
 
 

Masarykova univerzita 

Přírodovědecká fakulta 
 

 

 

 

Systematika rodu Enterococcus 

 

 

Habilitační práce 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Brno, 2019 Pavel Švec 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování 

 Mé poděkování patří všem současným i minulým kolegyním a kolegům, se kterými 

jsem měl tu čest spolupracovat na poli oboru taxonomie bakterií. Z těch všech bych rád 

poděkoval především doc. RNDr. Ivo Sedláčkovi, CSc. za to, že mi jako přednášející předmětu 

Taxonomie bakterií, jako vedoucí mé diplomové práce i v následujících letech jako kolega na 
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1. Předmluva 

 

"Co ještě chcete zkoumat na taxonomii enterokoků, pane kolego?" 

"To je přece už dávno uzavřená kapitola ..." 

 

 Tuto nepříliš povzbudivou větu jsem jako student magisterského studia oboru 

Obecné biologie se zaměřením na mikrobiologii vyslechl od jednoho váženého profesora 

Lékařské fakulty Masarykovy univerzity v roce 1995, když jsme byli v průběhu kolokvia 

dotazováni na témata našich diplomových prací. V rámci své práce jsem se totiž věnoval 

taxonomickému studiu enterokoků izolovaných z humánního klinického materiálu. Jak ukáže 

tato habilitační práce, pan profesor se mýlil. Je ale nutno dodat, že jeho odborným 

zaměřením nebyla taxonomie bakterií, a že měl i podle současných taxonomických znalostí z 

lékařského profesního pohledu svým způsobem tak trochu svou pravdu. I dnes, stejně jako v 

roce 1995, dominují v klinických laboratořích pouze dva druhy enterokoků, jmenovitě 

Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium, které byly popsány již v roce 1984, takže 

většiny kmenů enterokoků relevantních pro rutinní lékařskou mikrobiologii se novější 

taxonomický výzkum přímo příliš nedotýká. Pravdou však je, že E. faecalis a E. faecium 

nejsou jediné dva druhy, které je možno z humánního klinického materiálu izolovat, a již zde 

bylo zachyceno také šest novějších druhů popsaných až v letech 2002 až 2008. 

 Touto vzpomínkou nechci ani v nejmenším znevažovat vědomosti dotyčného pana 

profesora. Neodolal jsem však pokušení ji zde vzpomenout, protože tato věta z roku 1995 je 

v kontrastu tehdejších a dnešních znalostí, byť jen o tomto jediném bakteriálním rodu, 

krásnou ukázkou toho, jakým rozvojem v posledních 20 letech obor Taxonomie bakterií 

prošel. V uvedeném roce 1995 bylo známo 19 druhů rodu Enterococcus, zatímco k dnešnímu 

datu je validně popsáno již 59 druhů. A nepochybně to není konečný počet. Díky masivnímu 

nástupu molekulárně-biologických technik do oblasti identifikace a typizace mikroorganismů, 

a v dnešní době především díky zavádění rychlejších a dostupnějších metod 

celogenomového sekvenování, lze v taxonomii bakterií očekávat v blízké budoucnosti řadu 

změn a nových poznatků. 

 Mýlit se je lidské a já jsem rád, že se tehdy pan profesor mýlil. Bez toho by totiž tato 

habilitační práce nemohla vzniknout. A nejen to. Je to také laskavá připomínka skutečnosti, 

jak málo stále víme o bakteriální diverzitě na naší planetě. To je však i příslib, že nás v oblasti 

studia systematiky mikroorganismů ještě čeká mnoho práce i řada nových objevů a 

překvapení. 

 

          Pavel Švec 

          Brno, srpen 2019 
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2. Úvod 

 Bakterie, přesněji řečeno prokaryotické organismy domén Bacteria a Archaea, 

představují nejpočetnější buněčné organismy na této planetě. Tyto organismy osídlují 

prakticky všechny známé ekosystémy a díky své zásadní roli pro koloběh látek v přírodě jsou 

nepostradatelné pro udržení stability celého ekosystému naší planety Země, a tím jsou 

nezbytným předpokladem pro existenci všech vyšších forem života (Robbins a kol., 2016, 

Whitman a kol., 1998). Zcela přirozeně jsme zcela zásadně ovlivňováni bakteriemi také my, 

lidé, a to jak bakteriemi přítomnými v prostředí či v potravinách, tak bakteriemi osídlujícími 

lidské tělo, které je kolonizováno přibližně stejným množstvím bakterií (3,8 x 1013) jako je 

počet buněk našeho těla (3,0 x 1013) (Sender a kol., 2016). Jedním z bakteriálních rodů, se 

kterým se člověk běžně setkává v prostředí, ve fermentovaných potravinách, a který je 

běžnou součástí mikroflóry našeho těla, je i bakteriální rod Enterococcus, kterému je 

věnována tato habilitační práce. 

 Enterokoky nalézáme ve slaných i sladkých vodách, na vodních i suchozemských 

rostlinách, v menší míře v půdách, a jsou také běžnou součástí mikroflóry nejrůznějších 

bezobratlých živočichů i obratlovců (Švec a Franz, 2014a). Pro člověka jsou zástupci tohoto 

rodu prospěšní díky své využitelnosti v potravinářském průmyslu, kde je nalézáme jako 

součást bakteriálních společenstev při fermentaci mléčných, rostlinných i masných výrobků, 

avšak jsou také izolováni jako původci kažení potravin (Franz a kol., 2003). Díky svému 

oportunně patogennímu potenciálu a časté multirezistenci k antimikrobiálním látkám jsou 

enterokoky původci pestré škály endogenních i exogenních infekcí a jsou předními původci 

infekcí nozokomiálních (Teixeira a kol., 2015). Enterokoky jsou také zajímavé z pohledu 

výzkumu horizontálního přenosu genů, protože disponují řadou plazmidů a transpozonů, 

které jsou specifickými mechanismy přenášeny mezi různými kmeny v rámci svého rodu i 

mezi enterokoky a jinými bakteriálními skupinami (Biavasco a kol., 1996, Noble a kol., 1992, 

Weaver, 2006). Jsou to také mikroorganismy produkující řadu extrabuněčných produktů, 

které se jako virulentní faktory uplatňují v průběhu patogeneze infekcí nebo mohou být 

využity v potravinářství díky svému inhibičnímu účinku na jiné bakterie, jako je tomu v 

případě kmenů produkujících bakteriociny. Vybrané kmeny enterokoků jsou také díky svému 

pozitivnímu vlivu na zdraví hospodářských zvířat a člověka využívány v několika komerčních 

probiotických preparátech (Hanchi a kol., 2018). 

 Díky svému téměř ubikvitnímu rozšíření a všem výše uvedeným pozitivním i 

negativním vlastnostem se s enterokoky setkává řada vědeckých oblastí a tyto organismy 

jsou předmětem systematického výzkumu odborníků mikrobiologických, epidemiologických, 

klinických, hygienických, molekulárně-genetických, potravinářských či biochemických oborů. 

Setrvalý zájem o tento již 35 let známý bakteriální rod dokladuje také nemalý počet 

vědeckých publikací uveřejněný každoročně v odborných časopisech. Vyhledávání hesla 

"enterococc*" (pozn. pro "enterococcus", "enterococci", "enterococcal") v odborné databázi 

Web of Science (www.webofknowledge.com) nabídne přes 34 000 citací, z nichž 2 300 bylo 

publikováno v minulém roce 2018. Přestože se tyto práce z velké části týkají především 
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výzkumu enterokoků s ohledem na jejich význam v humánní klinické mikrobiologii a v 

potravinářství, je zde možno nalézt dlouhou řadu studií ze všech dalších výše uvedených 

vědeckých oborů. Toto velké množství informací pokrývající nejrůznější aspekty biologie 

enterokoků má však jedno společné - a tím je taxonomie. Je to taxonomie, která je základem 

pro komunikaci mezi biology, protože pojmenovává a specifikuje předmět jejich výzkumu a 

vytváří tak referenční systém pro všechny získané znalosti. Výsledky taxonomických studií, 

které jednotlivé druhy rodu Enterococcus definují, charakterizují, pojmenovávají a poskytují 

tak možnost jejich identifikace, jsou proto prvním krokem k jejich dalšímu poznání a jsou 

základem pro sdílení těchto poznatků vědeckou komunitou. 

 Tato habilitační práce je koncipovaná jako soubor 18 komentovaných publikací, které 

dokumentují výsledky výzkumné činnosti a přínos autora na poli systematiky bakteriálního 

rodu Enterococcus, která zahrnuje jak taxonomii tak ekologii a význam tohoto rodu v 

oblastech klinické mikrobiologie a v potravinářství. V úvodních kapitolách je popsán 

současný stav taxonomie rodu Enterococcus a s ohledem na aktuálně popsané druhy jsou 

zde zpracovány kapitoly týkající se ekologie a významu rodu Enterococcus pro člověka. Ve 

druhé části práce jsou komentovány vybrané publikace autora. Jednotlivé odborné články 

byly publikovány v letech 1999 až 2017 a u poloviny z nich je autor této habilitační práce 

prvním autorem. Z vybraného souboru komentovaných publikací představuje polovina prací 

popisy 12 nových druhů rodu Enterococcus izolovaných z vod, živočichů a rostlin. Druhou 

polovinou publikací jsou práce zabývající se využitím molekulárně-biologických technik pro 

typizaci a identifikaci enterokoků a jejich aplikaci pro charakterizaci kmenů z 

environmentálních i klinických zdrojů. Výsledky získané v těchto 18 vybraných publikacích 

jsou však také zasazeny v kontextu ostatních kapitol práce, kde jsou tyto citace pro 

přehlednost zvýrazněny tučně. 

 

3. Vývoj klasifikace a nomenklatury rodu Enterococcus 

 Bakteriální rod Enterococcus byl validně popsán Schleiferem a Kilpper-Bälzovou v 

roce 1984, kdy byly na základě DNA-DNA a DNA-RNA hybridizace z rodu Streptococcus 

vyčleněny druhy Streptococcus faecalis a Streptococcus faecium, které byly reklasifikovány 

do rodu Enterococcus (Schleifer a Kilpper-Bälz, 1984). Odlišnost enterokoků od zbývajících 

streptokoků však byla v literatuře popsána již mnohem dříve. Pro pojmenování 

grampozitivních intestinálních koků uspořádaných ve dvojicích nebo v krátkých řetízcích 

použil termín "entérocoque" poprvé Thiercelin (1899) a rodové jméno Enterococcus bylo 

poté použito Thiercelinem a Jouhaudem (1903), ale toto pojmenování nebylo vědeckou 

komunitou akceptováno. Tyto humání intestinální koky byly o tři roky později pojmenovány 

jako S. faecalis (Andrewes a Horder, 1906), což tuto skupinu bakterií definovalo jako součást 

rodu Streptococcus. Druhé druhové jméno, S. faecium, bylo poprvé použito pro pojmenování 

bakterií fekálního původu, které vykazovaly specifické výsledky testů fermentace arabinózy, 

xylózy, mannitolu a sacharózy (Orla-Jensen, 1919). Mimo tyto dva druhy byla v rámci raných 

taxonomických studií grampozitivních fekálních streptokoků popsána také řada dalších 
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druhů, jako například Streptococcus glycerinaceus, Streptococcus liquefaciens či 

Streptococcus zymogenes (Deibel, 1964, Orla-Jensen, 1919), ale tato druhová jména nebyla 

akceptována a nepromítla se do současné taxonomie. Ani samotný termín "enterokoky" 

nebyl jasně definován a byl různými autory používán nejednotně (Graham a Bartley, 1939). 

Také z tohoto důvodu jsou tyto prvotní práce nejednoznačné a jejich výsledky jsou z 

taxonomického pohledu obtížně uchopitelné a přenositelné na aktuálně známé taxony. 

 Významným mezníkem v taxonomii streptokoků, a tím také enterokoků, byla práce 

publikovaná Shermanem (1937), který rozdělil streptokoky s využitím serotypizace popsané 

Lancefieldovou (1933) a dále pomocí testů pro hemolýzu, redukci lakmusového mléka, 

produkci amoniaku z peptonů, růsty v 10°C a 45°C, v médiu s 6,5% NaCl, při pH 9,6 a v 

přítomnosti 0,1% methylenové modři a schopnosti přežít 60°C po dobu 30 minut. Definoval 

tak čtyři skupiny streptokoků, a to pyogenní, viridující, mléčné a enterokoky. K této práci je 

nutno dodat, že navržené členění se promítá i do současné taxonomie streptokoků, a že řada 

testů, které Sherman ve své práci využil, je v taxonomii enterokoků využívána až do dnešní 

doby. V rámci skupiny enterokoků Sherman rozlišil druhy S. faecalis, S. liquefaciens,  

S. zymogenes a Streptococcus durans. Druh S. faecium považoval za synonymní se S. faecalis. 

Další významnou prací byla pro taxonomii enterokoků studie Deibela a kol. (1963), kteří 

popsali S. liquefaciens a S. zymogenes jako variety S. faecalis a S. durans jako varietu  

S. faecium. Na rozdíl od Shermana tedy zařadili mezi enterokoky pouze dva druhy, a to  

S. faecalis a S. faecium. Další návrh na vyčlenění skupiny enterokoků z rodu Streptococcus a 

validaci rodového jména Enterococcus publikoval Kalina (1970), který pro tento rod navrhl 

typový druh E. faecalis, se dvěma varietami E. faecalis var. liquefaciens a E. faecalis var. 

zymogenes a druhým druhem E. faecium s poddruhem E. faecium subsp. durans. Ani tento 

návrh však nebyl taxonomickou komisí akceptován a tyto taxony nebyly zařazeny do 

Approved Lists of Bacterial Names (Skerman a kol., 1980), kde byla zásadním způsobem 

revidována a validována veškerá dosavadní taxonomická klasifikace a nomenklatura a byla 

zavedena pravidla pro popis dalších bakteriálních taxonů. Ze skupiny enterokoků tak byly v 

tomto seznamu stále ještě v rámci rodu Streptococcus validovány druhy S. faecalis a  

S. faecium. Jak je již zmíněno v úvodu této kapitoly, validně byly druhy S. faecalis a S. faecium 

vyčleněny do nového rodu Enterococcus až Schleiferem a Kilpper-Bälzovou v roce 1984. Na 

základě údajů dostupných z literatury i svých vlastních experimentů ukázali autoři této práce 

jasnou fenotypovou i genotypovou odlišnost obou uvedených druhů od zbývajících zástupců 

rodu Streptococcus a navrhli jejich vyčlenění do nového rodu Enterococcus. Ačkoliv byl tento 

návrh validován, nebyl rod Enterococcus ještě začleněn do následujícího vydání Bergey's 

Manual of Systematic Bacteriology (Mundt, 1986), protože kapitola věnovaná enterokokům 

byla v době vydání návrhu popisu rodu Enterococcus již dokončena. Popisy dalších nově 

objevených druhů i reklasifikace dalších zástupců z rodu Streptococcus pak pokračovaly od 

roku 1984 až do dnešní doby. Zatím poslední publikace s nově navrženými druhy 

Enterococcus dongliensis, Enterococcus hulanensis, Enterococcus nangangensis, 

Enterococcus pingfangensis a Enterococcus songbeiensis (Li a Gu, v tisku) je v době psaní této 

kapitoly v tisku v International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 
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 V době vzniku této práce obsahuje rod Enterococcus celkem 59 validně popsaných 

druhů. Z toho jeden druh, Enterococcus saccharolyticus, zahrnuje 2 poddruhy. Jednotlivé 

druhy s citací efektivní publikace jsou v abecedním pořadí uvedeny v následující Tabulce 1. V 

tomto přehledu je již zahrnuto i pět druhů, jejichž popisy jsou aktuálně v tisku v International 

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. Naopak zde není uveden v letošním 

roce navržený druh Enterococcus timonensis popsaný na základě charakteristiky jednoho 

kmene izolovaného ze sputa zdravého muže (Mbogning Fonkou a kol., 2019), protože v době 

přípravy této práce nebylo druhové jméno E. timonensis validováno. 

Tabulka 1. Seznam validně popsaných druhů rodu Enterococcus (k datu 10. září 2019) 

E. alcedinis (Frolková a kol., 2013)* E. malodoratus (Collins a kol., 1984) 

E. aquimarinus (Švec a kol., 2005a) E. moraviensis (Švec a kol., 2001a) 

E. asini (de Vaux a kol., 1998) E. mundtii (Collins a kol., 1986) 

E. avium (Collins a kol., 1984) E. nangangensis (Li a Gu, v tisku) 

E. bulliens (Kadri a kol., 2015) E. olivae (Lucena-Padrós 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 (Švec 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) E. raffinosus (Collins a kol., 1989) 

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

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

E. diestrammenae (Kim a kol., 2013) E. rotai (Sedláček a kol., 2013) 

E. dispar (Collins a kol., 1991) E. saccharolyticus (Rodrigues a Collins, 1990) 

E. dongliensis (Li a Gu, v tisku) E. s. subsp. saccharolyticus (Chen a kol., 2013a) 

E. durans (Collins a kol., 1984) E. s. subsp. taiwanensis (Chen a kol., 2013a) 

E. eurekensis (Cotta a kol., 2013) E. saigonensis (Harada a kol., 2016) 

E. faecalis (Schleifer a Kilpper-Bälz, 1984) E. silesiacus (Švec a kol., 2006) 

E. faecium (Schleifer a Kilpper-Bälz, 1984) E. songbeiensis (Li a Gu, v tisku) 

E. florum (Techo a kol., 2019) E. sulfureus (Martinez-Murcia a Collins, 1991) 

E. gallinarum (Collins a kol., 1984) E. termitis (Švec a kol., 2006) 

E. gilvus (Tyrrell a kol., 2002) E. thailandicus (Tanasupawat a kol., 2008) 

E. haemoperoxidus (Švec a kol., 2001a) E. ureasiticus (Sistek a kol., 2012) 

E. hermanniensis (Koort a kol., 2004) E. ureilyticus (Sedláček a kol., 2013) 

E. hirae (Farrow a Collins, 1985) E. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011) 

E. hulanensis (Li a Gu, v tisku) E. villorum (Vancanneyt a kol., 2001) 

E. italicus (Fortina a kol., 2004) E. wangshanyuanii (Jin a kol., 2017) 

E. lactis (Morandi a kol., 2012) E. xiangfangensis (Li a kol., 2014) 

E. lemanii (Cotta a kol., 2013) 
  

*V závorkách jsou uvedeny citace efektivní publikace; citace publikací uvedených v souboru komentovaných 

publikací v rámci této práce jsou zvýrazněny tučně.  
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 V průběhu historického vývoje taxonomie rodu Enterococcus však nebyly nové druhy 

pouze popisovány, ale několik jich také již bylo z rodu Enterococcus reklasifikováno do jiných 

rodů nebo popsáno jako druhy synonymní. Druh Enterococcus seriolicida (Kusuda a kol., 

1991) představoval mladší synonymum druhu Lactococcus garvieae (Eldar a kol., 1996) a 

Enterococcus solitarius (Collins a kol., 1989) byl reklasifikován do rodu Tetragenococcus, jako 

druh Tetragenococcus solitarius (Ennahar a Cai, 2005). Synonymně popsanými druhy byly 

Enterococcus porcinus (Teixeira a kol., 2001), který byl mladším synonymem druhu 

Enterococcus villorum (De Graef a kol., 2003). Enterococcus flavescens (Pompei a kol., 1992) 

byl mladším synonymem druhu E. casseliflavus (Naser a kol., 2006) a druhové jméno 

Enterococcus saccharominimus (Vancanneyt a kol., 2004) bylo mladším synonymem druhu 

Enterococcus italicus (Naser a kol., 2006). Tato mladší synonymní druhová jména by tedy již 

nadále neměla být používána. 

