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— Souhrn * Summary

Narodni referenéni laboratof pro stafylokoky CEM SZU se i v roce 2020 v rdmci zajisténi surveillance stafyloko-
kovych infekci vénovala podrobnému vysetfovani kmend stafylokokd z humanniho klinického materialu. Celkem
to bylo 975 kmend, prevazné druhu Staphylococcus aureus, které byly zaslany asi z 80 bakteriologickych pracovist
z celé Ceské republiky. Metodou PCR byla zjistovéana piitomnost gent kédujicich predeviim Panton(iv-Valentindv
leukocidin, toxin syndromu toxického Soku, exfoliatiny A, B, D a enterotoxiny A — D. Informace o produkci faktort
virulence jsou dulezité pro oSetiujici 1ékare ke spravnému stanoveni diagnézy a tedy i vhodné terapie. V celém
souboru bylo i 58 (5,9 %) kment koaguldza negativnich stafylokokt. U téchto podminénych patogent jsme fe-
notypizaci a metodou hmotnostni spektrometrie kmeny identifikovali, resp. konfirmovali identifikaci zjisténou jiz
v terénnich laboratofich.

The main focus of the National Reference Laboratory for Staphylococci (NRL) in 2020 was again on the investiga-
tion of staphylococcal strains from human clinical specimens within the surveillance of staphylococcal infections.
In total, 975 strains mostly of the species Staphylococcus aureus referred to the NRL by 80 bacteriological labora-
tories from all over the Czech Republic were analysed. The strains were screened by PCR for the genes encoding
Panton-Valentine leukocidin, toxic shock syndrome toxin, exfoliative toxins A, B, and D, and enterotoxins A-D.
Data on the production of virulence factors are helpful for attending physicians in determining the right diagnosis
and effective treatment. Fifty-eight strains (5.9%) referred to the NRL were coagulase-negative staphylococci.
These opportunistic pathogens were identified or confirmed, after previous identification by field laboratories, by

phenotyping and mass spectrometry.
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Obdobné jako v minulych letech se Narodni referen¢ni
laboratof pro stafylokoky CEM SZU (NRL/St) v roce 2020
vénovala pfedevsim laboratorni diagnostice v ramci zajisténi
surveillance stafylokokovych infekci huméanniho pivodu.
Celkem ndm bylo zaslano 975 kment stafylokoku pfiblizné
z 80 bakteriologickych laboratofii celé nasi republiky. Stejné
jako vloni jsme nejvice kmenti dostali z Oddéleni 1ékarské
mikrobiologie v Hofovicich a dile z Odd. klinické mikro-
biologie a ATB centra VFEN v Praze. Tretim nejcastéjsim
dodavatelem kment bylo Oddéleni klinické mikrobiologie
z Nemocnice na Bulovce, na ¢tvrtém misté Odd. klinické
mikrobiologie ATB stfedisko Nemocnice Ceské Bud&jovice.

Podle odebraného materidlu byly nejcastéji zastoupeny
kmeny z riznych koznich infekci (asi 45 % vsech izolatd).

V celém souboru bylo 916 (93,9 %) kment Staphylococcus
aureus, které nam byly zaslany ke zjisténi faktord virulence,
tj. pfedevsim produkce toxinti. V NRL/St v soucasnosti zjis-
tujeme pritomnost genil kddujicich prislusny toxin metodou
PCR, vyjimecné si potvrzujeme produkci toxinu TSST-1
a enterotoxinli metodou latexové aglutinace (RPLA).

Pantonuv-Valentinav leukocidin (PVL)

PVL je velice nebezpecny cytotoxin, ktery se uplatiiuje
hlavné pii infekcich kiiZe nebo m&kkych tkéni. Zivot ohroZu-
jici jsou predevs§im abscedujici pneumonie, u nichZ je popi-
sovana vysoka smrtnost. Zjisténi pozitivity zaslaného kmene
na PVL produkci je jednim z nejcastéjSich a nejpotiebnéjsich
pozadavkd na nasi laboratof. Pfitomnost genti, které PVL
koduji, byla zjisténa u 108, tj. 11,8 % ze sledovanych kmend.
Stejné jako u ostatnich faktori virulence plati, Ze do NRL/St
jsou zasilany kmeny, u nichz je pravdépodobnost toxigenity
vyS$$i nez v béZné terénni populaci.

