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Klinicka a mikrobiologicka charakteristika komunitnich kment
Staphylococcus lugdunensis

Abstrakt

Tato prace je zaméfena na charakteristiku jednoho z koaguldza negativnich stafylokok.
Staphylococcus lugdunenis je povazovan za oportunniho patogena, ale je schopen jako
jeden z mala KNS zpusobit infekce i u jinak zdravych jedinci. Cilem této prace je
shrnout soucasné poznatky o klinickém vyznamu, vlastnostech a moznostech

laboratorni diagnostiky kmenti Staphylococcus lugdunensis.

Uvodni kapitola této prace je vénovana popisu stafylokoktl, jejich rozdéleni na
koagulaza pozitivni a koagulaza negativni. V préci je popsana jejich morfologie. Dale je
podrobnéji popsana charakteristika Staphylococcus lugdunensis, jeho mikrobiologické

vlastnosti, moznosti identifikace pomoci riiznych biochemickych testu.

Metodick4 cast prace byla provadéna V laboratofi Stafila, spol. s r.0. Byl sledovan
zachyt Staphylococcus lugdunensis v této laboratofi béhem jednoho roku (leden-
prosinec 2016). V této ¢asti je popsano rozliSeni stafylokokti pomoci na stafylokoky
koaguldza pozitivni a stafylokoky koaguldza negativni. Nasleduje druhova identifikace,
ktera je zaméfena na kmeny Staphylococcus lugdunensis. Tato druhova identifikace
byla provedena komerénim testem STAPHYtest24. Dale jsou popsany vSechny testy,
které se na daném pracovisti pro piesnou identifikaci S. lugdunensis provadi — mezi tyto
testy patii HYA, PYR test a dalsi. U kment identifikovanych jako Staphylococcus

lugdunensis byla testovana citlivost k antibiotikiim metodou diskové difuzni citlivosti.

Dale je prakticka ¢ast prace vénovano porovnani vyskytu Staphylococcus aureus
a Staphylococcus lugdunensis. Porovnanim téchto dvou mikrobu byla potvrzeno to, co
jsem ocekavala, a to ze vyskyt Staphylococcus aureus je mnohonasobné vyssi nez
S. lugdunensis, avsak infekce zptsobené S. lugdunensis jsou klinicky velmi podobné

tém u nichz byl jako patogen prokazan S. aureus.

Klicova slova: rod Staphylococcus; Staphylococcus lugdunensis; stafylokoky koagulaza

negativni; biochemicka identifikace



Clinical and mikrobiological charakteristics of community strains of

Staphylococcus lugdunensis
Abstract

The bachelor thesis is focused on characterization of coagulase-negative
staphylococcus. Staphylococcus lugdunenis is considered to be an opportunist pathogen,
which is able to cause an infection in healthy individuals, as only one of few existing
CNS. The aim of this thesis is to sum up actual knowledge about a clinical importace,
basic characteristic and possibilities of laboratory diagnostics of the species

Staphylococcus lugdunensis.

The initial chapter of this bachelor thesis is dedicated to a description of staphylococcus
and its distribition to a positive and a negative clumbing factor. In the thesis is described
its morphology and further the detailed characteristic of Staphylococcus lugdunensis, its
microbiological characteristic and identification possibilities with assistance of different

biochemical tests

Methodical part of the thesis was carried out in the laboratory Stafila Ltd. | was
watching the finding of Staphylococcus lugdunensis in this laboratory during one year
(January — December 2016). In this part is described a differentiation of staphylococcus
to staphylococcus clumbing factor positive and staphylococcus clumbing factor
negative. Then follows an identification of species which is focused on the species of
Staphylococcus lugdunensis. The species identification was carried out with
a commercial test STAPHYtest24. Then | concentrated on description of all tests which
are used in this laboratory for an exact identification S. lugdunensis, e,g. HYA test, PYR
test and others. For species which were identified as Staphylococcus lugdunensis was
carried out a test for susceptibility to antibiotics using a method of disc diffusion

sensitivity.

Further is a practical part of this thesis dedicated to comparison of species
Staphylococcus aureus and Staphylococcus lugdunensis. The comparison of these two
species confirmed, as expected, that a presence of Staphylococcus aureus is much
higher than S. lugdunensis, but infections caused by S. lugdunensis are from clinical

point of view very similar to them where was proved a pathogen S. aureus.


https://slovnik.seznam.cz/en-cz/?q=characterization
https://slovnik.seznam.cz/en-cz/?q=susceptibility

Key words: genus Staphylococcus; Staphylococcus lugdunensis; coagulase-negative

staphylococci; biochemical identification
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1 Uvod

Bakterie zaClenéné do skupiny aerobné rostoucich pozitivnich koki, kam se fadi
i stafylokoky, jsou uzce vazané na Glovéka. Ziji jako komenzalové na povrchu kize
a sliznic, ale soucasn¢ jsou vybaveny fadou faktorti patogenity, které jim umoziuji pfi
vhodné prilezitosti invadovat do tkani. V takovém piipad¢ se chovaji jako extracelularni
patogeny. Vzhledem k dlouhodobé koexistenci téchto mikrobu a ¢loveka si lidsky druh
ve svém vyvoji rozriznil svoji imunitni i antigenni vybavu. VétSina bakterii provedla to
samé, projevuje se to rozpadem do fady podskupin, odliSenych naptiklad sérotypizaci,
ty se pak navzijem lisi svym patogennim potencidlem. Ruzni lidé jsou pak diky tomu
rizné vnimavy k plisobeni téchto mikrobil, a naopak i jednotlivé druhy mikrobti mohou

vyvolavat klinicky rozdilné nemoci (Benes, 2009).

Koagulaza negativni stafylokoky jsou pfirozenymi rezidenty kiize a sliznic a tvofi asi
65-90 % ze vsech stafylokokl izolovanych ztéchto mist. Proto se také casto
vyhodnocuji pouze jako kontaminanty. Piesto i stafylokoky koagulaza negativni jsou
schopni vyvolat onemocnéni, ptedev§im vSak u predisponovanych jedinct.
Staphylococcus lugdunensis je jeden z mala KNS, ktery je schopen vyvolat infekci
I Ujinak zdravych osob. V praxi je oznaCovan za signifikantniho ptvodce koznich
onemocnéni. Projevy tohoto onemocnéni mohou byt podobné projeviim onemocnéni

zpusobené S. aureus (Benes, 2009).

2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rod Staphylococcus

Poprvé byly stafylokoky popsany v roce 1880 nezavisle na sobé¢ Louisem Pasteurem
a Sirem Alexandrem Ogstonem. Pravé skotsky chirurg a amatérsky mikrobiolog
Sir Alexandr Ogston zavedl nazev Staphylococcus. Ogston prokazal, ze stafylokoky

jsou pivodci hnisavych infekci u ¢loveéka (Benes, 2009; Greenwood 1999).

