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Seznam zkratek

AMC amoxicilin/klavulanat
AMP ampicilin

ARA arabinoza

ARG arginin

AS agregéni substance
ATB antibiotikum

BE Zlug - eskulin

BHI bujon

BKP bromkresol-purpur
C chloramfenikol

E. Enterococcus

ENR enrofloxacin

Esp enterokokoveé povrchové proteiny
IE infekéni endokarditida

INU inulin

KA krevni agar

LAC laktoza

LAP leucinaminopeptidaza

MAN manitol

MLB melibiéza

MLZ melezitéza

PBP penicillin—binding proteins

PYR pyrrolidonylarylamidaza

RAF rafindza

S. Streptococcus

SOE sorbdza

SOR sorbitol

sp. species

TE tetracyklin

TTC 2, 3, 5 — trifenyltetrazoliumchlorid
VA vankomycin

VRE vankomycin-rezistentni enterokoky
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Souhrn

Ve své praci jsem se zabyval sledovanim vyskytingdivych druhi enterokok
izolovanych z urogenitélniho traktu pacignejich vlastnostmi a rezistenci na antibiotika.

Studoval jsem celkem 197 kmeenterokok, které jsem na zakladejich ristovych,
morfologickych, antigennich a biochemickych vlastiha@dadil do druhu. Nejastji jsem
identifikoval druh E. faecalis (91,1 %) a jakoE. faecium jsem util 6,9 % kmer.
Z celkového pétu jsem pomoci test které jsem m v laboratdi k dispozici, do druhu
nezdadil 4 kmeny (2 %).

Z biochemickych test byla pro rozliSenikE. faecalis a E. faecium nejvyznamgjSi
utilizace arabinodzy.

VSechny kmeny byly citlivé k vankomycinu.

Na ampicilin, amoxicilin/klavulanat a enrofloxadiyly rezistentni kmen¥g. faecium
(100 %).

VétSina kmeid E. faecalis byla naopak beta-laktamovymi antibiotiky inhiboaan
(98,9 %). Rezistenci k enrofloxacinu vykazovalo33% kmeri uvedeného druhu.

Pomerné vysokou rezistenci jsem zaznamenal u obou rkiketracyklinu (64,6 %

kmeni E. faecalisa 33,3 % kmeinE. faecium).



1. Uvod

Enterokoky jsou grampozitivni kokovité bakterieed& paiti diky svym vlastnostem
mezi pongrné Siroce roz&ené mikroorganismy. Jsou <s@sti Firozené mikrofléry
gastrointestindlniho traktu teplokrevnych Zidwi. Vyskytuji se také na sliznicich
urogenitalniho a respikaiho Ustroji i ve viSim prostedi. Ri mikrobiologickém vysdeni
byvaji izolovany z povrchovych a odpadnich voilkly rostlin, krmiv i potravin.

Do 70. let 20. stoleti byly enterokoky povaZovarg téendt neSkodné mikroby.
V néasledujicich letech v3ak byly sté@lasgji prokazovany jako fivodci tiznych onemoaini
lidi i zvifat. Nefasgji byvaji izolovany z infekci m&vych cest. Velmi nebezpeé jsou
endokarditidy, meningitidy a sepse vyvolasdito mikroorganismy.

V poslednich letech se enterokoky staly také vyzanami pivodci nemocninich
infekci ohroZujicich pacienty na jednotkach intenki p&e, chirurgickych i dalSich
odcElenich. Velmi nebez@ma je vzfistajici rezistence enterokibkha antibiotika, zejména
k vankomycinu. Vankomycin rezistentni enterokoky zaly objevovat koncem 80. let
a v sodasné dob jsou rozdieny po celém ¢, hlavre v USA a zapadni Evrép V Ceské
republice vzhledem k dobré antibiotické politicenhzekvence jejich vyskytu nijak vysoka.

Cilem této prace bylo sledovani vlastnosti entekdki@olovanych z urogenitalniho

traktu a jejich citlivosti na vybrana antibaktenglétiva, véetné vankomycinu.



2. Teoretickaéast

2.1 Vyvoj a klasifikace roduEnterococcus

Francouzské slovo ,énterocoque” poprvé pouzil \ver@899 Thiercelin, ktery popsal
grampozitivni kokovité bakterie izolované ze stelikteré tvdily dvojice, ¢i kratkeé retizky
(Abuhammour a Johnson, 2002).

Ve stejném roce popsali MacCallum a Hastings smytgiiipad endokarditidy
v nemocnici Johna Hopkinse tgobeny mikroorganismem ozZimvanym jako
Micrococcus zymogenes, ktery pravdpodobr predstavoval satasny druhEnterococcus (E.)
faecalis (Jett et al., 1994).

Thiercelin a Jouhaud v roce 1903 podali navrh vjtvaro tyto grampozitivni koky
samostatny rodenterococcus. V roce 1906 vSak Andrewes a Hordeefpdili enterokoky
navrzené Thiercilinem a Jouhaudem do r&heptococcus a gidali druhovy nazevaecalis
(Hardie a Whiley, 1997). Orla-Jensen v roce 191Ppry® popsal kmengreptococcus (S)
faecium jako druhy druh enterokdkParker a Duerden, 1988).

V roce 1933 vyvinula Lancefieldova pro streptokadgrologické typizéni schéma
zaloZzené na pkazu skupinovych antigénobsazenych v butine stné, tzv. fekalnim
streptokokm pritadila skupinovy antigen D (Franz et al., 2003).

Sherman v roce 1937 rodd rod Sreptococcus do 4 skupin: pyogenni, viridujici,
mlécné (laktokoky) a fekalni streptokoky (enterokokig)ein, 2003).

Jiz vtéto dob Sherman upozaoval na vyrazné rozdily mezi enterokoky
a streptokoky. Pouze enterokoky jsou schopist @i teplotach 10 °C a 45 °C, v médiich
s koncentraci 6,5 % NaCl, hodagiH 9,6, v pitomnosti 40 % ZIte a fgezivaji misobeni
teploty 60 °C po dobu 30 minut (Hardie a Whiley97p

Studie vyuZivajici hybridizaci DNA v 80. letech Rézaly, Ze enterokoky jsou
geneticky i antigerth odliSné od streptokdk Rod Enterococcus jako samostatnou
taxonomickou jednotku popsali az vroce 1984 Stiea Kilpper-Bélz. Bvodni druhy
S faecalis, S faecium, S. avium a S gallinarum byly po ustaveni roduEnterococcus
piejmenovany n&. faecalis, E. faecium, E. avium a E. gallinarum (Abuhammour a Johnson,
2002; Seman et al., 2003).

V sowasné dob fadi Motlova (2003) do roduEnterococcus celkem 28 druin
E. assini, E. avium, E. cassdiflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. durans,

E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hirae,



E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. porcinus,
E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. seriolicida, E. solitarius, E. saccharolyticus,

E. sulfureus, E. villorum.

2.2 Vyskyt a Kklinicky vyznam

Enterokoky se vyskytuji vizném prosedi zejména proto, Ze jsou schopriéZpsat
a mnozit se i ve velmi néanivych podminkach (Kayser, 2003; Koch et al., 20Qsou
izolovany od lidi, zwviat, z hmyzu, rostlin, jaly a povrchovych vod. Ulovéka se kzne
vyskytuji v gastrointestinalnim traktu. Jsoiile¥itou sodasti mikroflory, zejména tlustého
streva. Dosahuji pau 10 bakterialnich bugk v 1 g stolice. HleZitostré osidluji sliznice
hornich cest dychacich a urogenitalniho traktu é3est al., 1997; Motlova, 2003).

Patogenita enterokdékje za normalnich okolnosti pém¢ nizka. Do postaveni
nebezpéného agens se dostalyfegevSim pro svoji extrémni odolnosticv raznym
negiznivym zevnim vlivim, éetné rezistence na antibiotika (ATB), neZ pro svou Mngi
(Benes et al. 1997).

Dnes jsou enterokoky povazovany za podmdnpatogenni mikroorganismy, které
nabyvaji na vyznamu, zejménati pnemocnénich tzv. nozokomiélnich infekcich
a superinfekcich, jako jsou endokarditidy, baktei& infekce moovych cest, centralniho
nervového systému, dutinyidni a infekce novorozefcPostihuji zejména pacienty vysSiho
véku, dlouhodob hospitalizované, imunokompromitovan&i jinak predisponovane.
Enterokoky pispivaji k prodlouzeni doby ¢6y pacienii hospitalizovanych v nemocnicich
a bohuzel také k jejich zvySené umrtnosti (Motladl@97a; Koch et al., 2004).

Enterokokové infekce, ¢etré bakteriémii, vyvolavaji ve &Siné piipadi druhy
enterokokl, které jsou satésti vlastni tzv. endogenni mikrofloryfigemz jejich hlavnim
zdrojem je urogenitalni trakt (14 — 70 % infekef)ére gastrointestinalni trakt (3 — 27 %),
ktery je hlavnim rezervoarerschto mikroorganisri (Davis et al., 1996).

NejcastjSimi pavodci enterokokovych infekci u lidi jsolH. faecalis (80 — 90 %)
aE. faecium (10 — 20 %). Podil dalSich dnulenterokok: je pon&rné vzacny (Jett et al., 1994;
Urbaskova, 1997).
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2.3 Infekce vyvolané enterokoky

Enterokoky jsou znamé zejména jakivpdci infelkénich onemocEni urogenitalniho
traktu. Vyvolavaji piblizn¢ 10 % mdaovych infekci, které se vyskytujirgvazré u starSich
pacienti, pacient s tiznymi anatomickymi abnormalitami v avych cestach a u paciént
opakovas lécenych antibiotiky (Moellering, 1992; Urbaskova, T9%ayser, 2003).

