INFORMACE Z NRL A ODBORNYCH PRACOVIST SzU

Upfesnéni k ¢lanku , Taxonomické zmeény v rodu Staphylococcus*
An update to the article ,,Taxonomic changes to the genus Staphylococcus“

Petr Petras

Prispévek byl publikovan v listopadovém Gisle naseho casopisu Zpravy CEM (SZU, Praha). 2020; 29(11): 444-446 [1].

Nova jména novych bakteridlnich taxonomickych
jednotek, ktera jsou uvefejnéna v jiném casopise nez
v International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology (IJSEM), musi byt nasledné validovana
uvedenim v tzv. validacnich listech publikovanych pravi-
delné v IISEM. Také originalni popisy uvetejnéné v IISEM
jsou konfirmovany v tzv. notifika¢nim listé, ktery vychazi
obvykle v nasledujicim Cisle. K reklasifikaci indickych au-
torti, ktera v listopadovém cCisle IISEM uvadéla na zakladé
vysledkl modernich genetickych metod fadu zmén v rodu
Staphylococcus [2] vySel notifikacni list aZ v tinoru 2021 [3].

V tomto notifika¢nim listu byly potvrzeny reklasifikace
8 dosavadnich stafylokokovych poddruhti na droven druhu
(viz tabulka 1 v [1]) a pfefazeni 5 novobiocin rezistentnich
a oxidaza pozitivnich stafylokokt byvalé ,,S. sciuri group™
do nové utvoreného rodu Mammaliicoccus (viz tabulka 3
v [1]). Nebylo zde v8ak akceptovano slouceni 4 dvojic pod-
druht z publikace [2] (viz tabulka 2 v [1]), takZe S. aureus
subsp. aureus a S. aureus subsp. anaerobius zistavaji i na-
dale samostatnymi poddruhy — stejné jako ostatni 3 dvojice.

Jméno ,,S. ursi*, navrZzené pro novy druh izolovany ze
zdravych ¢ernych medvéda v Narodnim parku Great Smoky
Mountains v Tennessee [4], také dosud validovano nebylo.
Duvodem je pozadavek Federalni spravy Narodniho parku
o dodate¢ny souhlas s uvolnénim typové kultury z americké
sbirky ATCC. Jednim ze zakladnich pozadavka pfi popisu
nového druhu je uloZeni typového kmene v minimalné dvou
verejnych sbirkdch mikroorganismi v riiznych zemich a jeho

dostupnost z téchto sbirek bez jakéhokoliv omezeni, coz
v tomto pripadé splnéno nebylo.

V rodu Staphylococcus je v souCasnosti tedy 56 validné
popsanych druht, z nichZ 7 ma po dvou poddruzich (S. au-
reus, S. saprophyticus, S. capitis, S. hominis, S. carnosus,
S. equorum a S. petrasii). Z nich 11 je koagulaza pozitivnich,
z t&ch S. hyicus a S. agnetis variabilng€. S. aureus subsp.
anaerobius a S. saccharolyticus jsou anaerobni, zbyvajici
stafylokoky preferuji normalni atmosféru.
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Identification of coagulase-negative staphylococci from clinical specimens by the National Reference

Laboratory for Staphylococci in 2000-2020
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Souhrn * Summary

V c¢lanku je popsana analyza 2449 kment koguldza negativnich stafylokokit (KNS) izolovanych z huménniho
klinického materialu, které byly zaslany do NRL pro stafylokoky k identifikaci v letech 2000-2020. Celkem bylo
zjisténo 35 raznych (pod)druhit KNS, nejéastéji kmeny Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis
a S. lugdunensis, 7z moc¢i potom S. saprophyticus. Déle byla identifikovana fada stafylokokt vyskytujicich se spise

61



ZPRAVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2021; 30(2)

mmaliicoccus (byvalé ,,S. sciuri group®).

