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Souhrn

Cíl: Náhodnû se zjistilo, Ïe nûkteré kmeny Enterococcus faecalis inhibují hemol˘zu Staphylococcus
aureus s produkcí β-hemolyzinu. Cílem práce bylo najít optimální podmínky pro vznik tohoto jevu
a pokusit se charakterizovat látku, která za nûj odpovídá.
Materiál a metodika: Celkem 91 kmenÛ z klinick˘ch vzorkÛ a 5 sbírkov˘ch kmenÛ E. faecalis a 9
kmenÛ E. faecium z klinick˘ch vzorkÛ bylo testováno na krevním agaru s 5 % ovãích erytrocytÛ
vyrobeném z tûchto základÛ: 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), Základ pre krvn˘ agar ã. 4 (Imuna), Columbia Agar Base (Merck,
10455) a Columbia Agar Base (Oxoid, CM331). Exosubstance produkovaná kmeny E. faecalis byla
izolována acetonovou precipitací a podrobena úãinku zv˘‰ené teploty a trypsinu.
V˘sledky: Ze souboru 91 kmenÛ E. faecalis z klinick˘ch vzorkÛ jich 33 (36 %) produkovalo látku,
která inhibovala hemol˘zu vyvolanou β-hemolyzinem S. aureus. Stejn˘ nález vykazovaly téÏ 2 z 5
sbírkov˘ch kmenÛ E. faecalis a Ïádn˘ kmen E. faecium. K inhibici hemol˘zy docházelo na v‰ech
testovan˘ch pÛdách. Popsan˘ jev byl nejv˘raznûj‰í na krevních agarech pfiipraven˘ch ze Základu
pre krvn˘ agar ã. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL) pfii pH pÛd 7,0–7,5 a za kultivace pfii
37 °C po dobu 24 hod. Stejn˘ úãinek mûla substance izolovaná z pozitivních kmenÛ. Tento úãinek
zru‰ilo vystavení látky teplotû 70 °C po dobu 15 min, stejnû jako pÛsobení 0,1% trypsinu po dobu
30 min. Schopnost kmene inhibovat stafylokokovou hemol˘zu korelovala s jeho schopností pro-
dukovat proteázu.
Závûr: Asi tfietina kmenÛ E. faecalis pocházejících z klinick˘ch vzorkÛ produkuje substanci prav-
dûpodobnû proteinové povahy a charakteru proteázy, která ãásteãnû potlaãuje hemol˘zu zpÛso-
benou β-hemolyzinem S. aureus.

Klíãová slova: Enterococcus faecalis – Staphylococcus aureus – inhibice hemol˘zy – proteáza.

Summary

Vítková A., Votava M.: Inhibition of Hemolytic Activity of Staphylococcus aure-
us β-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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Hemolytické úãinky mikrobÛ jsou prakticky vel-
mi dÛleÏité, neboÈ napomáhají v laboratorní dia-
gnostice pfii orientaãním urãování vyrostl˘ch kolo-
nií. Zajímavá jsou i vzájemná pÛsobení mezi
mikroby, aÈ ve smyslu hemolytického synergismu
ãi antagonismu (15). Snad nejznámûj‰í ukázkou
hemolytického synergismu je interakce stafyloko-
kového β-hemolyzinu s exosubstancí Streptococcus
agalactiae, dobfie známá pod pojmem CAMP-test
(5). Opaãn˘m jevem je hemolytick˘ antagonismus,
jehoÏ pfiíkladem je reverzní CAMP-test, kter˘
popsali ãe‰tí autofii Záhorová s Kubelkou (20)
a vysvûtlili manÏelé Souãkovi (16). Jde o potlaãení
stafylokokové hemol˘zy vyvolané β-hemolyzinem
Staphylococcus aureus fosfolipázou D produkova-
nou Arcanobacterium haemolyticum.

