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Hemolyticky antagonismus mezi 3-hemolyzinem
Staphylococcus aureus a exosubstanci nékterych
kmenu Enterococcus faecalis
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Souhrn

Cil: Nahodné se zjistilo, Ze nékteré kmeny Enterococcus faecalis inhibuji hemolyzu Staphylococcus
aureus s produkci f-hemolyzinu. Cilem prace bylo najit optimalni podminky pro vznik tohoto jevu
a pokusit se charakterizovat latku, ktera za néj odpovida.

Material a metodika: Celkem 91 kmenu z klinickych vzorku a 5 sbirkovych kmenu E. faecalis a 9
kmenu E. faecium z klinickych vzorku bylo testovano na krevnim agaru s 5 % ovéich erytrocytu
vyrobeném z téchto zaklada: Columbia Agar Base (BBL, 211124), Columbia Agar (Bio Mérieux,
51026), Blood Agar Base (Bio-Rad, 64524), Blood Agar Base (Columbia) (Ferosa, 1-034), Columbia
Blood Agar Base (HiMedia, M114), Zaklad pre krvny agar ¢. 4 (Imuna), Columbia Agar Base (Merck,
10455) a Columbia Agar Base (Oxoid, CM331). Exosubstance produkovana kmeny E. faecalis byla
izolovana acetonovou precipitaci a podrobena uc¢inku zvysené teploty a trypsinu.

Vysledky: Ze souboru 91 kmenu E. faecalis z klinickych vzorku jich 33 (836 %) produkovalo latku,
ktera inhibovala hemolyzu vyvolanou B-hemolyzinem S. aureus. Stejny nalez vykazovaly téz 2 z 5
sbirkovych kmenu E. faecalis a zadny kmen E. faecium. K inhibici hemolyzy dochazelo na vsech
testovanych pudach. Popsany jev byl nejvyraznéjsi na krevnich agarech pripravenych ze Zakladu
pre krvny agar ¢. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL) pri pH pud 7,0-7,5 a za kultivace pri
37 °C po dobu 24 hod. Stejny uc¢inek méla substance izolovana z pozitivnich kmenu. Tento u¢inek
zrusilo vystaveni latky teploté 70 °C po dobu 15 min, stejné jako pusobeni 0,1% trypsinu po dobu
30 min. Schopnost kmene inhibovat stafylokokovou hemolyzu korelovala s jeho schopnosti pro-
dukovat proteazu.

Zavér: Asi tretina kmenu E. faecalis pochazejicich z klinickych vzorka produkuje substanci prav-
dépodobné proteinové povahy a charakteru proteazy, ktera éasteéné potlacuje hemolyzu zpuso-
benou B-hemolyzinem S. aureus.

Kliéova slova: Enterococcus faecalis — Staphylococcus aureus - inhibice hemolyzy - proteaza.

Summary

Vitkova A., Votava M.: Inhibition of Hemolytic Activity of Staphylococcus aure-
us B-hemolysin by an Exosubstance Produced by some Enterococcus faecalis
Strains

Objective: Accidentally, some Enterococcus faecalis strains were found to inhibit the hemolysis
caused by Staphylococcus aureus beta-hemolysin. The study objectives were to define the conditi-
ons under which this phenomenon appears and to characterize the inhibitory agent.

Materials and Methods: Ninety-one wild strains and five type strains of E. faecalis and nine wild
E. faecium strains were tested for antihemolytic activity on blood agar with 5 % sheep erythrocy-
tes prepared using the following agar bases: Columbia Agar Base (BBL, 211124), Columbia Agar
(Bio Mérieux, 51026), Blood Agar Base (Bio-Rad, 64524), Blood Agar Base (Columbia) (Ferosa,
1-034), Columbia Blood Agar Base (HiMedia, M114), Blood Agar Base No. 4 (Imuna), Columbia Agar
Base (Merck, 10455) and Columbia Agar Base (Oxoid, CM331). The exosubstance produced by E.
faecalis strains was isolated by means of acetone precipitation and was exposed to elevated tem-
perature and trypsin.

