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ANOTACE

Bakalafska prace se zabyva bakteriemi rodu Enterococcus a infekcemi, které zpiisobuji.
V préci je shrnuta historie enterokokl, taxonomie, morfologie, biochemické vlastnosti a faktory
virulence. Rovnéz je popsana laboratorni diagnostika enterokokti. Pozornost je také vénovana

problematice antibiotické rezistence.
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TITLE
Enterococcal infections

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with bacteria of the genus Enterococcus and infections that
cause. The thesis summarizes the history of enterococci, taxonomy, morphology, biochemical
properties and virulence factors. It also describes the laboratory diagnosis of enterococci.
Attention is also paid to the issue of antibiotic resistance.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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UvVoD

Enterokoky jsou bézn¢ pritomné gram-pozitivni bakterie ve sttevni mikrofloie ¢loveka.
Nicmén¢, pokud se dostanou do nevhodného prosttedi nebo kdyZ je oslaben imunitni systém
hostitele, mohou zptsobit infekce s rliznou zavaznosti a komplikacemi. Tyto bakterie jsou
znamé svou schopnosti vykazovat rezistenci vii¢i mnoha antibiotikiim, coz vazn¢ komplikuje
1é¢bu jejich infekei.

Tato bakalarskéa prace si klade za cil poskytnout uceleny ptehled o enterokokovych
infekcich, zahrnujici jejich epidemiologii, patofyziologii, klinicky pribéh a moznosti 1écby.
Dale se zaméfuje na aktualni trendy v diagnostice enterokokovych infekci pro jejich prevenci.
Vzhledem k rostouci rezistenci enterokokii vii¢i 1é¢iviim je dalezité neustale vyvijet nové
ptistupy k jejich kontrole.

Prvni c¢ast prace detailné popisuje charakteristiku enterokokti, jejich vyskyt
Vv prirozeném prostiedi ¢loveka a faktory, které ovliviuji jejich virulenci.

Druha ¢ast se zabyva klinickym vyznamem enterokokovych infekci, véetné typickych
syndromd, které mohou vyvolat, a faktorii ovliviiujicich jejich vyskyt.

Zaveérecna cast se veénuje souCasnym strategiim diagnostiky, 1é€by a prevence
téchto infekci. Tato prace piispiva k hlubSimu porozuméni problematiky enterokokovych
infekci a poskytuje relevantni informace pro lékafskou praxi a vefejné zdravi, s dlirazem

na jejich potencialni zadvaznost a rostouci vyzvy v oblasti 1é€by.
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1 Charakteristika rodu Enterococcus

Rod Enterococcus zahrnuje grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, které jsou
ptirozenou soucasti stievni mikroflory lidi a zvifat. Jsou kulovitého tvaru (koky) a casto
se vyskytuji ve dvojicich nebo kratkych fetézcich. Enterokoky jsou schopné pfezit v riznych
prostiedich, vcetné vysoké koncentrace soli, teplotnich extrémi a Sirokého rozmezi

pH (Selleck, 2019; Lebreton, 2014).

1.1 Historie

Enterokoky jsou bakterie, které dnes zndme jako bézné obyvatele lidského stfevniho
traktu. Poprvé je popsal Thiercelin (1899). Ve svém vyzkumu identifikoval grampozitivni
diplokoky, které se bézné nachazely v gastrointestindlnim traktu, a navrhl pro né oznaceni
"Enterocoque” zdiraziujici stievni piivod. Déle bylo prokézano, ze miize pronikat do krevniho
fecisté a zpusobit zdvazné zdravotni komplikace. MacCallum a Hastings (1899) popsali tmrti
37letého pacienta na sepsi spojenou s endokarditidou. Mikroorganismus, ktery prokazali
pojmenovali Micrococcus zymogenes dnes oznacovany jako Enterococcus faecalis. Pacientovi
se darilo stale hif, a pies veskerou snahu 1ékait, se infekce rozsitila natolik, Ze jeho stav se stal
kritickym. Endokarditida vedla k tézkému posSkozeni srdce a vedla ke smrti pacienta.
MacCallum a Hastings (1899) ve svém hlaseni podrobné popsali, jak pfitomnost téchto
enterokokil prispéla ke zhorSeni pacientova stavu, a nakonec k jeho imrti. Tento pfipad byl
jednim z prvnich, ktery ukazal, jak nebezpecny miZe byt enterokok, kdyZz opusti stfevo
a infikuje jiné casti téla (Selleck, 2019; Lebreton, 2014).

V roce 1906 pouzili Andrewes a Horder (1906) jméno Streptococcus faecalis k popisu
organismu, ktery pochazel z fekalnich zdrojii a mél schopnost srazet mléko. Nazev "faecalis”
byl zvolen proto, aby zduraznil, ze tento streptokok je charakteristicky pro stfevni prostfedi.
Vroce 1937 Sherman (1937) navrhl systém, ktery rozd€loval streptokoky do Ctyf
skupin: pyogenni, viridans, mlé¢né a enterokoky. Mikroorganismy se dé¢lily do skupin podle
vyskytu, rhstovych vlastnosti a citlivosti k vnéjsim vlivim. K rozdé€leni enterokokil
a streptokoki do dvou rodi doslo v 60. letech 20 stoleti (Lebreton, 2014).

Vroce 1970 navrhl Kalina (1970) vytvofeni taxonu Enterococcus na zakladé
bunéné¢ho usporadani a fenotypovych charakteristik druhi ve skupin€ enterokok.
Ale formalné byl tento rod pfijat az v roce 1984, kdy dva objevitelé Schleifer a Kilpper-Balz
(1984) poskytli geneticky dukaz o tom, ze se S. faecalis a S. faecium od ostatnich ¢lenti rodu
Streptococcus 1isi. V roce 2002 uz byl rozsahly piehled o existenci 23 odlisnych druhi rodu
Enterococcus (Schwartzman a kol., 2023).
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1.2 Zakladni rozdéleni enterokokt

Enterokoky jsou bakterie, které jsou znamé svymi schopnostmi mlééného kvaseni.
S vice nez 50 druhy je tento rod tfeti nejvétsi v rdmci bakterii mlécného kvaseni, za rody
Lactobacillus a Streptococcus. Rod Enterococcus se vyznacuje zna¢nou rozmanitosti a jeho
klasifikace byla postupné zpiesiovana pomoci modernich molekularnich technik, jako je
sekvenovani 16S rRNA a DNA-DNA hybridizace. Tyto bakterie jsou pfirozenou soucasti
mikrobiomu mnoha organismd, véetné lidi, a ¢asto se nachazeji v gastrointestinalnim traktu.
V tabulce 1 jsou popsany druhy a vyskyt enterokokti. Enterokoky se vyskytuji i v prostiedi,
coz je divodem, pro¢ se nékteré druhy povazuji za indikatory fekalni kontaminace (Braiek,
2019).

Tabulka 1 Seznam druhii enterokokii

Upraveno dle: (Torres a kol., 2018)

Druh Vyskyt Druh Vyskyt | Druh Vyskyt
E.faecium Clovek E.faecalis Clovék | E.casseliflavus Pida
E.ratti Krysa E.haemoperoxidus | Voda | E.cecorum Kuie
E.durans Mléko E.silesiacus Voda | E.columbae Ptaci
E.hirae Prase,kufe | E.moraviensis Voda | E.saccharolyticus | Mléko
E.mundtii Rostliny | E.caccae Clovek | E.italicus Syry
E.villorum Prase E.termitis Termiti | E.sulfureus Rostliny
E.thailandicus Ferment | E.quebecensis Voda | E.gallinarum Slepice
E.phoeniculicola | Ptaci E.asini Osel E.aquimarinus M. voda
E.dispar Clovek E.canintestini Pes E.canis Pes
E.pallens Clovek E.raffinosus Clovék | E.avium Clovek
E.hermanniensis | Pes E.gilvus Clovék | E.devriesei Skot
E.malodoratus | Syry

Poznamka: E. — Enterococcus
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V roce 2018 rod Enterococcus obsahoval ptes 50 druhd a mezi nejvyznamnéjsi pattily
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Tyto druhy jsou celosvétové povazovany jako
nejrozsifenéjsi nozokomialni patogeny. Byly také jako jedny z prvnich detekovany v lidském
stteve. Mezi nejnovéjsi druhy v roce 2023 ptibylo osmnact novych enterokok, kteti se zatazuji
do celkového poctu rodu Enterococcus. Mezi né¢ zarfazujeme E. clewelli, E. dunnyi,
E. courvalini, u kterych je hostitel africky $vab. Dalsi hostitel, ktery ovladl rod je vazka,
atak vznikl E. ikei, E. lemimoi, E. palustris. Také Zelva jako hostitel u E. moelleringi,
E. ferrettii, E. murrayi, E. testudinum. A dalsi druhy, u kterych je hostitel motyl, kuie ¢i krocan
je E. willemsii, E. leclercqi, E. mangumii, E. huntleyi (Schwartzman a kol., 2023).

1.3. Morfologie bakterialnich bunék a antigenni struktura

Enterokoky jsou typem grampozitivnich bakterii, které maji kulovity nebo vejity tvar
a obvykle se vyskytuji v parech nebo fetézcich. (Lebreton, 2014). Buiky enterokokl nejsou
schopné tvofit spory a nejsou pohyblivé. Enterokoky reaguji pozitivné s antisérem skupiny
D dle Lancefieldové, coz je jedna z kli¢ovych vlastnosti, ktera je odliSuje od jinych bakterii.

Tato reakce pomaha pfi jejich identifikaci v laboratornich testech. (Sedlacek a kol.,2013).

1.3.1 Bakterialni sténa

Grampozitivni bakterie maji bunéfny obal slozeny pievazné z peptidoglykanu.
Na rozdil od gramnegativnich bakterii, které maji vné&j$i membranu tak maji grampozitivni
bakterie siln&j$i vrstvy peptidoglykanu, coZ jim poskytuje dodatecnou strukturu a ochranu.
Ptipojeny k peptidoglykanovym vrstvam jsou teichoové kyseliny, coZ jsou dlouhé aniontové
polymery, které hraji roli v pevnosti bunécné stény 1 v patogenezi. Existuji dvé hlavni podtiidy
teichoovych kyselin, a to lipoteichoové kyseliny, které jsou pfichyceny k lipidim ve vnitini
membrané a sténové teichoové kyseliny, které jsou kovalentné spojené s peptidoglykanem.
Kromé té€chto struktur vylucuji grampozitivni bakterie 1 dal$i glykopolymery, zndmé jako
exopolysacharidy. Tyto exopolysacharidy jsou dlouhé fetézce, které se propojuji a vytvareji
biofilm, ochrannou vrstvu, ktera pomdha bakteriim pfilnout k povrchlim a branit se vnéjSim

vlivim, v¢etné antibiotik a imunitnich bun¢k (Rajagopal, 2017).
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1.4. Faktory virulence

Enterokoky hraji hlavni roli v lidském téle diky mnoha faktorim virulence spojenych
s tvorbou bunééné stény, zelatinazy, enterokokového povrchového proteinu, tvorby biofilmu
a agregacni latky (Farahani, 2016). Faktory virulence se podileji na pfichyceni k hostitelskym
bunkam nebo proteinim jako je extracelularni matrix a podileji se také na imunitnim Gniku

(Abril a kol., 2022).

1.4.1 Agregacni latka

Agrega¢ni latka je velky povrchovy protein produkovany bakterii E. faecalis, ktery hraje
klicovou roli v bakteridlni agregaci neboli shlukovani. Tato schopnost agregace muiize byt
pro bakterie uzitecna, naptiklad pii tvorbé biofilmi nebo pienosu genetického materialu.

