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Abstrakt

Laboratorni diagnostika stafylokokovych infekci je zalozena na pfimém prikazu, tj. na
mikroskopii a kultivaci, pfipadné prikazu bakteridlni DNA. Cilem této prace je
posouzeni soucasné moznosti laboratorni diagnostiky infekci zplsobenych koagulaza —
negativnimi stafylokoky a porovnani jednotlivych metod pouzivanych k identifikaci
v rutinni laboratorni praxi.

Uvodni ¢ast prace je vénovana popsani rodu Staphylococcus, jeho odliseni od rodd
Micrococcus a Peptococcus. Nasledné pak rozdéleni rodu Staphylococcus na zéakladé
schopnosti enzymaticky koagulovat plazmu do dvou hlavnich skupin (stafylokoki
koagulaza — pozitivnich a koaguldza — negativnich). U téchto dvou hlavnich skupin je
popsana jejich morfologie, kultivace, antigenni struktura, faktory virulence, patogeneze
a laboratorni diagnostika.

V metodické Casti je zminéna preanalytickd a analyticka faze vySetfeni.
Preanalytickd Cast je zaméfend na obecné zasady odbéru a transportu materialu na
mikrobiologické vySetfeni a samotny odbér materiélu.

Metodicka Cast byla provadéna v Laboratofi Iékafské mikrobiologie na Pracovisti
bakteriologie v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. V této Casti prace je popsano rozliseni
stafylokokdl na zakladé koagulazového testu latexovou aglutinaci (PROLEX™ STAPH
LATEX KIT) a nasledné druhové identifikace 52 kmenl stafylokokd koagulaza —
negativnich, izolovanych z centralnich Zilnich katétr(l, hemokultur a jinych klinicky
zédvaznych material(l. Druhova identifikace vsech 52 kmenl stafylokokd koagulaza —
negativnich byla provedena biochemickou identifikaci testem STAPHYtest 16 a
paralelné hmotnostni spektrometrii — technologie MALDI-TOF systémem VITEK
MS™. Témito metodami byly kmeny identifikovany s GspéSnosti 96,2 % u metody
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a s UspéSnosti 67,3 % u biochemické
identifikace STAPHYtest 16. Nejcastéji byl identifikovan druh Staphylococcus
epidermidis (64 %), nasledné Staphylococcus hominis ssp. hominis (10 %),
Staphylococcus capitis (6 %), Staphylococcus warneri (6 %), Staphylococcus

lungdunensis (4 %), Staphylococcus haemolyticus (4 %), Staphylococcus hominis (4 %),



Staphylococcus caprae (2 %). V porovnani obou metod je hmotnostni spektrometrie
spolehlivéjsi, rychlejsi a jednodussi metodou vhodnou do rutinni laboratorni praxe.

Klicova slova: biochemicka identifikace, centralni Zilni katétr, hemokultury,

MALDI TOF MS, stafylokoky, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.



Abstract

Laboratory diagnostics of Staphylococccal infections is based on direct evidence, like
microscopy and cultivation, eventually on molecular genetics methods. The objective of
this thesis is the presentation of nowadays possibilities in laboratory diagnostics of
coagulase — negative staphylococcal infections and comparsion of two methods of
identification used in the routine laboratory practice.

First part of the thesis presents the genus Staphylococcus and the difference
between it and the genuses Micrococcus and Peptococcus. The following part of this
thesis shows the distribution of genus Staphylococcus in two main groups
(Staphylococcus coagulase — positive and coagulase — negative), based on the ability to
coagulate plasma. The description of these two main groups contains their
morphological and cultivation features, antigen structure, virulence factors,
pathogenesis and laboratory diagnostics.

In the methodical part the pre-analytic and analytic phase is mentioned. The
focus of the pre-analytic part the general priciples of collection and transport for
microbiological analysis and the collection of material itself.

The methodical part was performed in the Ceské Budgjovice Hospital —
Laboratory of Medical Microbiology — Department of Bacteriology. This part of the
thesis presents the differentiation of staphylococci by latex agglutination (PROLEX ™
STAPH LATEX KIT) and then specific identification of 52 strains of coagulase-
negative staphylococci isolated from central venous catheters , hemocultures and other
clinical important materials is following. The specific identification of all the 52 strains
of coagulase-negative staphylococci was performed by biochemical identification by
STAPHYtest 16 (ErbaLachema) and parallel by mass spectrometry MALDI-TOF
(system VITEK MS™). The correct identification reached 96,2 % by the method of
mass spectrometry MALDI-TOF and 67,3 % by biochemical identification
STAPHYtest 16. The most frequent species isolated was Staphylococcus epidermidis
(64 %), then Staphylococcus hominis ssp. hominis (10 %), Staphylococcus capitis (6
%), Staphylococcus warneri (6 %), Staphylococcus lugdunensis (4 %), Staphylococcus
haemolyticus (4 %), Staphylococcus hominis (4 %), Staphylococcus caprae (2 %).



The comparsion of both named methods shows the mass spectrometry more reliable,
faster and simpler method, and more suitable for routine laboratory work.

Keywords: biochemical identification, central venous catheter, hemocultures, MALDI

TOF MS, Staphylococci, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.
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Seznam pouzitych zkratek

CZK
KNS
PBAK
MRSA
STCA
STCP
STEP
STHA
STHH
STHO
STKN
STLU
STWA
TSST-1

Centralni Zilni katétr

Koagulaza negativni stafylokoky
Pracovisté bakteriologie
methicilin rezistentni S. aureus
Staphylococcus capitis
Staphylococcus caprae
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis ssp. hominis
Staphylococcus hominis
Stafylokoky koagulaza negativni
Staphylococcus lungdunensis
Staphylococcus warneri

Toxin syndromu toxickeho Soku 1



1. Teoreticky Gvod

1.1. Rod Staphylococcus

Zastupci rodu Staphylococcus jsou morfologicky grampozitivni koky o prdméru
0,5-1,5 pm, vyskytujici se jednotlivé, v parech i v nepravidelnych shlucich a netvofici
spory. Poprvé byly popsany nezavisle na sob& Louisem Pasteurem a Sirem
Alexanderem Ogstonem v roce 1880. Nazev stafylokok je odvozeny z Ffeckého staphylé
(hrozen) a cocos (zrna nebo bobule), a vyjadfuje pravé typické morfologické usporadani
stafylokok(. Zaveden byl skotskym chirurgem a amatérskym mikrobiologem Sirem
Alexanderem Ogstonem, ktery prokazal, Ze jsou pdvodci hnisavych onemocnéni
Clovéka.

Stafylokokiim se morfologicky podobaji koky z rodu Micrococcus a Peptococcus,
které se vSak odliSuji na arovni DNA, coZ vyluCuje jejich taxonomickou pFibuznost
(Benes 2002, Greenwood et al. 1999, Murray et al. 2003).

Dal$im rozlisujicim znakem mikrokok(d od stafylokokd je jejich metabolismus.
Mikrokoky jsou striktné aerobni, koky z rodu Peptococcus jsou striktné anaerobni.
Stafylokoky jsou fakultativné anaerobni a dobre se kultivuji v aerobnich i anaerobnich
podminkéch. Jsou pomérné odolné vici vliviim zevniho prostfedi. Snesou i vyschnuti
a vykazuji odolnost i k vysoké koncentraci soli (Bene$ 2002, Greenwood et al. 1999,
Murray et al. 2003).

Stafylokoky jsou pomérné kultivatné nendrocné mikroorganismy, které dobfe rostou
i na béznych kultivacnich pldach. K jejich izolaci je vhodny krevni agar s 5 % berani
krvi, trypton sojovy agar TSA nebo BHI agar s pfidavkem mozkosrdcové infuze.
K zachytu stafylokok( z kontaminovanych vzork( je vhodné uzit selektivni pldu, napf.
krevni agar s 10 % NaCl (Murray et al. 2003, Votava et al. 2003).

Zatimco bakterie roddi Micrococcus a Peptococcus se povazuji za neSkodné komenzaly,
stafylokoky mohou byt plvodci fady dilezitych i méné vyznamnych infekci lidi
a zvitat. V soucasné dobé je popsano 54 druhl stafylokok( (viz tab. 1). Spadaji do dvou
hlavnich skupin na zékladé schopnosti enzymaticky pomoci koagulazy koagulovat

plazmu.  NejvyznamngjSim  zastupcem  koaguldza pozitivnich  stafylokokd
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je Staphylococcus aureus (Murray et al. 2003, PetraS 2010), ktery patfi mezi hlavni
patogeny rodu Staphylococcus. Stafylokoky ale také bézné kolonizuji kizi lidi a zviFat.
Asi 30 % zdravych lidi jsou nosiCi Staphylococcus aureus a jeSté vysSi je vyskyt
stafylokokd koagulaza-negativnich. Stafylokoky koagulaza-negativni jsou v souc¢asnosti
povazované za vyznamné podminéné patogenni bakterie, které mohou vyvolavat
infekce spojené s implantaci cizorodych material(i — ortopedickych i cévnich protéz,
cévnich katétrd a jinych implantat(l (Staphylococcus epidermidis) a infekce mocovych
cest (Staphylococcus saprophyticus). Stafylokoky koagulaza-negativni se dfive
do urovné druhu vbézné praxi neidentifikovaly, ale dnes, vzhledem K jejich
narlistajicimu vyznamu jako moznych oportunnich patogenl, se jejich identifikace
do druhu, u klinicky vyznamnych izolat(i provadi. Jejich identifikaci usnadiuji moderni,
rychlé metody, které jsou v soucasné dobé k dispozici (Bene$ 2002, Greenwood et al.

1999, Murray et al. 2003).