Stafylokoky jsou morfologicky grampozitivni koky. Jsou uspotadany rizn¢, mohou byt
jednotlive, v parech, v tetradach, v kratkych fetizcich o maximalné ¢tyfech burikach,
nejcastéji vSak v nepravidelnych shlucich pfipominajici hrozen (odtud odvozen nazev
staphylé tecky hrozen). Stafylokoky netvoii spory, pouzdro netvoii nebo jen velmi

omezené a jsou nepohyblivé. Stafylokoky jsou pomérné odolné vici vliviim vnéjSiho



prostfedi. Az na ur¢ité vyjimky jsou fakultativné anaerobni. Mimo kmeny skupiny

S. sciuri jsou stafylokoky oxidaza negativni (Votava et al., 2003).

Stafylokoky maji pozitivni kataldzovy test, ten slouzi k odliSeni od streptokoki
a enterokokl. Pravé se streptokoky a enterokoky maji se stafylokoky n¢kdy podobnou
makroskopickou morfologii. Streptokoky a enterokoky jsou katalaza negativni, zatimco
stafylokoky pozitivni. Katalazu netvoti pouze dva stafylokoky, S. sacchorolyticus
a Staphylococcus aureus ssp. anaerobius. Katalaza je enzym, ktery rozklada peroxid
vodiku na vodu a plynny kyslik. Pozitivni reakce se projevuje bubldnim uvolnéného

kysliku (Bennerman et al., 2007).

Stafylokoky patii mezi pomémné kultivaéné nenaro¢né mikroorganismy. Dobfe rostou
i na béznych kultiva¢nich pudach. Pro jejich izolaci je vhodny krevni agar s 5 % berani
krvi, trypton so6jovy agar TSA a BHI agar s pfidavkem mozkosrdcové infuze. K zachytu
Z kontaminovanych vzorkti je vhodné pouzit selektivni ptidu, napt. krevni agar

s 10 % NaCl (Benes, 2009; Votava et al., 2003).

V praxi se tradicné stafylokoky déli na dvé zakladni skupiny podle toho, zda maji
enzym, ktery jim umoznuje koagulovat plazmu, a to na stafylokoky koaguldza pozitivni

a stafylokoky koaguléza negativni.

Dalsi moznost, jak odlisit stafylokoky je prikaz produkce specifického enzymu
hyaluronidazy. Test je pozitivni pouze u kment S. aureas a S. hyicus. Ostatni
stafylokoky maji tento test negativni, protoze neprodukuji enzym hyaluronidazu.

(Petras, 2011).

2.1.1 Stafylokoky koagulaza pozitivni

Nejznaméjsim koagulaza pozitivnim stafylokokem je Staphylococcus aureus, jedna se
0 jediny dulezity koaguldza pozitivni druh Vv humanni patologii. Ostatni koaguldza
pozitivni jsou identifikovany u zvifat a u lidi je nachazime jen ve vyjimecnych

ptipadech napt. v souvislosti s kousnutim od psa (Votava et al. ,2003).

Staphylococcus aureus je jednim z nevyznamnéjSich patogenti. Existuji dva poddruhy
tohoto stafylokoka, a to Staphylococcus aureus subsp. aureus a Staphylococcus aureus

subps. anaerobius (Votava et al. 2003).
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2.1.2 Stafylokoky koaguldza negativni

Koagulaza negativni stafylokoky jsou hlavni soucasti mikroflory kiize a sliznic ¢lovéka.
Mohou se vSak uplatnit jako oportunni patogeny. Zptisobuji infekce mocovych cest
a infekce spojené s implantaci cizorodych materiali jako jsou ortopedické a cévni
protézy, cévni katetry a jiné implantaty. Diive se koaguldza negativni stafylokoky
druhové neidentifikovaly, ale vzhledem k jejich nartstajicimu vyznamu jako
oportunnich patogenii se dourc¢eni do druhu u vyznamnych izolati jiz provadi (Benes,

2009).

Mezi nejéastéji se vyskytujici druhy patii Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus
saprophyticus a Staphylococcus lugdunensis. U c¢lovéka se vyskytuji az dvé tietiny

vSech popsanych KNS a jejich zastoupeni je velice nerovnomérné (Votava et al. 2003).

Pocet KNS se neustadle méni vzhledem k neustalému objevovani novych, dosud
nepopsanych druhli. Mezi objeviteli se vyskytuje i nékolik ¢eskych védcu, jako napf.
profesor Vaclav Hajek, ktery popsal koaguldza negativni druhy Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus muscae a Staphylococcus saprophyticus spp. bovis
(Votava et al., 2003).

Vroce 2013 cesti mikrobiologové objevili novy druh stafylokoka, Staphylococcus
petrasii. Tento stafylokok je typickym koagulaza negativnim stafylokokem, fenotypové
je podobny druhim S. warneri eventualné S. hominis nebo S. lugudunensis (Paticek
etal., 2013).

2.1.2.1 Patogenita

Mezi nejastéj$i infekce zpiisobené KNS, jsou ty spjaté s implantovanymi ¢i
zavedenimi pomuckami. Nejdulezitéjsi jsou infekce krevniho fecisté, které se projevuji
jako bakterémie. Nejcastéji se KNS dostanou do krve pomoci infikovanych
intravendznich katétri. Ne kazda kolonizace katétri se musi projevit pfiznaky, avSak na
druh¢ stran¢ muze dojit ke katétrové sepsi s ptiznaky Soku. Dalsi pfi¢inou bakterémie je
endokarditida. Nejcastéji jde o postizeni umélych srdecnich chlopni. Nidus infekce je
vétSinou v misté piisiti implantatu, ktery se pak uvolni. Infekce likvorovych spojek se

projevi zhorSenou funkci shunti nebo meningitidou (\Votava et al., 2003).
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2.1.2.2 Kultivace

Na béznych kultivacnich ptidach (krevni agar) rostou KNS rGzn€, nékteré rostou
v pomérné velkych koloniich, jiné zase v drobnych. Kolonie jsou ve vétSin€ piipada
pigmentovany, a to nejcastéji bile nebo bilosed¢. S. epidermidis miva zbarvené kolonie

do porcelanové bilé (Votava et al 2003).

Rada kmenti KNS tvoii hemolyzin, ktery je blizky hemolynu delta S.aureus. Mezi tyto
kmeny patii i Staphylococcus lugdunensis (Frank et al.,2008).

2.1.2.3 Mikroskopicka identifikace

Nejbeéznéjsi metodou pouzivanou v bakteriologii je barveni dle Grama. Diky tomuto

barveni rozd¢lujeme bakterie na dvé zékladni skupiny.
Bakterie grampozitivni (G+)
Bakterie gramnegativni (G-)

Rozd¢€leni mikrobli dle Grama je velmi dulezité, protoze odrazi ftadu jejich
morfologickych a fyziologickych vlastnosti a také souvisi s jejich citlivostmi na
antibiotika.