Results: Thirty-three (36 %) out of 91 wild strains of E. faecalis produced the substance inhibiting
hemolysis caused by Staphylococcus aureus beta-hemolysin. Two out of five E. faecalis type stra-
ins and none of E. faecium strains appeared to be producers of the same substance. Inhibition of
the hemolysis was observed on all of the media tested, being the most pronounced with the use of
Blood Agar Base No. 4 (Imuna) and Columbia Agar Base (BBL) at pH 7.0-7.5 when cultured at
37 °C for 24 hours. The exosubstance lost its inhibitory effect after exposure to 70 °C for 15 min and
to 0.1% trypsin for 30 min. The inhibitory potential against staphylococcal hemolysis correlated
with the ability of strains to produce protease.
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Conclusion: About one third of wild E. faecalis strains produce a protease-like substance that
seems proteinaceous in nature and has an inhibitory effect on the hemolysis caused by Staphylo-

coccus aureus beta-hemolysin.

Key words: Enterococcus faecalis - Staphylococcus aureus — inhibition of hemolysis - protease.

Hemolytické uc¢inky mikrobu jsou prakticky vel-
mi dalezité, nebot napomahaji v laboratorni dia-
gnostice pii orientaénim uréovani vyrostlych kolo-
nii. Zajimava jsou i vzajemna pusobeni mezi
mikroby, at ve smyslu hemolytického synergismu
¢i antagonismu (15). Snad nejznaméjsi ukazkou
hemolytického synergismu je interakce stafyloko-
kového B-hemolyzinu s exosubstanci Streptococcus
agalactiae, dobie znama pod pojmem CAMP-test
(5). Opacnym jevem je hemolyticky antagonismus,
jehoz piikladem je reverzni CAMP-test, ktery
popsali ¢esti autoii Zahorova s Kubelkou (20)
a vysvétlili manzelé Souckovi (16). Jde o potladeni
stafylokokové hemolyzy vyvolané B-hemolyzinem
Staphylococcus aureus fosfolipazou D produkova-
nou Arcanobacterium haemolyticum.

Vr. 1997 si jeden z nas (M. V.) p#i rutinnim ode-
¢itani vzorku vsiml jevu podobného reverznimu
CAMP-testu, totiz hemolytického antagonismu na
krevnim agaru s plnou ovéi krvi mezi kmenem
Staphylococcus aureus produkujicim B-hemolyzin
a kmenem Enterococcus faecalis. Ponévadz tento
jev prozatim nebyl v literatute popsan, pokusila se
o jeho blizsi studium Vrbatova. Zjistila, ze latku
inhibujici stafylokokovy B-hemolyzin produkuje 55
% kmenu E. faecalis a zadny z izolovanych kment
Enterococcus faecium. Dale konstatovala, Zze
popsany jev je lépe hodnotitelny na agaru s prany-
mi ovéimi erytrocyty a nedochézi k nému na agaru
s erytrocyty lidskymi, konskymi ani krali¢imi (18).

Ponévadz nalezy enterokoku v klinickém materia-
lu jsou v dasledku jejich stale se zvysujici antibiotic-
ké rezistence stale vyznamnéjsi, rozhodli jsme se
tento jev podrobnéji charakterizovat, abychom zjisti-
li jeho pFipadny p¥inos pro diagnostiku enterokoki.

Material a metody

Testovano bylo 105 kmenu enterokokti, z nichz 100 pocha-
zelo z klinického materialu dodaného na Mikrobiologické
oddéleni Nemocnice Breclav. Z gynekologického materialu
bylo zachyceno 47 kmendu, z moce 8, ze stéru z uretry 7, z axi-
ly a zvukovodu novorozenct po 4, z ran 11, z vyplachu bron-
chta 1, z mocového katétru 7 a ze stéru klinikem bliZe neiden-
tifikovanych 11 kmenii. Zbylych 5 kment bylo ziskano z Ceské
sbirky mikroorganismt v Brné (kmeny E. faecalis CCM ¢.
1875, 2665, 4224, 3956 a 4647).

Kmeny enterokoku izolované z klinického materialu byly
predbézné identifikovany podle skupinového D-antigenu za
pouziti latexové aglutinace (PASTOREX STREP, Bio Rad).

Koneéna identifikace byla provedena pomoci komeréniho setu
API 20 STREP (Bio Mérieux). Ze 100 kmenu izolovanych z kli-
nického materialu bylo 91 (91 %) uréeno jako E. faecalis a 9
kmenu (9 %) jako E. faecium.

Kmen S. aureus (Mau 126/89) s produkei B-hemolyzinu byl
ziskan z Ceské narodni sbirky typovych kultur v Praze. Kmen
neprodukuje jiné typy hemolyzinu.