Tabulka 1: Seznam druh( a poddruh(l rodu Staphylococcus (Murray et al. 2003, Petras

2010)

ROK
ROD DRUH PODDRUH objeveni

Staphylococcus aureus * subsp. aureus 1884
Staphylococcus epidermidis 1916
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus 1951
Staphylococcus capitis subsp. capitis 1975
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii 1975
Staphylococcus haemolyticus 1975
Staphylococcus hominis subsp. hominis 1975
Staphylococcus simulans 1975
Staphylococcus warneri 1975
Staphylococcus xylosus 1975
Staphylococcus intermedius * 1976
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri 1976
Staphylococcus hyicus * 1978
Staphylococcus carnosus subsp. carnosus 1982
Staphylococcus auricularis 1983
Staphylococcus caprae 1983
Staphylococcus gallinarum 1983
Staphylococcus lentus 1983
Staphylococcus sacharolyticus 1984
Staphylococcus arlettae 1985




ROK

ROD DRUH PODDRUH . .
objeveni
Staphylococcus equorum subsp. equorum 1985
Staphylococcus kloosii 1985
Staphylococcus aureus * subsp. anaerobicus 1985
Staphylococcus chromogenes 1987
Staphylococcus lugdunensis 1988
Staphylococcus schleiferi* subsp. schleiferi 1988
Staphylococcus delphini * 1988
Staphylococcus felis 1989
Staphylococcus schleiferi * subsp. coagulans 1990
Staphylococcus capitis subsp. ureolyticus 1991
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus 1991
Staphylococcus muscae 1992
Staphylococcus piscifermentans 1992
Staphylococcus pasteuri 1993
Staphylococcus vitulus 1994
Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 1996
Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus 1997
Staphylococcus sciuri subsp. rodentium 1997
Staphylococcus lutrae * 1997
Staphylococcus succinus subsp. succinus 1998
Staphylococcus condimenti 1998
Staphylococcus carnosus subsp. utilis 1998
Staphylococcus hominis subsp.novobiosepticus 1998
Staphylococcus fleurettii 2000
Staphylococcus succinus subsp. casei 2003
Staphylococcus equorum subsp. linens 2003
Staphylococcus nepalensis 2003
Staphylococcus pseudintermedius* 2005
Staphylococcus simiae 2005
Staphylococcus pettenkoferi 2007
Staphylococcus microti 2010
Staphylococcus rostri 2010
Staphylococcus devriesei 2010
Staphylococcus massiliensis 2010

Mezi
a Staphylococcus pseudintermedius. V humannim klinickém materidlu se vyskytuji

* stafylokoky koagulaza — pozitivni

1.1.1 Koagulaza-pozitivni stafylokoky
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stafylokoky koaguldza-pozitivni patfi mimo jiné Staphylococcus aureus

témér vZzdy kmeny Staphylococcus aureus ssp. aureus (dalsim zndmym poddruhem je S.




aureus subsp. anaerobius, ktery je plvodcem infekci u ovci). Staphylococcus
pseudintermedius je izolovan velice vzacné. Vyskytuje se obvykle u pstl a dal$ich druhd
zvifat a byl popsén prof. Hajkem z Olomouce vroce 1976. Izolovan byva pravé
v souvislosti s pokousanim psem (Bednér et al. 1996, Hajek 1976, Lee 1994, Petras et
al. 1998). Z hlediska patogenity méa tedy pro ¢lovéka nejvétsi vyznam Staphylococcus
aureus zpUsobujici ¢astd onemocnéni Clovéka - od béznych infekci lokalniho
charakteru v komunité, po celkova onemocnéni spojena i se zavaznymi Klinickymi

priznaky, véetné mortality u hospitalizovanych pacientd (Peleg et al. 2002).

1.1.1.1  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se fadi mezi biochemicky nejaktivnéjsi bakterialni druhy.
Produkuje fadu komplexnich latek bunécné stény, exoenzymi a toxind, z nichz mnohé
se uplatiiuji jako faktory virulence. Je dobfe adaptovany na kolonizaci kiiZe a sliznic
a spolu se streptokoky patfi mezi nejcastéjsi plivodce pyogennich infekci nebo
intoxikaci Clovéka i zvifat (Bednér et al. 1996).

1.1.1.1.1 Morfologie

Staphylococcus aureus je grampozitivni kok o prliméru cca 1 pm. Koky jsou
usporadany typicky do shlukd, v patologickém materialu se mohou vyskytovat v parech
nebo i ojedinéle. Nesporuluji, jsou nepohyblivé a obvykle netvofi pouzdro (Greenwood
et al. 1999).

1.1.1.1.2 Antigenni struktura.

Bunécna sténa stafylokokd obsahuje peptidoglykan, kyselinu teichoovou a protein A.

Peptidoglykan Ucinkuje podobné jako endotoxin, podnécuje uvolfiovani cytokind
a makrofagd, aktivaci komplementu a shlukovani krevnich destiéek. Hlavni antigenni
determinantou vSech kmend Staphylococcus aureus je skupinové specificky
polysacharid A. Uplatiiuje se v adhezi na sliznice. Protein A je hlavni bilkovinnou
soucasti bunécné stény a spolecnym skupinovym antigenem vétSiny kmend. Jeho
dlleZitou schopnosti je nespecificky reagovat s Fc-fragmentem imunoglobulin, a tim

chranit stafylokoka pred opsonizaci protilatkami, schopnost plsobit proti Gcinku

13



komplementu a fagocytdl. Kapsularni antigeny lze prokazat u nékterych mukoidnich
kmen0. Existuji v 11 antigennich typech, vétSina klinicky vyznamnych izolat(i nalezi
k typu 5 nebo typu 8, které brani fagocytéze (Greenwood et al. 1999, Votava et al.
2003).

1.1.1.1.3 Faktory virulence

Faktory virulence (viz tabulka €. 2) Ize rozdélit na povrchové a extracelularni.

Tabulka €. 2: Faktory virulence Staphylococcus aureus (Greenwood et al. 1999)

Faktory virulence | Uginek
1) Polymery bunécné stény
peptidoglykan inhibitor zanétlivé reakce

adsorpce fagu; zasoba vazanych

kyselina teichoova dvojmocnych kationt(
povrchové bilkoviny:
protein A reakce s Fc-oblasti Ig G
shlukovaci faktor vazba na fibrinogen
protein vazajici se na fibronektin vazba na fibrinogen
protein vazajici se na kolagen vazba na kolagen
2) Exoproteiny
a-lyzin zména permeability bunécné membrany;
B-lyzin cytotoxicky Ucinek na fagocyty a tkanoveé
y-lyzin bunky
0-lyzin
leukocidin Panton-Valentine
epidermolyticky toxin zpuchyreni kize
toxin syndromu toxického Soku systémovy ucinek
enterotoxiny zvraceni a prijem
volnd koagulaza zmeéna fibrinogenu na fibrin
hyaluronidaza Stépeni kyseliny hyaluronove ve vazivu
stafylokinaza degradace fibrinu
lipaza Stépeni lipidd
fosfolipaza Stépeni fosfolipidd
deoxyribonukledza Stépeni DNA
proteazy Stépeni bilkovin
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1.1.1.1.3.1 Povrchové faktory

Mezi povrchové faktory patfi jiz zmifovany peptidoglykan, protein A a pouzdro.
DalSim povrchovym antigenem je vazana koaguldza neboli clumping factor, ktera vaze
fibrinogen, méni ho na fibrin, a tim vyvolava shlukovani stafylokokd. Dalsi povrchové
proteiny se vaZzou napf. na elastin, kolagen nebo fibronektin a umoziuji stafylokoklim
adherovat na tkané hostitele (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).

1.1.1.1.3.2 Extracelularni faktory

Extracelularni faktory délime na enzymy a toxiny. Mezi enzymy patfi koagulasa,
katalasa,  hyaluronidasa, lipasy, nukleasy, fibrinolyzin a  penicilinasa.
Ke stafylokokovym toxindm patfi cytolyziny (hemolyziny), enterotoxiny, toxin
syndromu toxického Soku a exfoliativni toxiny (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).

Takzvand volnd koagulasa na rozdil od clumping-faktoru reaguje s plasmatickym
faktorem za vzniku stafylothrombinu, ktery katalyzuje zménu fibrinogenu na fibrin.
Hyaluronidasa $tépi kyselinu hyaluronovou v mezibunééném tmelu a usnadfuje Sifeni
stafylokok(l ve tkéanich. Lipasy pomahaji stafylokokim invadovat mazové Zzlazy
a podkozni tkan. Nukleasy jsou schopné napadat jadra leukocytd. Fibrinolyzin fibrinové
srazeniny rozpousti. Penicilinasa rozklada Ctyr¢lenny beta-laktamovy kruh a inaktivuje
tak beta-laktamova antibiotika (Bene$S 2002, Votava et al. 2003). Stafylokokoveé
cytolysiny poSkozuji povrchovou membranu bunék. Alfa-hemolyzin rovnéZz nazyvany
alfa-toxin tvofi vétSina kmenl Staphylococcus aureus. Alfa-hemolyzin vyvolava na
krevnim agaru z ov¢ich erytrocytll témér Uplnou beta-hemolyzu a dokonale rozpousti
krali¢i krvinky (Bene$§ 2002, Votava et al. 2003). Beta-hemolyzin je sfingomyelinasa C.
Pravdépodobné zodpovida i za poskozeni tkani a tvorbu abscesd. Na krevnim agaru (in
vitro) ma velice zajimavé (Cinky. PrestoZe nejvice plsobi na ovéi erytrocyty,
nerozpousti je, ale Stépi sfingomyelin jejich membrany na ceramid a fosforylcholin.
Celistvost erytrocytli zlistdva zachovana, ale zméni se jejich stabilita a barva.
K hemolyze erytrocytd dochéazi az sekundarné, napriklad Gcinkem chladu, CAMP-

faktoru, equi-faktoru nebo stafylokokového delta-hemolyzinu. Antagonisticky pUsobi
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beta-hemolyzin vi¢i alfa-hemolyzinu, to znamena, Ze beta-hemolyzin potlacuje
hemolyzu vyvolanou alfa-hemolyzinem (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).
Gama-hemolyzin je hemolyzin na krevnim agaru neprokazatelny, protoZe je agarem
inhibovan. U stafylokokové osteomyelitidy mivaji nemocni vy3si hladiny
neutralizaCnich protilatek proti tomuto toxinu (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).
Nejvyraznéji na lidské erytrocyty plsobi delta-hemolyzin. Skoro vsechny kmeny
Staphylococcus aureus produkuji delta-hemolyzin a i jiné druhy stafylokokl tvofi
stejnou nebo podobnou latku. Ve svém Gc€inku je inhibovan lipoproteiny krevniho séra,
a proto se mnoho kmend stafylokokl mdZze jevit na krevnim agaru jako nehemolytické.
Uplna beta-hemolyza vznika spole¢nym G&inkem delta-hemolyzinu s beta-hemolyzinem
na krevnim agaru s ovéimi erytrocyty. Zvyraznéni synergického plsobeni téchto toxind,
i plisobeni alfa-hemolyzinu na berani erytrocyty, se dosahne kultivaci v mikroaerofilnim
prostfedi (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).

