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— Souhrn * Summary

Stafylokokova hyaluroniddza je vyznamnym faktorem virulence, participuje na priniku patogennich bakterii do
tkani. V NRL pro stafylokoky byla v letech 2004-2020 sledovana jeji produkce u 14 856 kment Staphylococcus au-
reus, z kterych byla pozitivita zjisténa u 98,71 %. Ze souboru 96 koagulaza pozitivnich kmeni ,,non-aureus* byla
produkce tohoto enzymu zjisténa u vSech 5 sledovanych S. hyicus a vSech péti sledovanych kment S. argenteus.
Pozitivni byl i sledovany jeden kmen S. agnetis. VSechny kmeny S. pseudintermedius/S. intermedius a S. coagulans
byly negativni. Naprostd vétSina ze 1735 kmentu ze 42 raznych (pod)druhti koaguldza negativnich stafylokokt
hyaluronidazu neprodukovala, slaba reakce byla zjisténa u 3 kment S. lugdunensis. S negativnim vysledkem bylo
otestovano i 79 kment oxidaza pozitivnich zastupct byvalé ,,S. sciuri group® — dnes riznych druhti rodu Mamma-
liicoccus. Bylo ovéfeno, Ze test zjiStovani produkce hyaluronidazy je velice specificky a mtize spolehlivé slouzit
k jednoduchému konven¢nimu biochemickému odliSeni kmenti S. aureus.

Staphylococcal hyaluronidase is an important virulence factor. It facilitates the entry of pathogenic bacteria into
tissues. In 2004 to 2020, the production of hyalurodinase was monitored in 14 856 strains of Staphylococcus aureus,
and 98.71 % of them turned out to be positive. Of 96 coagulase-positive non-aureus strains, all five study strains of
S. hyicus and all five study strains of S. argenteus were producers of this enzyme. Its production was also detected
in the single study strain of S. agnetis. All strains of S. pseudintermedius/S. intermedius and S. coagulans tested
hyaluronidase negative. The vast majority of 1735 strains of 42 different coagulase-negative (sub)species did not
produce hyaluronidase, and three strains of S. lugdunensis showed low reactivity. Seventy-nine oxidase positive
representatives of the former “S. sciuri group” — now different species of the genus Mammaliicoccus — also turned
out to be hyaluronidase negative. The hyaluronidase production test proved to be highly specific and reliable for
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use as a simple conventional tool for biochemical identification of S. aureus strains.
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UVOD

Stafylokokova hyaluroniddza patfi do vétsi skupiny
hyaluronidaz, které jsou produkoviany Gram-pozitivnimi
bakteriemi (napf. rizné druhy roda Streptococcus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium a d.). Byva ozna-
¢ovana jako ,,prunikovy faktor (spreading factor). Z che-
mického hlediska se jednd o pomérné jednoduchy protein
o molekuldrni hmotnosti 92 kDa. Tento extraceluldrni enzym
S$tépi kyselinu hyaluronovou a chondroinsulfat, které jsou
prfitomny v mezibunécnych tmelech a podili se na priniku
patogennich bakterii do tkani [1, 2].

Test na prukaz hyaluronidiazy (dekapsulacni test) se
velice osvédcuje v diferencidlni diagnostice kmeni rodu
Staphylococcus. V nasi republice byl jednim z prvnich,
kdo jej navrhli vedle klasického testu k prikazu volné
plasmakoagulédzy, brnénsky veterinarni mikrobiolog prof.
MVDr. Boris Skalka, DrSc. (1930-2003) [3]. Nasi labo-
ratofi ho doporucil brnénsky profesor MUDr. Miroslav
Votava, CSc. (1942-2020). V pilotni studii jsme otestovali
pres 500 kment ze 44 rtznych stafylokokovych taxont.
Potvrdilo se nam, Ze pozitivni byly pouze kmeny S. aureus
a jeden testovany kmen S. hyicus. VSechny ostatni testo-
vané kmeny, véetné deviti kmena S. intermedius, byly na
prikaz hyaluroniddzy negativni [4]. Zavedli jsme potom
tento test do zakladnich metodik a mame informace, Ze
diky popularizaci jej zacala s dspéchem pouZivat fada
nasich terénnich laboratofi.
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MATERIAL