Alexandrowicz (1999) sledoval zastoupeni jednotilvydruli enterokok pri
infekcich urogenitalniho traktu a zjistil, Ze ¥eg€ji se vyskytovalk. faecalis (72,8 %), déle
zejmeének. faecium (9,8 %) aE. durans (7,6 %).

Enterokoky jsou takértétimi nefasgjSimi pavodci bakteriémii nozokomialniho
pavodu, mnohdy s vaZznymi az smrtelnymi nasledky. iRizymi faktory jejich vzniku jsou
zavedené mmve nebo cévni katetry, rozsahlé popaleniny, irdekaového Ustroji, dutiny
biisni, zejména Zkovych cest a ffedchozi antibioticka a (Moellering, 1992; Motlova,
1997a; Urbaskova, 1997; Benes et al., 1997; Kazf8)3).

Vyznamné postaveni zaujimaji také v etiologii irfelkkh endokarditid (IE) jako
nasledk enterokokovych bakteriémii. Podle literarnich ddgpisobuji 5 — 20 % ifpadi I1E
na nativnich chlopnich a 6 — 7 % na chlopnicklyain (Benes et al., 1997).

Nebezpeéné jsou infekce centralniho nervového systémuekser vyskytuji vzaeh
piedevsim u novorozefi@ pacient po neurochirurgickych operacich (Moellering, 1992)

Mén¢ casto zfisobuji enterokoky infekce dychacich cest, vedlbj§iosnich dutin,
usi, @i a dasni (Jett et al, 1994; Hardie a Whiley, 198@tlova, 2003; Koch et al., 2004).

2.4 Morfologie a antigenni struktura

Bakterialni buiky maji kulovity, gipadré ovalny tvar velikosti 0,6 — 2,0 x 0,6 —
2,5um. V preparatu obarveném podle Grama se barvi fenogsou grampozitivni.
V mikroskopickém preparatu se vyskytuji ve dvojicioebo kratkychtetizcich, nikdy
v tetradach (Holt et al., 1994; Bedret al., 1996; Motlova, 1997a).

Nevytvdeji spory, ani #etelné pouzdro. ¥Sina enterokok je nepohybliva.
Schopnost pohybu ékterych kmeii je dana fitomnosti jednoho nebo dvouchit a je
typickd pro kmeny druhtE. cassdiflavus a E. gallinarum. Podle Motlové (1997a) je
pohyblivost charakteristicka i pro kmery flavescens. Pohyb vykazuji také 3 % kmén
E. faecalis a E. faecium.

Enterokoky maji silnou buwidnou s&nou, jejiz hlavni slozkou je peptidoglykan.
Kyselina glycerol — teichoova, ktera je obsazemunscné séné, tvori skupinovy antigen D
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spolg&ny pro \tSinu drulii rodu Enterococcus (Bednd et al., 1996; Votava et al., 2003).
Zejména drulk. avium miZe navic syntetizovat polysacharid, ktery je zadhadskupinového
antigenu Q. Uvedené antigeny jsou prokazovaitiy sgrologické typizaci enterokék
(Motlova, 1997a; Seman et al., 2003).

2.5 Faktory virulence

Mezi nejvyznamyyjSi faktory virulence pét schopnost adheze kidkam hostitelské
tkarg, produkce cytolyzinu, proteazy, hyaluronidazy atraoelularniho superoxidu
(Tendolkar et al., 2003; Kayser, 2003).

2.5.1 Schopnost adheze

Podminkou vzniku infeiniho procesu je ifpnuti (adheze) enterokdk k buikam
hostitelské tkad#h Tento prvni stupe rozvoje infekce umailji povrchové struktury,
tzv. adheziny, které zprdastlkovavaji vazbu enterokbkna specifické receptory béin
hostitele, pipadré i umélé povrchy (Jett et al.,, 1994; Kayser, 2003). MagjznandjSi
adheziny pat agregani substance (AS) a enterokokové povrchové protéiEsp). AS
zvySuje schopnost adheze enterakokk epitelovym biikam gastrointestinalniho
a urogenitalniho traktu. Tento adhezin spolu s $espplatuje @i infekcich m@&ovych cest,
mocového néchyre, ledvin a fi endokarditidach. Tvorba AS je kédovana na plazati
a proto tento faktor virulencetrbe buika ztratit nebo naopak ziskat.

Povrchové proteiny (Esp), jejichz syntéza je kodava bakterialnim chromozomu,
navic zvysuji schopnostimuti enterokok k umglym povrchim (riznych kateti, umslych
srdenich chlopni atd.) a tvorbu bakteridlnich powlakzv. biofilmi (Jett et al., 1994;
Schlievert et al., 1998; Bonten a Willems, 2001ndakar et al., 2003; Kayser, 2003; Franz
et al., 2003; Koch et al., 2004).

2.5.2 Cytolyzin

Cytolyzin nazyvany také B-hemolyzin poSkozuje povrchové membrany
eukaryotickych biiek. Produkce cytolyzinu se projevuje hemolyzou regyti v okoli
kolonii enterokol narostlych na krevnim agaru (KA). Cytolyziny jsockbdovany
cytolyzinovym operonem, umistym tSinou na plazmidech. V nggich studiich auio

uvadji, Ze kmeny enterokdk které produkuji hemolyzin, mohou byt virulegsi, nez
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kmeny bez tohoto faktoru (Jett et al., 1994; Huyekal., 1998; Franz et al., 2003; Kayser,
2003; Tendolkar et al., 2003; Koch et al., 2004tava et al., 2003; Coque et al., 2005)

2.5.3 Proteaza
Jednd se o extracelularni enzyis@bici na kolagenni slozky v tkanich. Hydrolyzuje
Zelatinu, kasein, hemoglobin a jiné bioaktivni peyp{Franz et al., 2003; Koch et al., 2004).

2.5.4 Hyaluronidaza

Hyaluronidaza je dalSim z enzymehoz produkce byla zj&ta u rkterych kmei
E. faecalis. Tento enzym 8pi kyselinu hyaluronovou obsaZzenou v mezidmém tmelu
a umozuje Steni mikroli a jejich metabolickych produkido tkani (Jett et al., 1994; Kayser,
2003).

2.5.5 Extracelularni superoxid

Nedavna pozorovani ukazuji, zekteré kmenyE. faecalis, méré E. faecium, jsou
schopny produkovat extracelularni superoxid, ktenegativieé ovliviiuje buiky
gastrointestinélniho traktdjmz umouje snadySi prinik téchto kmeri do tkani a dale do
krevniho oBhu. Produkce superoxidbyla o 60 % vysSi u kmén vykultivovanych
z hemokultur nemocnych paciéntnez u kmefi izolovanych zi#zného biologického
materialu od zdravych dobrovolidikHuycke et al., 1998; Kayser, 2003; Tendolkar let a
2003).

2.6 Kultivaéni naroky

Enterokoky paf mezi bakterie, které nemaji zvlastni naroky maeshi Zivnych meédii.
Vyrustaji na zakladnichgaach pouzivanych v mikrobiologickych laboriath, v teplotnim
rozmezi 10 — 45 °C s optimem kolem 37 °C. Snasggenou koncentraci chloridu sodnéeho
(6,5 %), zlwovych soli (40 %) i vysSi pH (9,6) v Zivném médRiieZivaji zakati na teplotu
60 °C po dobu 30 min. &&ina druli vyrasta v Eznych aerobnich podminkach.af
n¢kterych druli je vSak podporovanippomnosti 10 % C@v inkuba&nim prostedi (Bedna
et al., 1996; Hardie a Whiley, 1997; Hyucke et 8998; Franz et al., 2003; Tendolkar et al.,
2003; Votava et al., 2003).
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2.6.1 Média pro kultivaci enterokoki

Zakladni Zivnou pdou pro kultivaci enterokdkje krevni agar (KA). V laboratéch je
piipravovan z komené dodavaného zakladu pro KA, ke kterému sdgva 5 % nesrazlivé
(defibrinované) berani krve.

Dale se pouZivajiizna vylirova média, ktera obsahuji latky pétigici nist ostatnich
mikroorganisni jako nap. azid sodny, octan thalny, krystalova viglélu¢ aj. Tyto pidy se
ozna&uji jako ,selektivni“. Do &chto pid se mohou iidavat dalSi substance rragskulin,
2, 3,5 — trifenyltetrazoliumchlorid (TTC), kterénterokoky rozkladaji, coz se projevi
charakteristickymirstem enterokak Takové [idy se nazyvaji ,selektivndiagnostické®.

NejznangjSi pady obsahujici azid sodny a 2, 3, 5 — trifenyltatimanchlorid (TTC),
jsou Slanetz — Bartley agar nebo Agar pro izolakamich streptokak

Pomérné casto se uziva gqola s obsahem Zovych soli a azidu sodného (Zu
eskulinovy agar).

Mezi selektivié diagnostické fdy pati i Edwardsova fida s berani krvi, obsahujici
dale octan thalny, krystalovou vidla eskulin (OUHSC; Konemann a Elmer, 1988; Motlova,
1997a; Votava, 2000).

2.6.2 Rist na agarovych médiich

Na KA vytvaeji enterokoky po 24 hodinové inkubacki 87 °C Sedobilé az
Sedostibrné kolonie o velikosti 1 - 3 mm. V okoli nargsth kolonii Ize pozorovatizné typy
hemolyzy —a, B, v, které jsou zfisobené naruSenim cytoplazmatické membrany erytrocyt

Alfa-hemolytické enterokoky Zysobuji pouzeast&nou destrukci erytrocyt coz se
na KA s berani krvi projevi typickym zelenavym zbarim média kolem kolonii. Podstatou
alfa hemolyzy, neboli viridace (lat. viridis, zefgnje znena krevniho barviva hemoglobinu
na zeleny verdoglobin. Tento typ hemolyzy fivpiedevSim kmeny druhie. faecium
(SAARS; Konemann a Elmer, 1988).