Pantondv-Valentinlv leukocidin se sklada ze dvou slozek (LukS-PV and LukF-PV).
V membrané neutrofil( a makrofagl tvori pory a vede k lyze téchto bunék. Stafylokoky
chrani pred acinkem leukocytll a uplatriuje se v patogenezi vaznych infekci kize
i plicnich zanét(l (Tristan et al. 2009, Votava et al. 2003).

Stafylokokové enterotoxiny (A-E, G-R) je mozné prokazat priblizné u poloviny kmend
Staphylococcus aureus. Stafylokokové enterotoxiny jsou vysoce termostabilni
molekuly, snesou pllhodinovy var a odolavaji Gcinku travicich enzymd. Toxiny
vyvolavaji prijem a zvraceni. NejcastéjSim enterotoxinem u plvodcl stafylokokovych
enterotoxikéz je enterotoxin A. U nemocni¢nich kmenl je nejcastéjSim enterotoxinem
enterotoxin B, ktery mlze vyvolavat pseudomembranosni enterokolitidu po antibiotické
lé¢bé. Kmeny produkujici enterotoxiny midzou byt pricinou i syndromu toxického Soku
(Greenwood et al. 1999, Votava et al. 2003).

Toxin syndromu toxického Soku 1 (TSST-1) je superantigenem, ktery zvySuje
permeabilitu v endotheliich jiZz pFi nepatrnych koncentracich a zesiluje letalni ucinek
endotoxinu. PFi syndromu toxického Soku zodpovida za pfiznaky a multiorganové
selhé&ni (Votava et al. 2003).

Exfoliativni toxiny, exfoliatiny neboli epidermolytické toxiny jsou znamy Ctyfi, nejvice
se uplatiuji ET-A a ET-B. Exfoliatiny A a B jsou proteolytické a rozpoustéji
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mukopolysacharidovou matrix v epidermis a zplsobuji tak infekci, které se Fika
stafylokokovy syndrom oparené kize (staphylococcal scaled skin syndrome - SSSS).
PFi této infekci dochazi k olupovani pokozky ve velkych plochdch, mirnéjsi forma
infekce se projevuje jako puchyfnaté onemocnéni (Bene$ 2002, VVotava et al. 2003).

1.1.1.1.4 Patogeneze

Staphylococcus aureus vyvolava onemocnéni, kterd jsou nejcastéji hnisava, pfipadné
s celkovymi toxickymi pFipady nebo jde o otravy z potravin. Predispozicemi ke vzniku
stafylokokovych infekci jsou poranéni, popaleniny, operaCni rany, cizi télesa
(implantované pomdicky, ale i stehy), virové infekce (stafylokokova bronchopneumonie
po chfipce), diabetes mellitus, malignity, imunodeficity. Benigni kozZni infekce jsou
Casté, oproti tomu zavazné stavy s postizenim vnitfnich organli a sepsi se vyskytuji
prevazné u disponovanych jedincl (Votava et al. 2003).

Stafylokokové infekce se vyznacuji tvorbou ohranienych zanétlivych loZisek, abscest.
Absces se pIni hnisem, ktery vznika z rozpadlych leukocytd a bakterii, stafylokokovy
hnis ma smetanové Zlutou barvu a je bez zéapachu. Pozdni precitlivélost vici
stafylokokovym antigentim se podili na vzniku priznakl u chronickych stafylokokovych
infekci. Nékdy se mize stafylokokovy hnisavy proces $ifit i jako flegmdna, ktera ale
byva spise zplisobena streptokoky pyogennimi (Votava et al. 2003).

1.1.1.1.5 Patogenita

Staphylococcus aureus se nejcastéji vyskytuje na nosni sliznici, na hrazi, v axilach
a na vulvé. Asi tfetina populace jsou nosi¢i. Nozokomialni infekce zplisobené S. aureus
byvaji jednou z hlavnich pFicin morbidity a mortality (Murray et al. 2003, Votava et al.
2003).

Nejbézngjsimi stafylokokovymi infekcemi jsou hnisava (purulentni) onemocnéni klize
a jejich adnex, obecné nazyvané pyodermie. NejCastéjsi stafylokokové pyodermie jsou
impetigo, folikulitida, furunkl a karbunkl (viz tab. €. 3). Impetigo se vyskytuje typicky
u malych déti. Jsou to puchyfe uloZené jen povrchové v epidermis, obsah puchyfe
se rychle zakali hnisem Zluté barvy, pokryvajici se Zlutohnédou krustou. Folikulitida

je hnisava infekce vlasového folikulu, ktera zacind v mazové Zlazce a projevuje se jako
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Zlutava pustulka se zarudlym okolim. Sycosis barbae je chronicka splyvajici folikulitida
ve vousaté Casti oblieje. Na oku Staphylococcus auerus vyvolava nejcastéji zanét
mazové Zlazky na okraji vicka, nazyvané hordeolum (jeCné zrno), a zanét vicka spojeny
obvykle s hnisavym z&nétem spojivky (conjunctivitis). Furunkl je kozZni absces vznikly
rozsifenim zanétu foliklu do sousedni Skary. Mnohocetné furunkly, které se vyskytujici
pfevazné na Siji, se nazyvaji karbunkly. Epidemiologicky vyznamny je zanét mlécné
Zlazy u kojicich Zen. Hnisavy zanét potni Zlazy se vyskytuje nejcastéji v podpaZi.
U nékterych jinak zcela zdravych jedincl maji stafylokokové pyodermie sklon probihat
opakovaneé a chronicky (Bene$ 2002, Votava et al. 2003).

Tabulka €. 3: Stafylokokové infekce (Greenwood et al. 1999)

Staphylococcus aureus

Pyogenni onemocnéni Onemocnéni vyvolana toxinem
furunkly syndrom oparené klize
karbunkly pemphingus neonatorum
infekce rany syndrom toxického Soku
abscesy otrava z potravin
impetigo

mastitida

sepse

osteomyelitida

pneumonie

U stafylokokovych sepsi neni €asto zndamo primarni infek¢ni lozisko, nebot” mohlo jit
0 zdanlivé neskodnou ranku na kdzi.

Staphylococcus aureus se mlze krvi dostat do rliznych tkani a organd a v nich mohou
vznikat abscesy. Velmi nebezpecnou je akutni stafylokokova endokarditida. Vegetace,
které pfi ni na srdecnich chlopnich narlstaji, se skladaji ze stafylokok( obklopenych
mezibunécnou hmotou. Jednd se o typ biofilmu, z kterého se uvoliuji stafylokoky
a jako septické vmetky jsou rozndSeny po téle a vyvolavaji vznik metastatickych
abscesl v kizi, plicich, mozku, ledvinach. Osteomyelitis neboli stafylokokovy zanét
kostni dfené mlze vzniknout hematogenné nebo po Urazu. Pokud se vyskytuje

v blizkosti kloub(l, m(ize se komplikovat hnisavou arthritidou.
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Béznymi stafylokokovymi infekcemi respiraCniho traktu jsou akutni z&néty vedlejSich
dutin nosnich a plic (\Votava et al. 2003).

Syndrom toxického Soku je onemocnéni, které bylo objeveno v USA v roce 1980.
Onemocnéni mize byt zplsobeno kmeny, produkujicimi pfi svém mnozeni v misté
infekce TSST-1 nebo néktery z enterotoxind. Onemocnéni se vyskytuje i v souvislosti
s pouzivanim menstruaénich tampént, kdy se v pochvé, ucpané vysoce absorbujicim
tamponem, vytvareji vhodné podminky pro pomnoZeni stafylokokd. Nedostatek
cirkulujich protilatek proti TSST-1 je hlavnim rizikovym faktorem pro vznik syndromu
toxického Soku (Greenwood et al. 1999).

Hlavnim klinickym a epidemiologickym problémem je v soucasnosti vyskyt methicilin
rezistentnich kmen( Staphylococcus aureus subsp. aureus (MRSA), které se zacaly
vyznamngji Sifit v 80. letech 20. stoleti. Problém methicilinové rezistence spoCiva
v obtizné IéCitelnosti infekci, protoze kmeny MRSA maji rezistenci i k ostatnim
B - laktamovym antibiotikim, a vétSinou i k makrolidim, linkosamid(im,

aminoglykosidm, chloramfenikolu, chinolonlim a tetracyklinu (Murray et al. 2003).

1.1.2 Koagulaza-negativni stafylokoky

Koagulaza-negativni stafylokoky tvofi hlavni ¢ast normalni mikrofléry sliznice a kize
¢lovéka, a mohou se uplatnit i jako oportunni patogeny. NejcastéjSim a nejdllezZitéjSim
druhem koaguldza — negativnich stafylokok( je Staphylococcus epidermidis, méné
Castymi jsou Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis ssp. hominis
a Staphylococcus warneri. Staphylococcus hominis ssp. novobiosepticus, poddruh
Staphylococcus hominis rezistentni k novobiocinu, ktery je mnohem vzacnéjsi nez
bézny poddruh Staphylococcus hominis ssp. hominis. U Clovéka se vyskytuji asi dvé
tfetiny vSech popsanych KNS a jejich zastoupeni je velice nerovnomérné (Petras 1999,
Votava et al. 2003). Z dalsich druhli KNS rezistentnich k novobiocinu je vyznamny
Staphylococcus saprophyticus ssp. saprophyticus, ktery je primarnim uropatogenem.
DalSi novobiocin rezistentni druhy viz tabulka €. 4.
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Tabulka €. 4: Novobiocin rezistentni druhy KNS (Petras 2010)

Druhy rezistentni k novobiocinu
. saprophyticus ssp. saprophyticus
. cohnii ssp. cohnii
. Xylosus
lentus
. cohnii ssp. ureolyticus
. vitulinus
. hominis ssp. novobiosepticus
. Sciuri ssp. sciuri

1.1.2.1 Mikroskopie

Zé&kladnim diagnostickym barvenim uZivanym v bakteriologii je metoda barveni dle

Grama. Barvenim dle Grama je mozné bakterie rozdélit na dvé zakladni taxonomické

skupiny:
. bakterie grampozitivni (G+)
. bakterie gramnegativni (G-)

Rozdéleni mikrébd podle barvitelnosti dle Grama neni samoucelné, ale odrazi fadu
anatomickych a fyziologickych vlastnosti mikrobl, vCetné jejich citlivosti na rdzna
antibiotika.

