent mezi kmeny probihda pomoci transdukce. To
se tyk& i genu rezistence na antibiotika umisténych na plazmidech. (Votava a
kol., 2003) Kmeny izolované z nemocni¢niho prostfedi obsahuji plazmidy
dvojiho druhu:
1) velky plazmid 2 107 daltond, jehoz replikace je fizena chromosomem a
determinuje produkci penicilinazy a rezistenci k erytromycinu
2) plazmid 3 106 daltond nese rezistenci k tetracyklinim a chloramfenikolu
(web 3. LF UK)

4.1.3 Kultivace

Staphylococcus aureus roste dobfe na béznych kultivacnich puadéch
v Sirokém rozmezi teplot (7-46C), rastové optimum je 37<C. Je fakultativn &
anaerobni, nenédro¢ny, osmoticky rezistentni, roste i na padé s obsahem 7,5%
NaCl. V tekutych pudéach roste v zakalu, tvofi vyrazny sediment. Na pevnych
pudach roste v koloniich 1 az 3 mm velkych, jsou neprahledné, pigmentované,
maji krémovitou konzistenci s hladkym povrchem a rovnym okrajem. Kolem
kolonie byva v rizném stupni vyjadiena beta-hemolyza. (Votava a kol., 2003)

Obr.2 Staphylococcus aureus (web 3. LF UK)
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4.1.4 Faktory virulence

Staphylococcus aureus je vybaven faktory virulence, které délime na
povrchové a extracelularni.
K povrchovym faktorim patfi — peptidoglykan, protein A, pouzdra, vazana
koagulaza (clumping factor), ktera vaze fibrinogen, méni ho na fibrin a tim
vyvola shlukovani stafylokoku.
Extracelularni faktory virulence lIze rozdélit na enzymy a toxiny. K enzymum
patfi koagulaza, kataldza, hyaluronidaza, lipazy, nukleazy, fybrinolyzin a
penicilinaza. Mezi stafylokokové toxiny se fadi hemolyziny, enterotoxiny, toxin
syndromu toxického Soku a exfoliativni toxiny.
Volna koagulaza reaguje s plazmatickym faktorem za vzniku stafylothrombinu,
ktery katalyzuje zménu fibrinogenu na fibrin. Fibrin vytvafi kolem loZiska
stafylokok ochranny fibrinovy obal, ktery chrani stafylokoky pfed fagocytézou,
protilatkami nebo antibiotiky.
Hyaluronidaza Stépi kyselinu hyaluronovou v mezibunééném tmelu a usnadnuje
Sifeni stafylokoku ve tkanich.
Pantonuv-Valentindv leukocidin vytvafi pory v membrané neutrofild a
makrofagu, coz vede k lyze téchto bunék.

Penicilinaza je beta-laktaméaza kédovana plazmidem. (Votava a kol., 2003)

4.1.5 Patogenita

Stafylokokové infekce Clovéka jsou exogenniho nebo endogenniho
puvodu. Klinicka manifestace je projevem aktivity toxinG (syndrom oparené
kGze, syndrom toxického Soku, stafylokokova enterotoxik6za) nebo pfimé
invaze s destrukci tkani a tvorbou abscesl — hnisavd onemocnéni vlasovych
folikuli a mazovych Zlazek, kize a podkozi, ranné infekce, popaleniny, otitidy,
pneumonie, meningitidy, endokarditidy, osteomyelitidy, endometritidy, sepse,
septikémie s rozsifenim do nejriiznéjSich organa.

Pro vznik onemocnéni je potfebna vysokd infekéni davka a snizena
obranyschopnost organizmu (kGZe poSkozena traumatem, chirurgickym
zakrokem, infekci, popalenim, pfitomnosti ciziho télesa — katétry, proteticky
material).

Akutni infekce Casto prechazeji do chronického stadia, kde se uplatriuje
precitlivélost €asného i oddaleného typu. (Horacek a kol., 2000)
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4.1.6 Lé€ba

Pro Castou rezistenci kmenud je nutné zvolit vhodné antibiotikum podle
zjiSténého antibiogramu. Dnes je pfes 90% kmenu Staphylococcus aureus na
penicilin rezistentnich, protoze ziskaly plazmid kdédujici schopnost tvofit
penicilindzu, tedy beta-laktamazu specificky Stépici molekulu penicilind. VétSina
komunitnich kmenu je u nas stale citlivA na polosyntetické peniciliny, do jejichz
molekuly byla vnesena vhodna skupina, kter4 brani pfistupu beta-laktaméazy
k citivéemu mistu na beta-laktamovém kruhu. Klécbé lze pouzit oxacilin,
v zahrani¢i se uziva oxacilinu pfibuzny methicilin, a ostatni k beta-laktamaze
rezistentni peniciliny, event. peniciliny v kombinaci s inhibitorem beta-laktamaz,
cefalosporiny, makrolidy, aminoglykosidy, linkosamidy, chinolony.

K IéCbé ohrani€enych koznich infekci a k odstranéni nosniho nosi€stvi slouzi

lokalni antibiotikum, mupirocin. (Votava a kol., 2003 ; Horacek a kol., 2000)

4.2 Methicilin-rezistentni  Staphylococcus aureus

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je rezistentni
k oxacilinu (v zahranici se uziva oxacilinu pfibuzny methicilin) a vSem ostatnim
beta-laktamovym antibiotikiim, v€etné kombinaci s inhibitory beta-laktamaz a
karbapenemdam.

MRSA je vyznamny nozokomialni patogen se schopnosti se rychle Sifit,
zejména v prostiedi vysokého selekéniho tlaku antibiotik. V poslednich letech
se vSak stale Castéji objevuji kmeny, které nepochazeji z prostfedi nemocnic —
komunitni MRSA (CA-MRSA), svymi vilastnostmi se [iSi od kmen
nozokomiélnich.

MRSA nejsou virulentnéjSi nez puavodni citlivé bakterie druhu
Staphylococcus aureus. Kvyvolani infekce je zapotfebi stejny pocet
bakterialnich bunék.

Infekce zplsobené MRSA jsou diky omezenym moznostem
antimikrobialni léc¢by spojeny s vysokou mortalitou a vysokymi IéCebnymi
naklady. Naklady spojené s prevenci MRSA jsou az 5x nizSi nez naklady na

lé€bu jedné klinicky manifestni infekce. (Bergerova a kol., 2006)
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4.2.1 Genetika a rezistence k antibiotik m

Podstatou rezistence na methicilin ¢i oxacilin je pfitomnost genu mecA,
jenz kdéduje pozménény druh penicilinvazajiciho proteinu PBP2a. PBP jsou
transpeptidazy, které se uc€astni na vystavbé bunééné stény a peniciliny inhibuji
jejich ucinek, takze v dusledku naruSené bunécné stény se mikroby rozpadaji.
Modifikovany PBP2a si zachovava svoji enzymatickou schopnost, ale na
peniciliny se nevaze. Gen mecA vSak nemusi byt exprimovan, takze standardni
diskovy test citlivosti nemusi rezistenci na oxacilin odhalit. U kmenu, které
prokazuji rezistenci, se konfirmuje pfitomnost genu mecA pomoci PCR nebo
pfitomnost jeho produktu PBP2a pomoci latexové aglutinace.