Zpravy CEM (SZU, Praha) 2021; 30(2): 61-67

ve veterinarnim materialu nebo v prostfedi. Zachyceny byly i oxid4za pozitivni kmeny nové uvedeného rodu Ma-

In total, 2449 strains of coagulase-negative staphylococci (CNS) isolated from human clinical specimens were
referred to the National Reference Laboratory for Staphylococci for identification in 2000-2020. Thirty-five CNS
species and subspecies were identified, and the most frequent were Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis and S. lugdunensis. S. saprophyticus was the most common isolate from urine. A number of staphylococcal
species normally detected in veterinary or environmental specimens were also recorded. In addition, oxidase-positive
strains of the newly described genus Mammaliicoccus (former ,,S. sciuri group®) were identified.

Klicova slova: koaguldza negativni stafylokoky,
humanni klinicky material

Key words: coagulase-negative staphylococci, hu-
man clinical specimens

UvoD

Koagulaza negativni stafylokoky (KNS) jsou dnes
povaZovany za podminéné patogeny, které mohou vyvolat
velké spektrum onemocnéni podobné jako dominantni
druh rodu Staphylococcus aureus. Tato skutecnost se
tyka hlavné imunitné nebo v€kem oslabenych osob,
intravenéznich narkoman@ a pacientll se zavedenymi
nebo implantovanymi pomiickami, napf. kontaminované
intravendzni katetry, které jsou pfic¢inou infekci krevniho
feciste. Casté jsou také infekce KNS umélych srdeénich
chlopni. Kontaminované mocové cévky mohou vyvolat
infekci mocového traktu. Nepfijemné a t€Zko terapeuticky

zvladnutelné jsou infekce kloubti zptsobené stafylokoky
z kontaminovanych kovovych ndhrad. U téchto nemoci
se uplatiiuje jeden z dulezitych faktort virulence KNS —
produkce slizu, ktery umozni bakteriim vytvorit biofilm,
ve kterém jsou do jisté miry chranény jak vii¢i imunitnim
reakcim pacienta, a téZ proti antibiotikim [1].

Podle analyzy vysledk modernich genetickych me-
tod, pfedev§im celogenomového sekvenovani, doSlo na
konci minulého roku v rodu Staphylococcus k velkym
taxonomickym zménam. V listopadovém Cisle Casopisu
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology bylo osm poddruht reklasifikovano na sa-
mostatné druhy a pét stafylokoku bylo piefazeno do nové
ustanoveného rodu Mammaliicoccus [2]. Indicti autofi
popsali v reklasifikacnim ¢lanku i slouceni ¢tyt dvojic sta-
fylokokovych poddruhi (viz téZ [3]), ale v notifikacnim
listé, ktery byl recentné prezentovan na on-line strankach
Casopisu [4], tyto zmény nebyly uznany.

Graf 1: Nejcastéjsi druhy KNS z klinického materialu v NRL/St 2000-2020 (pocet vzorkl = 2 449)
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V rodé€ Staphylococcus zistalo 56 druhd, z nich 7 ma po
dvou poddruzich. Obvykle se udava, Ze necelou polovinu
z nich je mozné zachytit z humanniho klinického materialu.

MATERIAL A METODY

Kmeny koagulaza negativnich stafylokoku

Ve studii jsou zpracovany vysledky identifikace 2 449
kment KNS, které byly zaslany do NRL pro stafylokoky
CEM SZU (NRL/St) z humanniho klinického materidlu
priblizné z 90 bakteriologickych pracovist celé nasi re-
publiky v Ietech 2000-2020. Nejvice kment poslalo Odd.
l1ékar'ské mikrobiologie v Horovicich a Odd. klinické mik-
robiologie a parazitologie Oblastni nemocnice v Pfibrami.
Na dalSich mistech v zasilani potom jsou Odd. klinické
mikrobiologie a ATB stfedisko Nemocnice Strakonice
a Laboratof bakteriologie ZU Ostrava.