 V odborné literatuře i v internetových databázích DNA sekvencí se bohužel můžeme 

setkat i s druhovými jmény, která nebyla popsána validně. Jedná se například 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) či Enterococcus inusitatus (Jung a 

Regan, 2007). Tato druhová jména jsou však z taxonomického pohledu neplatná a neměla by 

být používána, protože nebyla publikována ani validována v International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology, což je aktuálně jedním ze základních pravidel pro 

popis a návrh jmen nových bakteriálních taxonů. 

 

4. Fylogenetická pozice a struktura rodu Enterococcus 

 V současném taxonomickém systému založeném na fylogenetické analýze genu pro 

16S rRNA je rod Enterococcus typovým rodem čeledi Enterococcaceae, která je řazena v řádu 

Lactobacillales, třídě Bacilli a kmenu Firmicutes (Ludwig a kol., 2009). Mimo rod 

Enterococcus, který je v čeledi Enterococcaceae druhově nejpočetnějším rodem, obsahuje 

tato čeleď dalších šest fylogeneticky příbuzných, ale fenotypově variabilních rodů: 

Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus a Vagococcus (Parte, 

2014, Švec a Franz, 2014b). Enterokokům fylogeneticky nejbližší je rod Melissococcus, s 

jedním druhem Melissococcus plutonius (Bailey a Collins, 1982). Jedná se grampozitivní 

ovoidní koky až krátké tyčky, které na rozdíl od enterokoků nerostou aerobně, ale stejně jako 

enterokoky produkují skupinový D antigen. Melissococcus plutonius je původcem 

onemocnění včel, tzv. hniloby včelího plodu (Dicks a Holzapfel, 2009). Dalším rodem je 

Vagococcus, zahrnující 17 druhů izolovaných z prostředí, živočichů, i z řady humánních a 

veterinárních klinických materiálů (Lawson, 2014, Parte, 2014). Druhým početnějším rodem 

je rod Tetragenococcus s 5 druhy, který tvoří typické grampozitivní koky v tetrádách 

vyskytující se v prostředí s vyšším obsahem soli, jako jsou například fermentované potraviny 

(Justé a kol., 2014, Parte, 2014). Zbývající zástupci čeledi Enterococcaceae jsou rody s jedním 
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validně popsaným druhem. Je to rod Bavariicoccus (B. seileri) izolovaný ze sýrů (Schmidt a 

kol., 2009). Dále rod Catellicoccus (C. marimammalium) popsaný z mořských živočichů 

sviňuchy Phocoena phocoena a tuleně Halichoerius grypus (Lawson a kol., 2006), který je 

však také velmi často izolován z výkalů racků (Koskey a kol., 2014, Lu a kol., 2008). Posledním 

rodem čeledi Enterococcaceae je anaerobní rod Pilibacter (P. termitis) izolovaný ze střeva 

termitů Coptotermes formosanus (Higashiguchi a kol., 2006). 

 Druhy rodu Enterococcus jsou z pohledu vnitrorodového fylogenetického členění na 

základě sekvence genu pro 16S rRNA rozděleny do několika fylogenetických skupin a část 

druhů tvoří samostatné fylogenetické linie (Obr. 1). Toto členění na základě genu pro 16S 

rRNA do značné míry koresponduje také s fylogenezí genů atpA (kódujícího alfa podjednotku 

ATP syntázy) (Naser a kol., 2005a), rpoA (kódujícího alfa podjednotku RNA polymerázy) a 

pheS (kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) (Naser a kol., 2005b), genu ddl 

(kódujícího D-alanin:D-alanin ligázu) (Ozawa a kol., 2000), genu sodA (kódujícího mangan-

dependentní superoxid dismutázu) (Frolková a kol., 2012) i se srovnávací analýzou 

celogenomových sekvencí enterokoků (Zhong a kol., 2017). 

 Členění druhů enterokoků do několika fylogenetických skupin popsali Williams a kol. 

(1991) a Devriese a kol. (1993), kteří také ukázali, že druhy v rámci těchto skupin sdílí 

některé fyziologické a biochemické znaky využitelné pro jejich fenotypovou diferenciaci. 

Nejpočetnější fylogenetické skupiny se 14 druhy jsou "skupina E. faecalis" (E. caccae,  

E. crotali, E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. plantarum, E. quebecensis,  

E. rivorum, E. rotai, E. silesiacus, E. termitis, E. ureasiticus, E. ureilyticus a E. wangshanyuanii) 

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

E. malodoratus, E. pingfangensis, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. viikkiensis,  

E. xiangfangensis a je možno zde zařadit i tři vzdálenější druhy E. florum, E. hermanniensis a 

E. pallens). Dále je to s devíti druhy "skupina E. faecium" (E. canis, E. durans, E. faecium,  

E. hirae, E. lactis, E. mundtii, E. ratti, E. thailandicus a E. villorum). Zbývající skupiny tvoří 

trojice druhů "skupiny E. dispar" (E. dispar, E. canintestini a nověji popsaný E. saigonensis) a 

dále dvojice druhů "skupiny E. gallinarum" (E. gallinarum a E. casseliflavus), "skupiny  

E. italicus" (E. italicus a E. camelliae), "skupiny E. sulfureus" (E. sulfureus s nověji popsaným 

druhem E. bulliens) a poslední "skupiny E. cecorum" (E. cecorum a E. columbae), která je od 

zbývajících druhů fylogeneticky nejvzdálenější. 
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Obr. 1. Fylogenetická příbuznost druhů rodu Enterococcus získaná analýzou sekvencí genu pro 16S rRNA 

metodou Neighbor-Joining (Saitou a Nei, 1987). Procentuální hodnoty vyšší než 50 % pro 1000 opakování 

bootstrapové analýzy (Felsenstein, 1985) jsou zobrazeny u příslušných uzlů fylogenetického stromu. Všechny 

sekvenční pozice s méně než 95% pokrytím byly vyřazeny. Evoluční analýza byla provedena pomocí programu 

MEGA 7 (Kumar a kol., 2016). Sekvence kmene Vagococcus fluvialis NCDO 2497
T
 byla využita jako kořen 

stromu. Čísla použitých sekvencí získaných z GenBank databáze jsou uvedena v závorkách. Druhy popsané 

autorem práce a diskutované v rámci souboru komentovaných publikací jsou zvýrazněny tučně.  

 PQ1  (AY033814) E. gilvus T

 NCIMB 12901  (Y18296) E. raffinosus T

 ATCC 43197  (AF061012) E. malodoratus T

 190-7E. hulanensis
T

(LC473138) 

 NCFB 2369  (Y18274)E. avium T

 Gos21-1E. florum T (LC428281)

 PQ2  (AY033815) E. pallens T

 LMG 12317  (AY396047) E. hermanniensis
T

 63-4E. dongliensis T (LC438513)

 11097  (HF679036)E. xiangfangensis T

241-2-2  (LC438519)E. pingfangensis T

 ATCC 49372  (AF061002)E. pseudoavium
T

 IE3.2  (HQ378515)E. viikkiensis T

 LMG 14595 (AJ891167) E. devriesei T  

 FP48-3  (EF197994) E. thailandicus T

 LMG 12287 (AJ271329) E. villorum
T  

LMG 12316  (X76177) E. canis T

 ATCC 43186  (AF061013)E. mundtii T

DS 2705-87 (AF326472) E. ratii T

 ATCC 8043  (AF061011) E. hirae
T

 ATCC 59607  (AF061000) E. durans T

 DSM 20477  (AJ276355)  E. faecium T

 BT159  (GU983697) E. lactis T

 CECT 970  (AJ420805) E. gallinarum
T

 LMG 10745 (NR_114778) E. casseliflavus T

 JLB-1  (AY028437) E. phoeniculicola T

 85-4E. songbeiensis T (LC438514) 

 AS2  (Y11621) E. asini
T

 ORL-24  (JQ650245) E. diestrammenae T

 VE80  (LC127059) E. saigonensis T

 ATCC 51266 (AF061007) E. dispar T  

 LMG 13590  (AJ888906) E. canintestini
T

 JCM 5803  (AB012212) E. faecalis T

 HAMBI 3055  (FN822765) E. rivorum T

MN05  (CP021874) E. wangshanyuanii T

 LMG 8895  (AM039968) E. termitis
T

 CCM 4851  (AF286832) E. haemoperoxidus T

 CCRI-16985  (GU457262) E. quebecensis T

 CCM 4856  (AF286831) E. moraviensis T

 CCM 7889  (HQ847537) E. plantarum
T

 CCM 4629  (AJ276352) E. ureilyticus T

ETRF1  (KF803651) E. crotali T

CCM 4630  (AJ276353) E. rotai T

 CCRI-16986 (GU457264) E. ureasiticus
T  

 W442  (AM039966) E. silesiacus T

 2215-02  (AY943820) E. caccae T

 94-2  (LC438515) E. nangangensis T

 LMG 16607  (AJ877015) E. aquimarinus
T

 PC32  (AF445301) E. eurekensis T

 CCM 8433  (JX948102) E. alcedinis T

 PC4B  (AF445305) E. lemanii T

 subsp.  ATCC 43076  (AF061004)  E. saccharolyticus saccharolyticus
T

subsp.  812  (AB775175)  E. saccharolyticus taiwanensis T

 IGG16.11  (JQ283454) E. olivae T

 LMG 28766  (KR827627) E. bulliens T

 ATCC 49903  (AF061001) E. sulfureus
T

 TP1.5 (AJ582753) E. italicus T  

 FP15-1  (EF154454) E. camelliae T

 STR 345  (X56422) E. columbae T

 ATCC 43198 (AF061009) E. cecorum
T  

 NCDO 2497  (X54258) Vagococcus fluvialis T
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5. Identifikace zástupců rodu Enterococcus pomocí fenotypových metod 

 Fenotypová charakteristika bakteriálních taxonů je nedílnou součástí jejich validního 

popisu (Tindall a kol., 2010) a i v dnešní taxonomii využívající především molekulárně-

biologické typizační a identifikační techniky představuje důležitou součást našich znalostí o 

mikroorganismech. Jednotlivé fenotypové znaky za sebou skrývají celou řadu genů, které se 

promítají do složitě regulovaných metabolických drah, takže je stále velmi obtížné až 

nemožné předpovědět fenotyp pouze na základě znalosti genotypu (Kämpfer, 2012, 2014). 

Znalost fenotypu mikroorganismu je i v dnešní, spíše genotypově zaměřené taxonomii, 

důležitá pro jeho identifikaci pomocí fyziologických a biochemických metod, které jsou stále 

využívány řadou výzkumných i rutinních pracovišť. Nutno však dodat, že díky rychle 

rostoucímu počtu známých druhů, existující vnitrodruhové variabilitě fenotypových znaků a z 

praktického pohledu také díky faktu, že různé fenotypizační techniky mohou poskytovat 

různé výsledky, je spolehlivá biochemická identifikace řady druhů v dnešní době velmi 

problematická. To bohužel platí i pro fenotypové odlišení enterokoků od jiných 

grampozitivních a kataláza negativních koků i pro identifikaci jednotlivých druhů rodu 

Enterococcus. 

 Enterokoky je možné stručně charakterizovat jako grampozitivní ovoidní koky 

vyskytující se jednotlivě, ve dvojicích, v krátkých řetízcích i ve shlucích. Jsou nesporulující, 

některé druhy mohou být pohyblivé a mohou produkovat žlutý pigment. Enterokoky jsou 

kataláza negativní, ale při kultivaci na médiu s krví mohou vykazovat pozitivní katalázovou 

reakci (Frankenberg a kol., 2002, Švec a Devriese, 2009). Jsou to fakultativně anaerobní 

mikroorganismy. Glukózu metabolizují homofermentativním mléčným kvašením, kdy je 

převládajícím konečným produktem kyselina mléčná. Enterokoky rostou na běžných 

bohatých kultivačních médiích (např. média s krví, výtažek mozkové a srdeční tkáně (BHI), 

Todd-Hewittův agar, škrobový agar) v širokém rozmezí teplot s optimem 35 až 37°C a jsou 

rezistentní k řadě chemických i fyzikálních faktorů (vysoké pH, vysoká teplota, desinfekční 

látky, vysušení, salinita, UV záření) (Bale a kol., 1993, Byappanahalli a kol., 2012a, Hussain a 

kol., 2009, Renner a Peters, 1999, Švec a Devriese, 2009, Švec a Franz, 2014a). 

 Základní odlišující fenotypové charakteristiky rodu Enterococcus, které byly popsány 

již Shermanem (1937) (viz. kapitola 3), jsou schopnost růstu při 10°C, 45°C a v médiu s 6,5 % 

NaCl a produkce skupinového D antigenu. Další testy využívané pro odlišení rodu 

Enterococccus jsou produkce pyrrolidonylarylamidázy (PYR test), produkce 

leucinaminopeptidázy (LAP test), hydrolýza eskulinu a růst v přítomnosti žluči (Devriese a 

kol., 1993, Facklam a Elliott, 1995, Facklam, 2001, Fortin a kol., 2003). 

 Využití uvedených testů pro rodovou identifikaci má však v dnešní době značná 

omezení, protože tyto testy nejsou pozitivní u všech druhů a naopak je také nutno brát v 

potaz, že tyto jednotlivé testy mohou být pozitivní i u řady dalších rodů grampozitivních a 

kataláza negativních koků (Devriese a kol., 1993, Facklam a Elliott, 1995). Jako příklad jsou 

dále uvedeny výsledky růstových testů a testu produkce D antigenu, které jsou i v dnešní 

době často využívány k presumptivní rodové identifikaci. Při 10°C nerostou E. alcedinis,  
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E. camelliae, E. saccharolyticus subsp. taiwanensis, E. thailandicus a E. wangshanyuanii a při 

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 přítomnosti 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 negativní u druhů 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 jednotlivých testů řada druhů slabé či variabilní výsledky a u některých, 

především nověji popsaných druhů, nebyly výsledky těchto testů v literatuře popsány vůbec. 

Uvedené výsledky testů byly převzaty z citací popisů jednotlivých druhů uvedených v Tabulce 

1 a z práce Švece a Franze (2014a). 

 Pro biochemickou identifikaci enterokoků byla navržena řada identifikačních schémat 

(Day a kol., 2001, Manero a Blanch, 1999, Teixeira a kol., 2015), ale stejně jako výše 

diskutovaná identifikace rodová, je i druhová identifikace enterokoků pomocí biochemických 

metod značně problematická a z taxonomického pohledu značně nespolehlivá. K tomuto 

přispívá poměrně vysoký počet popsaných druhů, existující vnitrodruhová variabilita 

fyziologických a biochemických vlastností u kmenů stejného druhu z různých zdrojů 

(Devriese a kol., 1992a, Švec a kol., 2002), vysoká fenotypová podobnost některých druhů 

(Devriese a kol., 2002) a v neposlední řadě také fakt, že výsledky řady testů jsou ovlivněny 

metodou jejich provedení, takže jsou často výsledky publikované různými autory obtížně 

srovnatelné (Bosshard a kol., 2004, Winston a kol., 2004). Situaci také komplikuje poměrně 

strohý výčet fenotypových znaků uvedený v popisech některých druhů enterokoků (Carvalho 

a kol., 2006, McLaughlin a kol., 2017, Teixeira a kol., 2001). Také využití komerčních 

biochemických identifikačních systémů určených pro identifikaci enterokoků, jako např.  

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 

MicroPlateTM (Biolog) má své limity, protože tyto systémy jsou většinou zaměřeny na 

identifikaci několika málo vybraných klinicky významných druhů enterokoků. Z výše 

uvedených důvodů se proto s identifikací enterokoků pouze pomocí biochemických metod v 

soudobých odborných publikacích prakticky nesetkáváme. Tyto metody jsou buď využívány 

jen pro presumptivní identifikaci nebo jsou pro zvýšení spolehlivosti výsledků identifikace 

kombinovány s jinými identifikačními technikami. 

 Do identifikačních fenotypizačních technik však nepatří jen stanovení biochemických 

profilů formou testování okyselování substrátů, produkce enzymů či růstových testů, které 

byly diskutovány výše. Srovnání chemických charakteristik buněk využívá celá řada dalších 

technik, které se uplatňují jak v odborných taxonomických studiích, tak v rutinní 
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mikrobiologii. Z těchto technik je v současné době nejrozšířenější hmotnostní spektrometrie 

s desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem, známá pod zaužívanou 

zkratkou MALDI-TOF MS (angl. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 

Mass Spectrometry), která je založena na analýze hmotnostních spekter proteinů z celých 

bakteriálních buněk (Murray, 2010, Ryzhov a Fenselau, 2001) a našla uplatnění jak pro 

rutinní identifikaci bakterií, tak pro vědeckovýzkumnou činnost. Metoda MALDI-TOF MS byla 

využita pro identifikaci a typizaci enterokoků z humánního klinického materiálu (Holzknecht 

a kol., 2018, Lee a kol., 2015, Savas a kol., 2019), z veterinárních zdrojů (Santos a kol., 2015, 

Stepien-Pysniak a kol., 2017, Šplíchalová a kol., 2015), z potravin (Ledina a kol., 2018, Nacef 

a kol., 2017) i z prostředí (Giebel a kol., 2008, Christ a kol., 2017) a byla také jednou z metod 

aplikovaných pro taxonomický popis druhu E. bulliens (Kadri a kol., 2015). Další fenotypovou 

technikou, kterou je nutno v rámci této kapitoly zmínit, je analýza celkových buněčných 

proteinů v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE), jejíž výsledky dobře korelovaly s výsledky 

DNA-DNA hybridizace, a která byla aplikována i v popisech nových druhů enterokoků 

(Merquior a kol., 1994, Švec a Devriese, 2009). Od této metody se však v dnešní době již 

prakticky upustilo, protože byla pracná a obtížně standardizovatelná a reprodukovatelná. 