Podstatou rozdilG v barvitelnosti dle Grama je rozdilnd stavba bakterialni stény. PFi
barveni vznikd v bakterialni bufice komplex krystaloveé violeti s joédem, ktery se u
gramnegativnich  bakterii snadno vyplavuje alkoholem nebo acetonem, u
grampozitivnich bakterii odbarvovani po urCitou dobu vzdoruje. AvSak pFi delSim
plsobeni alkohol a zejména aceton nebo metanol mliZze zacit odbarvovat i grampozitivni
bakterie (\VVotava et al. 2000).

Jednotlivé KNS nejsou mikroskopicky rozliSitelné, zalezi na stéfi kultury (Votava et al.
2003).

20



1.1.2.2  Kultivace pdd a morfologie kolonii

Na béznych kultivacnich pldach (na krevnim agaru) rostou nékteré KNS v pomérné
velkych koloniich, jiné v drobnych koloniich. Kolonie jsou pigmentovany bile nebo
bledosedé, u nékterych kmend mivaji kolonie porcelanové bilé zbarveni
(Staphylococcus epidermidis). Staphylococcus haemolyticus byva bily, ale miZze rist i
v nazloutlych koloniich, obklopenych 3 hemolyzou a neodliSitelnych od Staphylococcus
aureus. Staphylococcus pasteuri a xylosus maji ZIluté pigmentované kolonie (\VVotava et
al. 2003).

Pro Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis ssp. novobiosepticus a
Staphylococcus lugdunensis je typicka tvorba hemolyzinu, ktery je dosti blizky
hemolyzinu delta u Staphylococcus aureus. Staphylococcus pseudintermedius a oba
poddruhy Staphylococcus schleiferi produkuji stafylokokovy beta-hemolyzin, ktery se
pozna dle ,.chladového efektu“ po uloZeni kultivacnich pid do chladnickové teploty
nebo i delSim ponechani pfi pokojové teploté (Votava et al. 2003).

1.1.2.3 Druhovd identifikace

Druhova identifikace KNS huméanniho plvodu je zaloZena jednak na rlznych
biochemickych znacich, a jednak na zjisténi citlivosti k novobiocinu. Mezi dllezité
biochemické znaky patfi $tépeni mannitolu, mocoviny, trehalosy, sacharosy, xylosy,
ornithinu a tvorba acetoinu, glukosidasy a pyrrolidonylarylamidasy. Zakladem
identifikace stafylokokd komerénimi soupravami je pravé kombinace téchto a dalSich
testd. Dnes jsou ale k dispozici i nové rychlé moderni metody — identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie a identifikace pomoci analyzy DNA, ktera je dnes zlatym
standardem pro zarazeni bakterii do druhu (Votava et al. 2003).

1.1.24 Patogeneze

Jako potenciélni faktory virulence zastupce KNS, Staphylococcus epidermidis, byly
oznaCeny peptidoglykan a receptor pro transferin. Peptidoglykan vyvolava uvolnéni
TNF-a, IL-1B a IL- 6 z monocytd. Jako nejdilezitéjsi adhesin byl popsan kapsularni
polysacharid — adhesin (PS/A), dalSimi adhesiny jsou kyselina teichoova adherujici na
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aktivované trombocyty, stafylokokové povrchové proteiny SSP-1 a SSP-2, fibrinogen
vazajici protein a autolyzin E. Ve tvorbé zralého biofilmu se angaZuji pfedevsim
polysacharidovy intercelularni antigen (P1A), sakumulaci spjaty protein (AAP), se
slizem asociovany antigen (SSA) a extracelularni slizova substance (EES).
Staphylococcus saprophyticus, ptivodce moéovych infekci zpravidla u mladych Zen, ma
zase na povrchu struktury, jimiz adheruje na fibronektin a na epitelie mo€ovych cest a
ty pak poskozuje enzymem ureasou (BeneS 2002, Votava et al. 2003,).

Koagulaza - negativni stafylokoky vyvolavaji u zdravych lidi infekci jen vzéacng,
vétSinou k tomu jako oportunni patogeny vyZzaduji urCité podminky. Prfesto i tyto
stafylokoky mohou vyvolat zavaznd onemocnéni. Mezi osoby predisponované k
infekcim vyvolanym koagulaza-negativnimi stafylokoky patfi nemocni se zavedenymi
¢i implantovanymi pomickami, imunokompromitovani jedinci — nezrali novorozenci
s nevyvinutym opsonofagocytarnim systémem a neutropenici a intraven6zni narkomany
zavislé na heroinu (Votava et al. 2003).

Mezi implantované pomdcky, které se nejCastéji stavaji zdrojem infekce, patfi
intravenozni katétry a vstupy (flexily, porty), cévni protézy, umélé srdeCni chlopné,
likvorové spojky (shunty), kardiostimulatory (pacemakery) a jejich vyvody, katétry
k peritoneélni dialyze, permanentni mocové katetry a pomlcky z kovu - kloubni
protézy, ortopedické Srouby, fixacni pomlcky. Intravenozni katetr mize byt
kolonizovan z kiize podél zevniho povrchu katétru, kontaminaci vstupu do katétru s
naslednou migraci stafylokokll skrze lumen nebo béhem bakteriémie ze vzdaleného
loZiska. Stejné jako u cévnich katétrd, i na dalSich umélych pomiickach pacienta, miize
dojit k jejich kolonizaci hematogenné pfi klinicky nevyznamné bakteriémii. Ke
kontaminaci umélych srdecnich chlopni, kloubnich protéz i likvorovych shuntli KNS
dochazi predevsim béhem operacnich vykond. V uchyceni na umélych povrsich hraje
zasadni roli tvorba biofilmu. Néasledny infekéni proces probihd obvykle pomalu a
pomérné indolentng, vyraznéjsi pfiznaky se dostavuji az po mnoha mésicich (Votava et
al. 2003).
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1.2 Obecné zasady odbéru a transportu materialu na mikrobiologické vySetreni

Cilem mikrobiologického vysetieni je prlikaz mikroorganismi ve vzorcich klinického
materialu, a rychld a presna identifikace bakteridlnich izolatl, kterd je dilezita
v indikovanych pfipadech a popf. stanoveni jeho citlivosti k antimikrobidlnim latkam.
Mikrobiolog by mél zhodnotit vyznam nalezu daného mikroba a posoudit, zda se jedna
0 etiologické agens, nebo zda je prokazany mikrob soucasti bézné mikrofléry,
Ci je nalez jen dlsledkem nezadouci kontaminace. Velmi vyznamnym predpokladem
aspésnosti a smysluplnosti mikrobiologického vySetfeni je spravna volba druhu
odebiraného materidlu. Dulezitym je zaroven i spravny zplisob odbéru vzorku,
a to z ddivodu nebezpeci kontaminace vzorku béznou mikroflérou z okoli mista odbéru
nebo mikroby ze zevniho prostfedi. Neméné jsou ddlezité i spravné podminky
transportu vzork(, které zajisti kvalitu vzorku a zabrani jeho znehodnoceni ve smyslu
faleSné negativity vzorku nebo zméné proporcialnich pomérli bakterii ve vzorku
(Votava et al. 1998).

1.2.1 Odbér materialu

Vzorek pro bakteriologické vySetfeni je nutné odebrat pfed zahajenim antimikrobialni
IéCby. Pokud byla léCba jiz zahdjena, je nutné uvést pouzivana antimikrobialni léCiva
v Zadance na vySetfeni. Odbér by mél byt proveden z mista prévé probihajiciho
infekéniho procesu a odpovidajici uvedené klinické diagndze. Odbér by meél byt
proveden spravnou technikou v dostate€ném mnoZstvi do vhodné, sterilni odbérové
soupravy. Tkéané a tekuty material jsou vhodnéjSi neZz stéry a vytéry, zejména pfi
pozadavku i na anaerobni kultivaci. Aerobni i anaerobni kultivace se provadi z jednoho
vzorku. Stéry a vytéry odebirat za pouZziti odb&rového tampénu s transportnim médiem,
které zajistuje plvodni kvantitativni sloZeni vzorku bez prerlstani rychleji rostoucich,
Casto kolonizujicich nebo kontaminujicich bakterii. Spravné odebrany vzorek by mél
byt urychlené transportovan do laboratofe, kde je zpracovan pomoci standardnich
metod, které vedou k izolaci etiologického agens infekce.

Je-li infek¢ni onemocnéni provazeno celkovymi zndmkami infekce (horecka, zvyseny
poCet leukocytl a dalSich markerd zéanétu, atd.) je dlleZitou soucasti diagnostiky
kultivace krve v hemokultivacnich lahvickach.
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Odbeér krve na hemokulturu se provadi u pacient(l se septickym stavem. Samotny odbér
krve na hemokulturu musi byt proveden lege artis, jinak mize dojit k tomu, Ze vysledek
bude fale$né pozitivni nebo negativni a mohlo by tak dojit k poskozeni pacienta. Krev
musi byt odebrana za prisného dodrZeni zasad asepse.

Pocet odbérd na hemokulturu by mél byt minimalné dva, nejlépe tfi odbéry, a lépe
alesponn v hodinovych intervalech, nez-li najednou. Krev je nutno odebirat pred
nasazenim antibiotik, pokud je pacient jiz léCen, je potfeba krev odebrat tésné pred
podanim dalSi davky antibiotik (\Votava et al. 1998, Votava et al. 2010).

1.2.2 Laboratorni diagnostika

Kultivacni priikaz koaguldza — negativnich stafylokokll vzhledem k jejich nenarocnosti
necini zvlastni problémy. Podrobnd identifikace KNS je v soucasnosti nutna u izolatd
z krve a dalSich za normdlni situace sterilnich mist (likvor). Jako z&kladni test
k rozliseni od koaguldza - pozitivnich stafylokokl je vyuZivana komeréni souprava
k prikazu plazmakoagulazy a nasledné biochemicka identifikace. To vétSinou umozni
zaradit kmen do pfislusného taxonu. V soucasné dobé se k identifikaci koagulaza —
negativnich stafylokokd vyuziva i hmotnostni spektrometrie technologii MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry; Petras
2000, Votava et al. 2003).

1221 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight) umoZiuje stanoveni aminokyselinové sekvence specifickych cilovych
proteinl, ale vrutinni laboratorni praxi je zamérfena predevsim na identifikaci
bakterialnich druh( (Carbonnelle et al. 2007, Glowalla et al. 2009).