Pro potfeby analyzy byly kmeny rozdéleny do 4 soubort
dle piivodu materialu:

1. ,krev — celkem 1209 kmenti — kmeny z hemokultur,
z katétrii a z kardiostimulac¢nich elektrod; tento soubor
predstavuje prakticky polovinu vSech vzorki (49,4 %);

2. ,hnis* — celkem 516 kment v souboru je predevsim ze
stérti ran, z abscest, furunkli, piStéli, punktatl a zhnisa-
nych spalenin;

)413

3. ,;moc“—celkem 376 kmend — kromé izolatlh z moci i stéry
z mocového a pohlavniho dstroji;

4. ,,ostatni* — celkem 348 kmeni — stéry z nosi, o¢i, usi,
krkd, stolic, vyjime¢n€ i stéry nemocnicniho prostredi.

Metody

V prvnich letech jsme kmeny KNS identifikovali
pomoci komer¢nich setit STAPHYtest16 (Lachema, Cz),
APIStaph a ID32 Staph (oba BioMerieux, Fr) a pomoci
konvencnich zkumavkovych reakci. K vyhodnocovani
jsme pouzivali program TNW (Lachema, Cz) a kédovou
knihu BioMerieux.

Od roku 2003 jsme zacali pouZivat set STAPHY test24
(Erba-Lachema, Cz). ProtoZe jsme si ovéfili, Ze identifi-
kace je srovnatelnd, ne-li lep§i nez francouzskymi sety,
presli jsme v podstaté na tento Cesky diagnosticky set,
ktery jsme v pfipadé potfeby dopliovali vysledky kla-
sickych biochemickych testii. Program TNW byl pozd¢ji
nahrazen programem ErbaExpert (Erba-Lachema, Cz).

Od ledna 2011 mame v CEM SZU moZnost vyuZi-
vat MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (Microflex
LT, Bruker Daltonics, USA), ktera se zahy stala hlavni
identifika¢ni metodou. Databaze je vyrobcem prabézné
aktualizovana, v soucasnosti pouzivime MBT 8468 MSP
Library. Klasické fenotypové reakce nasazujeme v piipadé
ne zcela jasnych vysledka, pfi odliSovani poddruht a pfi
identifikaci vzacnych, zfidka se vyskytujicich stafylokoki.

VYSLEDKY

V celku 2449 kmentu bylo identifikovano 35 (pod)
druht stafylokokii a 3 druhy byvalych oxidaza pozitivnich
stafylokokt ,,S. sciuri group®, nové zatazenych do rodu
Mamaliicoccus [2, 3]. NejCastéji to byly S. epidermidis,
S. haemolyticus a dva poddruhy S. hominis, které dohro-
mady pfedstavovaly 57,3 % — viz tabulka 1 a graf 1. Spolu

Tabulka 1: Koagulaza negativni stafylokoky identifikované
v NRL/St z huméanniho klinického materialu 2000-2020

C. |taxon poéet kmenii %
1 Staphylococcus epidermidis 438
2 | S. haemolyticus 418
3 S. hominis subsp. 311
novobiosepticus
4 S. hominis subsp. hominis 237
5 S. lugdunensis 155
6 gé;fcl,aprz}eg(}:ggus subsp. 130 87.9%
Mammaliicoccus sciuri *) 98
S. warneri 85
9 S. pragensis 84
10 | S. petrasii subsp. jettensis 80
11 | S. petrasii subsp. petrasii 71
12 | S.simulans 45
13 | S.xylosus 36
14 | S. capitis subsp. urealyticus 31
15 | S. capitis subsp. capitis 28
16 | S.caprae 23
17 | S.ureilyticus 23
18 | S. pettenkoferi 19
19 | S. pasteuri 18
20 | S. croceilyticus 13
21 | S auricularis 12
22 | S.schleiferi 12
23 | S.cohnii 11
24 | Mammaliicoccus vitulinus *) 11
25 | S.condimenti 10 1219%
26 | S.equorum subsp. equorum 10 '
27 | Mammaliicoccus lentus *) 9
28 | S.felis 8
29 | S.saccharolyticus 4
30 | S.succinus 4
31 | Staphylococcus sp. ™) 3
32 | S.casei 3
33 | S.gallinarum 2
34 | S.chromogenes 2
35 | S.nepalensis 2
36 | S.arletae 1
37 | S.carnosus subsp. carnosus 1
38 | S.kloosii 1
CELKEM 2449