Bakterialni kmeny

V obdobi 2004-2020 byla v NRL pro stafylokoky CEM
SZU (NRL/St) sledovana produkce hyaluronidizy celkem
u 14856 kmena S. aureus (taxonomicky ptesné S. aureus
subsp. aureus), u 96 koagulaza pozitivnich kmend “non-
aureus” a 1735 stafylokokt koaguldza negativnich. Ve
studii byla produkce hyaluroniddzy zjistovanaiu 79 kment
mammaliikok, které piivodné patfily do “Staphylococcus
sciuri group”. Kmeny pochéazely z mikrobiologickych
pracovist nemocnic a soukromych laboratofi ze v§ech krajt
Ceské republiky. Byly zaslany do NRL/St piedeviim ke
zji§téni faktorti virulence a k potvrzeni identifikace.

METODY

Dekapsulacni test

Metodu sledovani produkce hyaluronidazy popsali jiZ v roce
1949 Muray a Pearce [5]. K testu byl pouZivan béZny krevni agar
$ 5 % ovci krve. Indikdtorem byl mukézni kmen Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus, pivodné z Ceské narodni sbirky
typovych kultur SZU v Praze, &islo kultury Str 34/49, dnes
CNCTC 7140.

Indikatorovy kmen se naockuje v pruhu asi o tlousce 15 mm
— pouZivame rozmrazenou suspenzi kmene v séroglycerinovém
mediu, pfechovavanou pii —20 °C. K této zoné€ se kolmo ockuji
sledované stafylokokové kmeny, sta¢i inokulacni linie délky cca
5 mm. Kultivuje se za normélnich aerobnich podminek v 37 °C
18-24 hodin. Pokud testovany stafylokok produkuje hyaluroni-
dazu, je v blizkosti jeho linie v mukéznim nértstu S. equi patrny
pulkruh bez hlenovitého narlistu svédcici o ztraté pouzdra (dekap-
sulaci). Semikvantivné byla reakce hodnocena jako silnd produkce
(na+++) pfi z6né piilkruhu s primérem asi 12—-18 mm, u kment se
slabou produkci (na jeden +) byl primér zony s dekapsulovanym
S. equi asi 3—4 mm. Tato z6na se s dobou inkubace natolik zvétSuje
a vyschne, Ze za 48 hod uz tento test nelze hodnotit.

Identifikace

Kmeny S. aureus jsme prokazovali testem volné a vazané
koaguldzy a molekularné potvrzovali zjiSténim nuc genu
metodou PCR, v novéjsi dob€ i hmotnostni spektrometrii.

Kmeny ,,non-aureus* jsme identifikovali pomoci setu
STAPHYtest24 (Erba-Lachema, Cz) a pomoci konvenénich
zkumavkovych reakci. K vyhodnocovani jsme pouzivali
program TNW (Lachema, Cz), ktery byl pozdéji nahrazen
programem ErbaExpert (Erba-Lachema, Cz).

Od ledna 2011 mame v CEM SZU moznost vyuZivat
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (Microflex LT,
Bruker Daltonics, USA), ktera se zdhy stala hlavni identi-
fikacni metodou. Databaze je vyrobcem pribézné aktuali-
zovéana, v soucasnosti pouzivime MBT 9607 MSP Library.
Klasické fenotypové reakce nasazujeme v pfipadé ne zcela
jasnych vysledkd pfi odliSovani poddruhd a pfi identifikaci
vzéacnych, ztidka se vyskytujicich stafylokoku.

VYSLEDKY

Za dobu témér 17 let (od dubna 2004 do konce roku 2020)
byla sledovana produkce hyaluronidazy u 14 856 kment S. aureus
subsp. aureus. Z téch bylo silné pozitivnich 14 550 tj. 97,94 %
a 114 kment (0,77 %) bylo pozitivnich slabé. Negativnich bylo
192 kment, tj. 1,29 % (Tabulka 1).

Z ostatnich koaguldza pozitivnich kment byla produkce
hyaluronidazy zjistovana u 78 kment S. pseudintermedius/S. in-
termedius a7 kmenu S. coagulans —u viech s negativnim vysled-
kem. Naopak hyaluroniddzu produkovalo vsech 5 sledovanych
kment S. argentus, viech 5 sledovanych kment S. hyicus a téZ
typové kultura S. agnetis (Tabulka 2).

