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Podékovani

Mé podékovani patfi vdem soucasnym i minulym kolegynim a koleglim, se kterymi
jsem mél tu cest spolupracovat na poli oboru taxonomie bakterii. Z téch vSech bych rad
podékoval predevsim doc. RNDr. Ivo Sedlackovi, CSc. za to, Ze mi jako prednasejici predmétu
Taxonomie bakterii, jako vedouci mé diplomové prace i v nasledujicich letech jako kolega na
pracovisti Ceské sbirky mikroorganism@ ukazal krasu oboru taxonomie bakterii. Dale Dr. Luc
Devriesemu, jednomu z nestorll taxonomie grampozitivnich kokl za to, Ze mi v roce 2001
umoznil stravit tfi mésice na jeho pracovisti, kde jsem popsal své prvni dva nové druhy
enterokok(l a nacerpal fadu zkuSenosti a inspiraci pro dalsi roky prace. A jako tfetimu Dr.
Marc Vancanneytovi, ktery byl v roce 2004 mym supervisorem v pribéhu mého témér
ro¢niho post-doc pobytu na pracovistich Oddéleni mikrobiologie a BCCM/LMG sbirky
mikroorganismu univerzity v Gentu, kde jsem mél moZnost naucit se nové taxonomické
techniky, popsat dalsi fadu novych druh(i a navdzat mezi naSimi pracovisti pratelskou
spolupraci, ktera pretrvava az do dnesni doby.

Mé podékovani patfi mym rodi¢cdm, manzelce a détem, ktefi mé s pochopenim vidy
podporovali v mém zdjmu o ta "neviditelna zviratka", a ktefi mé kazdy den ukazuji, Ze nejen
ten bakterialni svét je pestry, krasny a plny necekanych prekvapeni.
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1. Pfedmluva

"Co jesté chcete zkoumat na taxonomii enterokokd, pane kolego?"
"To je prece uz davno uzavrend kapitola ..."

Tuto nepfiliS povzbudivou vétu jsem jako student magisterského studia oboru
Obecné biologie se zaméfenim na mikrobiologii vyslechl od jednoho vazeného profesora
Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v roce 1995, kdyz jsme byli v pribéhu kolokvia
dotazovani na témata nasich diplomovych praci. V ramci své prace jsem se totiz vénoval
taxonomickému studiu enterokok( izolovanych z humanniho klinického materialu. Jak ukaze
tato habilitaéni prace, pan profesor se mylil. Je ale nutno dodat, Zze jeho odbornym
zamérenim nebyla taxonomie bakterii, a Ze mél i podle soucasnych taxonomickych znalosti z
lékarského profesniho pohledu svym zplisobem tak trochu svou pravdu. | dnes, stejné jako v
roce 1995, dominuji v klinickych laboratofich pouze dva druhy enterokok(, jmenovité
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium, které byly popsany jiz v roce 1984, takze
vétSiny kmenl enterokok( relevantnich pro rutinni lékarskou mikrobiologii se novéjsi
taxonomicky vyzkum ptimo pfilis nedotykd. Pravdou vsak je, Ze E. faecalis a E. faecium
nejsou jediné dva druhy, které je mozno z humanniho klinického materialu izolovat, a jiz zde
bylo zachyceno také Sest novéjsich druhl popsanych az v letech 2002 az 2008.

Touto vzpominkou nechci ani v nejmensim znevazovat védomosti doty¢ného pana
profesora. Neodolal jsem vSak pokuseni ji zde vzpomenout, protoZe tato véta z roku 1995 je
v kontrastu tehdejSich a dne3nich znalosti, byt jen o tomto jediném bakterialnim rodu,
krasnou ukdzkou toho, jakym rozvojem v poslednich 20 letech obor Taxonomie bakterii
prosel. V uvedeném roce 1995 bylo znamo 19 druhli rodu Enterococcus, zatimco k dneSnimu
datu je validné popsano jiz 59 druh(. A nepochybné to neni konecny pocet. Diky masivnimu
nastupu molekularné-biologickych technik do oblasti identifikace a typizace mikroorganismu,
a v dnesSni dobé predevsim diky zavaddéni rychlejSich a dostupnéjSich metod
celogenomového sekvenovani, Ize v taxonomii bakterii o¢ekdvat v blizké budoucnosti fadu
zmén a novych poznatka.

Mylit se je lidské a ja jsem rad, Ze se tehdy pan profesor mylil. Bez toho by totiz tato
habilitaéni prace nemohla vzniknout. A nejen to. Je to také laskava pripominka skutecénosti,
jak malo stale vime o bakteridlni diverzité na nasi planeté. To je vak i pfislib, Ze nds v oblasti
studia systematiky mikroorganism( jesté c¢ekd mnoho prace i rfada novych objevl a
prekvapeni.

Pavel Svec

Brno, srpen 2019



2. Uvod

Bakterie, presnéji feCeno prokaryotické organismy domén Bacteria a Archaea,
predstavuji nejpocetnéjsi bunécné organismy na této planeté. Tyto organismy osidluji
prakticky vSechny zndmé ekosystémy a diky své zasadni roli pro kolobéh latek v pfirodé jsou
nepostradatelné pro udrZeni stability celého ekosystému nasi planety Zemé, a tim jsou
nezbytnym predpokladem pro existenci vSech vyssich forem Zivota (Robbins a kol., 2016,
Whitman a kol., 1998). Zcela pfirozené jsme zcela zasadné ovliviovani bakteriemi také my,
lidé, a to jak bakteriemi pfitomnymi v prostiedi ¢i v potravinach, tak bakteriemi osidlujicimi
lidské télo, které je kolonizovano pfriblizné stejnym mnozstvim bakterii (3,8 x 1013) jako je
pocet bunék naseho téla (3,0 x 10") (Sender a kol., 2016). Jednim z bakterialnich rodd, se
kterym se Clovék béiné setkdva v prostfedi, ve fermentovanych potravinach, a ktery je
béZznou soucasti mikrofléry naseho téla, je i bakteridlni rod Enterococcus, kterému je
vénovana tato habilitacni prace.

Enterokoky nalézame ve slanych i sladkych vodach, na vodnich i suchozemskych
rostlinach, v mensi mife v padach, a jsou také béZnou soucasti mikrofléry nejriznéjsich
bezobratlych Zivo¢ichG i obratlovcl (Svec a Franz, 2014a). Pro ¢lovéka jsou zastupci tohoto
rodu prospésni diky své vyuZitelnosti v potravinarském pramyslu, kde je nalézame jako
soucast bakteriadlnich spolecenstev pti fermentaci mléénych, rostlinnych i masnych vyrobkd,
avsak jsou také izolovani jako plivodci kaZeni potravin (Franz a kol., 2003). Diky svému
oportunné patogennimu potencidlu a ¢asté multirezistenci k antimikrobialnim latkdm jsou
enterokoky plvodci pestré skaly endogennich i exogennich infekci a jsou prednimi plvodci
infekci nozokomialnich (Teixeira a kol., 2015). Enterokoky jsou také zajimavé z pohledu
vyzkumu horizontdlniho pfenosu gen(, protoZe disponuji fadou plazmid( a transpozond,
které jsou specifickymi mechanismy prenaseny mezi riznymi kmeny v rdmci svého rodu i
mezi enterokoky a jinymi bakteridalnimi skupinami (Biavasco a kol., 1996, Noble a kol., 1992,
Weaver, 2006). Jsou to také mikroorganismy produkujici fadu extrabunécnych produkt(,
které se jako virulentni faktory uplatiiuji v pribéhu patogeneze infekci nebo mohou byt
vyuzity v potravinarstvi diky svému inhibicnimu ucinku na jiné bakterie, jako je tomu v
pripadé kmen( produkujicich bakteriociny. Vybrané kmeny enterokokl jsou také diky svému
pozitivnimu vlivu na zdravi hospodarskych zvifat a ¢lovéka vyuzZivany v nékolika komercnich
probiotickych prepardtech (Hanchi a kol., 2018).

Diky svému témér ubikvitnimu rozSifeni a vSem vySe uvedenym pozitivnim i
negativnim vlastnostem se s enterokoky setkava rada védeckych oblasti a tyto organismy
jsou predmétem systematického vyzkumu odbornikl mikrobiologickych, epidemiologickych,
klinickych, hygienickych, molekularné-genetickych, potravinarskych ¢i biochemickych obora.
Setrvaly zdjem o tento jiz 35 let znamy bakteridlni rod dokladuje také nemaly pocet
védeckych publikaci uvefejnény kazdorocné v odbornych casopisech. Vyhledavani hesla
"enterococc*" (pozn. pro "enterococcus", "enterococci", "enterococcal") v odborné databazi
Web of Science (www.webofknowledge.com) nabidne pres 34 000 citaci, z nichz 2 300 bylo
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vyzkumu enterokok( s ohledem na jejich vyznam v humanni klinické mikrobiologii a v
potravinarstvi, je zde mozno nalézt dlouhou fadu studii ze vSech dalSich vySe uvedenych
védeckych oborud. Toto velké mnozstvi informaci pokryvajici nejriznéjsi aspekty biologie
enterokok(l ma vsak jedno spolecné - a tim je taxonomie. Je to taxonomie, ktera je zakladem
pro komunikaci mezi biology, protoZe pojmenovava a specifikuje pfedmét jejich vyzkumu a
vytvari tak referencni systém pro vSechny ziskané znalosti. Vysledky taxonomickych studii,
které jednotlivé druhy rodu Enterococcus definuji, charakterizuji, pojmenovavaji a poskytuji
tak moznost jejich identifikace, jsou proto prvnim krokem k jejich dalSimu pozndani a jsou
zakladem pro sdileni téchto poznatk(i védeckou komunitou.

Tato habilitacni prace je koncipovana jako soubor 18 komentovanych publikaci, které
dokumentuji vysledky vyzkumné cinnosti a pfinos autora na poli systematiky bakteridlniho
rodu Enterococcus, ktera zahrnuje jak taxonomii tak ekologii a vyznam tohoto rodu v
oblastech klinické mikrobiologie a v potravinafstvi. V Uvodnich kapitolach je popsan
soucasny stav taxonomie rodu Enterococcus a s ohledem na aktudlné popsané druhy jsou
zde zpracovany kapitoly tykajici se ekologie a vyznamu rodu Enterococcus pro ¢lovéka. Ve
druhé ¢asti prace jsou komentovany vybrané publikace autora. Jednotlivé odborné ¢lanky
byly publikovany v letech 1999 aZ 2017 a u poloviny z nich je autor této habilitacni prace
prvnim autorem. Z vybraného souboru komentovanych publikaci pfedstavuje polovina praci
popisy 12 novych druhd rodu Enterococcus izolovanych z vod, Zivocichl a rostlin. Druhou
polovinou publikaci jsou prace zabyvajici se vyuZitim molekuldrné-biologickych technik pro
typizaci a identifikaci enterokokd a jejich aplikaci pro charakterizaci kmen( z
environmentalnich i klinickych zdrojl. Vysledky ziskané v téchto 18 vybranych publikacich
jsou vsak také zasazeny v kontextu ostatnich kapitol prace, kde jsou tyto citace pro
prehlednost zvyraznény tucné.

3. Vyvoj klasifikace a nomenklatury rodu Enterococcus

Bakteridlni rod Enterococcus byl validné popsan Schleiferem a Kilpper-Balzovou v
roce 1984, kdy byly na zakladé DNA-DNA a DNA-RNA hybridizace z rodu Streptococcus
vyclenény druhy Streptococcus faecalis a Streptococcus faecium, které byly reklasifikovany
do rodu Enterococcus (Schleifer a Kilpper-Balz, 1984). Odlisnost enterokokl od zbyvajicich
streptokokll vSak byla v literatufe popsana jiz mnohem dfive. Pro pojmenovani
grampozitivnich intestinalnich kok( usporadanych ve dvojicich nebo v kratkych fetizcich
pouzil termin "entérocoque" poprvé Thiercelin (1899) a rodové jméno Enterococcus bylo
poté pouzito Thiercelinem a Jouhaudem (1903), ale toto pojmenovéani nebylo védeckou
komunitou akceptovano. Tyto humani intestinalni koky byly o tfi roky pozdéji pojmenovany
jako S. faecalis (Andrewes a Horder, 1906), coz tuto skupinu bakterii definovalo jako soucdst
rodu Streptococcus. Druhé druhové jméno, S. faecium, bylo poprvé pouZito pro pojmenovani
bakterii fekdlniho pavodu, které vykazovaly specifické vysledky testl fermentace arabindzy,
xyldzy, mannitolu a sachardzy (Orla-Jensen, 1919). Mimo tyto dva druhy byla v rdmci ranych
taxonomickych studii grampozitivnich fekalnich streptokokd popsana také fada dalSich
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druhl, jako napfiklad Streptococcus glycerinaceus, Streptococcus liquefaciens Ci
Streptococcus zymogenes (Deibel, 1964, Orla-Jensen, 1919), ale tato druhova jména nebyla
akceptovana a nepromitla se do soucasné taxonomie. Ani samotny termin "enterokoky"
nebyl jasné definovdn a byl rdznymi autory pouZivan nejednotné (Graham a Bartley, 1939).
Také z tohoto dlvodu jsou tyto prvotni prace nejednoznacné a jejich vysledky jsou z
taxonomického pohledu obtizné uchopitelné a prenositelné na aktualné znamé taxony.

Vyznamnym meznikem v taxonomii streptokokd, a tim také enterokokd, byla prace
publikovand Shermanem (1937), ktery rozdélil streptokoky s vyuzitim serotypizace popsané
Lancefieldovou (1933) a dale pomoci testl pro hemolyzu, redukci lakmusového mléka,
produkci amoniaku z peptond, rdsty v 10°C a 45°C, v médiu s 6,5% NaCl, pfi pH 9,6 a v
pfitomnosti 0,1% methylenové modfti a schopnosti prezit 60°C po dobu 30 minut. Definoval
tak Ctyri skupiny streptokokd, a to pyogenni, viridujici, mlécné a enterokoky. K této préci je
nutno dodat, Ze navrzené clenéni se promitd i do soucasné taxonomie streptokokd, a Ze fada
testl, které Sherman ve své praci vyuzil, je v taxonomii enterokokl vyuzivana az do dnesni
doby. V ramci skupiny enterokokld Sherman rozlisil druhy S. faecalis, S. liquefaciens,
S. zymogenes a Streptococcus durans. Druh S. faecium povazoval za synonymni se S. faecalis.
Dalsi vyznamnou praci byla pro taxonomii enterokok( studie Deibela a kol. (1963), ktefi
popsali S. liquefaciens a S. zymogenes jako variety S. faecalis a S. durans jako varietu
S. faecium. Na rozdil od Shermana tedy zaradili mezi enterokoky pouze dva druhy, a to
S. faecalis a S. faecium. Dalsi ndvrh na vyclenéni skupiny enterokok( z rodu Streptococcus a
validaci rodového jména Enterococcus publikoval Kalina (1970), ktery pro tento rod navrhl
typovy druh E. faecalis, se dvéma varietami E. faecalis var. liquefaciens a E. faecalis var.
zymogenes a druhym druhem E. faecium s poddruhem E. faecium subsp. durans. Ani tento
navrh vsSak nebyl taxonomickou komisi akceptovan a tyto taxony nebyly zatazeny do
Approved Lists of Bacterial Names (Skerman a kol., 1980), kde byla zasadnim zplUsobem
revidovana a validovana veskera dosavadni taxonomicka klasifikace a nomenklatura a byla
zavedena pravidla pro popis dalSich bakteridlnich taxonU. Ze skupiny enterokok( tak byly v
tomto seznamu stale jesté v rdmci rodu Streptococcus validovany druhy S. faecalis a
S. faecium. Jak je jiz zminéno v Uvodu této kapitoly, validné byly druhy S. faecalis a S. faecium
vy¢lenény do nového rodu Enterococcus az Schleiferem a Kilpper-Balzovou v roce 1984. Na
zakladé udaja dostupnych z literatury i svych vlastnich experiment( ukdazali autofi této prace
jasnou fenotypovou i genotypovou odliSnost obou uvedenych druht od zbyvajicich zastupct
rodu Streptococcus a navrhli jejich vy¢lenéni do nového rodu Enterococcus. Ackoliv byl tento
navrh validovén, nebyl rod Enterococcus jesté zaclenén do nasledujiciho vydani Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (Mundt, 1986), protoZe kapitola vénovand enterokokim
byla v dobé vydani ndvrhu popisu rodu Enterococcus jiz dokonéena. Popisy dalSich nové
objevenych druh i reklasifikace dalSich zastupcl z rodu Streptococcus pak pokracovaly od
roku 1984 az do dnesni doby. Zatim posledni publikace s nové navrienymi druhy
Enterococcus  dongliensis, Enterococcus  hulanensis, Enterococcus nangangensis,
Enterococcus pingfangensis a Enterococcus songbeiensis (Li a Gu, v tisku) je v dobé psani této
kapitoly v tisku v International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology.



V dobé vzniku této prace obsahuje rod Enterococcus celkem 59 validné popsanych
druhl. Z toho jeden druh, Enterococcus saccharolyticus, zahrnuje 2 poddruhy. Jednotlivé
druhy s citaci efektivni publikace jsou v abecednim poradi uvedeny v nasledujici Tabulce 1. V
tomto prehledu je jiZz zahrnuto i pét druhd, jejichZ popisy jsou aktualné v tisku v International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. Naopak zde neni uveden v letoSnim
roce navrzeny druh Enterococcus timonensis popsany na zdkladé charakteristiky jednoho
kmene izolovaného ze sputa zdravého muze (Mbogning Fonkou a kol., 2019), protoZe v dobé
pfipravy této prace nebylo druhové jméno E. timonensis validovano.

Tabulka 1. Seznam validné popsanych druht rodu Enterococcus (k datu 10. zari 2019)

E. alcedinis (Frolkova a kol., 2013)*
E. aquimarinus (Svec a kol., 2005a)
E. asini (de Vaux a kol., 1998)
E. avium (Collins a kol., 1984)

E. malodoratus (Collins a kol., 1984)
E. moraviensis (Svec a kol., 2001a)
E. mundtii (Collins a kol., 1986)

E. nangangensis (Li a Gu, v tisku)

E. bulliens (Kadri a kol., 2015) E. olivae (Lucena-Padrds a kol., 2014)

E. caccae (Carvalho a kol., 2006) E. pallens (Tyrrell a kol., 2002)

E. camelliae (Sukontasing a kol., 2007) E. phoeniculicola (Law-Brown a Meyers, 2003)
E. canintestini (Naser a kol., 2005c) E. pingfangensis (Li a Gu, v tisku)

E. canis (De Graef a kol., 2003) E. plantarum (Svec a kol., 2012)

E. casseliflavus (Collins a kol., 1984) E. pseudoavium (Collins a kol., 1989)

E. cecorum (Williams a kol., 1989) E. quebecensis (Sistek a kol., 2012)

E. columbae (Devriese a kol., 1990) . raffinosus (Collins a kol., 1989)

E. crotali (McLaughlin a kol., 2017) . ratti (Teixeira a kol., 2001)

E. devriesei (Svec a kol., 2005b) . rivorum (Niemi a kol., 2012)

E. diestrammenae (Kim a kol., 2013)

E. dispar (Collins a kol., 1991)

E. dongliensis (Li a Gu, v tisku)

E. durans (Collins a kol., 1984)

E. eurekensis (Cotta a kol., 2013)

E. faecalis (Schleifer a Kilpper-Balz, 1984)
E. faecium (Schleifer a Kilpper-Balz, 1984)
E. florum (Techo a kol., 2019)

E. gallinarum (Collins a kol., 1984)

E. gilvus (Tyrrell a kol., 2002)

E. haemoperoxidus (Svec a kol., 2001a)
E. hermanniensis (Koort a kol., 2004)

E. hirae (Farrow a Collins, 1985)

E. hulanensis (Li a Gu, v tisku)

E. italicus (Fortina a kol., 2004)

E. lactis (Morandi a kol., 2012)

E. lemanii (Cotta a kol., 2013)

M M M M m

MMM MMM MMmMMmMMmMmMm

. rotai (Sedlacek a kol., 2013)
. saccharolyticus (Rodrigues a Collins, 1990)

E. s. subsp. saccharolyticus (Chen a kol., 2013a)
E. s. subsp. taiwanensis (Chen a kol., 2013a)

. saigonensis (Harada a kol., 2016)

. silesiacus (Svec a kol., 2006)

. songbeiensis (Li a Gu, v tisku)

. sulfureus (Martinez-Murcia a Collins, 1991)
. termitis (Svec a kol., 2006)

. thailandicus (Tanasupawat a kol., 2008)

. ureasiticus (Sistek a kol., 2012)

. ureilyticus (Sedlacek a kol., 2013)

. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011)

. Villorum (Vancanneyt a kol., 2001)

. wangshanyuanii (Jin a kol., 2017)

E.

