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ANOTACE

Predmétem této bakalarské prace je vypracovani literarni reserSe se zamétenim na bakterialni
rod Kocuria. Prvni ¢ast prace je zaméfena na obecné vlastnosti rodu Kocuria. Druha ¢ast prace

se zabyva laboratorni diagnostikou a moznostmi terapie.

KLICOVA SLOVA

Rod Kocuria, Kocuria kristinae, Kocuria rosea, Kocuria rhizophila.

TITLE

Genus Kocuria

ANNOTATION

The subject of this work is elaboration of a literature review focused on the bacterial genus
Kocuria. The first part is focused on the general characteristics of the genus Kocuria. In the

second part of the thesis describes individual representatives of the genus.
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Uvod

Cilem této bakaldiské prace je zpracovani literarniho piehledu popisujici zakladni

charakteristiku rodu Kocuria.

Tento rod byl puvodné fazen mezi bakterie rodu Micrococcus, ze kterého byl na zakladé
fylogenetickych a chemotaxonomickych analyz vyfazen a nyni patii do celedi
Micrococcaaceae. Bakterie tohoto rodu se bézné vyskytuji na lidské kuzi, orofaryngu, ve vodé
a v pude¢. Kviili chybné identifikaci jsou infekce zptisobené témito bakteriemi povazované za

vzacné.

Jedna se o G" striktné aerobni koky, které se vyskytuji ve dvojicich, kratkych fetizkach a
tetradach. Tyto bakterie jsou kataldza pozitivni, oxidaza a koaguldza negativni. Na zivnych
pudach rostou kolonie v barvach rdzové, zluté, Cervené, smetanové a zaroven netvori
exopigmenty. Na krevnim agaru netvofi hemolyzu. V soucasné dobé¢ je v tomto rod€ zahrnuto
osmndct druhl. Z téchto osmndcti druhl je znamo pouze pét nozokomidlnich patogenda, ktefi
mohou komplikovat zakladni onemocnéni. Bakterie rodu Kocuria jsou citlivé na Sirokospektra

antibiotika.

Vzhledem k velké fenotypové variabilité se obtizné identifikuji prostfednictvim biochemickych
vlastnosti. Bakterie rodu Kocuria se také vyznacuji schopnosti ménit morfologii kolonii a
adherovat K inertnimu materialu. V souvislosti s témito a dalSimi vlastnostmi je znacné
ovlivnéno epidemiologické Setfeni a pochopeni patogenni role tohoto rodu v klinickych

izolatech.
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1.Charakteristika

Rod Kocuria byl pojmenovan po brnénském vedoucim sbirky mikroorganismt doc. RNDr.
Milosi Kocurovi, CSc. (Votava a kol., 2003).

Bakterie rodu Kocuria se pfirozené vyskytuji na lidské kuzi a sliznici orofaryngu. Dale je lze
nalézt v pud¢, vode€ a hojné se také vyskytuji v potravinatském pramyslu kde je miizeme najit
predevsim na kufecim mase, a to 1 v ptipadé kdy je pouzita kyselina st'avelova jako konzervant.
Prestoze ziji v symbioze, mohou vést k infekénim procestim, které pak komplikuji zékladni
onemocnéni. Z diivodu chybné identifikace v minulych letech, kdy byly bakterie rodu Kocuria
urcovany jako rod Staphylococcus, byly doposud infekce zpisobené timto rodem povazovany
za vzacné (Anang, 2006; Purty a kol., 2013; Savini a kol., 2010).

Rod Kocuria fadime do fadu Actinomycetales a od ostatnich zastupcti Actinomycetales muzeme
rod Kocuria odlisit na zakladé piitomnosti aminocukri galaktosaminu a glukosaminu a dle
absence kyseliny teichoové a mykolové v bunééné sténé. Dalsim odliSujicim znakem je
ptitomnost peptydoglykanu typu L-Lys-Alass a polarnich lipida difosfoglycerolu a
fosfoglycerolu. Rod Kocuria ma schopnost produkovat menachinon, MK — 7 a MK — 8. Podle
obsahu G+C jsou aerobni gram-pozitivni koky rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina se
sklada z organismu, které maji pomér bazi od 30 do 40 mol%. Do této prvni skupiny je zahrnut
rod Staphylococcocus. Druha skupina ma pomér bazi od 50 do 75 mol% a sem zahrnujeme rod
Micrococcus. Mezeru mezi témito dvéma skupinami zapliiuji aerobni pohyblivé koky. Obsah
G + C je u rodu Kocuria v zavislosti na druhu 60—75 mol% (Kim a kol., 2004; Savini a kol.,
2010; Yamada a kol.,1976).

Rod Kocuria se podili na rozvoji barvy a chuti suchych salamt, degradaci volnych
aminokyselin. Pfispiva i tim, Ze inhibuje oxidaci nenasycenych mastnych kyselin (Tremonte a
kol., 2010).
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1.1. Taxonomie

Rod Kocuria byl vy¢lenén z rodu Micrococcus. Rod Micrococcus byl popsan pied vice nez 100
lety a od té doby byl jeho popis nékolikrat upraven. Na zéklad¢ vysledkl analyzy 16S rRNA
bylo zjisténo, Ze se mikrokoky ptekryvaji s rodem Arthrobacter sp. a tudiz neni mozné podle
této metody vytvofit obstojné a obsahlé seskupeni rodu Micrococcus sp., které by vy¢lenilo
vSechny druhy Arthrobacter sp. (Stackebrandt a kol., 1995).

Sekvenaci genu 16S rRNA je rod Kocuria jasné¢ oddéleny od Micoroccocus a dalsich

souvisejicich gram-pozitivnich koku jako je napiiklad Arthobacter a Rothia (Kim a kol., 2004).