Dosud byly identifikovany tii rizné typy agregacni latky: Asal, Ascl10 a Aspl. Kazdy
z téchto proteinli je kodovan vlastnim konjugovanym plazmidem, coz je maly kruhovy
fragment DNA, ktery miize byt prenaSen mezi bakteriemi. Plazmidy, které koduji tyto proteiny,
jsou oznacovany jako pADI1, pCF10 a pPDI, v tomto pofadi. Tyto plazmidy umoznuji
bakteriim sdilet genetickou informaci a mohou hrat vyznamnou roli v Sifeni faktorti virulence
nebo rezistence vii¢i antibiotikim. Schopnost enterokokli pfendset takové plazmidy pfispiva
K jejich adaptabilité a odolnosti, coz muze predstavovat vyzvu zejména v klinickém prostiedi,
kde mohou zpusobovat vazné infekce a podporovat Sifeni rezistence vuéi lékim (Madsen
akol., 2017). Ascl0, také znamy jako agregacni faktor, je nejpouzivanéj§im z agregacnich
proteinll a je kodovan plazmidem pCF10, ktery se vylucuje v krevnim fecisti savci. Tento
faktor pomaha bakteriim pfilnout nejen k jinym bakteriim, ale také k eukaryotickym buiikam,
coz prispiva k jejich pteziti a schopnosti vytvaret biofilmy. KdyZ bakterie typu F+ (které maji
plazmidy schopné konjugace) detekuji malé peptidy zndmé jako pohlavni feromony, za¢nou
produkovat agregacni latku Asal na svém povrchu. Tento proces usnadiiuje spojovani bakterii,
coz je zékladni mechanismus, ktery zvySuje jejich rezistenci vici antibiotikim. Kdyz se
agregaCni latka vaze na enterokokovou vazebnou latku, dochazi k shlukovani bakterii,
coZ nejen posiluje jejich odolnost, ale také napomahd tvorbé€ biofilmi. Agregaéni latka hraje
také vyznamnou roli pfi interakci s imunitnim systémem hostitele. Poméha enterokokiim
snizovat aktivitu superoxidu, coz je mechanismus, kterym makrofagy (buniky imunitniho
systému) likviduji patogeny. Diky tomu muze E. faecalis ptezit déle uvniti makrofagi, ¢imz se

zvySuje jeho schopnost zpuisobovat infekce (Schiopu a kol., 2023).
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1.4.2 Zelatinaza

Zelatinaza neboli GelE je extracelularni zinko-metaloprotedza produkovana bakterii
E. faecalis. Tato proteaza je znama svym vyznamnym piispévkem k virulenci bakterii diky své
schopnosti rozkladat rtizné substraty v hostitelském organismu. Mezi tyto substraty patii
kolagen, fibrin, fibrinogen a nékteré slozky komplementu, konkrétné C3 a C3a. Rozpad
téchto klicovych  proteini  oslabuje  strukturu tkdni a mize narusit imunitni
odpovéd’, coz usnadiuje infekci. GelE je Casto oznacovana jako zelatinaza, protoze je schopna
rozkladat zelatinu. Tato zinko-metaloprotedza je jednou ze dvou hlavnich protedz
produkovanych E. faecalis a tou druhou je serinova protedza. Tyto protedzy spolupracuji
na rozkladani raznych bilkovin a zvySuji schopnost bakterie §itit se v hostitelskych tkanich
(Madsen a kol., 2017). Zelatinaza je enzym tvofeny 318 aminokyselinami. Aby se projevila jeji
proteazova aktivita, musi se odstranit 14 C-terminalnich aminokyselin. Regulace produkce
zelatindzy probiha pomoci dvouslozkového systému. Prvni sloZzkou je membranové vazana
histidinkinaza, ktera reaguje na zmény v extracelularnim prostiedi, jako je pH, osmolarita
nebo pFitomnost nebezpecnych latek. Kdyz histidinkinaza detekuje tyto zmény, autofosforyluje
se. Druhou slozkou je reguldtor odezvy, ktery ovliviiuje transkripci DNA, coz vede k bunécéné
odpovédi. Zelatinaza hraje diilezitou roli ve tvorbé& biofilmu, zejména tim, Ze snizuje hladinu
kolagenového adhezniho proteinu, coz pomahd bakteriim pfilnout k jinym bunikam
nebo povrchiim. Adhezni protein je adhezin ukotveny v bunécné sténé a ma kli¢ovou roli
v pfilnavosti E. faecalis k imobilizovanému kolagenu. Kromé toho ma Zelatinaza vliv na enzym
N-acetylglukosaminidazu, ktery se podili na tvorbé extracelularni DNA, coz je dulezity krok
V procesu tvorby biofilmu. Zatimco Zelatinaza stimuluje N- cetylglukosaminidazu, serinova
proteaza funguje jako inhibitor tohoto procesu. N- cetylglukosaminidaza je autolysin,
coz znamena, ze muze rozkladat vlastni bunécnou sténu, coz vede k uvolnovani dalSich slozek
do extracelularniho matrixu, ¢imz podporuje tvorbu biofilmu a zvySuje odolnost bakterii

(Schiopu a kol., 2023).

1.4.3 Enterokokovy fibronektin vazajici protein A

Enterokokovy fibronektin vazajici protein A neboli EfbA je adhezin, coz je protein
nachazejici se na povrchu bakterie E. faecalis, ktery hraje klicovou roli v jejim pfilnuti
k fibronektinu. Fibronektin je glykoprotein, ktery se vyskytuje v riznych ¢astech téla, mimo
jiné i v extracelularnim matrixu srde¢niho endotelu. Kdyz dojde k poskozeni tkané
srdce, napiiklad kvili zanétu nebo poranéni, té€lo zatne reagovat tvorbou srazenin. Fibrin

a krevni desticky se hromadi v misté poskozeni a spole¢né¢ vytvareji sterilni vegetaci, coz je
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forma ochranné vrstvy, ktera ma podportit hojeni. E. faecalis se diky EfbA mize pfipojit
k této vegetaci, coz mu umoznuje kolonizovat poSkozenou oblast. To je obzvlasté
problematické, protoze takové pfilnuti mize vést k vaznym infekcim, jako je
endokarditida, cozZ je zanét vnitini vystelky srdce a srde¢nich chlopni. Porozuméni tomu, jak
EfbA umoziuje bakteriim pfilnout k srdecni tkani, je klicové pro vyvoj novych lécebnych

strategii a prevenci téchto nebezpeénych infekci (Chilambi a kol., 2021, Madsen a kol., 2017)

1.4.4 Pili

Pili jsou vléknité proteinové struktury, které se nachdzeji na povrchu bakterii. Slouzi
jako klicové spojeni mezi bakteriemi a jejich okolnim prostiedim. Diky pilim mohou bakterie
pfilnout k povrchiim, k jinym buitkdm, nebo dokonce k hostitelskym tkanim, coz je zasadni
pro infekéni proces. Studie, které zkoumaly sadu mutantti Ebp coz je soustava gent a proteini
Vv bakteriich ukazaly, ze pro tvorbu té€chto pild jsou nezbytné tfi geny, znamé jako Ebp A, B, C.
Zejména EbpC hraje zasadni roli pfi polymeraci pilt. Tyto pili se stavaji viditelné pro imunitni
systém hostitele, coz spousti imunitni reakci béhem infekce. Vyzkumy také odhalily, Ze mutace
v genovych proteinech EbpA a sortazaC vyrazné omezuji schopnost bakteridlnich kment
vytvaret biofilmy. Biofilmy jsou husté kolonie bakterii, které jsou pfipojené k povrchiim
a obklopené ochrannou matrici, coz je €ini odolngjSimi vici antibiotikim a imunitnimu
systétmu. Tvorba biofilmu je klicova pro dlouhodobé pieziti a Sifeni infekci (Hancock

a kol., 2014, Madsen a kol., 2017).

1.4.5 Hyaluronidaza

Extracelularni hyaluroniddza je enzym, ktery mutze rozkladat kyselinu hyaluronovou,
ktera je hlavni slozkou télniho matrixu. Tato schopnost umoziuje bakteriim poskodit tkanové
struktury a pronikat do hlubSich vrstev hostitelského organismu. V genomu enterokokii byly
nalezeny dva geny, které koduji extracelularni hyaluronidazu, hylA a hylB. Tyto dva geny jsou
nejcastéj$i mezi enterokoky a hraji vyznamnou roli ve schopnosti téchto bakterii rozkladat
kyselinu hyaluronovou, coz je kritické pro jejich patogenitu. Rozpad kyseliny hyaluronové
oslabuje extracelularni matrix, coZ usnadiuje bakteriim §ifeni a miZe vést k vaznym infekcim.
Tato schopnost poSkozovat t€lni matrix déla z hyaluronidazy vyznamny faktor virulence, ktery
muze ovlivnit pribéh bakteridlni infekce a predstavuje klicovy cil pro 1é€bu a prevenci Sifeni

enterokokd (Akter, 2023).
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1.4.6 Cytolysin

Cytolysin je toxin slozeny ze dvou malych peptidi, zndmych jako CylL L (velka
podjednotka a CylL S (mala podjednotka), které maji schopnost pusobit na savéi bunky
I grampozitivni bakterie. I kdyZz jejich toxicita je relativné nizka, projevuje se vyznamnou
termindlni aktivitou vaci témto buitkam. Tyto dva peptidy patii do skupiny ribozomalné
syntetizovanych a posttranslaéné modifikovanych peptidi. Ty jsou odvozeny z prekurzorovych
peptida, které obsahuji dvé klicové ¢asti, a to vedouci N-koncovy peptid a C-koncovy jadrovy
peptid. Vedouci ¢ast ptisobi jako rozpoznévaci motiv pro posttranslaéni modifikaéni enzymy,
které katalyzuji zmény v jadrovém peptidu. CylL_L a CylL_S obsahuji celkem Sestnact
modifikovanych zbytki, které jsou soucasti specifickych struktur, znamych jako lanthipeptidy.
Proces jejich instalace je fizen enzymem CyIM. Tento proces je zasadni pro vytvofeni aktivni
formy cytolysinu, coz umoziiuje témto peptidim plisobit na cilové bunky, narusovat
jejich membrany a zpusobovat bunéénou smrt (Rahman a kol., 2021). Kdyz cytolysin pisobi
Vv prostiedi, dochazi k naruSeni bunéénych membran, coz vede k uvolnéni obsahu buiky,
véetné DNA. Tato extracelularni DNA muze nasledné slouzit jako spoj pii tvorbé biofilmu,

¢imz poskytuje strukturu a stabilitu bakterialnim koloniim (Schiopu a kol., 2023).