Xxiangfangensis (Li a kol., 2014)

*V zavorkach jsou uvedeny citace efektivni publikace; citace publikaci uvedenych v souboru komentovanych
publikaci v rdmci této prdace jsou zvyraznény tucné.



V pribéhu historického vyvoje taxonomie rodu Enterococcus vsak nebyly nové druhy
pouze popisovany, ale nékolik jich také jiz bylo z rodu Enterococcus reklasifikovano do jinych
rodl nebo popsdno jako druhy synonymni. Druh Enterococcus seriolicida (Kusuda a kol.,
1991) predstavoval mladsi synonymum druhu Lactococcus garvieae (Eldar a kol., 1996) a
Enterococcus solitarius (Collins a kol., 1989) byl reklasifikovan do rodu Tetragenococcus, jako
druh Tetragenococcus solitarius (Ennahar a Cai, 2005). Synonymné popsanymi druhy byly
Enterococcus porcinus (Teixeira a kol., 2001), ktery byl mladSim synonymem druhu
Enterococcus villorum (De Graef a kol., 2003). Enterococcus flavescens (Pompei a kol., 1992)
byl mladsim synonymem druhu E. casseliflavus (Naser a kol., 2006) a druhové jméno
Enterococcus saccharominimus (Vancanneyt a kol., 2004) bylo mlad$im synonymem druhu
Enterococcus italicus (Naser a kol., 2006). Tato mladsi synonymni druhovd jména by tedy jiz
naddle neméla byt pouzivana.

V odborné literature i v internetovych databdazich DNA sekvenci se bohuzel mizeme
setkat i s druhovymi jmény, kterd nebyla popsdna validné. Jednd se napfiklad o jména
Enterococcus sanguinicola (Ben Belgacem a kol., 2009, Carvalho a kol., 2008, Shewmaker a
kol., 2011), Enterococcus hawaiiensis (Ben Belgacem a kol., 2009, Teixeira a kol., 2015, Zhang
a kol., 2011), Enterococcus pernyi (Sun a kol., 2016, Wang a kol., 2010), Enterococcus azikeevi
(Fei a kol., 2006), Enterococcus horridus (Lauer a kol., 2016) ¢i Enterococcus inusitatus (Jung a
Regan, 2007). Tato druhova jména jsou vsak z taxonomického pohledu neplatnd a neméla by
byt pouzZivdna, protoZe nebyla publikovdna ani validovdna v International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, cozZ je aktualné jednim ze zdkladnich pravidel pro
popis a navrh jmen novych bakterialnich taxon(.

4. Fylogeneticka pozice a struktura rodu Enterococcus

V soucasném taxonomickém systému zalozeném na fylogenetické analyze genu pro
16S rRNA je rod Enterococcus typovym rodem Celedi Enterococcaceae, kterd je fazena v fadu
Lactobacillales, tfidé Bacilli a kmenu Firmicutes (Ludwig a kol., 2009). Mimo rod
Enterococcus, ktery je v Celedi Enterococcaceae druhové nejpocetnéjsim rodem, obsahuje
tato celed dalsSich Sest fylogeneticky pfibuznych, ale fenotypové variabilnich rod(:
Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus a Vagococcus (Parte,
jednim druhem Melissococcus plutonius (Bailey a Collins, 1982). Jednd se grampozitivni
ovoidni koky az kratké tycky, které na rozdil od enterokok( nerostou aerobné, ale stejné jako
enterokoky produkuji skupinovy D antigen. Melissococcus plutonius je plvodcem
onemocnéni vcel, tzv. hniloby vceliho plodu (Dicks a Holzapfel, 2009). Dalsim rodem je
Vagococcus, zahrnujici 17 druhl izolovanych z prostredi, Zivocich(l, i z fady humannich a
veterinarnich klinickych materidld (Lawson, 2014, Parte, 2014). Druhym pocetnéjSim rodem
je rod Tetragenococcus s 5 druhy, ktery tvofi typické grampozitivni koky v tetradach
vyskytujici se v prostredi s vy$Sim obsahem soli, jako jsou napfiklad fermentované potraviny
(Justé a kol., 2014, Parte, 2014). Zbyvaijici zastupci ¢eledi Enterococcaceae jsou rody s jednim
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validné popsanym druhem. Je to rod Bavariicoccus (B. seileri) izolovany ze syrd (Schmidt a
kol., 2009). Déle rod Catellicoccus (C. marimammalium) popsany z morskych Zivocichu
svinuchy Phocoena phocoena a tulené Halichoerius grypus (Lawson a kol., 2006), ktery je
vSak také velmi ¢asto izolovan z vykall rack(l (Koskey a kol., 2014, Lu a kol., 2008). Poslednim
rodem celedi Enterococcaceae je anaerobni rod Pilibacter (P. termitis) izolovany ze stfeva
termitl Coptotermes formosanus (Higashiguchi a kol., 2006).

Druhy rodu Enterococcus jsou z pohledu vnitrorodového fylogenetického ¢lenéni na
zakladé sekvence genu pro 16S rRNA rozdéleny do nékolika fylogenetickych skupin a ¢ast
druhl tvofi samostatné fylogenetické linie (Obr. 1). Toto clenéni na zakladé genu pro 16S
rRNA do znacné miry koresponduje také s fylogenezi gent atpA (kédujiciho alfa podjednotku
ATP syntazy) (Naser a kol., 2005a), rpoA (kédujiciho alfa podjednotku RNA polymerazy) a
pheS (kddujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) (Naser a kol., 2005b), genu dd/
(kédujiciho D-alanin:D-alanin ligdzu) (Ozawa a kol., 2000), genu sodA (kédujiciho mangan-
dependentni superoxid dismutazu) (Frolkova a kol., 2012) i se srovndvaci analyzou
celogenomovych sekvenci enterokokd (Zhong a kol., 2017).

Clenéni druh( enterokokd do nékolika fylogenetickych skupin popsali Williams a kol.
(1991) a Devriese a kol. (1993), ktefi také ukazali, ze druhy v ramci téchto skupin sdili
nékteré fyziologické a biochemické znaky vyuZitelné pro jejich fenotypovou diferenciaci.
Nejpocetnéjsi fylogenetické skupiny se 14 druhy jsou "skupina E. faecalis" (E. caccae,
. crotali, E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. plantarum, E. quebecensis,
. rivorum, E. rotai, E. silesiacus, E. termitis, E. ureasiticus, E. ureilyticus a E. wangshanyuanii)

“skupina E. avium" (E. avium, E. devriesei, E. dongliensis, E. gilvus, E. hulanensis,

E

E

a

E. malodoratus, E. pingfangensis, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. Vviikkiensis,
E. xiangfangensis a je mozno zde zaradit i tfi vzdalenéjsi druhy E. florum, E. hermanniensis a
E. pallens). Déle je to s deviti druhy "skupina E. faecium" (E. canis, E. durans, E. faecium,
E. hirae, E. lactis, E. mundetii, E. ratti, E. thailandicus a E. villorum). Zbyvajici skupiny tvofi
trojice druha "skupiny E. dispar" (E. dispar, E. canintestini a novéji popsany E. saigonensis) a
dale dvojice druhl "skupiny E. gallinarum" (E. gallinarum a E. casseliflavus), "skupiny
E. italicus" (E. italicus a E. camelliae), "skupiny E. sulfureus" (E. sulfureus s novéji popsanym
druhem E. bulliens) a posledni "skupiny E. cecorum" (E. cecorum a E. columbae), ktera je od

zbyvajicich druht fylogeneticky nejvzdalenéjsi.



E. gilvus PQ1" (AY033814)
E. raffinosus NCIMB 129017 (Y18296)
E. malodoratusATCC 43197" (AF061012)
E. hulanensis190-7' (LC473138)
E. avium NCFB 23697 (Y18274)
E.florum Gos21-1" (LC428281)
E. pallens PQ2' (AY033815)
E. hermanniensisLMG 12317 (AY396047)
E. dongliensis 63-4" (LC438513)
E. xiangfangensis 11097" (HF679036)
E. pingfangensis241-2-2' (LC438519)
E. pseudoavium ATCC 49372 (AF061002)
E. viikkiensis IE3.2" (HQ378515)
E.devriesei LMG 14595 (AJ891167)
E. thailandicus FP48-3" (EF197994)
E. villorum LMG 12287 (AJ271329)
E. canis LMG 12316 (X76177)
E. mundtii ATCC 43186' (AF061013)
E. ratii DS 2705-87' (AF326472)
E. hirae ATCC 8043 (AF061011)
E. durans ATCC 59607" (AF061000)
E. faecium DSM 20477" (AJ276355)
E.lactis BT159 (GU983697)
E.gallinarumCECT 970" (AJ420805)
99 E. casseliflavus LMG 10745" (NR_114778)
E. phoeniculicola JLB-1" (AY028437)
E. songbeiensis 85-4" (LC438514)

_53|7 E.asini AS2 (Y11621)
E. diestrammenae ORL-24" (JQ650245)

! 57 E. saigonensisVE80' (LC127059)
_%"_L_ E. dispar ATCC 51266' (AF061007)
ssl— E. canintestini LMG 13590 (AJ888906)
99 IT E.faecalis JCM 5803" (AB012212)
E.rivorum HAMBI 3055 (FN822765)
E. wangshanyuanii MNO5' (CP021874)
E. termitis LMG 8895 (AM039968)

E. haemoperoxidus CCM 4851 (AF286832)
E. quebecensis CCRI-16985' (GU457262)
E. moraviensis CCM 4856" (AF286831)
E.plantarum CCM 7889" (HQ847537)

E. ureilyticus CCM 4629" (AJ276352)
E. crotali ETRF1" (KF803651)
E.rotai CCM 4630" (AJ276353)

E. ureasiticus CCRI-16986' (GU457264)
E. silesiacus W442" (AM039966)
s2l E. caccae 2215-02' (AY943820)

E. nangangensis94-2" (LC438515)
54 E.aquimarinus LMG 16607 (AJ877015)
9 -I:E eurekensis PC32" (AF445301)
E. alcedinis CCM 84337 (JX948102)
99 E.lemanii PC4B' (AF445305)
E. saccharolyticus subsp. saccharolyticus ATCC 43076 (AF061004)
E. saccharolyticus subsp. taiwanensis 812" (AB775175)
E.olivae IGG16.11" (JQ283454)
96 E. bulliens LMG 28766 (KR827627)
E. sulfureus ATCC 49903' (AF061001)

) E. italicus TP1.5"(AJ582753)
_95|_— E. camelliae FP15-1" (EF154454)
E. columbae STR 345" (X56422)
499|:cecorum ATCC 43198 (AF061009)

Vagococcus fluvialis NCDO 24977 (X54258)

77

99

99

0.0050

Obr. 1. Fylogenetickd pribuznost druhl rodu Enterococcus ziskana analyzou sekvenci genu pro 16S rRNA
metodou Neighbor-Joining (Saitou a Nei, 1987). Procentudini hodnoty vyssi nez 50 % pro 1000 opakovani
bootstrapové analyzy (Felsenstein, 1985) jsou zobrazeny u pfislusnych uzli fylogenetického stromu. VSechny
sekvencni pozice s méné nez 95% pokrytim byly vyrazeny. Evolucni analyza byla provedena pomoci programu
MEGA 7 (Kumar a kol., 2016). Sekvence kmene Vagococcus fluvialis NCDO 2497" byla vyuZita jako koren
stromu. Cisla pouZitych sekvenci ziskanych z GenBank databaze jsou uvedena v zavorkach. Druhy popsané

autorem prace a diskutované v rdmci souboru komentovanych publikaci jsou zvyraznény tucné.



5. Identifikace zastupctli rodu Enterococcus pomoci fenotypovych metod

Fenotypova charakteristika bakteridlnich taxon( je nedilnou soucasti jejich validniho
popisu (Tindall a kol.,, 2010) a i v dnesni taxonomii vyuZivajici pfedevsim molekularné-
biologické typizacni a identifikacni techniky predstavuje duleZitou soucast nasich znalosti o
mikroorganismech. Jednotlivé fenotypové znaky za sebou skryvaji celou fadu gen, které se
promitaji do sloZité regulovanych metabolickych drah, takZe je stale velmi obtiziné az
nemozné predpovédét fenotyp pouze na zdkladé znalosti genotypu (Kampfer, 2012, 2014).
Znalost fenotypu mikroorganismu je i v dnesni, spiSe genotypové zamérené taxonomii,
dilezita pro jeho identifikaci pomoci fyziologickych a biochemickych metod, které jsou stale
vyuzivany radou vyzkumnych i rutinnich pracovist. Nutno vsak dodat, Ze diky rychle
rostoucimu poctu znamych druhd, existujici vnitrodruhové variabilité fenotypovych znakl a z
praktického pohledu také diky faktu, Ze rQizné fenotypizacni techniky mohou poskytovat
razné vysledky, je spolehlivda biochemicka identifikace fady druh( v dnesni dobé velmi
problematickd. To bohuZel plati i pro fenotypové odliseni enterokokl od jinych
grampozitivnich a kataldza negativnich kokl i pro identifikaci jednotlivych druh(l rodu
Enterococcus.

Enterokoky je moZné strucné charakterizovat jako grampozitivni ovoidni koky
vyskytujici se jednotlivé, ve dvojicich, v kratkych retizcich i ve shlucich. Jsou nesporulujici,
nékteré druhy mohou byt pohyblivé a mohou produkovat zZluty pigment. Enterokoky jsou
kataldza negativni, ale pfi kultivaci na médiu s krvi mohou vykazovat pozitivni kataldzovou
reakci (Frankenberg a kol., 2002, Svec a Devriese, 2009). Jsou to fakultativné anaerobni
mikroorganismy. Glukézu metabolizuji homofermentativnim mléénym kvasenim, kdy je
prevlddajicim kone¢nym produktem kyselina mlécnd. Enterokoky rostou na béznych
bohatych kultiva¢nich médiich (napf. média s krvi, vytazek mozkové a srdecni tkané (BHI),
Todd-Hewittav agar, Skrobovy agar) v Sirokém rozmezi teplot s optimem 35 aZz 37°C a jsou
rezistentni k fadé chemickych i fyzikalnich faktord (vysoké pH, vysoka teplota, desinfekéni
latky, vysuseni, salinita, UV zareni) (Bale a kol., 1993, Byappanahalli a kol., 2012a, Hussain a
kol., 2009, Renner a Peters, 1999, Svec a Devriese, 2009, Svec a Franz, 2014a).

Zakladni odliSujici fenotypové charakteristiky rodu Enterococcus, které byly popsany
jiz Shermanem (1937) (viz. kapitola 3), jsou schopnost ristu pfi 10°C, 45°C a v médiu s 6,5 %
NaCl a produkce skupinového D antigenu. Dalsi testy vyuZivané pro odliSeni rodu
Enterococccus  jsou  produkce  pyrrolidonylarylamiddzy  (PYR  test), produkce
leucinaminopeptidazy (LAP test), hydrolyza eskulinu a rdst v pritomnosti Zlu¢i (Devriese a
kol., 1993, Facklam a Elliott, 1995, Facklam, 2001, Fortin a kol., 2003).

VyuZiti uvedenych testl pro rodovou identifikaci ma vsak v dnesni dobé znacna
omezeni, protoZe tyto testy nejsou pozitivni u vSech druhli a naopak je také nutno brat v
potaz, Ze tyto jednotlivé testy mohou byt pozitivni i u fady dalSich rod( grampozitivnich a
kataldza negativnich kok( (Devriese a kol., 1993, Facklam a Elliott, 1995). Jako ptiklad jsou
dale uvedeny vysledky ristovych testl a testu produkce D antigenu, které jsou i v dnesni
dobé casto vyuzivany k presumptivni rodové identifikaci. Pfi 10°C nerostou E. alcedinis,
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E. camelliae, E. saccharolyticus subsp. taiwanensis, E. thailandicus a E. wangshanyuanii a pfi
45°C nerostou E. alcedinis, E. bulliens, E. devriesei, E. diestrammenae, E. dispar,
E. dongliensis, E. hermanniensis, E. hulanensis, E. nangangensis, E. olivae, E. pingfangensis,
E. quebecensis, E. rotai, E. saccharolyticus subsp. taiwanensis, E. silesiacus, E. songbeiensis,
E. sulfureus, E. ureilyticus, E. viikkiensis a E. xiangfangensis. V pfitomnosti 6,5 % NaCl
nerostou druhy E. alcedinis, E. asini, E. camelliae, E. cecorum, E. diestrammenae,
E. dongliensis, E. hulanensis, E. italicus, E. nangangensis, E. phoeniculicola, E. pingfangensis,
E. pseudoavium, E. quebecensis, E. songbeiensis, E. ureasiticus a E. xiangfangensis a test
produkce D antigenu je negativni u druhl E. alcedinis, E. aquimarinus, E. canintestini,
E. cecorum, E. columbae, E. diestrammenae, E. dispar, E. eurekensis, E. hermanniensis,
E. lemanii, E. pseudoavium, E. saccharolyticus, E. saigonensis a E. sulfureus. Mimo to
vykazuje u jednotlivych testl fada druh( slabé ¢i variabilni vysledky a u nékterych,
predevsim novéji popsanych druhd, nebyly vysledky téchto testl v literature popsany vibec.
Uvedené vysledky testl byly prevzaty z citaci popist jednotlivych druhl uvedenych v Tabulce
1 a z prace Svece a Franze (2014a).

Pro biochemickou identifikaci enterokoku byla navrzena fada identifikacnich schémat
(Day a kol.,, 2001, Manero a Blanch, 1999, Teixeira a kol., 2015), ale stejné jako vysSe
diskutovand identifikace rodova, je i druhova identifikace enterokokd pomoci biochemickych
metod znacné problematickd a z taxonomického pohledu znacné nespolehlivd. K tomuto
pfispivda pomérné vysoky pocet popsanych druhl, existujici vnitrodruhova variabilita
fyziologickych a biochemickych vlastnosti u kmen( stejného druhu z rlznych zdrojl
(Devriese a kol., 1992a, Svec a kol., 2002), vysoka fenotypova podobnost nékterych druhd
(Devriese a kol., 2002) a v neposledni radé také fakt, Ze vysledky rady testl jsou ovlivnény
metodou jejich provedeni, takZze jsou casto vysledky publikované rlznymi autory obtizné
srovnatelné (Bosshard a kol., 2004, Winston a kol., 2004). Situaci také komplikuje pomérné
strohy vycet fenotypovych znakl uvedeny v popisech nékterych druhl enterokokd (Carvalho
a kol., 2006, McLaughlin a kol., 2017, Teixeira a kol., 2001). Také vyuziti komercnich
biochemickych identifikacnich systéma uréenych pro identifikaci enterokokd, jako napft.
EN-COCCUS test (Erba Lachema), API 20 Strep, Rapid ID 32 STREP (BioMérieux), BBL Crystal
Gram-Positive ID System (BD Diagnostic Systems), GP24 (Diagnostics) nebo GP2
MicroPlate™ (Biolog) ma své limity, protoZe tyto systémy jsou vétsinou zaméfeny na
identifikaci nékolika malo vybranych klinicky vyznamnych druhd enterokoki. Z vyse
uvedenych divodU se proto s identifikaci enterokok(l pouze pomoci biochemickych metod v
soudobych odbornych publikacich prakticky nesetkavame. Tyto metody jsou bud’ vyuZivany
jen pro presumptivni identifikaci nebo jsou pro zvyseni spolehlivosti vysledk( identifikace
kombinovany s jinymi identifikacnimi technikami.