Kmeny pozitivni na PVL pochdzely nejcastéji z abs-
cesl a zhnisanych ran, ale dostaly se k ndm i dva kmeny
z abscedujicich pneumonii. Jednim z pacientli byl 72lety
muz hospitalizovany pro rozsahlou alarni pneumonii.
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Tabulka 1: Pfitomnost dal$ich faktor( virulence u 108 kmen( S. aureus pozitivnich na Pantontiv-Valentintv leukocidin (PVL) v roce 2020

(metoda PCR)

PVL EnA*) En B EnC EnD TSST-1*) ETD #) MRSA ##) celkem kmentl
+ - - - - - - - 54
+ - - - - - - + 17
+ + - - - - - - 19
+ - + - - - - - 2
+ - + - - - - + 6
+ - - - + - - - 2
+ - - - + - - + 3
+ - - - - + - - 1
+ - - - - - + + 1
+ - + + - - - + 3

celkem 108

*) En A, En B, En C a En D = enterotoxiny A, B. C a D; **) TSST-1 = toxin syndromu toxického Soku; #) ETD = exfoliatin typu D (exfoliatiny A a B
nebyly u zadného PVL pozitivniho kmene zjistény); ##) Metodou PCR byla zjistovana i pfitomnost genu mecA kddujiciho rezistenci k oxacilinu a

dal$im beta-laktamovym antibiotik(im

U kmene MSSA, izolovaného z bronchoalveolarni lavaze,
jsme prokazali produkci PVL a enterotoxinu A. Pro postupné
zhorSeni stavu byl pacient pfeloZen na JIP, kde byla zaha-
jena intenzivni 1écba vcetné uplné plicni ventilace (UPV).
V medikaci byl mj. nasazen linezolid. Pfes resuscitacni
terapii stav progredoval, doSlo k multiorgdnovému selhani
apacient po 9 dnech hospitalizace umird. Druhou pacientkou
s PVL infekci byla 32letd Zena hospitalizovana s pneumonii
se septickymi projevy. I ona byla pro rychlé zhorSeni stavu
preloZzena na ARK, kde byla také zahajena UPV. U kmene
MSSA z aspiratu jsme prokazali pozitivitu na PVL a v me-
dikaci byl nasazen mj. i linezolid. Pfes zdvaznou anamnézu
(i.v. narkomanka s chronickou hepatitidou C a prodélanou
infek¢ni endokarditidou) se podafilo Zenu zachréanit a po
deviti dnech byla odesldna do spadové nemocnice.

Z celku 108 producentit PVL bylo 30 (27,8 %) MRSA
a 33 izolath (32,9 %) mélo v DNA kromé gent na PVL,
i geny k produkci nékterého z enterotoxint A, B a D, nebo

Graf 1: Produkce enterotoxin(i u 53 kmend S. aureus pozitivnich na
TSST-1 sledovanych v r. 2020 v NRL pro stafylokoky

TSST-1+EnD; 1

¢ TSST-1+En A; 19

toxinu TSST-1. Jeden kmen byl pozitivni na exfoliatin D
(Tabulka 1).

Podobné jako v roce 2019 jsme dostali i vloni tfi velice
toxinogenni kmeny MRSA pozitivni na PVL, TSST-1
a enterotoxiny B + C. I kdyzZ se jednalo o 3 rizni mikro-
biologickd pracovisté (FTN Kr¢, FN Bulovka a Nemocnice
v Pardubicich) i tentokrat byli pacienti vietnamské narod-
nosti. Je zfejmé, Ze tento kmen v této komunité stale koluje.

Od roku 2007 mame v NRL/St zaregistrovano 23 ptipadl
abscedujicich pneumonii, u kterych jsme prokézali piivodce —
kmen S. aureus s produkci PVL. Z nich 13 pacientli zemielo.