Hemolyticka interakce byla sledovana na krevnim agaru
pripraveném z téchto zakladu: Columbia Agar Base (BBL,
211124), Columbia Agar (Bio Mérieux, 51026), Blood Agar
Base (Bio-Rad, 64524), Blood Agar Base (Columbia) (Ferosa,
1-034), Columbia Blood Agar Base (HiMedia, M114), Zaklad
pre krvny agar ¢. 4 (Imuna), Columbia Agar Base (Merck,
10455) a Columbia Agar Base (Oxoid, CM331). K zakladum
bylo p¥idano 5 % sterilnich pranych ové¢ich erytrocytu.

Kmeny enterokoku byly ofkovany kratkou c¢arou kolmo
k ¢aie S. aureus Mau 126/89. Misky byly inkubovany 48 hodin
pri teplotach 24, 30, 37 a 42 °C. Hemolytické interakce se ode-
¢italy po 24 a 48 hodinach kultivace. V pozitivnim piipadé se
v misté styku stafylokokové a enterokokové cary projevilo
potlaéeni hemolyzy trojuhelnikového tvaru (obr. 1). Piedpokla-
danou exosubstanci jsme se z enterokoku pokusili izolovat
metodou podle Skalky et al. (14). Jeji uc¢innost jsme sledovali
obdobné: koncentrovana exosubstance byla nanesena klickou
kolmo k ¢ate stafylokoka. Izolovany inhibiéni produkt byl tes-
tovan na odolnost viéi zvysené teploté (od 15 do 60 minut pii
45,55 a 70 °C) a trypsinu (0,1% Trypsin 1:250 Difco v Tris-HC1
pufru o pH 8, 30 min p#i pokojové teploté). Produkce proteazy
byla stanovena na zakladé schopnosti kmene $tépit Zelatinu
jednak za pouziti ¢ernobilého osviceného negativu ponofeného
do zivného média (Columbia Broth Base, HiMedia), jednak kul-
tivaci v Nutrient Gelatine (HiMedia). Kmeny byly uchovavany
pri teploté -20 °C v kryozkumavkach (ITEST Kryobanka B).

Vysledky

Inhibice stafylokokové hemolyzy byla prokaza-
na u 33 terénnich (36 %) a 2 sbirkovych kmenu E.
faecalis (CCM 2665 a CCM 4647) a u zadného z 9
kmenu E. faecium. Hemolyticka interakce byla
sledovana na osmi typech pad, a prestoze intenzi-
ta inhibice hemolyzy se na jednotlivych pudach
lisila, bylo ji mozno hodnotit na vSech uvedenych
puadach. Nikdy vSak popisovana inhibice hemoly-
zy nebyla dplna (obr. 1).

Pro hodnoceni intenzity inhibi¢ni reakce byla
vat neZ schopnost enterokoka produkovat inhibi-
tor hemolyzy. Sitka zény hemolyzy stafylokoka se
totiz ligila u raznych typt pud, pii razném pH
a také v zavislosti na teploté a délce kultivace.

K nejvyraznéjsi inhibici stafylokokové hemoly-
zy dochazelo na ptdach Zaklad pre krvny agar
¢. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL), pii pH
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pad 7,0-7,5 a pii teploté 37 °C. Ve vétsiné pripa-
dia bylo nejlépe hodnotit reakci po 24 h. Po
48 h pak stafylokok hemolyzoval vyraznéji, a pro-
to byla inhibiéni interakce méné zietelna. Pii pH
<7,0 a pii pokojové teploté byla stafylokokova
hemolyza natolik tzka, Ze jeji inhibici nebylo
mozno hodnotit. P¥i teploté 42 °C a pH 8,0 byl na
jednotlivych typech pud vysledek hemolyzy
a inhibi¢ni interakce rozdilny, pii¢emz nejvyraz-
puadach pripravenych ze Zakladu pre krvny agar
¢. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL).

Pokud kmeny E. faecalis byly schopny inhibo-
vat hemolyzu vyvolanou f-hemolyzinem S. aure-
us, byla intenzita této inhibice u vSech kment
stejna, s vyjimkou dvou, u nichz bylo zjisténo, Ze
hydrolyzuji Zelatinu opozdéné.