Kolonie beta-hemolytickych enterokibkzpisobujicich Gplné rozruSeni erytrogyt
i hemoglobinu— beta-hemolyzu, jsou obklopeny zpetgasrnou zonouttzné velikosti.

Cytolyzin produkovany kmeny. faecalis zpisobuje Uplnou hemolyzu naigéch
obsahujicich kibské, kréléi, ¢i lidské erytrocyty. Na KA s beranimi erytrocyty sgak tyto
kmeny jevi jako gama-hemolytické (OUHSC).

Jako gama-hemolytické se oZof enterokoky, které hemolyzu nevyted (SAARS).
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V¢étSina enterokok hydrolyzuje eskulin na eskuletin a gluk6zu, cozvsgitomnosti
citratu Zelezitého projevi vznikem &dgocerného zbarveni pod a v okoli kolonii n&édach
obsahujicich tyto latky, jako je naglu¢c — eskulinovy agar nebo Edwardsovala.

Enterokoky dale redukuji TTC za vznikterveného formazanu, coZz se projevi
vznikemcervenych kolonii naijmach Slanetz — Bartley agérna agaru pro izolaci fekalnich
streptokok, které tuto substanci obsahuji (Merck, 1996).

Pro druhyE. cassdliflavus, E. mundtii, E. flavescens a E. sulfureus je typicke Zluté

zbarveni kolonii zf;sobené produkci pigmentu (Motlova, 1997a).

2.7 ldentifikace rodu Enterococcus

Mezi vyznamn@ kritéria pro *azeni kmef do roduEnterococcus pati pritomnost
skupino¥ specifického antigenu D (teichoova kyselina), piagk enzymu
pyrrolidonylarylamidazy (PYR test)ust v bujonu g pH 9,6, Kist v bujonu s 6,5 % NaClfip
teplog€ 45 °C a hydrolyza eskulinu wippmnosti 40 % ZI&i (Zlu¢ — eskulinovy test). Mezi
dalSi vlastnosti podporujici spravnérazeni pai morfologie bakterialnich bwk a jejich
uspdadani v zorném poli mikroskopu, produkce pseuddizya pohyblivost a hemolyticka
aktivita (Motlova, 1997a).

Zarazeni izolovaného kmene do rodu §aly komplikované u druhE. pseudoavium,

E. hirae, E. dispar, E. cecorum, E. columbae a E. saccharolyticus, které postradaji jednu nebo
vice vlastnosti charakteristickych pro tento roddéva identifikace je také ztizena vyskytem
dalSich grampozitivnich, katalazu nevywjécich koki a kokobacii, které maji nkteré
vlastnosti typické pro enterokoky,éetné skupinového antigenu D. Jedna se zejména
o mikroorganismy rodél Pediococcus a Leuconostoc (Kunderova, 1997). Rozdily mezi vyse

zminénymi rody jsou uvedeny v tabul¢el.
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Tabulka ¢. 1: Rozdily mezi rody grampozitivnich katalazu nepodukujicich kok @
a kokobacila (Motlova, 1997b)

Rod _ Mikroskopie pYrR | BE 6,5% | 5 yn LAP D
R P T S NacCl
Enterococcus + + - - + + + - + +
Streptococcus |+ + - - - - - - n y
L actococcus + + - - + + v + -
Leuconostoc + + - - - v y n _ v
Pediococcus - + + + - + v - + +
Aerococcus - + + + + v + - - i
Gemella + + + + + - - - Vv -
Legenda:

Mikroskopie:R ...fetizky, P ... pary, T ... tetrady, S ... shluky
PYR ... pyrrolidonylarylamidaza

BE ... Zl&- eskulin

6,5 % NaCl ...1wst v prostedi 6,5 % NaCl

PLYN ... plyn z glukézy

LAP ... leucinaminopeptidaza

D ... pitomnost skupinay specifického antigenu D

+ ... vice nez 80 % pozitivnich, - .mér¢ nez 80 % pozitivnich, v ... variabilni

2.8 Uréeni druhu

Druhové uéeni enterokok je zaloZzeno zejména na utilizaci sachariBiochemicka
aktivita mize byt zji¥ovana konvetnimi zkumavkovymi testy ifjpravenymi v laborati
nebo pomoci soubdmikrotesti dodavanymiiznymi firmami. Motlova (1997a) dopotuje
pro druhovou identifikaci nasledujici mikrotestyPA20 Strep a Rapid ID 32 Strep firmy
BioMérieux a EN-COCCUS test firmy Pliva-Lachema.

Prehled rozdii ve fermentaci cukr mezi jednotlivymi druhy enterokdk udava
tabulkac. 2.

Na moznost zamy lakt6za-negativnich kménE. faecalis za kmeny druhu
E. solitarius upozonuje Ruoff et al. (1989). K potvrzeni identifikacepbrwiuji autdi pouzit
dalSi test prokazujici redukci telluritu. Kmeny vofl. faecalis v prostedi s obsahem 0,04 %

telluritu rostou, zatimco kmeny rodil solitarius nikoliv.

- 16 -



Pro odliSeniE. gallinarum od E. faecalis a E. faecium dopor&uji Devriese et al.

(1996) uziti testu utilizace methyHD-glukopyranozidu. Pozitivni je vysledek u kntien

E. gallinarum, negativni u kmehE. faecalis aE. faecium.

Day et al. (2001) ve své studii zjistili, Ze 16 & kmeni identifikovanych jako

E. faecium utilizovalo sorbitol. Naproti tomu Facklam a Salit®95) uvadji, Ze vice nez

97 % kmeii tohoto druhu sorbitol nerozkladalo. Citovani dutee neshoduji ani ve

vysledcich utilizace rafindzy. Day et al. (2001 prdliSeniE. faecalis a E. faecium od

ostatnich druth rodu Enterococcus doporuiuji testy utilizace sorbézy, ribézy, L — arabinozy

a pyruvatu, dale hydrolyzu argininu,igaz motility, produkce pigmentu dist v prostedi

s 0,04 % telluritu. Podle Daye et al. (2001) seytesilizace manitolu, sorbitolu a rafindzy

ukazaly jako nespolehlive.

Tabulka €. 2: Druhova identifikace enterokolki zaloZzena na fermentaci cukii (Manero

a Blanch, 1999)

Druh INU | RAF | SAC | LAC |ARA |SOR |MAN

MLZ

MLB

asini -

avium d

+ |+

. casseliflavus (+)

cecorum +

+| 4|+ +
+

+|ala|+]|!
+la|+|+]"

columbae +

durans -

+

dispar -

+
+

. faecalis -

. faecium

(+)

. flavescenc

++ |+
1
++|+]|+]

. gallinarum

hirae

+
d
. malodoratus d
mundtii d

pseudoavium

+

. raffinosus -

. saccharolyticus| +

++'+++++3'O-Q-+++D.'

+ |
O+ |(+|+ ||l |a]:
+ |+ |+ [+ +]

. solitarius -

()

m|m{m{m{m{m{m|m{m|m{m|m|{mm|mm|{mm|m
AR R R R R R R R A R G R R ER K

+-++-3+o.++o.-+-++o.-
FlH[+|+|+]+]|+[F]+]+
N

. sulfureus -

+ |+ |+|+| ]

Legenda:

+ 90 - 100 % kmehpozitivnich
(+) 75 % - 89 % kmehpozitivnich
% 26 -76 % kmet pozitivnich
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) 11-25 % kmet pozitivnich

- 0-10 % pozitivnich

d variabilni reakce

INU ... inulin, RAF ... rafindza, SAC ... sachar6za, LAC laktoza, ARA ... arabin6za,
SOR ... sorbitol, MAN ... manitol, MLZ ... melezitéza, NB... melibi6éza

2.9 Citlivost na antibiotika

Enterokoky jsou firozerg odolné k inhibinim &inkim mnoha antimikrobnich latek.
Tato odolnost je druha@v specifickd. V poslednich letech je vSak tgiana rezistence
k pavodre u¢innym antibiotikim (Urbaskov4, 1997; Franz et al., 1999; Motlovd)30

2.9.1 p-laktamova antibiotika

Do skupinyp-laktamovych antibiotik p&t peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy,
karbapenemy a inhibitory beta-laktamaz. V zésamji stejny mechanismusgiigku, tlumi
syntézu peptidoglykdan burécné stény bakterii. Jadroéthto antibiotik tvei p-laktamovy
kruh. Enterokoky jsou v nizkém stupnfiirpzere rezistentni k peniciliim, karbapeéim
a zcela rezistentni kdébnym davkdm cefalospotin F¥i¢inou pirozené rezistence
enterokok k B-laktamovym antibiotikm je nizk& schopnost enterokokazat tato antibiotika
(Benes, 1996 et al.; Simon a Stille, 1998).

B-laktamova antibiotika se vazou na proteinov@st enzym, které se podileji na
stavl®é buré¢né stny. Tyto proteiny se oziaji jako penicilin - vazebné proteiny (penicillin -
binding proteins - PBP). V bakterialnichiidch je gkolik takovych bilkovin (3 — 8) podle
druhu mikroba. Podle molekulové hmotnosti a medrani &inku se PBP ozraiji cisly.
Raznad vazebna mista tzv. receptoryzmych PBP maji rozdilnou afinitu kanym
antibiotikim. Zmenou struktury &chto proteid dochazi ke snizeni az zttatazebné afinity
pro antibiotikum (UrbaSkova, 1997; Votava et alQ2; Hord&ek, 2003).