Rod Micrococcus byl dle Stackebrandta a kol. (1995) roz¢lenén do rodt Kocuria, Micrococcus,
Kytococcus, Nesterenkomia a Dermacoccus. Tyto rody byly poté nové uspoifadany do dvou
rodin, a to Micrococcaceae a Dermacoccaceae. Micrococcaceae a Dermacoccaceae patii
spoleéné do podiadu Micrococcineae. V soucasné dobé nalezi rod Kocuria do celedi
Micrococcaaceae, rad Actinomycetales, tfida Actinobacteria kmen Actinobacteria (Savini
a kol., 2010; Sedlacek a kol., 2007).

V soucasné dobé zahrnuje rod Kocuria osmnact druhii a z tohoto poétu je zndmo pouze pét

oportunistickych, nozokomidlnich patogent (Savini a kol.,2010).

1.2. Morfologie
1.2.1. Morfologie bun¢k

Zastupci rodu Kocuria se fadi mezi gram pozitivni koky o priméru maximalné 1,5 mikrometru.
Bunky jsou usporadané do dvojic, kratkych fetizki, tetrad (obrazek ¢.1.) a shluka (obrazek
¢. 2.). Bakterie rodu Kocuria nemaji pouzdra, nepohybuji se a nevytvaieji endospory (Kandi
a kol.,2016).

Obrazek 1 - Kocuria rosea: preparat obarveny dle Grama, zvétSeni 1500x

http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/images/bakterie/mikro/krose8h.jpg [18.5.2017]
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Obrazek 2 - Kocuria kristinae: preparat obarveny dle Grama, zvétSeni 1500x

http://microbe-canvas.com/Bacteria/gram-positive-cocci/staphylococci/catalase-positive/staphaurex-
negative/kocuria-kristinae.html [18.5.2017]

1.2.2. Morfologie kolonii
Bakterie rodu Kocuria vytvaii vyvySené, konvexni, kulaté, 2-3 milimetry velké kolonie.
Kolonie mohou mit barvu oranzovou, riazovou, ¢ervenou, zlutou nebo krémovou. Na krevnim

agaru kolonie netvoii hemolyzu (Savini a kol., 2010; Kandi a kol., 2016).

1.3. Metabolismus
Bakterie rodu Kocuria jsou striktné aerobni. Vyjimkou je druh Kocuria kristinae, ktera je
fakultativné anaerobni, Kocuria marina, ktera je schopna rust v pfitomnosti 5 % oxidu

uhli¢itého a Kocuria rhizophila kmen DC2201, ktery je schopen se mnozit za anaerobnich
podminek (Savini a kol., 2010).

1.4. Biochemické vlastnosti

1.4.1. Katalaza

Bakterie rodu Kocuria jsou katalaza pozitivni. Dukaz produkce katalazy se provadi
rozmichanim kultury testovaného mikroorganismu v kapce 2 % roztoku peroxidu vodiku.
Pozitivni reakce se projevi unikem plynu ve formé bublinek a bakterie je tedy schopna tvofit
enzym kataldzu. Tento enzym je schopen rozkladat peroxid vodiku na molekularni kyslik

a vodu (Taborska, 2009).
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1.4.2. Oxidaza
Oxidazovym testem lze rozliSit bakterie rodu Kocuria, které maji tento test negativni od

mikrokok, které jsou na prikaz oxidazy pozitivni (Kandi a kol., 2016).

Nékteré bakterie obsahuji enzym cytochromoxidéazu, ktera se podili na oxidativnich procesech
Vv buiice. Tento enzym se nachazi u vSech aerobnich bakterii s respiraénim metabolismem.
Principem testu je reakce derivatu p-fenylendiaminu se zelezem, které je obsazeno
V cytochromovych respira¢nich komplexech. Je-li cytochromoxidaza pfitomna je detekovana
barevnymi reakcemi s pomoci pfislusnych ¢inidel. Testovana kultura se nanese sterilni klickou
na prouzek papirku, ve kterém je obsazeno ¢inidlo. Pokud mikroorganismus obsahuje enzym
cytochromoxidédzu béhem deseti sekund dojde k tmavé fialovému zbarveni prouzku vlivem

Wausterovi modfi a test je tedy pozitivni (Purevdorj, 2011).

1.4.3. VP test
Podle Kandi a kol. (2016) ma rod Kocuria VVoges — Proskauer test na vyrobu acetoinu a indolu

pozitivni, avSak studie Savini a kol. (2010) tvrdi, ze je tento test pro rod Kocuria negativni.

Voges — Proskauer test na je negativni i podle studie zabyvajici se identifikaci kmene ve vzorku
cyanobakteridlni rohoZze z rybnika, ktery byl na zadkladé fylogenetickych

a chemotaxonomickych vlastnosti zafazen mezi piislusniky rodu Kocuria (Reedy a kol., 2003).

Tento test je zaméfeny na tvorbu acetoinu, ktery prokaZzeme reakci s a — naftolem a KOH.
Z cisté kultury a fyziologického roztoku si pfipravime suspenzi a do zkumavky se vlozi
papirkovy VP test tak aby byly obé zény ponofeny. Zkumavka se nasledné inkubuje po dobu
dvou hodin pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se pfikapne ¢inidlo pro VP test a pozitivni reakce se

projevi cervenym zbarvenim nebo riZzovym zbarvenim (obrazek ¢. 3.) (Taborska, 2009).

IFMW -

Obrazek 3 - VP test

http://microbesinfo.com/2014/04/voges-proskauer-test-vp-test-principle-procedure-interpretation-and- quality
control/ [24.5.2017]
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1.5. Patogeneze

Bakterie rodu Kocuria se piirozené vyskytuji na sliznicich savct. Kocuria kristinae, Kocuria
marina a Kocuria rhizophila byly izolovany z riznych klinickych vzorkd. Vzhledem ke
skute¢nosti, ze Kocuria kristinae je druh, ktery se ¢asto vyskytuje na lidské sliznici a kiizi, mtize
byt zdrojem infekce jakékoliv misto. V literatufe jsou popisovany piipady pienosu bakterie

Z matky na dit¢ béhem porodu (Sivaraman a kol., 2016).

