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STRESZCZENIE

Celem pracy byto okreslenie sytuacji epidemiolo-
gicznej na zachowawczych oddziatach pediatrycznych
wysokospecjalistycznego szpitala.

Badanie obj¢to 37 pacjentow z objawami badz
podejrzeniem zakazenia uktadu pokarmowego oraz
jednego pacjenta z zakazeniem o$rodkowego uktadu
nerwowego hospitalizowanych w 2008 r. oraz 2009 r.,
u ktoérych w kale oraz plynie mozgowo-rdzeniowym
stwierdzono izolaty Staphylococcus aureus o fenotypie
MRSA. Dodatni wynik badania przesiewowego per-
sonelu w kierunku MRSA stwierdzono u 3 0s6b zwig-
zanych z pracg oddziatu. Wszystkie izolaty poddano
genotypowaniu metodg elektroforezy pulsacyjnej, 33
z nich zaliczono do jednego klonu.

Stwierdzono rézng etiologi¢ obserwowanych ob-
jawow klinicznych zakazen. Przeprowadzone docho-
dzenie epidemiologiczne potwierdzito horyzontalng
transmisj¢ szczepu MRSA, jednak badanie w kierunku
oznaczenia toksynotworczosci wykluczyto zwigzek
pomiedzy stanem klinicznym, a izolowang florg bak-
teryjng. Obserwowana pseudoepidemia potwierdza
istotne znaczenie bezposredniej, 1 bliskiej wspotpracy
pomiedzy laboratorium mikrobiologicznym a persone-
lem oddziatu i zespohu kontroli zakazen. W wyniku do-
chodzenia dokonano przegladu istniejgcych procedur z
zakresu zapobiegania zakazeniom oraz przeprowadzono
szkolenia dla personelu i rodzicow hospitalizowanych
dzieci.

Stowa kluczowe: MRSA, pseudo-infekcje, kontrola
zakazen szpitalnych

ABSTRACT

The aim of this paper was to investigate the marked
increase noted in the number of MRSA isolates recov-
ered from stool of pediatric units patients.

The study involved 37 patients with infection of
digestive tract and 1 patient with infection of the central
nervous system and took place from 2008 to 2009 years.
3 MRSA isolates collected from staff screening were
also included. 44 MRSA isolates were identified using
the Vitek automated system. Antimicrobial susceptibil-
ity patterns were determined by disk-diffusion method.
All isolates were typed by PFGE using Smal enzyme.
Enterotoxin A gene was detected by PCR method.

The study confirmed horizontal transmission of
epidemic strain of MRSA in the pediatric units, but no
connection between clinical symptoms and Staphyloc-
cocus aureus not produsing the exotoxin excluded a
true outbreak. This pseudo-outbreak emphasizes the
importance of cooperation between the microbiology
lab and ward personel for both: competent diagnosis
of illness as well as nosocomial infection surveillance
and control activities. The key to the described situa-
tion was failure to use approciate criteria to diagnose
infection. On the other hand it turned out to be a good
time for preparing new hygiene procedures and an ag-
gressive educational program for ward staff and parents
that promotes best transmission prevention practices.

Key words: MRSA, pseudo-infections, hospital infec-
tion control
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WSTEP

Staphylococcus aureus nalezy do grupy drobno-
ustrojow wystepujacych pospolicie w populacji ludz-
kiej: jest sktadnikiem flory fizjologicznej cztowieka,
zwigzanym z cieplym i1 wilgotnym $srodowiskiem
sluzowek, szczegolnie przedsionka nosa. Szacuje sie,
ze 30% populacji ludzkiej jest skolonizowanych tym
drobnoustrojem, co sprawia, ze jest jednym z waz-
niejszych czynnikow etiologicznych zakazen, w tym
zakazen szpitalnych (1, 2, 3). Jako, Ze jego bytowanie
Scisle zwigzane jest z cztowiekiem, to po wprowadzeniu
do powszechnego uzycia w leczeniu penicyliny, juz w
1945 r. stwierdzono pierwsze szczepy Staphylococcus
aureus oporne na penicyling (4), a oporne na metycy-
ling — 2 lata po jej wprowadzeniu na rynek (5). Obec-
nie stwierdza si¢ wysokie endemiczne wystepowanie
szczepow MRSA zarowno w populacji generalnej, jak
i wérdd pacjentow hospitalizowanych. Ich udziat w
etiologii zakazen moze sigga¢ od 2% (w Szwajcarii
i Holandii) do 54% (w Portugalii i Wloszech) wsrod
wszystkich Stahylococcus aureus izolowanych od 0sob
z objawami zakazenia (6).

