Intrahospitalne infekcije




Intrahosgitalne infekcije
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bolnicke ili nozokomijalne

iInfekcije steCene tokom boravka bolesnika u
bolnici (najmanje 48 h posle prijema i najvise
48 h posle izlaska iz bolnice)

» Infekcija nije postojala ili nije bila u periodu
inkubacije u trenutku prijema bolesnika na
leCenje



prisustvo
mikroorganizama u
bolni€koj sredini




Intrahospitalne infekcije

AEBEBEBEBIL AL LB D

B komplikacije bolni¢kog le¢enja B povecanje
morbiditeta, mortaliteta i troskova leCenja

M iznosenje bolnickih sojeva mikroorganizama u
vanbolnicku sredinu | zdravu populaciju



Ko moze da oboli?

bolesnici &
bolnicko osoblje (lekari, medicinske sestre |

tehnicari, bolni€ari, osoblje zaduzeno za
hranu,osoblje zaduzeno za Cis¢enje,...)

posetioci
studenti

&s!




Ucestalost intrahospitalnih infekcija

@ kod svih hospitalizovanih pacijenata
5-10%
% na odeljenjima intenzivne nege
15 - 20%




Faktori rizika za nastanak intrahospitalnih
infekcija

= Imunokompromitovani pacijenti (bolest ili
hemoterapija)

= hirurske intervencije, primena katetera, respiratora |
drugih instrumenata koji narusavaju epitelne barijere

= duzina boravka u bolnici
= antibiotska terapija (> 10 dana)

= prisustvo multirezistentnin mikroorganizama u
bolnickoj sredini zbog selektivnog pritiska |
¥

mogucnosti razmene gena rezistencije gu§
b



Poreklo intrahospitalnih infekcija

3 Endogene
mikroorganizmi normalne flore bolesnika:
bolesnik donosi u bolnicu

X Egzogene
mikroorganizmi potiCu iz spoljasnje sredine:
= bolni¢ko osoblje
= bolesnici
= posetioci
= bolnicko okruzenje



Transmisija uzrocnika intrahospitalnih
infekcija

Direktna
« kontakt - ruke bolnickog osoblja!




Transmisija uzrocnika intrahospitalnih
infekcija %

Indirektna




Transmisija uzrocnika intrahospitalnih
infekcija

Indirektna
« vazduh
* hrana

e voda




Ucestalost razlicitih bolni¢kih infekcija

= infekcije urinarnog trakta = 40%

= pneumonije = 15-20%

= infekcije hirurskih rana = 15-20%

= bakterijemije = 5-10%

= ostale (gastroenteritis, meningitis,...) = 20%

= infekcije posredovane medicinskim implantatima

Urinary Tract 38%
Surgical Wound 22%
Lower Respiratory Tract 15%
Bloodstream 5%
B Others 20%




Uzrocnici intrahospitalnih infekcija




Najvaznije bakterije uzro¢nici
bolnié¢kih infekcija
Gram pozitivne:
Staphylococcus aureus
koagulaza negativne stafilokoke
Enterococcus spp.

Gram negativne:
Escherichia coli
ostale oportunistiCke enterobakterije (Klebsiella
spp., Serratia spp.,...)
Pseudomonas aeruginosa
ostale nefermentativne (Acinetobacter spp.,...)




Osobine bolni¢kih sojeva bakterija

 rezistencija na antibiotike (MDRY!)
« pojava zavisnosti od antibiotika

« sposobnost prezivljavanja u bolni€kom okruzenju
(dezinficijensi!)

Najznacajniji oblici rezistencije:

 MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus)

« VRE (vankomicin-rezistentni enterokok)
 MBL (metalo-B-laktamaze-produkujuci sojevi)
- ESBL (B-laktamaze prosirenog spekira delovanja)



Najvazniji virusi uzroénici bolnic¢kih
infekcija

* prenos vazduhom:
virus influenzae
respiratorni sincicijalni virus
virus parainfluenzae
Varicella-Zoster virus (VZV)

* prenos direktnim kontaktom
sa lezijama na kozi

HSV1, HSV2, VZV

» prenos feko-oralnim putem
rotavirusi | norovirusi
(Norwalk-like virus)



¥ Virusi koji se prenose putem krvi,
krvnih produkata ili kontaminiranim
instrumentima

 Virus humane imunodeficijencije
(HIV)

» Hepatitis B virus (HBV) g _
* Hepatitis C virus (HCV) _ .