Zastupci rodu Kocuria maji schopnost adherovat na rizné povrchy a nasledné vytvaret biofilm.
Tvorba biofilmu na katetrech nebo implantatech mize vést k sepsi u nemocného. Z tohoto
duvodu by se neméla podceniovat izolace rodu Kocuria z implantovaného zatizeni (Purty a kol.,

2013).

Kmen Kocuria rosea (BS1) je schopen produkce exopolysacharidu, ktery byl nazvany Kocuran.
Tento exopolysacharid mé in vitro antioxida¢ni a imunosupresivni vlastnosti. V lidskych
polymorfonuklearnich kulturach, které jsou stimulovany PHA inhibuje Kocuran proliferaci

bungk a zaroven inhibuje hemolyzu zprostfedkovanou komplementem (Moreira a kol., 2015).

1.6. Biofilm

U rodu Kocuria je ptedpoklad tvofeni biofilmu nejcastéji ve spojeni s jinymi bakteriemi.
Schopnost produkovat biofilm jakymkoliv patogenem, ¢ini tento patogen odoln&jsim. Bakterie
rodu Kocuria maji velkou fenotypovou variabilitu. Vyznacuji se schopnosti ménit morfologii

kolonii, jsou schopny exo-polysacharidové vyroby a jsou schopny adheze (Moreira a kol., 2015;
Purty a kol., 2013; Savini a kol., 2010).

Bakterie Kocuria varians je velmi ¢asto izolovana z riznych zafizeni na zpracovani potravin.
Byl také hlasen ptipad, kdy tato bakterie zpusobila mozkovy absces. V prumyslovych
podminkach je Casto nalézan ve smiSenych biofilmech spolecné s Listeria monocytogenes
(Raghupathi a kol.,2016).

Pomoci adhezini se volné plujici planktonické buiiky ptichycuji na pevny povrch. Po jejich
pfichyceni dochdzi ke zméné chovani a fenotypu. Z produkce velkého mnozstvi lepivého
polysacharidu, ktery je podobny Skrobu se vytvaii hlenova matrice, kterd drzi buiiky u sebe
a funguje jako vostinové leseni. Ve vostinovém leSeni se buinky mnozi a tvofi se zde
mikrokolonie a splet’ kanalkli (obrazek €. 4.). Na urcity impulz se bunky z biofilmu odlucuji

a prechazeji také do planktonického stavu poté odplouvaji a dochazi k dalsi kolonizaci povrchu.
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Biofilm se da zobrazovat pomoci konfokalniho laserového mikroskopu v optickych fezech a
Z nich pak nésledn¢ slozit prostorovou strukturu, da se také pofidit animovany zaznam déji
Vv biofilmu. Podle dostupnych Zivin je tloustka biofilmu od nékolika desitek mikrometrii do
stovek mikrometri. Biofilm neni homogenni, nebot’ se sklada ze shlukii a bun¢k a mnoha dutin,

které jsou navzajem propojeny kanalky (Schindler, 2010)

10pm Sibty i © 1994, Stoodley, P. §

- paa—|

Obrazek 4 - Vostinova struktura polymerni matrice biofilmu

(Schindler, 2010)
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2. Vyznamné druhy rodu Kocuria

2.1. Kocuria rosea

Kocuria rosea je gram pozitivni, striktné aerobni mikroorganismus patiici do celedi
Micrococcaceae. Bakterie byla poprvé izolovana v roce 1886 jako Micrococcus rosea a pod
timto nazvem byla vedena az do roku 1995 kdy obdrzela své aktualni jméno Kocuria rosea.
Tyto bakterie obvykle rostou na jednoduchych médiich MPA a TSA (obrazek €. 5.) a (obrazek
¢. 6.). Bakterie rodu Kocuria rosea jsou obecné povazovany za nepatogenni komenzaly, které
kolonizuji nosohltan, kizi a sliznici. U pacientd se sniZenou imunitou, av§ak miiZou vystupovat
jako oportunni patogeny. Kocuria rosea syntetizuje oranzové a ruzové karotenoidy
kanthaxanthin a astaxanthin a produkuje proteazy, které jsou schopny S§tépit keratin. To
znamend, ze se zvysi koncentrace aminodusiku a tim vzroste pocet volnych aminokyselin
a peptidil. Ty slouzi jako nutri¢ni zdroj uhliku a dusiku ve fermenta¢ni ptid€. Stejné jako vétsina
gram pozitivnich koku je i Kocuria rosea citliva k penicilinu a vankomycinu (Altuntas a kol.,
2004; Bertsch a kol., 2005; Corti a kol., 2012).

Obrazek 5- Kocuria rosea na MPA

http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/images/bakterie/kolonie/kocuria.jpg [23.4. 2017]
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Obrazek 6 - Kocuria rosea na TSA

https://www.canyons.edu/Faculty/takedad/Publishinglmages/Plates/M.roseus_tsa_5-03_640x587.jpg [23.4.2017]

2.2. Kocuria kristinae

Kocuria kristinae je gram pozitivni aerobni kok vyskytujici se v tetradach, ktery patii do ¢eledi
Micrococcacae a dfive byla znamy jako Micrococcus kristinae. Poprvé byl popsan v roce 1947.
Tato bakterie se nachazi na pokoZce a sliznici a jen malokdy byla izolovana z klinickych
vzorkd. Proto neni povazovan za patogenni mikroorganismus. Miize vSak zpuasobit infekce
U pacienti, kteti maji zavedené katetry a tim zhorsit zakladni onemocnéni. Na krevnim agaru
roste tato bakterie v drobnych, bledych nehemolytickych a hladkych koloniich (obrazek ¢. 7.)
(Ma a kol., 2005; Tewari a kol., 2013).