Zarowno szczepy metycylinooporne (MRSA), jak i
metycylinowrazliwe maja podobng wirulencje i epide-
miologie (7). W transmisji gtdéwna rolg odgrywa droga
kontaktowa, ale transmisja zwigzana ze $rodowiskiem
nicozywionym jest rowniez prawdopodobna (8).

Celem niniejszej pracy byta analiza wystgpowania
szczepdw MRSA izolowanych od pacjentéw oddziatéw
pediatrycznych oraz ocena sytuacji epidemiologiczne;j
badanego oddziatu.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono w dwoch oddziatach
pediatrycznych szpitala wysokospecjalistycznego.
Pacjenci, od ktorych pochodzity badane izolaty, zostali
przyjeci w okresie od konca pazdziernika 2008 r. do
lutego 2009 r. z objawami wskazujacymi na zakaze-
nia uktadu pokarmowego: wymioty i/lub biegunka.
Ponownie w kwietniu-maju oraz listopadzie 2009 r.
u kolejnych hospitalizowanych dzieci stwierdzono
obecno$¢ MRSA — ogdtem u 37 pacjentow. Materia-
fami do badan mikrobiologicznych byt kat pobierany
w pierwszych godzinach hospitalizacji pacjentow badz
inny materiat (tab. ). W probkach pobranych od objetej
badaniem grupy dzieci w dniu przyj¢cia z klinicznymi
objawami zakazenia uktadu pokarmowego: u 3 dzieci
stwierdzono bakterie z rodzaju Salmonella (gr C2 oraz
D), u 1 pacjenta enteropatogenny szczep Escherichia
coli (EPEC), u 2 dzieci wirusa rota, u pozostatych nie
potwierdzono czynnika zakaznego (tab. I). Badane
probki katu i1 innego materialu pochodzacego od pa-

cjentow z objawami zakazenia drég pokarmowych
nie poddawano bezposredniemu badaniu na obecno$¢
toksyny gronkowcowe;j.

Wsérod materiatow, z ktorych w tym czasie izo-
lowano szczep MRSA byt plyn mézgowo-rdzeniowy
pobrany od pacjenta z objawami zakazenia osrodkowe-
go uktadu nerwowego hospitalizowanego na objetym
badaniem oddziale (material oznaczony nr 15) oraz
inne pochodzace od dzieci z innymi objawami, ktore
witaczono do badanej grupy dla uzupeinienia oceny
epidemiologiczne;.

Dla celow dochodzenia epidemiologicznego po-
brano w 2008 r. w badaniu przesiewowym materiat
do badan od 109 oséb personelu oddziatow objetych
badaniem i dzialu zywienia szpitala oraz 61 w 2009 r.
(wymazy z przedsionka nosa). Uzyskano 3 posiewy
dodatnie MRSA.

Badania mikrobiologiczne: identyfikacja, ozna-
czenie lekowrazliwo$ci materiatow pochodzacych od
pacjentdw oraz od personelu przeprowadzono w szpi-
talnej pracowni diagnostyki mikrobiologicznej, zgodnie
z zaleceniami Clinical Laboratory Standards Insitut (9).
Probki katu / wymiocin nie byly badane bezposrednio
w celu wykrycia toksyny gronkowcowej. Typowanie
molekularne szczepow i reakcja tancuchowej polimerazy
PCR w kierunku enterotoksyny gronkowcowej A zostaty
przeprowadzone w Katedrze Mikrobiologii UJ CM.