Podstatou rozdilu v barvitelnosti dle Grama je rozdilna stavba bakterialni stény.
Grampozitivni bakterie maji bunéénou sténu postavenou pomérné jednoduse. Tvofii ji
mohutnd peptidoglykanova vrstva, ktera je protkana fetézci kyseliny teichoové. Tato
struktura je pfirovnavana k pevnému korzetu, ktery béhem Gramova barveni upevni
komplex krystalové violeti s jodem tak pevné, Ze buiika zlstane i1 pfes odbarvovani
modra.

Gramnegativni baterie maji bunécnou sténu stavénou slozitéji, a to i1 pfesto, Ze je tenci.
Sklada se ze zevni membrany, ktera je tvotfena dvojitou vrstvou fosfolipidii a pod touto
zevni membranou je ulozena tenka vrstva peptidoglykanu. Prostor mezi zevni
membranou a cytoplazmou se nazyva periplasmaticky prostor. Ten obsahuje bilkoviny,
které slouzi jako enzymy. Neékteré ztéchto enzymt maji schopnost inaktivovat
antibiotika (VVotava et al., 2005).

Béhem barveni vznikd komplex krystalové violeti a jodu, ktery se u gramnegativnich
bakterii snadno vyplavuje piasobenim alkoholu nebo acetonu, naproti tomu
u grampozitivnich bakterii ur€itou dobu tento komplex vyplaveni odoléava.

Gramnegativni baterie je tfeba dobarvit kontrastnim barvivem, napt. fuchsinem. Toto
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relativné slabé Cervené barvivo ovlivni tmavomodry ton grampozitivnich bakterii jen

nepatrné (Votava et al., 2005).
Mikroskopicky nelze jednotlivé KNS od sebe odlisit (Votava et al.,2005).

2.1.2.4 Druhova identifikace

Druhové identifikace KNS je zalozena na fenotypové, genotypové identifikaci,
sérotypizaci a molekularnich metodach. V mensich laboratofich se nejCastéji vyuziva
fenotypova identifikace, pfedevS§im podle ruznych biochemickych znakd. Mezi tyto
znaky se tfadi napft. oxidaza, katalaza, stépeni mocoviny, mannitolu, sachar6zy, xylosy
a ornithinu a tvorba acetoinu, glukosidasy a pyrrolidonylarylamidasy. Kombinace téchto
znakli a dalsi testl se vyuzivaji v komercnich soupravach pro piesnou identifikaci
stafylokokti. Dnes se vyuzivaji i rychlé a moderni metody jako je hmotnostni
spektrometrie a identifikace pomoci analyzy DNA, tyto metody se vSak vyuzivaji

predevsim ve vétSich laboratofich (Votava et al.,2003).

2.1.3 Molekularni metody

V klinické mikrobiologii se stdvd béZnym jevem pouzivani molekuldrnich metod. Je
pouzivana napiiklad real-time PCR nebo vysokopropusté sekvenovaci DNA systémy.
Velké usili je zaméfeno predev§im na vcasnou identifikaci patogennich KNS
u zavaznych infekci hospitalizovanych pacienti. Rozmanitost sekvenace 16S rRNA
genu stafylokokli umoziuje identifikaci na trovni druhid. Gen 16S rRNA je vysoce
konzervativni gen ve kterém se nahromadili zménu u druh v pribéhu evoluce.
Sekvenace genu 16S rRNA z neznamého organismu se porovna s databazi (napf.

GenBank) a diky tomu se ziska piesna identifikace (Clarridge, 2004).

2.1.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF

Hmotnostni spektrometrie je zaloZzena na rozd€leni nabitych castic podle jejich
molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli. Tato metoda mlize zkoumat
profil bilkovin na zakladé relativni molekulové hmotnosti z bakteridlnich extrakti nebo
Z neporuSené bakterie. Identifikace MALDI-TOF (matrix-assisted laser-desorption
ionization time-of- flight) obsahuje ¢tyfi kroky: naneseni izolovaného kmene, realizace
hmotnostniho spektra, srovnani s databazi a dosahovani vysledkd. Identifikace se
provadi z izolované kolonie, kterd je nanesena na do ter¢iku na testovaci desticce. Na
nanesenou bakterii se képne matrice, kterd krystalizuje pii pokojové teploté. Tato

matrice plni dva ukoly, a to uvolnovani intraceluldrnich proteinii porusenim bunécné
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membrany a dale usnadiluje odpafovani a ionizaci bilkovin pulznim laserovym
paprskem. Ionizované bilkoviny putuji vakuovou komorou a jsou detekovany
Vv zavislosti na hmotnosti a ¢asu letu. Identifikaci je vyuzivan software, ktery porovna
identifikovana spektra bakterie se vSemi hmotnostnimi spektry v komercni databazi.
Metoda je rychld a sofistikovand, avSak i tato metoda MALDI TOF ma sva uskali.
Jako nanaseni vzorku pfed analyzou a vykonost identifikace nékterych bakterii.
Stafylokoky jsou vSak touto metodou identifikovany vyborné (Garcia et al.,2012;
Havlis, 1999).
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2.2  Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus lugdunensis je koagulaza negativni stafylokok. Poprvé byl popsan
vroce 1988 v Lyonu, odtud také pochazi jeho jméno — Lyon latinsky Lugdunum
(Freney et al.,1988).

Jako ostatni koaguldza negativni stafylokoky muze i Staphylococcus lugdunensis byt
komenzalem na kazi, avSak S. lugdunensis je povazovan za dilezitého oportunniho
patogena. Byl prokdzan jako patogen, ktery zptisobuje rizné infekce, nejcastéji kozni, je
schopen zpisobit 1 infekce krevniho feciste, kosti a kloubt, mékkych tkani a centralniho
nervového systému. Muze byt pak pfendSen mezi hospitalizovanymi pacienty
a zpusobovat infekce u pacientli s poruchou integrity kiize, S permanentnimi katetry
apod. Ackoliv je S. lugdunensis obvykle popsan u osob snemoci nebo
S imunosupresivni 1é€bou, mize zpisobit i zdvazné infekce u jinak zdravych osob

(Frank et al., 2008).

2.2.1 Mikrobiologické vlastnosti

S. lugdunensis je grampozitivni, katalaza pozitivni kok. Velikost koku je 0,8 — 1,0 pm
a vyskytuji se bud’ jednotlivé nebo v parech, tvofi klastry nebo kratké fetézce.
S. lugdunensis je fakultativné anaerobni. Dobfe roste za ptitomnosti 10 % nebo 15 %
chloridu sodného. Inkubace trva 24-96 hodin. Morfologie Kkolonii, hemolyza

a pigmentace mohou byt u riznych kment odlisné (Frank et al.,2008).

2.2.2 Kolonie
Kolonie jsou variabilni jak v oblasti morfologie, tak i pigmentace. Jsou obvykle 1-4 mm
velké. Po 3-5 denni inkubaci mohou byt kolonie zbarvené do zlatozluta, nebo mohou

zUstat krémové zabarvené, nebo dokonce bez pigmentace (Frank et al.,2008).