Nové nebezpedi predstavuji kmeny MRSA, které jsou rezistentni
k vankomycinu (VRSA). Jejich Uplna rezistence ke glykopeptidim souvisi
s pfitomnosti genu vanA. Mohl by z nich vzniknout natolik polyrezistentni
kmen, Ze infekce jim zpusobené nebudeme mit ¢im Iécit. (Votava a kol., 2003;
Bergerova a kol., 2006)

4.2.2 Epidemiologie

Zdrojem pfenosu MRSA je infikovany nemocny nebo nosi¢ MRSA. Nosi¢
je osoba bez klinickych pfiznaka infekce. Nosiéstvi je nejcastéjSi na nosni
sliznici, na kazi (perineum, tfisla, axily, hyzdé). Pfi sou¢asném vySetfeni vzorku
znosu, krku a perinea Ize prokazat az 98,3% nosiC0 MRSA. Nosi¢stvi u
zdravych osob nemusi byt pfi€inou Sifeni, ale akutni respiraéni onemocnéni
muze byt zvySenym rizikem.

Nebezpecnym zdrojem Sifeni je chronicky nosi¢, ktery se kolonizoval
nebo prodélal infekci pfi pobytu ve zdravotnickém zafizeni. NosiCstvi je spojeno
s kolonizaci chronickych ran a defektd nebo chronickych kozZnich lézi. Nosi¢stvi
MRSA muze pretrvavat tydny, mésice i roky, mize byt i intermitentni, a tedy
mikrobiologicky obtizné diagnostikovatelné.

V nemocnici se pfenos MRSA déje nejCastéji pfimo rukama oSetfujiciho
persondlu z pacienta na pacienta, méné ¢asto prostfednictvim vySetfovacich a
jinych pomucek. Pfenos MRSA vzduchem je mozny jen vsilné
kontaminovaném prostfedi (popaleninova oddéleni, JIP). (Bergerova a kol.,

2006)
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Staphylococcus aureus ma vyraznou tendenci ktvorbé biofilmu na
riznych biomateridlech. Biofilmy, vytvdfené MRSA vykazuji rezistenci na
vétSinu antimikrobialnich latek, a umoznuji tudiz kolonizaci MRSA na stentech,
katetrech, kanylach. (web CSLR)

4.2.3 Vyskyt MRSA ve zdravotnickych za Fizenich

Vyskyt MRSA muze mit charakter — sporadicky,epidemicky a endemicky.
Sporadicky vyskyt prfedstavuji ojedinélé pfipady bez vzajemné souvislosti.
Epidemicky vyskyt znamena vyznamné vySSi vyskyt, nez je obvyklé v daném
zafizeni, oddéleni. Mezi jednotlivymi pfipady existuje vzajemna souvislost,
v optimalnim pfipadé ovérena biologickou pfibuznosti jednotlivych kmenu.
Endemicky vyskyt je trvala pfitomnost MRSA ve zdravotnickém zafizeni.
Zpravidla byva dusledkem nezvladnutého epidemického vyskytu nebo
opakovaného zavlékani z jinych zafizeni nebo komunity. (Bergerova a kol.,
2006)

4.2.4 Riziko vyskytu MRSA

Rizikovymi faktory pro vznik infekce, nosi¢stvi MRSA jsou dlouhodoby
pobyt v zafizeni, zejména na jednotkach intenzivni péce, invazivni zakroky,
lecba antibiotiky, diabetes mellitus, renalni insuficience, kozni choroby.

Z hlediska rizika vyskytu MRSA mulZeme rozdélit medicinské obory do
nésledujicich kategorii:

- rizikova skupina 1 — vysoké riziko: intenzivni péce, popaleninova a

transplantaéni oddéleni, kardiochirurgie, neurochirurgie, ortopedie,
traumatologie. Klinicky manifestni infekce MRSA je pro pacienty
z uvedenych oddéleni nejvétSim nebezpecim.

- rizikova skupina 2 — stfedni_riziko: vSeobecna chirurgie, urologie,

gynekologie, dermatologie, ORL.

- rizikovad skupina 3 — nizké riziko: standardni IGzka internich obord,

neurologie, pediatrie.
- rizikova skupina 4- specifické riziko: psychiatrie, 1é€ebny dlouhodobé

nemocnych a pracovisté nasledné péce. Na tato oddéleni mohou byt
pfijimani chronicky kolonizovani pacienti, ktefi mohou byt zdrojem
rezistentnich kmena v pfipadé poskytovani akutni péce. (Bergerova, a
kol.,2006)
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4.2.5 Lé€ba MRSA

Terapie infekce MRSA by méla byt cilend dle citlivosti na pfislusné
mikrobialni agens. Pfi 1é¢bé MRSA jsou lékem volby glykopeptidy -
vankomycin, teikoplanin. Vankomycin vykazuje nefrotoxicitu a ototoxicitu,
teikoplanin je podstatné méné toxicky nez vankomycin. Ma velmi dobry prinik
do kize, mékkych tkani, puchyfl, myokardu, plic.

Relativné dobra je citlivost ke cotrimoxazolu, rifampicinu a chloramfenikolu.
Cortimoxazol je uc€inny pfedevSim u leh¢€ich infekci, podava se peroralné.
Uginnost Ize potencovat kombinaci s rifampicinem, u kterého je rychly nartst
rezistence. Chloramfenikol se neuziva peroralné a pfi delSim podavani je nutné
kontrolovat krevni obraz.

Linezolid patfi do skupiny oxazolidinond. Vzhledem k malé molekule vyborné
pronika do svalu, mékkych tkani a kosti. Témér 100% biologicka dostupnost po
parenteralnim i peroralnim podani. Senzitivita u stafylokokl je témér 100%,
vCetné MRSA.

Preparat quinupristin/dalfopristin patfi do skupiny strep-tograminu. Senzitivita u
MRSA pfesahuje 80%. Vyznacuje se dobrou distribuci do tkani, v€etné kosti.

V soucCasné dobé je nutné vidét i ekonomické hledisko 1éEby. Cena denni davky
antibiotik, které se bézné uzivaji pfi léCbé infekce u pacientll s MRSA:

- vankomycin — 1 280 — 1 880 K¢ (iv. aplikace)

- teikoplanin — 4 200 — 5 920 K¢ (iv.aplikace)

- linezolid — 7 209 — 10 316 K¢ (per os aplikace)

MRSA mohou zplsobit téZké systémové infekce se septickymi
komplikacemi, zavazné infekce mékkych tkani, kosti, implantatl. Nalez MRSA
neni vzdy divodem k zahajeni antibiotické 1éChy.

Eradikace, obzvlast u chronickych nosi¢l, byva velmi naroéna, a ne vzdy
Gspésna. V pripadé kolonizace se nedoporucuje lé€ba antibiotiky.

