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V piispévku je prezentovano inovované dichotomické schéma NRL pro stafylokoky ORIDES, které slouzi
k jednoduchému vyhodnoceni identifikace koaguldza negativnich stafylokd (KNS) z humanniho klinického ma-
teridlu. Ve schématu byly provedeny upravy, které vyhodnoceni identifikace zpfesiiuji. Nova verze obsahuje 20
druhii, resp. podruhtt KNS, které jsou podle vysledkit NRL/St nejcastéji zasilany z pracovist klinické mikrobi-

This article features ORIDES, an updated dichotomous scheme of the National Reference Laboratory for
Staphylococci, that is used for simple presumptive identification of coagulase-negative staphylococci (CNS)
from human clinical specimens. The scheme was updated to provide more accurate results. The last version
includes 20 CNS species or subspecies that are most commonly referred for identification to NRL by clinical
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Koagulaza negativni stafylokoky (KNS) tvofi domi-
nantni soucast normalni mikrofléry kize a sliznic ¢love-
ka, vyskytuji se na sliznicich a kizi riznych druht zvi-
fat, najdeme je ale i v potravinich a v rizném prostiedi.
Skute¢né jsou ubikviterni, podobné jako hlavni zastupce
rodu Staphylococcus aureus. V souCasnosti (prosinec
2010) je validné popsano 46 koaguldza negativnich sta-
fylokokd [1], z nich asi polovina se nachdzi v humannim
klinickém materialu. Od 70. let minulého stoleti jsou po-
vazovany za podminéné patogeny, které mohou u oslabe-
ného pacienta (vékem, imunitou, dlouhodobym pobytem
v nemocnici a u uzivatelti drog) zptsobit v podstaté jako-
koliv onemocnéni, které vyvolavaji kmeny S. aureus. Vy-
jimku tvofi toxikézy, které jsou zplsobeny toxinogenni-
mi kmeny S. aureus, jako syndrom toxického Soku,
exfoliativni dermatitidy, pneumonie vyvolané kmeny
s produkci Pantonova — Valentinova leukocidinu a dalsi.

Jiz od 50. let minulého stoleti jsou zndmé infekce
mocovych cest vyvolané kmeny S. saprophyticus subsp.
saprophyticus. Koaguldza negativni stafylokoky mohou
byt pfi¢inou endokarditid, cystitid, osteomyelitid, me-
ningitid, infekei ran — zv1asté operacnich, kloubt, kloub-
nich protéz a dalich onemocnéni. Casté jsou zv14sté in-
fekce krevniho fecisté u hospitalizovanych pacientd.

Je proto v opodstatnénych pfipadech zapotiebi kme-
ny KNS identifikovat a zjistit jejich citlivost k antibio-
tikfim. Je zasadni urcit, kdy se jednda o ptivodce infekce
a kdy jde o kontaminaci. Vzhledem k své ubikviternosti
predstavuji KNS nejcastéjsi kontaminaci hemokultur
i dalSiho materialu.

OdliSeni kmeni KNS od S. aureus

K odliSeni kmend KNS od kment S. aureus se v labo-
ratofich klinické mikrobiologie béZné pouziva latexovy
test na ,,Clumping (shlukovaci) faktor®, nazyvany téz va-
zand koagulaza. Je vhodné pouzivat testy 3. generace, tj.
ty, které jsou schopné vedle clumping faktoru detekovat
protein A a kapsuldrni polysacharidy kmentt MRSA. Ob-
vykle jsou oznaceny slovem ,,plus®: Pastorex Staph plus
(BioRad), Slidex Staph Plus (bioMérieux), Staphytect
Plus (Oxoid). Pozitivni vysledek testu na clumping fak-
tor mohou mit i kmeny dvou druhtt KNS, S. lugdunensis
a S. schleiferi subsp. schleiferi.