Wszystkie izolaty zostaty poddane typowaniu mo-
lekularnemu z zastosowaniem metody elektroforezy
pulsacyjnej PFGE na aparacie CHEF III (Bio-Rad
Laboratories). Stosowano procedure wedlug McDougal
z drobnymi modyfikacjami (10).

DNA genomowy byl izolowany przy uzyciu
bloczkéw agarozowych, poddawany lizie z uzyciem
lizostafiny, nastepnie probki odbiatczano z zastosowa-
niem Proteinazy K (Polgen) i odptukiwano w buforze
TE (Tris-EDTA). Trawienie restrykcyjne przeprowa-
dzano z uzyciem enzymu Smal (Fermentas). Warunki
reakcji (zgodnie z wytycznymi firmy BioRad) byty
nastepujace: blok 1 - temp. 14° C, napigcie 6V/cm,
puls poczatkowy Ss, puls koncowy 12s, czas reakcji
11 godzin, blok 2- temp. 14° C, napigcie 6V/cm, puls
poczatkowy 20s, puls koncowy 60s. Wzory prazkéw
uzyskane po elektroforezie pulsacyjnej porownywano
przy uzyciu programu Molecular Analyst (Applied
Maths). Stosowano wspotczynnik podobienstwa Dice,
UPGMA (ang. unweighted pair group method using
arithmetic averages).

Bakteryjne DNA do reakcji PCR byto oczyszczane
przy pomocy gotowego zestawu kolumienkowego do
izolacji DNA z firmy A&A Biotechnology. W reakcji
PCR wykorzystano startery do genu sea (sea-f: 5’ gca
ggg aac agc ttt agg ¢ 371 sea-r 5’ gtt ctg tag aag tat gaa
aca cg 3’) (11). Reakcja amplifikacji prowadzona byta
w objetosci 50 pl. Stezenie kazdego ze starterow wyno-
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Tab.I  Charakterystyka pacjentow i cztonkow personelu*, od ktérych pochodzity badane izolaty MRSA