Hmotnostni spektrometrie obecné je zaloZena na rozdéleni nabitych Castic podle jejich
molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli. Dosavadni zplsoby ionizace
a detekce umozniovaly analyzovat latky jen s nizkou molekulovou hmotnosti. Po dvou

v

desetiletich vyzkum( bylo zjisténo, Ze ke generovani iontl u latek s vyssi molekulovou
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hmotnosti, je laserem zapotfebi zajistit efektivni a kontrolovatelny pfenos energie na
vzorek a zaroven zamezit jeho tepelnému rozkladu. Obé podminky jsou spinény, pokud
molekula rezonan¢né absorbuje pri vinové délce laseru a tedy energie fotond laseru je
rovna energii potfebné k vybuzeni dané molekuly a tim i k jeji ionizaci, a pokud se
pfenos energie déje ve velmi kratkem Case, fadové v jednotkdch aZz desitkach
nanosekund (Havlis 1999).

Molekuly vzorku jsou ionizovany laserem pFimo, vétSinou se vSak Stépi nezadoucim
zplisobem. Z toho ddvodu se zacala pouZzivat matrice. PFi pfenosu ionizacni energie
laseru na molekuly vzorku pfes matrici, je zabranéno jejich Stépeni. lonizace laserem
pfes matrici umoZfuje méfit jiné molekulové hmotnosti v témze vzorku. Ke stanoveni
vysSich molekulovych hmotnosti se pouziva ionizace laserem za pfitomnosti matrice
(MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s detektorem doby
letu (TOF, time-of-flight). Detektor umoziiuje zméfit dobu priletu a z ni Ize vypocitat
rychlost ¢astice (Havli§ 1999).

PFi identifikaci je provadéna analyza vzorku (Cast bakterialni kolonie) prevrstveného
matrici. Matrice absorbuje laserové svétlo a za vzniku elektrického naboje se spolu se
vzorkem odpafi (dojde k ionizaci). Extrakéni destiCky zajiStuji vysokonapétova
elektricka pole, které ionizované ¢astice urychluji smérem vzhiru, do vakuové trubice,

N T

kde dochazi k jejich rozdéleni podle ,,hmotnosti“ a doby letu (mensi a ,,leh¢i* molekuly
leti rychleji nez vétsi). Vysledky jsou zobrazeny ve formé krivek (pik(), které
odpovidaji rdznym fragmentim plvodnich molekul ve vzorku. Spektra jsou
porovnavana s databazi spekter rliznych druhi bakterii a jsou nabidnuty vysledky —
druhy a poddruhy mikroorganisml, kterymi mdZe vzorek byt a procentudlni
pravdépodobnost (spolehlivost identifikace). Zaznamenany signal je softwarové
zpracovan a prezentovan jako graf intenzity v zavislosti na hmotnosti v Daltonech (Da).
(bioMérieux S.A., 2011).

Hlavnim pfinosem MALDI-TOF MS technologie pro mikrobialni identifikaci je
moznost ziskat identifikaci pomoci jediné kolonie, coZ eliminuje potfebu subkultury a
dalsi inkubaci (Anderson et al. 2012, bioMérieux S.A. 2011, Garcia et al. 2012,

Cherkaoui et al. 2010, Nagy et al. 2011).
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2. Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo zhodnoceni souasnych moZnosti laboratorni
diagnostiky stafylokokovych infekci a porovnani rliznych metod uzivanych k podrobné
identifikaci koagulaza — negativnich stafylokokdl v rutinni praxi v Laboratofi lékaFské
mikrobiologie, Pracovidti bakteriologie v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s.. Tato
bakalaFska préce se primarné zabyva koagulaza-negativnimi stafylokoky (KNS).
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3. Metodika

Identifikace stafylokokd byla provadéna v Laboratofi Iékafské mikrobiologie na
Pracovidti bakteriologie v Nemocnici Ceské Budé&jovice a.s.. Diagnostika
stafylokokovych infekci byla provadéna pomoci mikroskopického vysetfeni a kultivace
odebranych vzork({ na neselektivnich i selektivnich pevnych médii.

Zakladni rozliseni stafylokokd koagulaza - pozitivnich a - negativnich bylo provadéno
na zékladé vysledkll latexové aglutinace. Nasledné byla u 52-ti kmeni stafylokokd
koagulaza-negativnich (STKN) provedena druhova identifikace. Kmeny STKN byly
izolovany z centrélnich Zilnich katétrd (CZK), hemokultur a jinych klinicky zavaznych
material(l. Druhova identifikace vSech 52 kmenli STKN byla provadéna biochemickou
identifikaci STAPHYtestem 16 (fa. Erba Lachema) a paralelné hmotnostni
spektrometrii — technologie = MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry; systém VITEK MS™, fa. bioMérieux).

3.1 Mikroskopie

Na Pracovisti bakteriologie byl u vSech tekutych vzorkd, stér(i a hemokultur zhotoven
mikroskopicky preparat barveny dle Grama.

Jedna aZz dvé kapky tekutého materialu byly pfeneseny na podlozni sklicko a byl
vytvoren rovnomérny tenky roztér. Nasledné byl natér ponechdn do zaschnuti a
ofixovan nad plamenem. V pfipadé stérl nebo vytéru na odbérovém tamponu bylo
tamponem rolovdno po podloZznim skle tak, aby nedo$lo k destrukci celularnich
elementd, a poté byl preparat fixovan nad plamenem.

Manuélni barveni preparéatu:
—  prevrstveni fixovaného preparatu krystalovou violeti (20 sekund)
—  preliti Lugolovym roztokem (20 sekund)
— odbarveni alkoholem (dokud stale odtéka zbarveni)
— oplachnuti vodou
—  barveni karbolfuchsinem (1 minuta)

— oplachnuti vodou a suseni
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Na pracovisti PBAK byl kbarveni pouzivdn automaticky barvici systém
MIRASTAINER II. Postup barveni byl zachovéan.

Po dokoncéeni barveni byly preparaty vyhodnoceny pod mikroskopem. Jako
grampozitivni byly identifikovany bakterie, které jsou v preparatu zbarveny modre, jako

gramnegativni bakterie zbarvené Cerveng.

V mikroskopickém preparatu, barveném podle Grama jsou stafylokoky viditelné jako

grampozitivni koky, vyskytujici se jednotlivé, v parech i v nepravidelnych shlucich.

3.2 Kultivace

Stafylokoky rostou na béznych kultivacnich pldach. Ke kultivaci odebranych
klinickych vzork( v PBAK bylo pouzivano neselektivni médium CSB (krevni agar s 5
% berani krve, fa. BIO-RAD) nebo selektivni plida pro zachyt grampozitivnich bakterii
CNA (Columbia agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou fa. BIO-RAD).

Pevné pldy byly inkubovany 18 - 24 a7 48 hodin pfi 361 °C v termostatu, nardst
STKN byl pozorovan jako okrouhlé kolonie o prliméru 2-3 mm, s hladkym lesklym
povrchem. Kolonie byly neprihledné, vétSinou pigmentované (zlatoZluté, bézoveé,

smetanove bile).

3.2.1 Kultivace hemokultur

Krev je kultivovana v uzavieném automatickém systému v tzv. hemokultivacnich
nadobkach (hemokulturdch) pfi 361 °C. K jejich inkubaci je pouZivan automaticky
systém, ktery umoziuje nepretrzité sledovani rlistu bakterii, coZz umoZiuje rychlé
informovani klinickych Iékafi o jejich pozitivité (La Scola et al. 2009).

Na Pracovisti PBAK je pouzivan automaticky hemokultivacni systém BacT/ALERT 3D
(fa. bioMérieux), ktery je pFistupny pro zakladani hemokultivaénich lahvi¢ek 24 hodin.
Princip detekce je zaloZzen na kolorimetrické detekci oxidu uhli¢itého (COy).
V automatickém systému se projevi rdist mikrobl zvySenim tenze CO, v hemokultivagni
lahvicce, systém na tuto zménu reaguje optickym a akustickym signalem obsluze.

Lahvicky jsou oznaeny Stitkem s identifikaCnimi udaji pacienta (SOP). V prfipadé

28



jejich pozitivity byly lahvi¢ky vyjmuty z pfistroje BacT/ALERT 3D. Z média pozitivni
hemokultury byl pfipraven mikroskopicky preparat, ktery byl barven dle Grama (viz
vyse). Médium z hemokultury poté bylo naockovano na vhodné pevné kultivacni pldy
(neselektivni krevni agar s 5% berani krve a selektivni MacConkeyho agar pro
gramnegativni bakterie). Kultivace pevného média probihala 18 — 24 hodin pfi 36+1 °C
v termostatu. Po této dobé byl hodnocen narlst na kultivaénich médiich, provedena
identifikace izolovanych kultur a stanoveni testu citlivosti k antibiotikdm.

3.2.2 Kultivace centralnich Zilnich katétr(

Distalni centralni Zilni katétry (CZK) o velikosti 5 cm byly asepticky odebrany do
sterilnich zkumavek a bezprostfedné transportovany do laboratore ke kultivaci. Zde jsou
katétry kultivovany za pouziti metody dle Makiho (Maki et al. 1977, Patil et al. 2011).
Vzorky byly inokulovany na doporu€ena zékladni pevna média a byly kultivovany
s cilem zachytu suspektnich kolonii patogend.

Katétry byly za pouZiti sterilni pinzety sterilné preneseny na pevnou kultivaéni pldu
CSB. Naésledné byla kanyla opakované rolovana po povrchu média za pomoci sterilni
pinzety a sterilngé prenesena a zcela ponofena do tekuté pomnoZovaci pldy
(thioglykolatova pomnoZovaci plda — fa. Dulab). Kultivaéni pddy byly inkubovany pfi
teploté 36+1 °C, 18-24 az 48 hodin aerobné v termostatu.

Po inkubaci bylo provedeno semikvantitativni hodnoceni kultivace. V pfipadé nélezu
suspektniho plvodce byla provedena identifikace (Isenberg 2007).

3.2.3 Kultivace tekutého materialu a vytérd/stérd

Material byl do laboratofe transportovan ve sterilnich transportnich nddobkéach a na
vytérovych tamponech (sucha vytérovka, sterilni tampén v transportni pldé). Vzorky
byly inokulovany na doporucena zakladni, selektivni a selektivné-diagnosticka média.