2.2.3 Hemolyza
S. lugdunenis mize tvofit hemolyzu na krevnim agaru s obsahem krali¢ich erytrocytl
a slabou hemolyzu po dvou a vice dnech na krevnim agaru obsahujicim ov¢i erytrocyty

(Freney et al.,1988).
2.2.4 Faktory virulence

2.2.4.1 Toxiny
Piesto, ze byly hlaseny nalezy S. lugdunensis u Syndromu toxického Soku, snahy
o identifikaci jeho toxind byly neuspé&sné (Frank et al., 2008).
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2.2.4.2 Agr lokus
Stafylokokovy agr (pfidatny genovy regulator) je guorum sensting systémem, ktery se
chova jako globalni regulator faktorii virulence, zejména vylucovani exoproteind,

véetné enterotoxint, hemolysinu a ¢etné hostitelské proteiny modifikujici enzymy (Yeh

et al.,2015).

2.2.4.3 Slush lokus

Synergicky hemolysin obsahuje kodovani t¥i otevienych ctecich ramct peptidi
43 aminokyselin vysoké podobnosti, tyto ramce nazyvame Slush-A, Slush-B, Slush-C,
které jsou totozné se sekvenovanymi hemolytickymi peptidovymi fragmenty.
Transkripéni regulace slush lokusu mize byt pod kontrolou agr lokusu (Frank et
al.,2008).

2.2.4.4 Odolnost vitéi lysozymu

Lysozym je nezbytnou enzymatickou slozkou lidského vrozeného imunitniho systému.
Chrani proti mikrobialnim infekcim. S. lugdunensis je odolny do 400hg/ml lysozymu.
Nékteré jiné patogenni stafylokoky, vcetné S. aureus, maji odolnost na vysoké
koncentrace lysozymu, zatimco nepatogenni stafylokoky jsou citlivé nebo vykazuji
hypersenzitivni reakce. Odolnost k lysozymu je u S. aureus zprostiedkovana expresi na
membranu vazaného peptidoglykanu O-acetyltransferazy (OatA), ktery O-acetyluje
bunéénou sténu Kyseliny N-acetylmuramové, coz zabrafiuje vazbé lysozymu.
S. lugdunenesis se zmocni OatA homologu ve svém genomu a O-acetylovaného
peptidoglykanu ve své bunétné stén€é, coz ukazuje, ze mechanismu lysozymoveé
rezistence je u S. lugdunenesis pravdépodobné stejny jako u S. aureus (Bera et
al.,2006).

2.2.4.5 Proteiny

22451 vWfvazajici protein

Tento protein se specificky vaze na von Willebrandv faktor. Von Willebranduv faktor
je glykoprotein krevni plazmy produkovany krevnimi destickami a endotelovymi

bunkami, které se podileji na mnoho aspektech koagulace (Nilsson et al., 2004).

2.2452 Fibrinogen vazajici protein

Fibrinogen vazajici protein, zvany Fbl, byl prokazan u S. lugdunensis. Stafylokokové
vazani fibrinogenu, coz je prekurzor fibrinu, je dobfe zndmo a zdokumentovano. Tento

fibrinogen vazajici protein usnadnuje vazbu fibrinogenu hostitele (Mitchell et al., 2004).
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S. lugdunensis ma povrchové asociované proteiny, které umoziuji bakterialni Ipéni na
ruznych hostitelskych bunkéch a tkanich, i na cizich télesech, coz je rozhodujici krok
v stafylokokové tvorbé biofilmu. Schopnost S. lugdunensis navazat fibrinogen a vWf
muze prispét k tomu, Ze je schopen v organismu vyvolat endokarditidu (Frank et
al.,2008).

2.2.4.6 Tvorba biofilmu

Nekteré izolaty S. lugdunensis maji potencial adherovat na inertni povrchy. In vitro
pokusy V zahrani¢nich vyzkumech, jejich spojeni se znalostmi o infekénich
onemocnénich zpisobenych S. lugunensis a tim, ze se v tomto mikroorganismu nachazi
adhezivni proteiny, je vhodné tvorbu biofilmu stejné jako u ostatnich patogennich
stafylokokil povazovat za jeden z dulezitych faktort virulence. Mechanismy pouzivané
stafylokoky pro tvorbu biofilmu jsou detailn¢ popsdny hlavné pro S. aureus
a S. epidermidis. Bunky se nejprve piipoji k povrchu a zaénou vytvaret vrstvy, které se
replikuji a hromadi, poté nasleduje produkce slozek extracelularni matrix. Tato

produkce vede k mezibunééné adhezi (Speziale et al.,2014).

2.246.1 Icalocus
Ica lokus je jedna z nejlépe charakterizovanych slozek stafylokokového biofilmu. Jedna

se o polysacharidovy p-1,6-vazaného N-acetylpolyglukosamidového zbytku,

oznacovaného také jako polysacharidovy intracelularni adhezin (Frank et al.,2007).

Fenotypové reakce tvorby biofilmu se méni na podminkach prostfedi. Pfitomnost
exogennich faktord pfimo ovliviiuje fenotyp stafylokokového biofilmu. Napft. zvySujici

se koncentrace glukozy stimuluji S. lugdunensis k tvorbé biofilmu (Frank et al.,2007).

17



Tab.1 faktory virulence S.lugdunensis

homolog(y) u

faktory virulence nazev genu popis jinych druhi
S. aureus,
systém piidatnych guorum sensting systém, S. epidermis,
genovych regulatoru (agr) ktery se chova jako globalni | S. saprophyticus,
a RNAIII agr lokus | regulator faktort virulence S. intermedius
S. haemolyticus,
S. caprae,
S. xylosus,
SLUSH-A, SLUSH-B, S. cohnii subsp.
SLUSH-C hemolytické hemolytické peptidy s cohnii, S. cohnii
peptidy slush lokus | aktivitou jako delta-toxin | subsp. urealyticum

membranove vazany enzym,
ktery zajist'uje rezistenci
vuci lysozymarni O-
acetylaci bunécné stény N-
acetylmuramovou kyselinou

OatA peptidoglykan O- a zabranuje lysozymovému
acetyltransferdza OatA navazani S.aureus
zprostiedkovava interkaci z
vWT exprimujici hostitelské neni znama
bunky, vetné krevnich sekvencni
VWHI- vazajici protein desti¢ek a endotelialnich podobnost se
vWhl Vwbl buné¢k, obsahuje RGD motiv | zndmymi proteiny

usnadiiuje vazbu na
fibrinogen hostitele, ¢lenem
fibrinogen vazajici Sdr stafylokokovych S. aureus

protien Fbl Fbl povrchovych proteini clumping faktor A

biosyntetické enzymy ve
formé B-1,6-spojeni N-
acetylpolyglukosaminové

polysacharodového
polymeru bézné se
tvorba biofilmu vyskytujiciho v S.aureus, S.
PNAG/PIA extracelularni | icaABCD extracelularni matrix epidermis, S.
syntéza matrix genil lokus stafylokokového biofilmu caprae
biofilm extracelularni soucast biofilmu
matrix proteinu Neznamy extracelularni matrix neznamy

(Frank et al, 2008)
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2.2.5 Kultivacni pritkaz

Kultiva¢ni prikaz koaguldza negativnich stafylokokii necini v laboratofich zadny
problém, tedy i prikaz Staphylococcus lugdunensis neni naro¢ny. Podrobna identifikace
KNS se provadi hlavné u izolati z krve a dalSich za normalnich okolnosti sterilnich
mist. Pro identifikaci izolat z terénnich odbérii se ovSem vétSinou nejednd o odbér ze

sterilnich mist, ale tieba z abscesu nebo rany.