V diasledku mutace produkuje tka transpeptidazu PBP-5 s minimalni afinitou
k B-laktamovym antibiotikm a nasledd potlaiuje funkci ostatnich PBP. Nadprodukce
nizkoafinitnino PBP-5 byla prokazana u kmek. faecium, v menSi mie i u kmer
E. faecalis, E. durans, E. hirae a dalSich (Fontana et al., 1994; Hupkova et @951
Urbaskova, 1997; Rice, 2001; Hallgren, 2001).
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ZvySena rezistence [klaktamovym antibiotikm maze byt také zfisobena produkci
enzymi rozkladajicich tato antibiotika tzg-laktamaz. Winkem enzym je p-laktamovy kruh
tvorici zaklad &chto antibiotik naruSen a antibiotikum se stav&meym.

Destruktivni @inky pB-laktamaz Ize eliminovat dalSimi latkami tzv. inibdoy
V podstat se jedna op-laktamova antibiotika, kterd maji slabou antib&aklai aktivit,
ale vysokou afinitu k3-laktamazam produkovanych bakteriemi. Tato antikéose pevi
vazou na aktivni centrum enzyrfitlaktamazy a pottauji jeho hydrolytickou aktivitu. UZivaji
se v kombinaci s ostatninilaktamovymi antibiotiky, ktera chraniigd &inky p-laktamaz
(Simon a Stille, 1998).

Prvni zprava o vyskytf-laktamazy E. faecalis byla zvéejnéna v roce 1983 v USA
(UrbasSkova, 1997). Produkce tohoto enzymu je vSalenterokok velmi nizka, byla
prokdzana tést vyhradre u kmeri druhu E. faecalis a ve ¥tSin¢ piipadi je zpisobena
ziskanimB-laktamazového operonu od kntesruhuStaphylococcus aureus (Rice, 2001).

V roce 1992 byly z pacieitna onkologickém oddieni v USA izolovany kmeny
E. faecium svysokym stupim rezistence k ampicilinu i penicilinu. Zadny z mic
neprodukovap-laktaméazu (Montecalvo et al., 1994).

V souboru 138 kmeahenterokok: izolovanych z krve 137 pacignthospitalizovanych
v 18 ¢eskych nemocnicich byly zji&ty rozdily v rezistenci K3-laktamovym antibiotikm
uE. faecalis (94 kmeid) a E. faecium (44 kmer). K ampicilinu a i k penicilinu byly
rezistentni pouze kmerty. faecium (81,8%) (Urbaskova et al., 1997).

Calderon-Jaimes et al. (2003) testovali citlivoét léneni E. faecalis a 37 kmen
E. faecium vykultivovanych z @zného klinického materialu. K penicilinu bylo reeistnich
8,3 % kmehd E. faecalis a 73 % kmet E. faecium. Rezistenci kampicilinu
a amoxicilin/klavulanové kyselinzjistili u 3,3 % kmeid E. faecalis a 40,5 %E. faecium.
Produkcip-laktamazy neprokazali u Zadného kmene.

VétSina enterokokovych infekci je @gobena druhenk. faecalis s dobrou citlivosti
k aminopenicilimm nag. ampicilin ¢i amoxicilin, které jsou proto povazovany za Iékbyo
V piipact vyskytu E. faecium, ktery jecasto k ¢mto antibiotikim rezistentni je nutné pouzit
k Ié¢b¢ jina antibiotika zpravidla glykopeptidy (Kdl&t al., 2003; Sekova a Sewik, 2005).
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2.9.2 CGlykopeptidova antibiotika

Je znamo fes 2000 druin glykopeptidovych antibiotik. V klinické praxi seopzivaji
piedevsim vankomycin (VAN) a teikoplanin, které js@tinné na grampozitivni bakterie.
Vyznamné jsou jejich inhibni inky na enterokoky a stafylokoky. Zejména VAN jdwén
k 1écbe¢ stafylokokovych a enterokokovych infekci odolaeagh I&bé¢ jinymi antibiotiky jako
zalozni antimikrobialni &vo. V zentdélstvi se dive pouzival avoparcin jako stimdld
dophkova latka do tzv. medikovanych krmnych ¢&ain(Benes et al., 1997; Molterer, 1998;
Simon et al., 1998; Hoték, 2003; Koléet al., 2003).

Mechanismus d&nku glykopeptidovych ATB spidva v inhibici syntézy
peptidoglykanu, ktery je hlavni séasti bugcné sény. Glykopeptidy se vazi na slozky
sttnoveého peptidu a tim zakingi rastu buiky (Benes et al., 1997).

Rezistence k VAN je Zisobena zrmou ¢asti peptidu peptidoglykanové molekuly
a to konkréta dipeptidu D-Ala-D-Ala na D-Ala-D-Lac, ktery VAN néze (Méndez-Alvarez
et al., 2000; Horgek, 2003).

Vyskyt vankomycin rezistentnich enteroko®/RE) byl poprvé zjid&in v roce 1986 ve
Francii. O rok pozgi byly publikovany nalezy &chto mikroorganisrin ve Velké Britanii
a USA. Zachyt VRE v USA vzrostl do roku 1997 z @na 23,4 %. Za hlavni rizikovy
faktor vzestupu rezistence v nemocnicich v USAgegiovanotasté uzivani VAN Kk ke
(Urbaskova, 1997; Stosor et al., 1998; Méndez-Ayxaat al., 2000; Chavers et al., 2003).

V Evropg  byla rezistence kvankomycinu zaznamenana nejen vaorki
od nemocnrinich pacient, ale i bezpiznakovych nosii a hospodé&kych zvfat. Tento
vyskyt je davan do souvislosti s uzivanim avoparesitkrmnych smasich pro urychlenitistu,
dribeZze a prasat, kterd séejpk stala zdrojem VRE praéloveéka. Z tohoto dvodu bylo
uzivani avoparcinu v zemich EU zruSeno (Moltere88t Willems et al., 2005).

VRE byly prokazany také €eské republice. Prvni VREE( faecium) byl zaslan do
Narodni referetni laboratée pro ATB véervnu 1995 (Urbaskové a Motlova, 1997).

V roce 1997 diagnostikovali VRE ve FN v Olomoucv@ FN v Plzni. V Olomouci
vykultivovali ze 3 pacierit z hemato-onkologické kliniky 2 kmenly. faecalis a 1 kmen
E. faecium. V Plzni izolovali 2 kmeny od pacienta z hematdwaongického a chirurgického
odctleni. Kmeny byly identifikovany jakdc. faecalis a E. faecium (Bergerova a Turkova,
1997; Kol& a Vagnerova, 1997).

Kolar et al. (2004) sledovali v fibchu roku 2003 vyskyt VRE v Olomouckém kraiji.
Ze stru z rekta celkem izolovali 588 km@&rEnterococcus sp., z nichz 485 (87 %) bylo
identifikovano jakoE. faecalis, 39 (7 %) jakoE. faecium a 34 (6 %) jakdEnterococcus sp.
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Testy citlivosti potvrdily rezistenci k ampicilinwm 77 % kmen E. faecium a 2 %E. faecalis.
K tetracyklinu bylo rezistentnich 67 % kmeik. faecalis a 46 %E. faecium. Rezistenci
k VAN prokazali u 2 (6 %) kmenE. faecium, 1 (0,2%)E. faecalis, 4 E. cassdliflavus

a 2E. gallinarum.

2.9.3 Flurochinolony

Flurochinolony jsou chemoterapeutika, ktera inhibeinzym nezbytny k replikaci
bakterialni DNA — gyrazu. K nejvyznargjgim pati ciprofloxacin, norfloxacin a ofloxacin.
Vzhledem k vyhodnym farmakologickym vlastnostemdéimmiosti je @i souwasné Siroké
aplikaci €chto |&iv velké nebezp# rozvoje rezistence, ktera jiz byla u enterokok
zaznamenana. Primarni rezistence vznikA mutaci ,ggeimz nasledkem dochazi
k modifikaci enzymu gyrazy, na kterouciéo jiz nepisobi. K rezistenci fize také dojit
zmeénou poriri v burgéné séng, coz vyraza ztéZzuje phnik antibiotika do biiky (Spera a
Farber, 1994; Bedi&t al., 1996; Benes et al., 1997; Haig 2003).

V naSich podminkach by &y fluorochinolony #Zistat nadale rezervnimi Iéky
uréenymi pro nemockni l&bu komplikovanych infekci nebo infekci vyvolanych
multirezistentnimi kmeny. Jejickkasté pouzivani tte vést k vyrazné selekci aredii
rezistence jak u movych, tak i ostatnich,tpdevsim respitmich patogeh (Sewikova a
Sewik, 2005; Lytsy et al., 2005).

2.9.4 Chloramfenikol

Chloramfenikol je antibiotikum chemicky odvozené @hylalaninu. Bsobi jako
inhibitor proteosyntézy. &né uzivani chloramfenikolu niéphazi dnes v Gvahu pro mozné,
vétSinou ireverzibilni nasledky (Simon a Stille, 1998eho jsobeni se totiz projevuje
i v mitochondrialni proteinové syntéze, nhap erytropoetické tkani v kostnirehi, coz vede
k hlavnimu toxickému projevu chloramfenikolu - anénfFarmakologie). Rezistence
k chloramfenikolu je psobena plazmidicky kédovanou acetyltransferazoardkiacetyluje
antibiotikum a tim jej inaktivuje (Hot&k, 2003).

2.9.5 Tetracykliny

Tetracykliny pisobi také jako inhibitory proteosyntézy, blokuji ¢legovani
aminokyselin do nayvznikajicich peptidovychiettzci. Efekt €chto antibiotik je zavisly na
prostedi, v Elesnych tekutinach fite dochazet k podstatnym ztrataémiéu (nag. ve ZILE).