Moznost |éCby rezistentnich kmenU peroralni formou antibiotika pfi stejné
dostupnosti v tkanich vyrazné snizuje naklady na hospitalizaci. Zkracenim délky
hospitalizace se tak dafi kompenzovat ¢ast vysokych nakladl na IéCbu. (web

v

CSLR, web HPB)
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5. Laboratorni ¢ast — prukaz MRSA v mikrobiologické

laborato Fi

5.1 Kultiva éni pr dkaz

K prikazu stafylokokd v€etné MRSA pouzivame klasické kultivacni
metody, které umoznuji stanoveni kompletniho antibiogramu, pfitomnosti
faktorll  virulence, hodnoceni rastovych vlastnosti. Kultivaéni metody Ize
modifikovat s cilem zvySit senzitivitu a také urychlit vySetfeni. Nejnovéjsi
metody toto umozZriuji, ale s podstatné vySSimi naklady na vySetifeni a vyZaduji
pFistrojové vybaveni. K vyhledavani nosi€u MRSA se stale Castéji pouzivaji
bezkultivaCni metody (PCR), ale pokud jsou pouZzivany izolované bez paralelni
kultivace, nelze kmen blize specifikovat.

Stafylokokové infekce vétSinou nejsou spojeny s diagnostickymi
problémy, Staphylococcus aureus roste na béznych pudach, identifikaci Ize
provést jednoduchymi testy a stanoveni antibiogram( za pouziti standardnich
metod. K prikazu MRSA muzZeme pouzit selektivni kultivacni pudy, u
izolovanych kmenu latex-aglutinaéni testy, PCR.

Situace je ponékud jina pfi vyhledavani MRSA screeningovymi metodami
u nosicu pfijatych k hospitalizaci. Laboratof musi prokazat nebo vyloucit MRSA
co nejdfive zddvodu epidemiologickych. Pro tyto situace byly vyvinuty
selektivni pudy, PCR metody a rychlé kultivaéni metody. Nové metody pfinesly
moznost rychlého vySetfeni s vysokou senzitivitou a specificitou, ale s vySSimi
naklady. (web Kmil)

5.1.1 Neselektivni kultiva €ni ptda

Kultivaéni prakaz se provadi béZznymi rutinnimi metodami na neselektivni
pudé — krevni agar (obsahuje berani erytrocyty). VZdy je nutné kultivovat MRSA
na neselektivni kultivaéni pidé, protoze MRSA s extrémné nizkou koncentraci
bunék rezistentnich k oxacilinu se mohou jevit na selektivnich ptdach jako

kmeny citlive.
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Obr.3 MRSA, FN HK UKM

5.1.2 Selektivni kultiva €ni p ady

Na selektivni padé kultivujeme vzorky bez ohledu na puvod. Puda
obsahuje antibiotikum v koncentraci inhibujici citlivé kmeny Staphylococcus
aureus. Komercéné dostupné selektivni plidy (CHROMagar, Orsab) obsahuji
oxacilin nebo cefoxicin v koncentraci 2 mg/l, respektive 4 mg/l. (Bergerova a
kol., 2006)

{‘55.'- ,_2 ap Sree
',\ R i e
. o
Obr.4 Orsab, FN HK UKM Obr.5 CHROMagar (web Trios)

5.2 Latexova aglutinace — MRSA Latex Test

MRSA-SCREEN je latex aglutina¢ni test s pouzitim vysoce specifickych
monoklonalnich protilatek pro detekci penicilinvazajiciho proteinu PBP2a.
Vysledek testu hodnotime za 10-15 minut z jedné kolonie odebrané z krevniho
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agaru. MRSA-SCEEN je vyhodny pro rychlou detekci v laboratofich, 99% testu
je citlivych a specifickych pro MRSA.

t H-ﬂu-ﬂ:r—nu
-
= b

—

Obr.6 Souprava MRSA-SCREEN (web Denka-Seiken)

5.3 Antibiogramy

5.3.1 Difuzni diskova metoda

Diskovou difuzni metodou se semikvantitativné stanovi citlivost nebo

rezistence podle toho, zda vySetfovany kmen ve stanovené koncentraci bunék
na agarové pudé vytvori nebo nevytvofi pfipustnou zénu inhibice kolem disku
s urcitou koncentraci antibiotika, a to po prfedepsané dobé inkubace. Vytvofi-li
vySetfovany kmen inhibi¢ni zénu o stejném nebo vétSim pruaméru, nez je
hraniéni pramér, poklada se za citlivy k dané antimikrobialni latce. V opacném
pripadé je kmen oznacen jako rezistentni.
Vytvoreni inhibiéni zény < 20 mm kolem disku s 30 pg cefoxitinu nebo <13 mm
kolem disku s obsahem 1ug oxacilinu spolehlivé odliSuje MRSA od kmen
Staphylococcus aureus citlivych k oxacilinu. U téchto kmenli MRSA se
konfirmuje pfitomnost mecA genu pomoci PCR, nebo produktu PBP2a genu
mecA latexovou aglutinaci. (Bergerova a kol., 2006)
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Obr.7 MRSA — diftzni diskova metoda (web Zdravotnické noviny)

5.3.2 Mikrodilu éni metoda — minimalni inhibi éni koncentrace MIC

Mikrodiluéni metoda je kvantitativni metoda, pfi které se hodnota MIC
(minimalni inhibiéni koncentrace) odecita v jamkach mikrotitraéni desti¢ky, které
obsahuji roztok zvolené koncentrace antibiotik v Zivném bujonu. Do jamek se
oCkuje standardni inokulum vySetfovanych bakterii. Po pfislusné dobé inkubace
se odecita MIC. Obvykle se pfipravuje 8 koncentraci jednoho antibiotika
v dvojnasobné geometrické fadé a na jedné desti¢ce se vySetfuje MIC dvanacti

antibiotik na jeden testovany kmen.

Obr.8 MIC (web VFU Brno)
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MIC-Strip MRSA — komer¢éni in vitro diagnostikum

Fenotypovy konfirmaéni test urCeny pro detekci methicilin rezistentnich
stafylokokd.

VySetteni citlivosti diluéni mikrometodou na MIC-Stripech je zaloZzeno na
rehydrataci antibiotik pfidanim standardizované bakterialni suspenze. Rust
bakterii je indikovan zménou barvy AST indikatoru lyofilizovaného v jamkéach
stripll z puvodni modré na razovou. Po inkubaci trvajici 18 - 24 hodin pfi 35 -
37 T jsou vysledky vizuéln & odecteny a interpretovany. V MIC-Stripech jsou
antibiotika cefoxitin a oxacilin. Pro MRSA fenotyp jsou stanovené koncentrace

pro oxacilin = 4, cefoxitin > 8. (web Bagmed)

5.3.3 Gradientova difuzni metoda na agaru - E test

E test je metoda pro kvantitativni vySetfeni citlivosti, ktera kombinuje
principy diskové difuzni metody a diluéni metody. E test je inertni plastikovy
prouzek, ktery na jedné strané obsahuje exponencialni gradient koncentraci
stabilizované antimikrobialni latky v suchém stavu. Na druhé strané prouzku je
kontinualni stupnice patnacti riznych koncentraci jednoho antibiotika, ktera
slouzi k odecitani MIC. Na povrch agaru naoCkovaného inokulem testovaného
mikroorganismu se pfiloZi E test stranou , kterd obsahuje antimikrobiélni latku.
Po inkubaci se vytvafi kolem prouzku E testu elipsa inhibovaného rastu. MIC se

odecita v misté, kde elipsa pretina okraj prouzku.