Obrazek 7 - Kocuria kristinae na KA

(Tewari a kol., 2013)
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2.3. Kocuria rhizophila

Bunky této bakterie jsou sférické, vyskytuji se ve dvojicich, tetradach a paketech. Builky
v pruméru dosahuji velikosti od 1,0 az 1,5 mikrometru. Kocuria rhizophila je gram pozitivni
bakterie, ktera se nepohybuje a netvofi endospory. Kolonie na zivném agaru maji v priméru
1,5 — 2,5 milimetru a jsou neprthledné s hladkymi, ale nepravidelnymi okraji Zluté barvy
(obrazek ¢. 8.). Tato bakterie je aerobni, chemoorganotrofni a neroste v teplotach nad 40 °C.
Vykazuje dobry rist v rozmezi pH od 5,7 do 7,7. Bakterie druhu Kocuria rhizophila jsou
katalaza a benzidin pozitivni. Mezi dal$i pozitivni testy patii test na Zelatindzu, fosfatazu,
hydrolyzu Tween 80. Tyto bakterie rostou na Simonsove — citratovém agaru. Testy na oxidazu,
hydrolyzu Skrobu, indol, uredzu, hydrolyzu askulinu, arginindihydroldzu a fenilalanin
deaminazovou reakci jsou negativni. Produkce H2S je slaba a dusi¢nany nejsou redukovany na
dusitany. Tento druh produkuje kyseliny z D-glukozy, D-fruktézy, D-mandzy a sacharzy.
Neprodukuje kyseliny z glycerolu, manitolu, sorbitolu, riboézy, D-xylézy a L-arabinozy,
galaktozy, laktézy, maltézy, p — gentibidzy, D-turandzy, arbutinu, salicinu, trehaldzy
a melezitdozy. Vyuziva adonitol, L-arabinozu, D-fruktozu, L-fukozu, D-glukdzu, turandzu,
xylitol, methylpyruvat, glukuronamid, dextrin, glykogen, Tween 40, Tween 80 a N-acetyl-D-
glukosamin. Nevyuziva celobidzu, D-trehalozu, N-acetyl-galaktosamin, maltozu, D-manitol,
sorbitol, inosin, kyselinu L-glutamovou a L-alanin. Dobfe roste za ptitomnosti 10 % NaCl.
Prevazuji polarni lipidy, a to hlavné fasfatidylglycerol a difosfatidylglycerol. DNA se sklada
z G + C s obsahem bazi 69,4 % (Kovacs a kol., 1999).

Obrazek 8 - Kocuria rhizophila

http://www.actino.jp/Digital Atlas/subwin.cgi?target=4-5 [7.3.2017]
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3. Onemocnéni

Onemocnéni zptuisobena kocuriemi jsou spiSe vzacna. Nejcastéji jsou bakterie rodu Kocuria
prokazovany ve vzorcich od pacientli s hematologickymi malignitami, vdznymi nadory nebo
metabolickymi poruchami. Mezi infekce v jejichz pribéhu byla tato bakterie izolovana patii
infekce mocovych cest, cholecystitida, bakteriémie spojena s katetrem, dakryocystitida,
canaliculitis, keratitida, endokarditida nativni chlopné, peritonitida, sestupna nekrotizujici
mediastinitida, absces mozku a meningitida. Onemocnéni, které je piipisovano Kocuria rosea
je zanét pobfiSnice a bakteriémie s pfiznaky vysoké horecky, zimnice, tachykardie
a zrychleného dychéani. Tyto ptipady vSak nejsou genomicky potvrzeny. Pfisuzovani téchto
onemocnéni Kocuria rosea nebo rodu Kocuria je tedy pfedmétem diskuze (Altuntas a kol.,
2004; Kandi a kol., 2016; Savini a kol., 2010).

Predispozi¢nimi faktory, které jsou spojeny s infekcemi zpisobenymi Kocuria spp. jsou
vrozené¢ deformity (syndrom kratkého stfeva), chronickd katetrizace (v ptipad¢ celkové
parenteralni vyzivy), maligni onemocnéni (rakovina vajecnikli, rakovina zaludku,
myelodysplasticky syndrom, akutni myelogenni leukémie, nehodgkinskd nemoc) a pacienti
s akutnim rendlnim selhanim podstupujici kontinudlni ambulantni peritonealni dialyzu. Za dalsi
stavy spojené s infekci vyvolanou Kocuria spp patii diabetes mellitus, tuberkuldza a dale jsou
K infekci nachylni také pacienti po transplantaci kmenovych bungk, trpici Zlu¢ovymi kameny,
methylmalonovou acidurii a pankreatickymi pseudocystami. Seznam nemoci, béhem kterych
mohou byt zastupci rodu Kocuria identifikovani ve vzorcich (tabulka ¢. 1.). Nejcastéji
identifikovanymi druhy jsou Kocuria kristinae, Kocuria marina a Kocuria rhizophila (Kandi

a kol., 2016; Savini a kol., 2010).
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Tabulka 1 - Vyskyt Kocuria spp. u pacientd s riznym charakterem onemocnéni, (Savini a kol., 2010)

Zastupce Choroba Komorbidita/ rizikovy faktor Odkaz
K. marina zanét pobiiSnice™ kontinualni peritonealni dialyza Lee etal.
(2009)
K. rosea zangt pobiiSnice™ kontinuélni peritonedlni dialyza Kaya et al.
(2009)
bakteriemie souvisejici Hodgkinova nemoc pfi Altuntas et al.
s katetrem transplantaci PBSCD+ (2004)
K. Port-a-Cath ptibuzna Methylmalonova acidurie Becker et al.
rhizophila bakteriémie (2008)
K. akutni cholecystitida Post-laparoskopicka Ma et al.
kristinae cholecystektomie (2005)
Porth-a-Cath piibuzna Karcinom vajeénika Basaglia et al.
bakteriémie (2002)
Rakovina zaludku Lai et al.
(2010)
Syndrom vrozeného kratkého stieva
Hypogamaglobulinémie
Infekéni endokarditida | Ischemické choroba stiev, syndrom Lai et al.
kratkého stieva (2010)
Legenda:

* Predpokladana identifikace (fenotypova charakterizace), ¥ PBSCD kmenové bunky periferni krve
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4. Epidemiologie