Další využívanou identifikační technikou je analýza methylesterů mastných kyselin buněčné 

stěny pomocí plynové chromatografie (FAME analysis, angl. Fatty Acid Methyl Ester analysis), 

která byla použita pro popis druhů 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 práce je však také aplikována pro identifikaci a typizaci 

enterokoků z humánních i veterinárních zdrojů (Duran a kol., 2009), z potravin (Lang a kol., 

2001) i z prostředí (Genthner a kol., 2005). Mezi další metody chemicko-analytické 

instrumentace, které byly použity pro identifikaci a typizaci enterokoků, patří například 

infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací (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 protonová magnetická rezonance (Bourne a kol., 2001). Ačkoliv tyto techniky zatím 

nebyly z taxonomického pohledu dostatečně evaluovány pro identifikaci a typizaci širšího 

spektra známých druhů enterokoků, jejich další rozvoj představuje slibný potenciál 

využitelný do budoucna pro identifikaci a typizaci mikroorganismů (Quintelas a kol., 2018, 

Willemse-Erix a kol., 2011). 

 

6. Identifikace zástupců rodu Enterococcus pomocí genotypových metod 

 Pro identifikaci druhů rodu Enterococcus byla v literatuře popsána široká škála metod 

založených na analýze DNA, které jsou využívány jak v taxonomických studiích, tak v pracích 

zabývajících se identifikací zástupců tohoto rodu z různých zdrojů. Řada z těchto metod byla 

popsána v různých modifikacích, aplikována na různě velké skupiny kmenů a různé druhy a 
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využita pro účely taxonomického popisu, identifikace i typizace. Z toho důvodu by bylo nad 

rámec a rozsah této práce popsat vyčerpávajícím způsobem všechny techniky analýzy DNA, 

které byly pro charakterizaci enterokoků aplikovány. Uvedeny jsou zde proto především ty 

metody, se kterými se v odborných studiích můžeme setkat nejčastěji. Pro každou metodu je 

také uvedeno jen několik vybraných citací, které dokladují její využití pro charakterizaci 

enterokoků. 

 Pravděpodobně nejčastěji využívanou metodou pro klasifikaci a identifikaci bakterií je 

stanovení celé nebo částečné sekvence genu pro 16S rRNA, které je také standardní součástí 

popisu nových taxonů. Diskriminativnost této metody má však své omezení díky vysoké 

vzájemné podobnosti tohoto genu mezi některými druhy, a to platí i pro rod Enterococcus. 

Především druhy v rámci jednotlivých fylogenetických skupin, popsaných v kapitole 4 této 

práce, vykazují často podobnost vyšší než 99 % a mohou dosáhnout až 100% podobnosti, 

jako je to v případě druhů E. crotali a E. rotai (McLaughlin a kol., 2017). Mezi další specifické 

geny, které byly využity k identifikaci enterokoků patří gen atpA (kódující alfa podjednotku 

ATP syntázy) (Naser a kol., 2005a), geny rpoA (kódující alfa podjednotku RNA polymerázy) a 

pheS (kódující alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) (Naser a kol., 2005b), gen ddl 

(kódující D-alanin:D-alanin ligázu) (Ozawa a kol., 2000), gen cpr60 (kódující chaperonin 60) 

(Vermette a kol., 2010), gen Tuf (kódující elongační faktor EF-Tu) (Ke a kol., 1999), geny 

GroESL (kódující 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 

(kódující mangan-dependentní superoxid dismutázu) (Frolková a kol., 2012, Poyart a kol., 

2000) nebo doména V genu pro 23S rRNA (Tsiodras a kol., 2000). 

 Mimo sekvenační techniky byla pro identifikaci i kmenovou typizaci enterokoků 

aplikována také řada fingrprintových metod založených na analýze profilů PCR produktů 

nebo restrikčních fragmentů DNA. K metodám využívajícím PCR patří například 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)5 (Jurkovic a kol., 2006b, Švec a 

kol., 2005c), REP (Pangallo a kol., 2008) nebo BOX (Nayak a kol., 2011). Metody založené na 

analýze restrikčních fragmentů představuje například přímá analýza restrikčního profilu 

celkové DNA (Hall a kol., 1992, Lacoux a kol., 1992), analýza restrikčního profilu genu pro 16S 

rRNA (Jayarao a kol., 1992) či analýza makrorestrikčních profilů metodou pulzní gelové 

elektroforézy (PFGE, z angl. Pulsed Field Gel Electrophoresis) (Bopp a kol., 1999, de Freitas a 

kol., 2018, Dicuonzo a kol., 2001), která je jednou z klasických metod využívaných pro 

kmenovou typizaci bakterií (Lopez-Canovas a kol., 2019). Dále je to ribotypizace založená na 

selektivní hybridizaci a následné detekci restrikčních fragmentů nesoucích geny kódující 

ribozomální RNA (Björkroth a kol., 2005, Descheemaeker a kol., 1997, Lang a kol., 2001, Švec 

a kol., 2001b). K dalším metodám založeným na analýze DNA patří metody hybridizace se 

specifickými sondami (Behr a kol., 2000, Betzl a kol., 1990) a jejich aplikace ve formě DNA 
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čipů (Lehner a kol., 2005, Sango a kol., 2013). Většina z výše uvedených fingrprintových 

metod diferencuje enterokoky na úrovni druhu až kmene, a to v závislosti na analyzovaném 

taxonu i na podmínkách provedení (např. na použitém restrikčním enzymu, primeru nebo 

sondě), takže jsou tyto techniky využívány jak pro kmenovou diferenciaci, tak pro 

identifikaci. 

 

6.1. Charakteristika genomu zástupců rodu Enterococcus 

 Sekvenční a srovnávací analýza genomů bakterií je v současné době jednou z 

klíčových metod formujících obor taxonomie. Z pohledu základního taxonomického výzkumu 

je analýza bakteriálních genomů nezbytná především pro popis nových taxonů a jejich 

fylogenetické začlenění v současném taxonomickém systému (Chun a kol., 2018). Znalost 

celého genomu však také nalézá uplatnění například při charakterizaci a typizaci 

mikroorganismů pro studium ekologie, epidemiologie, virulence nebo metabolismu, či při 

hledání nových genů, enzymů a bioproduktů vhodných pro biotechnologické využití. Aplikace 

celogenomového sekvencování pro identifikaci mikroorganismů již také začíná pronikat i do 

rutinních laboratoří (Kozyreva a kol., 2017, Mathijs a kol., 2016, Rantsiou a kol., 2018). 

 Genomy zástupců rodu Enterococcus popsané v literatuře patří především k nejčastěji 

izolovaným druhům 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, Suárez a kol., 

2013, van Schaik a kol., 2010). Tato situace se odráží také v internetových databázích, jako 

jsou například databáze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nebo PATRIC 

(https://www.patricbrc.org/). V databázi PATRIC je aktuálně (červen 2019) celkem 2826 

genomů rodu Enterococcus, z čehož 1594 patří druhu E. faecium a 856 druhu E. faecalis. V 

databázi NCBI je to k výše uvedenému datu 2988 genomů enterokoků zahrnujících 1583 

kmenů E. faecium a 1012 E. faecalis. 

 Srovnávací genomická analýza 37 kmenů Enterococcus spp. ukázala, že průměrná 

velikost genomu enterokoků je 3,20 Mb, ale různé druhy mají velikost v rozsahu od 2,31 Mb 

(E. sulfureus) do 5,27 Mb (E. pallens) (Zhong a kol., 2017). První celogenomová sekvence 

zástupce rodu Enterococccus byla publikována Paulsenem a kol. (2003), kteří analyzovali 

vankomycin rezistentní klinický kmen E. faecalis V583. Jeho genom obsahoval řadu genů pro 

faktory virulence a mnoho mobilních elementů, které představovaly více než čtvrtinu jeho 

celkové délky. Naopak další popsaný genom probiotického kmene E. faecalis Symbioflor 1 

řadu genů pro faktory virulence postrádá (Domann a kol., 2007). Druhým druhem, u kterého 

byl popsán celý genom, byl E. faecium Aus0004 izolovaný z krve pacienta v Melbourne (Lam 

a kol., 2012). I u tohoto kmene byla popsána řada genů pro faktory virulence a vysoký podíl 

(38 %) mobilních elementů. Značnou variabilitu genomů enterokoků z pohledu velikosti, 

přítomnosti mobilních elementů i genů virulence a rezistence k antibiotikům popsali také 

další autoři, kteří charakterizovali klinicky relevantní kmeny (Lam a kol., 2012, van Schaik a 

kol., 2010), komenzální 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, Suárez a kol., 2013). Analýza 

celogenomových sekvencí v rutinních klinických laboratořích byla již také využita pro 

identifikaci (Hasman a kol., 2014, Tsai a kol., 2017) i pro epidemiologickou typizaci 

enterokoků (Raven a kol., 2017, Reuter a kol., 2013). 

 

7. Ekologie rodu Enterococcus 

 Enterokoky představují kosmopolitní mikroorganismy, které můžeme izolovat ze 

sladkovodního i z mořského prostředí, a to přímo z vody, ze sedimentů i z vodních rostlin a 

živočichů. Osídlují však také suchozemské habitaty, kde je nalézáme v půdách, na rostlinách 

a především jsou součástí mikroflóry řady mnohobuněčných organismů, od bezobratlých až 

po člověka. Enterokoky jsou také součástí mnoha potravin rostlinného i živočišného původu. 

Za primární habitat enterokoků je obecně považován trávící trakt suchozemských živočichů. 

Řada studií diskutovaných v následujících kapitolách však ukazuje, že v dalších výše 

zmíněných prostředích nejsou enterokoky jen tranzitní mikroflórou, ale jsou schopni zde 

metabolizovat a aktivně se množit. Schopnost enterokoků osídlovat tak široké spektrum 

habitatů je dávána do souvislosti s jejich evolučním vývojem. Ve své ekologicko-evoluční 

studii datují Lebreton a kol. (2017) objevení se enterokoků a jejich diverzifikaci do souvislosti 

s přechodem mnohobuněčných organismů na souš před 425-500 miliony let a s jejich evolucí 

v tomto novém prostředí. Díky vysoké odolnosti k vysychání, hladovění i nepříznivým 

fyzikálním a chemickým faktorům vnějšího prostředí, jsou enterokoky dokonale 

přizpůsobeny pro přežití, šíření a osídlení různých terestrických habitatů. Současné znalosti o 

výskytu a diverzitě Enterococcus spp. v uvedených habitatech jsou shrnuty v následujících 

podkapitolách. 

 

7.1. Voda 

 Voda a vodní prostředí představují bohatý zdroj enterokoků. Enterokoky nalézáme ve 

vodách sladkých i slaných (Moore a kol., 2008), čistých, znečištěných i ve vodách odpadních 

(Byappanahalli a kol., 2012a, Laukova a Juris, 1997, Niemi a kol., 1993, Sanderson a kol., 

2019). Ve vodním prostředí se mohou buňky enterokoků vyskytovat volně ve vodním sloupci, 

ale v největších koncentracích jsou nalézány na povrchu vodních rostlin i živočichů, které 

zahrnují jak planktonní organismy, tak vyšší vodní rostliny a živočichy (Anderson a kol., 1997, 

Maugeri a kol., 2004, Signoretto a kol., 2004). Významným zdrojem enterokoků jsou také 

vodní sedimenty a pobřežní písky, kde se také mohou enterokoky v příznivých podmínkách 

množit (Cui a kol., 2013, Ferguson a kol., 2005, Yamahara a kol., 2009). 

 Přítomnost enterokoků typických pro trávicí trakt živočichů a člověka ve vodách je 

považována za indikátor fekálního znečištění a stanovení jejich počtu ve vzorcích vod je 

jedním z rutinních testů pro stanovení kvality vody. Testování kvality vody v České republice 

upravuje norma ČSN EN ISO 7899, která definuje kultivační metody stanovení tzv. 
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intestinálních enterokoků ve vodách. Tato skupina je definována jako typické intestinální 

druhy E. faecalis, E. faecium, E. durans a E. hirae a dále Streptococcus equinus (Baudišová, 

2017). Tyto metody stanovení však detekují také přítomnost nefekálních enterokoků typicky 

asociovaných s rostlinami (E. casseliflavus, E. mundtii, E. sulfureus), takže je při hodnocení 

výsledků stanovení nutno přihlédnout i k tomuto faktu. Mimo klasických kultivačních metod 

byly pro detekci enterokoků ve vodě popsány metody využívající kvantitativní (real-time) 

PCR (Haugland a kol., 2005) či imunomagnetickou separaci s ATP bioluminiscencí (Lee a 

Deininger, 2004, Zimmer-Faust a kol., 2014). Jejich využití v rutinním testování je však zatím 

problematické díky cenové náročnosti technického vybavení a reagencií i vysokým 

požadavkům na obsluhu. Pro rozlišení fekální kontaminace humánního a živočišného původu 

bylo navrženo stanovení druhového spektra druhů rodu Enterococcus (Wheeler a kol., 2002), 

stanovení poměru jejich počtu k dalším indikátorovým mikroorganismům Escherichia coli a  

S. equinus (Pourcher a kol., 1991) i stanovení metabolických profilů enterokoků a E. coli 

specifických pro hostitele (Ahmed a kol., 2005). V rutinních laboratořích testujících kvalitu 

vody však tyto metody prakticky využitelné nejsou, protože zde není druhové spektrum 

izolovaných bakteriálních kmenů stanovováno. 

 Druhové spektrum enterokoků ve vodách bylo na základě identifikace kmenů 

izolovaných z různých zdrojů vod popsáno dlouhou řadou autorů. Nejčastěji jsou izolováni 

zástupci druhů E. faecalis a E. faecium, které následují E. durans, E. hirae, E. casseliflavus,  

E. gallinarum a E. mundtii (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 

kmenů řady nověji popsaných druhů enterokoků (Niemi a kol., 2012, Sedláček a kol., 2013, 

Sistek a kol., 2012, Švec a kol., 2001a, Švec a kol., 2005a, Švec a kol., 2006), jejichž rozšíření 

v prostředí či v živočiších nebylo doposud uspokojivě zmapováno. 

 

7.2. Rostliny 

 První práce popisující výskyt enterokoků na suchozemských rostlinách publikoval 

Mundt (1961, 1963a, 1975), který tyto mikroorganismy považoval za přechodnou mikroflóru 

rostlin pocházející z divokých zvířat, kam jsou přenášeny prostřednictvím větru a hmyzu. 

Ukázal však také, že jsou enterokoky schopné se na povrchu rostlin množit (Mundt a kol., 

1962). Müller a kol. (2001) a Ott a kol. (2001) identifikovali na rostlinách zástupce druhů  

E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. mundtii a E. sulfureus, ale více než polovinu kmenů 

izolovaných v jejich studiích tvořily v té době nepopsané druhy rodu Enterococcus. Užitkové 

rostliny zahrnující rajčata, ředkvičky, petržel, hlávkový salát, špenát, kapustu, hlávkové zelí, 

celer, či melouny jsou osídleny druhem E. casseliflavus a typickými intestinálními druhy  

E. faecalis a E. faecium, které pravděpodobně pocházejí z vody či přírodních hnojiv 

používaných v zemědělství (Hölzel a kol., 2010, Johnston a Jaykus, 2004, Johnston a kol., 

2006, McGowan a kol., 2006). Z různých rostlinných zdrojů byly však izolovány i další druhy. 

Enterococcus faecium, E. durans a E. avium byly izolovány z hroznů vinné révy (Barata a kol., 



16 
 

2012), E. cacae a E. hirae z dlouhodobě skladovaných zrn ječmene (Olstorpe a kol., 2010) či 

E. mundtii ze semen eukalyptu (Ferreira a kol., 2008). Na základě studia kmenů izolovaných z 

rostlin byly také nově popsány druhy E. plantarum (Švec a kol., 2012), E. ureilyticus a E. rotai 

(Sedláček a kol., 2013), E. florum (Techo a kol., 2019) nebo poddruh E. saccharolyticus 

subsp. taiwanensis (Chen a kol., 2013a). Nové druhy byly popsány také z fermentovanných 

rostlinných produktů. Tyto představují E. camelliae z fermentovaných čajových listů 

(Sukontasing a kol., 2007), E. xiangfangensis z nakládané zeleniny (Li a kol., 2014), E. olivae z 

fermentovaných zelených oliv (Lucena-Padrós a kol., 2014) nebo druhy E. dongliensis,  

E. hulanensis, E. nangangensis, E. pingfangensis a E. songbeiensis z kysaného Čínského zelí (Li 

a Gu, v tisku). Zda-li jsou tyto taxony typickou součástí mikroflóry rostlin nebo se jedná jen o 

kontaminující či přechodnou mikroflóru z jiných zdrojů však není možno na základě těchto 

popisných prací určit. 

 Stejně jako rostliny suchozemské jsou kmeny rodu Enterococcus osídleny i rostliny 

vodní, a také na vodních rostlinách jsou enterokoky schopné nejen dlouhodobě přežívat, ale 

také se aktivně množit (Byappanahalli a kol., 2003, Grant a kol., 2001, Whitman a kol., 2003). 

Enterokoky byly ve vysokých koncentracích izolovány z řas (Whitman a kol., 2003), chaluh 

(Anderson a kol., 1997) i vyšších vodních rostlin (Badgley a kol., 2010b, 2010a) a zahrnovaly 

druhy E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. hirae a E. mundtii. 

 

7.3. Půda 

 S ohledem na výskyt a variabilitu enterokoků patří půda k málo prozkoumaným 

habitatům. Výsledky publikovaných studií ukazují, že se enterokoky v půdách vyskytují, ale 

jsou zde přítomny v nízkých množstvích (Byappanahalli a Fujioka, 2004, Desmarais a kol., 

2002, Medrek a Litsky, 1960, Mundt, 1961). Do půd jsou enterokoky přirozeně importovány z 

rostlin i živočichů, kdy významnou roli přirozeně hraje fekální kontaminace či využití chlévské 

mrvy v zemědělství (Mundt, 1961, Stocker a kol., 2015). Enterokoky však nejsou jen 

přechodnou složkou půdního ekosystému. V závislosti na chemických a fyzikálních 

vlastnostech půd a na vnějších podmínkách prostředí jsou kmeny enterokoků schopny zde 

přežívat a množit se (Stocker a kol., 2015, Van Donsel a kol., 1967). Jejich ubikvitní rozšíření v 

půdách naznačuje, že půdy obsahují autochtonní populace enterokoků přizpůsobené tomuto 

habitatu (Byappanahalli a kol., 2012b). Jejich počty zde mohou být významné z pohledu 

standardů testování kvality vody, která tak může obsahovat půdní enterokoky nefekálního 

původu (Desmarais a kol., 2002, Fujioka a kol., 1998, Hardina a Fujioka, 1991). 