*) mammaliikoky byly dfive zastupci ,,Staphylococcus sciuri
group“ **) zatim neurceno
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Graf 2: Nejcastéjsich 12 KNS identifikovanych v NRL/St 2000-2020 izolovanych z krve (pocet vzorkii = 1 209)
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Graf 3: NejcastéjSich 12 KNS identifikovanych v NRL/St 2000-2020 izolovanych z hnisu (pocet vzorki = 516)
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s dalSimi 8 KNS tvofilo téchto 12 nejcetnéjsich 87,9 %. V souboru ,,krev* bylo identifikovano 1209 kmend.
Na dalsich 26 druhi pripadlo 12,1 %, v celém souboru  NejcastéjSim z celkem 32 identifikovanych taxont byl
bylo 38 riiznych taxoni. Ve vyCtu jei 118 kment (4,8 %)  S. epidermidis, nasledovany S. hominis subsp. novobio-
mammaliikokG: Mammaliicoccus sciuri, M. vitulinus  septicus a S. haemolyticus. Spolu s poddruhem S. hominis
a M. lentus. subsp. hominis tvotily skoro % vSech zachyta (72,8 %),
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Graf 4: Nejcastéjsich 12 KNS identifikovanych v NRL/St 2000-2020 izolovanych z mo¢e (pocet vzorki = 376)
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12 nejcastéjsich pak znamenalo 92 %. Na zbyvajicich
20 dal$ich taxont zbylo pouze 8 % (graf 2).

Do souboru ,,hnis* bylo zatazeno 516 kmenu.
NejCastéjsi byl S. haemolyticus, S. epidermidis a S. lu-
gdunensis. Hned za nimi potom byly kmeny byvalého
S. sciuri, dneSni Mammaliicoccus sciuri. Na dalSich
pozicicich jsou dva poddruhy S. hominis: subsp. homi-
nis a subsp. novobiosepticus, S. petrasii subsp. petrasii
a S. pragensis. NejCetnéjSich 12 taxond z celkovych
31 identifikovanych obsadilo 86 %, zbyvajicich 14 %
tvori 19 dalSich druhtt KNS (graf 3).

V souboru 376 kment izolovanych pfevazné z moci
dominoval zndmy patogen infekci mocovych cest S. sa-
prophyticus (29,5 %), na druhém misté S. haemolyticus
a na tfetim Mammaliicoccus sciuri. Dale to byly kmeny
S. pragensis, které preskoCily i druh S. epidermidis. Z moci
byl zachycen nejmensi pocet riznych taxont: 27 (graf 4).

U 348 kment posledniho souboru ,,0ostatni* se po
S. haemolyticus a S. epidermidis dostal na tfeti pozici
opét S. lugdunensis, Cast&jsi jsou i1 kmeny S. warneri.
Nejcast¢jSich 12 taxont tvofi 81 %, celkem jich bylo
v tomto souboru identifikovano 32 (graf 5).

DISKUZE

Postupné pfibyva pracovist, kterd mohou pracovat
s MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii, a s tim i klesa
pocet kment, ktera jsou do NRL/St k identifikaci zasilany.
V roce 2020 jich bylo uZ jen 53.

S. saprophyticus s.
saprophyticus
29 %

S. haemolyticus
16 %

Nase laborator zacala vyuZivat MALDI-TOF MS od
ledna 2011. Hned na zacatku jsme provedli srovnavaci
studii identifikace pres 400 klinickych izolati vybra-
nych z 31 riznych stafylokokovych druhti a poddruhid
fenotypovym zplisobem a hmotnostni spektrometrii.
Zjistili jsme, Ze MALDI-TOF MS umi statylokoky velice
dobfe identifikovat a jeji vysledky jsou ve velice dobré
shodé s fenotypovym zptsobem identifikace. V ,,zelené*
kategorii na 3+ nebo 2+ bylo 79 % kmenu, ve ,,zluté*
na 1 kfizek 16 % kmend, pouze 5 % bylo v kategorii
,nri“ [6].