4 Drug A

Obr. 9 E test (web VFU Brno)
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5.3 Polymeradzova fretézovéa reakce — PCR

PCR je metoda rychlého a snadného zmnozeni stejného Useku DNA.
Useky DNA, které se maji namnozit musi byt pfedem oznadeny na za¢atku a na
konci pfidanim primerd. PCR slouzi k vytvofeni az mnoha miliond exaktnich
kopii vzorového fragmentu DNA a maximalni délce 10 tisic nukleotidl, coz
umoznuje provést analyzu DNA i zvelmi malého mnoZstvi vySetfovaného
vzorku.

Vysledkem PCR je mnohonasobné mnozZstvi plvodni sekvence DNA.
Metoda je tak citliva, Zze dokaze odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku.

PCR se sestava ze tfi kroku:

1) Denaturace — DNA se po dobu 15-30 sekund zahfiva na teplotu 92 - 95 <.
PFi této teploté dochazi k disociaci fragmentd dsDNA na jednotlivé fetézce.
Vznika tak jednovlaknova DNA.

2) Annealing (hybridizace primer ) — teplota se snizi na 50-55 € , coz
umoznuje nasednuti primerd na specifickd mista DNA. Na primery se vaze
zavisi uspéch celé PCR.

3) Extenze (polymerace) - teplota pouzita pfi této fazi zavisi na pouzité DNA
polymeraze. NejbéznéjSi Tag polymeraza ma optimum aktivity pfi 72 T (70-
80 ). P fi tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5" ke
3" prirGsta komplementarni vlakno k pavodni molekule DNA.

V roce 2006 byl uveden na trh komer¢ni test LightCycler®SeptiFastTest
MCRAPE nro detekcei a identifikaci 20 nejéasté&jsich plivodct sepsi. SeptiFast test
je in vitro test (CE-IVD) zaloZeny na amplifikaci nukleovych kyselin a identifikaci
DNA bakterii obsazenych v lidské krvi. Pokud je ve vzorku pacienta pfitomen
Staphylococcus aureus, je tfeba pouzit pomocny test Septi Fast mecA, ktery
vyhodnoti béhem dvou hodin, zda se jedna o methicilin-rezistentniho
Staphylococcus aureus. Stanoveni MRSA pomoci tohoto testu trva 8 hodin.
Odhaleni MRSA standardnimi mikrobiologickymi postupy &ini 4-5 dni. (web
Stapro)
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Obr. 10 Lane 1; DNA ladder, lane 2-10; MRSA isolates, lane 11; positive control, lane 12;

negative control (web ankemdernegi.org.)
6. Surveillance MRSA

6.1 Surveillance MRSA v Evrop &

Mezi nejvyznamnéjSi rezistentni patogeny patfi MRSA. Celoevropsky
systém EARSS sleduje jeho vyskyt v invazivnich infekcich od r.2000. Infekce
zpusobené MRSA jsou pri¢inou prolongované hospitalizace pacientl, jejich
vySSi umrtnosti a zpUsobuji nartst nakladu na [é€bu. Z téchto duvodd se vénuje
vysoké pozornost celosvétovému sledovani MRSA .
zpusobenych MRSA ve Skandinavii a v Holandsku, v téchto zemich je nizka
spotfeba antibiotik a pfisné dodrzovani protiepidemického opatfeni. K zemim
s vy88im vyskytem MRSA patfi staty jizni Evropy (Recko, Bulharsko,
Spanélsko, Portugalsko, Francie, Italie) a Velk& Britanie, Irsko, Turecko.
Rumunsko v r. 2002 patfilo mezi zemé s vy$Sim vyskytem MRSA (25-50%),
od r. 2004 ma nelichotivé prvni misto - > 50%. (Bergerova a kol., 2006, web
EARSS)
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Figure 4.1. Mean proportion of Stgphvioceccus aureus methicillin resistance (MRSA) in blood isolates from the period
1999-2001.
Obr.11 MRSA — rok 2001 (web EARSS)
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Figure 5.8. Stapiylococcus aureus: proportion of invasive isolates resistant to oxacillin (MRSA) in 2006.
* These countries did not report any data or reported less than 10 isolates.

Obr.12 MRSA — rok 2006 (web EARSS)
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Figure 1: Worldwide prevalence of MRSA displayed by country*

Al presented MRSA proportions are from peer-reviewed studies undertaken since 1998.%+* Prevalence estimates for Moroceo, Algeria, Tunisia, Egypt, Jordan,
Lebanon, and Turkey are from the antimicrobial resistance in the Mediterranean region website™ at www.slh.gov.mt/armed/earss.asp. Studies providing most rece
estimate of the MRSA proportion taken into account, if more than one study reported over same period, study induding different types of clinical isolates was
preferred over studies including only one specific type of spedimen. t=Prevalence estimates are based on a study that induded only one hospital. $=Prevalence
estimates are based on studies between 1993 and 1997,
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6.2 Surveillance MRSA v Ceské republice

CR se Ugastni EARSS od r.2000. V roce 2005 se EARSS Ugastnilo 48
mikrobiologickych laboratofi, v jejichz spadové oblasti bylo 88 nemocnic. V 51
nemocnicich byla v roce 2005 jiz potvrzena infekce MRSA. VySetfenim 7265
izolatu, ziskanych z krve pacientt v letech 2000 — 2005, bylo zjisténo, Ze trvale
roste poc€et kmenu rezistentnich k oxacilinu — MRSA. Pocet kmenu MRSA se za
sledované obdobi trojndsobné zvysil ( z 3,8% na 12,5%), a bylo prokdzano
jejich rychlé Sifeni v nemocnicich. Vroce 2000 byly invazivni infekce
zpusobené MRSA potvrzeny v 1/5 a vroce 2005 jiz ve 2/3 nemocnic
GCastnicich se EARSS. Absolutni vzestup poctu invazivnich infekci
zptsobenych MRSA a jejich rychlé Sifeni na Gzemi CR si vyzadalo zavedeni a
dodrzovani zasad, které jsou uvedeny v dokumentu: ,Doporuceny postup pro
kontrolu vyskytu kmenld Staphylococcus aureus rezistentnich k oxacilinu
(MRSA) a jinou nebezpecnou antibiotickou rezistenci ve zdravotnickych
zafizenich®.