Jako zékladni test pro odliSeni od koaguldza pozitivnich stafylokokli se vyuziva
komer¢ni souprava k prikazu vazané plazmakoagulazy. Dale jsou vyuzivany
biochemické testy k identifikaci kment, diky témto testim je vétSinou mozné zatadit

kmen do pfislusného taxonu (Votava et al., 2003).

2.2.6 Biochemicky profil pro identifikaci

S. lugdunensis mize byt od ostatnich KNS odlisen pozitivni reakci PYR a pozitivni
dekarboxylaci ornithinu. Mimo S. lugdunensis maji pozitivni PYR jesté
S. heamolyticus, S. schleiferi a S. intermedius. S. lugdunensis je jediny druh
stafylokoka, jehoz > 90 % izolatl je pozitivnich na ornithindekarboxyldzu. Je ovSem
tieba pfipomenout, ze maly pocet kmenl S.epidermis taky dekarboxyluji ornithin.
S. lugdunensis miize byt také identifikovan podle vyroby kyseliny z trehal6ézy, mandzy,

maltozy a sachar6zy, av§ak ne z mannitolu (Bannerman et al., 2007).

2.2.6.1 PYRAtest

PYRA test slouzi pro rychlou detekci aktivity pyrrolidonylarylamidazy. Bakterialni
pyrrolidonylarylamidaza hydrolizuje B-naftylamid kyseliny pyroglutamové, ktery je
obsaZen v detek¢énim prouzku. Hydrolyza je detekovana pomoci reakce s latkou, ktera je
obsazena V roztoku ¢inidla pro test PYR, tato reakce se projevi Cervenym zbarvenim

(Ptibalovy letak PYRAtest).

2.2.6.2 Plazmakoaguldza

Koaguldza mize byt dvou typil, a to bud volnd nebo vazana. Volna koagulaza je
extracelularni enzym, ktery reaguje s plazmatickym faktorem za vzniku stafytrombinu,
ten pak katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin. Pfitomnost volné koagulazy je
prokazuje reakci s krali¢i plazmou. Tato reakce se projevuje tvorbou chuchvalct, ¢i
uplnym shluknutim plazmy ve zkumavce. Pfitomnost volné koagulazy je typicka pro

kmeny S. aureus, kmeny S. lugdunensis volnou koagulazu neprodukuyji.
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Viazana koaguldza neboli clumping faktor patfi mezi povrchové antigeny. Vazana
koagulaza vaze finrinogen a méni ho na fibrin, tim je vyvolano shlukovani stafylokok.
Ptitomnost vazané koagulazy se da zjistit komercné vyrabénymi sety. Nékteré kmeny
S. lugdunensis mohou tuto vazanou koagulazu produkovat, coz zpusobuje pozitivni
vysledek v latexové aglutinaci. Tato pozitivita mize v klinické laboratofi vést k chybné
identifikaci organismu jako S. aureus. Z vysledku zahrani¢nich studii 1ze usuzovat, ze
pouzivani clumping faktoru pro identifikaci S. lugdunensis nelze povaZzovat za

v

nejspolehlivejsi metodu presné identifikace (Frank et al.,2008).

V menSich laboratofich je misto testovani vazané koagulazy preferovan test na prukaz
specifického enzymu hyaluronydazy. Nejrychlej$i metodou, avSak ne biochemickou,
pro ptesnou identifikaci je ve velkych laboratofich hmotnostni spektrometr MALDI,

ktery vykazuje velmi ptesnou identifikaci stafylokokovych kment.

2.2.7 Onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, S. lugdunensis je schopen zpisobit celou fadu infekénich
onemocnéni. Nej€astéji byva spojovan s chronickymi hnisavymi koznimi infekcemi.
Dale se také nachazi jako patogen u endokarditid, infekei krevniho fecisté, mozkovych
abscesti, pyelonofritid, keratitid. Také je casto identifikovan jako patogen
u nozokomialnich nakaz hospitalizovanych pacientd (Inada et al.,2015; Frank
et al.,2008).

VétSinou jsou infekce podobné tém, zplsobenym S. aureem. Infekce zplisobené

wewvr

et al.,2008).

2.2.8 Antimikrobidlni citlivost
U stanoveni mikrobidlni citlivosti je diillezité¢ dbat na doporu¢eni EUCAST. EUCAST je
Evropsky vybor pro antimikrobidlni citlivost, ktery za pomoci rozsahlych a nédkladnych

projektd urcuje klinické limity (breakpointy) pro jednotliva antibiotika.

S.lugdunenesis je na rozdil od S. aureus a vétsiny KNS do zna¢né miry dobfe citlivy na
antistafylokokova antibiotika. Dobra citlivost k antibiotiklim se neméni ani na zakladé

mista infekce (Frank et al.,2008).
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Jako u vSech mikrobtl i u S. lugdunensis se vSak objevuji zminky o pfipadech
rezistence. Zvlastnim rysem nékterych kmenG S. lugdunensis je rezistence

k vankomycinu nebo teikoplaninu (Chassain et al., 2012).

Vétsina stafylokokt produkuje penicilinazu, u S. lugdunensis je produkce penicilinazy

pozorovana u mén¢ nez 50 % izolath (Chassain et al., 2012).

U nékterych kmend S. lugdunensis byla zjisténa rezistence k oxacilinu. Za rezistentni
jsou povazovany kmeny s hodnotami minimalni inhibi¢ni zény >2 mg/l, pfiemz
normalni hodnota MIC oxacilinu pro KNS je >0,25 mg/l, tato rezistence je zpisobena

ptitomnosti genu mecA (Urbaskova, 2014).

V zahrani¢nich studiich se objevuji zminky o kmenech S lugdunensis, které jsou
rezistentni k meticillinu. Jedna se ovSem o ojedin€lé piipady (Iravani Mohommad
Abadi et al., 2015).
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2.3 Odbér vzorku

Pro spravné provedené mikrobiologické vysetieni je nezbytné, aby i odbér materialu byl
proveden dostatecné peclivé a spravné. Pokud je odbér proveden nespravné muze byt
vzorek kontaminovan komenzaly z vné&jSich zdroja. (Greenwood el al.,1999) Vzorky
jsou vétsSinou odebirdny pomoci komeréné vyrabénych jednorazovych tampont.
Tampony jsou plastové ty¢inky se syntetickou bavinou ve sterilni zkumavce. Vzhledem
k pfedpokladanému vyskytu mikroorganismi se nejcastéji pouzivaji tampony
s transportni ptidou. Takovou pudou je Amiesova nebo Stuartova puda, a to bud
s aktivnim uhlim nebo bez n¢j. Diky témto ptiddm jsou mikroorganismy schopné piezit

az 48 hodin.