V souboru kmena ,,krev”’ izolovanych v souvislosti
s krevnim feci§tém, ktery pfedstavoval polovinu vSech
analyzovanych kmeni, se témér ze 75 % uplatiiovaly tfi
nejzndméjsi druhy KNS: S. epidermidis, S. haemolyticus
a S. hominis. Predev§im kmeny poddruhu S. hominis
subsp. novobiosepticus jsou velice rezistentni, a tudiz
predstavuji problém pfi terapii infekei krevniho recisté.
MALDI-TOF MS neumi tyto dva poddruhy rozlisit, ale
stac¢i jednoduchy test rezistence k novobiocinu, ktery
je u subsp. novobiosepticus pozitivni (inhibi¢ni zéna
je < 16 mm). Z hemokultur byly zachyceny i 4 kmeny
S. condimenti. Prvni kmeny tohoto druhu byly izolovany
v roce 1998 ze smési k priprave séjovych omacek a byly
povazovany za nepatogenni. V roce 2014 byl vSak poprvé
popsan pripad katétrové sepse vyvolané timto koagulaza
negativnim stafylokokem u 17leté divky v Japonsku [7].
V nasi laboratofi se podafrilo potvrdit tento druh z he-
mokultury 61letého onkologického pacienta, ktery byl
19 dni hospitalizovan na KARIM. Pfipad byl uzavien jako
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Graf 5: NejéastéjSich 12 KNS identifikovanych v NRL/St 2000-2020 izolovanych z materialu ,,ostatni“ (pocet vzorki = 348)
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septicky Sok pfi pankreatitidé se sekundarni peritonitidou
vyvolanou kmenem S. condimenti [8].

V souboru ,,hnis* byly nejcastéjsimi KNS S. hae-
molyticus a S. epidermidis a na tfeti pozici se dostal
S. lugdunensis. Tento KNS s pozitivnim testem vazané
koagulazy (clumping-faktor) je popisovan jako Casta
pri¢ina hnisavych infekci kiiZe a podkoZi. Snadno ho
konfirmuje u stafylokokil téméf vyjimecnd schopnost
produkovat ornitin dekarboxylazu (pouze asi 5 % kment
S. epidermidis je také ornitin pozitivnich). Podobné jako
v ostatnich souborech jsou relativné cetné kmeny ceskych
druhd S. pragensis, S. petrasii subsp. petrasii a belgického
S. petrasii subsp. jettensis. Tato Cisla ale neodpovidaji
vyskytu v bézné terénni populaci, protoze kolegové védi,
Ze je v nasi laboratofi podrobné studujeme a posilaji nAm
je do laboratorni sbirky. Indickymi taxonomy navrZené
slouceni poddruht subsp. petrasii a subsp. jettensis [2]
nebylo notifikovdno, a tak zGstaly dva poddruhy [4].
MALDI-TOF MS tyto taxony odli§it neumi, biochemicky
je moZné je dobre oddélit: kmeny subsp. petrasii maji pro-
ti subsp. jettensis pozitivni test uredzy a mandzy. Izolaty
subsp. jettensis jsou Casto rezistentni vi¢i antibiotiktim,
véetné oxacilinu.

U kmenQ pochazejicich z infekci urogenitalniho
traktu byl nejcastéjSim S. saprophyticus (taxonomicky
piesné S. saprophyticus subsp. saprophyticus) — témét
30 % izolatd. Tento statylokok je uz od 50. let minulého
staleti povazovan za ptivodce mocovych infekci. Ma
vyznamné vétsi schopnost adherovat na uroepitelidlni
buiiky neZ ostatni stafylokoky. Byl tfetim rozpoznanym
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stafylokokovym druhem (po S. aureus a S. epidermidis)
a vlastné prvnim, ktery upozornil na skute¢nost, Ze i KNS
mohou vyvolat onemocnéni. Relativné Casto jsme identi-
stafylokoky,
dnes Mammaliicoccus sciuri. Také kmeny S. pragensis
maji zfejmé vétsi afinitu k urogenitdlnimu traktu.

v ree

fikovali byvalé oxidaza pozitivni ,,veverci

V poslednim souboru ,,0statni byly identifikovany
nejCastéji S. haemolyticus a S. epidermidis (v obraceném
poradi, nez je obvyklé), podobné jako u kment z hnisanych
ran byl na téetim mistd S. lugdunensis. Castdjsi byly i kmeny
S. warneri, ktery také patfi k prvnim, které byly popsany jiz
vroce 1975 [9], ktery byl zacatkem prezentace novych KNS
a rozpoznani jejich role v etiologii lidskych onemocnéni.