Testovano bylo 1735 kmenti ze 42 raznych (pod)druhii
koagulaza negativnich stafylokoktl. Naprostd vétSina kment
hyaluroniddzu neprodukovala, vyjimkou byl tfi kmeny S. lug-
dunensis, které byly slabé pozitivni na jeden kiizek (Tabulka 3).

Dile bylo otestovano 79 kmentl byvalych oxiddza pozitiv-
nich zéstupct ,,Staphylococcus sciuri group®™ — dnes riznych
druhti rodu Mammaliicoccus —u viech s negativnim vysledkem
(Tabulka 4).

DISKUZE

V predchozich studiich jsme si ovéfili, Ze identifikace
Ceskym setem STAPHYtest24 je srovnatelna, ne-li lepsi, nez
ve svété nejcasteji pouzivany set API Staph (BioMerieux,
Fr) [6]. Pfesli jsme na tento Cesky diagnosticky set, ktery
jsme v pripadé€ potieby dopliiovali vysledky klasickych

Tabulka 1: Sledovani produkce hyaluronidazy u kmeni S. aureus v letech 2004-2020

Produkce hyaluroniddzy | silné pozitivni (+++) | slabé pozitivni (+) | celkem pozitivnich negativnich celkem sledovano
pocty kmenu 14 550 114 14 664 192 14 856
% 97,94 % 0,77 % 98,71 % 129 % 100 %

Tabulka 2: Sledovani produkce hyaluronidazy u koaguldza pozitivnich kmen(i non S. aureus v letech 2004-2020

produkce hyaluronidazy

Staphylococcus spp. silné pozitivni (+++) | slabé pozitivni (+) | celkem pozitivnich | negativnich | celkem sledovéno
S. agnetis 1 0 1 0 1

S. argenteus 5 0 5 0 5

S. coagulans 0 0 0 7 7

S. hyicus 4 1 5 0 5

S. pseudintermedius/ S.intermedius 0 0 0 78 78

celkem sledovano 96
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Tabulka 3: Poéty koagulaza negativnich stafylokoku testovanych
na produkci hyaluronidazy 2004-2020: vSe negativni s vyjimkou
3 kmen S. lugdunensis

Tabulka 4: Poéty mammaliikok (byv. skupina oxidaza pozitivnich
stafylokokd) testovanych na produkci hyaluronidazy 2004-2020 —
vSe negativni

*) ze 136 kmend S. lugdunensis byly 3 slabé pozitivni; **) zatim
neidentifikovano

biochemickych testi. Program TNW byl pozdéji nahrazen
programem ErbaExpert (Erba-Lachema, Cz).

Od roku 2011 pracujeme s MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii, kterd je pro kmeny rodu Staphylococcus
opravdu perfektni identifikacni metodou. Maldi-identifikace
jsou ve velmi dobrém souhlasu s vysledky konvenénich
biochemickych i molekularnich metod. Pfi ne zcela pfe-
svédcivych vysledcich nam identifikaci konfirmovali pomoci
modernich molekulérnich metod kolegové v Ceské sbirce
mikroorganismi (CCM) a v Ustavu experimentalni biologie
P¥F MU v Brné, a téZ v NRL pro antibiotika CEM SZU.

Pro fenotypizaci kment S. aureus se pouziva celd rada
testll. Prvni reakci, kterd ho rozliSovala od tenkrat jedi-
ného dalSiho druhu S. epidermidis, byla produkce volné

C. | Staphylococcus spp. pocet kment C. | Mammaliicoccus spp. pocet kmend

1 | S arlettae 2 1 | M. fleurettii 2

2 | S auricularis 10 2 | M.lentus 11

3 | S. capitis subsp. capitis 12 3 | M.sciuri 59

4 | S.capitis subsp. urealyticus 17 4 | M. stepanovicii 1

5 | S caprae 21 5 | M.vitulinus 6

6 S. carnosus subsp. carnosus 1 celkem 79

7 | S.casei 1

8 | S cohnii 13 .