Mezi nevyhody vyuZivani tetracykiin pati stoupajici poet rezistentnich kmeén mezi
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grampozitivnimi koky (Simon a Stille, 1998). Reeiste k tetracykliim je zapicinéna
nizkou koncentraci antibiotika v mispasobeni. F¢inou toho je plazmidicky kdédovany
proces bd’ snizeného miniku antibiotika do bakterialni liy, nebo jeho zvySeny transport
Z buiky — eflux (Hor&ek, 2003).

2.9.6 Souwasna situace

V Ceské republice do3lo od @gtku 90. let k podstatnému zvyseni $pby antibiotik,
které se nejvyrazii projevilo ve skupinach chr&nych aminopenicilii (amoxicilin/kyselina
klavulanova, ampicilin/sulbaktam), semisyntetickycmakrolidi a fluorochinolof.
Dusledkem kvantitativnich a kvalitativnich Zmve spatebé antibiotik je zvySeni vyskytu
rezistence u bakterialnichiypodai infekénich nemoci v komuniti v nemocnicich, ficemz
naklady na vynaloZzené nah rezistentnich infekci nejsoudigleny (Ny, 2003).

Vyskyt rezistence i multirezistence enterokokuspiSil vyzkum novych
antibakterialnich I&v, kterd4 jsou zatim ve fazi ékovani mikrobiologické a Klinické
acinnosti. Mezi ®& pati nag. nové halogenové chinolony, nové glykopeptidy, iy

tetracyklinu a oxazolidinony (UrbasSkova, 1997).

-22 -



3.

3.1

Experimentalni ¢ast

Material a metody

3.1.1 Kmeny enterokoki

Rastové, morfologicke, antigenni a biochemické vlastnjsem zjigoval u kmei

ziskanych z Oddeni klinické mikrobiologie Krajské nemocnice Pabite. VSechny kmeny

byly vykultivovany z mée, gipadré ze stra z urogenitalniho traktu.

3.1.2 Kultivaéni média

Pro kultivaci obdrzenych kména naslednou izolaci zai€iem ziskantisté kultury

a pro posouzeniustu na jednotlivych {jdach jsem pouzival komari kultivatni média

piipravena podleiloZzenych navod vyroba.

Krevni agar (KA) pripraveny z Blood Agar Base No.2 firmy Oxoid.§. 399849),

ktery jsem doplnil 5 % nesrazlivé (defibrinované)ydmi krve.

Agar pro izolaci fekalnich streptokokia (FA) pripraveny ze Selektivhého agaru na

izolaciu fekalnych streptokokov firmy Imuna, Sakésvlichdany €.3. 3230990).

Mueller — Hintonové agar (MH agar) pripraveny z Mueller Hinton Agar firmy

Oxoid (€.S. 389630).

Bujon (BHI bujon) piipraveny z Brain Heart Infusion firmy Oxoid.§. 357483).

3.1.3 Diagnostické testy

Pro z&azeni do rodiEnterococcus jsem pouzival nasledujici testy:

Prikaz enzymu kataldzy— pouZzil jsem 3% bD..

Pritomnost enzymu pyrrolidonylarylamidazy — pyrrazovou aktivitu (PYR test)
jsem testoval pomoci soupravy ITEST PYR TEST odnyirlITEST plus s.r.o.
(¢.8. 1065).

Prikaz skupinového antigenu D- k piikazu skupinového antigenu D jsem pouZival
extrakeni enzym ,Extraction Enzyme€ (. 312596) a aglutidai cinidlo ,DR 589 G
Diagnostic Reagents¢ . 304374) od firmy Oxoid.

Rist v prostredi s 6,5% NaCljsem prokazoval v BHI s obsahem 6,5 % NacCl,
pH 7,4.

Prukaz termorezistence— ve fyziologickém roztoku (0,85% NaCl) a na kriemn

agaru
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Pro zjiS&ni biochemické aktivity jednotlivych dritjsem pouZzival:

* Konven¢ni zkumavkové testypiipravené v laboratg zakladem meédii byl pepton
BactoPeptone firmy Bacton Dickinsog.§. 0136007-FA), do kterého bylkigan
sacharid, jehoz utilizaci jsem ¢hprokézat v koncentraci 1 % a jako indikatorény
pH 1,6% roztok bromkresol-purpuru (BKP) v ethandlastoval jsem laktozu (LAC),
arabindzu (ARA), sorbitol (SOR) a manitol (MAN).

* Mikrotesty - komeeni diagnostickou soupravu EN-COCCUStest firmy Rliva
Lachemad.s. 22306404).

3.1.4 Roztoky ainidla
* Barveni podle Grama:
0 40% alkoholovy roztok krystalové violeti v 10%a&elanu amonném
0 10% vodny roztok jodidu draselného a jédu
0 70% ethanol
0 10% vodny roztok karbolfuchsinu
» Fyziologicky roztok: 0,85% vodny roztok NaCl
* Prikaz enzymu kataladza: 3% vodny rozto}4
» Indikator utilizace sachand(pH indikator): 1,6% alkoholovy roztok BKP
e Pro upravu pH fd:
0 1% roztok HCI
0 10% roztok NaOH

* Pro kontrolu hustoty inokula: zakalova stupnice Mig~arlanda

3.1.5 Histroje a pomicky

Biologicky termostat, chladtka, horkovzdusny sterilizator, parni autoklav, viodn
lazer, swtelny mikroskop, mikroskop pro pozorovani v zastimiedvazky, davkowa
antibiotickych disk.

Petriho misky, okovaci Kkliky, Erlenmayerovy hi&y a kadinky éiznych objen,
zkumavky, gumové zatky, mikropipety a &py, vatové tampony vSe sterilni, dale stojanky na

zkumavky, podlozni skika, kryci skléka, pinzety a plynovy kahan.
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3.1.6. Antibiotické disky
Ke stanoveni citlivosti enterokakdiskovou difuzni metodou jsem pouzival disky

dodavané firmou Oxoid.

Tabulka ¢. 3: Pouzivané antibiotické disky v diskovém difazim testu

U¢inna latka Zkratka Obsah u¢inné latky v disku Cislo Sarze
Ampicilin AMP 10 g 330549
Amoxicilin/klavulanat AMC 30ug 299010
Vankomycin VA 30ug 354322
Tetracyklin TE 3Qug 297535
Chloramfenikol C 3Qug 399282
Enrofloxacin ENR ug 315121

K pikazu p-laktamézové aktivity jsem pouzival komer diagnostickou soupravu
Lldentification sticksB-Lactamase*” (nitrocefin) od firmy OXOIXE. 219801).

3.2 Pracovni postup

3.2.1 Kultivace

Kmeny ziskané z mikrobiologické laborggoKrajské nemocnice v Pardubicich jsem
vyockoval na krevni agar a agar pro fekalni streptokd¥yaikované fdy jsem inkuboval
24 hod. v termostatuiipteplot 37 °C a poté vyhodnotil kolonie narostlé na jetdwpth
médiich. Podaezlé kolonie jsem izoloval na krevni agar a&tojmkuboval 24 hod. ip 37 °C

v termostatu. V fipad® kontaminace jsem proved| dalSi izolace az do misksété kultury.

3.2.2 Typizace kmei
3.2.2.1 Z&azeni do rodu

U kultur narostlych na KA jsem popsal morfologiilénii a typ hemolyzy. Dale jsem
ovétil tvar bakterialnich bugk a jejich usp&adani v zorném poli po obarveni podle Grama.

Cisté kultury jsem pak podrobil tésh pro zaéazeni do rodiEnterococcus.

Barveni preparatu podle Grama
Suspenzi ppravenou zcisté kultury ve fyziologickém roztoku jsem ro#dt na
podlozni skiéko, nechal zaschnout a fixoval plamenem. Fixovaatgrijsem obarvil podle
Grama néasledown
1) Preparat jsemipvrstvil cerstw piefiltrovanym roztokem krystaloveé violeti a nechal j
pusobit 15-30 sekund.
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2) Poté jsem barvivo nechal pouze okapat a prep#&shty Lugolovym roztokem na 15-
30 sekund.
3) Nasledrt jsem preparat odbarvoval 70% ethanolem tak dlodb&ud se vymyvalo
modré barvivo.
4) Po oplachnuti vodou jsem preparat dobarvoval kéublsinem po dobu 60 sekund.
5) Nakonec jsem preparat oplachl vodou, osuSil ftifm papirem a prohlédl
ve s\¥telném mikroskopu imerznim objektiverti pvétSeni 1200x.
V preparatu jsem hodnotil tvar bakterialnich &kra jejich barvitelnost podle Grama:
grampozitivni bakterie jsou modrofialové, nébge neodbarvuji ethanolem; gramnegativni
bakterie jsowervené, protoZe se odbarvily ethanolem a byly dabgr karbolfuchsinem.

Prukaz katalazy
Do kapky 3% peroxidu vodiku, umésé na podloznim skiku, jsem ponfl
sklerénou tyinku s kulturou séenou z KA. Pozitivni reakce se projevila unikajicim

bublinkami plynu (Q).

Piitomnost enzymu pyrrolidonylarylamidazy (PYR test)

Pred vlastnim provedenim jsem nechalizaldisky i vyvojku na laboratorni teplotu.
PYR disk jsem navhill 10 ul sterilni destilované vody. Bakteriologickou ddou jsem na
povrch disku rozeéel 5-10 kolonii testovaného kmene narostlého na Msledovala
inkubace p laboratorni teplat po dobu 2 minut a poté jsem na inokulovany disgl kK&
kapku barevné vyvojky. Pozitivni reakce sé&hdédm 1-2 minut projevila ¢ervenanim

naa’kovanécasti disku s rozétenou kulturou.