Do identifikaénich fenotypizacnich technik vSak nepatfi jen stanoveni biochemickych
profild formou testovani okyselovani substratl, produkce enzymu ¢i rdstovych testll, které
byly diskutovany vyse. Srovnani chemickych charakteristik bunék vyuziva celd rada dalsich
technik, které se uplatiuji jak v odbornych taxonomickych studiich, tak v rutinni
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mikrobiologii. Z téchto technik je v soucasné dobé nejrozsirenéjsi hmotnostni spektrometrie
s desorpci a ionizaci za ucasti matrice s prlletovym analyzatorem, znamd pod zauzivanou
zkratkou MALDI-TOF MS (angl. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
Mass Spectrometry), kterd je zaloZena na analyze hmotnostnich spekter proteint z celych
bakteridlnich bunék (Murray, 2010, Ryzhov a Fenselau, 2001) a nasla uplatnéni jak pro
rutinni identifikaci bakterii, tak pro védeckovyzkumnou cinnost. Metoda MALDI-TOF MS byla
vyuzita pro identifikaci a typizaci enterokok( z humanniho klinického materidlu (Holzknecht
a kol., 2018, Lee a kol., 2015, Savas a kol., 2019), z veterinarnich zdroju (Santos a kol., 2015,
Stepien-Pysniak a kol., 2017, Splichalova a kol., 2015), z potravin (Ledina a kol., 2018, Nacef
a kol., 2017) i z prosttedi (Giebel a kol., 2008, Christ a kol., 2017) a byla také jednou z metod
aplikovanych pro taxonomicky popis druhu E. bulliens (Kadri a kol., 2015). Dalsi fenotypovou
technikou, kterou je nutno v ramci této kapitoly zminit, je analyza celkovych bunécnych
proteinli v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE), jejiz vysledky dobie korelovaly s vysledky
DNA-DNA hybridizace, a kterd byla aplikovana i v popisech novych druhl enterokokd
(Merquior a kol., 1994, Svec a Devriese, 2009). Od této metody se viak v dnesni dobé jiz
prakticky upustilo, protoZe byla pracnd a obtizné standardizovatelnd a reprodukovatelna.
Dalsi vyuzivanou identifikacni technikou je analyza methylesterd mastnych kyselin bunécné
stény pomoci plynové chromatografie (FAME analysis, angl. Fatty Acid Methyl Ester analysis),
kterd byla pouZita pro popis druhl E. gilvus a E. pallens (Tyrrell a kol., 2002), E. italicus
(Fortina a kol., 2004), E. lemanii a E. eurekensis (Cotta a kol., 2013), E. diestrammenae (Kim a
kol., 2013), E. xiangfangensis (Li a kol., 2014), E. saigonensis (Harada a kol., 2016) a
E. dongliensis, E. hulanensis, E. nangangensis, E. pingfangensis a E. songbeiensis (Li a Gu, v
tisku). Mimo tyto taxonomické prace je vSak také aplikovdna pro identifikaci a typizaci
enterokok(l z humdnnich i veterindrnich zdroj (Duran a kol., 2009), z potravin (Lang a kol.,
2001) i z prostfedi (Genthner a kol., 2005). Mezi dalsi metody chemicko-analytické
instrumentace, které byly pouzity pro identifikaci a typizaci enterokok(, patfi napfriklad
infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR, angl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) (Goodacre a kol., 1996, Samelis a kol., 2011, Sandt a kol., 2006,
Wenning a kol., 2010), Ramanova spektroskopie (Kirschner a kol., 2001, Top a kol., 2007)
nebo protonova magnetickd rezonance (Bourne a kol., 2001). Ackoliv tyto techniky zatim
nebyly z taxonomického pohledu dostatecné evaluovany pro identifikaci a typizaci Sirsiho
spektra znamych druh( enterokokl, jejich dalS$i rozvoj predstavuje slibny potencidl
vyuzitelny do budoucna pro identifikaci a typizaci mikroorganism( (Quintelas a kol., 2018,
Willemse-Erix a kol., 2011).

6. Identifikace zastupci rodu Enterococcus pomoci genotypovych metod

Pro identifikaci druh( rodu Enterococcus byla v literature popsdna Siroka skala metod
zaloZzenych na analyze DNA, které jsou vyuzivany jak v taxonomickych studiich, tak v pracich
zabyvajicich se identifikaci zastupctl tohoto rodu z riiznych zdrojii. Rada z téchto metod byla
popsana v raznych modifikacich, aplikovana na rGzné velké skupiny kmena a rtizné druhy a
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vyuzita pro ucely taxonomického popisu, identifikace i typizace. Z toho dtvodu by bylo nad
rdmec a rozsah této prace popsat vyCerpdvajicim zplsobem vsechny techniky analyzy DNA,
které byly pro charakterizaci enterokokd aplikovany. Uvedeny jsou zde proto predevsim ty
metody, se kterymi se v odbornych studiich miZeme setkat nejc¢astéji. Pro kazdou metodu je
také uvedeno jen nékolik vybranych citaci, které dokladuji jeji vyuZiti pro charakterizaci
enterokok.

Pravdépodobné nejcastéji vyuzivanou metodou pro klasifikaci a identifikaci bakterii je
stanoveni celé nebo ¢astecné sekvence genu pro 16S rRNA, které je také standardni soucasti
popisu novych taxonU. Diskriminativnost této metody ma vsak své omezeni diky vysoké
vzajemné podobnosti tohoto genu mezi nékterymi druhy, a to plati i pro rod Enterococcus.
Pfedevsim druhy v ramci jednotlivych fylogenetickych skupin, popsanych v kapitole 4 této
prace, vykazuji ¢asto podobnost vyssi nez 99 % a mohou dosahnout az 100% podobnosti,
jako je to v pripadé druh( E. crotali a E. rotai (McLaughlin a kol., 2017). Mezi dalsi specifické
geny, které byly vyuzity k identifikaci enterokokl patfi gen atpA (kddujici alfa podjednotku
ATP syntdzy) (Naser a kol., 2005a), geny rpoA (kddujici alfa podjednotku RNA polymerazy) a
pheS (kodujici alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) (Naser a kol., 2005b), gen dd/
(kddujici D-alanin:D-alanin ligdzu) (Ozawa a kol., 2000), gen cpr60 (kédujici chaperonin 60)
(Vermette a kol., 2010), gen Tuf (kédujici elongacni faktor EF-Tu) (Ke a kol., 1999), geny
GroESL (kodujici 10 kDa GroES a 60 kDa GroEL proteiny indukované teplem, z angl. heat
shock proteins) (Sanderson a kol., 2019, Tsai a kol., 2005, Zaheer a kol., 2012), gen sodA
(kédujici mangan-dependentni superoxid dismutazu) (Frolkova a kol., 2012, Poyart a kol.,
2000) nebo doména V genu pro 23S rRNA (Tsiodras a kol., 2000).

Mimo sekvenacni techniky byla pro identifikaci i kmenovou typizaci enterokok
aplikovana také rada fingrprintovych metod zaloZzenych na analyze profild PCR produkt(
nebo restrikénich fragmentl DNA. K metoddm vyuzZivajicim PCR patti napfiklad ITS-PCR (z
angl. Internal Transcribed Spacer) (Alves a kol., 2004, Pangallo a kol., 2008, Tyrrell a kol.,
1997), RAPD-PCR (z angl. Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Cocconcelli a kol., 1995,
Cosentino a kol., 2004, Quednau a kol., 1998), tDNA-PCR (z angl. tRNA intergenis spacer PCR)
(Baele a kol., 2000) nebo metody rep-PCR s primery (GTG)s (Jurkovic a kol., 2006b, Svec a
kol., 2005c), REP (Pangallo a kol., 2008) nebo BOX (Nayak a kol., 2011). Metody zaloZzené na
analyze restrikénich fragmentl predstavuje napfiklad pfima analyza restrikéniho profilu
celkové DNA (Hall a kol., 1992, Lacoux a kol., 1992), analyza restrikéniho profilu genu pro 16S
rRNA (Jayarao a kol., 1992) ¢i analyza makrorestrikénich profild metodou pulzni gelové
elektroforézy (PFGE, z angl. Pulsed Field Gel Electrophoresis) (Bopp a kol., 1999, de Freitas a
kol., 2018, Dicuonzo a kol., 2001), kterd je jednou z klasickych metod vyuZivanych pro
kmenovou typizaci bakterii (Lopez-Canovas a kol., 2019). Dale je to ribotypizace zalozend na
selektivni hybridizaci a nasledné detekci restrikénich fragmentl nesoucich geny koédujici
ribozomalni RNA (Bjorkroth a kol., 2005, Descheemaeker a kol., 1997, Lang a kol., 2001, Svec
a kol., 2001b). K dalSim metodam zaloZzenym na analyze DNA patfi metody hybridizace se
specifickymi sondami (Behr a kol., 2000, Betzl a kol., 1990) a jejich aplikace ve formé DNA
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CipG (Lehner a kol., 2005, Sango a kol., 2013). Vétsina z vyse uvedenych fingrprintovych
metod diferencuje enterokoky na Urovni druhu az kmene, a to v zavislosti na analyzovaném
taxonu i na podminkach provedeni (napf. na pouzitém restrikénim enzymu, primeru nebo
sondé), takZe jsou tyto techniky vyuZivany jak pro kmenovou diferenciaci, tak pro
identifikaci.

6.1. Charakteristika genomu zastupcl rodu Enterococcus

Sekvencni a srovnavaci analyza genom( bakterii je v soucasné dobé jednou z
klicovych metod formujicich obor taxonomie. Z pohledu zakladniho taxonomického vyzkumu
je analyza bakteridlnich genom( nezbytnd predevsim pro popis novych taxonl a jejich
fylogenetické zaclenéni v sou¢asném taxonomickém systému (Chun a kol., 2018). Znalost
celého genomu vsak také naléza uplatnéni napfriklad pfi charakterizaci a typizaci
mikroorganismu pro studium ekologie, epidemiologie, virulence nebo metabolismu, ¢i pfi
hledani novych gent, enzym( a bioprodukt vhodnych pro biotechnologické vyuziti. Aplikace
celogenomového sekvencovani pro identifikaci mikroorganism( jiz také zacind pronikat i do
rutinnich laboratofi (Kozyreva a kol., 2017, Mathijs a kol., 2016, Rantsiou a kol., 2018).

Genomy zastupcl rodu Enterococcus popsané v literature patii predevsim k nejcastéji
izolovanym druhim E. faecalis (Bourgogne a kol., 2008, Domann a kol., 2007, Paulsen a kol.,
2003, Zischka a kol., 2012) a E. faecium (Lam a kol., 2012, Qin a kol., 2012, Sudrez a kol.,
2013, van Schaik a kol., 2010). Tato situace se odrazi také v internetovych databazich, jako
jsou napriklad databaze NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nebo PATRIC
(https://www.patricbrc.org/). V databazi PATRIC je aktualné (Cerven 2019) celkem 2826
genomU rodu Enterococcus, z ¢ehoz 1594 patfi druhu E. faecium a 856 druhu E. faecalis. V
databazi NCBI je to k vySe uvedenému datu 2988 genomu enterokokll zahrnujicich 1583
kmen( E. faecium a 1012 E. faecalis.

Srovnavaci genomicka analyza 37 kmen( Enterococcus spp. ukdzala, Zze primérna
velikost genomu enterokok( je 3,20 Mb, ale rGzné druhy maji velikost v rozsahu od 2,31 Mb
(E. sulfureus) do 5,27 Mb (E. pallens) (Zhong a kol., 2017). Prvni celogenomova sekvence
zastupce rodu Enterococccus byla publikovdna Paulsenem a kol. (2003), ktefi analyzovali
vankomycin rezistentni klinicky kmen E. faecalis V583. Jeho genom obsahoval fadu gent pro
faktory virulence a mnoho mobilnich element(, které predstavovaly vice nez CEtvrtinu jeho
celkové délky. Naopak dalsi popsany genom probiotického kmene E. faecalis Symbioflor 1
radu gena pro faktory virulence postrada (Domann a kol., 2007). Druhym druhem, u kterého
byl popséan cely genom, byl E. faecium Aus0004 izolovany z krve pacienta v Melbourne (Lam
a kol., 2012). | u tohoto kmene byla popsana rfada gen( pro faktory virulence a vysoky podil
(38 %) mobilnich elementl. Zna¢nou variabilitu genomu enterokokd z pohledu velikosti,
pfitomnosti mobilnich elementl i genG virulence a rezistence k antibiotikim popsali také
dalsi autofri, ktefi charakterizovali klinicky relevantni kmeny (Lam a kol., 2012, van Schaik a
kol., 2010), komenzalni kmeny (Brede a kol., 2011, Dolka a kol., 2015, Solheim a kol., 2009,
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Zischka a kol., 2012) i kmeny z potravin (Magni a kol., 2012, Suarez a kol., 2013). Analyza
celogenomovych sekvenci v rutinnich klinickych laboratofich byla jiz také vyuZita pro
identifikaci (Hasman a kol., 2014, Tsai a kol., 2017) i pro epidemiologickou typizaci
enterokok( (Raven a kol., 2017, Reuter a kol., 2013).

7. Ekologie rodu Enterococcus

Enterokoky predstavuji kosmopolitni mikroorganismy, které muiZeme izolovat ze
sladkovodniho i z morského prostredi, a to pfimo z vody, ze sedimentll i z vodnich rostlin a
zivocichl. Osidluji vSak také suchozemské habitaty, kde je nalézame v plidach, na rostlinach
a predevsim jsou soucasti mikrofléry fady mnohobunécnych organism(, od bezobratlych az
po clovéka. Enterokoky jsou také soucdsti mnoha potravin rostlinného i Zivocisného plvodu.
Za primdrni habitat enterokok( je obecné povazovan travici trakt suchozemskych Zivocicha.
Rada studii diskutovanych v nasledujicich kapitolach viak ukazuje, Ze v dalsich vyse
zminénych prostfedich nejsou enterokoky jen tranzitni mikroflérou, ale jsou schopni zde
metabolizovat a aktivné se mnozit. Schopnost enterokokl osidlovat tak Siroké spektrum
habitat(l je ddvana do souvislosti s jejich evolu¢nim vyvojem. Ve své ekologicko-evoluéni
studii datuji Lebreton a kol. (2017) objeveni se enterokokl a jejich diverzifikaci do souvislosti
s prechodem mnohobunécénych organismi na sous pred 425-500 miliony let a s jejich evoluci
v tomto novém prostiedi. Diky vysoké odolnosti k vysychani, hladovéni i nepfiznivym
fyzikdlnim a chemickym faktordm vnéjsSiho prostiedi, jsou enterokoky dokonale
pfizplsobeny pro preziti, Siteni a osidleni riznych terestrickych habitat(. Sou¢asné znalosti o
vyskytu a diverzité Enterococcus spp. v uvedenych habitatech jsou shrnuty v nasledujicich
podkapitolach.

7.1.Voda

Voda a vodni prostredi predstavuji bohaty zdroj enterokoku. Enterokoky nalézame ve
vodach sladkych i slanych (Moore a kol., 2008), Cistych, zneciSténych i ve vodach odpadnich
(Byappanahalli a kol., 2012a, Laukova a Juris, 1997, Niemi a kol., 1993, Sanderson a kol.,
2019). Ve vodnim prostredi se mohou buriky enterokok( vyskytovat volné ve vodnim sloupci,
ale v nejvétsich koncentracich jsou nalézany na povrchu vodnich rostlin i Zivocichl, které
zahrnuiji jak planktonni organismy, tak vyssi vodni rostliny a Zivocichy (Anderson a kol., 1997,
Maugeri a kol., 2004, Signoretto a kol., 2004). Vyznamnym zdrojem enterokokl jsou také
vodni sedimenty a pobrezni pisky, kde se také mohou enterokoky v pfiznivych podminkach
mnotZit (Cui a kol., 2013, Ferguson a kol., 2005, Yamahara a kol., 2009).

Pritomnost enterokokl typickych pro travici trakt ZivocCichl a ¢lovéka ve vodach je
povazovana za indikator fekalniho znecisténi a stanoveni jejich poctu ve vzorcich vod je
jednim z rutinnich test( pro stanoveni kvality vody. Testovani kvality vody v Ceské republice
upravuje norma CSN EN 1SO 7899, kterd definuje kultivaéni metody stanoveni tzv.
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intestinalnich enterokok( ve vodach. Tato skupina je definovana jako typické intestinalni
druhy E. faecalis, E. faecium, E. durans a E. hirae a ddle Streptococcus equinus (Baudisova,
2017). Tyto metody stanoveni vSak detekuji také pritomnost nefekalnich enterokokd typicky
asociovanych s rostlinami (E. casseliflavus, E. mundetii, E. sulfureus), takZe je pfi hodnoceni
vysledk( stanoveni nutno pfihlédnout i k tomuto faktu. Mimo klasickych kultivac¢nich metod
byly pro detekci enterokokll ve vodé popsany metody vyuZivajici kvantitativni (real-time)
PCR (Haugland a kol., 2005) ¢i imunomagnetickou separaci s ATP bioluminiscenci (Lee a
Deininger, 2004, Zimmer-Faust a kol., 2014). Jejich vyuziti v rutinnim testovani je vsak zatim
problematické diky cenové narocnosti technického vybaveni a reagencii i vysokym
pozadavklm na obsluhu. Pro rozliSeni fekalni kontaminace humanniho a Zivo¢isného plvodu
bylo navrZeno stanoveni druhového spektra druhl rodu Enterococcus (Wheeler a kol., 2002),
stanoveni poméru jejich poctu k dalsim indikatorovym mikroorganismam Escherichia coli a
S. equinus (Pourcher a kol., 1991) i stanoveni metabolickych profild enterokokl a E. coli
specifickych pro hostitele (Ahmed a kol., 2005). V rutinnich laboratofich testujicich kvalitu
vody vSak tyto metody prakticky vyuZitelné nejsou, protoZe zde neni druhové spektrum
izolovanych bakteridlnich kmen( stanovovano.

Druhové spektrum enterokok(i ve vodach bylo na zdkladé identifikace kmena
izolovanych z rtznych zdroji vod popsano dlouhou fadou autorl. Nejcastéji jsou izolovani
zastupci druhl E. faecalis a E. faecium, které nasleduji E. durans, E. hirae, E. casseliflavus,
E. gallinarum a E. mundetii (Ferguson a kol., 2005, Luczkiewicz a kol., 2010, Maraccini a kol.,
2012, Moore a kol., 2008, Pinto a kol., 1999, Sanderson a kol., 2019). Voda byla také zdrojem
kmen( fady novéji popsanych druh( enterokok( (Niemi a kol., 2012, Sedlacek a kol., 2013,
Sistek a kol., 2012, Svec a kol., 2001a, Svec a kol., 2005a, Svec a kol., 2006), jejich roziteni
v prostiedi ¢i v ZivociSich nebylo doposud uspokojivé zmapovano.

7.2. Rostliny

Prvni prace popisujici vyskyt enterokok(l na suchozemskych rostlinach publikoval
Mundt (1961, 1963a, 1975), ktery tyto mikroorganismy povazoval za pfechodnou mikrofléru
rostlin pochazejici z divokych zvitat, kam jsou prendseny prostfednictvim vétru a hmyzu.
Ukazal vsak také, Ze jsou enterokoky schopné se na povrchu rostlin mnozit (Mundt a kol.,
1962). Miiller a kol. (2001) a Ott a kol. (2001) identifikovali na rostlinach zdstupce druht
E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. mundetii a E. sulfureus, ale vice nez polovinu kmenU
izolovanych v jejich studiich tvofily v té dobé nepopsané druhy rodu Enterococcus. Uzitkové
rostliny zahrnujici rajc¢ata, redkvicky, petrzel, hlavkovy salat, Spenat, kapustu, hlavkové zeli,
celer, ¢i melouny jsou osidleny druhem E. casseliflavus a typickymi intestindlnimi druhy
E. faecalis a E. faecium, které pravdépodobné pochazeji z vody ¢i pfirodnich hnojiv
pouzivanych v zemédélstvi (Holzel a kol., 2010, Johnston a Jaykus, 2004, Johnston a kol.,
2006, McGowan a kol., 2006). Z rlznych rostlinnych zdroja byly vsak izolovany i dalsi druhy.
Enterococcus faecium, E. durans a E. avium byly izolovany z hrozn( vinné révy (Barata a kol.,
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2012), E. cacae a E. hirae z dlouhodobé skladovanych zrn je¢mene (Olstorpe a kol., 2010) ¢i
E. mundtii ze semen eukalyptu (Ferreira a kol., 2008). Na zakladé studia kmen( izolovanych z
rostlin byly také nové popsany druhy E. plantarum (Svec a kol., 2012), E. ureilyticus a E. rotai
(Sedlacek a kol., 2013), E. florum (Techo a kol., 2019) nebo poddruh E. saccharolyticus
subsp. taiwanensis (Chen a kol., 2013a). Nové druhy byly popsany také z fermentovannych
rostlinnych produktl. Tyto predstavuji E. camelliae z fermentovanych cajovych listu
(Sukontasing a kol., 2007), E. xiangfangensis z nakladané zeleniny (Li a kol., 2014), E. olivae z
fermentovanych zelenych oliv (Lucena-Padrdés a kol.,, 2014) nebo druhy E. dongliensis,
E. hulanensis, E. nangangensis, E. pingfangensis a E. songbeiensis z kysaného Cinského zeli (Li
a Gu, v tisku). Zda-li jsou tyto taxony typickou soucasti mikrofléry rostlin nebo se jedna jen o
kontaminujici ¢i pfechodnou mikrofléru z jinych zdroji vSak neni moZzno na zakladé téchto
popisnych praci urdit.