 

7.4. Živočichové a člověk 

 Trávicí trakt bezobratlých živočichů, obratlovců i člověka představuje habitat bohatě 

osídlený enterokoky. Taxonomická diverzita enterokoků izolovaných z živočichů je pestrá a 

řada druhů byla nově popsána právě studiem kmenů z těchto zdrojů. 
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 V rámci studia mikroflóry bezobratlých živočichů byly enterokoky izolovány např. ze 

střeva hlemýžďů rodů Helix a Cornu (Charrier a kol., 1998, Charrier a kol., 2006, Švec a kol., 

2002), z komárů 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), kříska Amrasca biguttula biguttula (Sivakumar a kol., 2016, Sivakumar a 

kol., 2017), blech a vší (Murrell a kol., 2003), dvoukřídlého hmyzu rodu Bactrocera 

(Andongma a kol., 2015, Yong a kol., 2019), larev blýskavky (Spodoptera littoralis) a 

černopásky bavlníkové (Helicoverpa armigera) (Tang a kol., 2012), termitů (Bauer a kol., 

2000, Brune a Friedrich, 2000, Švec a kol., 2006), larev bource morušového (Bombyx mori) 

(Fei a kol., 2006), mouchy domácí (Musca domestica) (Macovei a Zurek, 2006), mouchy tse-

tse (Glossina palpalis palpalis) (Geiger a kol., 2009) a z řady dalších zástupců hmyzu živícího 

se nektarem, sukulentními částmi rostlin či žijícího v půdě (Martin a Mundt, 1972) nebo z 

různých druhů hmyzu škodícího na potravinách (Channaiah a kol., 2010). 

 Enterokoky jsou běžnou a početnou součástí mikroflóry vodních i suchozemských 

obratlovců a pro mnohé druhy enterokoků je jejich trávicí trakt považován za primární 

habitat, odkud se šíří do prostředí či potravin. Bohaté osídlení obratlovců enterokoky popsal 

již Mundt (1963b), který je izoloval ze 71 % vzorků z 216 výkalů divokých savců, z 86 % ze 70 

vzorků výkalů plazů a z 32 % z 22 vzorků výkalů divokých ptáků. Frekventovaný výskyt 

enterokoků ve vzorcích z různých živočišných druhů z různých taxonomických skupin 

potvrdily, a stále potvrzují, další studie. Mezi zástupce vodních živočichů, ze kterých byly 

enterokoky izolovány, patří například kapr obecný (Cyprinus carpio) (Hagi a Hoshino, 2009), 

sladkovodní krevety Macrobrachium rosenbergii (Cai a kol., 1999), delfín skákavý (Tursiops 

truncatus) (Diaz a kol., 2013) a řada mořských ryb (Cahill, 1990, Romalde a kol., 1996). Dále 

byly enterokoky izolovány z žab skokana volského (Rana catesbeiana) (Pasteris a kol., 2009), 

skokana lesního (Rana sylvatica) (Rana a kol., 2011) a rosničky 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 zástupců ptáků, které reprezentují 

například holub (Baele a kol., 2002, Radiměřský a kol., 2010), dudek chocholatý (Soler a kol., 

2008), racek (Layton a kol., 2010, Lu a kol., 2008, Oravcova a kol., 2017), husa velká (Anser 

anser) (Taučer-Kapteijn a kol., 2017), papoušek amazoňan modročelý (Amazona aestiva) (de 

Freitas a kol., 2018), vrána americká (Corvus brachyrhynchos) (Oravcova a kol., 2014), káně 

lesní (Buteo buteo) (Radhouani a kol., 2010) a dalších 25 druhů divokých ptáků (Stepien-

Pysniak a kol., 2017) nebo 35 druhů stěhovavých ptáků (Leon-Sampedro a kol., 2019). Savci, 

ze kterých byly enterokoky izolovány jsou například vydra říční (Lutra lutra) (Semedo-

Lemsaddek a kol., 2013), norník rudý (Clethrionomys glareolus), myšice křovinná (Apodemus 

sylvaticus) a jezevec lesní (Meles meles) (Mallon a kol., 2002), lachtani a tuleni (Layton a kol., 

2010), liška obecná (Vuleps vulpes) (Radhouani a kol., 2013, Taučer-Kapteijn a kol., 2017), 

bizoni (Bison bison) (Anderson a kol., 2008) nebo opice malpa hnědá (Cebus apella) a 

kosman černovousý (Callithrix penicillata) (Xavier a kol., 2010). 
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 Většina studií popisujících enterokoky z živočišných druhů se však zaměřuje na zvířata 

svázaná s člověkem, ať už jsou to zvířata domácí či hospodářská. Enterokoky z 

hospodářských zvířat mohou kontaminovat potraviny živočišného původu a způsobovat 

jejich kažení (Franz a Holzapfel, 2004) a zvířata mohou být i zdrojem kmenů enterokoků 

rezistentních k antibiotikům (Butaye a kol., 1999, Damborg a kol., 2009, de Jong a kol., 2018, 

Moyaert a kol., 2006) nebo kmenů nesoucích geny virulence (Olsen a kol., 2012, Pillay a kol., 

2018), které tak mohou přecházet do lidské populace a představovat riziko pro lidské zdraví 

(Hammerum, 2012). Druhy E. faecalis a E. faecium jsou nejčastějšími enterokoky izolovanými 

z domácích i hospodářských zvířat (De Graef a kol., 2005, de Jong a kol., 2018, Devriese a 

kol., 1987, Devriese a kol., 1992b, Devriese a kol., 1992a, Lauková a kol., 2008, Linaje a kol., 

2004). V různých druzích domácích a hospodářských zvířat však nalézáme i další enterokoky, 

které mohou být pro své hostitele typické. Tímto případem je například E. cecorum, který je 

dominantním druhem trávicího traktu drůbeže (Devriese a kol., 1991), E. canis a  

E. canintestini, kteří jsou typicky izolováni ze psů (De Graef a kol., 2003, De Graef a kol., 

2005, Naser a kol., 2005c), E. columbae z trávicího traktu holubů (Baele a kol., 2002) nebo  

E. hirae, který byl popsán jako nejčastější druh izolovaný z dojnic (Jackson a kol., 2011). 

 Stejně jako z rostlin a z vody, byla řada nových druhů enterokoků izolována přímo z 

živočichů nebo z prostředí svázaných s živočichy. Z nověji popsaných druhů jsou to například 

E. villorum z případů průjmu selat (Vancanneyt a kol., 2001), E. lemanii a E. eurekensis z 

chlévské mrvy prasat (Cotta a kol., 2013) E. ratti z průjmu 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 psů, E. devriesei z krav a potravin živočišného původu (Švec a kol., 2005b),  

E. termitis z termitů (Švec 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 ledňáčka říčního (Frolková a kol., 2013),  

E. bulliens (Kadri a kol., 2015) z velbloudího mléka, E. asini z osla domácího (de Vaux a kol., 

1998), E. wangshanyuanii z trusu jaka domácího (Jin a kol., 2017), E. crotali z trusu chřestýše 

Crotalus horridus (McLaughlin a kol., 2017) nebo E. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011) a  

E. saigonensis (Harada a kol., 2016) izolované z drůbežích produktů. 

 Lidé jsou podobně jako živočichové osídleni enterokoky v průběhu celého svého 

života a komenzální kmeny enterokoků jsou pravděpodobně jedny z prvních bakterií, se 

kterými se každý lidský jedinec setkává. Enterokoky byly izolovány z krve z pupečníkové 

šňůry novorozenců po porodu císařským řezem (Jiménez a kol., 2005), ze smolky (Jiménez a 

kol., 2008, Nagpal a kol., 2016) a jsou jedny z prvních mikroorganismů osídlujících náš trávicí 

trakt (Nagpal a kol., 2017) i kůži (Younge a kol., 2018). Komenzální kmeny enterokoků jsou 

také dominantní součástí mikroflóry mleziva a mateřského mléka (Collado a kol., 2009, Reis a 

kol., 2016, Taweerodjanakarn a kol., 2019), které tak přispívají k jejich kolonizaci trávicího 

traktu kojených dětí (Martín a kol., 2003, Solís a kol., 2010). Původ těchto kmenů v 

mateřském mléce je však zatím nejasný. Roli zde může hrát jak možná kolonizace mléka 

endogenními kmeny matky, tak sekundární kontaminace z kůže prsu (Dicks a kol., 2018, Jost 



19 
 

a kol., 2014, Rodríguez, 2014, Ruiz a kol., 2019). Druhy E. faecalis a E. faecium jsou také 

běžnou součástí mikroflóry trávicího traktu dospělých lidí, kdy v 1 g stolice člověka je 

přítomno 105 až 107 buněk E. faecalis a 104 až 105 buněk E. faecium. Poměr zastoupení 

těchto dvou druhů se však může v závislosti na studované skupině osob lišit v důsledky typu 

stravy a environmentálních faktorů (Devriese a Pot, 1995, Fisher a Phillips, 2009, Chenoweth 

a Schaberg, 1990). Kromě druhů E. faecalis a E. faecium byly z trávicího traktu člověka 

izolovány 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 

těchto dalších druhů enterokoků z humánního klinického materiálu je ve srovnání s 

dominantními druhy E. faecalis a E. faecium málo častá (Rajilić-Stojanović a de Vos, 2014). 

Mimo trávicí trakt, který je primárním a dominantním rezervoárem enterokoků v těle 

člověka, jsou tyto mikroorganismy izolovány také z ústní dutiny a z vaginy (Chenoweth a 

Schaberg, 1990, Nami a kol., 2018, Perkowski a kol., 2019, Sharma a kol., 2018). V případě 

ústní dutiny však není jasné, nejedná-li se pouze o přechodnou součást mikroflóry 

pocházející z potravin, protože jejich výskyt v ústní dutině není konzistentní (Aas a kol., 2005, 

Zehnder a Guggenheim, 2009). 

 Z humánního klinického materiálu byly nově popsány druhy E. gilvus ze žluči pacienta 

se zánětem žlučníku a E. pallens z infekce peritonea po perforaci střev (Tyrrell a kol., 2002), 

dále E. caccae ze stolice zdravého člověka (Carvalho a kol., 2006) a zatím nevalidovaný druh 

E. timonensis izolovaný ze sputa zdravého muže (Mbogning Fonkou a kol., 2019). 

 

7.5. Potraviny 

 Vzhledem k bohatému výskytu enterokoků v prostředí, na rostlinách i v živočiších je 

nasnadě, že jsou také častými mikroorganismy vyskytujícími se v potravinách rostlinného i 

živočišného původu. Obecně je výskyt enterokoků v potravinách považován za kontaminaci z 

živočišných zdrojů nebo z prostředí (Giraffa, 2002) a tyto kmeny zde mohou mít jak pozitivní, 

tak negativní vliv na výslednou potravinu (Franz a kol., 2002). 

 Maso bývá kontaminováno enterokoky z trávícího traktu jatečních zvířat již v době 

porážky. K dominantním druhům izolovaným z masa a masných výrobků proto patří typicky 

intestinální druhy E. faecalis a E. faecium, které byly izolovány z čerstvého vepřového 

(Knudtson a Hartman, 1993), hovězího (Stiles a kol., 1978) i drůbežího (Turtura a Lorenzelli, 

1994) masa a E. faecalis byl také převládajícím druhem v mase ryb (Hammad a kol., 2014). 

Díky své toleranci k vyšším teplotám mohou enterokoky přežívat v tepelně opracovaných 

masných výrobcích (uzené maso, šunka, konzervy, krevety) a podílet se na jejich kažení (Bell 

a Gill, 1982, Correia Santos a kol., 2017, Dalgaard a kol., 2003, Vasilopoulos a kol., 2008). 

Enterokoky jsou také součástí řady sušených a fermentovaných masných výrobků (např. fuet, 

chorizo) vyráběných tradičně v Itálii, ve Španělsku nebo v Řecku (Cocolin a kol., 2001, Martín 

a kol., 2009, Paramithiotis a kol., 2008). 
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 Mléko a mléčné výrobky obsahují kmeny enterokoků, které jsou stejně jako v případě 

masa považovány za kontaminanty pocházející především ze struků, z dojícího zařízení a 

skladovacích nádob na mléko nebo z prostředí (Garg a Mital, 1991, Kagkli a kol., 2007, 

Quigley a kol., 2013). Enterokoky rostoucí v širokém rozmezí teplot, salinity i pH přežívají 

dlouhodobou pasteraci mléka prováděnou při nižších teplotách a přechází tak do řady 

mléčných výrobků. Typicky je nalézáme v různých druzích měkkých i tvrdých regionálních 

sýrů, kde často představují jednu z dominantních složek mikroflóry (Franz a kol., 1999). 

Převažující druhy izolované z mléka a mléčných výrobků jsou E. faecalis a E. faecium, ale 

kromě nich byly v literatuře z mléčných produktů popsány i další druhy enterokoků, jako 

například 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, Martín-Platero a kol., 2009, Ortigosa a 

kol., 2008, Zago a kol., 2009). 

 Kromě masných a mléčných výrobků byly enterokoky izolovány ze sušených a 

mražených potravin (ovoce, zelenina, obilniny, vejce, koření) (Mundt, 1976), z tradičních 

fermentovaných plžů Batillaria zonalis na Taiwanu (Chen a kol., 2012), nakládané zeleniny (Li 

a kol., 2014), kysaného zelí (Li a Gu, v tisku), fermentované brokolice (Chen a kol., 2013b) či 

fermentovaného čiroku (Yousif a kol., 2005). 

 Novými druhy enterokoků popsanými v posledních letech z potravin jsou  

E. saigonensis (Harada a kol., 2016), E. viikkiensis (Rahkila a kol., 2011) a E. hermanniensis 

(Koort a kol., 2004) z kuřecího masa, E. bulliens z velbloudího mléka (Kadri a kol., 2015) a 

druhy E. italicus a E. lactis z italských sýrů (Fortina a kol., 2004, Morandi a kol., 2012). 

 

8. Klinický význam rodu Enterococcus 

 Enterokoky jsou typické oportunně patogenní mikroorganismy, které jsou 

významnými původci široké škály infekcí člověka. Zdrojem infekce mohou být jak vlastní 

komenzální kmeny pacienta osídlující trávicí trakt (tzv. endogenní infekce), tak kmeny 

enterokoků získané exogenní cestou z prostředí nebo z živočichů (Arias a Murray, 2012, 

Chenoweth a Schaberg, 1990, Teixeira a kol., 2015). Enterokoky jsou nejčastěji izolovány z 

infekcí močových cest, krevního řečiště, endokardu, žlučových cest, dutiny břišní, popálenin 

a pooperačních ran, z infekcí vznikajících v souvislosti s dlouhodobě zavedenými 

zdravotnickými pomůckami, jako jsou například katétry nebo porty, a celkově jsou jedněmi z 

nejvýznamnějších původců infekcí nozokomiálních (Fisher a Phillips, 2009, Jett a kol., 1994, 

Teixeira a kol., 2015). European Centre for Disease Prevention and Control (2018a, b) uvádí 

ve své zprávě za rok 2016 enterokoky jako druhé nejčastější původce nozokomiálních infekcí 

močového traktu a pooperačních ran a třetí nejčastější původce nozokomiálních infekcí 

krevního řečiště u pacientů na jednotkách intenzivní péče. Také v USA představují 

enterokoky druhé nejčastější původce nozokomiálních infekcí. K jejich roli významných 

nozokomiálních patogenů přispívá jak jejich ubikvitní rozšíření, tak jejich vysoká rezistence k 
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fyzikálním i chemickým faktorům vnějšího prostředí a vysoká genomová plasticita, která 

umožňuje rychlé šíření genů rezistence a virulence mezi enterokoky (Arias a Murray, 2012, 

García-Solache a Rice, 2019, Lebreton a kol., 2017, Neely a Maley, 2000, Santagati a kol., 

2012). Druh E. faecium byl v roce 2008 zařazen do skupiny ESKAPE (akronym pro 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumanni, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.) (Rice, 2008), která zahrnuje vysoce 

významné a rezistentní nozokomiální patogeny vyžadující pozornost současné klinické 

mikrobiologie (Mulani a kol., 2019, Pendleton a kol., 2013, Pogue a kol., 2015). Mimo výše 

uvedené infekce byly enterokoky izolovány z dlouhé řady dalších infekcí postihujících 

centrální nervový systém, nosní dutiny, vaginu, plíce, uši, oči, zubní kanálky 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 uplatňuje řada genů kódujících faktory virulence, které chrání 

enterokoky před imunitní reakcí organismu a umožňují navázání bakteriálních buněk na 

buňky hostitele a jejich průnik do tkáně. Mezi nejčastější a nejlépe popsané patří faktory 

kódované geny agg a asa1 (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 Braïek a Smaoui, 2019, García-Solache a Rice, 2019). 

 Z pohledu klinické praxe je významná především rezistence enterokoků k širokému 

spektru antibiotik. Enterokoky jsou přirozeně (primárně) rezistentní k sulfonamidům a k 

nízkým hladinám β-laktamů, aminoglykosidů a klindamycinu. K získaným (sekundárním) 

rezistencím pak patří například rezistence vůči chloramfenikolu, erytromycinu, 

fluorochinolonům, tetracyklinu, k vysokým hladinám klindamycinu, penicilinů, 

aminoglykosidů a glykopeptidů, a také k novějším antibiotikům jako je linezolid, daptomycin 

nebo quinupristin-dalfopristin (Ben Braïek a Smaoui, 2019, Leblanc, 2006, Švec a Franz, 

2014a, Teixeira a kol., 2015). V popředí zájmu je především celosvětově narůstající 

rezistence enterokoků k vankomycinu, který byl dlouho dobu používán pro léčbu závažných 

infekcí nereagujících na jinou léčbu (Ben Braïek a Smaoui, 2019). Vankomycin rezistentní 

enterokoky tak v dnešní době představují terapeutický, epidemiologický i ekonomický 

problém (Contreras a kol., 2019, Puchter a kol., 2018). 

 Většinu klinicky relevantních kmenů, představující 80 až 90 %, tvoří zástupci druhu  

E. faecalis a dalších přibližně 5 až 10 % tvoří kmeny E. faecium. Zástupci dalších druhů, jako 

například E. avium, E. casseliflavus, E. canintestini, E. cecorum, E. durans, E. hirae,  

E. gallinarum, E. mundtii, E. pseudoavium a E. raffinosus, jsou jako původci infekcí člověka 

izolováni vzácně (Aguirre a Collins, 1993, Ahmed a kol., 2011, Kaufhold a Ferrieri, 1991, Ruoff 

a kol., 1990, Schouten a kol., 2000, Tan a kol., 2010). 