U tekutého materialu (punktaty, hnisy) byla posuzovana konzistence vzorku. Serdzni
(prdhledny) material byl centrifugovan 3 minuty pfi 2500 otackach, supernatant odsan
do sterilni sklenéné zkumavky (ve zkumavce se sedimentem bylo ponechano cca 0,5-1
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ml supernatantu) a ponechan pro event. dodatecné testy. Sediment byl resuspendovén ve
zbyvajicim supernatantu a inokulovan na kultivacni pldy pro aerobni a anaerobni
kultivaci-pevné pldy (CSB, MacConkey agar, Schaedler agar - fa. BIO-RAD) a tekuté
pomnozovaci pldy (thioglykolatova pomnoZovaci plida, anaerobni pomnoZovaci plda
s parafinem — fa. Dulab).

Purulentni (vazky) material byl inokulovan pfimo, bez centrifugace na kultivacni pddy.
Kultivaéni pldy byly inkubovany pfi teploté 36+1 °C, 18-24 aZ 48 hodin aerobné a 42-
48 hodin pri teploté 36+1 °C anaerobné v termostatu.

Vytéry/stéry byly inokulovany na pevné kultivaéni plidy (CSB, MacConkey agar) a
tekutou pomnoZovaci pldu (thioglykolatova pomnoZovaci plida). Kultivaéni pldy byly
inkubovany pfi teploté 36+1 °C, 18-24 aZ 48 hodin aerobngé v termostatu.

U vSech materiall byl zhotoven mikroskopicky preparat (viz 3.1).

Po inkubaci bylo provedeno hodnoceni kultivace. V pFipadé nalezu suspektniho

patogenu byla provedena identifikace prisluSnymi metodami (Isenberg 2007).

3.3 ldentifikace

K zakladni identifikaci bylo vyuzivano zhodnoceni morfologie kolonii na pevnych
pldach, produkce katalazy a latexova aglutinace.

3.3.1 Katalaza

Katalaza slouzi k zékladnimu odliseni od streptokokl a enterokok(l. Enzym katalaza
rozklada peroxid vodiku (H20) na vodu (H20) a plynny kyslik (O,). Projevem pozitivni
reakce je bublani uvolnéného kysliku.

Streptokoky, enterokoky a stafylokoky mohou mit nékdy podobnou makroskopickou
morfologii. Stafylokoky jsou kataldza pozitivni, zatimco streptokoky a enterokoky jsou
kataldza negativni. Katalazu netvofi pouze jediné dva striktné anaerobni stafylokoky a
to Staphylococcus saccharolyticus a Staphylococcus aureus ssp. anaerobius (Petras
2000).

K provedeni testu byl pouzivdn 3% roztok H,O,, ktery byl pfipraven zfedénim
koncentrovaného 30% peroxidu vodiku destilovanou vodou v poméru 1:10. Na podloZni
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sklicko byly preneseny narostlé kolonie testovaného kmene a zakapnuty 3% roztokem
HzOz.

3.3.2 Rozliseni stafylokokd koagulaza - pozitivnich a stafylokokd
koagulaza - negativnich

Ke zjisténi produkce vazané koagulazy latexovou aglutinaci byl pouzivan PROLEX™
STAPH LATEX KIT (fa. PRO-LAB Diagnostic). Tento test umoZzfiuje rozliSeni
stafylokok( koagulaza - pozitivnich a koagulaza - negativnich.

Principem testu je detekce vazané koagulazy, tzv. clumping faktoru, proteinu A a
kapsularniho polysacharidu Staphylococcus aureus. Na latexovych ¢asticich jsou
navazane specifické monoklonalni protilatky, a v pfitomnosti homologniho antigenu
dochazi k aglutinaci latexovych partikuli (SOP).

Na testovaci kartu byla kadpnuta kapka latexové suspenze Staph Test Latex Reagent.
Jednoréazovou kli€kou bylo preneseno nékolik kolonii testovaného kmene a smichano
s kapkou latexu. Suspenze byla krouzivym pohybem promichavana priblizné 10 sekund
a homogenizovana jemnym kyvanim a rotaci karty. Vysledek byl viditelny do 30
sekund. V pfipadé pozitivni reakce byla provadéna negativni kontrola, kterou bylo
moZzné odlisit spontanné aglutinujici kmeny a kmeny koaguldza — pozitivni.

PFi pozitivni reakci doSlo béhem 30 sekund od zaCatku homogenizace suspenze
k vytvoreni aglutindtu. Kmen koagulaza - pozitivni neaglutinuje s negativni kontrolou.

PFi negativni reakci nedoSlo k vytvoreni aglutinatu.

3.3.21  Druhova identifikace stafylokok(l koaguléaza - negativnich

3.3.2.1.1 Biochemicka identifikace

Biochemicka identifikaci stafylokok( byla provadéna pomoci soupravy STAPHYtest 16
(fa. Erba Lachema). Souprava je vyuzivana k identifikaci bakterii rodu Staphylococcus
a ostatnich grampozitivnich kataldza pozitivnich kok(. Soupravu STAPHYtest 16 je
mozné vyuzit k identifikaci Sedesati kmenli pomoci Sestnacti biochemickych testd.
Téchto Sestnact biochemickych testll je umisténo v jamkach mikrotitracni desticky ve
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dvou fadach po osmi jamké&ch. DalSimi testy, kterymi bylo mozné doplnit identifikaci,
byl prikaz tvorby acetoinu (VP test), pyrrolidonylarylamidazy (PYRA test) a oxidazy
(OXI test; Lachema 2011).

K testovani byla pouZita Cistd kultura kmene STKN. Nékdy bylo mozné k testovani
pouZit i primokulturu, v pfipadé smésnych primokultur byla nejprve provedena izolace
na krevni agar (CSB). Cista kultura byla testovana na prilkaz produkce katalazy (viz
vySe). Pokud byl test pozitivni, grampozitivni, katalaza pozitivni koky byly
identifikovany soupravou STAPHYtest 16.

Z Cisté 24 hodin staré kultury byla pfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku o
hustoté 2 stupril McFarlanda. Pokud by nebyla suspenze doporucené denzity, mohla by
vést k chybné identifikaci kmene. Pro ovéfeni Cistoty inokula bylo stejnou klickou,
kterou byla pfipravena suspenze, provedeno rozoCkovani na krevni agar (CSB). Agar
byl inkubovan v termostatu pfi 36+1 °C. Cistota kultury byla posuzovéna po 24
hodinach inkubace.

Pfipravena suspenze testovaného kmene byla pred inokulaci diikladné homogenizovéana.
— 0,1 ml suspenze byl inokulovan do jamek pfislusnych dvou fad v desticce

slouzicich k testovani 1 kmene (viz obrazek €. 1) pfi inokulaci bylo dbano na to,

aby nedoslo ke kontaminaci sousednich jamek)
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Obr. &. 1: Schéma inokulace

STAPHYtest 16
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@ = Fyziologicky roztok - Saline - dupacteop - Roztworze fizjologiczny - Fiziologias séoldatban - Physiologishe Losung - Solucikn fisiolkgica salina

k jamkdm H, G, a F prvé fady (testy ureaza, arginin a ornithin) byly pfidany po
inokulaci 2 kapky sterilniho parafinového oleje
do zbytku suspenze o hustoté 2 stupiili McFarlanda (1 ml suspenze) ve

zkumavce byl vlozen prouzek VP testu
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— byl proveden diskovy test citlivosti na novobiocin pro rozliseni rodd a druhd
stafylokok( a mikrokokdi
— ramecek s naockovanymi biochemickymi testy byl vioZen do inkubagniho sacku
— STAPHYtest 16 i zkumavky s VP testem byly vlozeny do termostatu, VP test
byl inkubovéan 1,5 hod., desticky 24 hodin pfi teploté 36+1 °C.
— po 1,5 h inkubaci byla hodnocena reakce ve zkumavce s prouzkem VP testu
o do zkumavky bylo pfidano po 3 kapkach ¢inidla pro VPT | a Cinidla pro
VPT I, obsah zkumavky byl fA&dné homogenizovan a inkubuje dalSich
30 minut pfi 361 °C

o po uplynuti doby inkubace byla VP reakce odectena.

PFi hodnoceni STAPHYtestu 16 byla pouZzita barevna srovnavaci stupnice, pfipadné

tabulka ,,Interpretace reakci“ v navodu vyrobce, nebo barevné reakce kontrolnich
kmend.

— po 24 hodinéch inkubace byly jamky zakapany Cinidly
o Tada, jamka B (Nitraty) — 1 kapka Cinidla pro NIT
o fada, jamka A (Fosfatdza) — 1 kapka Cinidla pro PHS
— VvSechny odectené testy a vysledky byly zapsany do formulafe pro zdznam
vysledkd (viz obrazek €. 2) a byla vyhodnocena identifikace.
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Obr. ¢. 2 Formular pro zaznam vysledk( STAPHYtest 16
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110

Identifikace byla provadéna pomoci Diagnostického seznamu pro STAPHYtest 16. P¥i
identifikaci byla posuzovdna kultura komplexné. Byl hodnocen charakter kolonii,
pigmentace, hemolyza, mikroskopie, plivod izolatu, dalsi znaky.
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Interpretace vysledkd byla provadéna dle identifikacni tabulky (viz tab. ¢. 5).

Tabulka ¢. 5: Interpretace vysledk( STAPHYtest 16 (fa. Erba Lachema s.r.o)

Sloupec Test £ e e T
testy pozitivni | negativni
Rédek 1

H Ureaza URE tervenofialovd, oranZovotervena ZIuta, svétle oranZova

G Arginin ARG tervenofialova, Cervena Zluta, svétle oranfova

F Omitin ORN tervenofialova, Cervend Zluta, svétle oranfova

E p-Galakiozidaza hGA Zluta, svétle Zlut bezbarva, zakal suspenze

D B-Glukuronidaza GLR Zluta, svétle Zluta bezharva, zakal suspenze

L Eskulin ESL tema, tmave hnéda bezbarva, nahnédla

B Nitraty NIT tmavé fervena, Eervend bezharva, nanizovéla

A Fosfataza PHS cervenofialova bezharvd, svétle niFova

Radek 2

H Galaktoza GAL Zluta, Zlutohnéda fialova, Sedofialova

G Sachardza suC ZIutd, Zlutohnéda fialova, Sedofialova

F Trehaloza TRE Zuta, Zlutohnéda fialova, Sedofialova

E Mannifol MAN Zuta, Zlutohnéda fialova, Sedofialova

D Xyliza XYL Zlutd, Ziutohnéda fialova, Sedofialova

C Maltoza MLT Zluta, Ziutohnéda fialova, Sedofialova

B Mannoza MNS Zuta, Zlutohnéda fialova, Sedofialova

A Laktdza LAC 2k, Zlutohnéda fialova, Sedofialova
VPlest | Acetoin VPT tervend, mizova bezbarvd, mimé nanizovel3
OXltest | Oxidaza 0xl modra bezbarva

PYRAtest | Pymolidonytanyiamidaza PYR temvena, oranZova 3
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3.3.2.1.2 Identifikace hmotnostni spektrometrii — technologie
MALDI- TOF

Mikrobialni identifikace metodou MALDI TOF MS se sklada ze ¢tyF krokl — 1) ziskani
Cerstvé kultury, 2) analyza hmotnostniho spektra, 3) srovnani vysledného spektra
s internetovou databazi, 4) vyhodnoceni vysledka.