Exosubstance izolovana z kment E. faecalis
nanesena k c¢aie S. aureus pusobila stejny efekt
jako kultura ptvodniho kmene. Vystaveni izolo-
vané latky teploté 70 °C po dobu 15 min, stejné
jako pusobeni 0,1% trypsinu po dobu 30 min zru-
§ilo jeji uCinek. VSechny kmeny E. faecalis, které
byly schopny inhibovat hemolyzu stafylokoka,
produkovaly proteazu. Reakci bylo mozno hodno-
tit jiz po 24 h; pouze u 2 kmenu, které hemolyzu
S. aureus inhibovaly slabéji, bylo nutno prodlou-
zit inkubaci na 48 h. Z kmenu, které hemolyzu
neinhibovaly, Zadny netvoril proteazu.

Diskuse

Ackoliv hemolyzou a hemolytickymi interakcemi
mezi dvojicemi rozliénych bakterialnich druha se
zabyva nesCetné mnozstvi autorti, hemolyticky
antagonismus mezi S. aureus s produkei -hemoly-
zinu a E. faecalis nebyl dosud v literatuie popsan.
V zadném piipadé vSak neni tak vyrazny jako anta-
gonismus mezi stafylokokovym p-hemolyzinem
a fosfolipazou D Arcanobacterium haemolyticum
v reverznim CAMP-testu. Zda se, Ze inhibici hemo-
lyzy S. aureus s produkei f-hemolyzinu nevyvola-
vaji véechny kmeny E. faecalis, ale pouze jejich ¢ast
(v nasem souboru dat se jednalo o 36 % kmenu),
nejde tedy o znak typicky pro cely tento druh. Inhi-
bici hemolyzy bylo moZno pti pouziti pranych
ovcich erytrocyt pozorovat — byt v rtizné intenzité
— na vSech pouzitych puadach a lze konstatovat, Ze
pro sledovani tohoto jevu je optimalni pH pudy
7,0-7,5 a kultivace pii 37 °C po dobu 24 h.

Ze 100 kment enterokokt izolovanych z ruz-
nych druht klinického materialu bylo 91 % kme-
nu identifikovano jako E. faecalis a 9 % kment
jako E. faecium. Schopnost potlaéovat hemolyzu
S. aureus Mau 126/89 s produkei B-hemolyzinu
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Obr. 1. Hemolyticky antagonismus mezi Staphylococcus aure-
us (Mau 126/89) s produkei B-hemolyzinu a kmeny Enteroco-
ccus faecalis. Na krevnim agaru s pranymi ovéimi erytrocyty
svisle roste S. aureus, kratké horizontalni linie jsou kmeny E.
faecalis (a, b — kmeny E. faecalis inhibujici hemolyzu S. aure-
us; ¢ — kmen E. faecalis neovliviiujici hemolyzu S. aureus).
Fig. 1. Inhibition of hemolytic activity of Staphylococcus aure-
us (Mau 126/89) beta-hemolysin by an exosubstance produced
by some Enterococcus faecalis strains on blood agar with was-
hed sheep erythrocytes. Vertical line: S. aureus, short hori-
zontal lines a, b: Enterococcus faecalis strains inhibiting
hemolysis caused by S. aureus; c: Enterococcus faecalis strain
with no effect on hemolysis caused by S. aureus

byla nalezena pouze u kmenu E. faecalis. Pocet
kmenu E. faecium je ovSem prili§ maly na to, aby
bylo mozno tvrdit, Ze E. faecium inhibici hemoly-
zy B-hemolytického kmene S. aureus nikdy
nezpusobuje. Nase zjisténi je vSak v tomto ohledu
shodné s vysledky prace Vrbatové (18), ktera rov-
néz uvadi, Ze inhibi¢ni reakci vyvolavaji pouze
kmeny E. faecalis.

Protoze vysoka teplota a trypsin tucinek izolo-
vané inhibi¢ni substance odstranovaly, 1ze ptred-
pokladat, Ze ma proteinovou povahu. Jednou
z latek, ktera je E. faecalis produkovana do
extracelularniho prostredi, je proteaza (6).
Fakt, ze se jedna o latku, kterou produkuji
vyluéné kmeny E. faecalis a nikdy ne kmeny E.
faecium (8), nas piivedl na myslenku, zda by
inhibitorem hemolyzy nemohla byt praveé prote-
aza. V literatuie jsme nalezli jedinou zminku
o kmeni E. faecium, ktery prechodné produko-
val protedzu, ale autoii sami jev diskutovali
jako raritni (3).