V posledni dobé se zacina i v terénnich laboratofich
prosazovat test prikazu specifického enzymu hyaluroni-
daza [2]. Tento dekapsulacni test, ktery jsme prevzali od
kolegt z Mikrobiologického tstavu FN u sv. Anny a pti-
vodné jej popsal prof. Skalka z VFU v Brné, se nam
v NRL pro stafylokoky perfektné osvédcil. Z dosud tes-
tovanych 7 561 kmeni stafylokokii bylo vSech 1 167
kment KNS negativnich a z 6 392 kment S. aureus bylo
pozitivnich 6 337 kment. Tj. chyba byla u 55 kment
S. aureus (0,7 %). U spornych pfipadl se fidime vysled-
ky genotypizace: metodou PCR zjiStujeme pritomnost
nuc genu, ktery koéduje produkci termorezistentni nu-
kledzy kmend S. aureus. Kromé kment S. aureus mohou
mit pozitivni test na hyaluroniddzu pouze kmeny S. hyi-
cus, ale ty se v humannim klinickém materidlu nevys-
kytuji.

Identifikace kmentit KNS obecné

Identifikace kmene KNS se v NRL i béZnych klinickych
laboratotich provadi fenotypovymi testy. V nasi republi-
ce jsou k dispozici velice dobré komeréni sety STAPHY -
test 24 firmy Erba-Lachema. V movitéjSich laboratofich
se pouZzivaji kity API Staph, ptipadné ID 32 Staph testy
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firmy Biomérieux, BBL Crystal Gram-positive ID Kit
firmy Becton Dickinson a jiné. Vyhodnocovani se obvyk-
le provadi pomoci pfislusnych pocitacovych programi —
pro STAPHYtesty 24 vyuzivame identifikacni software
TNW rovnéz od firmy Erba-Lachema.

VYSLEDKY

V tabulce 4 prezentujeme Cetnost nejcastéjSich KNS iden-
tifikovanych v NRL pro stafylokoky v letech 1998-2009.
Kmeny, izolované z humanniho materidlu, nim byly za-
slany z laboratofi klinické mikrobiologie z celého tizemi
nas$i republiky. Na prvnich ¢tyfech mistech jsou S. epi-
dermidis, S. haemolyticus a S. hominis se dvéma poddru-
hy subsp. hominis a subsp. novobiosepticus. Tyto Ctyfi
KNS predstavuji celé 3/4 vSech identifikovanych kmena.
Na dalSich mistech jsou S. saprophyticus subsp. saprop-
hyticus, S. warneri, S. lugdunensis, S. sciuri subsp. sciu-
ri, S. simulans a S. capitis subsp. urealyticus. Nejcetnéj-
Sich 10 KNS predstavuje z celku 3 752 kment podil
88,2 %. Protoze do NRL/St jsou Cast&ji zasilany obtizné-
ji identifikovatelné kmeny, je zfejmé, Ze v béZné labora-
tofi bude podil 10 nejcastéjSich druht, resp. poddruhi,
jesté vyssi. Podrobna analyza téchto vysledkil bude pub-
likovana v odborném tisku. V tabulce 4 jsou uvedeny
i praktické zkratky KNS, které v NRL/ST pouZivame.

ORIDES

Pfes naprosto nezbytné roz$iteni pocitacovych programi
se v nékterych bakteriologickych laboratofich pro identi-
fikaci KNS pouziva stale i dichotomické schéma nasi la-
boratofe ORIDES.

V Ceské literature bylo poprvé uvedeno dichotomické
schéma pro KNS v roce 1983 prof. Hijkem a jeho kolegy
[3]. Ve dvou tabulkdch (NOV-R a NOV-C) bylo zatazeno
14 druhtt KNS. Schéma bylo prof. Hijkem inovovano
v roce 1985 [4]. Obsahovalo vSech 17 tenkrat znamych
druhit KNS. Jiné schéma publikoval v r. 1988 prof. A. K.
Akatov z Gamalejova Institutu v Moskvé [5].

Jesté v dobé pred pocitacovymi identifika¢nimi pro-
gramy jsme v na$i laboratofi vyvinuli schéma ORIDES
(Orientacni identifikace stafylokokti). Poprvé bylo pub-
likovano v roce 1995 [6] a zahrnovalo 17 druhi KNS,
které se nejCastéji vyskytovaly v huméannim klinickém
materidlu. V roce 1998, kdy byl v International Journal
of Systematic Bacteriology publikovian pomérné Casty
poddruh S. hominis subsp. novobiosepticus, byl ORIDES
rozSifen na 19 druht KNS [7].