 Přestože byly enterokoky izolovány z pestré škály infekcí různých živočichů, je ve 

srovnání s klinickým významem enterokoků pro člověka jejich výskyt ve veterinárním 

klinickém materiálu více sporadický a méně významný. Enterokoky byly popsány jako 
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původci septikémií, endokarditid a infekcí kloubů a kostí drůbeže (Chanter, 1997, Jung a kol., 

2018, Petersen a kol., 2008, Petersen a kol., 2009), mastitid krav (Chanter, 1997, 

Nonnemann a kol., 2019) a ovcí (Marogna a kol., 2010), dále zánětů žlučových cest a žlučníku 

(Tamborini a kol., 2016), infekcí periodontu (Oliveira a kol., 2016) a zánětů kloubů psů 

(Soontornvipart a kol., 2003), infekcí močových cest psů a koček (Ball a kol., 2008, KuKanich 

a Lubbers, 2015, Merkel a kol., 2017), sepsí hříbat (Theelen a kol., 2014), povrchových 

hnisavých infekcí psů (Abbott a kol., 2009) a koní (Westgate a kol., 2011) a byly také 

izolovány z případů infekce žlučníku a jater kočky (Pressel a kol., 2005), průjmu selat 

(Vancanneyt a kol., 2001), infekce dolního dýchacího traktu koně (Bailey a Love, 1991, 

Balciunas a kol., 2013), fetální peritonitidy psa (de Assis a kol., 2017) nebo z infekcí ryb 

pakambaly velké a ze pstruhů (Nieto a kol., 1995, Ringo a Gatesoupe, 1998). 

 

9. Praktický význam rodu Enterococcus 

 Průmyslový a ekonomický význam mají především kmeny enterokoků využívané jako 

probiotika a jako startovací kultury pro přípravu fermentovaných potravin. S ohledem na 

klinický význam enterokoků a jejich infekční potenciál, popsaný v předchozí kapitole, se toto 

jejich využití může zdát kontroverzní. Řada studií dokladujících pozitivní vliv vybraných 

kmenů enterokoků na zdraví člověka a jejich dlouhodobé využívání bez popisu nepříznivých 

účinků ale ukazuje, že tyto mikroorganismy mohou být lidskému zdraví prospěšné. Pro 

průmyslové využití je však nezbytný výběr vhodných kmenů, které vykazují pozitivní 

vlastnosti a naopak nenesou vlastnosti rizikové z pohledu negativního působení na zdraví 

člověka (např. geny virulence a rezistence k antibiotikům) (Franz a kol., 1999, Franz a kol., 

2011, Ogier a Serror, 2008). K nejlépe popsaným probiotickým kmenům patří E. faecium 

SF68 (Holzapfel a kol., 2018) a E. faecalis Symbioflor 1 (Domann a kol., 2007). Probiotické 

kmeny enterokoků jsou využívány pro zmírnění průběhu průjmů, včetně průjmů 

způsobených intenzivní antibiotickou terapií, dále pro zmírnění žaludečních potíží a infekcí 

dýchacího traktu, snížení hladiny cholesterolu a zlepšení 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 zjištěno, že brzdí proliferaci Caco-2 linie buněk kolorektálního karcinomu 

(Thirabunyanon a kol., 2009) a enterokoky jsou jako probiotika aplikovány také živočichům 

(Becquet, 2003, Franz a kol., 2011). 

 Kmeny enterokoků přítomné ve startovacích kulturách masných, mléčných i 

rostlinných fermentovaných produktů přispívají k procesu zrání a mají pozitivní vliv na 

celkové organoleptické vlastnosti potravin (Bhardwaj a kol., 2008, Franz a kol., 2002, Giraffa, 

2003, Hugas a kol., 2003). K bezpečnosti potravin přispívá také široké spektrum bakteriocinů 

produkované enterokoky. Tyto bakteriociny, nazývané také enterociny, mohou být 

produkovány přímo kmeny enterokoků přítomnými v potravinách rostlinného i živočišného 

původu nebo mohou být do těchto produktů přidávány v purifikované formě (Hanchi a kol., 

2018, Khan a kol., 2010). Jedná se o membránově aktivní peptidy, které vykazují 

antagonistickou aktivitu proti řadě gramnegativních, grampozitivních i sporulujících 
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patogenů asociovaných s potravinami, jako jsou naříklad 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. Závěr 

 Úvodní kapitoly této taxonomicky zaměřené habilitační práce stručně shrnují historii 

a současnost klasifikace, nomenklatury a identifikace bakteriálního rodu Enterococcus. V 

návaznosti na taxonomii je diskutována ekologie zástupců tohoto rodu osídlující různá 

prostředí i živočichy a dále jejich pozitivní i negativní význam pro člověka. Obsahově byly tyto 

úvodní kapitoly koncipovány ve snaze seznámit čtenáře s aktuálními poznatky o rodu 

Enterococcus a stručně ukázat šíři současných znalostí o něm. Úvodní kapitoly ukazují, že 

tento bakteriální rod lze charakterizovat jako taxonomicky bohatou bakteriální skupinu 

osídlující půdy, vody a vodní prostředí, rostliny, živočichy i člověka. Jedná se o 

mikroorganismy rezistentní k řadě chemických i fyzikálních faktorů vnějšího prostředí, což 

jim umožňuje zde přežívat a dále se šířit. Ačkoliv je infekční potenciál enterokoků poměrně 

nízký, představují, díky své rezistenci a svému téměř ubikvitnímu rozšíření, důležité 

oportunní patogeny asociované s řadou infekcí, včetně infekcí nozokomiálních. Zanedbatelný 

však není ani jejich pozitivní význam daný kladným vlivem probiotických kmenů enterokoků 

na zdraví člověka i živočichů a jejich významem v potravinářském průmyslu. Z pohledu 

člověka jsou tak enterokoky organismy "s dvojí tváří", jejichž praktické využití vyžaduje 

pečlivý výběr kmenů, které nepředstavují potenciální riziko pro lidské zdraví. 

 Výzkum na poli taxonomie enterokoků není uzavřenou kapitolou. Důkazem toho jsou 

jak popisy 12 druhů enterokoků uvedené v rámci vybraných komentovaných publikací 

autora, které jsou prezentované v následujících kapitolách, tak například recentní publikace 

popisující pět nových druhů enterokoků (Li a Gu, v tisku). Také rutinní zavádění a využívání 

molekulárně-genetických metod, které poskytují spolehlivější a rychlejší taxonomickou 

identifikaci, zpřesňuje a rozšiřuje naše poznatky o rozšíření a výskytu jednotlivých druhů 

enterokoků v různých prostředích a o jejich možné ekologické roli zde. Prakticky slibný a 

rozvíjející se směr studia enterokoků představuje do budoucna výzkum bakteriocinů 

produkovaných enterokoky aktivních proti řadě patogenů, které mohou v dnešní době 

masivního nárůstu antibiotické rezistence představovat jednu z možných alternativ pro léčbu 

bakteriálních infekcí. Budoucí směry výzkumu i podobu směřování bakteriální systematiky je 

v dnešní době dynamických změn v taxonomii bakterií těžké předjímat. Vysoký počet 

každoročně publikovaných vědeckých prací zabývajících se rodem Enterococcus však ukazuje 

setrvalý zájem o tyto mikroorganismy. Je tedy možné předpokládat, že tento trend bude 

především s ohledem na klinický význam enterokoků pokračovat i v následujících letech a že 

jejich výzkum přinese řadu poznatků rozšiřujících naše teoretické znalosti i řadu nových 

informací využitelných pro člověka.  
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11. Komentované publikace autora 

 V následující části této habilitační práce je prezentováno 18 vybraných 

komentovaných publikací autora zabývajících se taxonomií či identifikací zástupců rodu 

Enterococcus. Z důvodu akademické korektnosti i pravidel publikační etiky je zde potřeba 

uvést, že první tři publikace byly již komentovány v rámci disertační práce autora, která byla 

obhájena v roce 2001 a třetí publikace (Švec a kol., 2001b) byla součástí rigorózní práce 

autora obhájené v roce 2005, která byla zaměřena metodicky a zabývala se využitím metody 

ribotypizace v taxonomii různých skupin bakterií. V souboru komentovaných publikací jsou 

tyto práce přesto uvedeny, protože obsahově i koncepčně korespondují s tématem této 

habilitační práce, zapadají do celkového obrazu přínosu autora pro taxonomii bakteriálního 

rodu Enterococcus a především první z nich (Švec a Sedláček, 1999) tvoří výchozí bod i pro 

některé další později publikované studie. Komentář k publikacím není koncipován jako 

striktně odborný text popisující vyčerpávajícím způsobem výčet metod, výsledků a závěrů 

jednotlivých prací. Snahou autora v této části práce je cíl práce, použité metody i výsledky 

jen stručně sumarizovat, začlenit každou publikaci v kontextu doby jejího vzniku a tehdy 

aktuálních znalostí a ukázat její případnou vazbu na další publikace autora a přínos pro 

celkové znalosti v oboru. 

 Jednotlivé práce, které byly publikovány v letech 1999 až 2017, jsou uspořádány a 

komentovány v chronologickém pořadí: 

1. Švec, P., Sedláček, I. (1999). Occurrence of Enterococcus spp. in waters. Folia Microbiol 44,  

3-10. 

2. Švec, P., Devriese, L., Sedláček, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, J., 

Doškař, J. (2001). Enterococcus haemoperoxidus sp. nov. and Enterococcus moraviensis sp. 

nov., new species isolated from water. Int J Syst Evol Microbiol 51, 1567-1574. 

3. Švec, P., Sedláček, I., Pantůček, R., Devriese, L., Doškař, J. (2001). Evaluation of ribotyping for 

characterization and identification of Enterococcus haemoperoxidus and Enterococcus 

moraviensis strains. FEMS Microbiol Lett 203, 23-27. 

4. Švec, P., Devriese, L., Sedláček, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, J., 

Doškař, J. (2002). Characterization of yellow-pigmented and motile enterococci isolated from 

intestines of the garden snail Helix aspersa. J Appl Microbiol 92, 951-957. 

5. Švec, P., Vancanneyt, M., Seman, M., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Sedláček, I., Swings, J. 

(2005). Evaluation of (GTG)5-PCR for identification of Enterococcus spp. FEMS Microbiol Lett 

247, 59-63. 

6. Naser, S. M., Vancanneyt, M., De Graef, E., Devriese, L. A., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Hoste, 

B., Švec, 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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7. Švec, 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. 

8. Švec, P., Vancanneyt, M., Koort, J., Naser, S., Hoste, B., Vihavainen, E., Vandamme, P., 

Swings, J., Björkroth, J. (2005). Enterococcus devriesei sp. nov., associated with animal 

sources. Int J Syst Evol Microbiol 55, 2479-2484. 

9. Švec, P., Vancanneyt, M., Sedláček, I., 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. 

10. Lauková, A., Švec, P., Strompfová, V., Štětina, V., Sedláček, I. (2007). Properties of the strains 

Enterococcus haemoperoxidus and E. moraviensis, new species among enterococci. Folia 

Microbiol 52, 273-279. 

11. Švec, P., Vandamme, P., Bryndová, H., Holochová, P., Kosina, M., Mašlaňová, I., Sedláček, I. 

(2012). Enterococcus plantarum sp. nov., isolated from plants. Int J Syst Evol Microbiol 62, 

1499-1505. 

12. Frolková, P., Ghosh, A., Švec, P., Zurek, L., Literák, I. (2012). Use of the manganese-

dependent superoxide dismutase gene sodA for rapid identification of recently described 

enterococcal species. Folia Microbiol 57, 439-442. 

13. Niemi, R.M., Ollinkangas, T., Paulin, L., Švec, P., Vandamme, P., Karkman, A., Kosina, M., 

Lindström, K. (2012). Enterococcus rivorum sp. nov., from water of pristine brooks. Int J Syst 

Evol Microbiol 62, 2169-2173. 

14. Sedláček, I., Holochová, P., Mašlanová, I., Kosina, M., Spröer, C., Bryndová, H., Vandamme, 

P., Rudolf, I., Hubálek, Z., Švec 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. 

15. Frolková, P., Švec, P., Sedláček, I., Mašlanová, I., Černohlávková, J., Ghosh, A., Zurek, L., 

Radiměřský, T., Literák, I. (2013). Enterococcus alcedinis sp. nov., isolated from common 

kingfisher (Alcedo atthis). Int J Syst Evol Microbiol 63, 3069-3074. 

16. Beneš J., Džupová, O., Šetina, M., Feuereisl, R., Švec, P., Pantůček, R. (2013). Relapsing 

endocarditis caused by Enterococcus faecalis forming small colony variants. Scand J Inf Dis 

45, 800-803. 

17. Šplíchalová, P., Švec, P., Ghosh, A., Zurek, L., Oravcová, V., Radiměřský, T., Bohuš, M., Literák, 

I. (2015). Prevalence, diversity and characterization of enterococci from three coraciiform 

birds. Anton Leeuw Int J G 107, 1281-1289. 

18. Oravcová, V., Švec, P., Literák, I. (2017). Vancomycin-resistant enterococci with vanA and 

vanB genes in Australian gulls. Environ Microbiol Reports 9, 316-318.  
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11.1. Švec, P., Sedláček, I. (1999). Occurrence of Enterococcus spp. in waters. Folia Microbiol 

44, 3-10. 

Autorský podíl uchazeče: 70 % 

 Přítomnost bakterií rodu Enterococcus ve vodách je považována za jeden z ukazatelů 

fekálního znečištění. Stanovení jejich množství je proto běžnou analýzou v laboratořích 

testujících kvalitu vody. Rutinně však taková analýza stanovuje pouze počet kolonie tvořících 

jednotek suspektních enterokoků na specifickém selektivním kultivačním médiu, což nemusí 

z důvodu nedostatečné selektivity média vždy poskytovat spolehlivé výsledky a z pohledu 

taxonomického neříkají tyto výsledky nic o druhové diverzitě ve vzorku. V této práci jsme se 

proto zaměřili na studium kmenů enterokoků izolovaných ze vzorků z rutinních rozborů 

povrchových vod, které byly poskytnuty Dr. Boleslavem Otipkou z Okresní hygienické stanice 

v Dobré u Frýdku-Místku. 

 Výchozím materiálem této studie byly suspektní kolonie enterokoků vykultivované na 

Slanetz-Bartley agaru, kde byly kultivovány bakteriologické filtry po filtraci 10 ml vzorků 

analyzovaných vod. Z každého vzorku byly izolovány a purifikovány jednotlivé morfologicky 

odlišné kolonie suspektních enterokoků, které na tomto agaru tvoří červené až tmavě fialové 

zabarvení. Celkem tak bylo izolováno 630 bakteriálních kmenů získaných ze 422 vzorků vod. 

Izolované kmeny byly charakterizovány pomocí konvenčních i komerčních biochemických a 

fyziologických testů relevantních pro rod Enterococcus a byly vyhodnoceny pomocí 

identifikačního programu TNW a identifikačních schémat popsaných v literatuře. 

 Z celkového množství 630 kmenů bylo tímto přístupem zařazeno do rodu 

Enterococcus 523 kmenů, které byly identifikovány jako E. faecium (135 kmenů), E. faecalis 

(115), E. mundtii (30), E. hirae (27), E. casseliflavus (22), E. gallinarum (21), E. durans/E. hirae 

(17), E. durans (5) a E. avium (1). Celkem 150 kmenů nebylo možno zařadit do žádného 

známého druhu a bylo zařazeno pouze na úroveň rodu jako Enterococcus sp. Výsledky 

fenotypizace zbývajících 107 kmenů vyizolovaných na Slanetz-Bartley médiu neodpovídaly 

základním charakteristikám rodu Enterococcus. Tyto kmeny byly zástupci jiných bakteriálních 

skupin (gramnegativní a grampozitivní tyčky i jiné grampozitivní koky). 

 Z pohledu dnešní situace v taxonomii rodu Enterococcus je tato práce do značné míry 

již zastaralá a výsledky biochemické identifikace některých z analyzovaných kmenů velmi 

pravděpodobně neodpovídají aktuální klasifikaci. Toto konstatování se však týká prakticky 

všech starších taxonomických studií, a to nejen těch založených na fenotypové identifikaci, a 

odráží velmi dynamický rozvoj taxonomie bakterií v posledních desetiletích. Obecné závěry 

této práce jsou však stále validní. Tato studie ukázala vysokou fenotypovou diverzitu 

enterokoků ve vodách a naznačila existenci nových nepopsaných druhů. Tyto závěry byly 

potvrzeny v našich navazujících popisech nových druhů enterokoků (Sedláček a kol., 2013, 

Švec a kol., 2001a, Švec a kol., 2006), v rámci kterých byly podrobně taxonomicky studovány 

právě kmeny izolované v této prvotní komentované práci, a také v dalších popisech nových 

druhů z dalších zdrojů vod (Niemi a kol., 2012, Sistek a kol., 2012).  
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11.2. Švec, P., Devriese, L., Sedláček, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, 

J., Doškař, J. (2001). Enterococcus haemoperoxidus sp. nov. and Enterococcus moraviensis sp. 

nov., new species isolated from water. Int J Syst Evol Microbiol 51, 1567-1574. 

 Autorský podíl uchazeče: 40 % 

 V pořadí druhá publikace navazuje na předchozí práci a popisuje polyfázovou 

taxonomickou studii dvou vybraných skupin kmenů enterokoků, které byly izolované ze 

vzorků pitné a užitkové vody, z vodních toků a z bazénů v regionu Severomoravského kraje. 

Tyto dvě skupiny (16 a 7 kmenů) byly vyčleněny na základě shodných biochemických 

charakteristik, avšak fenotypizací je nebylo možné identifikovat do žádného v té době 

popsaného druhu rodu Enterococcus. 

 Pro primární genotypovou charakteristiku analyzovaných skupin byla využita metoda 

tDNA-PCR (tRNA intergenic length polymorphism analysis) (Baele a kol., 2000), která ukázala 

genetickou homogenitu kmenů v rámci těchto skupin a současně obě skupiny odlišila od 

sebe i od zbývajících druhů enterokoků. Fylogenetická analýza provedená na základě genu 

pro 16S rRNA ukázala blízkou fylogenetickou příbuznost obou studovaných skupin (99,7 %) a 

jejich nejbližším příbuzným druhem byl E. faecalis (97,4 %). Dále bylo stanoveno procento 

G+C v DNA a všechny kmeny byly charakterizovány rozšířenou řadou fyziologických a 

biochemických komerčních a konvenčních testů. Protože byly podobnosti sekvencí genu pro 

16S rRNA vyšší než 97 %, což je hodnota která byla v té době akceptována jako hranice pro 

spolehlivé odlišení druhů, byla provedena DNA-DNA hybridizace mezi dvěma zástupci z 

každé skupiny a typovým kmenem E. faecalis LMG 7937T, která v souladu s předchozími 

výsledky potvrdila homogenitu obou skupin a jejich odlišení od druhu E. faecalis. Na základě 

těchto výsledků byly proto navrženy dva nové druhy E. haemoperoxidus a E. moraviensis. 