Najvaznije gljive uzroénici
intrahospitalnih infekcija
kvasnice

Candida spp. (C. alb/cans C. tropicalis, C. glabrata C
parapsilosis, C. krusei, C. lusitanae,...) T e T

Malassezia furfur, M. pachydermatis
Trichosporon beigelii

plesni
Aspergillus spp.
Penicillium spp.
Acremon/um spp.

Mucorales
Rhizopus spp.
Mucor spp.
Absidia spp.




Prevencija i kontrola

= pranje ruku!

STOP
NOSOCOMIAL
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Prevencija i kontrola

= upotreba zastitne odece, maski, rukavica

= koris€enje instrumenata za jednokratnu upotrebu
= sterilizacija instrumenata

= dezinfekcija povrsina i vazduha

= pravilno odlaganje kontaminiranog materijala i krvi




Prevencija i kontrola

= |zolacija pacijenata sa infekcijom
Enteric Alert

AIRBORNE COMMUNICABLE DISEASE
ONLY PAPR TRAINED AND
EQUIPPED PERSONS IN ROOM

CHECK WITH NURSE

BEFORE
ENTERING




Prevencija i kontrola

= protektivna izolacija - izolacija
iImunokompromitovanih pacijenata

Protective Alert

STOP

Check with nurse before entering room

Wash hands
No ill visitors
No fresh fruits or vegetables
No fresh flowers or potted plants




Prevencija i kontrola

obeskliCavanje bolniCkog osoblja

Imunizacija bolniCkog osoblja i pacijenata u visokom
riziku (rotavirusi, VZV, influenca,...)

antibiotska profilaksa
kontrola krvi i krvnih produkata

osoba zaduzena za pracenje i kontrolu bolniCkih
iInfekcija
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Zadaci mikrobioloske laboratorije

dijagnostika intrahospitalnih infekcija:
izolacija
identifikacija uzrocnika
Ispitivanje osetljivosti na antimikrobne agense

analiza uc€estalosti pojedinih uzro¢nika

pracenje promena rezistencije najznacajnijih
bolnickih patogena (MRSA, VRE, ESBL,...)

pracenje promena virulencije



Zadaci mikrobioloske laboratorije

screening osoblja | pacijenata | otkrivanje
kliconostva (rutinski screening na MRSA i VRE u
razliCitim uzorcima)

pracenje higijensko-epidemioloske situacije
(brisevi sa raznih povrsina, uzorci vazduha,...)

kontrola procesa sterilizacije 1 kontrola sterilnosti
predmeta



Zadaci mikrobioloske laboratorije

kontrola higijene osoblja (pranje ruku!)

Ispitivanje efikasnosti dezinficijenasa

edukacija zdravstvenog osoblja (predavanja |
testovi)

tipizacija uzrocnika bolnickih infekcija (fenotipska
| genotipska)



Tipizacija uzrocnika bolnickih infekcija

Uloga tipizacije: da se ustanovi da li izmedu
izolata postoji povezanost

izolati srodni i/ili identiéni @

Metode tipizacije zasnovane na ispitivanju:
fenotipskih karakteristika izolata

genotipskih karakteristika izolata



Potvrda genetske srodnosti izmedu izolata
uzrocnika intrahospitalnih infekcija, odnosno
utvrdivanje pripadnosti istom klonu omogucava
da se:

A identifikuje izvor infekcije (iz spoljne sredine ili
od osoblja)

IB razlikuje infektivni od neinfektivnog soja
(kontaminant)

(© razlikuje relaps od reinfekcije



Fenotipske metode tipizacije bakterija
izazivaca intrahospitalnih infekcija

& istovremeno metode identifikacije
mikroorganizama i ispitivanja osetljivosti na
antimikrobna sredstva

Biotipizacija == biotipovi
Ispitivanje osetljivosti na antibiotike == rezistotipovi
Serotipizacija == serotipovi

Ispitivanje osetljivosti na bakteriofage ==» fagotipovi
Ispitivanje osetljivosti

na bakteriocine == hakteriocinotipovi



e.g. biotipizacija - identifikacija i razlikovanije
biotipova na osnovu rezultata biohemijskih reakcija/
morfologije/ tolerancije na faktore spoljne sredine

Dva izolata Pseudomonas
aeruginosa od razliCitih
pacijenata - identi€ni biotip

Pacijent 2
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I Pacijent 1

Dva izolata Pseudomonas
aeruginosa od razli€itih
pacijenata - razlic¢iti biotipovi