V tomto prispévku pfindsSime dalsi inovaci schématu
ORIDES. Je v ném zafazeno 20 stafylokokovych druha
(poddruht), které se podle vysledkit NRL/ST nejcastéji
v huménnim materidlu vyskytuji. Oproti verzi z roku
1998 byl ptidan pouze druh S. caprae, ktery a¢ ptivodné
,,kozi* stafylokok, popisovany jako pivodce kozich mas-
titid, objevuje se ¢astéji i v huméannim klinickém mate-
rialu. Byly napf. popsany infekce krevniho fecisté zpiso-
bené oxacilin rezistentnimi kmeny S. caprae. V naSich
dlouhodobych tabulkdch sledovani KNS v humannim

klinickém materidlu se umistil na 15. pozici (viz tabul-
ka 4). Ve vSech tfech tabulkach byly provedeny tpravy,
které vyhodnoceni identifikace nékterych druhtt KNS
zpresnuji.

Identifikace podle schématu ORIDES

Zakladni rozdéleni KNS se v ORIDES provadi podle vy-
sledku diskového testu na zjiSténi rezistence k novobio-
cinu. (Disk: S5ug novobiocinu; zéna < 16 mm). Kmeny
k novobiocinu rezistentni se ur¢i podle tabulky I., kde se
nejprve zjisti produkce oxidazy (prouzkovy OXItest).

U kment k novobiocinu citlivych se zjisti produkce
ureazy. Kmeny s pozitivni uredzou se zatadi do tabulky
II., kmeny s uredzou negativni do tabulky III. Déle se
kmeny urcuji podle vysledkl reakei v komerénim kitu
STAPHYtest 24. Dalsi dvé reakce, produkce acetoinu
(prouzkovy VPtest) a produkce pyrrolidonylarylamidazy
(prouzkovy PYRAtest), jsou k fadé 24 reakci ve STA-
PHYtestu 24 doporuceny. Vyjimkou je pouze test zjiSto-
vani ristu KNS v anaerobnich podminkach, oznaceny
v tabulce ORIDES II. ,,thioglykolat®.

Diskuse
ORIDES slouzi k orientacni identifikaci nejcastéjsich 20
druht, resp. poddruhti koagulaza negativnich stafyloko-
ka, které se podle vysledkit NRL/ST vyskytuji v humén-
nim klinickém materidlu. Schéma je zaloZeno na charak-
teristickych fenotypovych vlastnostech jednotlivych ta-
xontl, které maji v databazi vysledka reakci rozlisujici
hodnoty, pokud moZno alesponi 15 verzus 85. Pri identifi-
kaci dichotomickym schématem samoziejmé& hrozi, Ze
u aberantnich kmeni, které maji diskriminujici charakte-
ristiku atypickou, vyjde vysledek identifikace Spatné.
U ORIDES verze z roku 1995 jsme provedli srovnani na
986 kmenech a v priméru ndm vysla identifikace shodna
s konven¢nim postupem vice jak v 90 %. U dvou nejcas-
t&jSich KNS, S. epidermidis a S. haemolyticus to bylo do-
konce pres 95 % [6]. Spravnost identifikace druhu S. ho-
minis byla pavodné nizkd (jen 75 %), ale vyrazné se
zlepSila rozdélenim na poddruhy ve verzi z roku 1998.
Pfi diferenciaci kment S. epidermidis a ne zcela ty-
pickych kment S. hominis subsp. hominis se ndm osvéd-
¢ilo zjisténi schopnosti anaerobniho rastu v thioglyko-
latu. Zatim vSechny kmeny S. epidermidis, které jsme
zkoumali, méli tuto reakci pozitivni, na rozdil od kment
S. hominis subsp. hominis. Tuto dopliikovou reakci je
vhodné pouZzit u spornych pfipadt i pfi identifikaci po-
moci programu TNW.