1.5 Epidemiologie

E. faecalis je oportunni patogen schopny zapfi¢init infekce, véetné endokarditidy
nebo infekci mocovych cest (Parthasarathy a kol., 2020). Tento rod je znamy svou schopnosti
ptrezit v naronych podminkach, coZ mu umoziuje odolavat rliznym vlivim a také se stat
jednou z hlavnich pfi¢in multirezistentnich nemocni¢nich infekci. Enterokoky maji
pozoruhodnou schopnost vyvinout rezistenci vii¢i antibiotikiim, coz je Cini zvlasté obtizné
1é¢itelnymi v klinickém prostiedi. Tato rezistence je disledkem jejich adaptabilniho charakteru
a schopnosti odolavat nepfiznivym podminkdam, coz je ¢ini nebezpeénymi,
zejména V nemocnicich a zdravotnickych zafizenich (Gaca, Lemos, 2019). K pienosu dochazi
jak kontaktem se zdravotnickym personalem a nezivymi piedméty tak i pfedméty jako jsou
zabradli, nemocni¢ni zavésy a teploméry se sondami do usi nebo klavesnice oSetfovatelské
stanice (Selleck a kol., 2019). Jen v roce 2017 bylo ve Spojenych statech ptiblizné¢ 55 000
infekci vyvolané enterokoky, coz vedlo k 5 400 umrtim. Infekce ve zdravotnickych zatizenich,
jsou vice objevovany u pacienti s oslabenou imunitou (Revtovich a kol., 2021). K infekci
dochazi vétsinou, kdyz enterokoky piekonaji obranyschopnost hostitele a patologické zmény
jsou z ptimé aktivity toxinu nebo také neptimo z poskozeni v disledku zanétlivé reakce (Selleck

akol., 2019).
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1.5.1 Vyskyt

Druhy E. faecalis a E. faecium, se bézné vyskytuji jako stievni komenzalové a jsou ¢asto
lokalizované u lidi nebo zvitat (Revtovich a kol., 2021). Primarni bariérou pro invazi do stfeva
a kolonizaci oraln¢ ziskanymi mikroby je pH zaludku (Selleck a kol., 2019). pH lidského
gastrointestinalnim traktu se muize odliSovat az o Sest fadid od vysoce kyselého prostiedi
spodniho Zaludku az po mirné zasadité prostiedi v distalnim tenkém stievé (Gaca
akol., 2019). Vyzkum ukazal, Ze bakterie rodu Enterococcus maji schopnost piizptsobit
se extrémné kyselym podminkam. Bylo prokazano, ze kdyz jsou vystaveny pH 4,8 po dobu
15— 30 minut, dokézou se chranit pted smrticimi u¢inky extrémnéjSich kyselin pfi pH 3,2. Tento
mechanismus adaptivni reakce umoziiuje enterokokiim piezit v meénicich se kyselych
podminkach. Kromé rezistence vici antibiotikiim ovliviiuji vlastnosti enterokokll i imunitni
faktory. Napftiklad E. faecalis produkuje extracelularni superoxid, coz mize poskodit DNA
bunék v tlustém stieve a zpisobit chromozomovou nestabilitu. To mize vést k lokalnimu zanétu
a naruSeni funkce stfevni sliznice, coz mlze byt spojené s rozvojem karcinomil. Tyto
charakteristiky enterokokil jsou spojovany s onemocnénimi, jako je zanét stiev, Crohnova
choroba nebo ulcerdzni kolitida. Pacienti s témito stavy Casto podstupuji vysetieni stolice,
aby se zjistila pfitomnost téchto bakterii a dal$i markery zanétu (Selleck a kol., 2019).
Pacientim, ktefi uz nékdy byli osidleni mikrobem, a nejen enterokokem néakaza stfev nékdy
viibec nezmizi. Mikroorganismus se vyskytuje v téle fadu mésici a miize se nachazet i v okoli
nakazeného po né&jakou dobu (Bayjanov a kol., 2019). Enterokoky se také nachazeji na jinych
mistech v lidském téle, a to v dutin€ Ustni, na kiizi nebo v Zenském urogenitalnim traktu.

Enterokoky lze prokazat v potravinach, v pidé a ve vodé (Gaca a kol., 2019).
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1.5.2 Prestup ze stieva do krevniho recisté

Enterokoky se piirozené vyskytuji ve stievnim traktu, zejména v tlustém stieve.
Kdyz se premnozi, zvysuje se riziko, ze se dostanou do krevniho fecisté a rozsiii se do dalSich
¢asti t¢la, kde mohou vyvolat infekci. Tento proces, znamy jako enterokokovéa translokace,
mize byt disledkem prechodu bakterii stfevni bariérou (Obrazekl). Nékteré studie dokonce
naznacuji, ze enterokoky mohou byt fagocytovany buitkami ve stievé nebo jinymi bunikami
lymfatického systému, coz jim umoziuje cestovat skrze lymfatické cévy. Pokud se dostanou
do krevniho fecisté nebo do lymfatického systému ve vétSim mnozstvi, mize to zpusobit
infekce, jako jsou abscesy nebo systémové Sifeni bakterii v téle. Bakterie v nizkych hladinach
mohou také proniknout stfevni bariérou a timto zptisobem ziskat ptistup do krevniho fecisté.
Kdyz k tomu dojde, zejména u lidi s oslabenym imunitnim systémem, miiZe to vést k vaznym
infekcim a potencialné Zzivot ohrozujicim komplikacim (Chaguzaa kol., 2023, Selleck
a kol., 2019).

@
Srdeéni chlopné

latra

Kontaminace Zivotniho prostiedi |

Obrdazek 1 Cesty prenosu enterokokii ze stievniho rezervodru hospitalizovaného pacienta

(Upraveno z: https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6629438/)
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2 Onemocnéni vyvolana enterokoky

Infekce zplsobené bakteriemi rodu Enterococcus se nejcastéji  vyskytuji
U hospitalizovanych pacienti. Enterokoky jsou zodpovédné za rizné typy infekci,
vcetné€ infekci mocovych cest, endokarditidy, intraabdomindlni infekce a bakteriémie. Jsou
jednim z nejbéznéjSich patogent zpusobujicich nemocni¢ni infekce (HAI) a zaroven jsou
spojovany s komunitni endokarditidou. Tyto bakterie se snadno izoluji z riznych hostitel, jako
jsou hmyz, savci a bezobratli. Kvili jejich vyskytu u lidi a zvifat je mozné je najit i v domacim
prostiedi, které sdileji lidé a zvirata. Mohou se vyskytovat na rostlinach, ve vod¢ a v pudé.
Piestoze se v téchto prostiedich nachazeji, obvykle se zde nerozmnozuji ve velkém mnozstvi

(Selleck a kol., 2019)

2.1. Bakteriémie

Bakteriémie znamenad, Ze se bakterie dostaly do krevniho obéhu. Tato situace je zavazna,
protoze muze vést k vaznym komplikacim a je spojena s vysokou umrtnosti. Bakteriémie
je jednim z nejéastéjSich zptsobu, jak se infekce §iti po téle, a mize byt predzvésti dalSich
nebezpecnych stavi, jako je sepse nebo infekce srdec¢nich chlopni (Selleck a kol., 2019).
Hlavnim zdrojem bakteriémie zpuisobené enterokoky je urogenitalni trakt, ale infekce mize
také vznikat z intraabdomindlnich oblasti, nebo z infekci m&kkych tkani. Enterokokova
bakteriémie se 1i§i od bakteriémii zpusobenych Staphylococcus aureus tim, Ze enterokoky
obvykle neosidluji vzdalené organy nebo nevytvateji abscesy tak ¢asto jako S. aureus. Piesto
je umrtnost u enterokokové bakteriémie vysoka, dosahuje az 46 %, coz poukazuje na naro¢nost
1écby a vaznost tohoto stavu. Enterokokova bakteriémie je cCastéjsi udruhu E. faecium
nez U E. faecalis, coz mlze byt zpusobeno jak Sifenim bakterie, tak oslabenim imunitniho
systému hostitele. Vyzkumy ukazuji, Ze starS§i pacienti jsou nachylnéjs$i k enterokokové
bakteriémii, zejména pokud maji jiné zdravotni problémy, jako je diabetes mellitus, srde¢ni
onemocnéni, nebo  pokud prosli  chirurgickymi  zakroky  ¢i transplantacemi
(Higuita a kol., 2014).

Studie zkoumaly riizné zdroje enterokokd, od endodontickych onemocnéni
az po translokaci komenzalnich enterokoki v gastrointestindlnim traktu. Vysledky
Casto ukazovaly, ze bakterie mohou pronikat do krevniho ob&éhu prosttednictvim piimych cest,
jako je katetrizace nebo kontaminace zdravotnickych prostfedkti. Existuji také nepiimé cesty,
kde enterokoky kolonizuji mocové nebo gastrointestindlni cesty, coz miize vést k bakteriémii.
Hlavnim problémem spojenym s témito bakteriemi je riziko vzniku endokarditidy, coZ je zanét

vnitini vystelky srdce. Enterokokovéa endokarditida muize byt akutni, s rychlym nastupem,

22


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Selleck%20EM%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Selleck%20EM%5BAuthor%5D

vvvvv

je, ze enterokokova bakteriémie bez endokarditidy je Castéjsi nez ta s endokarditidou. Navzdory
tomu, ze enterokoky jsou béznymi obyvateli Gstni dutiny a jsou také dilezitym faktorem
v endodontickych onemocnénich, nezda se, ze by byly ¢astou pfi¢inou infekci vychazejicich
z Gstni dutiny. To je pozoruhodné, protoze by se dalo ocekavat, ze loZiska v stni dutin€ by byla
spojena s vysSim rizikem infekci. Vyzkum neprokazal, Ze by infekce ustni dutiny byly béznym
zdrojem enterokokovych infekci, coz je zajimavy zavér, ktery vyzaduje dalsi vyzkum

(Barnes a kol., 2021).

2.2. Infekce mocovych cest

Infekce mocovych cest predstavuji celosvétové jedno z nejbéznéjSich onemocnéni
vyvolané bakteriemi napfi¢ vSemi pohlavimi a vékovymi skupinami (Anjum a kol., 2023).
Infekce dolnich mocovych cest, jako jsou cystitida, prostatitida a epididymitida, se vyskytuji
pfedevsim u starSich muzl. Infekce hornich mocovych cest, které mohou zptsobit bakteriémii,
jsou rovnéz ¢astéjsi u starSich muzi a ¢asto jsou spojeny s pobytem v nemocnici. Na odd€lenich
intenzivni péce jsou tyto infekce obzvlasté¢ bézné, Casto kvili nedostate¢nému dodrzovani
zdravotnickych postupit nebo z divodu zavadéni katetrit a dalSich zdravotnickych néstroji
(Higuita a kol., 2014). Infekce mocovych cest jsou jednou z nejrozsitenéjSich zdravotnich
problémi na svéte, postihujici vice nez 404,6 miliont lidi. Bohuzel ptes 200 000 1idi ro¢né
na tuto nemoc umird. Nejvice ohrozeni jsou téhotné Zeny a star§$i muZi. Ackoli Zeny mayji
tendenci tuto infekci prodélat alespoil jednou za Zivot, jejich télo si s ni obvykle poradi 1épe
nez u muzu (Anjum a kol., 2023).

U pacientli, ktefi podstoupili transplantaci ledviny, jsou infekce mocovych cest
nejcastéj§im onemocnénim béhem prvniho roku po transplantaci. Zhruba polovina
téchto pacientil navic vyvine bakteriurii, coZ znamena ptitomnost bakterii v moci. Pokud dojde
ke kolonizaci mocovych cest enterokoky, Casto to vede k symptomatické infekci. Lécba
téchto infekci mize byt slozitd, zeyména vzhledem k omezenym moZznostem 1é¢by antibiotikem
vankomycinem a vysoké mutagenité¢ enterokokll. Z tohoto dfiivodu je klicové zaméfit
se na prevenci a v€asnou l1é€bu, 1 kdyZ pacient nevykazuje zadné ptiznaky.

Asymptomaticka bakteriurie, tedy pfitomnost bakterii v moci bez zjevnych ptiznak,
jebézna a normalni u mnoha lidi. U pacienti, ktefi jsou v nemocnici delsi dobu,
je pravdépodobné, Ze kontrola mo¢i odhali enterokokovou kolonizaci v mocovych cestach.