Stejné jako rostliny suchozemské jsou kmeny rodu Enterococcus osidleny i rostliny
vodni, a také na vodnich rostlinach jsou enterokoky schopné nejen dlouhodobé prezivat, ale
také se aktivné mnoZit (Byappanahalli a kol., 2003, Grant a kol., 2001, Whitman a kol., 2003).
Enterokoky byly ve vysokych koncentracich izolovdny z fas (Whitman a kol., 2003), chaluh
(Anderson a kol., 1997) i vysSich vodnich rostlin (Badgley a kol., 2010b, 2010a) a zahrnovaly
druhy E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. hirae a E. mundtii.

7.3. Pada

S ohledem na vyskyt a variabilitu enterokok( patfi plda k malo prozkoumanym
habitatlim. Vysledky publikovanych studii ukazuji, Ze se enterokoky v piadach vyskytuji, ale
jsou zde pritomny v nizkych mnoizstvich (Byappanahalli a Fujioka, 2004, Desmarais a kol.,
2002, Medrek a Litsky, 1960, Mundt, 1961). Do pUid jsou enterokoky pfirozené importovany z
rostlin i Zivo€ich(, kdy vyznamnou roli pfirozené hraje fekalni kontaminace ¢i vyuziti chlévské
mrvy v zemédélstvi (Mundt, 1961, Stocker a kol., 2015). Enterokoky vsak nejsou jen
pfechodnou slozkou pldniho ekosystému. V zavislosti na chemickych a fyzikalnich
vlastnostech plid a na vnéjSich podminkach prostredi jsou kmeny enterokok( schopny zde
prezivat a mnozit se (Stocker a kol., 2015, Van Donsel a kol., 1967). Jejich ubikvitni rozsiteni v
padach naznacuje, Ze pady obsahuji autochtonni populace enterokok( prizplisobené tomuto
habitatu (Byappanahalli a kol., 2012b). Jejich pocty zde mohou byt vyznamné z pohledu
standard( testovani kvality vody, ktera tak mize obsahovat pldni enterokoky nefekalniho
plvodu (Desmarais a kol., 2002, Fujioka a kol., 1998, Hardina a Fujioka, 1991).

7.4. Zivocichové a ¢lovék

Travici trakt bezobratlych Zivocichi, obratlovct i ¢lovéka predstavuje habitat bohaté
osidleny enterokoky. Taxonomicka diverzita enterokoku izolovanych z Zivocichl je pestra a
rada druh( byla nové popsana pravé studiem kmen( z téchto zdroju.
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V ramci studia mikrofléry bezobratlych Zivocichl byly enterokoky izolovany napt. ze
stfeva hlemyZd@ rod(l Helix a Cornu (Charrier a kol., 1998, Charrier a kol., 2006, Svec a kol.,
2002), z komarQ Culex quinquefasciatus (Chandel a kol., 2013), Culiseta melanura a
Coquillettidia perturbans (Andrews a kol., 2014), octomilek Drosophila (Adair a kol., 2018,
Wong a kol., 2013), kfiska Amrasca biguttula biguttula (Sivakumar a kol., 2016, Sivakumar a
kol., 2017), blech a vsi (Murrell a kol., 2003), dvouktidlého hmyzu rodu Bactrocera
(Andongma a kol.,, 2015, Yong a kol., 2019), larev blyskavky (Spodoptera littoralis) a
Cernopdsky bavinikové (Helicoverpa armigera) (Tang a kol., 2012), termitl (Bauer a kol.,
2000, Brune a Friedrich, 2000, Svec a kol., 2006), larev bource moru$ového (Bombyx mori)
(Fei a kol., 2006), mouchy domdci (Musca domestica) (Macovei a Zurek, 2006), mouchy tse-
tse (Glossina palpalis palpalis) (Geiger a kol., 2009) a z fady dalSich zastupcl hmyzu Ziviciho
se nektarem, sukulentnimi ¢astmi rostlin ¢i Zijiciho v pldé (Martin a Mundt, 1972) nebo z
rdznych druhl hmyzu Skodiciho na potravinach (Channaiah a kol., 2010).

Enterokoky jsou béZznou a pocetnou soucdsti mikrofléry vodnich i suchozemskych
obratlovcl a pro mnohé druhy enterokokl je jejich travici trakt povazovdn za primarni
habitat, odkud se Sifi do prostredi ¢i potravin. Bohaté osidleni obratlovcl enterokoky popsal
jiz Mundt (1963b), ktery je izoloval ze 71 % vzork( z 216 vykald divokych savcu, z 86 % ze 70
vzorkd vykalG plazG a z 32 % z 22 vzorkd vykald divokych ptakl. Frekventovany vyskyt
enterokok(l ve vzorcich z rlznych Zivoc¢isnych druhl z rlznych taxonomickych skupin
potvrdily, a stdle potvrzuji, dalsi studie. Mezi zastupce vodnich Zivocich(, ze kterych byly
enterokoky izolovany, patfi naptiklad kapr obecny (Cyprinus carpio) (Hagi a Hoshino, 2009),
sladkovodni krevety Macrobrachium rosenbergii (Cai a kol., 1999), delfin skakavy (Tursiops
truncatus) (Diaz a kol., 2013) a fada mofiskych ryb (Cahill, 1990, Romalde a kol., 1996). Déle
byly enterokoky izolovany z Zab skokana volského (Rana catesbeiana) (Pasteris a kol., 2009),
skokana lesniho (Rana sylvatica) (Rana a kol., 2011) a rosnic¢ky japonské (Hyla japonica)
(Benno a kol., 1992), z varana komodského (Varanus komodoensis) (Montgomery a kol.,
2002), kobry indické (Naja naja) (Panda a kol., 2018), ze zastupcl ptdkd, které reprezentuji
napriklad holub (Baele a kol., 2002, Radimérsky a kol., 2010), dudek chocholaty (Soler a kol.,
2008), racek (Layton a kol., 2010, Lu a kol., 2008, Oravcova a kol., 2017), husa velka (Anser
anser) (Taucer-Kapteijn a kol., 2017), papousek amazonan modrocely (Amazona aestiva) (de
Freitas a kol., 2018), vrana americka (Corvus brachyrhynchos) (Oravcova a kol., 2014), kané
lesni (Buteo buteo) (Radhouani a kol., 2010) a dalSich 25 druh( divokych ptak( (Stepien-
Pysniak a kol., 2017) nebo 35 druhi stéhovavych ptakd (Leon-Sampedro a kol., 2019). Savci,
ze kterych byly enterokoky izolovany jsou napfiklad vydra fiéni (Lutra lutra) (Semedo-
Lemsaddek a kol., 2013), nornik rudy (Clethrionomys glareolus), mysice kifovinna (Apodemus
sylvaticus) a jezevec lesni (Meles meles) (Mallon a kol., 2002), lachtani a tuleni (Layton a kol.,
2010), liska obecnd (Vuleps vulpes) (Radhouani a kol., 2013, Taucer-Kapteijn a kol., 2017),
bizoni (Bison bison) (Anderson a kol., 2008) nebo opice malpa hnéda (Cebus apella) a
kosman c¢ernovousy (Callithrix penicillata) (Xavier a kol., 2010).
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Vétsina studii popisujicich enterokoky z Zivocisnych druhl se vSak zaméfuje na zvirata
svazand s Clovékem, at uZ jsou to zvifata domaci ¢i hospodarskd. Enterokoky z
hospodarskych zvifat mohou kontaminovat potraviny Zivoc¢isného plvodu a zpUsobovat
jejich kazeni (Franz a Holzapfel, 2004) a zvifata mohou byt i zdrojem kmen( enterokok(
rezistentnich k antibiotikim (Butaye a kol., 1999, Damborg a kol., 2009, de Jong a kol., 2018,
Moyaert a kol., 2006) nebo kmen( nesoucich geny virulence (Olsen a kol., 2012, Pillay a kol.,
2018), které tak mohou prechazet do lidské populace a predstavovat riziko pro lidské zdravi
(Hammerum, 2012). Druhy E. faecalis a E. faecium jsou nej¢astéjsimi enterokoky izolovanymi
z domacich i hospodarskych zvifat (De Graef a kol., 2005, de Jong a kol., 2018, Devriese a
kol., 1987, Devriese a kol., 1992b, Devriese a kol., 1992a, Laukova a kol., 2008, Linaje a kol.,
2004). V rlznych druzich domdcich a hospodarskych zvifat viak nalézame i dal$i enterokoky,
které mohou byt pro své hostitele typické. Timto pfipadem je napfiklad E. cecorum, ktery je
dominantnim druhem traviciho traktu drlbeze (Devriese a kol.,, 1991), E. canis a
E. canintestini, ktefi jsou typicky izolovani ze pst (De Graef a kol., 2003, De Graef a kol.,
2005, Naser a kol., 2005c), E. columbae z traviciho traktu holubl (Baele a kol., 2002) nebo
E. hirae, ktery byl popsan jako nej¢astéjsi druh izolovany z dojnic (Jackson a kol., 2011).

Stejné jako z rostlin a z vody, byla fada novych druh( enterokokd izolovana pfimo z
Zivocichll nebo z prostredi svazanych s Zivocichy. Z novéji popsanych druh( jsou to napfiklad
E. villorum z ptipadl pridjmu selat (Vancanneyt a kol., 2001), E. lemanii a E. eurekensis z
chlévské mrvy prasat (Cotta a kol., 2013) E. ratti z prGjmu krys (Teixeira a kol., 2001), E. canis
(De Graef a kol., 2003), E. canintestini (Naser a kol., 2005c) a E. hermanniensis (Koort a kol.,
2004) ze psh, E. devriesei z krav a potravin Zivocisného plvodu (Svec a kol., 2005b),
E. termitis z termitd (Svec a kol., 2006), E. diestrammenae z kobylky Diestrammena coreana
(Kim a kol., 2013), E. phoeniculicola z dudkovce stromového (Phoeniculus purpureus) (Law-
Brown a Meyers, 2003), E. alcedinis z lednacka fri¢niho (Frolkova a kol., 2013),
E. bulliens (Kadri a kol., 2015) z velbloudiho mléka, E. asini z osla domaciho (de Vaux a kol.,
1998), E. wangshanyuanii z trusu jaka domaciho (Jin a kol., 2017), E. crotali z trusu chrestyse
Crotalus horridus (MclLaughlin a kol., 2017) nebo E. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011) a
E. saigonensis (Harada a kol., 2016) izolované z dribezich produkt.

Lidé jsou podobné jako Zivocichové osidleni enterokoky v priibéhu celého svého
zivota a komenzdlni kmeny enterokokl jsou pravdépodobné jedny z prvnich bakterii, se
kterymi se kazdy lidsky jedinec setkava. Enterokoky byly izolovany z krve z pupecnikové
snary novorozencl po porodu cisaifskym fezem (Jiménez a kol., 2005), ze smolky (Jiménez a
kol., 2008, Nagpal a kol., 2016) a jsou jedny z prvnich mikroorganismU osidlujicich nas travici
trakt (Nagpal a kol., 2017) i kZi (Younge a kol., 2018). Komenzalni kmeny enterokokd jsou
také dominantni soucasti mikrofléry mleziva a materského mléka (Collado a kol., 2009, Reis a
kol., 2016, Taweerodjanakarn a kol., 2019), které tak pfispivaji k jejich kolonizaci traviciho
traktu kojenych déti (Martin a kol., 2003, Solis a kol., 2010). PGvod téchto kmenl v
materském mléce je vsak zatim nejasny. Roli zde mlzZe hrat jak mozna kolonizace mléka
endogennimi kmeny matky, tak sekundarni kontaminace z kdze prsu (Dicks a kol., 2018, Jost
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a kol., 2014, Rodriguez, 2014, Ruiz a kol., 2019). Druhy E. faecalis a E. faecium jsou také
béZznou soucdsti mikrofléry traviciho traktu dospélych lidi, kdy v 1 g stolice ¢lovéka je
pfitomno 10> aZ 10’ bunék E. faecalis a 10* a7 10> bunék E. faecium. Pomér zastoupeni
téchto dvou druhi se vSsak muze v zavislosti na studované skupiné osob lisit v dUsledky typu
stravy a environmentadlnich faktorl (Devriese a Pot, 1995, Fisher a Phillips, 2009, Chenoweth
a Schaberg, 1990). Kromé druh( E. faecalis a E. faecium byly z traviciho traktu ¢lovéka
izolovany také E. asini, E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E dispar, E. durans,
E. gallinarum, E. hirae, E. phoeniculicola, E. pseudoavium a E. saccharolyticus, ale izolace
téchto dalSich druhl enterokok(i z humanniho klinického materidlu je ve srovnani s
dominantnimi druhy E. faecalis a E. faecium malo ¢asta (Rajili¢-Stojanovi¢ a de Vos, 2014).
Mimo trdvici trakt, ktery je primarnim a dominantnim rezervodarem enterokokl v téle
Clovéka, jsou tyto mikroorganismy izolovany také z Ustni dutiny a z vaginy (Chenoweth a
Schaberg, 1990, Nami a kol., 2018, Perkowski a kol., 2019, Sharma a kol., 2018). V ptipadé
ustni dutiny vSak neni jasné, nejednd-li se pouze o prechodnou soucast mikroflory
pochazejici z potravin, protoze jejich vyskyt v Ustni dutiné neni konzistentni (Aas a kol., 2005,
Zehnder a Guggenheim, 2009).

Z humanniho klinického materialu byly nové popsany druhy E. gilvus ze Zluci pacienta
se zanétem Zlucniku a E. pallens z infekce peritonea po perforaci stfev (Tyrrell a kol., 2002),
dale E. caccae ze stolice zdravého ¢lovéka (Carvalho a kol., 2006) a zatim nevalidovany druh
E. timonensis izolovany ze sputa zdravého muze (Mbogning Fonkou a kol., 2019).

7.5. Potraviny

Vzhledem k bohatému vyskytu enterokok(l v prostfedi, na rostlinach i v Zivocisich je
nasnadé, Ze jsou také castymi mikroorganismy vyskytujicimi se v potravinach rostlinného i
Zivocisného puvodu. Obecné je vyskyt enterokok(l v potravinach povazovan za kontaminaci z
zZivocisnych zdrojli nebo z prostredi (Giraffa, 2002) a tyto kmeny zde mohou mit jak pozitivni,
tak negativni vliv na vyslednou potravinu (Franz a kol., 2002).

Maso byva kontaminovano enterokoky z traviciho traktu jate€nich zvirat jiz v dobé
porazky. K dominantnim druhlm izolovanym z masa a masnych vyrobku proto patfi typicky
intestinalni druhy E. faecalis a E. faecium, které byly izolovany z Cerstvého veprového
(Knudtson a Hartman, 1993), hovéziho (Stiles a kol., 1978) i drlibeZiho (Turtura a Lorenzelli,
1994) masa a E. faecalis byl také prevladajicim druhem v mase ryb (Hammad a kol., 2014).
Diky své toleranci k vyssSim teplotdam mohou enterokoky preZivat v tepelné opracovanych
masnych vyrobcich (uzené maso, Sunka, konzervy, krevety) a podilet se na jejich kazeni (Bell
a Gill, 1982, Correia Santos a kol., 2017, Dalgaard a kol., 2003, Vasilopoulos a kol., 2008).
Enterokoky jsou také soucasti fady susenych a fermentovanych masnych vyrobkl (napf. fuet,
chorizo) vyrabénych tradi¢né v Italii, ve Spanélsku nebo v Recku (Cocolin a kol., 2001, Martin
a kol., 2009, Paramithiotis a kol., 2008).
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Mléko a mlécné vyrobky obsahuji kmeny enterokokd, které jsou stejné jako v pripadé
masa povazovany za kontaminanty pochazejici predevsim ze strukl, z dojiciho zafizeni a
skladovacich nddob na mléko nebo z prostredi (Garg a Mital, 1991, Kagkli a kol., 2007,
Quigley a kol., 2013). Enterokoky rostouci v Sirokém rozmezi teplot, salinity i pH preZivaji
dlouhodobou pasteraci mléka provadénou pti nizSich teplotach a prechazi tak do fady
mléénych vyrobkd. Typicky je nalézame v rlznych druzich mékkych i tvrdych regionalnich
syr(, kde casto predstavuji jednu z dominantnich slozek mikrofléry (Franz a kol., 1999).
Prevazujici druhy izolované z mléka a mlécnych vyrobk( jsou E. faecalis a E. faecium, ale
kromé nich byly v literature z mléénych produktl popsany i dalsi druhy enterokokd, jako
napftiklad E. avium, E. casseliflavus, E. devriesei, E. dispar, E. gilvus, E. hirae, E. malodoratus,
E. raffinosus nebo E. pseudoavium (Abriouel a kol., 2008, Alves a kol., 2004, Colombo a kol.,
2010, Cosentino a kol., 2004, Jurkovic a kol., 2006a, Martin-Platero a kol., 2009, Ortigosa a
kol., 2008, Zago a kol., 2009).

Kromé masnych a mléénych vyrobkl byly enterokoky izolovany ze suSenych a
mrazenych potravin (ovoce, zelenina, obilniny, vejce, kofeni) (Mundt, 1976), z tradi¢nich
fermentovanych plzG Batillaria zonalis na Taiwanu (Chen a kol., 2012), nakladané zeleniny (Li
a kol., 2014), kysaného zeli (Li a Gu, v tisku), fermentované brokolice (Chen a kol., 2013b) ¢i
fermentovaného cCiroku (Yousif a kol., 2005).

Novymi druhy enterokok(i popsanymi v poslednich letech z potravin jsou
E. saigonensis (Harada a kol., 2016), E. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011) a E. hermanniensis
(Koort a kol., 2004) z kufeciho masa, E. bulliens z velbloudiho mléka (Kadri a kol., 2015) a
druhy E. italicus a E. lactis z italskych syr( (Fortina a kol., 2004, Morandi a kol., 2012).