Pacijent 2

1 234567891 1 2345678 910




e.g. rezistotipizacija - rezultat antibiograma
ukazuje na model in vitro osetljivosti/rezistencije na
grupu antimikrobnih agenasa (antibiotika)

Moguce je u
rutinskom radu
detektovati nove
oblike rezistencije

Pacijent 1 I Pacijent 1 I
|zolati E. coli razliCitih pacijenata |zolati E. coli razliCitih pacijenata
— isti rezistotip l — razliciti rezistotipovi

! Moguce je da
bakterije koje nisu
genetski /
epidemioloski srodne
imaju isti antibiogram

Pacijent 2 Pacijent 2



Ogranicenja fenotipskih metoda

5= Imaju manju moc razlikovanja sojeva u
odnosu na genotipske metode

=z~ problemi standardizacije razlicitih metoda i
losa reproducibilnost

5= Mmogucnost varijacije u ekspresiji gena |
slu€ajne mutacije mogu izmeniti bioloske
osobine izolata



Genotipske metode tipizacije

Cilj ovih metoda je da se dokaze da su izolati
uzrocCnika intrahospitalnih (IH) infekcija
genetski srodni i da poticu od istog soja

oshovna predpostavka:

% epidemioloski povezani izolati uzroénika
IH infekcija predstavljaju potomke jednog
Klona i imaju isti genotip (DNK fingerprint)

o izolati koji nisu epidemioloki povezani
imaju razliCite genotipove



Genotipske metode tipizacije

& zasnivaju se na analizi | uporedivanju hromozomske
| plazmidske DNK

veliki broj razli€itih tehnika:

& metode zasnovane na primeni restrikcionih
endonukleaza (sa ili bez prethodne amplifikacije
- PCR)

& metode zasnovane na ispitivanju polimorfnih
genetickin markera (ponovljene sekvence)

€ metode zasnovane na analizi sekvence
nukleotida (sekvenciranje PCR produkata)



Restrikcione endonukleaze
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Restrikcione endonukleaze

Enzyme Source organis

Some restriction enzymes

(a)

EcoRlI Escherichia
coli
5' overhang
Pstl Providencia —€—T—G—C—A 3 5=
stuartii
=4 3 A=CG—T—Cc—]
3’ overhang
Smal Serratia =E—C—F Gt
marcescens
—6—6—G ==~
Blunt ends
(b)
Haelll Haemophilus —a—4 5 e
RGP = 5 66—
Blunt ends
Hpall Haemophilus = ==t
parainfluenzae —_—F
EEE6=C 5 =

5’ overhang




Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

izolacija DNK restrikcioni enzimi elektroforeza
tumacenje: uporedivanje broja i veliine elektroforetski

odvojenih DNK fragmenata T
Elektroforeza u gelu gde se
/ orijentacija elektri¢nog polja

periodicno menja/
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Staphylococcus aureus - PFGE
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Enterococcus faecalis - PFGE




Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

izolacija DNK
\ 4

restrikcioni enzimi

9
elektroforeza
9
uporedivanije broja i veliCine elektroforetski odvojenih
DNK fragmenata
ili
detekcija DNK fragmenata sa specificnim genetickim
markerom



RFLP

A mesto koje prepoznaje

@ @ restrikcioni enzim
© geneticki marker

l ‘ detekcija: obelezena proba
0 <5 (OTO\\ komplementarna sekvenci
O@\/\ Q\ o genetiékog markera
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rezultati nakon kompjuterske analize

fingerprintovi
izolata E. coli

RFLP



Metode zasnovane na ispitivanju
polimorfnih genetickih markera

e.dg. VNTR - variable number of tandem repeats

« tandem repeat: kratka DNK sekvenca koja se
javlja u ve¢em broju ponavljanja na odredenom

delu hromozoma

WNTR

region
UNTR mgm are polymomph
they frave "many forms". The nmnbera."
tandem repeats of a sequence is highly
wariable within a population.




VNTR polimorfizam izolata MRSA

M 1 2 3 4 56 7 8 910 M

100 bp

Hi 4-10



Metode zasnovane na analizi sekvence
nukleotida

w¥: nove metode u molekularnoj epidemiologiji

Ml zasnovane na analizi sekvence nukleotida u
pojedinacnim ili multiplim hromozomskim lokusima -
izrazavaju se jednostavnim rezultatima: A, T, Gi C

GCAQTTACGCTCACTGCCCGCTTTCCAG TCGGG AAAC
230 240 250 280

H

m¥l standardizacija, jedinstvena interpretacija,
podaci o sekvencama nukleotida za razne gene
dostupni su na internetu