To zdlraziuje potiebu peclivého sledovani a vhodnych preventivnich opatieni, aby se piedeslo

vaznéjsim infekcim, zejména u pacientli po transplantaci ledviny, ktefi jsou nachylnéjsi
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k infekcim a komplikacim (Selleck a kol., 2019, Anjum a kol., 2023).

Mezi lety 2011 a 2014 byly enterokoky nej¢astéj$§imi grampozitivnimi bakteriemi, které
zpusobovaly infekce mocovych cest spojené s katetrem u nemocni¢ni populace. Tento trend
poukazuje na vyznamnou roli enterokokti v infekcich spojenych s pouzivanim katetra
a zdlraziiuje potiebu zvySené pozornosti pii prevenci a 1é¢bé téchto infekci (Selleck
akol., 2019). Nejucinnéjsim zpusobem, jak zabranit Sifeni infekci spojenych s katetry,
je prevence. To zahrnuje piedev§im minimalizaci zbyte¢né Kkatetrizace a co nejrychlejsi
odstranéni katetrti, jakmile uz nejsou klinicky nezbytné. Studie ukazaly, Ze jednim z efektivnich
preventivnich opatieni je potazeni silikonovych katetri specidlnimi nevyluhovatelnymi
kationtovymi filmy. Tato Gprava dosahuje téméi stoprocentni uinnosti v prevenci infekci
mocovych cest spojenych s katetrem. Dalsi inovativni metodou, jak zabranit tvorbé biofilmu
na katetrech, je pouziti nizkoenergetickych akustickych vIn. Tato metoda pracuje
s piezoelektrickym ovladacem piipojenym ke katétru, ktery vytvaii vibrace o frekvenci
mezi 100 a 300 kHz (kilohertz). Tyto vibrace pomahaji narusit adhezi bakterii na povrchu
katetru a tim zabranuji tvorbé biofilmu. Vzhledem k riziku infekci spojenych s Katetry
nemocnice ¢asto provadéji pravidelnou vyménu katetrti, aby snizily riziko infekce a zajistily
optimalni péci o pacienty. Prevence je kliCova pro snizeni vyskytu infekci a komplikaci

souvisejicich s katetry (Anjum a kol., 2023).

2.3 Akutni pyelonefritida

V roce 2016 byl zaznamenan piipad infekce zpuisobené bakterii Enterococcus hirae
u 78leté pacientky. Tato Zena byla pfevezena do nemocnice s anamnézou fibrilace sini
a chronického onemocnéni ledvin, pticemz vykazovala pfiznaky jako nahlé mdloby, nevolnost
a celkovou slabost. E. hirae je bakterie bézné spojovana s infekcemi u zvitat, zejména u kocek,
potkani a ptakt. U lidi obvykle pronikne do téla pii onemocnéni ledvin nebo béhem
hospitalizace. Znamé ptipady infekci zpisobenych E. hirae zahrnuji infekce nativnich
a protetickych srde¢nich chlopni, spondylodiscitidu, septikémii a akutni pyelonefritidu.
Je pravdépodobné, Ze skute¢ny vyskyt infekci zplisobenych touto bakterii je podhodnocen,
protoze milze byt nespravné identifikovana kvili nedostatecnym testim nebo nespravné
klasifikaci enterokokd na zakladé jejich schopnosti fermentovat cukry (Paosinho
a kol., 2016). Infekce zpusobené bakterii E. hirae jsou u zvifat pomérné bézné, ale pienos
na ¢loveéka je vzacny. Jednim z takovych ptipada byl v roce 2021 57lety muz, pravdépodobné
alkoholik, ktery byl pfevezen do nemocnice s horeckou a zimnici. Zpocatku se lékati

domnivali, Ze se jedna o pfiznaky jaterniho selhani. Pfi vysetfeni pomoci CT (pocitacova

24


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Selleck%20EM%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Codelia-Anjum%20A%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Selleck%20EM%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Codelia-Anjum%20A%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=P%C3%A3osinho%20A%5BAuthor%5D

tomografie) se vsak objevil mirny otok ledvin, a analyza moci nasledné potvrdila pfitomnost
E. hirae. Pacient popiral jakykoliv kontakt se zvifaty, coz ztézovalo urceni zdroje infekce.
Piesto byla bakterie jednozna¢né identifikovana a potvrdilo se, ze zpusobila infekci mocového

traktu (Nakamura a kol., 2021).

2.4 Nitrobrisni infekce

Podle popisu Patricie Mbouche (2023) byla identifikovana bakterie Enterococcus
thailandicus, ktera zptsobila zavaznou infekci nitrobfisnich tkani. Tento pfipad byl
zaznamenan u pacienta s dlouhodobym alkoholismem, ktery utrpél perforaci sigmoidni
divertikulitidy, coz vedlo k fekalni peritonitidé. Oslabeni imunitniho systému, zpisobené
chronickou konzumaci alkoholu, tabdku a konopi, pfispélo k rozvoji této vazné infekce.
Bakterie byla ve vzorku odebraném pfi chirurgickém zakroku a jeji pfitomnost v takovém
kontextu byla poprvé zaznamenana. Tento objev vyvolal otdzky o tom, zda bakterie
E. thailandicus je zpisobena piimo konzumaci alkoholu, nebo zda jeji vyskyt souvisi se ménou
prostiedi, jako je stfevni mikroflora oslabend dlouhodobym zneuzivanim latek. Tento prvni
nalez podtrhuje potiebu dalSiho vyzkumu, aby se 1épe pochopily pfi¢iny a rizikové faktory
spojené s timto druhem (Mbouche a kol., 2023). Peritonitida je zavazna infekce, ktera postihuje
vystelku bfi$ni dutiny, zndmou jako peritoneum. Tato infekce se asto spojuje s onemocnénim
jater, zejména s jaterni cirh6zou, nebo se objevuje u pacientd, ktefi podstupuji peritonedlni
dialyzu. V téchto situacich mohou enterokoky zpiisobit monomikrobidlni infekci, coz znamena,
ze infekce je zplisobena pouze témito bakteriemi. Monomikrobialni infekce zpiisobené
enterokoky mohou byt obzvlasté nebezpecné, protoze tyto bakterie jsou Casto rezistentni viici
antibiotikim a mohou snadno proniknout do bfiSni dutiny, kde zpusobuji zanét a dalsi
komplikace. U pacientl s oslabenym imunitnim systémem nebo jinymi zdravotnimi problémy
muze byt peritonitida zvlasté zavazna a vyzaduje rychlou aucinnou 1é¢bu (Higuita

a kol., 2014).

2.5 Endokarditida

N 24

Endokarditidu zptsobuje nejcastéji druh E. faecalis (Selleck a kol., 2019). Enterokoky jsou
pricinou 5 az 15 % ptipadl infek¢éni endokarditidy, a tato hodnota ziistavd pomérné stabilni
| pfes ménici se trendy v jinych oblastech mediciny. Infekce srdec¢nich chlopni zptisobena
enterokoky se vyskytuje prevazné u starsSich lidi a studie ukazuji, Ze je Cast&ji spojovana s muzi
nez se zenami. Typickym zacitkem tohoto onemocnéni je bakteriémie, kterd nasledné vede

k endokarditidé. Bakterie obvykle pochazeji z gastrointestinalniho nebo genitourinarniho
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traktu. Infekce postihuje pfevazné levou stranu srdce, coZ je obecné Castéjsi nez infekce
na pravé stran¢. Enterokokova endokarditida je vétSinou spojena se zdravotni pécéi, podobné
jako jiné enterokokové infekce. Klinicky je charakterizovana spiSe ptiznaky subakutni infekce,
Casto projevujici se srde¢nim selhanim nez embolickymi pfihodami. Nicméné muze dojit
I kK rychle postupujicimu pribéhu, coz zvysuje riziko komplikaci (Higuita a kol., 2014).

U pacienttli po transplantaci aortalni chlopné je kladen velky diraz na prevenci infeket,
zejména téch zplisobenych enterokoky. Transplantace se provadi ve sterilnim operacnim séle
s vysoce filtrovanym vzduchem nebo s modernimi systémy laminarniho proudéni, které
minimalizuji riziko kontaminace. Pfistup na takové operacni sdly je omezeny, a zdravotnicti
pracovnici pouzivaji standardni chirurgické plast€¢ a rousky. Kromé toho jsou sestry
na operacnich salech dobte vyskolené, aby zajistily, ze postupy jsou dodrzovany a sterilita neni
naruSena. Pokud operace probéhne bez komplikaci a bez kontaminace, pacient je co nejdiive
propustén domd, aby se snizilo riziko infekce v nemocni¢nim prostiedi (Conen a kol., 2021,
Pericas a kol., 2021).

V roce 2021 byla 86letd pacientka ptevezena na pohotovost kviili duSnosti a sipani. Jeji
anamnéza zahrnovala hypertenzi, rektalni karcinom, idiopatickou intersticidlni pneumonii
a chronické onemocnéni ledvin. Rentgen hrudniku ukézal bilateralni intersticialni opacity,
pleuralni vypotek a mirnou dilataci srdce. Po provedeni nékolika testi byla u pacientky
diagnostikovana infekce Enterococcus casseliflavus, ktera byla identifikovana metodou
MALDI-TOF (metoda desorpce/ionizace laserem asistovana matrici-doba letu), tedy
hmotnostni spektrometrie s asistovanou laserovou desorpci/ionizaci na matrici. VVzhledem
k povaze infekce a zdravotnimu stavu pacientky bylo rozhodnuto o transplantaci aortalni
chlopné, kterou podstoupila tfinacty den svého pobytu v nemocnici. Po uspésné operaci byla
pacientka okamzité propusténa z nemocnice a predepsana ji antibiotika ampicilin a gentamycin
jako nasledna 1écba. Tento rychly postup po operaci byl nezbytny k minimalizaci rizika dal$i

infekce v nemocni¢nim prostredi a k urychleni jejiho zotaveni doma (Okumura a kol., 2021).

2.6. Meningitida

Meningitida je vzacné onemocnéni, které miize byt zpisobeno oportunnim patogenem
Enterococcus gallinarum. Tento patogen zptisobuje jak nozokomialni infekce, tak i infekce
centralniho nervového systému. V poslednich letech bylo pozorovéno, Ze pacienti s oslabenym
imunitnim systémem jsou vuéi infekci touto bakterii obzvlasté nachylni. E. gallinarum je méné
¢asty druh enterokok, ale miiZze vyvolat zdvazné komplikace, zejména u téch, jejichZ imunitni

obrana je jiZ naruSena. Meningitida zpisobena timto patogenem vyzaduje okamzZitou lékatskou
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péci a miize predstavovat vyznamnou vyzvu pro 1é¢bu kvili rezistenci na neékterd antibiotika
atendenci k rychlému Sifeni v nemocni¢nim prostiedi. Tento stav zdUraznuje potiebu
dikladného sledovani pacientli s oslabenym imunitnim systémem a pfisného dodrzovani
hygienickych protokold v nemocnicich (Zhao a kol., 2018).