9 | S condimenti 9 (zkumavkové) koagulazy. Prvenstvi objevu korelace pro-
10 | S. croceilyticus 17 dukce plasmakoaguldzy a patogenity zjistovaného stafylo-
1| S devriesei 1 kokového kmene je pfipisovano madarskému bakteriologovi
12| S. epidermidis 288 Julius von Dardnyi [7]. Toto dudlni rozdéleni pietrvava
13 | S. equorum subsp. equorum 6 dod Kd delui tafvlokok K 14 itivni
14| S. equorum subsp. finens 1 0 nes,’ }’/ro.z .e u}Jen'le S afy o ol y na koaguldza pozitivni
15 | S felis 12 (v huméanni klinické mikrobiologii hlavné S. aureus) a koa-
16 | S. gallinarum 8 guldza negativni. V novéjsi dobé se v terénnich laboratotich
1; g Zaemquﬁcgs — ?gg hlavné vyuZivd latexovy test na clumping faktor (vazanou

. hominis subsp. hominis . c .
19| S. hominis subsp. novobioseplicus 118 koagulgzu). Jevnutne pracovat S te?Eem 3. .generacve,. ktery
20 | S.chromogenes 5 detekuje kromé clumping faktoru téz protein A, coZ je spe-
21 | S. lugdunensis *) 136 cificky povrchovy antigen kmend S. aureus a dale kapsularni
22 | S. massiliensis 1 polysacharidy u opouzdfenych kmend S. aureus. U t&chto
23 | S.microti 3 . c . . . .

24 S nepalensis 5 kmeni nékdy latexové testy piedchozich generaci selhavaly.
25 | S pasteuri 17 V soucasnosti existuje k prikazu kmend S. aureus fada
26 | S. petrasii subsp. jettensis 96 genotypovych metod, z nichZ se asi nejéast&ji pouziva PCR
21| 5. pelrasii subsp. petrasii 74 zjisténi genu nuc, ktery koduje produkcei termostabilni nuk-
28 | S. pettenkoferi 16 B : 0 7. A
29 | S piscifermentans 4 leazy. Velice dobi'e umi identifikovat S. aureus MALDI-TOF
30 | S.pragensis 86 hmotnostni spektrometrie, vysledek byva vétSinou v zele-
31| S rostri 1 ném skore na dva/tii kiizky.
32 | S.saccharolyticus 3
33 | S. saprophyticus subsp. bovis 2 Pro ty laboratore, které zatim tyto moderni metody nemo-
34 | S. saprophyticus subsp. saprophyticus 108 hou vyuZzivat, miZzeme doporucit priikaz hyaluronidazy. Je
35 | S.schleiferi 9 velice jednoduchy a levny. Je pravda, Ze nejde jako u clumping
36 | S simiae il o . . « <
: faktoru odecist vysledek ihned a musi se pockat do dalSiho

37 | S simulans 43 . — L o
38 |S.sp™) 3 dne. Ale je opravdu specificky a senzitivni. Z téméf 15000
39 | S succinus 1 kment S. aureus bylo pouze 1,29 % negativnich (u téch jsme
40 | S ureilyticus 21 potvrdili identifikaci molekularnimi metodami). Z dalsich
:; g l’(v‘jg ';irs’ ;g koagulaza pozitivnich druhti byly vSechny sledované S. co-

célkyem 1735 agulans a kmeny, které oznacujeme S.pseudintermedius/

S. intermedius, negativni. Kdyz byl v roce 2006 popsan
S. pseudintermedius bylo zfejmé, Ze fenotypovée tyto dva
taxony nelze odlisit. Diky spolupréci s kolegy z brnénskych
pracovist na PfF MU a kolegy z NRL pro antibiotika CEM
SZU jsme zjistili, Ze naprosta vétSina kmend, které jsme
méli dosud ulozené v kryosbirce jako S. intermedius, jsou ve
skutecnosti S. pseudintermedius. Jako geneticky potvrzeny
druh S. intermedius mame pouze dva kmeny: jeden ze zanétu
spojivky 25letého muZe (identifikovan v r. 2003) a druhy
z nosniho polypu 60letého muZe (identifikovan v r. 2007).

Pozitivni test na hyaluronidazu jsme ale zjistili u v§ech
péti sledovanych kment S. hyicus. To je v souhlase s lite-
raturou, jiz v popisové praci Devriese a kol. [8] se uvadi
128 pozitivnich ze 132 sledovanych.