Stafylokoky jsou odolné vii¢i vliviim vnéjsiho prostiedi jako je vyschnuti nebo stiidani

teplot, proto u nich neni problém s odbérem a transportem vzorki (Malikova, 2007).
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3 Cile prace
Cilem prace této prace bylo osvojit si metody pouzivané k diagnostice koaguldza
negativnich stafylokokd. Dale bylo cilem poukazat na skutecnost, ze Staphylococcus

lugdunensis je vyznamnym lidskym patogenem a jako takovy by nemél byt ptehlizen.
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4  Prakticka ¢ast

4.1 Metodika

Laboratorni diagnostika Staphylococcus lugdunensis byla provadéna v mikrobiologické
laboratofi, Stafila, spol. s r.o. Zakladni je rozlisSit KPS od KNS, toto rozliSeni bylo
provedeno pomoci nékolika testl, a to PYRAtestu, také se zjiStovala produkce
hyaluronidazy a byl proveden test na prikaz pfitomnosti vazané koagulazy
(PASTOREX STAPH — PLUS) K vlastnimu dourc¢eni kmenu S. lugdunensis byl pouzit

komer¢ni test STAPHYtest 24, ke kterému se ptidava i rezistence k novobiocinu.

Dale byl vpraktické ¢asti  porovnan vyskyt  Staphylococcus lugdunensis

a Staphylococcus aureus.

4.2 Odbér a transport vzorki
Pro ziskani vysledki mé bakalarské prace byly vySetfeny rizné druhy biologického

materidlu vySetfovaného v mikrobiologické laboratofi Stafila, spol s r.0.

V této laboratofi rozliSuji material dle systémi, toto rozdé€leni je znatelné uz na zadance
k vySetfeni. Diky tomuto rozdéleni se material oznacuje na respirace, rektum, stolici,
urologii + gynekologii, PCR a klinicky material. S. lugdunensis byl nejcastéji
identifikovan z tzv. klinického materidlu, coz je vétSinou hnisavy materidl. Do této
kategorie se v laboratofi fadi cela Skala materialu z riznych ¢asti téla. VéEtsinou se jedna
o vytér z rany, stér z kiize, hnis, absces, akné, impetigo, dekubitus, bércovy vied. Déle

se sem tak¢ fadi napt. sekrety ze stfedousi a vytéry ze zevniho zvukovodu.

Biologicky material, nejCast&ji vytér nebo stér, byl do laboratofe dopraven na
odbérovych tamponech. Vétsina odbérovych tampont byla ulozena v transportni ptde.
Jako transportni ptida byla vétSinou pouzita polotuha prithlednd Amiesova ptda. Tato
puda ovSem nemusi byt vzdy prihledna, protoze mize obsahovat aktivni uhli, to je pak
jeji zbarveni ¢erné. Na identifikaci S. lugdunensis nema pfitomnost ¢i neptitomnost

aktivniho uhli vliv.

4.3  Mikroskopie
Preparaty byly obarveny ru¢né dle Grama. Preparity byly barveny manualné.
Ptiprava preparatu probihala pfimo z doSlého materidlu. Na podlozni sklicko byl

nanesen materidl, preparat se nechal zaschnout a poté se zafixoval. K zafixovani bylo
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mozno zvolit jednu ze dvou metod, a to bud’ fixaci teplem, kdy se sklicku 3x protahlo

plamenem nebo fixaci chemickou, ktera se provadi pomoci methylalkoholu.
postup manualniho barveni:

- prevrstveni fixovaného preparatu krystalovou violeti (20 s)

- prelity Lugolovym roztokem (20 S)

- odbarveni alkoholem — dokud z preparatu neodtéka zadna barva

- oplach vodou

- dobarveni karbolfuchsinem (60 S)
- oplach vodou a suseni

Po obarveni se preparat prohliZzel pod mikroskopem imerznim systémem. Stafylokoky
jsou viditelné pod mikroskopem modfe, jedna se tedy o grampozitivni bakterie.
V mikroskopu je mizeme vidét jako koky, které se vyskytuji jednotlivé, v parech nebo

i v nepravidelnych shlucich.
4.4 Kultivace

441 Krevni agar

Ke kultivaci byla vyuzita nejcastéji pouzivana kultivacni pitida v mikrobiologii, krevni
agar. Diky pfitomnosti ov¢i krve lze pozorovat hemolytické schopnosti nékterych
bakterii. Riist bakterii na této ptid€ je podporovan Zivinami, které jsou poskytnuty smési
peptont. Kolonie byly na krevnim agaru rdzné, jsou variabilni jak po strance
morfologie, tak pigmentace, ta mize byt po 3-5 dnech inkubace zlatozluta, nebo
krémova, nebo se zadna nevyskytuje. Na krevnim agaru bylo moZno pozorovat i slabou

hemolyzu.
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Obr. 1 krevni agar

4.4.2 Chromogenni pidy
Chromogenni plidy jsou diagnostické ptidy, na kterych diky zméné zabarveni mizeme
pozorovat jednotlivé kolonie a podle barvy ur¢it, o jaky druh mikroba se jednd. Zména

barvy je zplisobena enzymovou reakci.

Obr. 2 chromogenni puda
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4.5 Biochemické testy
Urceni mikrobd pomoci biochemickych testt se vyuziva tehdy, pokud nelze mikroba
identifikovat podle morfologie a ristu. Dnes jsou komeréné vyrabény diagnostické

soupravy zamétené na jednotlivé skupiny bakterii (Greenwood, 1999).

45.1 Katalaza
Test se provadél pomoci 3 % roztoku peroxidu vodiku. Na podlozni sklicko byly
naneseny kolonie testovaného kmene, které se zakaply timto 3 % roztokem H2O..

Pozitivni reakce se projevuje bublanim uvolnéného kysliku.

4.5.2 Produkce hyaluronidazy
Pro prikaz hyaluroniddzy byl pouzit dekapsulaéni test s detekénim kmenem
Streptococcus equi. K ¢are masivné nao¢kovaného Strptococcus equi (Siroké asi 1,5 cm)

byla kolmo udélana cara testovaného stafylokoka.

Obr. 3HYA u S. aureus a S. lugdunensis

453 PYRAtest

Pro stanoveni aktivity byla pouzita 24 hodinova kultura, zona na prouzku se navlhcila
asi 20 mikrolitry destilované vody. Prouzkem se setiela kultura z krevniho agaru (pokud
se by se nejednalo o Cistou kulturu setiela by se ptislusna kolonie klickou). Poté se
prouzek nechal asi 10 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Po inkubaci se piikapl
roztok ¢inidla na zoénu prouzku. Barevnéd reakce byla hodnocena pro 1-2 minutach.