Vyskyt MRSA ma podobnou frekvenci bez ohledu na pohlavi pacientu
(tabulka 2).Vyssi prevalence MRSA souvisi se zvysSujicim se poctem rizikovych
faktord a delSi dobou hospitalizace starSich osob. (UrbaSkova a kol., 2006;

Bergerova a kol., 2006)

Frekvence vyskytu MRSA (%)
Pohlavi 2000 2001 2002 2003 2004 2005
muzi 4,7 6,7 6,5 5,6 9,0 12,9
zeny 2,4 4.4 5,1 7,3 7,8 12,8

Tabulka 1. Frekvence vyskytu kmend MRSA v krvi muzd a Zzen (2000 — 2005)

Frekvence vyskytu MRSA (%)
Vék 2000 2001 2002 2003 2004 2005
<15 let 0,0 55 4,9 2,6 1,3 2,5
> 65 let 4,4 5,4 5,6 6,3 10,2 14,7

Tabulka 2. Frekvence vyskytu kmend MRSA v krvi pacient( v krajnich vékovych kategoriich
(2000 — 2005)
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7. Analyza rizik MRSA

7.1. Obecna charakteristika rizik

Posouzeni rizik vsobé& zahrnuje urCeni nebezpeci, analyzy a
vyhodnoceni rizik souvisejicich s vystavenim tomuto nebezpedi.
Pro ucely posouzeni rizik Casto poslouZzi tyto tfi zakladni otazky:
1. Co by mohlo selhat?

2. Jaka je pravdépodobnost tohoto selhani?
3. Jaké jsou dusledky ?

Identifikace rizik  pfedstavuje systematické vyuZiti informaci pro
stanoveni nebezpeci vztahujici se k riziku nebo popisu problému.

Analyza rizik predstavuje odhad rizik souvisejicich s uréenymi
nebezpedimi. Jedna se o kvalitativni &i kvantitativni proces stanoveni vazeb
mezi pravdépodobnosti vyskytu a zavaznosti .

Vyhodnoceni rizik porovnava stanovené a analyzované riziko s danymi
rizikovymi Kritérii.

Vystupem z posouzeni rizik je bud kvantitativni odhad rizika nebo
kvalitativni popis rozsahu rizika. V pfipadé kvalitativnino popisu rizika,
pouzivame vyjadreni ,vysoké®, ,stfedni“ nebo ,nizké" riziko, které je vSak tfeba
co nejpodrobnéji definovat.

Kontrola rizik zahrnuje rozhodovani o snizeni nebo pfijeti rizik. Uselem
kontroly rizik je snizit riziko na pfijatelnou Uroven.

SnizZeni rizika se zamérfuje na procesy zmirnéni nebo prevence vzniku
rizika , pokud toto pfekroCi uréenou (pfijatelnou) Groven. Snizeni rizika maze
zahrnovat opatfeni vedouci ke snizeni z&vaZnosti a pravdépodobnosti
poSkozeni.

Prijeti rizika pFedstavuje rozhodnuti o tom, Ze riziko bude pfijato.

Pojeti rizika je kombinaci dvou sloZzek, a to pravdépodobnosti vyskytu a
nasledka. Kritéria pro kvalitativni posouzeni vyznamnosti poruchy:

P pravd épodobnost

Z zavaznost

Pravd épodobnost vyskytu nebezpe ¢&i— P:

P4 — nepravdépodobné
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P3 — mala pravdépodobnost

P2 — stfedni pravdépodobnost

P1 — vysoka pravdépodobnost

Zavaznost nebezpe €i — Z:

Z1 — kritické/katastrofalni — muaze vést k umrti nebo vaznému poskozeni
pacienta s trvalymi nasledky

Z2 — mezni — muze vést potencialné k poskozeni pacienta, nutny zasah lékare
k zabranéni trvalému poSkozeni pacienta nebo jeho ¢asti téla

Z3 - stfedni — vede k nespokojenosti pacienta, neni tfeba Iékafského zasahu

Z4 — zanedbatelnd — je nepravdépodobné, Ze by mél nedostatek vliv na klinicky
stav pacienta

Vyhodnoceni miry pfijatelnosti rizika pfi kombinaci pravdépodobnosti a
zavaznosti:

Pravd épodobnost Kriticka Mezni Stredni Zanedbatelna
(P)/ Z1 z2 Z3 Z4
Zavaznost (Z)
Vysoka P1 Al Al A2 A2
Stredni P2 Al A2 A3 A3
Mala P3 A2 A3 A4 A4
Nepravd:godobne A3 A4 Al Ad

Vysvétleni klasifikaéniho stupné& — miry pfijatelnosti rizika:

Al  nepfijatelné riziko

A2 nezadouci riziko

A3  rozumn & prijatelné riziko bez vdzn éjSich dopad U

A4  zanedbatelné riziko

V pripadé, Ze riziko je hodnoceno stupném A3 nebo A4 je vhodné provest
napravna opatreni ke snizeni rizika v&. kontroly.

V pfipadé, Ze riziko je ohodnoceno stupném Al nebo A2 — musi byt vzdy
navrzeno a povedeno fizeni rizik a jejich kontrola, tj. napravna opatfeni pro
snizeni na hladinu A3/A4. (web SUKL)

7.2. Analyza rizik vyskytu MRSA

Analyza rizik vyskytu MRSA je uvedena na nasledujicich strankach:
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Pred feSenim . Po feseni
Riziko P Ficina rizika Nasledek ReSeni, opat feni
Pl zZ | A Pl z | A
Pfenos Kontaminované ruce | Infekce, poskozeni Dlsledna dezinfekce rukou, pouzivani
infekce/opakovana personalu zdravi pacienta P2 | Z1 | A1 | jednorazovych rukavic dle charakteru | P3 | Z3 | A4
infekce vykonu
Kontaminované ruce | NedUslednost Infekce, poSkozeni Pravidelna Skoleni personalu o
personalu personalu, neznalost | zdravi pacienta P2 | z2 hygienické dezinfekci rulou, pouzivani | P3 | z2 | A3
spravné techniky OOPP dle charakteru vykonu
Pfenos infekce Kontaminované Infekce, poSkozeni Vy¢€lenéné vySetfovaci pomucky pro
vyéetfovac{mi vySetfovaci pomUlcky | zdravi pacienta P3| 23 | aa jednohp pacienta; sprévnzvél dvezir)fekce Pa | za | ps
pomuckami a sterilizace pomucek, vySetieni
pacienta provadét aZ posledni
Nedodrzovani Pfenos MRSA mimo | Epidemicky vyskyt Mikrobiologicka kontrola prostredi,
bariérového izola¢ni pokoj, MRSA v zafizeni vyc€lenéni oSetfujiciho personalu ,
N . . . P2 | 22 . N P3| Z3 | A4
oSetfovaciho rezimu nedudslednost konzultace situace s nemocni¢nim
personalu pfi praci hygienikem
Lécha antibiotiky ZavaZzna onemocnéni | Vznik rezistentnich Omezeni indikace 1é€by na nezbytné
kmend MRSA situace, eliminovat naduzivani
P1 | Z1 | A1 | antibiotik v 16Cbé i profylaxi, |é¢bu P3| z2 | A3
antibiotiky konzultovat s ATB
stfediskem
Infikovany pacient Zdroj MRSA Zvyseneé riziko Umisténi pacienta do izolace,
pfenosu MRSA P2 | z2 zavedeni bariérového oSetfovaciho P3| Z3 | pd
rezimu
Dlouhodoby pobyt Pfenos infekce na Kolonizace pacienta Zkraceni doby hospitalizace na
v nemochnici - JIP pacienta P1 | Z1 | Al | nezbytné nutnou dobu P2 | z3 | A3
Pobyt v blizkosti Pacient s otevienymi | ZvySené riziko Vyhledavéani kontaktd, pravidelny
jiného pacienta a drénovanymi pfenosu MRSA p1 | z1 | a1 mikrobiologicky monitoring pacient( a po | 73 | A3
s MRSA ranami, defekty, s prostredi
tracheostomii