Hyaluronidazu produkovalo i vSech 5 kment S. argen-

teus. V popisové praci [9] tato vlastnost uvedena neni, a ani
se nam nepodafilo nalézt jiny udaj v literature. Vzhledem

147



ZPRAVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2021; 30(5)

k tomu, jak jsou druhy aureus a argenteus fylogeneticky
velice pfibuzné, dalo se to pfedpokladat. Mohou byt mul-
tirezistentni a vykazuji podobné patogenni vlastnosti jako
S. aureus. Byly u nich zjiStény stejné faktory virulence,
véetné enterotoxind a Pantonova-Valentinova leukocidinu
[10]. Spolehlivé jdou odliSit metodou celogenomového
sekvenovani, a podle naSich prvnich zkuSenosti se zda, Ze
identifikovat je umi i hmotnostni spektrometrie.

Pozitivitu na tfi kiizky jsme zjistili i u jednoho kmene
S. agnetis (typova kultura CCM 88697). V origindlnim popi-
suv IJSEM [11] a v dostupnych publikacich jsme vysledek
tohoto testu nenalezli.

V literatufe je fada publikaci, které popisuji produkcei
hyaluronidazy pouze u kment S. aureus a S. hyicus a nikoliv
u koagulaza negativnich. V r. 1980 Essers a kol. uvadi 217
hyaluronidéza pozitivnich z 218 kmenu S. aureus, a 149
negativnich ze 150 kment ,,non-aureus® [12].

V roce 2009 publikoval Hart a kol. studii, ve které
zjistovali metodou Southern analyzy ptitomnost genu AysA,
ktery hyaluronidazu koéduje [13]. V souboru méli 43 kment
S. aureus (93 % pozitivnich) a typové kmeny 20 riznych
druht ,,non-aureus* stafylokokd, vcetné S. intermedius,
S. delphini, S. coagulans a S. hyicus. Tyto byly vSechny
negativni, véetné typového kmene S. hyicus ATCC 11249™.

ZAVER

Diferencialni test na priikaz hyaluronidazy byl proveden
uvice jak 16000 kmenti stafylokokti. Ze 14 856 kment S. aure-
us bylo zjisténo pouze 192 (1,29 %) hyaluronidaza negativnich.
Z ostatnich koagulaza pozitivnich kmend produkovaly tento
enzym kmeny S. hyicus, S. argenteus a typovy kmen S. agne-
tis. Kmeny S. coagulans a S. pseudintermedius/S. intermedius
mély test negativni. Naprosta vétsina z 1 735 kment koagulaza
negativnich hyaluroniddzu neprodukovala, slaba produkce
byla zaznamenana u 3 kment S. /ugdunensis. Negativni vy-
sledek byl zjistén 1 u 79 oxidaza pozitivnich kmenti byvalé
LWStaphylococcus sciuri group®, které byly recentné pretazeny
do nové¢ utvoteného rodu Mammaliicoccus [14]. Test k pri-
kazu hyaluronidazy je velmi specificky i senzitivni a 1ze ho
ve stafylokokové diagnostice velice doporucit.

Kmeny S. argenteus, které maji také test hyaluronidazy
pozitivni, Ize béznymi metodami, véetné genotypizace me-
todou PCR, jen velice obtizné rozlisit od kment S. aureus.
Existuji nazory, ze vzhledem k velice podobnému virulenc-
nimu potencialu neni tato diferenciace az tak potiebna [15].
Kmeny S. hyicus a S. agnetis jsou veterinarnimi patogeny
a v humanni klinické mikrobiologii se prakticky nevyskytuji.

PODEKOVANI
Autori dekuji vsem svym byvalym kolegynim, které se na
praci NRL pro stafylokoky za celou dobu podilely.

Velky dik patii pracovnikiim Ceské sbirky mikroorganis-
mii (CCM) a Ustavu experimentdlni biologie Piirodovédecké

Jakulty Masarykovy univerzity v Brné za uzasnou mnohale-
tou spolupraci ve stafylokokové problematice.

Za spolupraci dékujeme i svym kolegiim z Ceské sbirky
typovych kultur CNCTC a NRL pro antibiotika CEM SZU.
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