Tab.I  Characteristics of patients and staffs with positive results of MRSA test
3 wiek data pobrania zidentyfikowany
g | wmomencie , | dataprzyjecia . materiatu, rodzaj badanego azynnik etiologiczny
S . ptec ; objawy o ) o
2| rozpoczgcia do szpitala w ktérym identy- materiatu zakazenia
hospitalizagji fikowano MRSA dr6g pokarmowych
1 |13 mies M |27-10-2008 biegunka 27-10-2008 kat X
2 | 4mies M | 26-10-2008 biegunka 30-10-2008 kat X
3 |1,5mies M |29-10-2008 kaszel 30-10-2008 kat X
4 |17 mies M | 08-11-2008 biegunka 09-11-2008 kat X
5 |20 mies M | 17-11-2008 biegunka, kaszel 18-11-2008 kat X
6 |9 mies K [19-11-2008 biegunka 18-11-2008 kat EPEC
7 |9 mies K [18-11-2008 biegunka 18-11-2008 kat X
8 |5lat M |20-11-2008 kaszel, goraczka 20-11-2008 kat X
9 |5lat M |20-11-2008 kaszel, goraczka 20-11-2008 gardto X
10 |6 mies M |22-11-2008 kaszel 22-11-2008 nos X
11 | 2 mies M |28-11-2008 biegunka 29-11-2008 kat X
12 | 9 mies K [28-11-2008 biegunka 29-11-2008 kat X
13 |5lat M | 02-07-2008 biegunka 02-07-2008 kat X
14 |5 lat M |30-06-2008 niedroznos¢ zastawki kom-otrzewn. | 02-07-2008 kat X
15 | 14 mies M |30-06-2008 sepsa meningokokowa 02-07-2008 ptyn mozgowo-rdzeniowy | X
16 | 2 mies M | 10-06-2008 biegunka 11-06-2008 kat X
17 |51 lat K [X bez objawow 15-12-2008 nos X
18 |56 lat K |X bez objawéw 16-12-2008 nos X
19 | 8 mies K [18-01-2009 biegunka 18-01-2009 kat Salmonella gr (2
20 | 6 mies M | 26-01-2009 biegunka, kaszel 27-01-2009 kat X
21 |4lata K | 04-03-2009 biegunka 04-03-2009 kat V-Rota
22 [251at K |04-03-2009 nudnosd, wymioty 05-03-2009 kat X
23 | 7 mies M | 25-03-2009 biegunka 25-03-2009 kat V-Rota
24 |7 mies M | 06-04-2009 biegunka, kaszel 07-04-2009 kat X
25 | 12 mies M | 16-04-2009 biegunka, kaszel 17-04-2009 kat X
27 | 2 mies K |22-04-2009 biegunka, kaszel 23-04-2009 kat X
28 | 2 mies M | 21-04-2009 drgawki, goraczka 26-04-2009 kat X
30 | 3 mies M | 03-07-2009 biegunka 03-07-2009 kat X
31 |45 lat M X bez objawow 07-07-2009 nos X
32 [3tyg M | 27-07-2009 biegunka 27-07-2009 kat X
33 | 8 mies M | 27-07-2009 drgawki, biequnka 28-07-2009 kat X
34 | 8 mies M | 27-07-2009 biegunka 28-07-2009 kat X
35 |3 mies M | 03-08-2009 biegunka 03-08-2009 kat X
37 | 1 mies M | 18-08-2009 bez objawow 18-08-2009 mocz X
38 | 7 mies M | 10-09-2009 biegunka 11-09-2009 kat SalmonellagrD
39 | 7lat K | 20-09-2009 kaszel 22-09-2009 plwocina X
40 | Tmies K |23-09-2009 biegunka 23-09-2009 kat X
41 | 3mies K |05-10-2009 biegunka 05-10-2009 kat SalmonellagrD
42 | 5lat K | 04-10-2009 biegunka 05-10-2009 kat X
44 | 3 mies K |08-10-2009 biegunka 09-10-2009 kat X
45 | 7 mies K |17-10-2009 kaszel 18-10-2009 kat X

X — nie potwierdzono czynnika zakaznego zakazenia droég pokarmowych
* — cztonkowie personelu, od ktérych pochodzity badane izobaty MRSA: nr 17 — pomoc kuchenna; nr 18 — kucharz; nr
31 — rehabilitant.
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sito 300 nM w pojedynczej probowce. Polimeraze Taq
(Fermentas) dodawano w ilo$ci 1U na probke. Do kaz-
dej reakcji PCR dodawano 2pl wyizolowanego DNA.
Warunki reakcji byly nastepujace: wstepna denaturacja
10 minut w 95°C, 30 cykli ztozonych z denaturacji w
95°C przez 1 minute, przylaczania starteréw w temp.
68°C przez 45 sekund i elongacji w 72°C przez 1 minu-
te, reakcje zamykata koncowa elongacja w 72°C przez
10 minut. Produkt amplifikacji o wielkos$ci 521 pz byt
wizualizowany na 1,5% zelu agarozowym w buforze
0,5xTBE (ang.TRIS borate-EDTA). Jako kontroli pozy-
tywnej w reakcji PCR uzywano DNA wyizolowanego
ze szczepu S. aureus NCTC 10652.

WYNIKI

Ogodtem zebrano 41 izolatbw MRSA od pacjen-
tow (materiaty oznaczone nr 1-16, 19-30 oraz 32-45)
i personelu (materialy: 17, 18 oraz 31), ktoére poddano
dalszym badaniom celem opisania ich pokrewienstwa
i zdolnosci do produkcji enterotoksyny.

Wsrod przebadanych izolatow 33 wykazywaty iden-
tyczny uktad prazkéw na zelu po elektroforezie pulsacyj-

_____

{

Ryc. 1
Fig. 1

nej, uznano je za szczep epidemiczny. W obrgbie jednego
klonu znalazto si¢ 31 izolatéw od pacjentéw oraz 3 izolaty
pobrane od personelu. Dodatkowo 1 izolat od pacjenta
(nr 45) byt bardzo blisko spokrewniony z klonem epide-
micznym (réznica dotyczyta 1 zdarzenia genetycznego).
Pozostate 7 izolatow charakteryzowato si¢ unikatowymi
wzorami restrykcyjnymi, szczepy te nie byly spokrew-
nione ze szczepem epidemicznym — wsrod nich byt m.in.
izolat z ptynu mézgowo-rdzeniowego (ryc 1).