Pfed feSenim . Po FeSeni
Riziko P Fi¢ina rizika Néasledek ReSeni, opat Feni
P | Z A P z A
Chronicky nosi¢ Nosi¢stvi MRSA Kolonizace defektd, Pouceni pacienta o nosicstvi
MRSA tydny, mésice, roky ran, pfenos MRSA po | 72 MRS:A, Ejodrz_ovénl' hygienickych P3| z2 | a3
opatfeni, povinnost informovat
|ékare 0 nosi¢stvi
Personal s pozitivnim | Zdroj MRSA Zvysené riziko MRSA Individuélni edukace
nalezem MRSA A3 | kolonizovaného pracovnika,
P3| 22 ddsledné pouzivani OOPP a P3| 23 | Ad
provadéni hygieny rulou
Dezinfekéni Nevhodné Neucinna desinfekce Pouzivani dezinfek&nich
prostiedky dezinfek&ni na MRSA pFipravku s deklarovanym
prostiedky P2 | 72 ucinkem p_rvotj MRSA, konzultace pa | 73 | A4
s nemocni¢nim hygienikem,
revize komplexniho
dezinfek&niho programu
Nespravné pouzivani | Chybné fedéni Neucinny dezinfekcni Skoleni pomocného personalu o
dezinfekéniho prostfedek P2 | 72 pouZivani tabulek pro fedéni — p3 | 73 | A4
prostiedku, jednoznacny a jasny navod na
nespravny postup fedéni
Neschopnost dodrzet | Kontaminace pfi Infekce, kontaminace Vy¢lenéné hygienické pomucky,
hygienicka opatfeni osobni hygieng, prostfedi P2 | z3 | A3 pravidelna Skoleni pracovnikl P3| z4 | A4
nedostate¢ny uklid uklidu
Preklad pacienta Zdroj MRSA Zavle€eni infekce do Vzajemné disledna
v zafizeni i mimo néj zafizeni P2 | z2 informovanost viech P3| z2 | A3
zUucCastnénych
Laboratorni Finan¢ni naro¢nost Nedostate¢na Vyc€lenéni finan¢nich prostfedku-
diagnostika specialnich laboratorni P2 | Z2 zodpovédnost managementu P4 | Z4 | A4
diagnostik diagnostika zafizeni
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7.3. Vyhodnoceni rizik

Z analyzy rizik je zfejmé, Ze feSeni problematiky rezistentnich kment se
dotyka tfi oblasti, které vykazuji nejvyssi riziko vyskytu - dezinfekce rukou,
leécba antibiotiky a délka pobytu pacienta ve zdravotnickém zafizeni.

Jednim z hlavnich zdroju pfenosu jsou ruce zdravotnického personalu.
Je nutné striktné dodrZovat zakladni hygienick& pravidla. U rizikovych pacientd
pouzivat jednorazové rukavice, empiry, dezinfikovat si ruce nejen pfi pfevazech
infikovanych ran a pfi vizitach, ale pfi jakémkoli jiném kontaktu s pacientem. Pro
oSetfovani rizikovych pacientd vyc&lenit zdravotnicky personal .

Pfed zahajenim antibiotické |éCby je tfeba zvaZit, zda se skute¢né jedn&
o infekci. Stav pacienta je tfeba hodnotit komplexné a zvazit, jestli se nejedna
pouze o kolonizaci a nebo kontaminaci. Pfi zahajeni antibiotické terapie je
nutno zvolit preparat podle vysledku antibiogramu zachyceného agens,
lokalizace a celkového stavu pacienta tak, aby pfi podani netoxické davky
pronikl v dostate¢né hladiné do mista infekce.

Methicilin-rezistentni stafylokoky pfedstavuji vyznamny medicinsky
problém z davodu jejich sdruzené rezistence k dalSim antibiotikiim. Rezistence
k methicilinu je u stafylokokd podminéna pfitomnosti genu mecA, ktery kdduje
penicilinvazajici protein 2a (PBP2a). PBP2a ma k beta-laktamovym antibiotik(m
velmi malou afinitu a k terapii je proto nezbytné pouzit antimikrobni pfipravky
zjinych skupin. Casto se pouZivaji glykopeptidy, jejichz aplikace je v3ak
rizikovym faktorem pro vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokoka.

V klinické praxi je velmi dualezité odliSit skupinu oxacilin-rezistentnich
stafylokoku, které sice fenotypové vykazuji rezistenci, ale tato je podminéna
hyperprodukci beta-laktamazy. Na rozdil od rezistence podminéné pfitomnosti
mecA genu, je rezistence zalozena na hyperprodukci beta-laktamazy
blokovatelna inhibitory  bakteridlnich  beta-laktaméaz, napf. kyselinou
klavulanovou nebo sulbaktamem. DalSim mozZznym podkladem pro rezistenci
stafylokokl k oxacilinu je modifikace normalnich PBPs a jejich snizena afinita.
(Kolar, 2002, web HPB)

Hospitalizace pacienta s MRSA by méla byt ukonéena co nejdfive,
jakmile to zdravotni stav pacienta dovoli, aby byl co nejrychleji eliminovan

potencionalni zdroj infekce pro dalSi nemocné.



8. Opatreni ve zdravotnickych za Fizenich

8.1 Vyhledavani a mikrobiologicka monitorace MRSA

Aktivni mikrobiologicka surveillance spociva v cileném vySetfovani

vzorkd na pritomnost MRSA v indikovanych pfipadech.

8.1.1 VySetfeni p¥i pFijmu pacienta
Odebira se sada minimalné dvou vzorkd — vytér z nosu, krku, perinea,
z potencialné infekénich lozisek (rany, defekty, tracheostomie, moc).
Tento rezim se vztahuje zejména na:
- pacienty prekladané z rizikovych oddéleni jinych zdravotnickych zafizeni
- pacienty prekladané ze zdravotnickych zafizeni s vysokym vyskytem
MRSA
- pacienty s prokdzanym nosi¢stvim nebo infekci MRSA v anamnéze

- pacienty pfijimané k planovanému chirurgickému vykonu

8.1.2 VySetfovani pacient G v kontaktu s MRSA p Fi sporadickém
vyskytu

Pacienti v pfimém kontaktu s MRSA se pfi sporadickém vyskytu
vySetfuji okamzité po zjiSténi kontaktu a opakované s tydennim odstupem.
Rozsah odpovida pfijmovému vySetreni.

Pacienti na JIP jsou pravidelné mikrobiologicky monitorovani 2 — 3x tydné.

8.1.3 VySetfovani pacient i v kontaktu s MRSA p i epidemickém
vyskytu

Na oddélenich, kde doslo k epidemickému vyskytu MRSA, se vySetfuji
pacienti v pfimém kontaktu s pozitivnim nemocnym 2x tydné do zvladnuti

epidemie. Pacienti JIP jsou pravidelné mikrobiologicky monitorovani 2 — 3x

tydné, pacienti z jinych oddéleni v rozsahu pfijmového vysetreni.