Toxin syndromu toxického Soku TSST-1

Kmeny S. aureus s produkci TSST-1 jsou pivodcem
dalsiho zavazného onemocnéni, stafylokokového syndromu
toxického Soku (STS). STS se vyskytuje ve dvou formach.
Menstrudlni syndrom toxického Soku je spojen s menses
a pouZzivanim vaginalnich tampénd. Druhd, nemenstrudlni
forma miZe byt komplikaci jakéhokoliv jiného stafylokoko-
vého onemocnéni. Kromé kmeni S. aureus s produkci TSST-
1 mohou byt etiologickym agens STS i kmeny S. aureus
produkujici pouze néktery z typu enterotoxinil. Z celku
916 kment byl TSST-1 zjistén v 53 ptipadech (5,8 %),
22 kmeni ho produkovalo samostatné, zbytek v kombinaci
s nékterym typem enterotoxinu A, B, C, i D (Graf 1). Kmeny
nejcastéji pochazely z abscesti a zhnisanych ran, shodné jako
u kment pozitivnich na PVL.

V roce 2020 ndm byly v souvislosti se STS zaslany
pouze dva kmeny. V prvnim pifpadé byl STS komplikaci
odontogenni sepse vac¢ku u horniho fezdku u 6leté divky.
Z hnisu byl vykultivovan MSSA s produkci TSST-1. Druhy
kmen byl vykultivovan z pochvy 14leté divky, ktera one-
mocnéla klasickym priibéhem menstrudlniho STS. Citlivy
kmen S. aureus produkoval kromé TSST-1 i enterotoxin
A.V anamnéze méla pacientka pouZiti vaginalnich tampodnii.

Od roku 1998 bylo v NRL/St zaregistrovano 241 pripada
STS, zemielo 29 pacientii. Pramér ¢ini asi 10 pfipadii na rok
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(lotisky byl v tomto ohledu pozitivné vyjimecny). Menstrudlni
forma STS postihla 91 pacientek, vZdy s tzdravou. Ve viech
pfipadech bylo v anamnéze pouZivani menstrudlnich tampo6nd.

Exfoliatin (epidermalni toxin)

Kmeny S. aureus s produkci exfoliatinu (ET) jsou
etiologickym agens epidermolytickych infekci, predevsim
formé vede az k Zivot ohrozujicimu syndromu opatené kiize
(Staphylococcal Skin Scalded Syndrome = SSSS) s vysokou
smrtnosti. U kmenli z huménniho klinického materidlu se
vyskytuji tfi antigenni typy exfoliatinu: A, B a D.

Z celku 916 kment S. aureus v loiiském roce jsme proka-
zali pozitivitu na exfoliatiny u 45 kment (4,9 %). NejCastéji
to byly kmeny s produkci exfoliatinu A (29), 9 kmenii mélo
kombinaci ETA + ETB, 6 kment bylo pozitivnich na ETD
a pouze jediny kmen na exfoliatin B.

Hromadny vyskyt PON jsme v r. 2020 fesit nepomahali.
Exfoliatin pozitivni kmeny pochazely z riznych koZnich
infekci déti 1 dospélych, nicméné Casto byly zaslany ze
stejnych mikrobiologickych laboratofi.

Vysledky sledovani exfoliatin pozitivnich kmenii v NRL/
St v letech 1998-2019 jsme prezentovali v inorovém cisle
lotiského ro¢niku tohoto ¢asopisu [1].

Enterotoxiny

Kment pozitivnich na zakladni typy enterotoxintt A—D bylo
354 (38,6 % ze sledovanych). Podobné jako v lotiském roce
byla téméf polovina producentii enterotoxinu D (170), déle
typu C (82), A (68) a B (22). Na rizné kombinace dvou typl
enterotoxinu bylo pozitivnich 12 kment. V nékolika pripadech
mensich vyskyti infekci spojenych s nemocni¢ni pééi pomohlo
k prokazani shodnosti kment i zjisténi produkce enterotoxint.

V roce 2020 jsme zaznamenali jeden hromadny vyskyt
alimentarni intoxikace vyvolané enterotoxinogennimi kme-
ny S. aureus. V détském tdbofe v Plzeiiském kraji vypukla
v Cervenci loniského roku stafylokokova enterotoxikéza, kterd
postihla 64 déti a 2 dospélé osoby. Klinicky pribéh nékterych
postiZzenych byl vaznéjsi, ¢ast détskych pacientti byla preve-
zena k oSetfeni Zachrannou sluzbou Plzeriského kraje, dalsi
Zichrannou sluzbou hasi¢ského sboru. V souvislosti s timto
hromadnym vyskytem jsme dostali k analyze 10 kment sta-
fylokoki. Z nich jsme zjistili toxinogenni kmen s typem A ve
stolice jednoho pacienta, ve zhnisané ran¢ na ruce jednoho
¢lena z personalu kuchyné a ze stéru noZe na syrové maso.