Bakterie Kocuria spp. jsou komenzalové lidské kiize a nosohltanu a nachazi se také v padé
a vodé (Altuntas a kol., 2004; Becker a kol., 2008; Lee a kol., 2009; Schumann a kol., 2000;
Zhou a kol., 2008). Bakterie Kocuria aegyptia byla izolovana z alkalického vzorku pudy
v Egypté (Li a kol., 2013). Kocuria marina byla nalezena ve vychodnim Sibifském mofi, kde
je soucasti motského sedimentu (Kim a kol., 2004). Bakterie Kocuria carniphila kolonizuje
maso (Tvrzova a kol., 2004). Kocuria polaris byla nalezena ve vzorku kyanobakterialni rohoze
z rybnika na Antarktidé (Reddy a kol.,2003). Bakterie Kocuria rhizophila a Kocuria palustris
se Casto nachazeji v kufecim mase i pfes to, ze je oSetfeno kyselinou $tavelovou (Becker a kol.,
2008). Kocuria koreensis a Kocuria atrinae byly izolovany z jeotgalu, coz je tradi¢ni,
fermentovany moisky pokrm. Obé bakterie byly nalezeny v Korei stejné jako Kocuria salsicia,
Kocuria gwangalliensis (Park a kol., 2010 a, b; Seo a kol., 2009; Yun a kol., 2011). V Cing
byla izolovana bakterie Kocuria halotolerans, ktera se nachazela v slané ptid¢ odebrané v lesni
rezervaci (Tang a kol., 2009). Kocuria flava a Kocuria turfanensis byly nalezeny ve vzduchu
v Xinjiang (Zhou a kol., 2008) a Kocuria himachalensis byla nalezena pod ledovcem
v Himalajich (Mayilraj a kol., 2006).
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5. Citlivost na antibiotika

Nedilnou soucasti mikrobiologického vySetieni je stanoveni citlivosti na antibiotika. Rod
Kocuria je citlivy na Sirokospektra antibiotika. Citlivost kmend Kocuria byla dosud hodnocena
dle normy uréené pro rod Staphylococcus. Tyto vysledky vSak zcela neodpovidaji skute¢nosti.
Rada kmenti rodu Kocuria je k antibiotikiim rezistentni z ditvodu schopnosti efluxu nebo
vlivem snizené propustnosti bunééné membrany. Purty a kol (2013) stanovili citlivost 42 kment
Kocuria. Prokazali, ze vSechny kmeny byly citlivé k antibiotikiim amoxicilin/ klavulanat,

ceftriaxon, cefuroxim, doxycyklin a amikacin (Purty a kol., 2013; Savini a kol., 2010).

Efluxni mechanismus byl popsan u Kocuria rhizophila kmene DC2201, kde genom obsahuje
tiinact proteinti, které by se pravdépodobné méli na tomto mechanismu podilet. Efluxni
mechanismem se bakterie brani zaniku. Katalyzuje se aktivni transport antibiotik
z intracelularniho prostoru do okolniho prostfedi buiiky. Timto mechanismem tedy dochazi
k zamezeni hromadéni antibiotik uvnité buiiky, tim dojde ke snizeni koncentrace antibiotik,
a tedy i1 ke sniZeni jejich uc¢inku. Efluxni mechanismus se zaroven podili na vylu€ovéani
toxickych organickych slou¢enin a metabolickych zplodin z bunky (Savini a kol, 2010;
Raunerova, 2016).

Rod Kocuria ma riiznou vnimavost K p —laktamovym antibiotiktim, chinolonim, linkosamidtm
a kotrimoxazolu. Zatim nebyla prokazana rezistence ke glykopeptidim, streptograminiim,
kyselin¢ fusidové, rifampicinu nebo linezolidu. Neocekavané byla popsana citlivost
k polymyxinu. Na toto antibiotikum je pfevazna vétSina gram pozitivnich bakterii rezistentni.
Citlivost rodu Kocuria K antibakterialnim 1é¢ivim je neobvykla. Jednotlivé citlivosti na
antibiotika (tabulka ¢. 2.) (Savini a kol.,2010).

Stackebrandt (1995) uvadi, ze vétsina kmeni Kocuria varians vykazuje rezistenci k témto
antibiotikim: tetracyklinu, chloramfenikolu, erythromycinu, oleandomycinu, streptomycinu
a penicilinu G. Tato rezistence neni zahrnut v tabulce (Savini a kol., 2010).
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Tabulka 2 — Citlivost rodu Kocuria na antibakterialni 1é¢iva, (Savini a kol., 2010)

Antibiotika K. K. K. K. flava/ K. K. K. K.
varians kristinae rosea K. marina | polaris rhizophila palustris
turfanensis
Gentamicin S*
Amikacin (S)
Kanamycin (S) (S) (S) (S) (R) (S)
Neomycin (S) (S) (S) (S)
Streptomycin (S) (S) (S) (S)
Nespecificky (S) (S) (S) (R)
polymyxin/
polymyxin B
Colistin (R)
(polymyxin E)
Vankomycin St S*T4§ ST S*t (S) St St
Penicilin St S*i+ ST S*/R¢ (S) St St
G/benzylpenicili
n
Ampicillin/ ST St# ST S) S*t (S) St St
Amoxicillin
Ampicillin- St St St S* St St
sulbactam
Meticillin/ (S) ST§/R# S) St
oxacillin
Cloxacillin S*
Cefalexin St St St St St
Cefuroxim (S)
Cefoperazon S+ St St (S) St St
Cephazolin (S)
Cefotaxime (S)
Tetracyklin (S) (S) (S) S* (S)
Chlortetracyklin (S)
Erythromycin St S*i§t St (S) S*t (S) St St

Legenda:

*agarova metoda NCCLS / CLSI (interpretacni kritéria pro stafylokoky), T agarova metoda NCCLS / CLSI (nejsou

uvedena zadna kritéria), + BD Phoenix (interpretaéni kritéria pro stafylokoky), § bioMe rieux Vitek/Vitek 2 (nejsou

uvedena 7adn4 kritéria), S — citlivy, R — rezistentni, S — stiedni citlivost, polozky v zévorce — neexistuji metody

testovani citlivosti,

Za hlavni kritérium pro piedbéznou fenotypovou identifikaci lze pouzit odolnost vici

nitrofurantoinu, furazolidonu a lysostafinu a citlivost na bacitracin. Kmeny kocurii citlivé

k témto antibiotikiim Ize odlisit od stafylokok, které jsou rezistentni k bacitracinu a lysozymu.