Prukaz skupinového antigenu D
Principem testu je reakce antigenu, ktery byl ¥wghovan z bu&né sény

extrakknim enzymem s protilatkou navazanou na latexosdstice. B provadni
a vyhodnocovani testu jsem postupoval naslegtovn

1) Do zkumavky jsem odpipetoval 50 extrakiniho enzymu.

2) Bakterialni kltkou jsem sétl 2-5 testovanych kolonii&sté kultury narostlé na KA.

3) Kolonie jsem poté suspendoval v exthakn enzymu ve zkumavce.

4) Zkumavky jsem inkuboval 10 minutigeplot 37 °C ve vodni lazni.

5) Na reakni destéku jsem odpipetoval kapku extraktu do ozraych mist a vedle ni

jsem nanesl 1 kapku reakiho¢inidla a to jsem promichal k tomudanou tyinkou.
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6) Po smichani obou kapek jsem pozoroval, zda dodlglkinaci, ktera se projevila
vznikem srazenych véek a projasénim suspenze.
P nepitomnosti skupinového antigenu Dstala suspenze zakalen& bez aglutinatu.
Rist v pritomnosti 6,5 % NaCl
Testovany kmen jsem né&mval do BHI s6,5 % NaCl a inkuboval 24 hodin
v termostatu $ teplot 37 °C. Rist se projevil zakalenim média. Pokud kméntéto teplo¥

nerostl, médiumdstalogiré.

Prikaz termorezistence

Ve zkumavce s1 ml sterilniho fyziologického roztoksem pipravil suspenzi
testovaného kmene o hustdl,5 stupg McFarlandovy zakalové stupnice. Zkumavku jsem
vlozil na 30 minut do vodni laZno teplot 60 °C. Poté jsem suspenzi ze zkumavky
vyockoval na krevni agar a inkuboval 24 hodifi 7 °C. Termorezistence se projevila

rastem kmene na krevnim agaru.

3.2.2.2Testy pro uréeni druhu

Druhovou identifikaci kmein, které svymi vlastnostmi odpovidalyiaaeni do rodu
Enterococcus jsem provdd na zaklad schopnosti rozklddat ¢které sacharidy.
Biochemickou aktivitu jsem prokazoval konwaimi zkumavkovymi testy, které jsem

piipravoval v laborath a mikrotesty EN-COCCUStest dodavanymi firmou Bihachema.

Konvenéni laboratorni testy na utilizaci sacharidi

Do zkumavky s médiem, které obsahovalo sacharichdékator, jsem natkoval
testovany kmen. Zkumavky jsem nechal inkubovat 248-hodin v termostatuiipteplot
37 °C a vyhodnotil vysledek. Poté jsem obsah zklkyamkuboval f#i laboratorni teplat
a sledoval dalsi 3 — 4 dny.

Pozitivni vysledek dokazovala 2Zma barvy indikadtoru obsazeném v médiu z fialové
na Zlutou nasledkem zmy pH média. Pokud kmen cukr nerozlozil barva médistala
neznménéna. Konvednimi zkumavkovymi testy jsem prokazoval schopnogiizace

arabindzy, laktdzy, manitolu a sorbitolu.
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EN-COCCUStest

EN-COCCUStest umaiije druhovou identifikaci enterokdkosmi biochemickymi
testy umistnych v jamkach mikrotitreni destéky. Zahrnuji testy utilizace argininu, sorbozy,
arabindzy, manitolu, sorbitolu, melibidzy, rafin6zy melezitdézy. Identifikaci pomoci této
soupravy jsem provat pouze u gkterych kme# pro potvrzeni vysledkkonvergénich tesi.

Z ¢isté 24 hodinové kultury daného kmene jsefiprpvil v 0,85% roztoku NacCl
suspenzi odpovidajici 2. stupni McFarlandovy zakalstupnice.

Poté jsem pomoci mikropipetygnesl 100ul suspenze do jamekiiplusnehoradku
desttky. Do jamky s argininem jsemtigal po inokulaci 2 kapky sterilniho parafinového
oleje. Destiku jsem uloZil do termostatu, inkuboval 24 hodifi 7 °C a poté proved!
vyhodnoceni.

Pro hodnoceni vysledk barevnych reakci jsem pouzival navodilgieny
v pribalovych letacich. Podle¢phjsem vyp@ital ¢iselny profil kmene, ktery je typicky pro
dany druh.

3.2.3 Stanoveni citlivosti na antibiotika
Stanoveni citlivosti na antibiotika diskovou difuzri metodou

Citlivost izolovanych kmein na antibiotika jsem zji®val diskovou difazni metodou
na Mueller — Hintono¥ agaru. Testoval jsem citlivost na nasledujicilaatika: AMP, AMC,
VA, C, TE, ENR.

Ve zkumavce s 1,5 ml fyziologického roztoku jsefipravil suspenzi daného kmene
o husto 0,5 — 1 stuptiMcFarlandovy zakalové stupnice. Sterilnim vatovgamponem jsem
proved! inokulaci suspenze na agarové médium a pbraate diski antibiotik jsem na agar
umistil testani disky obsahujici jednotliva antibiotika. Takfaipravené misky byly
inkubovany 24 hodinipteplot 37 °C.

Po inkubaci jsem zaitil pramér inhibi¢nich zon jednotlivych antibiotik a takto ziskané

hodnoty jsem porovnal s hodnotami uvedenymi v néebdirmy OXOID pro hodnoceni.

Prukaz p-laktamazové aktivity

Pri  provadni prikazu enzymu B-laktamazy jsem postupoval podle navodu
v priloZzeném letdku. Povrchemdipky jsem rozetel kolonii testovaného kmene narostlého
na KA, poté jsem tinku navlkeil. Nasledovala inkubacefiplaboratorni teplat po dobu 5 -
15 minut Pozitivni reakce se projeviléervenanim nebo @£owvenim Zluteho konce tynky,

ktery byl napusin nitrocefinem (chromogennim cefalosporinem).
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4. Vysledky
4.1 Druhy enterokoki

Vykultivoval jsem celkem 197 kmérenterokok.

Zastoupeni jednotlivych drihje uvedeno v tabulcé. 4 a grafu¢. 1. Z tabulky
vyplyva, Ze nejastji jsem identifikoval druhyE. faecalis (91,9 %) aE. faecium (6,1 %),

4 kmeny (2 % z celkového i) jsem uéil pouze jakoE.sp.

Tabulka ¢€. 4: Zastoupeni jednotlivych druhi enterokoki izolovanych z urogenitalniho

traktu lidi
VySetireno 197 kmeri
Z toho
E. faecalis E. faecium E. species
Patet kmeri % Paet kmeri % Paet kmerni %
181 91,9 12 6,1 4 2,0

Graf ¢&. 1: Zastoupeni jednotlivych druhi enterokoki izolovanych z urogenitalniho

traktu lidi

91,9

@ E. faecalis OE. faecium M E.species
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4.2 Vlastnosti enterokoki

4.2.1 Rist na kultivaénich médiich

Po 24 hodinach inkubacei@37 °C vyistaly enterokoky na KA s beranimi erytrocyty
v Sedobilych koloniich, které byly mirrvypouklé. Pimér kolonii se pohyboval v rozmezi
1-2mm. Ze 197 kmeénl3 (6,6 %) tvéilo alfa-hemolyzu a 184 (93,4 %) gama-hemolyzu.
Na KA s £€mito erytrocyty jsem u Zzadného kmene nepozorovia-hemolyzu.

Na agaru pro izolaci fekalnich streptokokytvarely kmeny druhtE. faecalis rizové
kolonie, izové scervenym stedem nebo karminéwervené kolonie. VSechny kmeny druhu

E. faecium vyrustaly jako natZowlé kolonie.

4.2.2 Morfologie bunék
Enterokoky se v zorném poli mikroskopu jevily jakgam-pozitivni koky, které
vytvérely dvojice nebo kratkeetizky, gipadre i shluky.

4.2.3 Rustové, antigenni a biochemické vlastnosti

Izolované kmeny jsem identifikoval na zakdadrastovych, antigennich
a biochemickych vlastnosti. Vysledky sérologickgizgce udava tabulka 5. Aglutinace se
skupinovym antisérem D byla prokazana u 194 (98, ki#en.

Hemolytickou aktivitu na KA s beranimi erytrocyty rast jednotlivych kmea za
raiznych podminek udava tabulka 5. VSechny kmeny rostly v hypertonickém predt
s 6,5 % NaCl. ®sobeni teploty 60 °C po dobu 30 minut ffeilo 41 (20,8 %) testovanych
kmen.

O enzymatické aktivit informuje tabulkac. 6. Produkci enzymu katalazy jsem
nezaznamenal u Zadného kmene, zatimco 125 (63kbn#) tvorilo enzym pseudokatalazu,
z nich zejména kmeniz. faecalis (66,3 %). Enzym pyrrolidonylarylamiddzu produkagval
vSechny kmeny. V této tabulce uvadim také biochkéniulastnosti enterokdk zjistené
konvertnimi testy. Z uvedeného vyplyva, Ze vSechny kmerrkladaly manitol. Vyznamna
je rozdilna utilizace arabindzy. Kmeny drubil faecalis na rozdil od kmein E. faecium
arabindzu neutilizovaly.

V néasledujici tabulcet. 7 jsou uvedeny vysledky zjgté EN-COCCUStestem.
Vysledky zjiséné laboratoré pripravenymi konveénimi testy byly shodné s vysledky
zjisténymi soupravou ENCOCCUStest.