Infekce centralniho nervového systému zpiisobena rodem Enterococcus jsou vzacné.
Studie podle Iffata Khanum (2019) zkoumala vysledky pacient s bakterialni meningitidou
za urcité ¢asoveé obdobi, pficemz analyzovala klinické zaznamy, mikrobiologické udaje a dalsi
laboratorni vysledky. Ze Sesti pacientti, u kterych byla diagnostikovana bakteridlni meningitida
zpusobena enterokoky, vSichni podstoupili neurochirurgické zakroky. Vyskyt meningitidy
po neurochirurgii mize byt spojen s komplikacemi béhem nebo po operaci, které poskytuji
bakteriim vstup do centralniho nervového systému. Enterokoky zptsobujici meningitidu jsou
Casto rezistentni na antibiotika, coz komplikuje 1é€bu a ztézuje stanoveni nejlepSiho
terapeutického postupu. To vyzaduje potebu peclivé prevence infekei pii neurochirurgickych
zakrocich a dalsi vyzkum k urceni nejucinngjsi 1écby téchto vzacnych, ale zavaznych infekci
(Khanum a kol., 2019).

Pacientka, kterd byla pfijata do nemocnice s chronickou myelomonocytarni leukémit,
byla diagnostikovana s akutni leukémii. Béhem hospitalizace byla 1écena chemoterapii
a antibiotiky, ale jeji stav se nelep$il. Po mésici ji 1ékati provedli transplantaci krvetvornych
kmenovych bunck, aby se pokusili zvratit pribéh onemocnéni. Podstoupila naroc¢né
myeloablativni kondicionovéni s fludarabinem, melfalanem a ozafenim celého téla. Nékolik
dni po transplantaci zacala mit horecku, coz pfineslo nové komplikace. Krevni kultury,
odebrané¢ z jejiho centralniho zilniho katétru a dvou dalSich mist vpichu, ukazaly pfitomnost
bakterie E. gallinarum, coz byl varovny signal. Tento patogen je totiz rezistentni na b&zné
pouzivany vankomyecin. Pacientka zacala pocit'ovat bolest o¢i a zaznamenala opacitu sklivce,
coz vedlo k odchlipeni zadniho sklivce a cévnatky. Lékati provedli magnetickou rezonanci,
ktera potvrdila podezieni na meningitidu. Domnivali se, Ze infekce mohla vzniknout v diisledku
chirurgického zakroku, ktery pacientka podstoupila. I pies veSkeré snahy I¢karského tymu
se jeji stav zhorSoval, coz vedlo k dalsimu hledani feseni a lécebnych moznosti (Friedman
akol., 2021). Vzacnym jevem je enterokokova meningitida, zejména se vyskytujici u starsi
populace. Nicmén¢ byl popsan ptipad, kdy ctytlety chlapec, ktery byl nakazen Zloutenkou, byl
pfivezen do nemocnice s vysokou horeCkou, na kterou vankomycin nepusobil. Navzdory
riznym antibiotikim poddvanym postupné se stav chlapce nezlepSoval. Nakonec,
| pfes neucinnost antibiotické terapie, byla provedena lumbalni punkce patnacty den od jeho

pfijeti do nemocnice. Z lumbdalni punkce byly odebrany vzorky mozkomiSniho moku
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a po kultivaci byla zaznamenana pfitomnost E. gallinarum. Izolovany kmen této bakterie
prokdzal citlivost na linezolid, vankomycin a tetracyklin. Tento nalez poskytl cennou informaci
pro dalsi 1écebny postup a umoznil Iékaitim zvolit ucinnou antibiotickou terapii v boji

proti infekci (Li a kol., 2018).

2.7 Endoftalmitida

Endoftalmitida je vzacna, ale velmi vazna forma o¢niho zénétu zpiisobeného bakterialni
infekci. Pokud neni 1é¢ena v¢as, mize vést k nevratné ztraté zraku. Tato choroba se déli do dvou
hlavnich typi: exogenni a endogenni.

Exogenni endoftalmitida se objevuje, kdyZz patogeny zpusobujici infekci proniknou
pfimo do oka. To muze nastat naptiklad po urazu oka nebo po o¢nim chirurgickém zakroku.
Naproti tomu endogenni endoftalmitida vznika, kdyz se infekéni agens dostane do oka
prostfednictvim krevniho ob&hu, tedy z jiného ohniska infekce v téle. V¢casna diagndza a rychly
zasah 1¢kai jsou zasadni pro zachranu oka a zabranéni vaznym komplikacim.
Pokud je endoftalmitida rozpoznana brzy, mohou Ilékafi zahajit vhodnou 1écbu, ktera
Casto zahrnuje poddvani antibiotik nebo antifungalnich 1€kt pfimo do oka, aby se potlacila
infekce. Rychld akce mulze byt rozdilem mezi zachrdnénim zraku a jeho nevratnou ztratou
(Sheu, 2017).

E. casseliflavus, druh rodu Enterococcus, byl objeven v roce 1968 a je charakterizovan
svou pohyblivosti. Tento druh se bézné vyskytuje v pfirod€, zejména na rostlinach a v ptudé,
ale mize také kolonizovat lidskou populaci, coz nékdy vede k infekcim, zejména u lidi
S oslabenym imunitnim systémem nebo téch, ktefi uzivaji drogy. Infekce zpiisobené
E. casseliflavus mohou byt zvlasté problematické, protoze tato bakterie, jako mnoho jinych
enterokokii,  vykazuje  odolnost  vi¢i = vankomycinu, coz = ztéZuje  lécbu.
Obvykle se v téchto piipadech pouziva kombinace intravendzniho ampicilinu a linezolidu,
aby se infekce potlacila. Druh E. casseliflavus byl také izolovan ze zeleniny a hospodarskych
zvifat, coz ukazuje na jeho schopnost ptezit v riznych prostfedich. To naznacuje,
ze krom¢ lidskych hostiteli mtize tato bakterie kontaminovat i potravinovy fetézec, coz muze
byt daldi zdroj infekci (Kandarakis a kol., 2023). Ctyflety chlapec byl pfivezen do nemocnice
s oteklym okem poté, co si hral na zahrad¢ s vodni pistoli. Zpoc¢atku to vypadalo jako bézny
détsky uraz, ale béhem dvou hodin se objevily alarmujici ptiznaky: chlapec zacal vidét bilé
teCky a pomalu ztracel zrak. Rodi¢e ho okamZité¢ odvezli do nemocnice, kde jej vySetfil
oftalmolog. VysSetieni odhalilo, Ze chlapec ma endoftalmitidu, coz je vazny ocni zanét

zpisobeny infekci. Lékati museli jednat rychle, protoze tato situace mize vést k nevratné ztraté
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zraku. Chlapec byl okamrzité pfijat na opera¢ni sal, kde mu odebrali vzorek z oka
pro diagnostiku.  Mikrobiologické vySetfeni vzorku potvrdilo pfitomnost bakterie
E. casseliflavus, coz byl Sokujici nalez, protoze tento druh se obvykle vyskytuje v pudé
a na rostlinach. Ziejmé byla vodni pistole kontaminovana, coz vedlo k této vazné infekci.
Lékati zahajili 1écbu antibiotiky, na ktera E. casseliflavus neni rezistentni, a diky vcasné
diagnoze a rychlé reakci se podafilo infekci potlacit a zachranit chlapcovo oko. Tento ptipad
poukazal na rizika spojena s kontaminovanymi hrackami a zdlraznil dalezitost rychlé reakce

na neobvyklé piiznaky u déti (Berenger a kol., 2015).
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3 Laboratorni diagnostika

3.1 VySetfovany material
V diagnostice enterokokl je vysetfovanym materidlem nejcastéji krev, moc, stolice,

hnis, mozkomi$ni mok, rizné stéry z ran a vaginalni sliznice (Selleck a kol., 2019).

3.1.1 Biofilm

V ramci experimentu pro docileni vicedruhového biofilmu byla kultura E. faecalis
nejprve kultivovana na krevnim agaru pii aerobnich podminkéach. Po inkubaci byla bakterie
pfenesena do bujonu Brain Heart Infusion s pfidavkem 5% sachardzy. Brain Heart Infusion je
vyzivné médium bohaté na proteiny a sachar6za muze stimulovat tvorbu biofilmi, coz je
dulezité pii studiu mechanismt bakterialni adheze a kolonizace. Nasledna inkubace probihala
pii teploté 37° C. Po této fazi byla kultura ponechana stat pii stejné teploté dalSich 24 hodin.
Tato staticka faze umoznuje lepsi tvorbu biofilmi, coz miiZze byt klicové pro naslednou analyzu.
Zkoumani biofilmi je dilezité, protoze tyto struktury predstavuji zpasob, jakym se bakterie
mohou uchytit na povrsich a tvofit slozit¢ spoleCenstvi. Vysledky z experimentu odhalily
ptitomnost riznych bakterii, coz znamena, ze E. faecalis je schopen spolupracovat s dal§imi
druhy pfi tvorbé vicedruhovych biofilmii. Tento poznatek je vyznamny, protoze biofilmy
Casto predstavuji odolné struktury, které mohou byt rezistentni viici antibiotikiim, a jsou bézné

v klinickych prostiedich (Hage a kol., 2023).

3.2 Kultivace

3.2.1 Krevni agar

Krevni agar, obohaceny o 5% berani krve, poskytuje bohaté prostedi pro rist bakterii
a je Casto vyuzivan k izolaci enterokokii. Toto médium umoziuje bakteriim rust a je uzite¢né
pro pozorovani hemolytickych vlastnosti. Nejvyznamnéj$im krevnim agarem pro enterokoky

je Columbia agar (obrazek 2) (Kawano a kol., 2018).
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Obrazek 2 Krevni agar Columbia bez bakteridlni kultury(vievo) a ndarust E. faecalis (vpravo) po 18 hodindch
inkubace pri 35°C

Prevzato z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8781533/

3.2.2 Slanetz-Bartley agar

Selektivné diagnostickym agarem ur¢enym pro kultivaci enterokokt je Slanetz-Bartley
agar. Tento agar je vhodny pro izolaci enterokoktli, zejména z odpadnich a jinych vodnich
zdrojt. Je to dilezité médium, protoze enterokoky mohou indikovat kontaminaci vodnich
zdroji a potencialni zdravotni rizika (Geissler a kol., 2024). Slanetz-Bartley agar byl napiiklad
vyuzit ve studii Raoudha Dziri (2016) v Tunisku, kde byl testovan s piidavkem 8 pg/ml
vankomycinu. Tato studie méla za cil zjistit, zda se nové objeveny druh E. faecalis
znemocni¢niho prostfedi v Tunisku ukaze jako rezistentni v0¢i vankomycinu,
nebo zda na n&j bude reagovat bez prokazatelnych zmén. Vysledky této studie prokazaly
Ze V nemocni¢nim prostedi se projevuje rezistence (Dziri a kol., 2016). Dalsi vyzkum probéehl
v Italii, kde byl Slanetz-Bartley agar pouzit pro kultivaci enterokokti z moiskych vzorka. Byla
prokazana prevalence rezistence na linezolid, coz jsou dalsi klicova antibiotika pouzivana
pfi 1écbé bakteridlnich infekci. Agarové plotny byly obohaceny florfenikolem, coz umoznilo
rozpoznat enterokoky nesouci specifické geny spojené s rezistenci na antibiotika (Fioriti

akol., 2021).
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3.2.3 Bile Esculin Agar

Jednim z méné znamych kultiva¢nich médii pouzivanych pii praci s enterokoky je Bile
Esculin Agar. Toto médium je zvlastni v tom, Ze obsahuje Zlucové soli a eskulin, coz jsou
klicové slozky, které poskytuji specifickou identifikaci enterokokti. Enterokoky totiz maji
schopnost hydrolyzovat eskulin, a proto nasledkem této reakce rostou enterokoky v ¢ernych
koloniich. Tato reakce je proto uzitecnd pro odliSeni enterokokl od jinych bakterii. Dalsi
zajimavou vlastnosti tohoto média je vysoky obsah soli, konkrétné 6,5 % chloridu. Tato vysoka
koncentrace soli vytvaii selektivni prostiedi, které upfednostiuje rist enterokoktl, zatimco jiné
bakterie, které nejsou schopny tolerovat vysoké koncentrace soli, nerostou. Diky
tomu Ize na tomto zafizeni efektivné izolovat a identifikovat enterokoky i z komplexnich
vzorkd. Bile Esculin Agar ma také relativné vysoké pH, okolo 9,6, coz miize pfispét
k selektivnimu rastu nékterych bakterii. Toto médium je proto uzite¢né pii diagnostice
enterokokovych infekci a pro monitorovani pfitomnosti enterokoktl v rtiznych prostiedich,
napiiklad ve zdravotnictvi nebo potravinafstvi (Khaldi a kol., 2019). Bile Esculin Agar je
médium pouzivané v riznych mikrobiologickych studiich, vcéetné vyzkumu zaméfeného
na zvirata. Ve studii Davedow (2020) byla prokazana rezistence na tylosin, coz je antibiotikum,
které se Casto pouziva v chovu dobytka. V této studii byl sledovan skot, ktery byl krmen tylosin

fostatem, aby védci zjistili, zda po urc¢ité dobé vznikne rezistence na toto antibiotikum.