 Jak naše, tak zahraniční studie z pozdějších let, však ukázaly, že E. haemoperoxidus i 

E. moraviensis je možné izolovat také z jiných zdrojů. Oba tyto druhy jsme později v rámci 

diplomové práce řešené na našem pracovišti izolovali z rostlin (Bryndová, 2010). Skupina 

holandských autorů (Taučer-Kapteijn a kol., 2016, Taučer-Kapteijn a kol., 2017) zachytila oba 

druhy ve vzorcích vod z přírodní čističky odpadní vody a v rámci hledání možných fekálních 

zdrojů těchto kmenů izolovala E. moraviensis i E. haemoperoxidus z výkalů husy velké (Anser 

anser), a druh E. moraviensis navíc z výkalů lišky obecné (Vulpes vulpes) a králíka divokého 

(Oryctolagus cuniculus). Oba druhy byly detekovány také jako součást mikroflóry 

dvoukřídlého hmyzu rodu Bactrocera (čeleď Vrtulovití). Enterococcus moraviensis byl 

zachycen v zástupcích druhu Bactrocera carambolae (Yong a kol., 2019), zatímco  

E. haemoperoxidus v Bactrocera dorsalis (Andongma a kol., 2015). Tyto výsledky ukazují, že 

oba druhy popsané v naší práci ze vzorků vod nejsou vázány jen na vodní habitat a s ohledem 

na jejich dosavadní záchyt z několika různých živočichů lze očekávat, že budou nalezeny také 

jako součást mikroflóry dalších živočišných druhů. 
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11.3. Švec, P., Sedláček, I., Pantůček, R., Devriese, L., Doškař, J. (2001). Evaluation of 

ribotyping for characterization and identification of Enterococcus haemoperoxidus and 

Enterococcus moraviensis strains. FEMS Microbiol Lett 203, 23-27. 

Autorský podíl uchazeče: 70 % 

 Taxonomie bakterií není jen charakterizace a uspořádávání nových taxonů a jejich 

pojmenovávání, tedy klasifikace a nomenklatura. Nedílnou součástí taxonomie je také její 

praktické využití formou identifikace. V této studii jsme se zaměřili na využití metody 

manuální ribotypizace pro typizaci a identifikaci druhů E. haemoperoxidus a E. moraviensis. 

Metoda ribotypizace byla popsána v roce 1986 (Grimont a Grimont, 1986) a je založená na 

selektivní hybridizaci a následné detekci restrikčních fragmentů nesoucích geny kódující 

ribozomální RNA. Díky využití sondy komplementární k genům pro ribozomální RNA je tato 

metoda teoreticky univerzální, protože se jedná o geny přítomné ve všech bakteriích. 

Kmenová či druhová diskriminativnost ribotypizace pro konkrétní taxon je ovlivněna 

použitým restrikčním enzymem i sekvencí použité DNA sondy, která může být 

komplementární jen k 16S rRNA, k 16S i 23S rRNA, nebo k celému ribozomálnímu operonu. 

Jedná se o metodu pracnou a časově náročnou. Tyto nevýhody byly do jisté míry překonány 

automatickým systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon), který je v dnešní době využíván jak 

pro rutinní identifikaci a typizaci mikroorganismů, tak pro taxonomické studie a popisy 

nových bakteriálních druhů (Dalsgaard a kol., 1999, Schumann a Pukall, 2013). 

 V naší práci jsme metodou manuální ribotypizace charakterizovali 16 kmenů druhu  

E. haemoperoxidus a 7 kmenů E. moraviensis a srovnali jsme je s ribotypy typových a 

referenčních kultur dalších druhů rodu Enterococcus. Metoda ribotypizace byla provedena se 

dvěma restrikčními enzymy EcoRI a HindIII a jako sonda byla použita digoxigeninem značená 

DNA komplementární k 16S and 23S rRNA bakterie Escherichia coli. 

 Numerická analýza výsledných EcoRI a HindIII ribotypů kmenů E. haemoperoxidus,  

E. moraviensis a zástupců dalších druhů enterokoků separovala jednotlivé druhy do jasně 

oddělených shluků, což ukázalo využitelnost ribotypizace pro identifikaci obou nových druhů. 

Enzymem HindIII bylo mezi kmeny E. haemoperoxidus detekováno 5 ribotypů a mezi kmeny 

E. moraviensis 2 ribotypy, zatímco enzymem EcoRI byly kmeny E. haemoperoxidus rozděleny 

do 6 ribotypů a kmeny E. moraviensis do 4 ribotypů. Výsledek práce tak ukázal, že tyto 

metody mohou být do jisté míry použitelné také pro kmenovou typizaci obou druhů, ačkoliv 

pro jejich spolehlivé odlišení pro epidemiologické studie by bylo potřeba paralelně využít 

typizaci pomocí více enzymů nebo zkombinovat výsledek ribotypizace s jinými typizačními 

technikami. 

 V devadesátých letech minulého století byla manuální ribotypizace technikou 

využívanou jak pro typizaci, tak pro identifikaci bakterií, ale v dnešních taxonomických 

publikacích se s ní již téměř nesetkáváme. Z důvodu pracnosti a časové náročnosti byla tato 

metoda nahrazena jinými molekulárně-biologickými typizačními a identifikačními 

technikami, případně je prováděna výše zmíněným systémem RiboPrinter.  
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11.4. Švec, P., Devriese, L., Sedláček, I., Baele, M., Vancanneyt, M., Haesebrouck, F., Swings, 

J., Doškař, J. (2002). Characterization of yellow-pigmented and motile enterococci isolated 

from intestines of the garden snail Helix aspersa. J Appl Microbiol 92, 951-957. 

Autorský podíl uchazeče: 60 % 

 Tato práce popisuje taxonomickou studii skupiny 12 kmenů, které byly na základě 

rodově specifických charakteristik, pozitivního testu na pohyblivost a produkce žlutého 

pigmentu identifikovány jako suspektní Enterococcus casseliflavus. Testy okyselování 

několika cukrů však neodpovídaly typickým charakteristikám druhu E. casseliflavus, takže 

nebylo možno vyloučit, že se nejedná o zástupce druhu nového. Studovaná skupina kmenů 

byla izolována ze střevního traktu hlemýžďů Helix aspersa pocházejících z komerčního chovu 

a byla našemu pracovišti poskytnuta Prof. MVDr. Jiřím Smolou, CSc. z Ústavu mikrobiologie a 

imunologie Veterinární a farmaceutické univerzity v Brně. 

 Studované kmeny byly charakterizovány pomocí základních testů relevantních pro 

rod Enterococcus (morfologie buněk a kolonií, produkce pigmentu, pohyblivost, růst při 10 a 

45°C, v 6,5% NaCl, produkce D antigenu) a dále pomocí komerčních souprav API 20 STREP a 

API 50 CH (bioMérieux). Na základě těchto testů byly všechny kmeny zařazeny do druhu  

E. casseliflavus, ale vykazovaly atypické reakce pro okyselování melezitózy, amidonu a D-

tagatózy. Výsledné elektroforetické profily typizace těchto kmenů metodou tDNA-PCR (tRNA 

intergenic length polymorphism analysis) byly velmi podobné profilům E. casseliflavus, ale v 

rámci shlukové analýzy tvořily samostatný shluk, který byl diferencován na dvě podskupiny, a 

který byl od E. casseliflavus odlišen. Pro další analýzu byly proto vybrány dva kmeny (z každé 

tDNA-PCR podskupiny jeden), které byly charakterizovány sekvenací genu pro 16S RNA a 

metodou DNA-DNA hybridizace byly srovnány s typovými kulturami E. casseliflavus a druhu 

E. gallinarum, který představoval druhý fylogeneticky příbuzný pohyblivý druh enterokoka. 

Výsledky obou těchto metod prokázaly, že studovaná skupina nepředstavuje nový druh, ale 

že se skutečně jedná o fenotypově atypické zástupce E. casseliflavus. 

 Druh E. casseliflavus byl popsán již v roce 1984 (Collins a kol., 1984) a z pohledu 

dnešní taxonomie představuje typický druh enterokoka, který odpovídá všem klasickým 

rodově specifickým fenotypovým charakteristikám. Tento druh je běžně izolován z vody, 

půdy, rostlin i živočichů, takže jeho výskyt ve střevech hlemýžďů není překvapivý a byl 

popsán také jinými autory (Charrier a kol., 1998, Charrier a kol., 2006). Možné atypické 

výsledky některých biochemických testů kmenů z hlemýžďů také nejsou v rozporu se 

současnými poznatky. Odlišnost environmentálních kmenů od kmenů z humánního 

klinického materiálu, které jsou v literatuře nejčastěji charakterizovány, byla již v literatuře 

popsána (Devriese a kol., 1993, Niemi a kol., 1993, Ulrich a Müller, 1998). Studovaná skupina 

kmenů izolovaná ze střeva hlemýžďů tedy pravděpodobně představuje fenotypově specifický 

ekovar druhu E. casseliflavus. 
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11.5. Švec, P., Vancanneyt, M., Seman, M., Snauwaert, C., Lefebvre, K., Sedláček, I., Swings, J. 

(2005). Evaluation of (GTG)5-PCR for identification of Enterococcus spp. FEMS Microbiol Lett 

247, 59-63. 

Autorský podíl uchazeče: 70 % 

 Metody rep-PCR (repetitive element sequence-based PCR) jsou založeny na srovnání 

elektroforetických profilů produktů PCR s primery komplementárními k rozptýleným 

repetitivním sekvencím (interspersed repetitive sequences) (Lupski a Weinstock, 1992). 

Jedná se o nekódující sekvence, které jsou v genomech prokaryot rozptýleny v různém 

množství, orientaci a poloze a představují tak vhodný cíl pro typizační a identifikační techniky 

(Versalovic a Lupski, 1999). Diskriminativní síla těchto metod je variabilní a závisí na 

studovaném taxonu i použitém primeru. Tyto metody jsou rychlé, málo pracné, nenáročné 

na technické vybavení a levné. Nevýhodou je však problematická standardizace a 

mezilaboratorní reprodukovatelnost. Přesto jsou tyto metody v taxonomických studiích 

využívány jak pro typizaci, tak pro identifikaci různých bakteriálních skupin. Stejně jako v 

případě výše diskutované ribotypizace, je i pro metody rep-PCR dostupný komerční 

automatický systém DiversiLab (BioMérieux) (Healy a kol., 2005). 

 V této naší metodicky orientované práci jsme se zaměřili na použitelnost metody rep-

PCR pro identifikaci druhů rodu Enterococcus. V prvním kroku bylo s primery REP, ERIC, BOX 

a (GTG)5 charakterizováno 24 typových a referenčních kmenů enterokoků. Na základě 

výsledků byl pro další testování vybrán primer (GTG)5, který poskytoval nejvíce komplexní a 

diskriminativí profily PCR produktů. S tímto primerem byla následně vytvořena knihovna 

profilů 49 typových a referenčních kmenů enterokoků, které reprezentovaly všechny v té 

době validně popsané druhy. Dále byla analyzována skupina 112 kmenů již fenotypově a 

genotypově identifikovaných enterokoků izolovaných z bryndzy a poslední skupinou 

začleněnou do studie bylo 44 neidentifikovaných kmenů enterokoků z vod. Shluková analýza 

získaných výsledků jednoznačně separovala jednotlivé druhy do dobře odlišených shluků. 

Pouze kmeny druhu E. faecium byly odděleny do dvou shluků, což korespondovalo s dříve 

publikovanými výsledky (Vancanneyt a kol., 2002). Výsledek této práce tak ukázal, že metoda 

rep-PCR s primerem (GTG)5 je vhodná pro rychlou identifikaci druhů enterokoků. 

 Závěry této práce, zavedení a standardizaci metody na našem pracovišti a vytvoření 

databáze rep-PCR profilů referenčních kmenů bylo pro identifikaci nebo pro rychlé 

genotypové testování neznámých skupin kmenů využito v řadě navazujících studií týkajících 

se rodu Enterococcus (Beneš a kol., 2013, Frolková a kol., 2013, Niemi a kol., 2012, Sedláček 

a kol., 2013, Šplíchalová a kol., 2015, Švec a kol., 2005a, Švec a kol., 2005b, Švec a kol., 

2006, Švec a kol., 2012) i v dalších studiích jiných rodů a druhů bakterií (např. 

Staphylococcous, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Pedobacter), které jsou však 

obsahově mimo rámec této habilitační práce (Švec a Sedláček, 2008, Švec a kol., 2008, Švec a 

kol., 2009, Švec a kol., 2010, Švec a kol., 2011, Švec a kol., 2015, Švec a kol., 2016, Švec a kol., 

2017).  
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11.6. Naser, S. M., Vancanneyt, M., De Graef, E., Devriese, L. A., Snauwaert, C., Lefebvre, K., 

Hoste, B., Švec, 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. 

Autorský podíl uchazeče: 8 % 

 Dalším nově popsaným druhem je E. canintestini, který byl izolován v rámci studia 

mikrofóry trávícího traktu psů. V této práci bylo taxonomicky charakterizováno 13 

bakteriálních kmenů, které byly biochemicky podobné druhu E. dispar, ale vykazovaly několik 

atypických fenotypových výsledků (produkce -galaktosidázy, -galaktosidázy, 

pyrrolidonylarylamidázy a leucinaminopeptidázy, okyselování glycerolu, D-melibiózy a 

rafinózy a hydrolýza pyruvátu). Všechny kmeny byly charakterizovány metodou 

multilokusové sekvenční analýzy zahrnující geny atpA (kódující alfa podjednotku ATP 

syntázy), rpoA (kódující alfa podjednotku RNA polymerázy) a pheS (kódující alfa podjednotku 

fenylalanyl-tRNA syntázy). Fylogenetická analýza všech těchto genů ukázala, že studovaná 

skupina kmenů tvoří jeden taxon, který je jasně odlišený od známých druhů enterokoků. 

Analýza genu pro 16S rRNA ukázala jako nejbližší fylogeneticky příbuzné druhy E. dispar,  

E. canis a E. asini. Také další analýzy pomocí tDNA-PCR (tRNA intergenic length 

polymorphism analysis) a srovnání celkových buněčných proteinů metodou SDS-PAGE 

prokázaly homogenitu souboru všech 13 studovaných kmenů a jejich odlišení od již známých 

druhů enterokoků, které bylo potvrzeno metodou DNA-DNA hybridizace. Pro tento nový 

druh bylo s ohledem na zdroj izolace studovaných kmenů navrženo jméno E. canintestini. 

 Přítomnost různých druhů enterokoků v trávícím traktu psů byla popsána v řadě 

publikací (Damborg a kol., 2009, De Graef a kol., 2003, Devriese a kol., 1992a, Kubašová a 

kol., 2017) a E. canintestini tak představuje další z validovaných druhů osídlujících tento 

habitat. Z faeces psů byl izolován a podrobně popsán kmen E. canintestini 49 produkující 

řadu bakteriocinů aktivních proti Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes a 

vancomycin rezistentním enterokokům. V genomu tohoto kmene, který má velikost 2 734 

830 bazí, bylo nalezeno šest genů pro bakteriociny, ale žádné geny pro virulentní faktory, 

takže tento kmen je potenciálně využitelný jako probiotikum (Acedo a kol., 2017). Hutchins a 

kol. (2013) popsali E. canintestini jako běžnou součást vaginální mikroflóry vykastrovaných 

fen, což prokazuje, že výskyt tohoto druhu u psů není omezen jen na trávící trakt. 

Enterococcus canintestini byl však již popsán také z dalších klinických materiálů. Dva kmeny 

E. canintestini byly izolovány z bovinních mastitid (Werner a kol., 2012) a jeden kmen byl 

izolován na Taiwanu jako původce nozokomiální bakteriémie onkologické pacientky (Tan a 

kol., 2010), což ukazuje na oportunně patogenní potenciál tohoto druhu. 
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 Popis druhu E. aquimarinus vychází z polyfázové taxonomické studie dvou kmenů, 

které byly uloženy v BCCM/LMG sbírce mikroorganismů pod čísly LMG 16607T a LMG 16612. 

Analýza jejich profilů celkových buněčných proteinů ukázala, že oba tyto kmeny jsou zástupci 

totožného taxonu, ale jejich profily byly shlukovou analýzou odděleny od zbývajících 

referenčních a typových zástupců rodu Enterococcus. Tyto kmeny byly v BCCM/LMG sbírce 

mikroorganismů uloženy firmou bioMérieux, která je získala od Istituto Superiore di Sanita of 

Roma (Itálie) a oba byly izolovány z mořské vody. 

 Fylogenetická analýza genu pro 16S rRNA odlišila kmen LMG 16607T od sekvencí 

typových kmenů zbývajících validních druhů a ukázala, že tento kmen tvoří v rámci rodu 

Enterococcus samostatnou fylogenetickou větev. Nejbližším příbuzným druhem byl  

E. saccharolyticus, který vykazoval 96,9% podobnost tohoto genu. Dále byly oba analyzované 

kmeny charakterizovány fenotypově řadou konvenčních a komerčních testů, stanovením 

sekvence genu pro pheS (kódující alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) a metodou 

rep-PCR s primerem (GTG)5. Všechny tyto výsledky ukázaly jejich odlišení od popsaných 

druhů enterokoků a potvrdily, že oba kmeny pocházející z mořské vody představují zástupce 

nového druhu, pro který bylo navrženo jméno E. aquimarinus. 