Prehled fistovych, antigennich a biochemickych vlastnostziebieu¢enych kmefi
enterokok izolovanych z urogenitalniho traktu lidi udava utka ¢. 8. Vysledky
biochemickych testswdci pro z&azeni 3 kmein do druhuE. faecalis.
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Tabulka ¢. 5: Rastové a antigenni vlastnosti druli enterokoki izolovanych z urogenitalniho traktu lidi

Y [0}
Potet Hemolyza 6,5%Nacl | ©00°C 30 Anti D
Druh Kkmenii a B Y minut
DT % e[ % [ me [ % e | % | me [ % | mer | %
E. faecalis 181 3 1,6 - - 178 98,4 181 100{0 144 80,0 181  1(
E. faecium 12 9 75,0 - - 3 25,0 12 100,p 9 750 12 10
E. species 4 1 25,0 - - 3 75,0 4 100, 3 75,p 1 25
Legenda:
6,5 % NacCl ...1st v prostedi s 6,5 % NaCl
60 °C, 30 minut.. termorezistence,gsobeni teploty 60 °C po dobu 30 minut
AntiD ... ptitomnost skupinay specifického antigenu D
Tabulka ¢. 6: Biochemické vlastnosti drul enterokoki izolovanych z urogenitalniho traktu lidi zjisSttné konvergnimi testy
- — -
Druh Potet kmeni ' Z toho' Yo pozitivnich krnfanu . -
Pseudokatalaz PYR test Laktoza Arabin6za Sorbitol Manitol

E. faecalis 181 66,3 100,0 96,1 0,0 100,0 100,0
E. faecium 12 33,3 100,0 100,0 100,0 83,3 100,0
E. species 4 25,0 100,0 100,0 0,0 75,0 100,0
Legenda:

PYR test ... produkce enzymu pyrrolidonylarylamigaz
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Tabulka ¢. 7: Biochemické vlastnosti vybranych kmefi enterokoki izolovanych z urogenitalniho traktu lidi zjisttné EN-COCCUS

testem a jejich porovnani s vysledky ziskanymi koranénimi testy

Kmen Konvenéni zkumavkové testy EN-COCCUS test Druh
LAC | ARA | SOR MAN |MLZ |RAF |MLB OR |MAN RA OE RG ro fil
3 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
9 + + + + - - - + + + - + 530 | Enterococcus faecium
10 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
39 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
48 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
50 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
064 + - + + + - - + + - - + 132 | Enterococcus faecalis
66 + + + + - - - + + + - + 530 | Enterococcus faecium
Legenda:
LAC laktéza, ARA ... arabindza, SOR sorbitol, MAN manitol, MLZ rnezitbza, RAF rafinbza, SOE ... sorho6za
ARG arginin
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Tabulka ¢. 8: Ristove, antigenni a biochemické vlastnosti blize netenych kmeni enterokoki izolovanych z urogenitalniho traktu lidi

Kmen Hemolyza AntiD PYR test | Pseudokatalazg 60 c.)c’ 30| 65% - Utlllga}ce sachqudl ,
minut NaCl Laktéza | Arabin6za | Sorbitol Manitol
3 Y - + + - + + - + +
82 Y - + - + + + - + +
83 Y - + - + + + - + +
146 o + + - + + + - - +
Legenda:

AntiD ... pfitomnost skupina¥ specifického antigenu D

PYR test ... produkce enzymu pyrrolidonylarylamidaz

60 °C, 30 minut.. termorezistence,igsobeni teploty 60 °C po dobu 30 minut

6,5 % NacCl ..itst v prostedi 6,5 % NaCl
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4.3 Citlivost na antibiotika

Vysledky citlivosti enterokok izolovanych z urogenitalniho traktu lidi na antifia
zjisténé diskovou difuzni metodou jsou uvedeny v tabdlce a grafecl. 2, 3, 4. Z tabulky
i grafického znazormi je Zejmé, Ze vSechny testované kmeny byly citlivé kikeanycinu.
U ostatnich antibiotik se pammé vyrazre liSi citlivost na antibiotika mezi druhly. faecalis
aE. faecium.

Ze vSech testovanych byly rezistentni na ampicin{1,1 %) kmenyE. faecalis
a 12 (100 %) kmahE. faecium. Shodné vysledky jsem zjistil i u amoxicilinu vrkbinaci
s klavulanovou kyselinou.

Z tabulky dale vyplyva, Ze 62 (34,3 %) kniek. faecalis a 12 (100 %) kmen
E. faecium bylo rezistentnich k enrofloxacinu.

Vysokou rezistenci jsem prokazal u tetracyklino atl17 (64,6 %) kmenE. faecalis

a 4 (33,3 %) kmahE. faecium.

K chloramfenikolu vykazuji kmeny drahE. faecalis a E. faecium priblizné stejné
procentualni zastoupeni rezistentnich kinen

Vysledky citlivosti blize newenych kmen enterokok udava tabulk&. 10.

Prehled vysledik stanovené citlivosti u kmdn rezistentnich na beta-laktamova
antibiotika spolu se srovnanim citlivosti k ostatrtestovanym antibiotikn jsem zaznamenal
do tabulky¢. 11. VSechny uvedené kmeny byly rezistentni k#wxacinu. Vyznamna je
vSak dobré citlivost k vankomycinu.

Produkci enzymu beta-laktamazy nitrocefinovym testgsem nezaznamenal

u Zzadného kmene, ktery byl rezistentni k ampicilinu
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Tabulka €. 9: Vysledky citlivosti jednotlivych druhi enterokoki na antibiotika zjiSténé diskovou difuzni metodou

E. faecalis E. faecium E. species
Antibiotikum Podet Z toho rezistentnich Poéet Z toho rezistentnich Pocet Z toho reistentnich
kmeni Potet kmeni % kmeni Potet kmeni % kmeni Potet kmeni %
Ampicilin 181 2 1,1 12 12 100,0 4 1 25,0
Amoxicilin/klavulanat 181 2 1,1 12 12 100,0 4 1 25,0
Vankomycin 181 0 0,0 12 0 0,0 4 0 0,0
Enrofloxacin 181 62 34,3 12 12 100,0 4 1 25,0
Tetracyklin 181 117 64,6 12 4 33,3 4 3 75,0
Chloramfenikol 181 35 19,3 12 2 16,7 4 2 50,0
Tabulka €. 10: Citlivost blize neugenych kmeni izolovanych z urogenitalniho traktu lidi na antibiotika
K AMP AMC VA ENR TE C
men Inr;ié)ri]gni Hodnoceni Inf;ié)ri]:‘ni Hodnoceni Inr;ié)ri]gni Hodnoceni Inr;ié)ri]gni Hodnoceni Inf;ié)ri]:‘ni Hodnoceni Inf;ié)ri]:‘ni Hodnoceni
3 24 C 28 C 12 C 20 C 26 C 18 C
82 19 C 20 C 14 C 18 C 11 R 8 R
83 26 C 22 C 13 C 20 C 12 R 10 R
146 0 R 11 R 17 C 10 R 10 R 11 R
Legenda:

Inhibi¢ni zona ... pimér inhibi¢ni zény v cm

Hodnoceni ... kmen je citlivy/rezistentni k danéAilB

AMP ...

ampicilin, AMC ...

amoxicilin/klavulanavA ... vankomycin, ENR ...
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Tabulka ¢. 11: Fehled vysledi citlivosti jednotlivych kmenia enterokoka izolovanych z urogenitalniho traktu rezistentnichna

betalaktamova antibiotika

AMP AMC VA ENR TE C
Kmen Druh Inf;g)ri]:‘ni Hodnoceni Inf;g)ri]:‘ni Hodnoceni Inf;g)ri]:‘ni Hodnoceni Inhipi &ni Hodnoceni Inhipi &ni Hodnoceni Inhipi &ni Hodnoceni
z6na z6na z6na

9 E. faecium 0 R 0 R 19 C 0 R 25 C 12 R
21 E. faecalis 9 R 12 R 18 C 0 R 28 C 16 C
27 E. faecium 0 R 17 R 19 C 0 R 29 C 24 C
66 E. faecium 0 R 0 R 20 C 0 R 12 R 12 R
88 E. faecium 13 R 17 R 18 C 0 R 22 C 16 C
89 E. faecium 11 R 16 R 21 C 11 R 28 C 20 C
90 E. faecium 12 R 17 R 17 C 11 R 24 C 22 C
91 E. faecium 5 R 13 R 19 C 5 R 7 R 14 C
107 | E. faecalis 0 R 0 R 23 C 14 R 20 C 24 C
111 E. faecium 0 R 14 R 21 C 9 R 11 R 19 C
146 E.species 0 R 11 R 17 C 10 R 25 C 22 C
158 | E. faecium 0 R 0 R 19 C 0 R 24 C 17 C
166 E. faecium 0 R 0 R 16 C 0 R 20 C 17 C
186 | E. faecium 0 R 0 R 17 C 0 R 21 C 20 C
188 | E. faecium 0 R 10 R 18 C 13 R 0 R 20 C

Legenda:
Inhibi¢ni zona ... pimér inhibi¢ni zény v cm
Hodnoceni ... kmen je citlivy/rezistentni k danéAilB

AMP ... ampicilin, AMC ... amoxicilin/klavulanavA ... vankomycin, ENR ... enrofloxacin, TE tetracyklin, C ... chloramfenikol
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Graf ¢. 2: Vysledky citlivosti E. faecalis na antibiotika zjiSténé diskovou difazni metodou
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Graf ¢. 3: Vysledky citlivosti E. faecium na antibiotika zjiSténé diskovou difuzni metodou
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Graf ¢. 4: Vysledky citlivosti E.species na antibiotika zjiSténé diskovou difizni metodou
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5. Diskuze a zavr

Enterokoky jsou u nas v stasné dob povazovany za podmin¢ patogenni
mikroorganismy, které mohou @&gobovat @izné infekni onemocani. Jsou také vyznamnymi
puvodci nozokomialnich nakaz, zejména endokardititkci urogenitalniho traktu, centraini
nervoveé soustavy,i$nich a novorozeneckych infekci i septickych gta®odle Davise et al.
(1996) a BeneSe et al. (1997) je vyznamnym zdrojéamto mikroorganisrin vlastni
endogenni flora pacienta a to ¢&jtji urogenitélniho traktu. Enterokokové infekce plogti
predevsim imunokompromitované pacientyispivaji k prodlouzeni doby hospitalizace
a zvySeni nakladna l&bu. Vzhledem k ndistajici rezistenci na antibiotika jsou enterokoky
povazovany v ékterych zemich, zejména USA a v zapadni E¥rap nebezpme patogeny.

