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— Souhrn * Summary

Hlavni naplni ¢innosti Narodni referenéni laboratore pro stafylokoky CEM, SZU bylo i v roce 2018 v ramci zajis-
téni surveillance stafylokokovych infekci vySetfovani kmeni stafylokokt z huménniho klinického materiélu, které
byly do NRL zaslany z bakteriologickych pracovist z celé Ceské republiky. Celkem to bylo 1246 kment, pfevazné
druhu Staphylococcus aureus. U kment byla metodou PCR zjisStovana pritomnost gend kdédujicich predevsim
Pantoniiv-Valentintiv leukocidin, toxin syndromu toxického Soku, exfoliatiny a enterotoxiny. Informace o produkci
faktorti virulence jsou dulezité pro oSetiujiciho 1ékare ke spravnému stanoveni diagnézy a tedy i vhodné terapie.
Pomohli jsme pfi feSeni nékolika hromadnych vyskytt stafylokokovych onemocnéni na zdklad€ zjisténi shodnych
charakteristik ptivodci. Asi desetina zaslanych kmend byly koagul4dza-negativni stafylokoky. U téchto podminénych
patogent jsme metodou hmotnostni spektrometrie kmeny identifikovali, resp. konfirmovali identifikaci urenou jiz
v terénnich laboratofich.

The main focus of the National Reference Laboratory for Staphylococci (NRL) in 2018 was again on the investigation
of staphylococcal strains from human clinical specimens referred to it by bacteriological laboratories from all over
the Czech Republic within the surveillance of staphylococcal infections. In total, 1246 strains mostly of the species
Staphylococcus aureus were analysed. The strains were screened by PCR for the genes encoding Panton-Valentine
leucocidin, toxic shock syndrome toxin, exfoliatins, and enterotoxins. Data on the production of virulence factors
are helpful in determining the right diagnosis and effective treatment. The NRL contributed to the investigation
of several staphylococcal outbreaks by establishing the characteristics of the pathogens. About one in ten strains
referred to the NRL were coagulase negative staphylococci. These opportunistic pathogens were identified or con-
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firmed, after previous identification by field laboratories, by mass spectrometry.
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Narodni referen¢ni laboratof pro stafylokoky CEM
SZU (NRL/St) se v roce 2018 vénovala v rdmci zajisténi
surveillance stafylokokovych infekci vySetfovani kment
stafylokokt izolovanych z huménniho klinického materialu.
Celkem bylo za lofisky rok zaslano 1246 kmeni stafylokoki
z bakteriologickych laboratofi celé nasi republiky. Nejvice
kment jsme dostali z Oddéleni 1ékafské mikrobiologie
v Hofovicich, dale z Odd. klinické mikrobiologie a ATB
centra VFN v Praze, z Ustavu lékatské mikrobiologie FN
v Praze Motole a z Odd. klinické mikrobiologie a ATB stfe-
diska Nemocnice Strakonice. Bylo ndm zaslano i 36 kment
z jedné slovenské nemocnice. Podle odebraného materialu
byly nejcastéji zastoupeny kmeny z riiznych koZnich infekci
a z hemokultur.

V celém souboru bylo 1168 kmend Staphylococcus
aureus, které nam byly zaslany ke zji§téni faktort virulence,

tj. pfedevsim produkce toxinti. V NRL/St v soucasnosti
zjiStujeme piitomnost genl koédujicich prislus$ny toxin
metodou PCR.

PANTONUV-VALENTINUV LEUKOCIDIN (PVL)

Tento velice nebezpecny cytotoxin se uplatiiuje pfi in-
fekcich kiize nebo mékkych tkdni, jako jsou furunkly, koZni
abscesy, nekrotické koZni infekce a nehojici se pistéle. Jeho
produkce byla zjisténa u 104, tj. 8,9 % ze sledovanych kme-
nd. Tato hodnota je vyssi, neZ se udava v béZné populaci: do
NRL/St jsou zasilany kmeny, u nichZ je pravdépodobnost
toxigenity vys§i. Zivot ohroZujici jsou pfedeviim abscedujici
pneumonie, které probihaji velice dramaticky a je u nich
popisovana vysokd smrtnost. Onemocnéni se Casto vysky-
tuji u zdravych jedincti po prodélané chfipce, nebo jiném
virovém respira¢nim infektu.