8.1.4 VySetfovani pacient i v zafizenich s endemickym vyskytem
MRSA

Vyhledavani pozitivnich pacientt se provadi podle aktualni
epidemiologické situace. Strategie musi zohlednit riziko pfenosu MRSA podle

typu oddéleni s endemickym vyskytem.
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8.1.5 VySetfovani pacient G s prokazanym nalezem MRSA

Mikrobiologicky screening pozitivhich pacientd se provadi individualné se
zameéfenim na prikaz osidleni rizikovych mist pacienta, z nichz maze snadno

dochazet k dalSimu Sireni.

8.1.6 Vyhledavani nosi €l u zdravotnického personélu

VySetfeni je omezeno na situace, kdy se jedna o vyhledavani zdroju

MRSA pfi epidemickém vyskytu, a nebo se nedafi zvladnout epidemii.

8.2 Izolace pozitivnich pacient d

Izolace pacienta je nutna pfi kazdém zjiSténi pozitivniho nalezu MRSA.
Provadi se v ramci vlastniho oddéleni, na kterém je pacient hospitalizovan, aby
mu byla fadné poskytovana kvalitni diagnostika a lé¢ba onemocnéni, které bylo
ddvodem jeho pfijeti. V pfipadé, Ze JIP neni dispozi¢né feSena boxovym
systémem, Ize na tomto pracovisti osidleného pacienta izolovat za podminek
mikrobiologické monitorace v3ech pacientd, striktniho dodrzovani zasad
bariéroveho oSetfovaciho rezimu a pfi vy€lenéni personalu.

Pacient je izolovan na samostatném pokoji nebo boxu, ktery musi byt
viditelné oznacen. Pfi vySSim vyskytu MRSA na oddéleni je mozné izolovat
pozitivni pacienty na vicellzkovém pokoiji (kohorta).

Dokumentace (chorobopis) se viditelné oznaci, veSkera zdravotni

dokumentace pacienta zustava trvale mimo izola¢ni poko;j.

8.3 Bariérovy oSet rFovaci rezim

PFi vySetfovani a oSetfovani pacienta s vyskytem MRSA je nezbytné
dodrzovat prisny bariérovy oSetfovaci rezim a tim minimalizovat riziko pfenosu

infekce.

8.3.1 Personal

VesSkery oSetfujici personal musi duasledné provadét hygienickou
dezinfekci rukou. Na pokoji musi byt umistén alkoholovy dezinfek&ni pfipravek
na ruce v nadobce s davkovac¢em, na JIP je vhodné davkovace umistit pfimo na

lGZka.
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Pro pacienta je vyc¢lenén oSetfovatelsky personal, minimalizuje se vstup
personalu a na izolaéni pokoje vstupuje jen personal, ktery je nutny pro zajisténi
péce.

Zasady bariérového rezimu musi dasledné dodrzovat Kkonsiliafi,
fyzioterapeuti a dalSi pracovnici zdravotnického zafizeni, samoziejmé i
navstévy.

Podavani medikace, oSetfeni, pfevazy a vizita se zafazuji na zavér , oSetfeni je
provadéno na pokaoiji.

Persondl pouziva osobni ochranné pracovni pomucky dle charakteristiky
vykonu (jednorazovy ochranny plast, rukavice, uUstenka), po kontaktu
s pacientem se pomucky odkladaji pfimo na pokoji do oznacenych

nepropustnych obalu.

8.3.2 Pomucky a nastroje

Pro pacienta jsou vyhrazeny pomucky - teplomér, tonometr,
fonendoskop, podloZni misa apod. Dusledné se provadi dezinfekce a sterilizace
pouzitych nastrojd a pomucek, kdezinfekci se pouzivaji pFipravky
s deklarovanou ucinnosti proti MRSA.

Pouzité nastroje jsou pfimo na izolaénim pokoji odkladany do

uzaviratelné dekontaminaéni nadoby s dezinfek&nim roztokem.

8.3.3 Uklid a dezinfekce

V prubéhu hospitalizace je dasledné provadén pribézny uklid ploch a
povrchll za pouziti dezinfekénich pfipravk( s deklarovanym Gc¢inkem proti
MRSA. Pouzité osobni pradlo a lizkoviny se odkladaji do vyclenénych a
oznacenych nepropustnych oball, stejnym zpusobem se shromazduje i
kontaminovany material ( jednordzové pomucky, prevazy apod.) Odpad je
likvidovan jako infekéni.

Osoby provadéjici uklid musi byt pouCeny o bariérovém oSetfovacim
rezimu a manipulaci s odpadem z pokoje pacienta. Pro uklid musi byt vy¢lenény
uklidové prostfedky a pomucky.

Po prelozeni &i propusténi pacienta je provedena zavére¢na dezinfekce
izolaéniho pokoje v&etné dezinfekce lGZzka, pomucek, pfistrojd a veSkerého
zafizeni pokoje pfipravky pro ploSnou dezinfekci s deklarovanym ucinkem proti

MRSA.
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Po z&véretné dezinfekci se provedou kontrolni stéry kritickych mist
pokoje na pfitomnost MRSA.

8.3.4 Hygiena rukou

KliCovym postupem v prevenci a kontrole vyskytu MRSA je spravné
provadéna hygiena rukou zaloZena na dezinfekci alkoholovymi prostfedky.

Hygienicka dezinfekce rukou (HDR) se provadi po ukonech, pfi kterych
dochazi k mikrobialni kontaminaci rukou, po praci s biologickym materialem,
kontaminovanymi pfedméty apod. HDR je namifenda proti ulpivajici (transientni)
kozni mikrofléfe. Provadi se dostate¢nym mnozstvim alkoholového pripravku,
ktery se vtira do suchych rukou po dobu 30-60 sekund podle typu pouzitého
pripravku. Ruce se vodou neoplachuji. Spravné provedena a uc¢inna HDR patfi

k zadkladnim dovednostem zdravotnického personalu.

8.4 Antibioticka politika ve vztahu k MRSA

Kazdé zdravotnické zafizeni musi mit zajiStény komplexni sluzby
antibiotického stfediska. U&inna prevence vzniku a Sifeni MRSA vyzaduje
omezeni indikaci antibiotické 1éEby na nezbytné situace a eliminaci naduZzivani
antibiotik v Ié¢bé i profylaxi. Cefalosporiny, chinolony a makrolidy patfi mezi
nejvyznamnéjsi selektory MRSA.

Spektrum antibiotik pouzitelnych pro Ié€bu klinicky manifestni infekce
vyvolané MRSA je v dusledku rezistence puvodce zuzeno na nékolik skupin —

glykopeptidy, linezolid, quinupristin/dalfopristin.

8.5 Etické a psychologické aspekty kontroly MRSA

Pacient nesmi byt poSkozen omezenim l|éCebné péle — zastavenim
rehabilitace, neprovedenim potifebnych vysSetieni.