Ve vSech naSich souborech bylo identifikovano
35 rtznych stafylokokovych taxoni a 3 zastupci dnesniho
nového rodu Mammaliicoccus [2]. Nejvzacnéj$imi — po
jednom izolatu — byly: S. arlettae (nejcastéjsi zachyt je
u divokych ptakli — v naSem souboru z moce), S. carnosus
subsp. carnosus (obvykle z uzenin — u nas ze stolice),
S. kloosii (od divokych zvitfat — u nas opét z moce).

Po dvou izolatech jsme nasli S. gallinarum, ktery byl
puvodné popséan u driibeZe. Dnes uZ je né€kolik publikaci
uvadéjicich ho jako agens humdnnich infekci. V naSem
souboru se jednalo o izolat z hemokultury pfi sepsi po
poklovani dolni koncetiny kohoutem, a dale o vytér
z vnéjsiho zvukovodu. Potom to byly dva izolaty S. nepa-
lensis, ktery byl prvné popsan v roce 2003 u himalajskych
koz —u nds z moce a zhnisané rany [10]. S. chromogenes
je obvykle spojovén s mastitidou u krav, v naSem souboru
je jeden kmen z nosu a jeden z ucha.
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Za vzacné identifikace povazujeme i 4 kmeny S. su-
ccinus. Tento stafylokok byl popsan v r. 1998, kdy byly
dva kmeny izolovany ze zbytkt rostlin ve zkamenélém
jantaru z tfetihor starém 25-35 miliont let [11]. Nase
izolaty pochazely ze stért zhnisanych ran, z moce a z he-
mokultury [12].

Vsechny tyto raritni kmeny si uchovavame v labora-
torni sbirce NRL. U starSich izolati jsme tak mohli po-
tvrdit jejich pivodni biochemickou identifikaci metodou
MALDI-TOF MS. Pfi ne zcela presvédCivych vysledcich
nam identifikaci konfirmovali pomoci molekularnich
metod kolegové v Ceské sbirce mikroorganismia (CCM)
a v Ustavu experimentalni biologie P¥F MU v Brné.

Ani MALDI-TOF MS neni vS§emocnd, i kdyz
u stafylokok@ — v porovnani s nékterymi jinymi rody
bakterii — vychazi identifikace velice dobfe v souhlase
s konvenénimi biochemickymi i novymi molekularnimi
metodami. Existuji dvojice taxond, u kterych nam pfi
nejasnosti pomuzou fenotypové reakce (napf. u jiz zmi-
nénych poddruhd S. hominis a S. petrasii). Nékdy je ale
nutné pouzit nejmodernéjsi genetické metody.

ZAVER

Rada KNS predstavuje hlavni sou¢ast mikroflory kiize
a sliznic ¢lovéka, mohou se v8ak uplatnit jako vyznamné
oportunni patogeny. Nékteré jsou specifické pro jisté dru-
hy zvifat (napft. S. muscae u mouchy, S. microti u hrabose
polniho, S. felis u kocek atd.). N&které jsou typické pro
rtznd prostfedi (napf. S. condimenti je nalézan v sojové
oméacce, S. carnosus v uzeninach). I tyto KNS je mozné
zachytit v humannim klinickém materiélu, jak se i v nasi
laboratofi nékolikrat potvrdilo. Typickym je napf. zachyt
S. felis ve zhnisané rané po poskrabani kockou. V této stu-
dii bylo nalezeno pres 55 % vSech v soucasnosti znamych
(pod)druhi KNS. Jako podminéné patogeny je dileZzité
kmeny KNS, zvlasté ty izolované z hemokultur a dalSich
normalné sterilnich lokalit, podrobné identifikovat a zjistit
jejich antibiotickou rezistenci.
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