Zajimavé je, ze se skupiny aminoglykosidi je rezistentni hlavné ke kanamycinu.
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Aminoglykosidy jsou baktericidni antibiotika, jejiz praktické pouziti klesa. Nejvice se pouzivaji

v kombinaci s B-laktamy (Bednat, 1996; Kandi a kol., 2016; Savini a kol., 2010).
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6. Laboratorni identifikace

Identifikace bakterii rodu Kocuria prostiednictvim biochemickych metod je velmi obtizna,
protoze tyto bakteric vykazuji velkou biochemickou variabilitu mezi jednotlivymi druhy.
Reaguji odlisné na bézné laboratorni identifikacni testy jako je test na vyuziti oxidazy, amylazy,
zelatinazy, fosfatazy, ureazy a citratu. Rizné druhy bakterii rodu Kocuria také odlisné reaguji
na testy odhalujici vyuziti inulinu, arabinosy, kyseliny N-acetyl-a-glutamové a na reduk¢ni
testy. Bakterie obvykle nefermentuji manitol a na test prokazujici volnou a vazanou koagulazu.
Hlavni nevyhoda v identifikaci zastupct rodu Kocuria je nutnost pouziti metod, jako je 16S
rRNA a MALDI-TOF-MS. Bakterie tohoto rodu vykazuji podobnosti s jinymi patogeny, a to
hlavné s koagulaza negativnimi stafylokoky (Kandi a kol., 2016; Savini a kol., 2010, Moreira
a kol., 2015).

6.1. Mikroskopicky priukaz

Baterie rodu Kocuria jsou gram pozitivni koky, které vytvareji pary, tetrady, klastry, baliky,
kratké fetizky nebo jednotlivé buiiky. V preparatu zhotoveném z kontaminovaného materialu
Ize v zorném poli vidét tmaveé obarvené abnormalné velké koky, které v ptipad¢ stafylokokt

nebo mikrokoki viditelné nejsou (Kandi a kol., 2016; Savini a kol.,2010).

vvvvvv

vyuzivana pii zdkladnim urCovani rodi a druht bakterii. Tuto metodu zavedl dansky
bakteriolog Ch. Gram v roce 1884, ktery objevil, Ze bakterie 1ze rozd¢lit do dvou skupin podle
schopnosti udrzet si barvivo v pfitomnosti alkoholu nebo acetonu. Barveni dle Grama se
provadi u fixovaného preparatu. V prvnim kroku se pouziva krystalova violet, kterd obarvi
bakterie do fialova. Nasleduje krok, ve kterém se pouZiva roztok jodu nebo Lugoliv roztok
a vznika tak nerozpustny komplex, barvivo — jod, ktery lze z nékterych bunck urcitych rodi
a druhlt mikroorganismt vyplavit prostfednictvim ethanolu nebo acetonu. Tyto latky
dehydratuji proteiny a rozpousti lipidy bunééné stény. Sténu G* bakterii tvoii silna
peptidoglykanova vrstva diky které zistavaji bakterie pii barveni dle Grama zbarveny fialov¢.
Komplex krystalova violet — jod z nich totiz nelze zcela odplavit alkoholem. U G bakterii,
které maji tenkou vrstvu peptidoglykanu dochazi k vyplaveni komplexu krystalova violet’ —jod.
A pro mikroskopii jsou bunééné stény téchto bakterii dobarvovany karbolfuchsinem nebo

safraninem. Proto jsou G™ bakterie ¢ervené nebo ruzové (Kana a kol.,2010; Purevdorj,2011).
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6.2. Kultivace

Bakterie rodu Kocuria jsou mezofilni, coz znaci schopnost ristu v rozmezi 22 az 37 °C. Mnoho
zastupcil tohoto rodu ma zvysenou toleranci k vysokym koncentracim soli a to az 15 % chloridu
sodného, avsak nepotiebuji ho pro samotny rast. Bakterie rodu Kocuria rostou na béznych
kultiva¢nich mediich a jsou kultivovany acrobné pii 37 °C. Piikladem vhodného média je agar
sberani krvi, kde Kocuria rostou v rizné barevnych kolonii. Barva kolonii zavisi na
charakteristickych vlastnostech jednotlivych druhii (Moreira a kol., 2015; Savini a kol.,2010;
Sedlacek a kol., 2007; Seung a kol., 2004).

Kocurie spp. na krevnim agaru nevytvaieji hemolyzu na rozdil od vétsSiny klinickych izolatl
stafylokoka. Po kratké inkubacni dob¢ vytvari obvykle kolonie, které jsou bélavé, malé, kulaté,
vyvysené, konvexni a 2—-3 milimetry velké. Pfi dlouhodobé inkubaci vyristaji bakterie rodu

Kocuria ve Zlutych koloniich (obrazek ¢. 9.) (Kandi a kol., 2016).

Obrazek 9 - Zluta pigmentace kolonii rodu Kocuria spp. na KA po 24 hod. aerobni kultivaci

(Kandi a kol., 2016)