8. Klinicky vyznam rodu Enterococcus

Enterokoky jsou typické oportunné patogenni mikroorganismy, které jsou
vyznamnymi pUvodci Siroké skaly infekci ¢lovéka. Zdrojem infekce mohou byt jak vlastni
komenzalni kmeny pacienta osidlujici travici trakt (tzv. endogenni infekce), tak kmeny
enterokok(l ziskané exogenni cestou z prostfedi nebo z Zivocichl (Arias a Murray, 2012,
Chenoweth a Schaberg, 1990, Teixeira a kol., 2015). Enterokoky jsou nejc¢astéji izolovany z
infekci mocovych cest, krevniho recisté, endokardu, Zlucovych cest, dutiny bfiSni, popalenin
a pooperacnich ran, z infekci vznikajicich v souvislosti s dlouhodobé zavedenymi
zdravotnickymi pomuckami, jako jsou napfriklad katétry nebo porty, a celkové jsou jednémi z
nejvyznamnéjsich plvodcu infekci nozokomidlnich (Fisher a Phillips, 2009, Jett a kol., 1994,
Teixeira a kol., 2015). European Centre for Disease Prevention and Control (2018a, b) uvadi
ve své zpravé za rok 2016 enterokoky jako druhé nejcastéjsi plivodce nozokomidlnich infekci
mocového traktu a pooperacnich ran a treti nejcastéjsi plvodce nozokomidlnich infekci
krevniho fecisté u pacientl na jednotkach intenzivni péce. Také v USA predstavuji
enterokoky druhé nejcastéjsi plvodce nozokomidlnich infekci. K jejich roli vyznamnych
nozokomialnich patogent prispiva jak jejich ubikvitni rozsiteni, tak jejich vysoka rezistence k
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fyzikalnim i chemickym faktorim vnéjsiho prostfedi a vysokda genomova plasticita, ktera
umoziuje rychlé Siteni gen(l rezistence a virulence mezi enterokoky (Arias a Murray, 2012,
Garcia-Solache a Rice, 2019, Lebreton a kol., 2017, Neely a Maley, 2000, Santagati a kol.,
2012). Druh E. faecium byl v roce 2008 zafazen do skupiny ESKAPE (akronym pro
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanni, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.) (Rice, 2008), ktera zahrnuje vysoce
vyznamné a rezistentni nozokomidlni patogeny vyzadujici pozornost soucasné klinické
mikrobiologie (Mulani a kol., 2019, Pendleton a kol., 2013, Pogue a kol., 2015). Mimo vyse
uvedené infekce byly enterokoky izolovdny z dlouhé fady dalSich infekci postihujicich
centralni nervovy systém, nosni dutiny, vaginu, plice, usi, o€i, zubni kandlky nebo kosti
(Higashide a kol., 2005, Jett a kol., 1994, Mylona a kol., 2012, Rishi a kol., 2009, Sandoe a
kol., 2001, Savini a kol., 2008).

V procesu infekce se uplatriuje rfada genl kddujicich faktory virulence, které chrani
enterokoky pred imunitni reakci organismu a umoziuji navazani bakteridlnich bunék na
buniky hostitele a jejich prlnik do tkané. Mezi nejéastéjsi a nejlépe popsané patfi faktory
kddované geny agg a asal (aggregation substance), cyl (cytolysin), hyl (hyaluronidase), gelE
(gelatinase), esp (extracellular surface protein), ace a acm (adhesion to colagen), ebp
(endocarditis- and biofilm-associated pilli) nebo efaA (adhesin-like endocarditis antigens)
(Arias a Murray, 2012, Ben Braiek a Smaoui, 2019, Garcia-Solache a Rice, 2019).

Z pohledu klinické praxe je vyznamnd predevsim rezistence enterokokl k Sirokému
spektru antibiotik. Enterokoky jsou ptirozené (primarné) rezistentni k sulfonamidim a k
nizkym hladindm B-laktam@, aminoglykosid(i a klindamycinu. K ziskanym (sekunddrnim)
rezistencim pak patfi napriklad rezistence vaci chloramfenikolu, erytromycinu,
fluorochinolonim, tetracyklinu, k wvysokym hladinam klindamycinu, peniciling,
aminoglykosidd a glykopeptidl, a také k novéjSim antibiotikiim jako je linezolid, daptomycin
nebo quinupristin-dalfopristin (Ben Braiek a Smaoui, 2019, Leblanc, 2006, Svec a Franz,
2014a, Teixeira a kol., 2015). V popredi zajmu je predevSim celosvétové narlstajici
rezistence enterokok( k vankomycinu, ktery byl dlouho dobu pouzivan pro lé¢bu zavaznych
infekci nereagujicich na jinou Ié¢bu (Ben Braiek a Smaoui, 2019). Vankomycin rezistentni
enterokoky tak v dnesni dobé predstavuji terapeuticky, epidemiologicky i ekonomicky
problém (Contreras a kol., 2019, Puchter a kol., 2018).

Vétsinu klinicky relevantnich kmen(, predstavujici 80 az 90 %, tvofi zastupci druhu
E. faecalis a dalSich priblizné 5 az 10 % tvori kmeny E. faecium. Zastupci dalSich druh, jako
napriklad E. avium, E. casseliflavus, E. canintestini, E. cecorum, E. durans, E. hirae,
E. gallinarum, E. mundtii, E. pseudoavium a E. raffinosus, jsou jako puvodci infekci ¢lovéka
izolovani vzacné (Aguirre a Collins, 1993, Ahmed a kol., 2011, Kaufhold a Ferrieri, 1991, Ruoff
a kol., 1990, Schouten a kol., 2000, Tan a kol., 2010).

Prestoze byly enterokoky izolovany z pestré Skaly infekci rdznych Zivocicht, je ve
srovnani s klinickym vyznamem enterokokld pro clovéka jejich vyskyt ve veterinarnim
klinickém materidlu vice sporadicky a méné vyznamny. Enterokoky byly popsany jako

21



plvodci septikémii, endokarditid a infekci kloubU a kosti dribeze (Chanter, 1997, Jung a kol.,
2018, Petersen a kol.,, 2008, Petersen a kol.,, 2009), mastitid krav (Chanter, 1997,
Nonnemann a kol., 2019) a ovci (Marogna a kol., 2010), ddle zanétl Zlu¢ovych cest a Zlu¢niku
(Tamborini a kol., 2016), infekci periodontu (Oliveira a kol., 2016) a zanétl kloubl psl
(Soontornvipart a kol., 2003), infekci mocovych cest pst a kocek (Ball a kol., 2008, KuKanich
a Lubbers, 2015, Merkel a kol., 2017), sepsi htibat (Theelen a kol., 2014), povrchovych
hnisavych infekci pst (Abbott a kol., 2009) a koni (Westgate a kol., 2011) a byly také
izolovany z pripadd infekce Zluéniku a jater kocky (Pressel a kol., 2005), prijmu selat
(Vancanneyt a kol., 2001), infekce dolniho dychaciho traktu koné (Bailey a Love, 1991,
Balciunas a kol., 2013), fetalni peritonitidy psa (de Assis a kol., 2017) nebo z infekci ryb
pakambaly velké a ze pstruh(l (Nieto a kol., 1995, Ringo a Gatesoupe, 1998).

9. Prakticky vyznam rodu Enterococcus

Primyslovy a ekonomicky vyznam maji pfedevsim kmeny enterokokll vyuzivané jako
probiotika a jako startovaci kultury pro ptipravu fermentovanych potravin. S ohledem na
klinicky vyznam enterokok( a jejich infekéni potencial, popsany v pfedchozi kapitole, se toto
jejich vyuziti mize zdat kontroverzni. Rada studii dokladujicich pozitivni vliv vybranych
kmenU enterokok( na zdravi ¢lovéka a jejich dlouhodobé vyuzivani bez popisu nepfiznivych
ucinkd ale ukazuje, Ze tyto mikroorganismy mohou byt lidskému zdravi prospésné. Pro
pramyslové vyuziti je vsak nezbytny vybér vhodnych kmen(, které vykazuji pozitivni
vlastnosti a naopak nenesou vlastnosti rizikové z pohledu negativniho plisobeni na zdravi
¢lovéka (napf. geny virulence a rezistence k antibiotik(im) (Franz a kol., 1999, Franz a kol.,
2011, Ogier a Serror, 2008). K nejlépe popsanym probiotickym kmenim patfi E. faecium
SF68 (Holzapfel a kol., 2018) a E. faecalis Symbioflor 1 (Domann a kol., 2007). Probiotické
kmeny enterokokd jsou vyuZivany pro zmirnéni prabéhu prijmQ, véetné prajmu
zpUsobenych intenzivni antibiotickou terapii, dale pro zmirnéni Zaludecnich potizi a infekci
dychaciho traktu, snizeni hladiny cholesterolu a zlepSeni imunity (Allen a kol., 2004, D’Souza
a kol., 2002, Foulquie Moreno a kol., 2006, Franz a kol., 2011, Habermann a kol., 2002). Bylo
také zjiSténo, Ze brzdi proliferaci Caco-2 linie bunék kolorektalniho karcinomu
(Thirabunyanon a kol., 2009) a enterokoky jsou jako probiotika aplikovany také Zivocichim
(Becquet, 2003, Franz a kol., 2011).

Kmeny enterokok( pfitomné ve startovacich kulturach masnych, mléénych i
rostlinnych fermentovanych produktl ptispivaji k procesu zrani a maji pozitivni vliv na
celkové organoleptické vlastnosti potravin (Bhardwaj a kol., 2008, Franz a kol., 2002, Giraffa,
2003, Hugas a kol., 2003). K bezpecnosti potravin prispiva také Siroké spektrum bakteriocin(
produkované enterokoky. Tyto bakteriociny, nazyvané také enterociny, mohou byt
produkovany pfimo kmeny enterokokl pritomnymi v potravinach rostlinného i Zivoc¢isného
pUvodu nebo mohou byt do téchto produktl pfidavany v purifikované formé (Hanchi a kol.,
2018, Khan a kol., 2010). Jednd se o membranové aktivni peptidy, které vykazuiji
antagonistickou aktivitu proti fadé gramnegativnich, grampozitivnich i sporulujicich
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patogend asociovanych s potravinami, jako jsou nariklad Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureaus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Shigella flexneri, Yersinia enterocolytica, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae nebo Vibrio cholerae (Egan a kol., 2016, Franz a Holzapfel, 2004, Franz a kol.,
2007, Moll a kol., 1999, Nami a kol., 2019, Simonetta a kol., 1997).

10. Zavér

Uvodni kapitoly této taxonomicky zamé¥ené habilitaéni prace struéné shrnuji historii
a soucasnost klasifikace, nomenklatury a identifikace bakteridlniho rodu Enterococcus. V
navaznosti na taxonomii je diskutovdna ekologie zdstupcl tohoto rodu osidlujici rdzna
prostfedi i ZivoCichy a dale jejich pozitivni i negativni vyznam pro ¢lovéka. Obsahové byly tyto
uvodni kapitoly koncipovany ve snaze seznamit Ctenarfe s aktudlnimi poznatky o rodu
Enterococcus a struéné ukdzat $ifi sou€asnych znalosti o ném. Uvodni kapitoly ukazuji, ze
tento bakteridlni rod lze charakterizovat jako taxonomicky bohatou bakteridlni skupinu
osidlujici pady, vody a vodni prostredi, rostliny, ZivoCichy i clovéka. Jedna se o
mikroorganismy rezistentni k fadé chemickych i fyzikalnich faktord vnéjsSiho prostredi, coz
jim umoZnuje zde prezivat a dale se Sifit. Ackoliv je infekéni potencidl enterokok(i pomérné
nizky, predstavuji, diky své rezistenci a svému témér ubikvitnimu rozsiteni, dullezité
oportunni patogeny asociované s fadou infekci, véetné infekci nozokomialnich. Zanedbatelny
vsak neni ani jejich pozitivni vyznam dany kladnym vlivem probiotickych kment enterokok(
na zdravi Clovéka i ZivocichG a jejich vyznamem v potravinaiském primyslu. Z pohledu
Clovéka jsou tak enterokoky organismy "s dvoji tvati", jejichz praktické vyuziti vyZaduje
peclivy vybér kmend, které nepredstavuji potencidlni riziko pro lidské zdravi.

Vyzkum na poli taxonomie enterokokud neni uzavienou kapitolou. Dikazem toho jsou
jak popisy 12 druhl enterokok( uvedené v ramci vybranych komentovanych publikaci
autora, které jsou prezentované v nasledujicich kapitolach, tak napfriklad recentni publikace
popisujici pét novych druh( enterokokd (Li a Gu, v tisku). Také rutinni zavadéni a vyuzivani
molekuldarné-genetickych metod, které poskytuji spolehlivéjsi a rychlejsi taxonomickou
identifikaci, zpresnuje a rozsifuje nase poznatky o rozsiteni a vyskytu jednotlivych druht
enterokokl v rlznych prostfedich a o jejich mozné ekologické roli zde. Prakticky slibny a
rozvijejici se smér studia enterokok( predstavuje do budoucna vyzkum bakteriocint
produkovanych enterokoky aktivnich proti fadé patogentl, které mohou v dnesni dobé
masivniho ndarlstu antibiotické rezistence predstavovat jednu z moznych alternativ pro léc¢bu
bakteridlnich infekci. Budouci sméry vyzkumu i podobu smérovani bakteridlni systematiky je
v dnesni dobé dynamickych zmén v taxonomii bakterii tézké predjimat. Vysoky pocet
kazdorocné publikovanych védeckych praci zabyvajicich se rodem Enterococcus vsak ukazuje
setrvaly zajem o tyto mikroorganismy. Je tedy moziné predpokladat, Ze tento trend bude
predevsim s ohledem na klinicky vyznam enterokok( pokracovat i v nasledujicich letech a ze
jejich vyzkum prinese radu poznatkd rozsifujicich nase teoretické znalosti i fadu novych
informaci vyuzitelnych pro ¢lovéka.
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11. Komentované publikace autora

V nasledujici casti této habilitaéni prace je prezentovdano 18 vybranych
komentovanych publikaci autora zabyvajicich se taxonomii ¢i identifikaci zastupcd rodu
Enterococcus. Z divodu akademické korektnosti i pravidel publikacni etiky je zde potieba
uvést, Ze prvni tfi publikace byly jiz komentovany v ramci disertacni prace autora, kterd byla
obhajena v roce 2001 a tfeti publikace (Svec a kol., 2001b) byla soucasti rigorézni prace
autora obhdjené v roce 2005, ktera byla zamérena metodicky a zabyvala se vyuZitim metody
ribotypizace v taxonomii rliznych skupin bakterii. V souboru komentovanych publikaci jsou
tyto prace presto uvedeny, protozie obsahové i koncepcné koresponduji s tématem této
habilita¢ni prace, zapadaji do celkového obrazu pfinosu autora pro taxonomii bakteridlniho
rodu Enterococcus a predeviim prvni z nich (Svec a Sedlacek, 1999) tvofi vychozi bod i pro
nékteré dalsi pozdéji publikované studie. Komentaf k publikacim neni koncipovan jako
striktné odborny text popisujici vyCerpavajicim zptUsobem vycet metod, vysledkd a zavérd
jednotlivych praci. Snahou autora v této ¢asti prace je cil prace, pouzité metody i vysledky
jen struéné sumarizovat, zaclenit kazdou publikaci v kontextu doby jejiho vzniku a tehdy
aktualnich znalosti a ukdzat jeji pfipadnou vazbu na dalsi publikace autora a pfinos pro
celkové znalosti v oboru.

Jednotlivé prace, které byly publikovany v letech 1999 az 2017, jsou usporadany a
komentovany v chronologickém poradi:

Svec, P., Sedlacek, I. (1999). Occurrence of Enterococcus spp. in waters. Folia Microbiol 44,
3-10.

Svec, P., Devriese, L., Sedlacek, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, J.,
Doskar, J. (2001). Enterococcus haemoperoxidus sp. nov. and Enterococcus moraviensis sp.
nov., new species isolated from water. Int J Syst Evol Microbiol 51, 1567-1574.

Svec, P., Sedlacek, I., PantGiéek, R., Devriese, L., Doskaf, J. (2001). Evaluation of ribotyping for
characterization and identification of Enterococcus haemoperoxidus and Enterococcus
moraviensis strains. FEMS Microbiol Lett 203, 23-27.

Svec, P., Devriese, L., Sedlacek, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, J.,
Doskar, J. (2002). Characterization of yellow-pigmented and motile enterococci isolated from
intestines of the garden snail Helix aspersa. J Appl Microbiol 92, 951-957.

Svec, P., Vancanneyt, M., Seman, M., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Sedla¢ek, I., Swings, J.
(2005). Evaluation of (GTG)s-PCR for identification of Enterococcus spp. FEMS Microbiol Lett
247, 59-63.

Naser, S. M., Vancanneyt, M., De Graef, E., Devriese, L. A., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Hoste,
B., Svec, P., Decostere, A., Haesebrouck, F., Swings, J. (2005). Enterococcus canintestini sp.
nov., from faecal samples of healthy dogs. Int J Syst Evol Microbiol 55, 2177-2182.
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Svec, P., Vancanneyt, M., Devriese, L. A., Naser, S. M., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Hoste, B.,
Swings, J. (2005). Enterococcus aquimarinus sp. nov., isolated from sea water. Int J Syst Evol
Microbiol 55, 2183-2187.

Svec, P., Vancanneyt, M., Koort, J., Naser, S., Hoste, B., Vihavainen, E., Vandamme, P.,
Swings, J., Bjorkroth, J. (2005). Enterococcus devriesei sp. nov., associated with animal
sources. Int J Syst Evol Microbiol 55, 2479-2484.

Svec, P., Vancanneyt, M., Sedlacek, ., Naser, S., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Hoste, B.,
Swings, J. (2006). Enterococcus silesiacus sp. nov. and Enterococcus termitis sp. nov. Int J Syst
Evol Microbiol 56, 577-581.

Laukova, A., Svec, P., Strompfova, V., Stétina, V., Sedlacek, I. (2007). Properties of the strains
Enterococcus haemoperoxidus and E. moraviensis, new species among enterococci. Folia
Microbiol 52, 273-279.

Svec, P., Vandamme, P., Bryndova, H., Holochovad, P., Kosina, M., Maslafiova, I., Sedlacek, |.
(2012). Enterococcus plantarum sp. nov., isolated from plants. Int J Syst Evol Microbiol 62,
1499-1505.

Frolkova, P., Ghosh, A., Svec, P., Zurek, L., Literdk, I. (2012). Use of the manganese-
dependent superoxide dismutase gene sodA for rapid identification of recently described
enterococcal species. Folia Microbiol 57, 439-442.

Niemi, R.M., Ollinkangas, T., Paulin, L., Svec, P., Vandamme, P., Karkman, A., Kosina, M.,
Lindstrém, K. (2012). Enterococcus rivorum sp. nov., from water of pristine brooks. Int J Syst
Evol Microbiol 62, 2169-2173.

Sedlacek, 1., Holochovd, P., Maslanov4, I., Kosina, M., Spréer, C., Bryndovd, H., Vandamme,
P., Rudolf, 1., Hubalek, Z., Svec P. (2013). Enterococcus ureilyticus sp. nov. and Enterococcus
rotai sp. nov., two novel urease-producing enterococci from the environment. Int J Syst Evol
Microbiol 63, 502-510.

Frolkova, P., Svec, P., Sedlacek, I., Maslanova, I., Cernohlavkova, J., Ghosh, A., Zurek, L.,
Radimérsky, T., Literdk, I. (2013). Enterococcus alcedinis sp. nov., isolated from common
kingfisher (Alcedo atthis). Int J Syst Evol Microbiol 63, 3069-3074.

Bene§ J., Diupova, O., Setina, M., Feuereisl, R., Svec, P., Pantii¢ek, R. (2013). Relapsing
endocarditis caused by Enterococcus faecalis forming small colony variants. Scand J Inf Dis
45, 800-803.

Splichalova, P., Svec, P., Ghosh, A., Zurek, L., Oravcova, V., Radiméfsky, T., Bohus, M., Literdk,
I. (2015). Prevalence, diversity and characterization of enterococci from three coraciiform
birds. Anton Leeuw Int J G 107, 1281-1289.

Oravcova, V., Svec, P., Literdk, I. (2017). Vancomycin-resistant enterococci with vanA and
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11.1. Svec, P., Sedlacek, 1. (1999). Occurrence of Enterococcus spp. in waters. Folia Microbiol
44, 3-10.

Autorsky podil uchazece: 70 %

Pfitomnost bakterii rodu Enterococcus ve vodach je povazovana za jeden z ukazatell
fekalniho znecisténi. Stanoveni jejich mnoiZstvi je proto béZnou analyzou v laboratofich
testujicich kvalitu vody. Rutinné vSak takovd analyza stanovuje pouze pocet kolonie tvoficich
jednotek suspektnich enterokokl na specifickém selektivnim kultivacnim médiu, coz nemusi
z dlivodu nedostatecné selektivity média vidy poskytovat spolehlivé vysledky a z pohledu
taxonomického nefikaji tyto vysledky nic o druhové diverzité ve vzorku. V této praci jsme se
proto zaméfili na studium kmenU enterokokid izolovanych ze vzorkd z rutinnich rozboru
povrchovych vod, které byly poskytnuty Dr. Boleslavem Otipkou z Okresni hygienické stanice
v Dobré u Frydku-Mistku.