Pro identifikaci vétSiny izolatl byla vybrana z pevnych kultivatnich médii jedna
kolonie a pomoci jednorézové klicky nanesena pfimo do terciku na nosic. Na pracovisti
PBAK je pouZivan hmotnostni spektrometr VITEK MS™ (fa. bioMérieux), pracujici
metodou MALDI TOF, ktery umoZriuje analyzovat 48 az 144 vzorki v jedné analyze
(Anderson et al. 2012, bioMérieux S.A. 2011, Garcia et al. 2012, Cherkaoui et al. 2010,
Nagy et al. 2011).

Obr.&. 3 PFistroj MALDI TOF VITEK MS™ fa. bioMérieux (Zdroj: autorka)
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Kmeny STKN z primokultur nebo subkultur byly izolovany na krevnim agaru. Vzorky
k méfeni byly izolaty z Cerstvé kultury inkubované maximalné 72 hodin.

K méFeni na hmotnostnim spektrometru VITEK MS™ byla krom& &erstvé kultury
méfeného vzorku nutnd i Cerstva kultura kalibratniho kmene Escherichia coli ATCC
8739, ktery bylo potfeba inkubovat 18 — 24 hodin na CSB pfi teploté 36+1 °C.

Jako nosi€¢ byl pouZivan jednorézovy nosi¢ VITEK MS — DS se 48 pozicemi na vzorky.
Kazdy nosi¢ obsahoval tfi méfici skupiny po 16 pozicich, uprostied kazdé meéfici
skupiny byla jedna pozice urcena pro kalibrator, kam byla aplikovana Cerstva kultura
kalibracniho kmene Escherichia coli ATCC 8739 (pozice kalibratoru xAl1, xB1, xC1,

viz obr. €. 4). Tyto tfi pozice slouzily pro kalibraci.

Obr.¢. 4: Priprava nosice (bioMérieux S.A., 2011)

I
xA1 xB1 xC1

Kalibrovanou klickou o objemu 1ul byla nabrana ¢ast testované kolonie kmene STKN
(vzorek) a aplikovéana do stfedu pozice. Vzorek byl rozetfen rovnomérné po celé plo3e
testovaci pozice.

Na pozici se vzorkem byl nasledné aplikovan 1pul matri¢niho roztoku HCCA (kyseliny
a-kyano-4-hydroxy-skoficové). Po zaschnuti vzorkd na nosici byl nosi¢ (viz obr. ¢. 4)
zaloZen do systému.

Nosi¢ s naockovanymi vzorky byl do pristroje vloZen pres nalteni Carového kodu
nosice CteCkou. Po nacteni Carového kodu byl adaptér (viz obr. 5) s nosi¢em zasunut do
pristroje a systém odcerpal vzduch z vakuového systému. Ve chvili kdy vakuovy systém
doséahl provozniho tlaku, systém automaticky spustil analyzu.
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Obr. €. 5: Adaptér pro uloZeni nosice se vzorky

Vysouvana platforma

Pfedni dvifka v oteviené poloze

U kazdé méfici skupiny 16 vzork( nejprve doslo k proméfeni kontrolniho kmene
v kalibracni pozici. Pokud se kalibrace zdafila, analyzator pfeSel k prvni pozici vzorku
vdané skupiné. Pokud pfi kalibraci zmérena spektra neodpovidaji spektrlim
oCekavanym u kontrolniho kmene (napf. pfi nespravném naneseni kontrolniho kmene
na pozici) pfistroj ohlasi chybu a dana skupina vzork( nebude zmérena. Po dokonceni
méfeni je kalibraCni pozice zkontrolovana znovu. Pokud se vnitini kalibrace nezdafila,
pristroj zaslal chybovou zpravu na analyticky server. V tomto pfipadé nedoSlo k
zobrazeni vysledkl ve formé spekter, ktera odpovidala rGznym fragmentdim plvodnich
molekul ve vzorku (viz obr. ¢. 6). Spektra vzork{ pak byla porovnéana s databazi spekter

znamych kmenl v softwaru pfistroje VITEK MS™,
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Obr.&. 6: Obrazovka systému VITEK MS™ Acquisition Station (bioMérieux S.A., 2011)
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Po porovnani spekter byla vypocitana procentualni pravdépodobnost vypovidajici o
mife shody vzorku stypickym spektrem daného mikroorganismu v databazi. P¥i
dokonalé shodé byla pravdépodobnost 99 %. Za pravdépodobné spravné urceni bylo
mozné pokladat hodnoty 60-99 %. Pokud pravdépodobnost klesla pod 60 %, byl vzorek
povazovan za neidentifikovany (viz tab. ¢. 6). Pokud nebyl jednoznacné urcen jeden
druh, systém nabidl seznam moznych kmend nebo sdélil, Ze vzorek nebylo mozné
identifikovat (bioMérieux S.A. 2011).
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Tabulka €. 6: Vysledek identifikace (bioMérieux S.A., 2011)

Spolehlivost Pocet Pravdépodobnost Poznamk
identifikace | kandidat( (%) y
Dobra 1 60 - 99,9
Nizké rozliseni 2-4 <60 Nutno urcit dalSimi testy
Neidentifikovano |- . Neodpo_vlda zadnému spektru v
databazi
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4.Vysledky

Ve své bakalarské praci jsem provadéla druhovou identifikaci 52 kmen( stafylokokii
koagulaza-negativnich izolovanych v obdobi od prosince 2012 do bfezna 2013. Kmeny
byly identifikovAny pomoci biochemické identifikace STAPHYtestem 16 (fa. Erba
Lachema) a zaroveri hmotnostni spektrometrii — technologii MALDI-TOF systémem
VITEK MS™ (fa. bioMérieux). Vech 52 kmeni STKN bylo izolovano z klinicky
zavaznych materiald v laboratofi Lékarské mikrobiologie Nemocnice Ceské Budgjovice
a.s..

Nejvice kmenl STKN bylo izolovano z hemokultur (25 kmen(l), dale pak z centralnich
Zilnich katétr( (CZK; 17 kmend), z Katétr( jinych neZz CZK (4 kmeny), z punktatd (3
kmeny), z hnistl (2 kmeny) a z vytérd z ran (1 kmen).

U vSech 52 kmend byla provedena zékladni identifikace testem pFitomnosti katalazy a
latexovou aglutinaci. VSechny kmeny STKN pouzité vtéto praci byly katalaza

pozitivni, plasma koaguldza negativni.

4.1 Identifikace kmend STKN biochemicky (STAPHYtest 16)

Vtabulce €. 7 jsou uvedeny vysledky z biochemické identifikace za pouziti
STAPHYtest 16 u 52 kmenll STKN. Z 52 kmenl byla u 25 kmen0 identifikace vyborna
(48,1 %), u 8 kmenl velmi dobra (15,4 %), u 2 kmen( dobra (3,8 %). U 5 kmend byla
identifikace intermediarni (9,6 %). 12 kmend se testem nepodafilo identifikovat (23,1
%). Celkova Uspésnost identifikace byla 67,3 %.

Tabulka €. 7: Vysledky biochemické identifikace

Identifikace Pocet kmendi Celkova usp(c)e/z nost metody
vyborna 25
velmi dobra 8
dobra 2 67,3
intermediarni 5
neidentifikovano 12

42



4.2 Identifikace kmen(l STKN systémem VITEK MS™

Vsechny kmeny STKN byly identifikovany systémem VITEK MS™ . Z 52 kmen( se
nepodarilo identifikovat 2 kmeny a u 50 kmen( byla spolehlivost identifikace s 99,9%

pravdépodobnosti. Celkova uspésnost identifikace byla 96,2 %.

Tabulka €. 8: Vysledky identifikace metodou MALDI-TOF

Spolehlivost Pocet y Uspésnost metod
i(fentifikace kmen( Pravdepodobnost % P % g
dobra 50 99,9
nizké rozliseni 0 96,2
neidentifikovano 2

4.3 Porovnani identifikace kmend STKN biochemicky ( STAPHYtest
16) metodou MALDI TOF MS systémem VITEK MS™

Identifikace kmend STKN zafazenych do studie byla provadéna paralelné ze shodné
kultury. Porovnani obou metod je uvedeno v tabulkéch €. 9 a €. 10. Identifikace byla
shodna u 38 kmenl a u 2 kmen( do$lo k rozporu vysledku. Metodou MALDI-TOF MS
se nepodafilo identifikovat 2 kmeny, biochemickou identifikaci STAPHYtest 16 se

nepodafilo identifikovat 12 kmend.