Dodatkowo wszystkie izolaty zostaty przebadane
pod katem obecnosci genu kodujacego biatko entero-
toksyny A (sea) przy zastosowaniu metody PCR. Wsrod
44. izolatéw tylko u jednego (o numerze 19) wykryto
gen sea. Jednoczesnie izolat ten charakteryzowal si¢
unikatowym wzorem restrykcyjnym, innym niz wykryty
szczep epidemiczny.

Pracownicy, u ktorych stwierdzono kolonizacje
nosa szczepami MRSA — 3 osoby, zostali poddani
procedurze eradykacji z zastosowaniem mupirocyny
przez okres 5 dni, a do tego czasu zostali skierowani
do prac niezwigzanych z przygotowywaniem positkow
dla pacjentéw. Powtorne posiewy z przedsionka nosa
wykonano u tych pracownikow w odstepnie 2-5 tygo-
dni. Wszystkie wyniki byty ujemne.
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DYSKUSJA

Pseudo-infekcje (ang. pseudoinfections) i pseudo-
-epidemie (ang. pseudo-outbreaks) stanowia duzy i
jednoczesnie trudny problem dla zespotéw kontroli
zakazen szpitalnych i epidemiologéw szpitalnych.
Epidemia to zwigkszenie liczby zachorowan na dang
chorobe ponad oczekiwang liczbe lub wspotczynnik
zachorowalnosci. Pseudo-epidemie zakazen zwigza-
nych z opiekg zdrowotng (ang. health care-associated
pseudo-outbreaks) zazwyczaj zwigzane sg ze wzrostem
liczby dodatnich wynikéw badan mikrobiologicznych
materialow pochodzacych od pacjentow bez klinicz-
nych objawow zakazenia. Tego typu przypadki sa czgsto
konsekwencjg wdrazania intensywnego czy tez zwigk-
szenia intensywnos$ci nadzoru mikrobiologicznego i
/ lub epidemiologicznego nad pacjentami w szpitalu.
Sytuacja taka jest tez charakterystyczna dla wprowa-
dzania nowych metod diagnostyki mikrobiologicznej
badz zmiany pewnych dotychczasowych procedur
diagnostycznych (12, 13, 14). Zaistniata sytuacja miala
bezposredni zwigzek z zastosowang metodg, w kto-
rej pomini¢to wazny w diagnostyce zakazen uktadu
pokarmowego etap badania bezposredniego: toksyna
bakteryjna w rutynowej diagnostyce wykrywana jest
na etapie przedhodowlanym — ktorego tutaj zabrakto.

Pseudo-epidemie moga by¢ rowniez identyfikowa-
ne poprzez wzrost czestosci izolacji drobnoustrojow
nietypowych dla badanych materiatow.

Zatem brak potwierdzenia obecnosci toksyny
gronkowcowej w analizowanych badaniach etiologii
zakazen uktadu pokarmowych wskazat, ze na obserwo-
wanym oddziale doszto do sytuacji, ktdra mozna opisaé
jako wystepowanie pseudoinfekcji MRSA. Powodem
rozpoczecia dziatan byt brak szczegoétowej informacji
dotyczacej zwiazku pomigdzy objawami klinicznymi
pacjentdw i potencjalnych — badanych — czynnikow
etiologicznych. Zespot kontroli zakazen podjat niezbed-
ne w sytuacji podejrzenia epidemii dziatania, a weryfi-
kacja nastgpita wraz z wykorzystaniem szczegdtowych
badan mikrobiologicznych dotyczacych zjadliwosci
badanych szczepéw MRSA: stan zdrowia pacjentow nie
miat zadnego zwigzku z nietoksynotwdrczym szczepem
MRSA (15; 16).