V r. 2018 jsme dostali 5 kment, které pochézely z ab-
sedujicich pneumonii a u kterych jsme prokazali PVL.
Jednalo se o pacienty v rozmezi 17-69 let, ktefi prodélali
nékolikadenni respiracni virézu, po které se sekundarné
rozvinula oboustrannd pneumonie. Po n€kolika hodinach
hospitalizace 4 z nich umiraji (viz tabulka 1).
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Tabulka 1: Pfipady PVL pneumonie zaznamenané v NRL/St v roce 2018

¢ | pohlavi | vék (let) | odebrany material nemocnice hospitalizace konec? MRSA/ MSSA
1 muz 47 sputum Tabor 5 hodin amrti MSSA
2 | muz 69 trachealni aspirat Brno 7 hodin amrti MSSA
3 |Zena 40 vypotek Praha - VFN minim. 14 dni preziti MRSA
4 | muz 17 plice (sekce) Hradec Krélové 10 hodin amrti MSSA
5 | muz 59 hemokultura, sputum Ostrava asi 3 hodiny amrti MSSA

Od roku 2007, kdy metodou PCR zjistujeme ptitomnost
genil kddujicich produkci toxinu PVL, médme zaznamenano
21 pfipadd tohoto zavazného onemocnéni. Z nich — pfes
veskerou snahu Iékaru, vétSinou na oddé€leni ARO, 12 skon-
¢ilo imrtim. V 5 pripadech byl pivodcem kmen MRSA, ve
zbylych to byl kmen k oxacilinu citlivy.

Rozpoznani stafylokokové etiologie a zjisténi, zda
kmen S. aureus je pozitivni na PVL, je zasadni informaci
pro oSettujiciho lékare ke stanoveni spravné diagnézy a tim
i odpovidajici terapie. Jako 1€k volby se v téchto pripadech
doporucuje linezolid, ktery inhibuje syntézu PVL, m4 dob-
ry prinik do plicniho parenchymu a je G¢inny i na kmeny
MRSA. U vétSiny preZivsich pacientd z naSeho souboru bylo
toto antibiotikum k terapii pouZito. V NRL/St jsme pfi opti-
malnich podminkéch schopni zjistit tuto vlastnost ptivodce
do 4 hodin po dodéni izolovaného kmene na petriho misce.

TOXIN SYNDROMU TOXICKEHO SOKU TSST-1

Kmeny S. aureus s produkci TSST-1 jsou pivodcem
dalSiho zadvaZného onemocnéni, stafylokokového syndromu
toxického Soku (STS). Toto onemocnéni je charakterizova-
no predevsim Ctyfmi pfiznaky: ndhlym zvySenim teploty
(> 38,9 °C), skarlatinoformnim nebo jinym typem vyrazky,

poklesem krevniho tlaku a naslednym olupovanim vrchnich
vrstev pokoZky koncetin, obliceje i trupu. Kromé téchto
zakladnich pfiznakl se mize vyskytnout fada dalSich sys-
témovych abnormalit (zvraceni, prijem, pfekrveni sliznic,
bolest svalii, poruchy CNS, aj.). Onemocnéni se vyskytuje
ve dvou formach. Menstrualni syndrom toxického Soku
je spojen s menses a pouZivanim vagindlnich tampont.
Nemenstrualni forma je komplikaci jakéhokoliv jiného
stafylokokového onemocnéni. Kromé kmena S. aureus
s produkci TSST-1 mohou byt etiologickym agens i kmeny
S. aureus produkujici pouze néktery z typtl enterotoxind.

V roce 2018 nam bylo v souvislosti se STS zaslano
14 kment, kdy jsme mohli prokdzat schopnost produko-
vat TSST-1 (v 8 pripadech v kombinaci s enterotoxinem
A). U 10 pacientek se jednalo o menstrualni formu STS,
u vSech bylo v anamnéze uvedeno pouZivani vaginalnich
tamponi. Ve zbyvajicich 4 piipadech byl STS komplikaci
pyogennich stafylokokovych onemocnéni, kdy mél kmen
S. aureus moZnost se namnoZit, naprodukovat toxin a zpa-
sobit stejné onemocnéni jako u Zen s menzes. Zajimavy byl
pripad u 18letého mladika, kterému zhnisala rana po operaci
nosniho septa. Nos byl tamponovén a po 24 hodinéach doslo
u pacienta k rozvoji syndromu toxického Soku se vSemi
pfiznaky jako u klasické menstrudlni formy (tabulka 2).