Cilem této prace bylo zj&i vlastnosti, ¥etné rezistence na antibiotika
u jednotlivych drubh enterokok vykultivovanych ze vzork z urogenitéalniho traktu pacient
Kmeny byly izolovany v mikrobiologické labordtd<rajské nemocnice v Pardubicich.

V prab¢hu let 2003 — 2005 jsem studoval 197 kinesnterokok. Z tohoto pdétu
181 (91,9 %) kmein odpovidalo svymi vlastnostmi drutil faecalis a 12 (6,1 %) kmehn
E. faecium. U 4 (2,0 %) kmet se nepodd@o provadnymi testy druh identifikovat. Jett et al.
(1994) a Urbaskova (1997) udavaji t#rehodnou frekvenci vyskyté¢hto drulii enterokok
u lidi. Alexandrowicz (1999) udava vyskyt druku faecalis 72,8 %, ale vySSi procentudalni
zastoupeniE.durans (7,6 %). Tento druh jsem v souboru mnou vigmich kmen
neprokazal.

Na KA s beranimi erytrocyty vystaly enterokoky v Sedobilych koloniich. Pouze
3 kmeny (1,6 %)E. faecalis vytvaely alfa hemolyzu, ostatni (98,4 %) dverytrocyty
nehemolyzovaly. Zatimco kmery: faecium se nejastji projevovaly na daném médiu jako
alfa-hemolytické (75 % kmei), gama-hemolyzu jsem pozoroval pouze u 4 (25 %yn¥
z testovanych kmeénnetvail beta-hemolyzu. Podle literarnich Gtlayp hemolyzy zavisly na
puvodu erytrocyii. Nékteri autdi udavaji, Ze cytolyzin produkovany kmeny druhuaecalis
zpisobuje beta-hemolyzu na KA obsahujicimmsié, kraléi, ¢i lidské erytrocyty, na KA
s beranimi erytrocyty hemolyzu netv¢Facklam et al., 1989; OUHSC).

Na agaru pro izolaci fekalnich streptokipktery obsahuje TTC, jsem mohl odliSit
kmenyE. faecalis od kmeri E. faecium, neba@ kmenyE. faecalis redukovaly TTC za vzniku
cerveného formazanu, a proto &gtaly v karmino¥ ¢ervenych koloniich na rozdil od
E. faecium, které tvdgily pouze naiiZzowlé kolonie. Toto rozliSeni Ize povazovat pouze za

orient&ni.
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Pt mikroskopickém vySéeni jsem prokédzal grampozitivni koky, které filyo pary
a kratkéretizky. Stej@ popisuji morfologii enterokaki Bedn&em et al. (1996) a Motlova
(1997a). Na rozdil od citovanych auigsem vSak pozoroval i ity vytvarejici shluky, coz
se da vys#tlit tim, Ze preparaty bylyifpravovany z kultur vyrostlych na agarovych médiich

Presto, Ze jsou enterokokyazeny mezi mikroorganismy, které nevyeja katalazu,
vyskytuji se kmeny produkujici tzv. pseudokataldtardie a Whiley, 1997; Motlova,
1997a). Ze 197 testovanych kniggsem tento enzym prokazal u 125 (63,5 %) a to éegn
E. faecalis— 120 (66,3 %) kmeh

VSechny kmeny rostly v prastdi s 6,5 % NaCl.

Vystaveni teplat 60 °C po dobu 30 minut nigZilo 36 (20,0 %) kmeh druhu
E. faecalisa 3 (25,0 %) kmenkg. faecium.

Enterokoky disponuji fgvazi skupinovym antigenem D. Tento antigen jsem
prokézal u vSech kmérdruhi E. faecalis i E. faecium. U tii ze ¢ty neugenych kmei se mi
nepodd#ilo tento antigen zjistit. MzZu se ovSem domnivat, Ze tyto kmeny vzhledem
k vysledkim biochemickych testjsouE. faecalis. Tuto domrnku bych vSak musel prokazat
dalSimi testy, které jsem nehk dispozici, gipadre molekular biologickymi metodami.
Také Motlova (1997a, 2003) a Franz et al. (2003)roldzali tento antigen wkterych
kmeni E. faecalis, E. faecium a dalSich druln Motlova (2003) uvadi, Zze ne vSechny kmeny
jednotlivych druli enterokok syntetizuji D antigen v mnoZstvi detekovatelném
latexaglutingnimi metodami, kterymi jsem skupinovy antigen pkzal.

Ve sho@ s Motlovou (2003) a SAARS jsem u vSech kinegistil produkci enzymu
pyrrolidonylarylamidazy.

Pri druhové identifikaci enterokdkjsem vychazel zejména z vyslédisiochemickych
testi prokazujicich biochemickou aktivitu jednotlivycimkni zjiSttnou konveginimi testy
a EN-COCCUStesty firmy Pliva-Lachema.

Na rozdil od Manero a Blanch (1999) jsetiém identifikace zaznamenal u 5 kndien
E. faecalis negativni vysledek utilizace laktozy. Vyskyt lak#dnegativnich kmen
E. faecalis potvrzuji i Ruoff et al. (1989). Takové vysledkyohou vést k zagné laktoza-
negativnich kmein E.facalis za kmenyE.solitarius. V takovych gipadech doportuji Ruoff
et al. (1989) pouziti testu prokazujiciho reduletiuritu. KmenyE. faecalis tellurit redukuiji,
kmenyE.solitarius nikoliv.

Utilizaci sorbitolu jsem zjistil u 10 (83,3 %) kmierk. faecium. Podobné vysledky
publikovali i Day et al. (2001), kie ve své studii popisuji 88,9 % pozitivnich knien
E. faecium. Naproti tomu Facklam a Sahm (1995) i Manero a &iafi1999) uvagi, Zze 97 %
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kmeni E. faecium sorbitol nerozklada. Uvedeni atitmepovaZuji test utilizace sorbitolu za
vhodny pro odliSenk. faecium od E. faecalis. Doporuiuji proto test utilizace arabin6zy.

Arabin6zu rozkladaly vSechny kmeiy faecium na rozdil odE. faecalis, které tento
substrat nemetabolizovaly. Na zaldadvych vysledk mohu potvrdit, Ze tento test je
vyznamny pro odliSeni obou dnith

U vSech kmef jsem stanovil citlivost k antibiotikn diskovou difazni metodou.
Z testovanych antibiotik byl nejinn¢jSi vankomycin, ktery inhibovalist vSech kmein
enterokoki. Nezaznamenal jsem zadny vankomycin-rezistentnérknTento poznatek je
dulezity, nebd@ v klinické praxi jsou léky volby ip 1écbé enterokokovych infekci vedle
aminoglykosidovych antibiotik zejména glykopeptidyezi které pdt i vankomycin (Bedna
et al., 1996).

U ostatnich antibiotik se vysledky odliSovaly v ishesti na druhu enterokdk

Na ampicilin a amoxicilin/klavulanat bylo rezistafth vSech 12 (100 %) kmen
E. faecium a2 (1,1 %) kmenyE. faecalis. Autofi Calderon-Jaimes et al. (2003) zjistili
rezistenci k ampicilinu a amoxicilin/klavulanatu40,5 % kmen E. faecium a 3,3 % kmed
E. faecalis. Uvedené poznatky se neshoduji s vysledky Urb&kelv al. (1997), kié
neprokazali rezistenci u Zzadného kméndaecalis, ale roviz zaznamenali vysoké procento
kmen E. faecium rezistentnich na ampicilin (81,8 %).

Zaznamenal jsem paimé vysoky stup# rezistence k enrofloxacinu, ktery se vSak
pouziva ve veterinarnim léksavi. K danému chemoterapeutiku byly rezistentrecihgy
kmenyE. faecium a 62 (34,3 %) kmeanE. faecalis. Na vyskyt rezistence k fluorochinohom
upozonuje i Bedndé (1996). Chinolonova antibiotika se pé&me casto vyuzivaji k l&oe
infekci matovych cest (Hor&ova, 2000).

Rezistence na chloramfenikol bylditgizné shodna u obou driih(19,3 % kmenh
E. faecalisa 16,7 %E. faecium).

K tetracyklinu bylo rezistentnich 117 (64,6 %) kmdh faecalis a 4 (33,3 %) kmeny
E. faecium.

V souladu s literarnimi udaji také moje vysledkyolazaly, Ze mezi enterokoky
izolovanymi z urogenitalniho traktu lidfgvlada drutk. faecalis.

Vzhledem k rozdilné citlivosti enterokbkna antibiotika, kterou jsem také prokazal,
azejména vzhledem Kk ristajici rezistenci ¢chto mikroorganism, je nezbytnym

piedpokladem &inné |&€by stanoveni citlivosti kmeh které onemocmi vyvolaly.
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