3.2.4 Agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou

Jednim z nejcastéji pouzivanych kultiva¢nich médii je médium obsahujici kolistin
aazid, znamé také jako kolistin-nalidixova kyselina. Toto médium je vysoce selektivni
a pouziva se pro izolaci gram-pozitivnich bakterii, coz je zv1asté ¢asto uzite¢né pii diagnostice
riznych infekci. Jedna z nejcastéjSich nemoci, 1é¢enych kolistin-nalidixovou kyselinou, je
infekce mocovych cest. Tato nemoc je velmi roz§ifena, zejména mezi Zenami. Ve studii
zamé&fené na identifikaci bakterii zptsobujicich infekce mocovych cest bylo zahrnuto 75 Zen,
které poskytly vzorky moci. Tyto vzorky byly testovany na kolistin-nalidixové kyseliny agaru
v prostfedi s 5% oxidem uhli¢itym. Spolu s timto médiem byly pfidany i dalsi kultivacni agary,
aby bylo mozné piesné urcit, které mikroorganismy jsou zodpovédné za tyto infekce. Inkubace
na agaru s kolistin-nalidixovou kyselinou probihala po dobu 48 hodin pfi teploté¢ 35 °C.
Po tomto inkubacnim obdobi bylo zjisténo, ze ve vétSin€ vzorkll se nachdzela bakterie
E. faecalis, ktera je jednim z hlavnich ptivodct infekci mocovych cest. Diky tomu mohou 1ékafi

ptresné urcit pivod infekce a vybrat vhodnou 1é¢bu pro pacienty (Price a kol., 2016).
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3.3 Biochemické testy

3.3.1 Katalazovy test

Jednim z nejbéznéjSich biochemickych testi v mikrobiologii je kataldzovy test.
Tento test se pouziva k uréeni, zda bakterie ma enzym kataldzu, ktery rozklada peroxid vodiku
navodu a kyslik. U vétSiny aerobnich organismu, které potiebuji kyslik k dychani, je
tento enzym pfitomen a jeho Cinnost je dulezita pro odstranéni skodlivych reaktivnich forem
kysliku. Pi provadéni katalazového testu se vzorek bakterialni kultury smicha s 3% roztokem
peroxidu vodiku. Pokud bakterie obsahuje katalazu, rozklad peroxidu vodiku za¢ne okamzité
a vysledkem je bouiliva tvorba bublinek. Tento vysledek je zfetelnym indikatorem pozitivniho
katalazového testu. Enterokoky jsou vsSak specifické tim, Ze jsou katalaza-negativni.
To znamena, Ze nemaji enzym kataldzu, a proto nedokazou rozlozit peroxid vodiku
timto zplisobem. KdyZ se vzorek kmene Enterococcus smiché s peroxidem vodiku, nedochazi

k Zadné reakci, coZ potvrzuje negativni vysledek katalazového testu (Baureder a kol., 2014).

3.3.2 Hydrolyza eskulinu

Jednim z dulezitych biochemickych testi v mikrobiologii je test na hydrolyzu eskulinu.
Tento test umoznuje zjistit, zda bakterie obsahuji enzymy, které dokazi rozkladat eskulin.
Eskulin je glykosid, ktery pii hydrolyze uvoliuje glukézu a eskuletin. Hydrolyza eskulinu
je specificka pro ur€ité bakterie, jako jsou nékteré druhy enterokokl. Pfi provadéni testu
na hydrolyzu eskulinu se bakterie kultivuji na médiu, které obsahuje eskulin. Pokud bakterie
dokazi eskulin hydrolyzovat, eskuletin reaguje s ionty zeleza v médiu a vytvati tmavy
nebo ¢erny pigment. Tento ¢erny pigment je znakem pozitivniho vysledku testu, coz znamena,
ze bakterie jsou schopné hydrolyzy eskulinu. VV Central Referral Hospital v Indii byl test
na hydrolyzu eskulinu pouzit k rozliSeni mezi bakteriemi z rodtt Enterococcus a Streptococcus.
Tato studie zahrnovala jak agarové plotny, tak zkumavky pro testovani bakterialnich kment.
Agarova metoda zahrnovala kultivaci bakterii na plotnach obohacenych eskulinem a sledovani
tvorby ¢erného pigmentu. Zkumavkova metoda pracovala na podobném principu, ale s menSim
mnozstvim média ve zkumavkach. Vysledky této studie ukézaly, ze nékteré druhy
Enterococcus byly schopné hydrolyzy eskulinu, coz se projevilo ¢ernym zbarvenim média.
Streptococcus tuto schopnost nemél, takze zlstdvalo médium beze zmény. Tento test
je uzitecny pro rozliSeni mezi riznymi rody bakterii a pomaha mikrobiologtim identifikovat
pfitomnost enterokokil a dalSich bakterii, které mohou byt spojeny s urcitymi infekcemi

nebo onemocnénimi (Yangzoma a kol., 2019).
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3.3.3 Fermentace cukri

Testy na fermentaci cukrt, jako je glukdza a laktoza, jsou kliCové pro identifikaci
enterokoki a urceni jejich druhové piislusnosti. Ve studii Javadem Raeisi (2017), byl zkouman
metabolismus turandzy, vzacného cukru, u izolati Enterococcus, které byly rezistentni
nebo citlivé na vankomycin. Metoda zahrnovala pouziti mikrotitracnich desti¢ek s 96 jamkami,
do kterych bylo pfidano 150 pl zivného bujonu bez cukru s riznymi koncentracemi turandzy
(0,5 %, 0,7 % a 1 %). Nasledné& byla do kazdé jamky ptidana suspenze kultivovanych bakterii
odpovidajici 0,5 McFarlandovym standardiim, coz je metoda pro stanoveni hustoty bakterialni
kultury. Jako kontrola bylo pouzito zivné médium s urandsou, ale bez bakterii. Mikrodesticky
byly inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly vysledky vyhodnoceny
metodou ELISA (enzymové spojeny imunosorbentni test), ktera méfi reakci enzymu spojenou
s tvorbou kyseliny, coz indikuje fermentaci. Tento test poskytl informace o schopnosti
Enterococcus fermentovat turanézu a pomohl rozli§it mezi riznymi izolaty, coz mize byt

uzitecné pro diagnostiku a dalsi vyzkum rezistence na antibiotika.

3.3.4 Test utilizace citratu

Test utilizace citratu jednim z méné obvyklych biochemickych testd, ktery se pouziva
napiiklad ve stomatologii. Je zaloZzen na schopnosti bakterii produkovat enzymy, které
jim umoziuji metabolizovat citrat, coz je forma uhliku. Tento test se provadi na specialnim
médiu zndmém jako Simmonslv citratovy agar, ktery obsahuje citrat jako jediny zdroj uhliku.
Pfi pozitivnim vysledku testu bakterie vyuZzivaji citrat a uvoliuji alkalické produkty.
To zplsobuje zménu barvy média z plivodni zelené na modrou. Tato zména barvy je jasnym
indikatorem toho, ze bakterie jsou schopné metabolizovat citrat, coz miZe byt uzitecné
pti identifikaci a klasifikaci rGznych mikroorganismi. Ve stomatologickém vyzkumu byl
tento test pouzit pii zkouméni zubnich nédhrad, které mohou byt kontaminované
mikroorganismy. Béhem nékolika mésicti vyzkumu byly ze zubnich nahrad odebirany vzorky
a provadely se rizné testy, v€etné testu na citrat a testu na uredzu. Zatimco pozitivni vysledek
testu na citrat indikuje, ze bakterie mohou vyuzivat citrat, testy na ureazu jsou u enterokoki
obvykle negativni, coZ znamena, Ze nedok4Zou produkovat enzymy rozkladajici mocovinu

(Singh a kol., 2023).
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3.4. Molekularni metody

3.4.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je extrémné citliva a specificka metoda pro amplifikaci
DNA, casto vyuzivana pii identifikaci enterokokt a dalSich mikroorganismt. Tato metoda
zahrnuje nékolik klicovych prvka, jako je templatova DNA, primery, nukleotidy
a DNA polymeraza. Primery jsou kratké sekvence DNA, které se vazou na specifické oblasti
cilové DNA, coz umoziuje DNA polymeraze vytvoiit nové fetézce. Polymerazova fetézova
reakce zacina denaturaci, kde se zahfivanim DNA oddéli jeji komplementarni fetézce.
Nasleduje hybridizace, kdy primery vdzou na DNA pii niz$i teploté. Pak nasleduje
prodluzovani, pii kterém DNA polymerdza ptidava nukleotidy k primerim a vytvaii nové
DNA tetézce. Tento proces se opakuje nékolikrat, ¢imz se zvysuje pocet kopirovanych useki
DNA. Polymerazova fetézova reakce se provadi v termocykleru, ktery pfesné fidi teplotu
béhem kazdé faze cyklu (Garibyan a Avashia, 2013). Polymerazova fetézova reakce mize byt
vyuzita k detekci specifickych gentl, jako je naptiklad gen vanA nebo vanB, které jsou spojeny
srezistenci vuci glykopeptidim, jako je vankomycin (Honarm akol., 2012) Vysledky
polymerazové fetézové reakce se obvykle vizualizuji elektroforézou na agarézovém gelu,
kde se DNA produkty oddéluji podle velikosti. Na zakladé standartnich molekularnich markert
se da urcit velikost amplifikovanych fragmenti (Garibyan a Avashia, 2013). Metoda
polymerazova fetézova reakce byla pouzita k analyze endodontickych vzorki z mléénych zubi
s nekrotickou dfeni, kde ptevazovaly druhy Enterococcus a Porphyromonas gingivalis.
| kdyz ptedchozi vyzkum naznadil, ze E. faecalis tvoii malé procento mikrobidlnich druhd
v endodontickych vzorcich, studie ukézala, ze citlivéj$i metody, jako je PCR, mohou piinést

presnéjsi vysledky (Nalawade a kol., 2023).