Tabulka 2: Pfipady Syndromu toxického Soku registrované v NRL/St v roce 2018

€. | pohlavi | vek (let) | nemocnice datum forma odebrany materidl TSST-1 enterotoxin
1 | Zena 21 Plzen 1.2018 menstrudini tampon TSST-1 A
2 | zena 17 Prostéjov 12018 menstruéini tampon TSST-1 -
3 |Zena 14 Plzen 1.2018 menstrudini tampon TSST-1 A
4 | zena 20 C. Budgjovice VI.2018 menstruéini tampon TSST-1 A
5 |Zena 15 C. Budgjovice VI.2018 menstrudini pochva TSST-1 -
6 |Zena 15 Olomouc VI.2018 menstrualni mo¢ TSST-1 -
7 | Zena 35 Hradec Krélové VI.2018 menstrudini pochva TSST-1 A
8 |Zena 26 C. Budgjovice IX.2018 menstrualni krouzek IUD TSST-1 A
9 | muz 9 Praha - FTN X.2018 pyodermie stér z buly na kolenu PDK TSST-1 A
10 | muz 0 Hradec Kralové X1.2018 pyodermie absces na hyzdi TSST-1 A
11 | Zena 4 Hradec Krélové X1.2018 popélenina zhnisand popalenina TSST-1 -
12 | muz 18 Praha — Homolka X1.2018 pooperacni RI stér rany v nose TSST-1 -
13 | Zena 16 C. Budgjovice XI1.2018 menstrudini hemokultura TSST-1 A
14 | Zena 21 Praha - UVN XI1.2018 menstruéini pochva TSST-1 -
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EXFOLIATIN (EPIDERMALNI TOXIN)

Kmeny S. aureus s produkci exfoliatinu jsou etiologic-
kym agens epidermolytickych infekci u déti, predevsim pu-
chyrnatého onemocnéni novorozencti (PON). Je to obavané
onemocnéni v porodnicich, vétSinou se jedna o hromadné
dromu opatené kiize (Staphylococcal Skin Scaled Syndrom
—SSSS) s vysokou smrtnosti. Epidermalni infekce se miize
vyskytnout i u dospélych pacientti ve formé bul6zniho
impetiga. U lidi se vyskytuji tfi antigenni typy A, B a D.

V loriském roce jsme prokazali pozitivitu na exfoliatiny
u 92 kment (8,1 %) ze sledovanych. Nejcastéji se jednalo
o kmeny ze stér puchyik u PON, a dale rizné koZni afekce.
Pomohli jsme fesit dvé epidemie PON, jednu v jihoceské
nemocnici a jednu na Slovensku. Piivodcem obou epidemii
byly kmeny s produkci exfoliatinu A. Z riznych lokalit jsme
dostali 5 kmeni s produkci exfoliatinu B, 10 kmeni s kom-
binaci exfoliatinu A + B a z jedné stfedoceské nemocnice
7 kment S. aureus s produkei exfoliatinu D.

V listopadu ndm byl zaslan kmen S. aureus, ktery vyvolal
mirné&jsi prabéh syndromu oparené ktize u 17mésicni divky.
Po zah4jeni antibiotické terapie (oxacilin + klindamycin)
se loziskové 1éze postupné zhojily a divka byla po 7 dnech
hospitalizace propusténa do domdciho 1éceni. Stejny kmen
s produkci exfoliatinu A byl izolovan z impetiga jeji matky.

ENTEROTOXINY

Stafylokokovou enterotoxik6ézu vyvolavaji enterotoxi-
nogenni kmeny Staphylococcus aureus.

Vlastni pfi¢ina, samotny toxin, je pomérné jednoduchy
polypeptid (rel. mol. hmotnost cca 30 kDa), ktery je diky
jednoduché chemické struktufe velice chemorezistentni
i termorezistentni. Stafylokokovy enterotoxin je fazen do
skupiny superantigend. Dnes je znimo 24 antigennich typu,
které 1ze rozdélit do 3 skupin. V prvni je 5 ,klasickych®
enterotoxinui A, B, C, D a E. Podle naSich vysledki nej-
Casteji vyvolavaji enterotoxik6zu kmeny s produkci typu
A, déile D, C a B. Kmeny produkujici typ E jsou velice
vzacné, za celou dobu 46 let evidujeme jedinou mensi
epidemii u jihoCeského vojenského ttvaru. Kmeny s pro-
dukei dalSich 6 typt (G, H, I a R, S, T) jsme jako agens
v literatufe popisovaného priijmového onemocnéni v nasi
laboratofi dosud nezachytili. Posledni skupinu tvofi tzv.
“enterotoxiny-like* (SE/J aZ SEIY), u kterych zatim nebyly
emetické aktivity popsany [1, 2].