 Od popisu E. aquimarinus v roce 2005 bohužel zatím v literatuře mnoho zmínek o 

výskytu tohoto druhu není. Chen a kol. (2012) identifikovali E. aquimarinus jako běžnou 

bakterii ve vzorcích z plžů Batillaria zonalis na Taiwanu a dva kmeny byly zachyceny z blíže 

nespecifikovaných vzorků z hus v Polsku (Dolka a kol., 2017). Další práce popisující analýzu 

sekvencí genů pro 16S rRNA získaných ze vzorků syrové nafty ukázala, že převládající 

sekvence v těchto vzorcích byla nejbližší druhu E. aquimarinus (Albokari a kol., 2015). Jejich 

podobnost k typové kultuře LMG 16607T však byla jen 97,4 % což je s ohledem na celkově 

vysoké podobnosti sekvencí genů pro 16S rRNA mezi druhy enterokoků velmi nízká hodnota 

a s vysokou pravděpodobností se tak o sekvence zástupců druhu E. aquimarinus nejedná. 
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 Tato publikace popisuje taxonomickou studii čtyř kmenů enterokoků izolovaných z 

živočičných zdrojů. Dva kmeny byly uloženy v BCCM/LMG sbírce mikroorganismů v letech 

1993 (kmen LMG 13603) a 1994 (kmen LMG 14595T). Oba byly izolovány Dr. L. A. Devriesem 

(Belgie) ze skotu a pomocí fenotypizace identifikovány jako druh E. raffinosus. Další dva 

kmeny byly izolovány ve Finsku (Department of Food and Environmental Hygiene, University 

of Helsinki). Kmen LMG 22830 byl izolován ze vzduchu továrny na zpracování drůbežích 

produktů a kmen LMG 22829 ze vzorku vakuově balené grilované mihule říční. Kmeny LMG 

13603 a LMG 14595T byly primárně odlišeny od druhu E. raffinosus i od zbývajících druhů 

enterokoků pomocí sekvenční analýzy genu pheS (kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-

tRNA syntázy) v rámci přípravy databáze pro evaluci této metody pro identifikaci enterokoků 

(Naser a kol., 2007). Kmeny LMG 22830 a LMG 22829 byly primárně charakterizovány 

ribotypizací a touto metodou byly jasně odlišeny od typové kultury E. raffinosus, ale jejich 

výsledné ribotypy byly velmi podobné právě kmenům LMG 13603 a LMG 14595T. 

 Vybraná skupina kmenů byla dále charakterizována stanovením sekvence genu pro 

16S rRNA, který ji zařadil v rámci fylogenetické skupiny E. avium s nejblíže příbuznými druhy 

E. pseudoavium a E. raffinosus. Další studium pomocí analýzy celkových buněčných proteinů 

metodou SDS-PAGE a s využitím metody rep-PCR s primerem (GTG)5 potvrdily homogenitu 

studované skupiny i její separaci od zbývajících druhů. Stejně jako v předchozích popisech, 

kdy byla podobnost 16S rRNA sekvencí studované skupiny a fylogeneticky příbuzných druhů 

vyšší než 97 %, byly výsledky potvrzeny metodou DNA-DNA hybridizace. Tento druh byl na 

počest belgického mikrobiologa Dr. L. A. Devrieseho pojmenován E. devriesei za jeho přínos 

pro taxonomii enterokoků. 

 Izolace enterokoků z živočichů a živočišných produktů a potravin byla 

dokumentována řadou publikací a obecně lze shrnout, že jsou tyto habitaty osídleny pestrou 

škálou různých druhů rodu Enterococcus (viz kapitola 7.4). Popis nových druhů z těchto 

zdrojů lze proto velmi pravděpodobně očekávat i v budoucnu. Enterococcus devriesei byl od 

svého popisu v roce 2005 již izolován z několika dalších zdrojů svázaných s živočichy. Kmeny 

tohoto druhu byly izolovány z provozu porážky skotu v Keni (Wambui a kol., 2018), z 

hovězího a vepřového masa (Golob a kol., 2019), z výroby vepřových fermentovaných 

salámů Fuet (Martín a kol., 2009) i trvanlivých salámů z hovězího masa (Gaglio a kol., 2016). 

Byl také izolován z mléčných výrobků, které zahrnují francouzský měkký sýr Maroilles (Nacef 

a kol., 2017) a španělské sýry z ovčího (Ordiales a kol., 2013) a kozího (Martín-Platero a kol., 

2009) mléka nebo z jejich směsi (Abriouel a kol., 2008). 
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11.9. Švec, P., Vancanneyt, M., Sedláček, I., 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. 

Autorský podíl uchazeče: 65 % 

 Popis nových druhů E. silesiacus a E. termitis byl založen na taxonomické studii tří 

kmenů. Druh E. silesiacus představovaly dva kmeny, které byly izolovány z pitné vody v rámci 

naší studie enterokoků z vod popsané v první práci tohoto souboru komentovaných publikací 

(Švec a Sedláček, 1999). Kmen druhu E. termitis byl v BCCM/LMG sbírce mikroorganismů 

původně uložen jako Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 8895, jeho profil celkových 

buněčných proteinů však neodpovídal zařazení do uvedeného poddruhu. 

 Metodický přístup této práce je obdobný, jako je tomu v našich předchozích 

popisných pracích. Kmeny byly charakterizovány metodou rep-PCR s primerem (GTG)5, která 

je odlišila od zbývajících enterokoků a současně ukázala vysokou podobnost obou kmenů z 

vod. Následná analýza sekvence genu pro 16S rRNA je zařadila do rodu Enterococcus, kde 

fylogeneticky nejbližší byly druhy E. haemoperoxidus a E. moraviensis z fylogenetické skupiny 

E. faecalis. Sekvenční analýza genu pheS (kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA 

syntázy), analýza celkových buněčných proteinů i fenotypizace také ukázaly, že tři studované 

kmeny reprezentují dva nové druhy enterokoků, což bylo finálně potvrzeno metodou DNA-

DNA hybridizace. Navržené druhové jméno termitis odráží zdroj izolace kmene LMG 8895T, 

který byl izolován ze střeva termita a jméno silesiacus bylo navrženo podle Slezska, tedy 

lokality odběru vzorků vod, ze kterých byly kmeny E. silesiacus izolovány. 

 Stejně jako v případě druhu E. aquimarinus byl záchyt těchto dvou druhů doposud 

popsán jen v několika publikacích. Jeden kmen E. silesiacus byl izolován ze střeva škůdce 

bavlníku kříska Amrasca biguttula biguttula (čeleď Cicadellidae). Tento kmen byl však 

identifikován jen na základě 99% podobnosti genu 16S rRNA se sekvencí typové kultury 

(Sivakumar a kol., 2016, Sivakumar a kol., 2017). Podobně byl druh E. silesiacus pouze na 

základě sekvenace genu pro 16S rRNA identifikován z komára Culex quinquefasciatus 

(Chandel a kol., 2013), z nespecifikovaného environmentálního zdroje v USA (Danvers, 

Massachusetts) (Lyons a kol., 2015), ze vzorků ze samiček komárů Culiseta melanura a 

Coquillettidia perturbans (Andrews a kol., 2014) a 13 kmenů bylo pomocí sekvenace genu 

pro 16S rRNA identifikováno z delfínů skákavých (Tursiops truncatus) (Diaz a kol., 2013). Druh 

E. termitis byl na základě metagenomických analýz nalezen jako součást mikroflóry trávícího 

traktu larev škůdců rostlin blýskavky (Spodoptera littoralis) a černopásky bavlníkové 

(Helicoverpa armigera) z řádu Lepidoptera (Tang a kol., 2012) a byl nalezen jako jeden z 

převládající mikroorganismů ve střevě octomilek (Drosophila) (Adair a kol., 2018, Wong a 

kol., 2013). S ohledem na velmi vysokou podobnost sekvencí genu pro 16S rRNA mezi 

příbuznými druhy enterokoků (viz. kapitola 6) je však z taxonomického pohledu potřeba 

hodnotit tyto výsledky identifikace jako nejisté. Minimálně však naznačují, že zástupci 

fylogenetické skupiny E. faecalis jsou běžnou součástí trávicího traktu hmyzu.  
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11.10. Lauková, A., Švec, P., Strompfová, V., Štětina, V., Sedláček, I. (2007). Properties of the 

strains Enterococcus haemoperoxidus and E. moraviensis, new species among enterococci. 

Folia Microbiol 52, 273-279. 

Autorský podíl uchazeče: 15 % 

 Validní taxonomický popis nového mikroorganismu přináší jen základní informace a 

tím, že definuje jeho základní vlastnosti, umožňuje jeho identifikaci. Je to však jen první krok 

na cestě k poznání organismu. V této krátké práci jsme se zaměřili na studium antibiotické 

rezistence a produkce ureázy a bakteriocinů 16 kmeny E. haemoperoxidus a 7 kmeny  

E. moraviensis popsanými v naší druhé komentované publikaci (Švec a kol., 2001a), a také na 

studium citlivosti těchto kmenů k bakteriocinům produkovaným jinými bakteriemi. Tyto 

charakteristiky jsou důležité pro ekologii, klinický význam i praktické využití pro člověka. 

Bakteriální ureázy hydrolyzují močovinu na amoniak a oxid uhličitý. Produkce tohoto enzymu 

je významná z pohledu klinické mikrobiologie (např. rozvoj močových kamenů, žaludečních 

vředů nebo infekce ledvin) nebo může mít pozitivní efekt, jako je tomu u střevních 

mikroorganismů, které se podílejí na recyklaci dusíku z močoviny (např. v bachoru 

přežvýkavců) nebo u ureáz produkovaných půdními mikroorganismy, které hrají důležitou 

roli pro využití dusíkatých hnojiv založených na bázi močoviny (Mobley a Hausinger, 1989). 

Produkce bakteriocinů hraje významnou roli jak pro samotné organismy (inhibice růstu 

konkurenční mikroflóry), tak pro člověka (ochrana potravin, probiotika) (Gálvez a kol., 2008, 

Khan a kol., 2010). 

 Citlivost studovaných kmenů k antibiotikům byla poměrně vysoká. Všechny kmeny 

byly citlivé k vankomycinu, ampicilinu, erythromycinu a chloramfenikolu. Pouze jeden kmen 

E. moraviensis a dva kmeny E. haemoperoxidus byly rezistentní ke kanamycinu, jeden kmen 

E. haemoperoxidus byl rezistentní k rifampicinu a jeden kmen E. haemoperoxidus a jeden  

E. moraviensis byly rezistentní k novobiocinu. Ureázová aktivita byla u obou druhů poměrně 

nízká. Pouze jeden kmen E. haemoperoxidus a jeden E. moraviensis vykázal aktivitu > 10 

nkat/ml. Mezi kmeny E. haemoperoxidus byly nalezeny geny pro enterociny A, B, P a L50B 

zatímco u E. moraviensis nebyl detekován gen pro enterocin B. Schopnost inhibovat jiné 

bakterie byla detekována pouze u jednoho kmene E. haemoperoxidus, který byl aktivní proti 

všem 21 testovaným indikátorovým kmenům zahrnujícím E. faecium, E. faecalis, E. hirae,  

E. casseliflavus, E. avium, Listeria innocua a Staphylococcus sp. Částečně přečištěná 

bakteriocinogenní substance z tohoto kmene byla aktivní i po 5 měsících skladování ve 4°C a 

-20°C, ale byla inaktivována proteolytickými enzymy, což je typické pro bakteriociny skupiny 

II. Testování citlivosti obou druhů k enterocinům A a M ukázalo, že většina kmenů  

E. haemoperoxidus (15) i E. moraviensis (6) byla citlivá k enterocinu A. K enterocinu M byly 

citlivé všechny kmeny E. moraviensis, ale pouze 10 kmenů E. haemoperoxidus. 

 Poznatky získané v této práci rozšířily znalosti o druzích E. haemoperoxidus a  

E. moraviensis a přispěly k problematice výzkumu bakteriocinů i citlivosti k nim u zástupců 

rodu Enterococcus.  
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11.11. Švec, P., Vandamme, P., Bryndová, H., Holochová, P., Kosina, M., Mašlaňová, I., 

Sedláček, I. (2012). Enterococcus plantarum sp. nov., isolated from plants. Int J Syst Evol 

Microbiol 62, 1499-1505. 

Autorský podíl uchazeče: 65 % 

 Přestože byl výskyt enterokoků na rostlinách dokumentován již Mundtem v roce 

1961, který zjistil, že jsou enterokoky mezi rostlinami přenášeny hmyzem a větrem, a že jsou 

schopné se zde i omezeně množit, není povrch rostlin považován za typický habitat 

enterokoků a prací zabývajících se touto problematikou bylo celkově publikováno jen malé 

množství (Müller a kol., 2001, Ott a kol., 2001). Popis druhu E. plantarum, který je náplní této 

komentované publikace, vycházel částečně z výsledků diplomové práce řešené na našem 

pracovišti (Bryndová, 2010). V rámci této diplomové práce bylo pomocí konvenčních a 

komerčních morfologických, fyziologických a biochemických testů a metody rep-PCR s 

primerem (GTG)5 charakterizováno 94 bakteriálních kmenů izolovaných z nadzemních částí 

rostlin na Kanamycin Aesculin Azide (KAA) agaru (Merck). Mimo zástupce druhů  

E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. haemoperoxidus, E. moraviensis a  

E. mundtii byla izolována také neidentifikovaná skupina 8 kmenů, které byly dále podrobně 

charakterizovány. 

 Analýzou rep-PCR profilů tvořilo všech osm studovaných kmenů jeden shluk, který byl 

jasně odlišený od zástupců zbývajících druhů enterokoků. Sekvence genu pro 16S rRNA, 

která byla stanovena u třech vybraných kmenů, zařadila studovanou skupinu do 

fylogenetické skupiny E. faecalis, kde byl fylogeneticky nejbližším druhem E. moraviensis 

(99,9 % podobnost). Separace studované skupiny kmenů od zbývajících Enterococcus spp. 

byla dále potvrzena sekvencí genů pheS (kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA 

syntázy) a rpoA (kódujícího alfa podjednotku RNA polymerázy), analýzou celkových 

buněčných proteinů, metodou automatické ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont 

Qualicon) s restrikčním enzymem EcoRI a také pomocí enzymatických a biochemických testů. 

Pro tento nový druh bylo navrženo druhové jméno plantarum, které je odvozeno od planta, 

latinského termínu pro rostlinu. 

 Jedinou další doposud publikovanou prací týkající se tohoto druhu je charakteristika 

genomu kmene E. plantarum izolovaného z římského salátu v Kalifornii (You a kol., 2019). 

Velikost jeho genomu je 3 383 441 bp a obsahuje 3 218 protein-kódujících genů a 60 genů 

pro RNA a v jeho genomu nebyly nalezeny žádné geny pro antibiotickou rezistenci. Záchyt a 

popis E. plantarum z jiných zdrojů doposud v literatuře popsán nebyl, takže zatím není jasné, 

jedná-li se o druh typický pro rostliny nebo o ubikvitně rozšířený druh, jako je tomu u většiny 

zástupců fylogenetické skupiny druhu E. faecalis. 
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11.12. Frolková, P., Ghosh, A., Švec, P., Zurek, L., Literák, I. (2012). Use of the manganese-

dependent superoxide dismutase gene sodA for rapid identification of recently described 

enterococcal species. Folia Microbiol 57, 439-442. 

Autorský podíl uchazeče: 20 % 

 Jak již bylo diskutováno v kapitole 6, zabývající se využitím genotypizačních technik 

pro identifikaci enterokoků, představují metody sekvenace různých provozních genů vhodný 

nástroj pro identifikaci jednotlivých druhů. Jedním z těchto genů je gen sodA kódující 

mangan-dependentní superoxid dismutázu, který byl v taxonomii bakterií aplikován pro 

identifikaci řady taxonů, jako např. stafylokoků (Ghebremedhin a kol., 2008), streptokoků 

(Glazunova a kol., 2009), pasteurel (Gautier a kol., 2005) nebo nokardií (Sánchez-Herrera a 

kol., 2017). 

 V naší studii jsme navázali na práci Poyartové a kol. (2000), kteří tuto metodu pro 

identifikaci enterokoků evaluovali na souboru 19 typových kmenů tehdy známých 

Enterococcus spp. Metodika použitá v naší práci, sekvence primerů pro amplifikaci 

fragmentu sodA genu (438 bp) i podmínky PCR reakce byly shodné s postupem popsaným 

Poayartovou a kol. (2000). Tuto metodu jsme aplikovali na soubor 18 typových kmenů nověji 

popsaných Enterococcus spp., které nebyly v původní práci Poyartové a kol. v roce 2000 

zařazeny. Jako referenční kmeny byly do našeho souboru zařazeny typové kmeny druhů  

E. faecalis a E. faecium. 

 Podobnost získaných sekvencí fragmentu sodA genu byla v rozsahu od 20.98 % (mezi 

E. termitis a E. thailandicus) do 89.26 % (mezi E. haemoperoxidus a E. silesiacus). Sekvenční 

shluková analýza jasně odlišila jednotlivé typové kmeny všech tehdy známých 35 druhů 

enterokoků. Topologie fylogenetického stromu i rozdělení jednotlivých druhů do 

vnitrodruhových fylogenetických skupin byly v souladu s fylogenezí podle genu pro 16S 

rRNA, avšak ve srovnání s tímto genem je sodA gen dostatečně diskriminativní i pro druhy, 

které mají velmi podobné sekvence genu pro 16S rRNA. Naše výsledky tak potvrdily, že sodA 

gen je vhodnou alternativou pro identifikaci enterokoků. Výsledky této práce byly dále 

využity pro popis druhu E. alcedinis (kapitola 11.15.; Frolková a kol., 2013). 

 Od publikace této studie v roce 2012 byla sekvenace genu sodA aplikována pro 

identifikaci enterokoků z různých zdrojů (Alipour a kol., 2014, Dolka a kol., 2016, Talarmin a 

kol., 2011, Tan a kol., 2018, Wei a kol., 2017). Tato metoda je však využívána méně často než 

sekvenace genů rpoA (kódujícího alfa podjednotku RNA polymerázy), pheS (kódujícího alfa 

podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) nebo atpA (kódujícího alfa podjednotku ATP syntázy), 

které byly využity pro popisy řady nových druhů enterokoků a jsou popsány u řady recentně 

popsaných druhů (Harada a kol., 2016, Jin a kol., 2017, McLaughlin a kol., 2017, Techo a kol., 

2019). Dostupnost více referenčních sekvencí rpoA, pheS a atpA v online databázích je tak 

možná důvodem k upřednostnění těchto genů pro identifikaci enterokoků před genem sodA. 

  

http://www.springerlink.com/content/16877l1tg6k1ln44/
http://www.springerlink.com/content/16877l1tg6k1ln44/
http://www.springerlink.com/content/16877l1tg6k1ln44/
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11.13. Niemi, R.M., Ollinkangas, T., Paulin, L., Švec, P., Vandamme, P., Karkman, A., Kosina, 

M., Lindström, K. (2012). Enterococcus rivorum sp. nov., from water of pristine brooks. Int J 

Syst Evol Microbiol 62, 2169-2173. 

Autorský podíl uchazeče: 18 % 

 Druh E. rivorum je dalším druhem enterokoka popsaným z vodních zdrojů. Jeho popis 

je založen na polyfázové taxonomické studii sedmi kmenů izolovaných z vod dvou čistých 

potoků ve Finsku, jejichž povodí bylo vzdálené od obytných, zemědělských i průmyslových 

lokalit. Tato skupina kmenů byla vybrána ze souboru neidentifikovaných kmenů enterokoků 

izolovaných v rámci předchozí práce finských autorů, která se zabývala popisem diverzity 

fekálních streptokoků izolovaných z environmentálních vzorků a živočišných zdrojů. Vybraná 

skupina byla v původní práci od ostatních enterokoků odlišena na základě analýzy celkových 

buněčných proteinů (Niemi a kol., 1993). 