Vychozim materidlem této studie byly suspektni kolonie enterokokt vykultivované na
Slanetz-Bartley agaru, kde byly kultivovany bakteriologické filtry po filtraci 10 ml vzorkd
analyzovanych vod. Z kazdého vzorku byly izolovany a purifikovany jednotlivé morfologicky
odlisné kolonie suspektnich enterokokd, které na tomto agaru tvofi ¢ervené aZz tmavé fialové
zabarveni. Celkem tak bylo izolovano 630 bakteridlnich kmenU ziskanych ze 422 vzork( vod.
Izolované kmeny byly charakterizovany pomoci konvencnich i komercénich biochemickych a
fyziologickych testd relevantnich pro rod Enterococcus a byly vyhodnoceny pomoci
identifikacniho programu TNW a identifikacnich schémat popsanych v literature.

Z celkového mnoistvi 630 kmen(O bylo timto pfistupem zafazeno do rodu
Enterococcus 523 kmenu, které byly identifikovany jako E. faecium (135 kmen(), E. faecalis
(115), E. mundetii (30), E. hirae (27), E. casseliflavus (22), E. gallinarum (21), E. durans/E. hirae
(17), E. durans (5) a E. avium (1). Celkem 150 kmenU nebylo mozZno zaradit do Zadného
znamého druhu a bylo zarazeno pouze na uroven rodu jako Enterococcus sp. Vysledky
fenotypizace zbyvajicich 107 kmen( vyizolovanych na Slanetz-Bartley médiu neodpovidaly
zakladnim charakteristikdm rodu Enterococcus. Tyto kmeny byly zastupci jinych bakteridlnich
skupin (gramnegativni a grampozitivni tycky i jiné grampozitivni koky).

Z pohledu dnesni situace v taxonomii rodu Enterococcus je tato prace do znacné miry
jiz zastarald a vysledky biochemické identifikace nékterych z analyzovanych kmen( velmi
pravdépodobné neodpovidaji aktualni klasifikaci. Toto konstatovani se vSak tyka prakticky
vSech starsich taxonomickych studii, a to nejen téch zaloZzenych na fenotypové identifikaci, a
odrazi velmi dynamicky rozvoj taxonomie bakterii v poslednich desetiletich. Obecné zavéry
této prace jsou vsak stdle validni. Tato studie ukdzala vysokou fenotypovou diverzitu
enterokokll ve vodach a naznacila existenci novych nepopsanych druht. Tyto zavéry byly
potvrzeny v nasich navazujicich popisech novych druhl enterokokl (Sedlacek a kol., 2013,
Svec a kol., 20014, Svec a kol., 2006), v rdmci kterych byly podrobné taxonomicky studovéany
pravé kmeny izolované v této prvotni komentované praci, a také v dalSich popisech novych
druh z dalSich zdrojd vod (Niemi a kol., 2012, Sistek a kol., 2012).
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11.2. Svec, P., Devriese, L., Sedlacek, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings,
J., Doskar, J. (2001). Enterococcus haemoperoxidus sp. nov. and Enterococcus moraviensis sp.
nov., new species isolated from water. Int J Syst Evol Microbiol 51, 1567-1574.

Autorsky podil uchazece: 40 %

V poradi druhd publikace navazuje na predchozi praci a popisuje polyfazovou
taxonomickou studii dvou vybranych skupin kmen( enterokokl, které byly izolované ze
vzork( pitné a uZitkové vody, z vodnich tok( a z bazéni v regionu Severomoravského kraje.
Tyto dvé skupiny (16 a 7 kmenu) byly vyélenény na zdakladé shodnych biochemickych
charakteristik, avSak fenotypizaci je nebylo mozné identifikovat do zadného v té dobé
popsaného druhu rodu Enterococcus.

Pro primarni genotypovou charakteristiku analyzovanych skupin byla vyuzita metoda
tDNA-PCR (tRNA intergenic length polymorphism analysis) (Baele a kol., 2000), ktera ukazala
genetickou homogenitu kmend v ramci téchto skupin a soucasné obé skupiny odlisila od
sebe i od zbyvajicich druhl enterokokl. Fylogeneticka analyza provedend na zakladé genu
pro 16S rRNA ukazala blizkou fylogenetickou pfibuznost obou studovanych skupin (99,7 %) a
jejich nejblizsim pfibuznym druhem byl E. faecalis (97,4 %). Dale bylo stanoveno procento
G+C v DNA a vSechny kmeny byly charakterizovany rozSifenou fadou fyziologickych a
biochemickych komercnich a konvencnich testl. ProtoZe byly podobnosti sekvenci genu pro
16S rRNA vyssi nez 97 %, coz je hodnota kterd byla v té dobé akceptovana jako hranice pro
spolehlivé odliSeni druhl, byla provedena DNA-DNA hybridizace mezi dvéma zdastupci z
kazdé skupiny a typovym kmenem E. faecalis LMG 7937', kterd v souladu s predchozimi
vysledky potvrdila homogenitu obou skupin a jejich odliSeni od druhu E. faecalis. Na zakladé
téchto vysledkl byly proto navrzeny dva nové druhy E. haemoperoxidus a E. moraviensis.

Jak nase, tak zahrani¢ni studie z pozdéjsich let, vSak ukazaly, Ze E. haemoperoxidus i
E. moraviensis je mozné izolovat také z jinych zdroji. Oba tyto druhy jsme pozdéji v ramci
diplomové prace feSené na nasem pracovisti izolovali z rostlin (Bryndova, 2010). Skupina
holandskych autortd (Taucer-Kapteijn a kol., 2016, Taucer-Kapteijn a kol., 2017) zachytila oba
druhy ve vzorcich vod z pfirodni Cisticky odpadni vody a v ramci hledani moznych fekalnich
zdroja téchto kmen izolovala E. moraviensis i E. haemoperoxidus z vykal( husy velké (Anser
anser), a druh E. moraviensis navic z vykall lisSky obecné (Vulpes vulpes) a kralika divokého
(Oryctolagus cuniculus). Oba druhy byly detekovdny také jako soucast mikrofléry
dvoukfidlého hmyzu rodu Bactrocera (Celed Vrtuloviti). Enterococcus moraviensis byl
zachycen v zdastupcich druhu Bactrocera carambolae (Yong a kol.,, 2019), zatimco
E. haemoperoxidus v Bactrocera dorsalis (Andongma a kol., 2015). Tyto vysledky ukazuji, Ze
oba druhy popsané v nasi praci ze vzork( vod nejsou vazany jen na vodni habitat a s ohledem
na jejich dosavadni zachyt z nékolika rlznych Zivocichu lze oéekdvat, Ze budou nalezeny také
jako soucdst mikrofléry dalSich ZivociSnych druh.
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11.3. Svec, P., Sedlacek, I., PantQicek, R., Devriese, L., Doska¥, J. (2001). Evaluation of
ribotyping for characterization and identification of Enterococcus haemoperoxidus and
Enterococcus moraviensis strains. FEMS Microbiol Lett 203, 23-27.

Autorsky podil uchazece: 70 %

Taxonomie bakterii neni jen charakterizace a usporadavani novych taxond a jejich
pojmenovavani, tedy klasifikace a nomenklatura. Nedilnou soucasti taxonomie je také jeji
praktické vyuziti formou identifikace. V této studii jsme se zaméfili na vyuZiti metody
manualni ribotypizace pro typizaci a identifikaci druhl E. haemoperoxidus a E. moraviensis.
Metoda ribotypizace byla popsana v roce 1986 (Grimont a Grimont, 1986) a je zalozena na
selektivni hybridizaci a nasledné detekci restrikénich fragmentl nesoucich geny koédujici
ribozomdlni RNA. Diky vyuzZiti sondy komplementarni k genim pro ribozomalni RNA je tato
metoda teoreticky univerzalni, protoZe se jedna o geny pfitomné ve vSech bakteriich.
Kmenova ¢i druhova diskriminativnost ribotypizace pro konkrétni taxon je ovlivnéna
pouzitym restrikénim enzymem i sekvenci pouZité DNA sondy, kterd mlZe byt
komplementarni jen k 16S rRNA, k 16S i 23S rRNA, nebo k celému ribozomalnimu operonu.
Jednd se o metodu pracnou a ¢asové narocnou. Tyto nevyhody byly do jisté miry prekonany
automatickym systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon), ktery je v dnesni dobé vyuzivan jak
pro rutinni identifikaci a typizaci mikroorganismd, tak pro taxonomické studie a popisy
novych bakterialnich druhd (Dalsgaard a kol., 1999, Schumann a Pukall, 2013).

V nasi praci jsme metodou manualni ribotypizace charakterizovali 16 kmend druhu
E. haemoperoxidus a 7 kmen( E. moraviensis a srovnali jsme je s ribotypy typovych a
referencnich kultur dalSich druhd rodu Enterococcus. Metoda ribotypizace byla provedena se
dvéma restrikénimi enzymy EcoRl a Hindlll a jako sonda byla pouZita digoxigeninem znacena
DNA komplementdrni k 16S and 23S rRNA bakterie Escherichia coli.

Numericka analyza vyslednych EcoRIl a Hindlll ribotypl kmenU E. haemoperoxidus,
E. moraviensis a zastupcu dalSich druh( enterokok( separovala jednotlivé druhy do jasné
oddélenych shluk(, coz ukazalo vyuzitelnost ribotypizace pro identifikaci obou novych druh.
Enzymem Hindlll bylo mezi kmeny E. haemoperoxidus detekovano 5 ribotypl a mezi kmeny
E. moraviensis 2 ribotypy, zatimco enzymem EcoRI byly kmeny E. haemoperoxidus rozdéleny
do 6 ribotypd a kmeny E. moraviensis do 4 ribotypl. Vysledek prace tak ukazal, Ze tyto
metody mohou byt do jisté miry pouZitelné také pro kmenovou typizaci obou druh, ackoliv
pro jejich spolehlivé odliSeni pro epidemiologické studie by bylo potfeba paralelné vyuzit
typizaci pomoci vice enzym( nebo zkombinovat vysledek ribotypizace s jinymi typizacnimi
technikami.

V devadesatych letech minulého stoleti byla manuadlni ribotypizace technikou
vyuZivanou jak pro typizaci, tak pro identifikaci bakterii, ale v dnesSnich taxonomickych
publikacich se s ni jiz témér nesetkavdme. Z dlivodu pracnosti a ¢asové narocnosti byla tato
metoda nahrazena jinymi molekuldrné-biologickymi typizaénimi a identifikacnimi
technikami, pfipadné je provadéna vySe zminénym systémem RiboPrinter.
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11.4. Svec, P., Devriese, L., Sedlacek, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings,
J., Doskar, J. (2002). Characterization of yellow-pigmented and motile enterococci isolated
from intestines of the garden snail Helix aspersa. J App! Microbiol 92, 951-957.

Autorsky podil uchazece: 60 %

Tato prace popisuje taxonomickou studii skupiny 12 kmen(, které byly na zakladé
rodové specifickych charakteristik, pozitivniho testu na pohyblivost a produkce Zlutého
pigmentu identifikovany jako suspektni Enterococcus casseliflavus. Testy okyselovani
nékolika cukrd vsak neodpovidaly typickym charakteristikdm druhu E. casseliflavus, takze
nebylo moZno vyloucit, Ze se nejednd o zastupce druhu nového. Studovand skupina kmenu
byla izolovdna ze stfevniho traktu hlemyzd( Helix aspersa pochazejicich z komeréniho chovu
a byla nasemu pracovisti poskytnuta Prof. MVDr. Jitim Smolou, CSc. z Ustavu mikrobiologie a
imunologie Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné.

Studované kmeny byly charakterizovany pomoci zakladnich testl relevantnich pro
rod Enterococcus (morfologie bunék a kolonii, produkce pigmentu, pohyblivost, rist pfi 10 a
45°C, v 6,5% NaCl, produkce D antigenu) a dale pomoci komercnich souprav API 20 STREP a
APl 50 CH (bioMérieux). Na zakladé téchto testli byly vSechny kmeny zafazeny do druhu
E. casseliflavus, ale vykazovaly atypické reakce pro okyselovani melezitdzy, amidonu a D-
tagatdzy. Vysledné elektroforetické profily typizace téchto kmend metodou tDNA-PCR (tRNA
intergenic length polymorphism analysis) byly velmi podobné profiliim E. casseliflavus, ale v
ramci shlukové analyzy tvofily samostatny shluk, ktery byl diferencovan na dvé podskupiny, a
ktery byl od E. casseliflavus odliSen. Pro dalsi analyzu byly proto vybrany dva kmeny (z kazdé
tDNA-PCR podskupiny jeden), které byly charakterizovdny sekvenaci genu pro 16S RNA a
metodou DNA-DNA hybridizace byly srovnany s typovymi kulturami E. casseliflavus a druhu
E. gallinarum, ktery predstavoval druhy fylogeneticky pfibuzny pohyblivy druh enterokoka.
Vysledky obou téchto metod prokazaly, Ze studovana skupina nepfedstavuje novy druh, ale
Ze se skuteéné jedna o fenotypové atypické zastupce E. casseliflavus.

Druh E. casseliflavus byl popsan jiz v roce 1984 (Collins a kol., 1984) a z pohledu
dnesni taxonomie predstavuje typicky druh enterokoka, ktery odpovidd vSsem klasickym
rodové specifickym fenotypovym charakteristikdm. Tento druh je béiné izolovan z vody,
pady, rostlin i Zivocichl, takZe jeho vyskyt ve stfevech hlemyzdd neni prekvapivy a byl
popsdn také jinymi autory (Charrier a kol., 1998, Charrier a kol., 2006). MoZné atypické
vysledky nékterych biochemickych testll kmen( z hlemyidl také nejsou v rozporu se
soucasnymi poznatky. OdlisSnost environmentalnich kmenl od kmenl z humanniho
klinického materidlu, které jsou v literature nejcastéji charakterizovany, byla jiz v literature
popsana (Devriese a kol., 1993, Niemi a kol., 1993, Ulrich a Miller, 1998). Studovana skupina
kmen( izolovanad ze stfeva hlemyzdl tedy pravdépodobné predstavuje fenotypové specificky
ekovar druhu E. casseliflavus.
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Metody rep-PCR (repetitive element sequence-based PCR) jsou zaloZeny na srovnani
elektroforetickych profill produktd PCR s primery komplementdrnimi k rozptylenym
repetitivnim sekvencim (interspersed repetitive sequences) (Lupski a Weinstock, 1992).
Jedna se o nekddujici sekvence, které jsou v genomech prokaryot rozptyleny v r{izném
mnozstvi, orientaci a poloze a predstavuji tak vhodny cil pro typizacni a identifikacni techniky
(Versalovic a Lupski, 1999). Diskriminativni sila téchto metod je variabilni a zdavisi na
studovaném taxonu i pouzitém primeru. Tyto metody jsou rychlé, malo pracné, nenarocné
na technické vybaveni a levné. Nevyhodou je vSak problematickd standardizace a
mezilaboratorni reprodukovatelnost. Pfesto jsou tyto metody v taxonomickych studiich
vyuzivany jak pro typizaci, tak pro identifikaci rlznych bakteridlnich skupin. Stejné jako v
pfipadé vysSe diskutované ribotypizace, je i pro metody rep-PCR dostupny komercni
automaticky systém DiversiLab (BioMérieux) (Healy a kol., 2005).

V této nasi metodicky orientované praci jsme se zaméfili na pouzitelnost metody rep-
PCR pro identifikaci druhl rodu Enterococcus. V prvnim kroku bylo s primery REP, ERIC, BOX
a (GTG)s charakterizovdano 24 typovych a referencnich kmen( enterokokl. Na zakladé
vysledk( byl pro dalsi testovani vybran primer (GTG)s, ktery poskytoval nejvice komplexni a
diskriminativi profily PCR produktd. S timto primerem byla nasledné vytvofena knihovna
profild 49 typovych a referenc¢nich kmen( enterokokl, které reprezentovaly vSsechny v té
dobé validné popsané druhy. Ddle byla analyzovana skupina 112 kmen( jiz fenotypové a
genotypové identifikovanych enterokokd izolovanych z bryndzy a posledni skupinou
zaclenénou do studie bylo 44 neidentifikovanych kmen( enterokok( z vod. Shlukova analyza
ziskanych vysledk(i jednoznacné separovala jednotlivé druhy do dobfe odliSenych shluka.
Pouze kmeny druhu E. faecium byly oddéleny do dvou shluk(, coZ korespondovalo s dfive
publikovanymi vysledky (Vancanneyt a kol., 2002). Vysledek této prace tak ukazal, Zze metoda
rep-PCR s primerem (GTG)s je vhodna pro rychlou identifikaci druhd enterokok.

Zavéry této prace, zavedeni a standardizaci metody na nasem pracovisti a vytvoreni
databaze rep-PCR profild referencnich kmenl bylo pro identifikaci nebo pro rychlé
genotypové testovani nezndmych skupin kmenU vyuzito v fadé navazujicich studii tykajicich
se rodu Enterococcus (Benes a kol., 2013, Frolkova a kol., 2013, Niemi a kol., 2012, Sedlacek
a kol., 2013, Splichalova a kol., 2015, Svec a kol., 2005a, Svec a kol., 2005b, Svec a kol.,
2006, Svec a kol., 2012) i v daldich studiich jinych rodd a druhG bakterii (napt.
Staphylococcous, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Pedobacter), které jsou vsak
obsahové mimo ramec této habilitaéni prace (Svec a Sedlacek, 2008, Svec a kol., 2008, Svec a
kol., 2009, Svec a kol., 2010, Svec a kol., 2011, Svec a kol., 2015, Svec a kol., 2016, Svec a kol.,
2017).
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DalSim nové popsanym druhem je E. canintestini, ktery byl izolovdn v ramci studia
mikroféry trdviciho traktu psd. V této préaci bylo taxonomicky charakterizovano 13
bakterialnich kmenu, které byly biochemicky podobné druhu E. dispar, ale vykazovaly nékolik
atypickych  fenotypovych  vysledkd  (produkce  a-galaktosidazy, [-galaktosidazy,
pyrrolidonylarylamiddzy a leucinaminopeptiddzy, okyselovani glycerolu, D-melibidzy a
rafinézy a hydrolyza pyruvatu). VSechny kmeny byly charakterizovany metodou
multilokusové sekvenéni analyzy zahrnujici geny atpA (kédujici alfa podjednotku ATP
syntazy), rpoA (kédujici alfa podjednotku RNA polymerazy) a pheS (kddujici alfa podjednotku
fenylalanyl-tRNA syntdzy). Fylogenetickd analyza vSech téchto gen( ukazala, Ze studovand
skupina kmen( tvofi jeden taxon, ktery je jasné odliSeny od znamych druhl enterokokd.
Analyza genu pro 16S rRNA ukdazala jako nejblizsi fylogeneticky ptibuzné druhy E. dispar,
E. canis a E. asini. Také dalSi analyzy pomoci tDNA-PCR (tRNA intergenic length
polymorphism analysis) a srovnani celkovych bunéénych proteini metodou SDS-PAGE
prokazaly homogenitu souboru vSech 13 studovanych kmenu a jejich odliseni od jiz znamych
druh( enterokokl, které bylo potvrzeno metodou DNA-DNA hybridizace. Pro tento novy
druh bylo s ohledem na zdroj izolace studovanych kmen( navrZzeno jméno E. canintestini.

Pfitomnost rlznych druh( enterokokl v travicim traktu ps( byla popsdna v radé
publikaci (Damborg a kol., 2009, De Graef a kol., 2003, Devriese a kol., 1992a, Kubasova a
kol., 2017) a E. canintestini tak predstavuje dalsi z validovanych druhd osidlujicich tento
habitat. Z faeces pst byl izolovan a podrobné popsan kmen E. canintestini 49 produkujici
radu bakteriocinQ aktivnich proti Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes a
vancomycin rezistentnim enterokoklm. V genomu tohoto kmene, ktery ma velikost 2 734
830 bazi, bylo nalezeno Sest gen(l pro bakteriociny, ale Zadné geny pro virulentni faktory,
takze tento kmen je potencialné vyuzitelny jako probiotikum (Acedo a kol., 2017). Hutchins a
kol. (2013) popsali E. canintestini jako béznou soucast vaginalni mikrofléry vykastrovanych
fen, coz prokazuje, Ze vyskyt tohoto druhu u psd neni omezen jen na travici trakt.
Enterococcus canintestini byl vsak jiz popsan také z dalSich klinickych material(. Dva kmeny
E. canintestini byly izolovany z bovinnich mastitid (Werner a kol., 2012) a jeden kmen byl
izolovan na Taiwanu jako pUvodce nozokomidlni bakteriémie onkologické pacientky (Tan a
kol., 2010), coz ukazuje na oportunné patogenni potencial tohoto druhu.
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Popis druhu E. aquimarinus vychazi z polyfazové taxonomické studie dvou kmend,
které byly ulozeny v BCCM/LMG sbirce mikroorganismi pod &isly LMG 16607" a LMG 16612.
Analyza jejich profila celkovych bunécnych proteint ukdazala, Ze oba tyto kmeny jsou zastupci
totoiného taxonu, ale jejich profily byly shlukovou analyzou oddéleny od zbyvajicich
referencnich a typovych zastupcl rodu Enterococcus. Tyto kmeny byly v BCCM/LMG sbirce
mikroorganismu uloZeny firmou bioMérieux, ktera je ziskala od Istituto Superiore di Sanita of
Roma (Italie) a oba byly izolovany z morské vody.