V Cervnu jsme poméhali epidemiologim feSit alimen-
tarni intoxikaci v Hradci Krdlové pod oznacenim ,,keba-
bova epidemie*. Celkem bylo evidovano 82 postizenych,
ktefi konzumovali tortillu s kufecim masem ve stejné
provozovné rychlého ob¢erstveni. Priibéh onemocnéni byl
stfedné téZky a vyzadal si hospitalizaci 44 osob. Do NRL/
St bylo celkem zaslano 31 kment S. aureus: 15 kmeni
od pacientd, 8 kment z potravin, 5 kmeni od personalu

a 3 kmeny z prostfedi inkriminované provozovny. Vétsina
téchto kment byla pozitivni na enterotoxin A. Kmeny
byly podrobeny makrorestrik¢ni analyze s vyuZitim
pulzni gelové elektroforézy. Bylo potvrzeno, Ze epidemie
byla zplisobena shodnym kmenem S. aureus s produkci
enterotoxinu A. Makrorestrik¢éni analyza je genotypova
metoda vhodné k objasnéni epidemiologickych souvis-
losti v urcitém hromadném vyskytu onemocnéni.

KOAGULAZA-NEGATIVNI STAFYLOKOKY

Koaguldza-negativni stafylokoky (KNS) jsou podmi-
nénymi patogeny, které mohu u oslabeného ¢lovéka vyvo-
lat prakticky jakékoliv onemocnéni (s vyjimkou toxikéz),
jaké vyvolava druh S. aureus. Zejména u imunitné nebo
vékem oslabenych pacientii, u dlouhodobé hospitalizo-
vanych pacienti a u intravenéznich narkomand. Casté
jsou infekce krevniho fecisté, zvlasté v souvislosti se
zdravotni péci. Plivodci byvaji rezistentni k fadé anti-
biotik. Duilezitym faktorem virulence je u nich schopnost
produkovat sliz, ktery jim dovoli vytvofit bakteridlni
biofilm. Ten jim umoZni uchyceni na riiznych pfirodnich
i umélych povrSich a do zna¢né miry je chrani i pred
plisobenim antibiotik a pfed imunitni reakci pacienta.

V soucasnosti existuje 52 riiznych druhid a poddruht
KNS, z nichz vice jak polovinu lze zachytit v humannim
klinickém materialu. Podle nasich dlouhodobych tabulek
jsou to nejcastéji kmeny S. epidermidis, S. haemolyticus
a dva poddruhy S. hominis, subsp. hominis a subsp. no-
vobiosepticus (graf 1). V identifikaci stafylokokd ndm
velice pomdha MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
Vétsinu stafylokokovych druhd umi urcit velice dobfe,
nékdy je k presné identifikaci zapotfebi pouZzit i klasické
fenotypové, nebo genotypové metody.

Rada terénnich laboratofi hmotnostni spektrometrii
pouziva, takZe pocet kmentt KNS, které jsou k nam zasi-
lany k identifikaci, vyrazné poklesl. V lotiském roce jsme
dostali 91 kmen, které jsme zatadili do 18 druht, resp.
poddruhll. Nejcastéji to byly kmeny S. petrasii subsp.
pragensis a subsp. jettensis, cozZ je dano tim, Ze kolego-
vé védi, Ze stafylokoky tohoto druhu sbirdme. Nejvice
jsme jich dostali z Oddé€leni bakteriologie a mykologie
ZU Ostrava, kdy nam posilaji kmeny dokonce osekve-
nované, z Oddéleni klinické mikrobiologie nemocnice
v Karlovych Varech a OKM a ATB stfediska Nemocnice
Strakonice. Radi bychom Vs touto cestou pozadali o zasi-
lani kmend, zejména téch, jeZ pfi identifikaci hmotnostni
spektrometrii vyjdou pfi vyuZziti standardni databaze jako
Staphylococcus sp[1]. Na dal§im misté byly v roce 2018
kmeny S. haemolyticus (graf 2).