Zjistili jsme, Ze vSechny kmeny E. faecalis inhi-
bujici hemolyzu S. aureus Mau 126/89 produko-
valy proteazu a ze zadny kmen enterokoka, ktery
proteazu netvoril, inhibici hemolyzy nevytvaiel.
Pouze dva kmeny inhibovaly hemolyzu slabéji,
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a v tomto pripadé bylo nutno odecitat produkeci
proteazy o 24 h pozdéji. Mohlo se jednat o poma-
leji rostouci kmeny, u nichz dochazi k opozdéné-
mu prechodu rastu do faze stacionarni, a tudiz se
nastup tvorby proteazy mohl opozdit. Je totiz
znamo, Ze syntéza obou sledovanych exosubstan-
ci, jak B-hemolyzinu S. aureus, tak uvazované
proteazy, je zahajovana pti prechodu rastu z faze
exponencialni do faze stacionarni (2, 12, 13).

E. faecalis muze byt nositelem genu pro dva
typy proteaz, a sice pro GelE (Zn-metaloproteazu)
(19) a SprE (serinovou proteazu) (11). Oba enzymy
jsou Fizeny spolecnou skupinou genu a jsou spo-
le¢né prepisovany (9, 10, 12). V podminkéch rutin-
ni klinické laboratoie nebylo mozno rozlisit, ktera
z obou typu proteaz se podili na inhibici hemolyzy.

Pres vSechny uvedené udaje svédéici o tom, Ze
sledovanym inhibitorem hemolyzy muze byt prote-
aza, je nutno zduraznit, Ze se jedna pouze o pied-
poklad, ktery je zapottebi dale potvrdit. Jak jiz
bylo uvedeno, geny pro oba typy proteaz jsou rize-
ny spoleénou skupinou regulac¢nich gent (skupina
genu fsr). PonévadZ neni znamo, jak Sirokou sku-
pinu gent geny fsr ovliviiuji (a nevime, které geny
lezi za geny pro oba typy proteaz) (12), neni mozné
na zakladé nasi 100% shody mezi kmeny proteaza
pozitivnimi a kmeny inhibujicimi hemolyzu S.
aureus stavét tvrzeni, Ze onou exosubstanci zptso-
bujici inhibici hemolyzy S. aureus je skuteéné pro-
teaza. Procento kmenu E. faecalis s produkei pro-
teazy izolovanych z klinického materialu se
u jednotlivych autora velmi lisi (49-64 %) (4). Podil
nasich kmenu produkujicich proteazu (a zaroven
inhibujicich hemolyzu) byl 36 %, coz je znatelné
méné. Rozdil maze byt zptsoben rozdilnou metodi-
kou a také druhem vySetfovaného materialu,
nebot vesmés neslo o material odebirany ze zavaz-
nych infekénich procest (ve vySetfovaném souboru
prevladal gynekologicky material). Incidence pro-
dukce proteazy je totiz podstatné nizsi u kment
izolovanych od zdravych dobrovolnika (27 %) (1).

Je nutno zdaraznit, Ze béhem celé prace byly pii
pripravé krevniho agaru uréeného ke studiu hemo-
lytickych interakci pouZivany pouze prané ovéi
erytrocyty, ponévadz pti pouziti plné ovéi krve neni
vzdy snadné hemolytickou interakci hodnotit. To
muze byt zptsobeno piitomnosti vy$si koncentrace
proteind (¢imZz muze dochazet k vysyceni enzymu
substratem) (7) nebo plazmatickymi inhibitory
proteaz v séru pritomnymi (17). V bézné klinické
laboratori se tedy s timto typem hemolytické inter-
akce pravdépodobné setkame jen ziidka, takze ho
bude mozno jen tézko vyuzit v rutinni diagnostice.

Hlavnim zamérem této studie bylo upozornit
na inhibici hemolyzy S. aureus s produkci B-
hemolyzinu, kterou vyvolava éast kmenu E. fae-
calis. K inhibici hemolyzy dochazelo pti pouziti
pranych ovéich erytrocyti na vSech sledovanych
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pudach, pricemz byl popsany jev nejvyraznéjsi za
kultivaénich podminek optimalnich pro rast obou
mikrobt. Latkou inhibujici hemolyzu je s urcitou
pravdépodobnosti néktera z proteadz E. faecalis,
avsak tento piredpoklad je zapotiebi dale ovérit.
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