Mikroskopické a kultivaéni vlastnosti charakteristické pro jednotlivé zastupce jsou shrnuty
Vv tabulce (tabulka ¢. 3.) (Savini a kol., 2010).
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Tabulka 3 — Morfologie bakterialnich bunék rodu Kocuria a charakter rtistu na krevnim agaru s ovéi krvi, (Savini

a kol., 2010)
Druh Primér bunek Uspotradani Charakteristika kolonii Rustova
bunék teplota
K. rosea 1-1,5um pary, tetrady a hrozny hladké nebo hrubé, mirné konvexni, 25-37°C
oranzové, ¢ervené nebo ruzové
K. varians 0,9-1,5 um Samostatné, tetrady, mirné konvexni, hladké a lesklé, nebo 22-37°C
nepravidelné seskupeni hrubé a matné, pokréené a suché, zluté
tetrad, balicky
K. kristinae 0,7-1,1 um Tetrady, hrozny tetrad crenate nebo celé, hladké nebo hrubé, 25-37°C
konvexni, svétlé krémové az svétle
oranzové
K. flava - - zluté 28-45°C
K. turfanensis - - zluté — oranzové 30-40 °C
K. carniphila 1,5 um pary, tetrady Konvexni, matné, zluté — oranzové 28-37°C
K. marina - pary, tetrady, hrozny zluté — oranzové 4-43 °C
K. salsicia 1,0-1,5 um - kruhové okraj a neprtihlednymi kraji, 15-37°C
citronove zluta
K. holotolerans 0,6 — 1,0 um - kruhové, mirné konvexni, hladké, 10-37°C
matné, svétle zluté
K. atrinae 1,0-1,5um - kruhové, hladké, matné, svétle zluté 25-37°C
K. 0,612 um pary hladké, konvexni, rizové az oranzové 10-37°C
gwangalliensis
K. koreensis 1,0-1,5um - kruhové, hladké, matné, svétle 15-37°C
krémov¢ a svétle zluté
K. palustris 1,0-1,5um pary, tetrady, bali¢ky hladké s nepravidelnymi hranami, 5-30°C
(vzéacné 2,0 svétle zluta
pm)
K. rhizophila 1,0-1,5 um pary, tetrady, balicky hladké s nepravidelnymi hranami, 10-40°C
(vzacné krémové, matné, Zluté az oranzové
2,0pm)
K. 1,0- 1,5 um pary, tetrady, hrozny Cervené aZ oranzové 20-37°C
himachalensis
K. polaris 1,0-1,5 um pary, tetrady, hrozny hladké, mukoézni, jednotné okraje, 5-30°C
prihledné, Zluté az oranzové
K. aegyptia 0,8-1,1 um pary, tetrady, hrozny mirné konvexni, neprihledné, rizové 20-40°C
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6.3. Systém Vitek 2 (bioMe'rieux)

Jedna se o automatizovany, propojeny systém na bakteridlni identifikaci a testovani citlivosti.
Systém Vitek 2 (bioMe'rieux) pouziva k identifikaci technologii zaloZenou na fluorescenci,
ktera v mikrodesti¢kach z tenkého plastu detekuje riist bakterii a metabolické zmény na zakladé
rizného obsahu antibiotik nebo biochemickych substrati. Tento systém se skladd z plnici
utésnovaci jednotky, Ctecky, inkubatoru, pocitacem fizeného modulu, datového terminalu
a tiskarny. Se zavedenim systému Vitek 2 (bioMe'rieux) do mikrobiologické laboratofe vzrostl
pocet klinickych izolati rodu Kocuria. Tento rod vSak mize byt zaménovan s koagulaza
negativnimi stafylokoky (CNOS). Ve studii Ben-Ami (2005) byla pouzivana gram pozitivni
identifikacni karta Vitek 2 ID GPC (bioMe'rieux, Marcy I'Etoile, Francie) a upozornuje, ze by
vétsi pocet klinickych vzorkt s obsahem rodu Kocuria spp. mél zvysit podezieni na infekce
vyvolané CNOS. Vyuzivala vsak systém Vitek 2 ID GPC gram pozitivni identifika¢ni karty.
Ve studii provedenou Boudewijns a kol. (2005) méli podobné zkusenosti s kartou Vitek 2 ID
GPC, ale nova gram pozitivni identifikacni karta Vitek GP a databaze, ktera byla zavedena
bioMe'rieux umoznuje identifikaci dalSich taxonil. Varuje vSak, Ze se hodnoceni vztahuje pouze
K nejcastéjsim gram pozitivnim kokiim a je doporuceno dal§i zhodnoceni vzacnych taxond.
Tato studie na zdklad¢ svého vyzkumu tvrdi, Ze je mozné podle nové karty GP v systému Vitek
2 spolehlivé identifikovat Kocuria kristinae a mize jejim pouzivanim Vv rutinni mikrobiologické
laboratofi vést k lepSimu pochopeni patogenity tohoto druhu. Spravna identifikace rodu stejné
jako chybna identifikace Kocuria dle Vitka, Vitka 2, API a identifika¢nich bodid BD (tabulka
¢. 4.) (Ben-Ami a kol.,2005; Boudewijns a kol.,2005; Garcia-Garrote a kol.,2000).
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Tabulka 4 - ldentifikace druhii rodu Kocuria podle systému Vitek, Vitek 2, API a identifika¢nich systémi BD,
(Savini a kol., 2010)

Molekularni | Vitek 2 Vitek API Phoenix
ID
K. marina K.varians, K. kristinae - K. kristinae, K.
Staphylococcus | varians
chromogenes
K. K. varians, K. rosea, Staphalococcus - -
rhizophila Dermacoccus auricularis,
nishinomiyaensis, Staphylococcus
Micrococcus luteus, K. capitis
kristinae
K. kristinae K. kristinae - K. kristinae K.
kristinae
Legenda:

*|D, identifikace

6.4. Molekularné biologické metody

DNA hybridizace je metoda pro objasnéni vztah mezi piibuznymi kmeny a druhy. Podobny
potencidl jako DNA hybridizace maji sekven¢ni analyzy genli kodujici rRNA a urcitych
proteind. Sekvenc¢ni analyza 16S rRNA s nekterymi omezenimi umoziuje stanovit zda jsou
taxony fylogeneticky homogenni. Pokud ne, jsou chybné klasifikovany a patii do rozsahlého
hierarchického systému. Primarni struktura 16S rRNA je vysoce konzervativni, proto druhy
které maji 70 % nebo vy$si podobnost DNA maji vétSinou vice nez 97% sekvencni identitu.
Tyto 3 % nejsou rovnomérné rozptylené podél primarni struktury. Soustied’'uji se hlavné
v uréitém hypervariabilnim prostoru. Pozice hypervariabilniho prostoru je specificky taxon,
u kterého je nutné urcit sekvence kompletnich molekul pomoci sekvenéni analyzy. Tyto rozdily
by mohli byt pouzity jako méfitko fylogenetické vzdalenosti mezi kmeny. 16S rRNA analyza
je nejcennéjSim piispévkem polyfazického pristupu k bakterialni klasifikaci. Tato analyza je
velmi uziteéna pii rozhodovani o tom, zda je nutné provést reasociaci DNA. (Stackebrandt

akol., 1994).