Duzo powazniejszym problemem, ktory pojawit si¢
w badanej populacji jest obecnos$¢ wsrdd pracownikow
szpitala 0oso6b skolonizowanych szczepami MRSA.
Zazwyczaj podkresla si¢ znaczaca role w transmisji
zakazen personelu medycznego, szczeg6lnie na oddzia-
fach intensywnej terapii badZz oddziatach oparzenio-
wych. W omawianym przypadku oddziatem objetym
dochodzeniem epidemiologicznym byli pacjenci oraz
personel zwigzany z dziatalno$cig oddziatu. Jednak
poniewaz dodatnie wyniki badan personelu wykonane

dla oceny obecnosci MRS A uzyskano w trakcie docho-
dzenia epidemiologicznego — trudno ocenié, czy osoby
te byty zrédlem czy ofiarg zaistniatej sytuacja, czy ich
kolonizacja byta zjawiskiem wtérnym do sytuacji na
oddziale (17, 18).

W zwigzku z zaistniatg sytuacjg przeprowadzono
doktadny przeglad procedur zwigzanych z zachowa-
niem zasad higieny, w tym izolacji zwigzanej z fekal-
no-oralng droga transmisji drobnoustrojéw. Poniewaz
dotyczyta ona oddziatow pediatrycznych, przygotowa-
no dodatkowo szczegdtowy program edukacyjny dla
wszystkich rodzicow i1 opiekunéw hospitalizowanych
dzieci, obejmowat on zasady higieny rak, korzystanie
z toalet i prysznicéw, obowigzek peinej toalety dziecka
kilkakrotnie w ciggu dnia w zaleznosci od nasilenia
objawdéw chorobowych. Dodatkowo wprowadzono
zakaz dokarmiania dzieci artykutami innymi niz positki
szpitalne, w tym absolutny zakaz czgstowania. Jedynym
wyjatkiem pozostala woda mineralna, ale pod warun-
kiem, ze bedzie pozostawaé w oryginalnym opakowaniu
i nie bedzie przelewana ani uzupetniana innymi ptyna-
mi, zostanie zuzyta w ciggu 1 doby, a kazda butelka
bedzie wykorzystana tylko przez 1 osobe (bez czesto-
wania, odstgpowania itp.) Personelowi przypomniano o
konieczno$ci dezynfekcji stetoskopdw 1 innego sprzgtu
stosowanego zaro6wno w izbie przyje¢, jak i w oddziale
oraz zakazie umieszczania w kieszeniach fartucha drob-
nych przedmiotdéw, ktore miaty kontakt z pacjentem.
Na izbie przyje¢ szpitala wprowadzono bezkontaktowe
kosze na odpady (19, 20).

WNIOSKI

W badanej populacji stwierdzono r6znga etiologie
obserwowanych zakazen drog pokarmowych. Jedno-
czes$nie nie obserwowano zwigzku pomiedzy stanem
klinicznym pacjentow (objawami zakazenia drog po-
karmowych) oraz izolowanym szczepem epidemicznym
Staphylococcus aureus niewytwarzajacym toksyny
gronkowcowej.

Prowadzone badanie wykazato pseudoepidemig
Staphylococcusa aureus o fenotypie MRSA. Podjete
dziatania miaty na celu poprawe bezpieczenstwa pa-
cjentoéw na oddziale poprzez wprowadzenie kontrolnych
badan przesiewowych personelu w kierunku MRSA
oraz eradykacje w przypadku potwierdzonej koloni-
zacji, a takze edukacj¢ w zakresie higieny personelu
medycznego, opiekunoéw dzieci i wszystkich odwie-
dzajacych. Zaistniata sytuacja potwierdzita, ze peten
nadzor nad zakazeniami jest mozliwy tylko przy dobrej,
biezacej wspotpracy laboratorium mikrobiologicznego
z zespotem kontroli zakazen oraz wszystkimi osobami
biorgcymi udziat w procesie pielggnacji i leczenia.
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