3.4.2 Gelova elektroforéza v pulznim poli

Elektroforéza v pulznim poli (PFGE) je specializovana technika pouZzivana pro analyzu
chromozomalni DNA, kterd dokaZe odhalit komplexni vzory a ptibuznost mezi bakteridlnimi
izolaty. Ve studii podle Rosany Huff (2020), ktera zkoumala enterokoky izolované ze vzork
stolice housenek Heliconius erato phyllis, byla tato metoda vyuzita k uréeni pfesného nazvu
bakterii, po pfedchozi detekci pomoci polymerazové fetézové reakce. Pro provedeni PFGE bylo
vybrano osm kment enterokokd, pficemz kritéria zahrnovala zdroj izolatu (naptiklad pivod
matky nebo vylihlych larev), druh enterokoktl a jejich antimikrobidlni profil. Chromozomalni
DNA byla extrahovana z téchto kmenti a elektroforéza byla provedena podle standardnich

postupi. PFGE se provadi ve specidlnim zafizeni, které vyuziva stuptiované Casy pulzi,
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coz umoznuje piesnéjsi separaci vétSich fragmentti DNA. Po elektroforéze byly gely obarveny
ethidium bromidem, coz umoznuje vizualizaci DNA pod UV svétlem. Pro analyzu vzori
PFGE byl pouzit software GelCompar II, ktery pomaha interpretovat vysledky a vypocitat
procento podobnosti mezi izolaty. K vyhodnoceni ptibuznosti mezi jednotlivymi izolaty byl
pouzit dendrogram, coz je grafickd reprezentace genetické ptibuznosti. Hrani¢ni troven
podobnosti byla stanovena pro definici odlisnosti mezi izolaty. Vysledky ukazaly, Ze nejcastéji
identifikovanym druhem byl E. casseliflavus, nasledovany E. mundtii a E. faecalis. Tato studie
demonstruje, jak muze elektroforéza v pulznim poli pomoci identifikovat a charakterizovat

ruzné druhy enterokokt a vyhodnotit jejich genetickou piibuznost.

3.4.3 Multilokusova sekven¢ni typizace

Zakladni genomova multilokusova sekvenéni typizace spojuje vyhody tradi¢ni
multilokusové sekvencni typizace podrobnymi genetickymi daty, které poskytuje
celogenomova sekvenace. Tato komplexni metoda analyzuje cely genom a poskytuje detailni
informace o genetické struktufe, variabilit¢ a potencidlnich mechanismech rezistence
nebo virulence u bakterii, jako je E. faecalis.

Ve studii podle Bernd Neumanna (2019) byla pouzita celogenomova sekvenace
k sekvenaci genomu 146 rtiznych kment E. faecalis, které pochazely z nemocni¢nich infekci,
potravin, zvifat a zdravych lidi. Analyza vedla k vytvofeni nového schématu zékladni
genomové multilokusové sekvenéni typizace s 1 972 genovymi cili, které umoziuje piesnéjsi
a podrobngjsi analyzu genomovych dat. Tato metoda poskytuje cenné informace pro studium
Sifeni a rozmanitosti E. faecalis v riznych prostiedich. Celogenomova sekvenace je komplexni
metoda, kterd sekvencné analyzuje cely genom enterokokll. Tato metoda poskytuje detailni
informace o genetické struktute, variabilit€¢ a moznych genetickych mechanismech rezistence
nebo virulence (Nakagawa akol., 2018). Zakladni genomova multilokusova sekvenéni
typizace byla také pouzita ve vyzkumu v Cing, kde se analyzovaly vzorky vepiového masa
zaucelem zjiSténi zastoupeni enterokokl. Vysledky tohoto vyzkumu mohou pomoci
pfi monitorovani a kontrole bakteridlnich kontaminaci v potravinach, coZ ma zasadni vyznam

pro vetejné zdravi a bezpe€nost potravin (Zhaov a kol., 2022).

3.5 Serologické testy
Serologické testy slouzi k detekci protilatek v séru, které se tvoii jako reakce na infekci
nebo ockovani. V ptipadé enterokoki jsou tyto testy uzite¢né pro zjiSténi, zda doslo k infekci

enterokoky. Protilatky jsou produkovany imunitnim systémem t€la jako obrana
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proti patogentim, a proto jejich pfitomnost mize naznacovat probihajici nebo minulou infekci

(Devi a kol., 2022).

3.5.1 ELISA

Metoda vyuzivd enzymatické znaceni, které umoznuje vizualizovat ptfitomnost
protilatek. Tento test pracuje tak, ze protilatky se vazou na antigeny, které¢ jsou fixovany
na povrchu mikrotitraéni desticky. Jakmile dojde k pfidani enzymu, ktery reaguje s konkrétnim

substratem, vznika chemicka reakce, ktera slouzi jako indikator pfitomnosti protilatek.

3.5.2 Western blot

Technika zvana Western blot umoziuje oddélit a detekovat specifické proteiny. Proces
zacCina elektroforézou, kde jsou proteiny oddéleny podle velikosti na polyakrylamidovém gelu.
Nésledné se proteiny pienesou na membranu, obvykle z polyvinylidenfluoridu, a inkubuji
se s protilatkami, které se specificky vazou na cilové proteiny. Po pienosu proteind
na membranu se tato membrana inkubuje s primarnimi protildtkami, které se rozpoznavaji
a vazou na specifické proteiny. Poté se pouziji znacené sekundarni protilatky, které detekuji
avazou se na primarni protilatky. K vizualizaci téchto vazeb se casto pouziva
chemiluminiscence, kterd produkuje svétlo, coz umoznuje identifikovat pfitomnost a mnozstvi
cilovych proteind (Liu a kol., 2024). Ve studii podle Li Zhang (2014), ktera zkoumala
E. faecalis u pacienta s rakovinou tlustého stieva, byl Western blot pouzit k analyze proteint.
Celkové proteiny byly extrahovany pomoci radioimunoprecipitacniho testu s lyzaénim pufrem
obsahujicim inhibitory fosfatdzy a protedzy. Proteiny byly poté kvantifikovany pomoci testu
s kyselinou bicinchoninovou, coz je metoda pro urceni koncentrace protein. Tyto proteiny
byly oddéleny na 10% SDS-PAGE gelu a ptreneseny na polyvinylidenfluoridovou membranu.
Membrana byla blokovéna 5% BSA (bovinni sérovy albumin), aby se zabranilo nespecifickému
vazéani, a nasledné byla inkubovana s primarnimi protilatkami pfes noc. Po promyti byly
membrany inkubovéany se sekundarni protilatkou a nasledné byl pouzit chemiluminiscen¢ni
systém k vizualizaci proteinli. Tato metoda umozZiuje identifikaci specifickych proteinli
a poskytuje diilezité informace pro studium enterokokti v kontextu riiznych zdravotnich stavi,

jako je rakovina tlustého stfeva.

3.6 Testy citlivosti na antibiotika

Enterokoky jsou zndmé svou rezistenci vi¢i nékterym antibiotikim, coz muze

komplikovat jejich 1écbu. Proto je testovani citlivosti k antibiotikiim klicové pro urceni spravné
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terapie. Dvé nejcastéji pouzivané metody k testovani citlivosti na antibiotika jsou diskova

difizni metoda a bujoénova diluéni metoda (Azad a kol., 2020).

3.6.1 Diskova diftizni metoda

Diskova difizni metoda je bézné€ pouzivany postup pro testovani citlivosti
mikroorganismu na ruzné latky, vCetn¢ antibiotik (Balouiri a kol., 2016). Pfi této metodé se
na agarové plotny, které byly inokulovany mikroorganismem, umisti kotoucky z filtracniho
papiru napusténé testovanou latkou. Petriho misky s témito disky se poté inkubuji,
aby mikroorganismus mél ¢as rast. Po urcité dobé inkubace se kolem diskii vytvoti zony
inhibice, které naznacuji, do jaké miry dana latka inhibuje rGst mikroorganismu. Priamér
téchto zon se méfi a urcuje, jak uc¢inné je dané antibiotikum proti testovanému mikroorganismu.
Pokud je zona inhibice velka, znamena to, Ze mikroorganismus je citlivy na dané antibiotikum;
pokud je zona mald nebo neexistuje, mikroorganismus je rezistentni. Pro testovani citlivosti
enterokokil na antibiotika se pouzivaji disky s riiznymi antibiotiky. Mezi né patii penicilin,
ampicilin, gentamicin, piperacilin s tazobaktamem, teikoplanin a vankomycin. Kazdy disk
obsahuje specifické mnozstvi antibiotika a je uréen pro urcitou skupinu mikroorganismua

nebo typ pady (Weng a kol., 2019).

3.6.2 Antimikrobialni gradientova metoda

Etest je metoda pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace, ktera kombinuje prvky
dilu¢niho a difuzniho testovani. Je navrZena pro jednoduché a piesné uréeni hodnoty minimalni
inhibi¢ni koncentrace u antibiotik, antimykotik a antimykobakterii. Pfi pouZiti
Etestu se na agarovou plochu, ktera byla inokulovana mikroorganismy, umisti tenky prouzek.
Tento prouzek obsahuje testovanou latku v postupné se zvySujicich koncentracich, tvotici
gradient. Po inkubaci agarové plotny prouzek uvoliiuje antibiotikum nebo jinou testovanou
latku do okolniho média, coz vytvaii zonu inhibice ristu mikroorganisml. Misto, kde zona
inhibice dotyka prouzku, ukazuje, pii jaké koncentraci se rlst mikroorganismu zastavil.
Tato koncentrace odpovidd hodnoté minimalni inhibi¢ni koncentrace. Etest tak umoziuje
stanovit, pii jaké minimalni koncentraci testovaného antibiotika nebo jiné latky dochazi

K inhibici ristu bakterii, plisni nebo mykobakterii (Balouiri a kol., 2016).

3.6.3 Bujonova dilu¢ni metoda
Minimdlni inhibi¢ni koncentrace je nejniz$i koncentrace antibiotika, kterd dokaze
ucinné zastavit rist daného mikroorganismu. Hodnota minimdalni inhibiéni koncentrace

je zasadni pro posouzeni, jak citlivy je mikroorganismus k uréitému antibiotiku, a pomaha
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lékaitm  ur¢it nejvhodngjsi  léCebny postup. Minimalni inhibi¢ni  koncentrace
se obvykle stanovuje pomoci dilu¢nich testii. V téchto testech se mikroorganismy vystavuji
koncentrace, pii které neni pozorovan rtist mikroorganismu, se povazuje za hodnotu minimalni
inhibi¢ni koncentrace. Tato metoda je klicova pro vybér t€innych antibiotik a minimalizaci
rizika rezistence. Pokud hodnota minimalni inhibiéni koncentrace naznacuje,
ze mikroorganismus je citlivy na antibiotikum, pak muize byt tento 1€k pouzit jako soucast
1écby. Naopak pokud je minimalni inhibi¢ni koncentrace vysoka, znamena
to, ze mikroorganismus je vici antibiotiku rezistentni, a je tfeba hledat jinou moznost 1écby

(Balouiri a kol., 2016).
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4 Citlivost enterokoku na antibiotika

Enterokoky jsou bakterie, které maji vrozenou rezistenci vici uréitym antibiotikim,
jako jsou cefalosporiny, aminoglykosidy, linkosamidy a streptograminy. To jim umoziuje
snadno ziskat dalsi rezistence z mobilnich genetickych prvki. U pacientt 1é¢enych antibiotiky

se enterokoky mohou hromadit v tésném kontaktu s jinymi mikroby rezistentnimi

vici antibiotikiim, coz zvysuje pravdépodobnost pienosu rezistence (Selleck a kol., 2019).