Fylogenetickd analyza genu pro 16S rRNA odlidila kmen LMG 16607' od sekvenci
typovych kmen0 zbyvajicich validnich druhl a ukazala, Ze tento kmen tvofi v rdmci rodu
Enterococcus samostatnou fylogenetickou vétev. NejblizSim pFibuznym druhem byl
E. saccharolyticus, ktery vykazoval 96,9% podobnost tohoto genu. Dale byly oba analyzované
kmeny charakterizovany fenotypové rfadou konvencnich a komercnich testd, stanovenim
sekvence genu pro pheS (kodujici alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntdzy) a metodou
rep-PCR s primerem (GTG)s. VSechny tyto vysledky ukazaly jejich odliseni od popsanych
druhl enterokoku a potvrdily, Ze oba kmeny pochazejici z morské vody predstavuji zastupce
nového druhu, pro ktery bylo navrZeno jméno E. aquimarinus.

Od popisu E. aquimarinus v roce 2005 bohuZel zatim v literatufe mnoho zminek o
vyskytu tohoto druhu neni. Chen a kol. (2012) identifikovali E. aquimarinus jako béZnou
bakterii ve vzorcich z plzG Batillaria zonalis na Taiwanu a dva kmeny byly zachyceny z blize
nespecifikovanych vzorkl z hus v Polsku (Dolka a kol., 2017). Dalsi prace popisujici analyzu
sekvenci genl pro 16S rRNA ziskanych ze vzork( syrové nafty ukdzala, Ze prevladajici
sekvence v téchto vzorcich byla nejblizsi druhu E. aquimarinus (Albokari a kol., 2015). Jejich
podobnost k typové kultufe LMG 16607 viak byla jen 97,4 % co? je s ohledem na celkové
vysoké podobnosti sekvenci genl pro 16S rRNA mezi druhy enterokokt velmi nizkd hodnota
a s vysokou pravdépodobnosti se tak o sekvence zastupcl druhu E. aquimarinus nejedna.
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Tato publikace popisuje taxonomickou studii ¢ty kmenU enterokok( izolovanych z
ZivoCi¢nych zdroju. Dva kmeny byly uloZzeny v BCCM/LMG sbirce mikroorganism( v letech
1993 (kmen LMG 13603) a 1994 (kmen LMG 14595"). Oba byly izolovany Dr. L. A. Devriesem
(Belgie) ze skotu a pomoci fenotypizace identifikovany jako druh E. raffinosus. Dalsi dva
kmeny byly izolovany ve Finsku (Department of Food and Environmental Hygiene, University
of Helsinki). Kmen LMG 22830 byl izolovan ze vzduchu tovarny na zpracovani dribezich
produktll a kmen LMG 22829 ze vzorku vakuové balené grilované mihule ficni. Kmeny LMG
13603 a LMG 14595' byly primarné odliSeny od druhu E. raffinosus i od zbyvajicich druhd
enterokok(l pomoci sekvencni analyzy genu pheS (kddujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-
tRNA syntdzy) v ramci pripravy databaze pro evaluci této metody pro identifikaci enterokok(
(Naser a kol., 2007). Kmeny LMG 22830 a LMG 22829 byly primarné charakterizovany
ribotypizaci a touto metodou byly jasné odliSeny od typové kultury E. raffinosus, ale jejich
vysledné ribotypy byly velmi podobné pravé kmentim LMG 13603 a LMG 14595,

Vybrand skupina kmen( byla dale charakterizovana stanovenim sekvence genu pro
16S rRNA, ktery ji zaradil v rdmci fylogenetické skupiny E. avium s nejblize pfibuznymi druhy
E. pseudoavium a E. raffinosus. Dalsi studium pomoci analyzy celkovych bunéénych protein(
metodou SDS-PAGE a s vyuzitim metody rep-PCR s primerem (GTG)s potvrdily homogenitu
studované skupiny i jeji separaci od zbyvajicich druh(. Stejné jako v predchozich popisech,
kdy byla podobnost 16S rRNA sekvenci studované skupiny a fylogeneticky pribuznych druht
vyssi nez 97 %, byly vysledky potvrzeny metodou DNA-DNA hybridizace. Tento druh byl na
pocest belgického mikrobiologa Dr. L. A. Devrieseho pojmenovan E. devriesei za jeho pfinos
pro taxonomii enterokokd.

Izolace enterokokll z Zivocichl a ZivociSnych produktd a potravin byla
dokumentovana fadou publikaci a obecné Ize shrnout, Ze jsou tyto habitaty osidleny pestrou
Skalou rlznych druhl rodu Enterococcus (viz kapitola 7.4). Popis novych druhl z téchto
zdrojli Ize proto velmi pravdépodobné ocekavat i v budoucnu. Enterococcus devriesei byl od
svého popisu v roce 2005 jiz izolovan z nékolika dalSich zdroj(i svazanych s Zivocichy. Kmeny
tohoto druhu byly izolovany z provozu pordzky skotu v Keni (Wambui a kol., 2018), z
hovéziho a veprového masa (Golob a kol.,, 2019), z vyroby vepfovych fermentovanych
saldamu Fuet (Martin a kol., 2009) i trvanlivych salamu z hovéziho masa (Gaglio a kol., 2016).
Byl také izolovan z mlécnych vyrobk, které zahrnuji francouzsky mékky syr Maroilles (Nacef
a kol., 2017) a Spanélské syry z ovciho (Ordiales a kol., 2013) a koziho (Martin-Platero a kol.,
2009) mléka nebo z jejich smési (Abriouel a kol., 2008).
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Popis novych druh( E. silesiacus a E. termitis byl zaloZzen na taxonomické studii tfi
kmen(. Druh E. silesiacus predstavovaly dva kmeny, které byly izolovany z pitné vody v ramci
nasi studie enterokoku z vod popsané v prvni praci tohoto souboru komentovanych publikaci
(Svec a Sedlacek, 1999). Kmen druhu E. termitis byl v BCCM/LMG sbirce mikroorganismd
pavodné uloZzen jako Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 8895, jeho profil celkovych
bunécénych proteinl vsak neodpovidal zafazeni do uvedeného poddruhu.

Metodicky pfistup této prace je obdobny, jako je tomu v naSich predchozich
popisnych pracich. Kmeny byly charakterizovany metodou rep-PCR s primerem (GTG)s, kterd
je odlisila od zbyvajicich enterokok( a soucasné ukdzala vysokou podobnost obou kmenu z
vod. Nasledna analyza sekvence genu pro 16S rRNA je zaradila do rodu Enterococcus, kde
fylogeneticky nejblizsi byly druhy E. haemoperoxidus a E. moraviensis z fylogenetické skupiny
E. faecalis. Sekvencni analyza genu pheS (kddujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA
syntazy), analyza celkovych bunécnych proteint i fenotypizace také ukazaly, Ze tfi studované
kmeny reprezentuji dva nové druhy enterokokd, coZ bylo findlné potvrzeno metodou DNA-
DNA hybridizace. Navriené druhové jméno termitis odrazi zdroj izolace kmene LMG 8895',
ktery byl izolovan ze stfeva termita a jméno silesiacus bylo navrieno podle Slezska, tedy
lokality odbéru vzork( vod, ze kterych byly kmeny E. silesiacus izolovany.

Stejné jako v pfipadé druhu E. aquimarinus byl zachyt téchto dvou druh(i doposud
popsan jen v nékolika publikacich. Jeden kmen E. silesiacus byl izolovan ze stieva skldce
baviniku krfiska Amrasca biguttula biguttula (Celed Cicadellidae). Tento kmen byl vsak
identifikovan jen na zakladé 99% podobnosti genu 16S rRNA se sekvenci typové kultury
(Sivakumar a kol., 2016, Sivakumar a kol., 2017). Podobné byl druh E. silesiacus pouze na
zakladé sekvenace genu pro 16S rRNA identifikovan z komdra Culex quinquefasciatus
(Chandel a kol., 2013), z nespecifikovaného environmentalniho zdroje v USA (Danvers,
Massachusetts) (Lyons a kol., 2015), ze vzorkl ze samitek komdarl Culiseta melanura a
Coquillettidia perturbans (Andrews a kol., 2014) a 13 kmenQ bylo pomoci sekvenace genu
pro 16S rRNA identifikovano z delfin(i skdkavych (Tursiops truncatus) (Diaz a kol., 2013). Druh
E. termitis byl na zakladé metagenomickych analyz nalezen jako soucast mikrofléry traviciho
traktu larev skGdcl rostlin blyskavky (Spodoptera littoralis) a cernopasky bavinikové
(Helicoverpa armigera) z fadu Lepidoptera (Tang a kol., 2012) a byl nalezen jako jeden z
prevladajici mikroorganismu ve stfevé octomilek (Drosophila) (Adair a kol., 2018, Wong a
kol., 2013). S ohledem na velmi vysokou podobnost sekvenci genu pro 16S rRNA mezi
pfibuznymi druhy enterokoku (viz. kapitola 6) je vSak z taxonomického pohledu potieba
hodnotit tyto vysledky identifikace jako nejisté. Minimdalné vsSak naznacuji, Ze zastupci
fylogenetické skupiny E. faecalis jsou béZznou soucasti traviciho traktu hmyzu.
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Validni taxonomicky popis nového mikroorganismu pfinasi jen zakladni informace a
tim, Ze definuje jeho zakladni vlastnosti, umoZiiuje jeho identifikaci. Je to vSak jen prvni krok
na cesté k pozndni organismu. V této kratké praci jsme se zaméfili na studium antibiotické
rezistence a produkce uredzy a bakteriocini 16 kmeny E. haemoperoxidus a 7 kmeny
E. moraviensis popsanymi v nasi druhé komentované publikaci (Svec a kol., 2001a), a také na
studium citlivosti téchto kmend k bakteriocinim produkovanym jinymi bakteriemi. Tyto
charakteristiky jsou dulezité pro ekologii, klinicky vyznam i praktické vyuZziti pro ¢lovéka.
Bakteridlni ureazy hydrolyzuji mocovinu na amoniak a oxid uhli¢ity. Produkce tohoto enzymu
je vyznamna z pohledu klinické mikrobiologie (napf. rozvoj mocovych kamen(, Zaludecnich
viedd nebo infekce ledvin) nebo mlze mit pozitivni efekt, jako je tomu u stfevnich
mikroorganismu, které se podileji na recyklaci dusiku z mocoviny (napf. v bachoru
prezvykavcl) nebo u uredz produkovanych pldnimi mikroorganismy, které hraji dlleZitou
roli pro vyuziti dusikatych hnojiv zaloZzenych na bazi mocoviny (Mobley a Hausinger, 1989).
Produkce bakteriocinli hraje vyznamnou roli jak pro samotné organismy (inhibice rlstu
konkurenéni mikrofléry), tak pro ¢lovéka (ochrana potravin, probiotika) (Galvez a kol., 2008,
Khan a kol., 2010).

Citlivost studovanych kmenU k antibiotikim byla pomérné vysoka. VSechny kmeny
byly citlivé k vankomycinu, ampicilinu, erythromycinu a chloramfenikolu. Pouze jeden kmen
E. moraviensis a dva kmeny E. haemoperoxidus byly rezistentni ke kanamycinu, jeden kmen
E. haemoperoxidus byl rezistentni k rifampicinu a jeden kmen E. haemoperoxidus a jeden
E. moraviensis byly rezistentni k novobiocinu. Uredzova aktivita byla u obou druhl pomérné
nizka. Pouze jeden kmen E. haemoperoxidus a jeden E. moraviensis vykazal aktivitu > 10
nkat/ml. Mezi kmeny E. haemoperoxidus byly nalezeny geny pro enterociny A, B, P a L50B
zatimco u E. moraviensis nebyl detekovan gen pro enterocin B. Schopnost inhibovat jiné
bakterie byla detekovana pouze u jednoho kmene E. haemoperoxidus, ktery byl aktivni proti
vsem 21 testovanym indikatorovym kmenUm zahrnujicim E. faecium, E. faecalis, E. hirae,
E. casseliflavus, E. avium, Listeria innocua a Staphylococcus sp. Casteéné precisténa
bakteriocinogenni substance z tohoto kmene byla aktivni i po 5 mésicich skladovani ve 4°C a
-20°C, ale byla inaktivovana proteolytickymi enzymy, cozZ je typické pro bakteriociny skupiny
Il. Testovani citlivosti obou druhd k enterocinim A a M ukazalo, Ze vétSina kmenQ
E. haemoperoxidus (15) i E. moraviensis (6) byla citlivd k enterocinu A. K enterocinu M byly
citlivé vSechny kmeny E. moraviensis, ale pouze 10 kmen0 E. haemoperoxidus.

Poznatky ziskané v této prdci rozsifily znalosti o druzich E. haemoperoxidus a
E. moraviensis a prispély k problematice vyzkumu bakteriocinl i citlivosti k nim u zastupct
rodu Enterococcus.
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11.11. Svec, P., Vandamme, P., Bryndova, H., Holochovd, P., Kosina, M., Maslafiova, |.,
Sedlacek, I. (2012). Enterococcus plantarum sp. nov., isolated from plants. Int J Syst Evol
Microbiol 62, 1499-1505.

Autorsky podil uchazece: 65 %

PfestoZe byl vyskyt enterokok( na rostlinach dokumentovan jiz Mundtem v roce
1961, ktery zjistil, Ze jsou enterokoky mezi rostlinami prenaseny hmyzem a vétrem, a Ze jsou
schopné se zde i omezené mnozit, neni povrch rostlin povazovdn za typicky habitat
enterokok(l a praci zabyvajicich se touto problematikou bylo celkové publikovano jen malé
mnozstvi (Mdiller a kol., 2001, Ott a kol., 2001). Popis druhu E. plantarum, ktery je naplni této
komentované publikace, vychazel ¢aste¢né z vysledkl diplomové prace reSené na nasem
pracovisti (Bryndova, 2010). V ramci této diplomové prace bylo pomoci konvenénich a
komercnich morfologickych, fyziologickych a biochemickych testd a metody rep-PCR s
primerem (GTG)s charakterizovano 94 bakteridlnich kmen( izolovanych z nadzemnich ¢asti
rostlin na Kanamycin Aesculin Azide (KAA) agaru (Merck). Mimo zastupce druh
E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. haemoperoxidus, E. moraviensis a
E. mundtii byla izolovana také neidentifikovana skupina 8 kmenl, které byly dale podrobné
charakterizovany.

Analyzou rep-PCR profild tvotilo vSech osm studovanych kmen( jeden shluk, ktery byl
jasné odliseny od zastupcl zbyvajicich druhG enterokok(. Sekvence genu pro 16S rRNA,
kterd byla stanovena u tfech vybranych kmend, zaradila studovanou skupinu do
fylogenetické skupiny E. faecalis, kde byl fylogeneticky nejblizSim druhem E. moraviensis
(99,9 % podobnost). Separace studované skupiny kmenQ od zbyvajicich Enterococcus spp.
byla dédle potvrzena sekvenci genli pheS (kddujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA
syntdzy) a rpoA (kddujiciho alfa podjednotku RNA polymerdzy), analyzou celkovych
bunéénych proteinli, metodou automatické ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont
Qualicon) s restrikénim enzymem EcoRl a také pomoci enzymatickych a biochemickych testu.
Pro tento novy druh bylo navrieno druhové jméno plantarum, které je odvozeno od planta,
latinského terminu pro rostlinu.

Jedinou dalsi doposud publikovanou praci tykajici se tohoto druhu je charakteristika
genomu kmene E. plantarum izolovaného z fimského salatu v Kalifornii (You a kol., 2019).
Velikost jeho genomu je 3 383 441 bp a obsahuje 3 218 protein-kddujicich gent a 60 genu
pro RNA a v jeho genomu nebyly nalezeny Zadné geny pro antibiotickou rezistenci. Zachyt a
popis E. plantarum z jinych zdroji doposud v literature popsan nebyl, takZze zatim neni jasné,
jedna-li se o druh typicky pro rostliny nebo o ubikvitné rozsifeny druh, jako je tomu u vétsiny
zastupcu fylogenetické skupiny druhu E. faecalis.
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11.12. Frolkova, P., Ghosh, A., Svec, P., Zurek, L., Literdk, I. (2012). Use of the manganese-
dependent superoxide dismutase gene sodA for rapid identification of recently described
enterococcal species. Folia Microbiol 57, 439-442.

Autorsky podil uchazece: 20 %

Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 6, zabyvajici se vyuZitim genotypizacnich technik
pro identifikaci enterokokl, pfedstavuji metody sekvenace rliznych provoznich gend vhodny
nastroj pro identifikaci jednotlivych druhl. Jednim z téchto genl je gen sodA kdédujici
mangan-dependentni superoxid dismutdzu, ktery byl v taxonomii bakterii aplikovan pro
identifikaci rady taxonu, jako napt. stafylokok( (Ghebremedhin a kol., 2008), streptokoki
(Glazunova a kol., 2009), pasteurel (Gautier a kol., 2005) nebo nokardii (Sanchez-Herrera a
kol., 2017).

V nasi studii jsme navazali na préaci Poyartové a kol. (2000), kteti tuto metodu pro
identifikaci enterokok( evaluovali na souboru 19 typovych kmenl tehdy zndmych
Enterococcus spp. Metodika pouZitd v nasi praci, sekvence primerl pro amplifikaci
fragmentu sodA genu (438 bp) i podminky PCR reakce byly shodné s postupem popsanym
Poayartovou a kol. (2000). Tuto metodu jsme aplikovali na soubor 18 typovych kmen( novéji
popsanych Enterococcus spp., které nebyly v plvodni praci Poyartové a kol. v roce 2000
zarazeny. Jako referencni kmeny byly do naseho souboru zarazeny typové kmeny druh(
E. faecalis a E. faecium.

Podobnost ziskanych sekvenci fragmentu sodA genu byla v rozsahu od 20.98 % (mezi
E. termitis a E. thailandicus) do 89.26 % (mezi E. haemoperoxidus a E. silesiacus). Sekvenéni
shlukova analyza jasné odlisila jednotlivé typové kmeny viech tehdy zndmych 35 druh(
enterokokll. Topologie fylogenetického stromu i rozdéleni jednotlivych druhl do
vnitrodruhovych fylogenetickych skupin byly v souladu s fylogenezi podle genu pro 16S
rRNA, avsak ve srovnani s timto genem je sodA gen dostatecné diskriminativni i pro druhy,
které maji velmi podobné sekvence genu pro 16S rRNA. Nase vysledky tak potvrdily, Ze sodA
gen je vhodnou alternativou pro identifikaci enterokokl. Vysledky této prace byly ddle
vyuZity pro popis druhu E. alcedinis (kapitola 11.15.; Frolkova a kol., 2013).

Od publikace této studie v roce 2012 byla sekvenace genu sodA aplikovdna pro
identifikaci enterokok( z rGznych zdroji (Alipour a kol., 2014, Dolka a kol., 2016, Talarmin a
kol., 2011, Tan a kol., 2018, Wei a kol., 2017). Tato metoda je vSak vyuzivdna méné ¢asto nez
sekvenace genl rpoA (kddujiciho alfa podjednotku RNA polymerazy), pheS (kodujiciho alfa
podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) nebo atpA (kddujiciho alfa podjednotku ATP syntazy),
které byly vyuzZity pro popisy rady novych druhd enterokokd a jsou popsany u fady recentné
popsanych druhli (Harada a kol., 2016, Jin a kol., 2017, McLaughlin a kol., 2017, Techo a kol.,
2019). Dostupnost vice referencnich sekvenci rpoA, pheS a atpA v online databdzich je tak
mozna divodem k upfednostnéni téchto genu pro identifikaci enterokokl pred genem sodA.
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11.13. Niemi, R.M., Ollinkangas, T., Paulin, L., Svec, P., Vandamme, P., Karkman, A., Kosina,
M., Lindstréom, K. (2012). Enterococcus rivorum sp. nov., from water of pristine brooks. Int J
Syst Evol Microbiol 62, 2169-2173.