Ve spolupraci s Ceskou sbirkou mikroorganismii
v Brné CCM jsme zjistili, Ze tfi podruhy S. sciuri, tj.
subsp. sciuri, subsp. rodentium a subsp. carnaticus lze
velice tézko fenotypové odliSit [8]. Proto byl do nové
verze ORIDES zatazen pouze druh S. sciuri, s tim, Ze
u kmend z humanniho materidlu se jedna ziejmé nejcas-
t&ji o poddruh S. sciuri subsp. sciuri. (Tabulka ORIDES 1.)

Dosud jsme porovnali vysledky vyhodnoceni progra-
mu TNW a ORIDES v.2010 u 249 kment KNS, které
jsme dostali z laboratofi klinické mikrobiologie v letech
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ORIDES |I. (VERZE 2010)

Orientaéni identifikace koagulaza-negativnich stafylokokd,
izolovanych z humanniho klinického materialu

novobiocin rezistentni

S.XYLOSUS, S.saprophyticus subsp. SAPROPHYTICUS, S.hominis subsp. NOVOBIOSEPTICUS,
S.cohnii subsp. COHNII, S.cohnii subsp. UREALYTICUS, S.SCIURI sp. (poddruhy nelze odliSit,
z humanniho klinického materialu prakticky jen S.sciuri subsp. SCIURI),
event. vzacné S.LENTUS a S.VITULINUS.

oxidaza

+ —

S.LENTUS, S. SCIURI sp. S.XYLOSUS, S.saprophyticus subsp. SAPROPHYTICUS
S.VITULINUS S.hominis subsp. NOVOBIOSEPTICUS
S.cohnii subsp. UREALYTICUS
S.cohnii subsp. COHNII

rafindza xyléza

+ - + -

S.LENTUS S.SCIURI sp. S.XYLOSUS S.saprophyticus subsp. SAPROPHYTICUS
S.VITULINUS S.hominis subsp. NOVOBIOSEPTICUS
S.cohnii subsp. UREALYTICUS
S.cohnii subsp. COHNII

manoéza

+ —_

S.SCIURI sp. S.VITULINUS

sacharoza

+ —_

S.saprophyticus subsp. SAPROPHYTICUS S.cohnii subsp. UREALYTICUS
S.hominis subsp. NOVOBIOSEPTICUS S.cohnii subsp. COHNII

trehaléza ureaza

+ - + -

S.saprophyticus subsp. S.hominis subsp. S.cohnii subsp. S.cohnii subsp.
SAPROPHYTICUS NOVOBIOSEPTICUS UREALYTICUS COHNII

2009 - 2010. Shodna identifikace nam vychazi v 92,0 %.  Zavér

Podrobna analyza srovnani na vét§im poctu kmentt bude  QRIDES muZe slouZit k jednoduchému a levnému vy-

publikovana v naSem odborném tisku. hodnoceni identifikaci KNS v terénnich laboratofich,
zvlasté téch, pro které je cena na zakoupeni identifikac-
niho software vysoka. Podle prvnich zkuSenosti laborato-
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ORIDES |I1. (VERZE 2010)

Orientaéni identifikace koagulaza-negativnich stafylokoki,
izolovanych z humanniho klinického materialu

novobiocin citlivé

ureaza +

S.SIMULANS, S.WARNERI, S. PASTEURI, S.capitis subsp. UREALYTICUS, S.LUGDUNENSIS,
S.hominis subsp. HOMINIS, S.EPIDERMIDIS, S.CAPRAE

sacharoza

+ -_—
S.CAPRAE

manitol

+ —

S.SIMULANS, S.WARNERI, S. PASTEURI,
S.CAPITIS subsp. UREALYTICUS

S.WARNERI, S.LUGDUNENSIS
S.hominis subsp. HOMINIS, S.EPIDERMIDIS

trehaléza trehaléza
+ - + -
S.SIMULANS S.capitis subsp. S.WARNERI S.EPIDERMIDIS
S.WARNERI UREALYTICUS S.LUGDUNENSIS S.hominis
S.PASTEURI S.hominis subsp. HOMINIS subsp. HOMINIS
onpg arginin thioglykolat
+ - + - + -
S.SIMULANS S.WARNERI S.WARNERI S.LUGDUNENSIS  S.EPIDERMIDIS S.hominis
S. PASTEURI S.hominis S.hominis subsp. HOMINIS
subsp. HOM/NIS subsp. HOMINIS
sorbitol gluk02|daza ornitin
+ - + - + -
S.PASTEURI ~ S.WARNERI S.WARNERI S.hominis S.LUGDUNENSIS S.hominis

subsp. HOMINIS subsp. HOMINIS
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ORIDES |I11. (VERZE 2010)