Nejzajimavéj$imi izolaty byly dva kmeny druhu
S. condimenti (lat. condimentum = kofeni). Pivodni
kmeny v popisné prici byly izolovany ze smési k pfi-
pravé sojovych oméacek a byly povaZzovany za nepato-
genni. V roce 2014 byl poprvé popsan piipad katétrové
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Graf 1: Nejéast8jsi druhy/poddruhy koagulaza-negativnich stafylokokui izolované v CR z humanniho materialu a identifikované v NRL/St

v letech 1998-2018 (n=4559)
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sepse vyvolané timto koaguldza-negativnim stafylokokem
u 17leté divky v Japonsku [3]. Rovnéz v nasi laboratofi
jsme mohli vr. 2017 potvrdit kmen tohoto druhu, ktery byl
puvodcem sepse u onkologického pacienta [4]. V lofiském
roce nam S. condimenti poslali kolegové z Oddéleni kli-
nické mikrobiologie Nemocnice na Bulovce a z Oddéleni
bakteriologie a mykologie Zdravotniho ustavu Ostrava.
Prvni byl z hnisu piStéle 81letého muZe, druhy z hemo-
kultury od 78letého pacienta s duSnosti. Raritni byly i tfi
,,KoCi¢i* kmeny S. felis. Z humanniho materidlu je nim
poslali bakteriologové z Oddéleni klinické mikrobiologie
a parazitologie Oblastni nemocnice v Pfibrami a z praz-
ského Aeskulabu.

SPOLUPRACE S JINYMI PRACOVISTI

V loniském roce jsme uzce spolupracovali s NRL
pro antibiotika v problematice presného urceni kmenil,
které byly dosud v Ceské narodni sbirce typovych kultur
(CNCTC) a v laboratorni sbirce NRL/St zafazeny jako
S. intermedius. V roce 2005 byl popsén S. pseudintermedi-
us, ktery je fenotypovymi metodami neodliSitelny. Podle
literarnich zdroju patii velka vétSina diive uvadénych
kment S. intermedius do nového druhu S. pseudinter-
medius. To se potvrdilo i v této studii, kdy ze souboru
59 kmend, z nichZ 44 bylo huménniho ptvodu, byly
metodou restrikéni analyzy RFLP potvrzeny pouze dva
kmeny jako pravy S. intermedius, vSechny ostatni se

S. epidermidis
28 %

S. haemolyticus
21 %

zatadily do druhu S. pseudintermedius [5]. Je to prakticky
jediny dalsi koaguldza-pozitivni stafylokok, ktery mize
byt v humannim klinickém materialu zachycen. Nej€astéji
to byva ve zhnisané rané po kousnuti psem.

Intenzivni spoluprice v problematice koaguldza-ne-
gativnich stafylokokl pokracovala i s brnénskou sbirkou
kultur (CCM) a s Ustavem experimentilni biologie
Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity. Podileli
jsme se na charakterizaci dvou kmend, které byly izolo-
vany z abiotického prostredi kamenné drté a pisku na os-
trové Jamese Rosse v Antarktidé. Novobiocin-rezistentni,
oxidaza-negativni stafylokoky jsou podle fylogenetickych
vlastnosti nejbliz§i druhu S. saprophyticus. Kmeny
byly podrobeny fenotypovym i genotypovym analyzam
a bylo potvrzeno, Ze se jedna o dosud nepopsany druh,
ktery byl nazvan S. edaphicus (fecky ,,edaphos* = pida).
Zajimavym zjiSténim byla rezistence téchto kmeni
ke vSem testovanym betalaktamovym antibiotikiim.
S. edaphicus je jiz desaty stafylokok popsany ceskymi
taxonomy [6].

S brnénskymi pracovisti jsme spolupracovali i na
charakterizaci 7 kment@ novych makrokokt. Rod
Macrococcus patii do Celedi Staphylococaceae, v roce
1998 se od stafylokoku vyclenil. Makrokoky se nachazeji
obvykle na kiZi riznych druht zvitfat (kont, krav, lam
a psh), ale byly jiZ zachyceny v huminnim klinickém
materidlu. Byly u nich zjiStény geny rezistence mecA nebo

62



INFORMACE Z NRL A ODBORNYCH PRACOVIST SzU

Graf 2: Druhy/poddruhy koagulaza-negativnich stafylokokii izolované v CR z humanniho materialu a identifikované v NRL/St

vroce 2018 (n=91)
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mecC anové byl popsan gen mecD. Fenotypovymi i geno-
typovymi studiemi se soubor kment rozdélil do nékolika
klastrt, které reprezentuji nové druhy: Macroccocus
goetzii, M. epidermidis, M. bohemicus, a novy poddruh
Macroccocus caseolyticus subsp. hominis. Spoluprace
byla zavrSena otiSténim publikace v Casopise Frontiers
in Microbiology [7].
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