Vysledky sledovani enterotoxin pozitivnich kment
v NRL/Stv letech 1972-2020 jsme prezentovali v lednovém
¢isle tohoto Casopisu [2].

Non — S. aureus koagulaza pozitivni stafylokoky

Identifikovali jsme dva kmeny S. pseudintermedius/S.
intermedius (rozliSeni této dvojice taxond neumi ani
hmotnostni spektrometriec MALDI-TOF a jsou zapotiebi
podrobnéjsi genetické metody). Jeden pochazel z Pribrami

z vytéru nosu pfi akutni tonsilitidé, druhy byl izolovan
rovnéZ z nosu v prazské laboratoii EUC pfi monitorovani
pacienta s nefritidou.

Dale to byl i jeden kmen druhu S. argenteus, ktery je bliz-
ce pfibuzny s druhem S. aureus. Byl zaslan z Nemocnice na
Bulovce, kde byl izolovan z hemokultury 72letého pacienta.

Koagulaza negativni stafylokoky

Koaguldza negativni stafylokoky (KNS) jsou dnes uz
jednozna¢né povazované za podminéné patogeny, které
mohu u imunitné oslabeného ¢loveéka vyvolat stejné one-
mocnéni, jaké byva vyvolano druhem S. aureus (vyjimkou
jsou toxikézy). Tyka se to predevsim 3 kategorii: imunitné
nebo vékem oslabenych osob, intravendznich narkomant
a pacientt se zavedenymi nebo implantovanymi pomickami
(intravendzni katetry atd.).

K identifikaci se dnes pouZiva predev§im metoda hmot-
nostni spektrometrie MALDI-TOF, ktera vétSinu stafyloko-
kovych druht umi urcit velice dobre.

V roce 2020 jsme dostali 56 kmentt KNS, které jsme
zatadili do 14 druht, resp. poddruhi (Tabulka 2). Nejcastéji
to byly kmeny S. petrasii subsp. petrasii, a S. haemolyticus.
Na dalSich mistech stejnym poctem kmend S. lugdunen-
sis, S. petrasii subsp. jettensis a S. pragensis. Stejné jako
vr. 2019 jsou tato ¢isla ovlivnéna Zadosti nasi NRL/St, aby
nam kolegové z terénnich laboratofi tyto kmeny posilali.
Nejvice jsme jich obdrzeli z Oddé€leni 1ékatské mikrobiolo-
gie v Hofovicich, z Oddéleni klinické mikrobiologie nemoc-
nice v Karlovych Varech a Oddéleni klinické mikrobiologie
a parazitologie Oblastni nemocnice v Pfibrami. Chtéli
bychom Vés opét poZadat o zasilani kmenl k dourceni,
zejména téch, jez pfi identifikaci hmotnostni spektrometrii
vyjdou pfi vyuziti brukrovské databaze MBT 2018-7854
jako Staphylococcus [sp.1] nebo pii vyuZiti verze databaze
MBT 2019-8468 jako S. petrasii.

Tabulka 2: Koagulaza negativni stafylokoky z klinického materialu
v NRL pro stafylokoky v r. 2020

C. | Staphylococcus pocet
1 | S. petrasii subsp. petrasii 10
2 | S. haemolyticus 8
3 | S. lugdunensis 7
4 | S petrasii subsp. jettensis 7
5 | S.pragensis 7
6 | S. epidermidis 4
7 | S. croceilyticus 3
8 | S. warneri 3
9 | S. hominis subsp. hominis 2
10 | S. condimenti 1
11 | S. ureilyticus 1
12 | S. caprae 1
13 | S. saprophyticus subsp. saprophyticus 1
14 | S. simulans 1
celkem 56
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Tabulka 3: Taxonomické zmény v rodu Staphylococcus 2020 [Madhaiyan M, et al. lit. 5]