V této studii byly pouzivany dva bakterialni kmeny Kocuria spp., které byly 1. ledna 2007

izolovany Vv tovarné na tpravu vody Fawa v Kafr EIShakhe — Egypt z ¢erstvé vody Rasheed
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u pobrezi feky Nil. Sekvence DNA byly izolovany z purifikovanych izolatu dle Sambrook
a kolektiv (1989). V této studii byl k amplifikaci fragmetu 16S oblasti rRNA pouzit jako predni
primer 5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3" a jako reverzni primer byl pouzit
5"TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’. Takto PCR amplifikované fragmenty byly
purifikovany a sekvencovany. Na zaklad¢ vysledki provedené analyzy byly experimentélni
bakterialni izolaty zaclenéni do rodu Kocuria a sekvence byly ulozeny v GenBank (El-
Sharouny a kol., 2013).

Genomova analyza pomoci sekvenovani 16S rRNA je nutna pro spravnou charakterizaci na
urovni rodu a druhu. Pouziti metody PFGE je uzitecné pro potvrzeni klonality riiznych izolatl

(Savini a kol, 2010).
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7. Terapie

Mezi moznosti 1éCby patii terapie antibiotiky, avSak u této terapie nebyla dosud definovana
spravna 1é¢ba pro infekce vyvolané rodem Kocuria a to i pies to, Ze tento rod vykazuje
zvysSenou nachylnost k vétSiné antibiotikiim. Szczerba (2003) navrhuje amoxicillin/ klavulanat
spole¢né s ceftriaxonem, cefuroximem, doxycyklinem a amikacinem jako 1é¢bu prvni linie
u mikrokokalnich patologii. Doba 1écby se odviji od charakteru onemocnéni. Lécba bakteriémii
zpusobenych kocuriemi je doporucovana po dobu 10 az 14denni podani. U pacientl se
zavedenymi katetry je doporuceno jeho odstranéni, a to v ptipadech kdy je predpokladem, ze

tvorba biofilmu bude mit patogenni roli (Savini a kol., 2010).

Infekce druhem Kocuria varians zptsobujici absces mozku byla odstranéna chirurgickym
zakrokem a naslednou kombinovanou 1é¢bou pomoci cefalosporinii tfeti generace. Kdy byly
cefalosporiny podavany intravenozné a poté peroralné. Podle této studie by tento postup mohl
byt standartni terapii pfi abscesu mozku zpisobeném Kocuria varians. Cefalosporiny tfeti

generace byly zvoleny vzhledem k diagnoze (Tsai a kol., 2010).

Pacientovi s recidivujici Hodgkinovou nemoci byl implantovan zilni katetr. Po tfech dnech
hospitalizace se u pacienta objevila vysoka teplota, tachykardie a zrychlené dychani. Byla
zahajena 1écba intravendznim imipenem / cilastatinem 2 gramy / den a amikacinem 1 gram /
den. Kultury odebrané z katetru byly identifikované jako Kocuria rosea. Testy citlivosti na
antibiotika prokazaly citlivost na ampicilin, erythromycin a vankomycin. Lécba pomoci
imipenemu a vankomycinu nebyla Gspé$na a v kulturach katetru byl nalezen masivni rist
Kocuria rosea. Zavérem této studie je ze bakterie rodu Kocuria rosea mohou zpisobovat
infekce katetru a v prvnim kroku 1é¢by by tedy mélo dojit k odstranéni katetru a nasledné by
m¢éla byt zahajena 1é¢ba antibiotiky (Altutans a kol., 2004).

V soucasné dob¢ je velmi malo znamo o antimikrobialni odolnosti Kocuria spp. a navic nebyl
definovany zadny obecné piijatelny terapeuticky rezim pro zavazné infekce (Moissenet a kol.,
2012).
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8. Zaveér

Cilem bakalaiské prace bylo zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se bakteridlnim rodem

Kocuria.

Tento rod byl pavodné fazen mezi bakterie rodu Micrococcus, ze kterého byl na zakladé
fylogenetickych a chemotaxonomickych analyz vyfazen a nyni patii do celedi
Micrococcaaceae. Bakterie tohoto rodu se bézné vyskytuji na lidské kuzi, orofaryngu, ve vodé
a v pudé. Kvili chybné identifikaci, kdy byva rod Kocuria identifikovan jako koagulaza

negativni stafylokok jsou infekce zplisobené témito bakteriemi povazované za vzacné.

Bakterie rodu Kocuria jsou gram pozitivni striktné aerobni koky, které se vyskytuji ve
dvojicich, kratkych fetizkach a tetradach. Tyto bakterie jsou katalaza pozitivni. Oxidaza
a koagulaza negativni. Test na produkci acetoinu a indolu je negativni. Bakterie rodu Kocuria

jsou citlivé na Sirokospektra antibiotika, avSak citlivost je hodnocena dle norem pro

stafylokoky.

Na zivnych ptidach rostou kolonie v barvach rGzové, zluté, Cervené, smetanové a netvori
exopigmenty. Barva kolonii zalezi na vlastnostech jednotlivych druht.. Bakterie rodu Kocuria

na krevnim agaru netvoti hemolyzu.

Vzhledem k velké fenotypové variabilité se obtizné identifikuji prostfednictvim biochemickych
vlastnosti. Bakterie rodu Kocuria se také vyznacuji schopnosti adheze a schopnosti ménit
morfologii kolonii. V souvislosti stémito a dal$imi vlastnostmi je znacéné ovlivnéno

epidemiologické Setieni a pochopeni patogenni role tohoto rodu v klinickych izolatech.
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