Tabulka 2 Citlivost na antibiotika

Antibiotikum MIC E.faecalis | Zdroje MIC E.faecium | Zdroje

Ampicilin 0,5-4 ug/ml Cusumano a > 16 ug/ml Komiyama a
kol., 2022 kol., 2016

Penicilin <2 ug/ml Cusumano a > 16 ug/ml Komiyama a
kol., 2022 kol., 2016

Vankomycin 1-4 ug/mi Komiyana a > 32 ug/ml Komiyama a
kol., 2016 kol., 2016

Linezolid <2 ug/ml Mao a kol., <2 ug/ml Mao a kol., 2021
2021

Datomycin <4 ug/ml Smith a kol., <4 ug/ml Smith a kol.,
2015 2015

Tigecyklin <0,5 ug/ml Hegstad a kol., | <0,5 ug/mi Hegstad a kol.,
2023 2023

Gentamicin <500 ug/ml Noh a kol., <500 ug/ml Noh a kol., 2020
2020

Poznamka: MIC-minimalni inhibiéni koncentrace

Stanoveni hodnot MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) je klicové pro vyvoj vztahii
mezi strukturou a aktivitou. MIC hodnoty poskytuji dillezité¢ informace pro dalsi biologické
hodnoceni a pochopeni mechanismu u¢inku sloucenin. Stanoveni se provadi pro rtznou
citlivost na antibiotika 0 hodnotach, které jsou uvedeny v tabulce 2 vi¢i enterokoktim. Hodnoty
MIC jsou vZzdy interpretovany v kontextu podminek ristu, protoZze koncentrace potiebna

K inhibici ristu bakterii miize zaviset na zdrojich zivin a fyzikadlnim stavu média (kapalina
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vs. agar). Hodnoty MIC na agaru, které jsou dulezité pro tvorbu rezistentnich mutantd, nemusi
vzdy odpovidat hodnotdm MIC v kapalném médiu. Proto je dalezité brat v uvahu oba typy

médii pii interpretaci vysledkt (Wang, Boshoff , 2021).

4.1 Rezistence

Enterokoky, zejména E. faecalis a E. faecium, jsou vyznamnymi nozokomialnimi
patogeny diky své vrozené rezistenci vi¢i mnoha antimikrobialnim latkam a schopnosti
ziskavat nové mechanismy rezistence. Tyto bakterie vykazuji snizenou citlivost na penicilin

a ampicilin a vysokou troven rezistence k vétsiné cefalosporini (Gagetti a kol., 2019).

4.1.1 Rezistence na p-laktamova antibiotika

Proteiny véazajici penicilin jsou cilové molekuly B-laktamovych antibiotik, které hraji
klicovou roli v syntéze bunécné stény bakterii. Enterokoky mohou ménit strukturu
svych protein vazajicich penicilin, coz snizuje G¢innost antibiotik. Tento mechanismus
rezistence je zvlasté bézny u E. faecium. Modifikované proteiny vazajici penicilin maji nizsi
afinitu k B-laktamovym antibiotikiim, coz znamena, Ze antibiotikum se méné G¢inné vaze
nasvlj cilovy enzym a tim nedokdze inhibovat syntézu bunécné stény. Specifické geny
kodujici modifikované proteiny vazajici penicilin, jako je gen pbp5 u E. faecium,
jsou zodpovédné za tuto rezistenci. Mutace v téchto genech méni strukturu proteina vazajicich
penicilin, coz snizuje jejich schopnost vazat p-laktamova antibiotika a vede k rezistenci
(Hunashal a kol., 2023).

Dal$im mechanismem rezistence je produkce B-laktaméz. Tyto enzymy hydrolyzuji
B- laktamovy kruh antibiotik, ¢imz je inaktivuji. U enterokoki je tento mechanismus méné
béZzny nez u jinych bakterii, ale nékteré kmeny mohou produkovat B-laktamazy. Existuji rizné
typy B-laktamaz, které mohou byt produkovany enterokoky, véetné Sirokospektrych B-laktamaz
(ESBL) a karbapenemdz. Tyto enzymy mohou hydrolyzovat rizné typy P-laktamovych
antibiotik, vcetné penicilinti, cefalosporini a karbapenemti. Produkce [-laktamaz
je Casto geneticky kodovana a mize byt pienaSena mezi bakteriemi pomoci mobilnich

genetickych prvki, jako jsou plazmidy a transpozony (Gagetti a kol., 2019).

4.1.2 Rezistence na glykopeptidova antibiotika

Klic¢ovou roli v rezistenci na glykopeptidy hraji geny van, jako jsou vanA, vanB, vanC,
vanD, vanE a vanG. Tyto geny koduji enzymy, které méni strukturu peptidoglykanového
fetézce v bunéiné stén¢ enterokokld. Normalné se peptidoglykan skladd z dipeptidu

D- la- D- la, na ktery se vankomycin a teikoplanin vazou, ¢imz blokuji syntézu bunécné stény
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a zabijeji bakterii. Rezistentni enterokoky diky enzymiim kédovanym geny van méni koncovy
dipeptid z D-Ala-D-Ala na D-Ala-D-Lac (laktat) nebo D-Ala-D-Ser (serin). Tato zména
vyrazné snizuje afinitu vankomycinu a teikoplaninu k jejich cilovému mistu, coz znamena,
ze antibiotika se nemohou efektivné vazat a inhibovat syntézu bunécéné stény. Vysledkem
je, Ze bakterie zlstavaji zivotaschopné a pokracuji v rdstu i v pfitomnosti téchto antibiotik
(Stogios, Sav¢enko, 2020).

Rezistence na glykopeptidy se casto Sifi mezi enterokoky pomoci mobilnich
genetickych prvki, jako jsou plazmidy a transpozony. Plazmidy jsou malé kruhové
DNA molekuly, které mohou byt piendSeny mezi bakteriemi horizontadlnim pfenosem gent.
Transpozony jsou segmenty DNA, které se mohou piesouvat z jednoho mista genomu na druhé,
Casto nesouci geny rezistence. Tento mechanismus usnadiiuje rychlé¢ Sifeni rezistence
mezi riznymi kmeny a druhy enterokoku. Napiiklad gen vanA, ktery koduje vysokou uroven
rezistence na vankomycin, je ¢asto prendsen plazmidy mezi bakteriemi. Tento proces muize
probihat nejen mezi enterokoky, ale také mezi jinymi bakterialnimi druhy, coz zvySuje riziko

Sifeni rezistence (Cairns a kol., 2023).

4.1.3 Rezistence na linezolid

Rezistence k linezolidu je casto zplsobena mutacemi v doméné V 23S
rRNA (ribozomové ribonukleova kyselina), coz je klicové cilové misto pro linezolid
na ribozomu bakterie. Ribozom je komplexni molekularni stroj, ktery syntetizuje proteiny,
a 23S rRNA je jeho soucasti. Linezolid funguje tim, Ze se vaze na 23S rRNA a brani bakteriim
V syntéze proteinl, coz vede k jejich smrti. Kdyz dojde k mutacim v doméné V 23S
rRNA, tato oblast se strukturalné¢ zmeéni, coz snizuje schopnost linezolidu se efektivné vazat
na ribozom. Vysledkem je, Ze linezolid nemutZe inhibovat syntézu proteint tak i¢inné, coz vede

k rezistenci bakterie vii¢i tomuto antibiotiku (Misiakou a kol., 2023).

4.1.4 Rezistence na aminoglykosidy

Enterokoky jsou diky své wvng$i bakteridlni stén€ relativné neprostupné
pro aminoglykosidy, coz je ¢ini ,strukturdlné odolnymi®“ vi¢i béZznym koncentracim
téchto antibiotik. Kombinace aminoglykosidli s latkami, které naruSuji bunéfnou sténu
(jako beta-laktamy nebo vankomycin), zvySuje jejich G¢innost tim, Ze zvySuje permeabilitu
stény bakterii a umoznuje lepSi pronikéni antibiotik. Plazmidy mohou pifenaSet geny,
které koduji enzymy jako fosfotransferdzy, acetyltransferazy a nukleotidyltransferazy.
Tyto enzymy meéni strukturu aminoglykosidl, coz vede k jejich inaktivaci. NejCastéji

se vyskytujicim enzymem je bifunkéni AAC(6')-le-APH(2"), ktery zplsobuje rezistenci
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ke vSem dostupnym aminoglykosidi kromé streptomycinu. Dalsimi dulezitymi enzymy
jsou ANT (6')- laa APH(2")-Ic, které jsou zodpovédné za rezistenci vuci streptomycinu
a gentamycinu. Zatimco rezistence na streptomycin je omezena pouze na tento ¢k, rezistence
na gentamycin obvykle znamena rezistenci na vSechny ostatni aminoglykosidy

kromé streptomycinu (Herrera-Hidalgo a kol., 2023).

4.1.5 Rezistence na tetracykliny

Rezistence enterokokl na tetracyklin je bézna a Casto zprostiedkovana ribozomalnim
ochrannym mechanismem, ktery je kodovan genem tet(M). Tento gen je Casto prendSen
konjugativnimi transpozony (CTns) souvisejicimi s Tn916. dal§Sim mechanismem je efluxni
systém, kodovany geny jako tet(L), ktery také jezdi k rezistenci na tetracykliny. Tigecyklin,
derivat minocyklinu, je Siroce ucinny proti enterokokiim, protoze neni citlivy na vétSinu
béznych mechanismi rezistence na tetracykliny, vcetné¢ Tet(M) a Tet(L). Nicméné, byly
zaznamenané kmeny E. faecium, které vykazuji rezistenci na tigecyklin, coz je ale pfedbézné
pfipisovano nadmérné expresi genu tet(L) a tet(M), které jsou pifendSeny plazmidy

(Garcia- Solache, Rice, 2019).
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ZAVER

Tato bakalarskd prace se zameéfila na problematiku enterokokovych infekei, které
pfedstavuji vyznamny zdravotni problém jak v nemocni¢nim prostfedi, tak i ve vefejném
zdravotnictvi. Na zéklad¢ analyzy dostupné literatury jsme identifikovali né¢kolik klic¢ovych
poznatk.

Prvnim zjiSténim je vyrazny ndrdst rezistence enterokokl vic¢i standardnim
antibiotikim, coz ztézuje jejich 1éCbu a ma potencidl zhorsSit progndézu pacientil
s enterokokovymi infekcemi. Druhym vyznamnym bodem je potvrzeni vyskytu
enterokokovych infekci nejenom v nemocnicich, ale i v komunitnim prostiedi, coz klade diiraz
na potiebu sledovani a kontroly téchto infekei na $irsi tirovni.

Dale jsem diskutovala o faktorech piispivajicich k §ifeni enterokokovych infekei, jako
jsou nedostatecnd hygienicka opatfeni, ptfenos z Clovéka na clovéka a kontaminace
zdravotnickych prostiedkt. Moje prace také ukazala na potencialni rizikové skupiny, jako jsou
imunokompromitovani pacienti a jednotlivci s chronickymi onemocnénimi.

Vysledky studii ukazuji na nutnost dalsiho vyzkumu zaméteného na identifikaci novych
terapeutickych moznosti a strategii kontroly $ifeni enterokokovych infekci. Doporucuji také
posileni preventivnich opatfeni a sledovani rezistence enterokokd v ramci zdravotnickych
zafizeni 1 vefejného prostoru.

V zavéru lze konstatovat, Ze enterokokové infekce predstavuji komplexni problém,
ktery vyZaduje multidisciplindrni pfistup a spoluprdci mezi zdravotnickymi pracovniky,
vyzkumniky a vefejnymi zdravotnimi autoritami. Doufam, zZe moje prace pfispé&je k lepsimu
porozumeéni této problematiky a podpofi snahu o zlepSeni péce o pacienty S enterokokovymi

infekcemi.
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