Tabulka €. 9: Porovnani identifikace kment STKN metodami biochemické identifikace a

MALDI-TOF
Pocet identifikovanych
Identifikace kmend STKN
shoda 38
rozpor 2
neidentifikovano pfistrojem VITEK MS™ 2
neidentifikovano testem STAPHYtest 16 12
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Tabulka €. 10: Vysledky identifikace jednotlivymi metodami

Kmen
C. STAPHYtest 16 MALDI TOF MS
1 STHH STHH
2 STEP STEP
3 STEP neidentifikovano
4 STEP STEP
5 STEP STEP
6 neidentifikovano STCA
7 STEP STEP
8 STEP STEP
9 neidentifikovano neidentifikovano
10 STWA STWA
11 STWA STWA
12 neidentifikovano STEP
13 neidentifikovano STEP
14 neidentifikovano STHA
15 STLU STLU
16 STEP STEP
17 STCA STHA
18 neidentifikovano STEP
19 STEP STEP
20 STHH STHH
21 STLU STLU
22 STHH STHH
23 STEP STEP
24 STEP STEP
25 neidentifikovano STCA
26 STWA STWA
27 STEP STEP
28 neidentifikovano STCP
29 STEP STEP
30 neidentifikovano STHH
31 STEP STEP
32 STEP STEP
33 STEP STEP
34 STEP STEP
35 neidentifikovano STHH
36 STEP STEP
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Kmen
C. STAPHY'test 16 MALDI TOF MS
37 STEP STEP
38 STEP STEP
39 STEP STEP
40 STEP STEP
41 STEP STEP
42 STEP STEP
43 STEP STEP
44 STEP STEP
45 neidentifikovano STCA
46 STEP STEP
47 STEP STEP
48 STEP STEP
49 STEP STEP
50 STHH STHO
51 neidentifikovano STHO
52 STEP STEP

intermediarni identifikace

Vysvétlivky: STEP — Staphylococcus epidermidis, STHH — Staphylococcus hominis ssp.
hominis, STCA — Staphylococcus capitis, STWA — Staphylococcus warneri,
STHA - Staphylococcus haemolyticus, STLU — Staphylococcus lugdunensis,
STCP - Staphylococcus caprae, STHA — Staphylococcus hominis

4.4 Zastoupeni jednotlivych kmen( STKN dle vysledk( identifikace
metodou MALDI-TOF MS systémem VITEK MS™

Metodou MALDI-TOF bylo 32 kmenl STKN dourfeno jako Staphylococcus
epidermidis (64 %), 5 kmen(l Staphylococcus hominis ssp. hominis (10 %), 3 kmeny
Staphylococcus capitis a Staphylococcus warneri (6 %), 2 kmeny Staphylococcus
lugdunensis a Staphylococcus hominis (4 %), 1 kmen byl dourcen jako Staphylococcus

caprae (2%).
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Tabulka €. 11: Identifikace kmenl STKN metodou MALDI-TOF

Vysledek identifikace oocet ?kﬁ?)s.ﬁ;ug'er?&e
Staphylococcus epidermidis 32 64
Staphylococcus hominis ssp. hominis 5 10
Staphylococcus capitis 3 6
Staphylococcus warneri 3 6
Staphylococcus lungdunensis 2 4
Staphylococcus haemolyticus 2 4
Staphylococcus hominis 2 4
Staphylococcus caprae 1 2

Vgrafu ¢ 1 je znazornéno (v %) zastoupeni jednotlivych druhl stafylokoki
izolovanych z klinickém materialu.

Graf ¢.1: Zastoupeni jednotlivych druhd STKN ve sledovaném souboru

M Staphylococcus
epidermidis

4% B Staphylococcus hominis
4% 2%

ssp. hominis
m Staphylococcus capitis

6%
H Staphylococcus warneri

m Staphylococcus
lungdunensis

m Staphylococcus
haemolyticus

Staphylococcus hominis

Staphylococcus caprae
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5.Diskuse

Cilem préace bylo pribliZit sou¢asné moznosti laboratorni diagnostiky stafylokokovych
infekci a porovnat metody pouZivané k podrobné identifikaci kmene na Pracovisti
bakteriologie. Celkem bylo do prace zahrnuto 52 izolatd koaguldza — negativnich
stafylokokd, které byly izolovany z hemokultur, centralnich Zilnich katétr(i a ostatnich
klinicky zavaznych materialli v obdobi od prosince 2012 do bfezna 2013. K
jejich identifikaci byly paralelné pouzity metody biochemické identifikace -
STAPHYtest 16 - a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Témito metodami se
podarilo identifikovat ze skupiny zahrnuté do studie 50 kmen(i STKN na Grovei druhu.
PFi porovnani jednotlivych metod pouZitych k identifikaci, je vidét vyssi Uspésnost pri
pouZiti metody hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Touto metodou bylo
identifikovano 96,2 % z celkového poc¢tu kmend. PFi pouziti metody biochemické
identifikace testem STAPHYtest 16 byla Uspésnost 67,3 %. Tento rozdil by mohl byt
zplsoben chybnym vyhodnocenim testll v mikrotitracnich destickach, chybnym
zpracovanim pfi inokulaci nebo nestandardnimi vlastnostmi kmen(, které by poté
nebylo mozné identifikovat (nedojde ke shodé s ofekdvanymi vysledky a kmen neni
moZné zaradit dle interpretaCnich tabulek dodavanych vyrobcem). VVzhledem k tomu, Ze
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je zaloZena na porovnani proteinovych profilli
s databazi znamych mikroorganismd, odliSnosti na Grovni biochemickych vlastnosti se
neprojevi a identifikace je i tak UspéSna. Stejné tak zalezi i na pouZzité databazi
organism, se kterou dand metoda operuje. To je pfipad i dvou kmen(l Staphylococcus
caprae, které nelze identifikovat biochemicky testem STAPHYtest 16, ale byly
identifikovany hmotnostni spektrometrii.

V pfipadé hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF se nepodafilo identifikovat 2 kmeny,
coZ je mozné vysvétlit nevhodnym zpracovanim vzorku nebo pravé tim, Ze ziskana
spektra neodpovidala Zadnému organismu v databazi. Vzhledem k tomu, Ze v jednom
z téchto pripadd nebyl kmen identifikovan ani biochemicky testem STAPHYtest 16, je
to pravdépodobné. Druhy kmen, ktery nebyl identifikovdn hmotnostni spektrometrii,
byl biochemicky identifikovan Staphylococcus epidermidis. V tomto pfipadé se tedy

pravdépodobné jednalo o nespravné zpracovani nebo naneseni vzorku. Pouziti dalSi
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metody k identifikaci (napf. PCR) vzorku, jehoZ identifikace nebyla Uspésna, nebylo
v moznostech této bakalafské prace. Stejné tak nebylo mozné pouzit jinou databazi
hmotnostnich spekter, neZ tu, kterd je k dispozici od firmy bioMérieux.

U 2 kmenl STKN byly ziskany odlisné vysledky identifikace (viz tab. ¢.10, str. 43, S.
capitis a S. hamolyticus; S. hominis a S. hominis ssp. hominis). Zde mize byt
vysvétlenim opét zmeéna biochemickych vlastnosti kmene, chybny odecet
z mikrotitraCni desticky nebo i kontaminace vzorku dvéma druhy STKN a néasledné
identifikace rGznych kmen(. Vezmeme-li v (vahu, Ze u obou téchto kmenl byl
vysledek biochemické identifikace testem STAPHYtest 16 vyhodnocen jako
intermedialni, je otadzkou, zda pokladat rozdil v identifikaci za relevantni. V jednom
z pripadl se jednalo pouze o rozdil zarfazeni do poddruhu (S. hominis a S. hominis ssp.
hominis). Tento vysledek by bylo mozZné i interpretovat jako shodny, v rutinni praxi je
zafazeni do druhu dostaCujici. Nicméné stejné jako v predchozim pripadé nebylo mozné
pouZit jinou metodu k potvrzeni identifikace kmene STKN.

Ze ziskanych vysledkl tedy vyplyva velky pfinos metody hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF v rutinni praxi. Dovoluje identifikaci ve wvelmi kratkém Casovém
horizontu oproti klasické metodé STAPHYtestem 16 (az 24 hodin) i vysokou
spolehlivost (nebyly identifikovany pouze dva kmeny) a jednoduchost celého
zpracovani.

Nejcastéji byl z nasich vzorkd identifikovan druh STEP (64%), nasledné STHH (10%),
STCA (6%), STWA (6%), STLU (4%), STHA (4%), STHO (4%), STCP (2%).
Z hlediska interpretace vysledku je samoziejmé otdzkou, zda se jedna o suspektniho
patogena nebo o suspektni kontaminaci napfiklad z kliZze, proto je velmi dllezité, jak
poukazuje i Votava (1998) dbat na preanalytickou fazi vySetteni, kterda mize ovlivnit
vysledek vysetieni a nasledné mize vést i k nespravné nebo neindikované léché
pacienta. Jak uvadi Votava (2003), u zdravych lidi jsou koaguldza - negativni
stafylokoky vyvolavateli onemocnéni vzacné, ale u hospitalizovanych pacientd se
vzhledem k jejich predispozicim, mohou jako podminéné patogenni bakterie uplatnit.
V pripadé nasich vzorkl se jednalo hlavné o hemokultury, kde mize dojit k jejich
kontaminaci, hlavné kozni flérou pfi nedostatecné dezinfekci klize pfi odbéru. Tomu by

mohl odpovidat i nejcastéji identifikovany Staphylococcus epidermidis , ktery bézné
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kolonizuje ki0zi Clovéka. Na druhé strané, jak uvadi Rahman (2012), koagulaza-
negativni stafylokoky jsou tfeti nejcastéjsi plivodci nozokomialnich infekci a zaroven
nejcastéjsi pricinou nozokomialnich infekci krevniho fecisté (Herwaldt et al. 1995).
Rozhodnuti o tom, zda se jedna o kontaminaci, nalezi hlavné klinickym lékafiim ve

spolupréaci s mikrobiology.
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6.

Zaver

V bakalafské praci jsou hodnoceny soucasné moznosti laboratorni diagnostiky
stafylokokovych infekci se zaméfendm na stafylokoky koagulaza - negativni a
porovnani metod pouzivanych na pracovisti PBAK Kk jejich druhové identifikaci.

V soucasné dobé dochazi k velkému rozmachu hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF,
kterd je velmi rychla, jednoduché a dle naSich vysledkd spolehliva. Touto metodou se
nam podarilo identifikovat 96,2 % izolovanych kmenl koaguldza - negativnich
stafylokokd. Na druhé strané pouZzitim biochemické identifikace testem STAPHYtest 16
jsme identifikovali 67,3% kmenl koagulaza - negativnich stafylokokl zahrnutych do
studie. V porovnani s hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF se jednd o meéné
spolehlivou metodu a dochazi k vétsi ¢asové prodlevé (min. 24 hodin). NejCastéji byl
z klinickych vzorkl identifikovan Staphylococcus epidermidis (64 %), nésledoval
Staphylococcus hominis ssp. hominis (10 %), Staphylococcus capitis (6 %),
Staphylococcus warneri (6 %), Staphylococcus lugdunensis (4 %), Staphylococcus
haemolyticus (4 %), Staphylococcus hominis (4 %), Staphylococcus caprae (2 %).
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