ZvySenou pozornost je tfeba vénovat psychice pacienta v izolaci,
citlivéjSi povahy trpi i tim, Ze veSkery personal vchazi do pokoje s Ustenkami —
pacient vlastné ani nezna obli¢ej oSetfujiciho |ékafe a sester, odpada dulezita
slozka nonverbalni komunikace. Nepfiznivé muze puasobit i dotykani se
pacienta jen v rukavicich oSetfujicim personalem - vznik& psychologicka
bariéra, ktera zhorSuje podminky IéCby.

Pacient a jeho blizci musi byt adekvatné a citlivé informovani o zasadach
bariérového rezimu. (Urbaskova a kol., 2006; Bergerova a kol., 2006)
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9. Nové metody v laboratornim pr Gkazu a Ié Ebé MRSA

9.1 Panton-Valentine leukocidin — PVL

Panton-Valentine leukocidin (PVL) je nekrotizujici toxin produkovany
nékterymi kmeny methicilin-senzitivnich i methicilin-rezistentnich stafylokoka,
ktery vyvolava vysoce virulentni nakazy. PVL vytvafi péry v membrané
neutrofild a makrofagl, coz vede k lyze téchto bunék. Chrani stafylokoky pred
ucinkem leukocytd.

Onemocnéni mé celosvétovy vyskyt, v CR byly kmeny produkujici PVL
toxinu zaznamenany poprvé vroce 2004. V terapii je rozhodujici rychla a
prolongovana antibiotickd lé¢ba kombinovana v indikovanych pfipadech

s chirurgickym z&krokem. (web Kmil)

Hyplex StaphyloResist®plus — komeréni in vitro diagnostikum

Multiplex-PCR-ELISA je systém slouzici k prikazu rezistentnich stafylokokd.
Soupravu hyplex StaphyloResist®plus Ize vyuzit k prdkazu genu mecA
zodpovédného za rezistenci k methicilinu a k prdkazu lukS-lukF genu pro
Panton-ValentinGv leukocidin, ktery je asociovany s CA-MRSA (Community-
Aquired MRSA). CA-MRSA vedle geneticky podminéné rezistence k methicilinu
¢asto nese vyznamny faktor patogenity — Panton-Valentiniv leukocidin
kodovany genem lukS-lukF , ktery je v sou€asnosti povazovan jako znak tohoto
typu MRSA.
Uvedena CA-MRSA ma c&asto formu mnohonasobnych, navracejicich se
hlubokych abscesl, stejné jako pneumonii s nekrozami a Casto fatalnimi
nésledky. (web Bagmed)

9.2 BD GeneOhm™ MRSA

BD GeneOhm™MRSA je rychly molekularni test, ktery je ur€en
k identifikaci MRSA. Detekuje kolonizaci MRSA béhem dvou hodin, provadi se
pfimo z odebranych vzorkd od pacienta.

Test vykazuje senzitivitu 93% a specificitu 96%. Jedna se o rychlou
analyzu, ktera usnadnuje v€asnéjSi zakrok pfi pfenosu infekce a sniZuje

néaklady spojené s komplikacemi a Ié€bou. (web I.T.A-Intertact)
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9.3 Pripravek XF — 73

Biotechnologickd spole¢nost z Brightonu informovala o Uspé&Sném
laboratornim testovani pfipravku XF-73.

Pripravek XF-73 je silny bakteriocid (MIC pro MRSA je 0,06g/ml). Testy in vitro
zatim prokézaly, Ze XF-73 je schopen znicit 99,99% kmend MRSA, aniz byly
pfekroCeny bezpecné koncentrace.

Experimentalni léky ze skupiny XF se vazi na vSechny &asti bakterie
uvnitf  jeji bunéfné membrany, coZ sniZzuje moznost mutace bakterie
v rezistentni kmen.

Pfipravek XF-73 by mél byt aplikovan na nosni sliznice ve formé gelu.
Nosni sliznice je jednim ze zdroji MRSA u pacientd pfichazejicich do
nemochnice, nazalni gel by tak mohl byt idealni formou léku. (web Zdravotnické

noviny)

9.4 Bakteriofagovy lysin — MV-L

Nové moznosti pfinasi studie publikovana v Casopise Journal of
Infectious Diseases, ktera informuje o nové potencionalni ,,zbrani* proti MRSA,
lysinu extrahovaném z bakteriofagu.

Studie prokazaly baktericidni Ucinek lysinu nékterych typl bakteriofagu
na nékteré patogeny. Specificky bakteriofagovy lysin (MV-L) in vitro zptisoboval
rozklad MRSA, ale i methicilinsenzitivniho Staphylococcu aureus.

Autofi studie se domnivaji, Ze specificky bakteriofagovy lysin by mohl byt velmi
vyhodnou alternativou v terapii infekci stafylokoky, zejména MRSA. (web
MeDitorial)
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10. Zaver

Vyskyt rezistentnich kmenO ve zdravotnickych zafizenich vyvolava
celosvétoveé potfebu zavadéni postupu, jejichz cilem je zabranit Sifeni kmenu
Staphylococcus aureus rezistentnich k oxacilinu a eliminovat riziko vzniku
zavaznych infekci s omezenymi moznostmi antibiotické 1éCby.

Béhem poslednich desetileti se Staphylococcus aureus adaptoval na
nové vyvinuta antibiotika. Podstata jeho flexibility se ukryva v jeho genomu.
Faktory virulence jsou kodovany geny, které se mohou nachazet na
chromozomu, plazmidu, transpozonu a na genomu mirného bakteriofaga.

Staphylococcus aureus je puvodcem celé fady onemocnéni, disponuje
faktory virulence, které muze produkovat, a zejména schopnosti ziskat a
pfedavat si mezi kmeny cizorody geneticky materidl s geny pro rezistenci na
antibiotika, které jesté vice zvySuji jeho odolnost. Pravé kmeny MRSA se stavaji
celosvétovym problémem. Zavazné je rozSifovani rezistentnich komunitnich
kmeni CA-MRSA a zvySena cetnost vyskytu infekci zplsobenych MRSA
s PVL.

Analyza rizik vyskytu MRSA ukézala kriticka mista pfi IéEbé a oSetfovani
pacientl ve zdravotnickych zafizenich — nedlsledna dezinfekce rukou
personalu, masivni l|éCba antibiotiky a dlouhodoby pobyt pacienta ve
zdravotnickém zafizeni. Vyskyt infekci MRSA bude stoupat a je nezbytné
dodrZzovat preventivni opatfeni, rozlisit celkovou ¢i lokalni infekci a zvolit
optimalni lécbu antibiotiky. Ekonomickd naroCnost leCby je zfejma, naopak
naklady na prevenci predstavuji 15-20% néakladl potfebnych k vyfeSeni
priimérného klinického pfipadu MRSA.

Prevence a kontrola MRSA ve zdravotnickych zafizenich nesmi byt
feSena izolované, vytrzena z kontextu komplexni prevence a kontroly infekci
vyvolanych Staphylococcus aureus, protoze kmeny citlivé k oxacilinu
predstavuji pro rizikové pacienty srovnatelné nebezpedi jako MRSA, zejména
z hlediska mortality.(Jindrak, 2006)
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