PYRAtest se hodnoti nasledné:
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Tab. 2

Reakce Barevné vyjadreni reakce
Pozitivni Cervena, ¢ervenooranzova, oranzova
Negativni Zluta

(Ptibalovy letak PYRAtest)

PYRAtest byl u kmenu S. lugdunensis pozitivni.

Obr. 4 PYRAtest

45.3.1 PASTOREX STAPH-PLUS
Jedna se o rychly aglutinacni test urCeny pro soubéznou detekci afinity k fibrinogenu

(clumping faktor), proteinu A kapsularnich polysacharidi Staphylococcus aureus
(Ptibalovy letik PASTOREX STAPH-PLUS).
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Obr. 5 PASTOREX STAPH-PLUS

45.3.2 STAPHYtest 24

Souprava STAPHYest 24 je ur¢ena pro cilenou identifikace druhti rodu Staphylococcus
izolovanych z klinického materidlu a pro jejich odliSeni od jinych grampozitivnich
katalaza pozitivnich koktl. V soupravé se provadi Ctyficet vySetieni pomoci ¢tyradvaceti
biochemickych testl, testy se hodnoti vizualné nebo pfistrojove. Standartnimi off-line
testy soupravy jsou screeningovy prikaz koagulazy a rhstovy prikaz rezistence
Kk novobiocinu. Testy jsou umistény v jamkach trojstripu délené mikrotitra¢ni desticky,

kdy jeden trojstrip je urcen pro identifikace jednoho kmene.

Z cisté 24 hodinové kultury byla ptfipravena suspenze ve fyziologickém roztoku, kterad
byla pomoci vortexu dikladné homogenizovana. Stupen zakalu odpovidal 2. stupni
McFarlandovy zdkalové stupnice, nebot’ slabsi nebo silnéjSi suspenze by mohla vést
k faleSnym reakcim. Do kazdé jamky trojstripu desti¢ky bylo pfidano 100 pl suspenze.
Kuréenym jamkam (H1, G1 a F1 tj. testy URE, ARG a ORN) bylo ptfidano po dvou
kapkéch parafinového oleje. Ramecek panelu s naoCkovanymi fadami se vlozil do PE
saicku a nechal se inkubovat 20-24 hodin Vtermostatu pii teplot¢ 37°C.
Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci identifika¢niho programu TNW. Pfi identifikace
bylo nutno nahlizet na kulturu komplexné, v uvahu se musel brat ptivod izolatu,

charakter kolonii, pigmentace, hemolyza. (Pfibalovy letak STAPHtest 24)
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STAPHYtest 24
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Obr 6 navod k STAPHYtestu 24
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Obr. 7 identifika¢ni mikrotitra¢ni desti¢ka

Obr. 8 formulat pro zaznam vysledkit STAPHYtestu 24
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4.5.3.3 Vyseti‘eni citlivosti k novobiocinu

Vysetfeni citlivosti K novobiocinu se provadi u vSech KNS a zahrnuje se do
STAPHYtestu 24, kam se zazmenava vysledek.

Obr. 9 citlivost k novobiocinu

4.6 Citlivost k antibiotikiim
Pro testovani citlivosti k antibiotikiim byl pouzit diskovy diftzni test. Tento test je

nejcastéji vyuzivanou metodou pro stanoveni citlivosti baktrii k antibiotikiim.

Mueller- Hintonovo médium se pietfe suspenzi S. lugdunensis ve fyziologockém
roztoku o znamé hustoté. Zakal se mé&fi na denzitometru, ktery méti zakal (hustotu) na
stupné zakalu podle McFarlanda. Pro stanoveni citlivosti k antibiotikiim se vytvaii 0,5 °
McFarlanda. Poté se na médium pokladaji disky napusténé jednotlivymi antibiotiky. Po
inkubaci je hodnocena velikost inhibi¢ni zony kolem antibiotického disku, kdy kazdy
disk ma ptesné urcenou hrani¢ni hodnotu inhibi¢ni zony. Pfi stanoveni citlivosti bylo

dbano na doporuceni EUCASTu.

Zadny z identifikovanych kment S. lugdunensis nebyl rezistetni na meticillin ani na jina

antistafylokokova antibiotika.
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Obr.10 Mueller-Hintonova pida

47 MALDI TOF MS a molekulové metody

V laboratofi Stafila, spol s r.0. neni k dispozici ptistroj MALDI TOF ani jiné pfistroje
pracujici na molekulovych metodach. Pokud je v laboratofi potfeba dourcit kmen
pomoci MALDI TOF nebo modernich molekulovych metod ma laboratof moznost

zaslat vzorek do spolupracujici laboratofe.
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5 Vysledky

Byl porovnan vyskyt S. lugdunenis a S. aureus, nebot’ S. aureus a S. lugdunensis
zpusobuji podobné infekce. Porovnani bylo zaméteno na tzv. klinicky material, ktery je
na zadance oznacen jako ostatni. Klinickym materialem se v laboratofi Stafila, spol.
S r.0. oznacuje material ktery je z riznych Casti téla. VétSinou se jedna o vytér z rany,
stér z klize, hnis, absces, akné, impetigo, dekubitus, bércovy vied. Déle se sem také fadi

napf. sekrety ze stfedousi a vytéry ze zevniho zvukovodu.

Vyskyt kment S. lugdunensis v klinickém materialu za rok 2016 nebyl tak vyrazny, jak

se nejprve predpokladalo, avsak vzdy $lo o hnisavé infekce.

Tab.3
Procentualni
S. lugdunensis pocet | zastoupeni
stér z klize 4 36 %
Akné 1 9 %
Hnis 2 18 %
vytér z rany 1 9%
bércovy vired 1 9%
impetigo 1 9%
absces 1 9 %

Vyskyt kmen( S. lugdunensis

m stér z kGize

= akné

= hnis

= vytér z rdny
= bércovy vied

= impetigo

g

m absces

Obr. 11 graf znazornujici vyskyt kmenu S. ludunensis
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V grafu je znazornéno, jak velky byl vyskyt kment S. aureus a S. lugdunensis
z klinického materialu. Ostatnimi patogeny V klinickém materialu byvaji streptokoky,
entoreobakterie, anearobni kmeny atd. V¢tSina ostatnich KNS, jako tieba
Staphylococcus epidermidis, byli hodnoceni jako kontaminace.

KLINICKY MATERIAL

W S. aureus

B S. lugdunensis

M jiné patogeny

Obr.12 graf znazornujici rozdéleni klinického materialu

S. aureus byl identifikovan u 36,15 % klinického materialu z daného roku

a S. lugdunensis u 1,41 %.