 V naší práci byla studovaná skupina charakterizována sekvencováním genů pro 16S 

rRNA, pheS (kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) a atpA (kódujícího alfa 

podjednotku ATP syntázy). Fylogenetická analýza těchto sekvencí ukázala, že všechny kmeny 

reprezentují shodný taxon a zařadila studovanou skupinu do fylogenetické skupiny  

E. faecalis. Fylogeneticky nejbližším druhem byl E. faecalis, který vykazoval 98,7% podobnost 

genu pro 16S rRNA. Fenotypizace s využitím komerčních a konvenčních fyziologických a 

biochemických testů však tuto skupinu kmenů odlišovala od zbývajících druhů fylogenetické 

skupiny E. faecalis. Genetická homogenita studované skupiny a její odlišení od zástupců 

Enterococcus spp. bylo dále prokázáno metodou rep-PCR s primerem (GTG)5, analýzou 

celkových buněčných proteinů a metodou DNA-DNA hybridizace, která definitivně potvrdila, 

že analyzované kmeny představují nový druh rodu Enterococcus. 

 V odborné literatuře je aktuálně pouze jedna zmínka o izolaci kmene E. rivorum z 

brazilského sýra (Luiz a kol., 2017), ale stejně jako v případě druhů E. silesiacus a E. termitis 

byl tento kmen identifikován jen na základě 99% podobnosti genu pro 16S rRNA, což je ve 

světle vysokých podobností sekvencí tohoto genu mezi různými druhy enterokoků poměrně 

nejistý výsledek identifikace. 
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11.14. Sedláček, I., Holochová, P., Mašlanová, I., Kosina, M., Spröer, C., Bryndová, H., 

Vandamme, P., Rudolf, I., Hubálek, Z., Švec 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. 

Autorský podíl uchazeče: 20 % 

 Obsahem této komentované publikace je taxonomická studie souboru 25 kmenů 

enterokoků izolovaných z vody, rostlin a z komárů. Celkem 11 kmenů z vod bylo izolováno v 

severomoravském regionu v rámci studie popsané v první komentované publikaci (kapitola 

11.1.; Švec a Sedláček, 1999), dalších 11 kmenů z rostlin bylo na našem pracovišti izolováno 

při řešení diplomové práce Bryndové (2010) a zbývající tři kmeny byly izolovány z komárů 

rodu Aedes vexans a Ochlerotatus cantans odchycených v obci Lanžhot. Skutečnost, že by 

tato skupina kmenů mohla představovat dva nové druhy, byla naznačena výsledky metody 

rep-PCR s primerem (GTG)5 a fenotypizace pomocí fyziologických a biochemických testů. 

 V rámci studie byly dále všechny kmeny charakterizovány sekvencováním genů pheS 

(kódujícího alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntázy) a rpoA (kódujícího alfa podjednotku 

RNA polymerázy), analýzou celkových buněčných proteinů, metodou automatické 

ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon) s restrikčním enzymem EcoRI a 

fenotypovými testy. Všechny tyto metody shodně rozdělily studované kmeny do dvou shluků 

odlišených od zbývajících druhů rodu Enterococcus. Na základě výsledku sekvencování genu 

pro 16S rRNA byly obě skupiny zařazeny jako zástupci fylogenetické skupiny E. faecalis, kde 

nejbližší příbuzné druhy byly E. silesiacus a E. caccae vykazující podobnost 99,9 %. Následná 

DNA-DNA hybridizace mezi vybranými zástupci z obou skupin a typovými kmeny druhů 

skupiny E. faecalis finálně potvrdila, že obě skupiny představují dva nové druhy rodu 

Enterococcus, pro které byla navržena jména E. ureilyticus a E. rotai. Kmeny těchto druhů 

vykazovaly silnou ureázovou aktivitu, což bylo zohledněno při volbě jména ureilyticus. Druhý 

druh byl pojmenován na počest českého mikrobiologa RNDr. Jiřího Rotty (*1925 - †1989), 

který svůj odborný a vědecký život spojil se streptokokovou problematikou. Od roku 1965 byl 

vedoucím Národní referenční laboratoře pro streptokoky a enterokoky ve Státním 

zdravotním ústavu (SZÚ) v Praze a od roku 1966 ředitelem WHO Collaborating Centre for 

Reference and Research on Streptococci v Praze (MUDr. Pavla Křížová, CSc., SZÚ, Praha, 

osobní sdělení). 

 S ohledem na poměrně vysoký počet kmenů, které byly v rámci našich výzkumných 

aktivit pro popis E. ureilyticus a E. rotai izolovány, i s přihlédnutím na jejich výskyt ve vodě a 

na rostlinách, je překvapivé, že záchyt těchto dvou druhů nebyl zatím jinými autory v 

odborné literatuře popsán. Vzhledem k různým zdrojům jejich izolace na různých lokalitách 

se však lze domnívat, že oba druhy jsou běžnou součástí environmentální mikroflóry. 
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11.15. Frolková, P., Švec, P., Sedláček, I., Mašlanová, I., Černohlávková, J., Ghosh, A., Zurek, 

L., Radiměřský, T., Literák, I. (2013). Enterococcus alcedinis sp. nov., isolated from common 

kingfisher (Alcedo atthis). Int J Syst Evol Microbiol 63, 3069-3074. 

Autorský podíl uchazeče: 20 % 

 Poslední popisnou prací z tohoto souboru komentovaných publikací je taxonomická 

studie dvou kmenů izolovaných v rámci projektu studia mikroflóry volně žijících ptáků. 

Kmeny byly vykultivovány ze stěrů z kloaky ledňáčka říčního (Alcedo atthis) odebraných na 

dvou lokalitách v regionu města Vlašim ve Středočeském kraji. Základní fenotypové znaky 

obou kmenů korespondovaly s charakteristikou rodu Enterococcus, ale metodou rep-PCR s 

primerem (GTG)5, která byla ve zmíněné studii použita pro rychlou primární genotypovou 

charakterizaci izolovaných kmenů bakterií, tvořily oba kmeny totožný profil jasně odlišený od 

zbývajících referenčních kmenů. 

 Analýza sekvence genu pro 16S rRNA zařadila oba kmeny do rodu Enterococcus, kde 

byl fylogeneticky nejbližším druhem E. aquimarinus s podobností sekvence pouze 97,1 %. Již 

tato nízká hodnota podobnosti naznačila, že se s největší pravděpodobností jedná o nový 

druh. Pro další podrobnou taxonomickou charakterizaci byly oba kmeny analyzovány 

metodami sekvenace genů sodA (kódujícího mangan-dependentní superoxid dismutázu), 

rpoA (kódujícího alfa podjednotku RNA polymerázy) a pheS (kódujícího alfa podjednotku 

fenylalanyl-tRNA syntázy), analýzou celkových buněčných proteinů a metodou automatické 

ribotypizace systémem RiboPrinter (DuPont Qualicon) s restrikčním enzymem EcoRI. 

Výsledky všech těchto metod jasně ukázaly, že oba kmeny představují zástupce totožného 

druhu odlišného od všech v té době popsaných enterokoků, pro který bylo navrženo jméno 

E. alcedinis, odvozené od zdroje izolace obou kmenů, latinského pojmenování ledňáčka 

(Alcedo). 

 Mimo naši práci byl druh E. alcedinis izolován jako součást mikroflóry trávicího traktu 

selat (Gan a kol., 2019), kde byl detekován sekvenací DNA fragmentu V3 regionu genu pro 

16S rRNA získaného denaturační gradientovou elektroforézou. Podobnost sekvence tohoto 

fragmentu se sekvencí typového kmene E. alcedinis však byla pouze 98 %, což není pro 

spolehlivou identifikaci dostačující. Žádná další zmínka o záchytu tohoto druhu nebyla v 

dostupné odborné literatuře nalezena. 
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11.16. Beneš J., Džupová, O., Šetina, M., Feuereisl, R., Švec, P., Pantůček, R. (2013). Relapsing 

endocarditis caused by Enterococcus faecalis forming small colony variants. Scand J Inf Dis 

45, 800-803  

Autorský podíl uchazeče: 15 % 

 Pomalu rostoucí subpopulace bakteriálních kmenů, které vykazují morfologické a 

metabolické odlišnosti od původního kmene, jsou označovány jako tzv. SCV kmeny (z angl. 

Small Colony Variants). Tyto kmeny vykazují ve srovnání s většinovou buněčnou populací 

vyšší rezistenci k antibiotikům i perzistenci v organismu, takže jsou často původci 

chronických, rekurentních a obtížně léčitelných infekcí. Díky pomalému růstu a změněnému 

fenotypu jsou SCV kmeny v klinických laboratořích obtížně identifikovatelné (Proctor a kol., 

2006, Sendi a Proctor, 2009). 

 Tato komentovaná publikace popisuje případ opakující se endokarditidy u muže, 63 

let. Při první infekci i při jejím následném opakování po pěti týdnech byl z hemokultur 

zachycen kmen E. faecalis běžného fenotypu, který dobře reagoval na antibiotickou terapii. 

Po třetí recidivě infekce bylo přistoupeno k chirurgickému zákroku, který odhalil poškození 

srdečních tkání v důsledku infekce. Byla provedena náhrada poškozené mitrální chlopně a 

odstranění nalezeného zánětlivého ložiska v srdeční tkáni. Pooperační průběh i další léčba 

antibiotiky proběhla bez komplikací a po dobu dalších dvou let sledování pacienta již k 

opakování infekce nedošlo. Z hemokultur byly po třetí recidivě zachyceny dva kmeny lišící se 

vizuálně velikostí kolonií. Jeden kmen tvořil na krevním agaru bílé kolonie o velikosti typické 

pro druh E. faecalis, druhý tvořil kolonie velmi drobné. Oba kmeny byly podrobeny analýze 

metodou rep-PCR s primerem (GTG)5. Výsledné profily PCR produktů obou kmenů byly 

totožné a jejich srovnání s referenční databází ukázalo, že se jedná o zástupce druhu  

E. faecalis. Klonální identita obou kmenů byla dále potvrzena makrorestrikční analýzou jejich 

celkové genomové DNA štěpené restrikčním enzymem SmaI, která také ukázala identické 

restrikční profily. Testování auxotrofie izolovaného SCV kmene k heminu, nikotinamid adenin 

dinukleotidu, menadionu, thymidinu a thiaminu prokázalo, že se jedná o hemin-dependentní 

kmen. Tento kmen byl deponován na pracovišti České sbírky mikroorganismů (PřF MU, Brno) 

jako E. faecalis CCM 7854. 

 Druh E. faecalis je nejčastějším enterokokem, jehož SCV kmeny jsou v literatuře 

zmiňovány, což není s ohledem na jeho dominantní výskyt v humánním klinickém materiálu 

překvapivé. Mimo chronických endokarditid (Ogihara a kol., 2016, Wellinghausen a kol., 

2009) byly SCV kmeny E. faecalis izolovány z infekce pupečníkového pahýlu novorozence 

(Kubota a kol., 2013). Enterococcus faecalis byl již popsán také z veterinárního klinického 

materiálu, a to konkrétně z infekcí kloubů kuřat (Petersen a kol., 2008). SCV dalších zástupců 

enterokoků byly popsány u druhu E. faecium z případu sepse onkologické pacientky 

(Gröbner a kol., 2012) a u komenzálních kmenů druhu E. cecorum izolovaných ze slepic, 

kachny a labutě (Jung a kol., 2017). 
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11.17. Šplíchalová, P., Švec, P., Ghosh, A., Zurek, L., Oravcová, V., Radiměřský, T., Bohuš, M., 

Literák, I. (2015). Prevalence, diversity and characterization of enterococci from three 

coraciiform birds. Anton Leeuw Int J G 107, 1281-1289. 

Autorský podíl uchazeče: 20 % 

 V rámci této studie byly charakterizovány enterokoky izolované ze vzorků z kloaky a 

uropygiální žlázy sedmi jedinců dudka chocholatého (Upupa epops) a z kloak 14 jedinců 

ledňáčka říčního (Alcedo atthis) a 22 jedinců mandelíka hajního (Coracias garrulus).  

Z uvedených vzorků bylo izolováno celkem 161 kmenů suspektních enterokoků, které byly 

dále identifikovány metodami rep-PCR s primerem (GTG)5, sekvencováním genů sodA a 16S 

rRNA a MALDI-TOF hmotnostní spektrometrií. Vybraní zástupci druhu E. faecalis byly dále 

charakterizováni makrorestrikční analýzou pomocí pulzní gelové elektroforézy a 

multilokusovou sekvenční analýzou založenou na sedmi genech. U všech izolovaných kmenů 

enterokoků byla dále diskovou difúzní metodou testována rezistence k ampicilinu, 

tetracyklinu, gentamicinu, vankomycinu a erythromycinu a metodou PCR byla testována 

přítomnost genů pro rezistenci k vankomycinu (vanA, vanB, vanC1, van C2/C3) a k 

erythromycinu (ermA, ermB a mefA/E). 

 Z celkového počtu 161 izolovaných kmenů bylo výše uvedenými metodami zařazeno 

117 kmenů do rodu Enterococcus a dále bylo 114 kmenů identifikováno až na úroveň druhu. 

Nejpočetnějšími byli zástupci druhu E. faecalis (67 kmenů), kteří byli izolováni ze všech tří 

druhů ptáků. Dalšími izolovanými druhy pak byly E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium,  

E. hirae a E. mundtii. Makrorestrikční analýza pomocí pulzní gelové elektroforézy ukázala 

poměrně značnou genetickou variabilitu studovaného souboru kmenů. Klonálně příbuzné 

kmeny byly izolovány pouze z jedinců z jednoho hnízda. Multilokusová sekvenční analýza 

šesti kmenů E. faecalis z ledňáčka říčního zařadila tyto kmeny do sekvenčních typů 

izolovaných celosvětově z vod, drůbeže a člověka. Kromě dvou kmenů E. faecalis, u kterých 

byla prokázána intermediární rezistence k vankomycinu a erythromycinu, byly všechny 

kmeny k testovaným antibiotikům citlivé a u žádného z nich nebyla detekována přítomnost 

testovaných genů pro rezistenci k vankomycinu nebo erythromycinu. 

 Druhy enterokoků izolované z kloak a uropygiálních žláz studovaných ptáků se běžně 

vyskytují v prostředí a nebo již byly izolovány z jiných živočichů, takže z pohledu 

taxonomického nejsou výsledky této studie překvapivé. Podobné druhové spektrum 

enterokoků bylo z uropygiální žlázy dudků popsáno Solerem a kol. (2008) a bylo izolováno i z 

jiných divokých ptáků, jako například ze sov a dravců (Marrow a kol., 2009), z káněte lesního 

(Radhouani a kol., 2012) nebo zdivočelých domácích holubů (Radiměřský a kol., 2010). V naší 

práci však nebyly izolovány druhy E. faecium a E. durans, které tito autoři také popisují. 

Obecně lze však shrnout, že druhy enterokoků izolované v této práci jsou pravděpodobně 

běžnou součástí intestinální mikroflóry divokých ptáků. 
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11.18. Oravcová, V., Švec, P., Literák, I. (2017). Vancomycin-resistant enterococci with vanA 

and vanB genes in Australian gulls. Environ Microbiol Rep 9, 316-318. 

Autorský podíl uchazeče: 15 % 

 Poslední ze souboru komentovaných publikací popisuje izolaci dvou vankomycin 

rezistentních kmenů druhů E. faecium a E. dispar izolovaných z racků australských 

(Chroicocephalus novaehollandiae), které byly zachyceny v rámci analýzy enterokoků z 504 

výtěrů kloak mláďat racků ze tří hnízdních kolonií v Novém Jižním Walesu v Austrálii. 

Izolované kmeny byly identifikovány metodou MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie a 

sekvencováním genu sodA kódujícího mangan-dependentní superoxid dismutázu. 

Taxonomické zařazení kmene E. dispar bylo dále potvrzeno metodou automatické 

ribotypizace s restrikčním enzymem EcoRI (RiboPrinter, DuPont Qualicon). Rezistence 

testovaných kmenů k antibiotikům byla testována diskovou difúzní metodou, byla stanovena 

minimální inhibiční koncentrace (MIC) k vankomycinu a testována přítomnost genů 

rezistence k vankomycinu, erythromycinu, tetracyklinu a aminoglykosidům. 

 V rámci provedeného testování byly zachyceny dva kmeny nesoucí geny pro 

rezistenci v vankomycinu. První kmen, který byl izolován v Sydney, byl identifikován jako  

E. faecium. Kmen nesl gen vanB a jeho MIC k vankomycinu byla 64 mg/l. Druhý kmen 

izolovaný v oblasti chráněného přírodního parku Five Islands, byl identifikován jako E. dispar. 

Tento kmen nesl gen vanA a jeho MIC k vankomycinu byla 256 mg/l. Podrobnější analýza 

ukázala lokalizaci genu vanA na transposonu Tn1546 typ A. Oba kmeny byly dále rezistentní k 

erythromycinu, gentamicinu a rifampicinu. Kmen E. faecium byl rezistentní k ampicilinu a  

E. dispar k teikoplaninu. Multilokusová sekvenční analýza zařadila kmen E. faecium do 

sekvenční typu (ST) 341, který je třetím nejrozšířenějším typem v Austrálii. Kmeny tohoto 

typu nesou v 90 % případů gen vanB a jsou nejčastějšími vankomycin rezistentními kmeny 

izolovanými v Austrálii z nemocničního prostředí. 

 Výsledky této práce jsou zajímavé jak z taxonomického, tak z epidemiologického 

pohledu. Druh E. dispar byl doposud izolován z humánního i veterinárního klinického 

materiálu (Švec a Franz, 2014a), z potravin (Lopes a kol., 2006) i z prostředí (Graves a 

Weaver, 2010). Jeho izolace je však poměrně vzácná a problematická může být také jeho 

biochemická identifikace (Citak a kol., 2005). Také detekce genů rezistence k vankomycinu je 

u tohoto druhu vzácná (Descheemaeker a kol., 2000). Tato práce je první studií popisující 

izolaci vankomycin rezistentních enterokoků z divoce žijících živočichů. Racci jsou všežravci, 

kteří žijí v blízké přítomnosti člověka a také se živí odpadky. Tím je na tyto živočichy 

pravděpodobně umožněn i přenos klinicky významných vankomycin rezistentních kmenů 

enterokoků typických pro člověka, které tak mohou být prostřednictvím ptáků přenášeny do 

dalších habitatů. Ujasnění zdrojů a cest přenosu těchto kmenů však vyžaduje další studie. 

  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1758-2229.12542/full
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