Autorsky podil uchazece: 18 %

Druh E. rivorum je dalSim druhem enterokoka popsanym z vodnich zdroj(. Jeho popis
je zaloZen na polyfazové taxonomické studii sedmi kmen( izolovanych z vod dvou Cistych
potokd ve Finsku, jejichz povodi bylo vzdalené od obytnych, zemédélskych i primyslovych
lokalit. Tato skupina kmen( byla vybrana ze souboru neidentifikovanych kment enterokoku
izolovanych v ramci predchozi prace finskych autorl, kterd se zabyvala popisem diverzity
fekalnich streptokoku izolovanych z environmentalnich vzork( a ZivociSnych zdroju. Vybrana
skupina byla v plvodni préaci od ostatnich enterokokl odliSena na zakladé analyzy celkovych
bunécnych proteinl (Niemi a kol., 1993).

V nasi praci byla studovana skupina charakterizovana sekvencovanim gen( pro 16S
rRNA, pheS (kddujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) a atpA (kédujiciho alfa
podjednotku ATP syntdzy). Fylogeneticka analyza téchto sekvenci ukazala, Ze vSsechny kmeny
reprezentuji shodny taxon a zaradila studovanou skupinu do fylogenetické skupiny
E. faecalis. Fylogeneticky nejblizSim druhem byl E. faecalis, ktery vykazoval 98,7% podobnost
genu pro 16S rRNA. Fenotypizace s vyuZitim komercnich a konvencnich fyziologickych a
biochemickych testd vsak tuto skupinu kment odliSovala od zbyvajicich druhl fylogenetické
skupiny E. faecalis. Genetickd homogenita studované skupiny a jeji odliSeni od zastupcl
Enterococcus spp. bylo dale prokdazano metodou rep-PCR s primerem (GTG)s, analyzou
celkovych bunécnych proteini a metodou DNA-DNA hybridizace, kterd definitivné potvrdila,
Ze analyzované kmeny predstavuji novy druh rodu Enterococcus.

V odborné literature je aktualné pouze jedna zminka o izolaci kmene E. rivorum z
brazilského syra (Luiz a kol., 2017), ale stejné jako v ptipadé druh( E. silesiacus a E. termitis
byl tento kmen identifikovan jen na zakladé 99% podobnosti genu pro 16S rRNA, coz je ve
svétle vysokych podobnosti sekvenci tohoto genu mezi rliznymi druhy enterokokd pomérné
nejisty vysledek identifikace.
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11.14. Sedlacek, I., Holochova, P., Maslanova, |.,, Kosina, M., Sproer, C., Bryndova, H.,
Vandamme, P., Rudolf, I., Hubalek, Z., Svec P. (2013). Enterococcus ureilyticus sp. nov. and
Enterococcus rotai sp. nov., two novel urease-producing enterococci from the environment.
Int J Syst Evol Microbiol 63, 502-510.

Autorsky podil uchazece: 20 %

Obsahem této komentované publikace je taxonomickd studie souboru 25 kmen(
enterokok(l izolovanych z vody, rostlin a z komarG. Celkem 11 kmen( z vod bylo izolovano v
severomoravském regionu v ramci studie popsané v prvni komentované publikaci (kapitola
11.1.; Svec a Sedlaéek, 1999), daldich 11 kmend z rostlin bylo na naem pracovisti izolovano
pfi fesSeni diplomové prace Bryndové (2010) a zbyvajici tfi kmeny byly izolovany z komaru
rodu Aedes vexans a Ochlerotatus cantans odchycenych v obci Lanzhot. Skutecnost, Ze by
tato skupina kmend mohla predstavovat dva nové druhy, byla naznacena vysledky metody
rep-PCR s primerem (GTG)s a fenotypizace pomoci fyziologickych a biochemickych testu.

V ramci studie byly dale vSechny kmeny charakterizovany sekvencovanim genl pheS
(kédujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) a rpoA (kddujiciho alfa podjednotku
RNA polymerazy), analyzou celkovych bunécnych proteinl, metodou automatické
ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon) s restrikénim enzymem EcoRIl a
fenotypovymi testy. VSechny tyto metody shodné rozdélily studované kmeny do dvou shluk
odlisenych od zbyvajicich druhl rodu Enterococcus. Na zadkladé vysledku sekvencovani genu
pro 16S rRNA byly obé skupiny zafazeny jako zdstupci fylogenetické skupiny E. faecalis, kde
nejblizsi pfibuzné druhy byly E. silesiacus a E. caccae vykazujici podobnost 99,9 %. Nasledna
DNA-DNA hybridizace mezi vybranymi zdstupci z obou skupin a typovymi kmeny druht
skupiny E. faecalis finalné potvrdila, Ze obé skupiny predstavuji dva nové druhy rodu
Enterococcus, pro které byla navriena jména E. ureilyticus a E. rotai. Kmeny téchto druh
vykazovaly silnou uredzovou aktivitu, coZ bylo zohlednéno pfi volbé jména ureilyticus. Druhy
druh byl pojmenovan na pocest ¢eského mikrobiologa RNDr. Jifiho Rotty (*1925 - t1989),
ktery svlij odborny a védecky Zivot spojil se streptokokovou problematikou. Od roku 1965 byl
vedoucim Narodni referen¢ni laboratofe pro streptokoky a enterokoky ve Statnim
zdravotnim ustavu (SZU) v Praze a od roku 1966 Feditelem WHO Collaborating Centre for
Reference and Research on Streptococci v Praze (MUDr. Pavla Kfizovd, CSc., SZU, Praha,
osobni sdéleni).

S ohledem na pomérné vysoky pocet kmenl, které byly v ramci nasich vyzkumnych
aktivit pro popis E. ureilyticus a E. rotai izolovany, i s pfihlédnutim na jejich vyskyt ve vodé a
na rostlinach, je prekvapivé, Ze zachyt téchto dvou druhl nebyl zatim jinymi autory v
odborné literature popsan. Vzhledem k riznym zdrojim jejich izolace na rdznych lokalitach
se vSak Ize domnivat, Ze oba druhy jsou béZznou souédsti environmentalni mikroflory.
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11.15. Frolkova, P., Svec, P., Sedlacek, 1., Maslanova, I., Cernohlavkova, J., Ghosh, A., Zurek,
L., Radimérsky, T., Literak, . (2013). Enterococcus alcedinis sp. nov., isolated from common
kingfisher (Alcedo atthis). Int J Syst Evol Microbiol 63, 3069-3074.

Autorsky podil uchazece: 20 %

Posledni popisnou praci z tohoto souboru komentovanych publikaci je taxonomicka
studie dvou kmen( izolovanych v ramci projektu studia mikrofléry volné Zijicich ptaka.
Kmeny byly vykultivovany ze stérd z kloaky lednacka fi¢niho (Alcedo atthis) odebranych na
dvou lokalitach v regionu mésta Vlasim ve Stfedoceském kraji. Zakladni fenotypové znaky
obou kmenu korespondovaly s charakteristikou rodu Enterococcus, ale metodou rep-PCR s
primerem (GTG)s, ktera byla ve zminéné studii pouZita pro rychlou primarni genotypovou
charakterizaci izolovanych kmen( bakterii, tvofily oba kmeny totozny profil jasné odliseny od
zbyvajicich referen¢nich kmend.

Analyza sekvence genu pro 16S rRNA zaradila oba kmeny do rodu Enterococcus, kde
byl fylogeneticky nejblizsSim druhem E. aquimarinus s podobnosti sekvence pouze 97,1 %. Jiz
tato nizkd hodnota podobnosti naznacila, Ze se s nejvétsi pravdépodobnosti jednd o novy
druh. Pro daldi podrobnou taxonomickou charakterizaci byly oba kmeny analyzovany
metodami sekvenace genl sodA (kédujictho mangan-dependentni superoxid dismutazu),
rpoA (kodujiciho alfa podjednotku RNA polymerdazy) a pheS (kddujiciho alfa podjednotku
fenylalanyl-tRNA syntdzy), analyzou celkovych bunécnych proteinli a metodou automatické
ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon) s restrikéinim enzymem EcoRlI.
Vysledky vSech téchto metod jasné ukazaly, Ze oba kmeny predstavuji zdstupce totozného
druhu odlisného od vsech v té dobé popsanych enterokok, pro ktery bylo navrzeno jméno
E. alcedinis, odvozené od zdroje izolace obou kmenu, latinského pojmenovani lednacka
(Alcedo).

Mimo nasi praci byl druh E. alcedinis izolovan jako soucast mikrofléry traviciho traktu
selat (Gan a kol., 2019), kde byl detekovan sekvenaci DNA fragmentu V3 regionu genu pro
16S rRNA ziskaného denaturaéni gradientovou elektroforézou. Podobnost sekvence tohoto
fragmentu se sekvenci typového kmene E. alcedinis vsak byla pouze 98 %, coZ neni pro
spolehlivou identifikaci dostacujici. Zadna daldi zminka o zachytu tohoto druhu nebyla v
dostupné odborné literature nalezena.
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11.16. Benes J., Dzupova, O., Setina, M., Feuereis|, R., Svec, P., PantGcek, R. (2013). Relapsing
endocarditis caused by Enterococcus faecalis forming small colony variants. Scand J Inf Dis
45, 800-803

Autorsky podil uchazece: 15 %

Pomalu rostouci subpopulace bakteridlnich kmena, které vykazuji morfologické a
metabolické odliSnosti od plvodniho kmene, jsou oznacovany jako tzv. SCV kmeny (z angl.
Small Colony Variants). Tyto kmeny vykazuji ve srovnani s vétSinovou bunéénou populaci
vysSi rezistenci k antibiotikim i perzistenci v organismu, takZe jsou casto puvodci
chronickych, rekurentnich a obtizné IécCitelnych infekci. Diky pomalému rdstu a zménénému
fenotypu jsou SCV kmeny v klinickych laboratofich obtizné identifikovatelné (Proctor a kol.,
2006, Sendi a Proctor, 2009).

Tato komentovana publikace popisuje pfipad opakujici se endokarditidy u muze, 63
let. Pfi prvni infekci i pfi jejim ndsledném opakovani po péti tydnech byl z hemokultur
zachycen kmen E. faecalis bézného fenotypu, ktery dobfe reagoval na antibiotickou terapii.
Po treti recidivé infekce bylo ptistoupeno k chirurgickému zakroku, ktery odhalil poSkozeni
srdecnich tkani v dasledku infekce. Byla provedena ndhrada poskozené mitralni chlopné a
odstranéni nalezeného zanétlivého loziska v srdecni tkani. Pooperacni pribéh i dalsi l1écba
antibiotiky probéhla bez komplikaci a po dobu dalSich dvou let sledovani pacienta jiz k
opakovani infekce nedoslo. Z hemokultur byly po tfeti recidivé zachyceny dva kmeny lisici se
vizualné velikosti kolonii. Jeden kmen tvofil na krevnim agaru bilé kolonie o velikosti typické
pro druh E. faecalis, druhy tvofil kolonie velmi drobné. Oba kmeny byly podrobeny analyze
metodou rep-PCR s primerem (GTG)s. Vysledné profily PCR produktl obou kmen0 byly
totozné a jejich srovnani s referenc¢ni databdazi ukazalo, Ze se jednd o zastupce druhu
E. faecalis. Klonalni identita obou kmenu byla dale potvrzena makrorestrikéni analyzou jejich
celkové genomové DNA Stépené restrikcnim enzymem Smal, kterd také ukdazala identické
restrikéni profily. Testovani auxotrofie izolovaného SCV kmene k heminu, nikotinamid adenin
dinukleotidu, menadionu, thymidinu a thiaminu prokazalo, Ze se jedna o hemin-dependentni
kmen. Tento kmen byl deponovan na pracovisti Ceské sbirky mikroorganism( (PFF MU, Brno)
jako E. faecalis CCM 7854.

Druh E. faecalis je nejcastéjSim enterokokem, jehoz SCV kmeny jsou v literature
zminovany, coz neni s ohledem na jeho dominantni vyskyt v humannim klinickém materidlu
prekvapivé. Mimo chronickych endokarditid (Ogihara a kol., 2016, Wellinghausen a kol.,
2009) byly SCV kmeny E. faecalis izolovany z infekce pupecnikového pahylu novorozence
(Kubota a kol., 2013). Enterococcus faecalis byl jiz popsan také z veterinarniho klinického
materialu, a to konkrétné z infekci kloub( kurat (Petersen a kol., 2008). SCV dalSich zastupct
enterokok(l byly popsany u druhu E. faecium z pfipadu sepse onkologické pacientky
(Grébner a kol., 2012) a u komenzalnich kmenl druhu E. cecorum izolovanych ze slepic,
kachny a labuté (Jung a kol., 2017).
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Literdk, I. (2015). Prevalence, diversity and characterization of enterococci from three
coraciiform birds. Anton Leeuw Int J G 107, 1281-1289.
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V ramci této studie byly charakterizovany enterokoky izolované ze vzorku z kloaky a
uropygidlni zlazy sedmi jedincd dudka chocholatého (Upupa epops) a z kloak 14 jedincu
lednacka fFicniho (Alcedo atthis) a 22 jedincG mandelika hajniho (Coracias garrulus).
Z uvedenych vzork( bylo izolovano celkem 161 kmenU suspektnich enterokok, které byly
dale identifikovany metodami rep-PCR s primerem (GTG)s, sekvencovanim genu sodA a 16S
rRNA a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Vybrani zastupci druhu E. faecalis byly dale
charakterizovani makrorestrikéni analyzou pomoci pulzni gelové elektroforézy a
multilokusovou sekvenéni analyzou zaloZzenou na sedmi genech. U vsech izolovanych kment
enterokok(l byla ddle diskovou difuzni metodou testovana rezistence k ampicilinu,
tetracyklinu, gentamicinu, vankomycinu a erythromycinu a metodou PCR byla testovéna
pritomnost genl( pro rezistenci k vankomycinu (vanA, vanB, vanC1, van C2/C3) a k
erythromycinu (ermA, ermB a mefA/E).

Z celkového poctu 161 izolovanych kmen( bylo vySe uvedenymi metodami zafazeno
117 kmenu do rodu Enterococcus a dale bylo 114 kmenu identifikovano aZz na uroven druhu.
Nejpocetnéjsimi byli zastupci druhu E. faecalis (67 kmenu), ktefi byli izolovani ze vSech tfi
druhl ptakd. DalsSimi izolovanymi druhy pak byly E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium,
E. hirae a E. mundtii. Makrorestrikéni analyza pomoci pulzni gelové elektroforézy ukazala
pomérné znacnou genetickou variabilitu studovaného souboru kmen(. Klondlné ptibuzné
kmeny byly izolovany pouze z jedinct z jednoho hnizda. Multilokusova sekvencni analyza
Sesti kmenU E. faecalis z lednacka ficniho zaradila tyto kmeny do sekvencnich typl
izolovanych celosvétové z vod, drlibeze a ¢lovéka. Kromé dvou kmenU E. faecalis, u kterych
byla prokdzana intermediarni rezistence k vankomycinu a erythromycinu, byly vSechny
kmeny k testovanym antibiotikim citlivé a u Zddného z nich nebyla detekovdna pfitomnost
testovanych genl pro rezistenci k vankomycinu nebo erythromycinu.

Druhy enterokokl izolované z kloak a uropygialnich Zlaz studovanych ptakd se bézné
vyskytuji v prostfedi a nebo jiz byly izolovany z jinych Zivocichl, takze z pohledu
taxonomického nejsou vysledky této studie prekvapivé. Podobné druhové spektrum
enterokok( bylo z uropygialni zZlazy dudkd popsano Solerem a kol. (2008) a bylo izolovadno i z
jinych divokych ptaku, jako napfiklad ze sov a dravct (Marrow a kol., 2009), z kdnéte lesniho
(Radhouani a kol., 2012) nebo zdivocelych domacich holubl (Radiméfsky a kol., 2010). V nasi
praci vsak nebyly izolovany druhy E. faecium a E. durans, které tito autofi také popisuiji.
Obecné lze vsak shrnout, Ze druhy enterokok(l izolované v této prdci jsou pravdépodobné
béZnou soucdsti intestinalni mikrofléry divokych ptakd.
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11.18. Oravcova, V., Svec, P., Literdk, I. (2017). Vancomycin-resistant enterococci with vanA
and vanB genes in Australian gulls. Environ Microbiol Rep 9, 316-318.

Autorsky podil uchazece: 15 %

Posledni ze souboru komentovanych publikaci popisuje izolaci dvou vankomycin
rezistentnich kmen( druhQ E. faecium a E. dispar izolovanych z rack( australskych
(Chroicocephalus novaehollandiae), které byly zachyceny v rdmci analyzy enterokokl z 504
vytérQ kloak mladat rack(i ze tfi hnizdnich kolonii v Novém lJiznim Walesu v Australii.
Izolované kmeny byly identifikovany metodou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a
sekvencovanim genu sodA koédujictho mangan-dependentni superoxid dismutdzu.
Taxonomické zafazeni kmene E. dispar bylo dale potvrzeno metodou automatické
ribotypizace s restrikénim enzymem EcoRIl (RiboPrinter, DuPont Qualicon). Rezistence
testovanych kmenu k antibiotik(im byla testovana diskovou difuzni metodou, byla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) k vankomycinu a testovana pfitomnost genu
rezistence k vankomycinu, erythromycinu, tetracyklinu a aminoglykosidam.

V ramci provedeného testovani byly zachyceny dva kmeny nesouci geny pro
rezistenci v vankomycinu. Prvni kmen, ktery byl izolovan v Sydney, byl identifikovan jako
E. faecium. Kmen nesl gen vanB a jeho MIC k vankomycinu byla 64 mg/l. Druhy kmen
izolovany v oblasti chranéného prirodniho parku Five Islands, byl identifikovan jako E. dispar.
Tento kmen nesl gen vanA a jeho MIC k vankomycinu byla 256 mg/l. Podrobné;jsi analyza
ukazala lokalizaci genu vanA na transposonu Tn1546 typ A. Oba kmeny byly dale rezistentni k
erythromycinu, gentamicinu a rifampicinu. Kmen E. faecium byl rezistentni k ampicilinu a
E. dispar k teikoplaninu. Multilokusovd sekvencni analyza zafadila kmen E. faecium do
sekvencni typu (ST) 341, ktery je tfetim nejrozsirenéjSim typem v Australii. Kmeny tohoto
typu nesou v 90 % pripadd gen vanB a jsou nejcastéjSimi vankomycin rezistentnimi kmeny
izolovanymi v Australii z nemocniéniho prostredi.

Vysledky této prace jsou zajimavé jak z taxonomického, tak z epidemiologického
pohledu. Druh E. dispar byl doposud izolovan z humanniho i veterinarniho klinického
materidlu (Svec a Franz, 2014a), z potravin (Lopes a kol., 2006) i z prostfedi (Graves a
Weaver, 2010). Jeho izolace je vSak pomérné vzacnd a problematickda mlze byt také jeho
biochemicka identifikace (Citak a kol., 2005). Také detekce geni rezistence k vankomycinu je
u tohoto druhu vzacna (Descheemaeker a kol., 2000). Tato prdce je prvni studii popisujici

ces

izolaci vankomycin rezistentnich enterokokl z divoce Zijicich Zivocichl. Racci jsou vSeZravci,
ktefi Ziji v blizké pritomnosti ¢lovéka a také se Zivi odpadky. Tim je na tyto Zivocichy
pravdépodobné umoznén i prenos klinicky vyznamnych vankomycin rezistentnich kmenu
enterokokl typickych pro ¢lovéka, které tak mohou byt prostfednictvim ptak( prenaseny do

dalSich habitatd. Ujasnéni zdrojli a cest pfenosu téchto kmen( vsak vyzaduje dalsi studie.
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