Orientaéni identifikace koagulaza-negativnich stafylokokil,
izolovanych z humanniho klinického materialu

novobiocin citlivé

ureaza -

S.LUGDUNENSIS, S.HAEMOLYTICUS, S.capitis subsp. CAPITIS,
S.schleiferi subsp.SCHLEIFERI, S.AURICULARIS

VP test
+ —
S. LUGDUNENSIS, S. HAEMOLYTICUS S.capitis subsp. CAPITIS
S.capitis subsp. CAPITIS S.HAEMOLYTICUS, S.AURICULARIS
S.schleiferi subsp. SCHLEIFERI
sacharéza trehal6za
+ - + -
S. LUGDUNENSIS S.schleiferi subsp. S.HAEMOLYTICUS S.CAPITIS
S. HAEMOLYTICUS SCHLEIFERI S.AURICULARIS subsp. CAPITIS
S.capitis subsp. CAPITIS S.capitis subsp. CAPITIS \
trehaléza manitol PYR (NAG)
+ - + - + -
S. LUGDUNENSIS S.capitis S.schleiferi S.HAEMOLYTICUS S.AURICULARIS
S.HAEMOLYTICUS subsp. CAPITIS subsp. SCHLEIFERI
ornitin
+ —

S. LUGDUNENSIS S.HAEMOLYTICUS

fi, kterym jsme nové schéma poskytli, a které si porovna-  Podékovani

valy vysledek s vyhodnocenim podle programu TNW, se  Autor dékuje svym soucasnym spolupracovnicim Ivané

osveédcil. a Mile i v§em byvalym kolegynim v NRL pro stafyloko-
ky za perfektni spolupraci. Dik patfi i doc. Sedlackovi
adr. Svecovi z Ceské sbirky mikroorganismi v Brné
a doc. Panti¢kovi z Ustavu experimentélni biologie PfF
Masarykovy Univerzity v Brné.

Préice byla podporena projektem GACR 310/09/0459.
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Tabulka 4: NEJCASTEJI IDENTIFIKOVANE KOAGULAZA NEGATIVNI STAFYLOKOKY
IZOLOVANE Z HUMANNIHO KLINICKEHO MATERIALU A ZASLANE DO NRL/ST V LETECH 1998-2009

Poradi | druh/poddruh KNS zkratka *) | pocet kmenl % % celkem
1 S. epidermidis SEP 1160 30,9
2 S. haemolyticus SHA 829 22,1
3 S. hominis subsp. hominis SHO 441 11,8
4 S. hominis subsp. novobiosepticus SHN 385 10,3 75,1
5 S. saprophyticus subsp. saprophyticus SSA 142 3,8
6 S. warneri SWA 120 3,2
7 | S. lugdunensis SLU 118 3,1
8 S. sciuri subsp. sciuri SSC 106 2,8
9 S. simulans SSI 67 1,8
10 S. capitis subsp. urealyticus SUR 62 1,6 88,2
11 S. xylosus SXY 54
12 S. capitis subsp. capitis SCA 46
13 | S. pasteuri SPA 35
14 S. cohnii subsp. urealyticus SCU 34
15 S. caprae SCP 31
16 S. cohnii subsp. cohnii SCC 29
17 S. sciuri subsp. rhodentium SRD 24
18 S. lentus SLE 18
19 S. schleiferi subsp. schleiferi SSF 12
20 S. auricularis SAC 11
21 S. vitulinus SV 7 99,4
ostatni 21 0,6
CELKEM 3752

*) zkratka taxonu pouzivand v NRL pro stafylokoky
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