Tyto dva stafylokoky byli porovnani jesté z hlediska mista, odkud byl material odebran.
Tab.3

Misto odbéru S. aureus |S. lugduensis
Absces 12 1
Akné 3 1
bércovy vired 37 1
Dekubitus 15 0
Hnis 8 2
Impetigo 14 1
Pistél 1 0
sekret ze stiedousi 10 0
stér z klize 62 4
stér ze spojiv. vaku 30 0
ustni koutek 3 0
vytér z oka 7 0
vytér z rany 65 1
vytér ze zevniho zvukovodu 5 0
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Porovnani podle mista nalezu
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Obr. 13 porovnani vyskytu S. aureus a S. lugdunensis

Béhem roku 2016 byl S. lugdunensis identifikovan jako patogen i u mocovych infekei.
Jednalo se o dva pftipady, v obou ptipadech byla pacientem zena. U jedné z pacientek

byl S. lugdunenesis nalezen i ve vaginalnim vytéru.

Zatimco u kmend S. aureus byla v 44 piipadech prokazana rezistence k meticilinu,

u kmenu S. lugunensis nebyla zjisténa zadna rezistence.
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6 Diskuze

Cilem prace bylo prokazat, ze Staphylococcus lugdunensis je patogenem, ktery by
rozhodné nemél byt prehlizen. Toto tvrzeni se podafilo potvrdit. Béhem jednoho roku
zpusobil nékolik hnisavych infekei riznych lokalizaci, at’ uz se jednalo o kozni infekce,
s kterymi byva v poslednich letech spojovan, tak byl identifikovan i u infekci mocovych

cest.

U infekei z klinického materialu zpusobil S. lugdunensis 1,41 % vsech infekci. Oproti
tomu S. aureus 36,15 % vsech infekei oznacenych v laboratofi jako infekce z ostatniho

klinického materialu.

Prestoze se uvadi, ze S. lugdunensis mize vétSinou zpusobit infekce hospitalizovanym
pacientiim, je evidentni, Ze je schopen zpusobit infekce i u jinak zdravych osob a ze se
nejednd pouze o podminéného patogena nozokomidlnich ndkaz. Nebot material
zasilany do laboratofe Stafila, spol. sr.0. v naprosté vétSingé piipadi pochazi od
terénnich, obvodnich [ékafd, tudiz od komunitnich pacientli, nikoli od
hospitalizovanych. Navic tento material se neda povazovat za primarné sterilni, nebot’
se vétSinou jedna o vytéry zran, stéry z kiize apod., nikoliv o hemokultury a jiny

material odebirany z primarné sterilnich mist.

Béhem roku 2016 byl S.lugdunensis identifikovan jako patogen u dvou piipadi

mocovych infekci a jedné vagindlni infekce.

Identifikované mnozstvi S. lugdunensis neni sice nijak Casté, ale jako patogen by nemél
byt ptehlizen, nebot” je schopen zptisobit infekce velmi podobné infekcim zptisobenym
kmenem Staphylococcus aureus. Pokud byl v laboratofi identifikovan u koznich infekci
jednalo se vzdy o hnisavou kozni infekci. V nékterych piipadech byl nalez

Staphylococcus lugdunensis masivni.

U nalezu Staphylococcs lugdunensis se velmi dba na celkovy stav pacienta a tento
nalez by m¢l byt konzultovan s oSetfujicim Iékatem. Spoluprace laboratofe s oSetfujicim
lékafem je tedy nutna. S. lugdunensis je signifikantnim pavodcem koznich infekei, coz
bylo touto praci dokazano. Jak uz bylo zminéno, co do poctu izolatii se S. aureu rovnat
nemdize, ale co se zavaznosti koznich infekci ano. Vyhoda infekci S. lugdunensis je, ze
tento stafylokok je pomérné dobie citlivy na antibiotickou lé¢bu, na rozdil od

zminéného S. aureus. Zadny z identifikovanych kment S. lugdunensis nemél zadnou
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zavaznou rezistenci na antistafylokokova antibiotika. I pfesto byvaji infekce zptisobené
timto stafylokokem hufe zvladnutelné. V laboratofi bylo béhem roku zachyceno
44 meticillin resistentnich kment S. aureus, ale ani jeden rezistentni kmen

S. lugdunensis.
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7 Zavér

V bakalarské praci jsou hodnoceny soucasné moznosti laboratorni diagnostiky
koaguldza negativnich stafylokokt, pfedev§im kment S. lugdunensis. Prace byla
provadéna v laboratofi Stafila, spol. s r.o. ktera ma laboratot mikrobiologie spiSe mensi
velkosti. Tudiz na tomto pracovi§ti nejsou k dispozici vSechny nejmoderné;si
molekularni metody, proto se pro diagnostiku provadi klasicka kultivace s identifikaci
kmene podle fenotypovych znaka. Navic v této laboratofi maji dobrou spolupraci se

spolupracujicimi laboratofemi, kam je moznost zasilat vzorky napf. na vysetieni

MALDI TOF MS.

Biochemické dourceni S. lugdunensis povazuji za pomérné piesné, nebot’ spojeni vSech
provadénych biochemickych testd je dostacujici. Pro odliSeni od S. aureus je podstatné
provést test HYA, dale PYRAtest, ktery je u kment S. lugdunensis pozitivni. U KNS
byl dale proveden STAPHYtest24, ktery obsahuje Sirokou Skalu biochemickych testi.
Mezi jeden z té&chto testd patii i ornithin, ktery je pro S. lugdunensis naprosto typicky.
K STAPHYtestu 24 se vzdy piiklada jesteé citlivost k novobiocinu, na ten je
S. lugdunenisis citlivy dobfe. Spojeni vSech téchto testl a znalosti a zkuSenosti

mikrobiologa mohou vést k opravdu piesné identifikaci kmene jako S. lugdunensis.

Identifikace pomoci biochemickych testl méa samoziejmé i nékteré nevyhody, jako je
napt. délka vySetieni. Identifikace pomoci MALDI TOF by byla mnohem rychlejsi.
Vzhledem k tomu, Ze laboratof je zaméfena na material ziskany od terénnich obvodnich
lékatd, tak se nejednd o Zivot ohroZujici infekce, a proto tu pouZivani casové

vewr

citlivosti na antibiotika

S. lugdenunsis byl nekolikrat potvrzen jako patogen, zejména u koznich infekci. Je
patrné, Ze je vhodné na néj pii mikrobiologické diagnostice pomyslet jako na mozného
patogena. | v mensi laboratofi byl S. lugdunensis n¢kolikrat béhem roku prokazan jako
patogen. Je znam predevSsim jako puvodce nozokomidlnich nakaz a nakaz
U imunosupresivnich pacientii, takze se dé& predpokladat jeho vétsi zachyt

V nemocni¢nich laboratofich.
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9 Seznam zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina
HYA hyauronidéaza

KNS koagulaza negativni stafylokoky
KPS koagulaza pozitivni stafylokoky

MALDI TOF  matrix-assisted laser-desorption ionization time-of- flight

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
PYR pyrrolidonylarylamidéza
S. Staphylococcus
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