Pivodni klasifikace hlavni zdroj popis (prvni autor, rok) nova klasifikace

S. cohnii subsp. cohnii ¢lovék Schleifer, 1975 S. cohnii

S. cohnii subsp. urealyticus Clovek, zvife Kloos, 1991 S. ureilyticus *)

S. schieiferi subsp. schleiferi Clovék Freney, 1988 S. schleiferi

S. schleiferi subsp. coagulans pes Igimi, 1990 S. coagulans

S. succinus subsp. succinus jantar Lambert, 1998 S. succinus

S. succinus subsp. casei syr Place, 2003 S. casei

S. petrasii subsp. croceilyticus Clovék Pantlcek, 2013 S. croceilyticus

S. petrasii subsp. pragensis ¢lovék Svec, 2015 S. pragensis

S. sciuri Clovek, zvife Kloos, 1976 Mammaliicoccus sciuri

S. lentus 2vire, Glovék zfidka Schleifer, 1983 Mammaliicoccus lentus

S. vitulinus zvife, potravina, Clovék zfidka Webster, 1994 Mammaliicoccus vitulinus
S. fleurettii syr z koziho miéka Vernozy-Rozand, 2000 Mammaliicoccus fleurettii
S. stepanovicii hlodavci, hmyzoZravci Hauschild, 2012 Mammaliicoccus stepanovicii

*) U tohoto ndzvu do$lo ke zméné samohlasky, na rozdil od poddruhu S. capitis subsp. ure alyticus, kde hlaska ,a“ zlstala

Zmény v taxonomii rodu Staphylococcus

V roce 2020 byl popsan Staphylococcus borealis [3], po-
dle vlastnosti 5 kment izolovanych ze stér lidské pokoZzky
a hemokultury v nemocnici v norském Tromsg (borealis:
majici vztah k severu). Fylogeneticky ma nejbliZze k dru-
htm S. haemolyticus a S. devriesei.

DalS$im navrzenym novym popsanym druhem je
'Staphylococcus ursi' — izolovany ze zdravych cernych
medvédid v Narodnim parku Great Smoky Mountains
v Tennessee [4]. Podle vlastnosti je pfibuzny s druhy ze
skupiny SIG (S. intermedius, S. pseudintermedius, S. cor-
nubiensis a S. delphini), nicméné je koaguldza negativni.
Jeho nazev vsak nebyl pro nesplnéni potfebnych podminek
dosud validovén.

Na konci fijna 2020 vysla v Casopisu International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology
(IJSEM) rozséahla publikace indickych bakteriologt s navr-
hem taxonomickych zmén v rodu Staphylococcus, které byly
provedeny na zdklad€ analyzy vysledkil celogenomového
sekvenovani a dalSich molekularnich metod [5]. P&t poddru-
ht bylo reklasifikovano jako druhy a pét oxidaza pozitivnich
stafylokokovych druhti z byvalé skupiny “S. sciuri group®
bylo z rodu vyjmuto a pfefazeno do nové zavedeného rodu
Mammaliicoccus (Tabulka 3) [viz téz naSe ¢lanky 6 a 7].

Spoluprace s jinymi pracovisti

V loiiském roce jsme opét spolupracovali s Ceskou
nirodni sbirkou typovych kultur (CNCTC) v CEM SZU.
Jednak na upresnujici identifikaci starych sbirkovych kul-
tur a dale pri poskytovani kmend a vyhodnoceni vysledkt
EHK - Bakteriologicka diagnostika.

V problematice koaguldza negativnich stafylokokut
pokracovala intenzivni spoluprice s Ceskou sbirkou mik-
roorganismii (CCM) a s Ustavem experimentdlni biologie
Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
I v r. 2020 jsme spolupracovali na piipravé publikace popi-
sujici novy druh stafylokoka z klinického materialu.

Spolupracovali jsme i s doc. Jifim Rehulkou, CSc.,
z Oddéleni zoologie Slezského muzea v Opavé [8].

Podékovani

Autofi d&kuji pracovnikiim Ceské sbirky mikroorganis-
mit (CCM) a Ustavu experimentalni biologie P¥irodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Brn€ za tizasnou mnohale-
tou spolupréci ve stafylokokové problematice.
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