V r. 1997 si jeden z nás (M. V.) pfii rutinním ode-
ãítání vzorkÛ v‰iml jevu podobného reverznímu
CAMP-testu, totiÏ hemolytického antagonismu na
krevním agaru s plnou ovãí krví mezi kmenem
Staphylococcus aureus produkujícím β-hemolyzin
a kmenem Enterococcus faecalis. PonûvadÏ tento
jev prozatím nebyl v literatufie popsán, pokusila se
o jeho bliÏ‰í studium Vrbatová. Zjistila, Ïe látku
inhibující stafylokokov˘ β-hemolyzin produkuje 55
% kmenÛ E. faecalis a Ïádn˘ z izolovan˘ch kmenÛ
Enterococcus faecium. Dále konstatovala, Ïe
popsan˘ jev je lépe hodnotiteln˘ na agaru s pran˘-
mi ovãími erytrocyty a nedochází k nûmu na agaru
s erytrocyty lidsk˘mi, koÀsk˘mi ani králiãími (18).

PonûvadÏ nálezy enterokokÛ v klinickém materiá-
lu jsou v dÛsledku jejich stále se zvy‰ující antibiotic-
ké rezistence stále v˘znamnûj‰í, rozhodli jsme se
tento jev podrobnûji charakterizovat, abychom zjisti-
li jeho pfiípadn˘ pfiínos pro diagnostiku enterokokÛ.

Materiál a metody

Testováno bylo 105 kmenÛ enterokokÛ, z nichÏ 100 pochá-
zelo z klinického materiálu dodaného na Mikrobiologické
oddûlení Nemocnice Bfieclav. Z gynekologického materiálu
bylo zachyceno 47 kmenÛ, z moãe 8, ze stûrÛ z uretry 7, z axi-
ly a zvukovodu novorozencÛ po 4, z ran 11, z v˘plachu bron-
chÛ 1, z moãového katétru 7 a ze stûrÛ klinikem blíÏe neiden-
tifikovan˘ch 11 kmenÛ. Zbyl˘ch 5 kmenÛ bylo získáno z âeské
sbírky mikroorganismÛ v Brnû (kmeny E. faecalis CCM ã.
1875, 2665, 4224, 3956 a 4647).

Kmeny enterokokÛ izolované z klinického materiálu byly
pfiedbûÏnû identifikovány podle skupinového D-antigenu za
pouÏití latexové aglutinace (PASTOREX STREP, Bio Rad).

Koneãná identifikace byla provedena pomocí komerãního setu
API 20 STREP (Bio Mérieux). Ze 100 kmenÛ izolovan˘ch z kli-
nického materiálu bylo 91 (91 %) urãeno jako E. faecalis a 9
kmenÛ (9 %) jako E. faecium.

Kmen S. aureus (Mau 126/89) s produkcí β-hemolyzinu byl
získán z âeské národní sbírky typov˘ch kultur v Praze. Kmen
neprodukuje jiné typy hemolyzinÛ.

Hemolytická interakce byla sledována na krevním agaru
pfiipraveném z tûchto základÛ: 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), Základ
pre krvn˘ agar ã. 4 (Imuna), Columbia Agar Base (Merck,
10455) a Columbia Agar Base (Oxoid, CM331). K základÛm
bylo pfiidáno 5 % sterilních pran˘ch ovãích erytrocytÛ.

Kmeny enterokokÛ byly oãkovány krátkou ãarou kolmo
k ãáfie S. aureus Mau 126/89. Misky byly inkubovány 48 hodin
pfii teplotách 24, 30, 37 a 42 °C. Hemolytické interakce se ode-
ãítaly po 24 a 48 hodinách kultivace. V pozitivním pfiípadû se
v místû styku stafylokokové a enterokokové ãáry projevilo
potlaãení hemol˘zy trojúhelníkového tvaru (obr. 1). Pfiedpoklá-
danou exosubstanci jsme se z enterokokÛ pokusili izolovat
metodou podle Skalky et al. (14). Její úãinnost jsme sledovali
obdobnû: koncentrovaná exosubstance byla nanesena kliãkou
kolmo k ãáfie stafylokoka. Izolovan˘ inhibiãní produkt byl tes-
tován na odolnost vÛãi zv˘‰ené teplotû (od 15 do 60 minut pfii
45, 55 a 70 °C) a trypsinu (0,1% Trypsin 1:250 Difco v Tris-HCl
pufru o pH 8, 30 min pfii pokojové teplotû). Produkce proteázy
byla stanovena na základû schopnosti kmene ‰tûpit Ïelatinu
jednak za pouÏití ãernobílého osvíceného negativu ponofieného
do Ïivného média (Columbia Broth Base, HiMedia), jednak kul-
tivací v Nutrient Gelatine (HiMedia). Kmeny byly uchovávány
pfii teplotû -20 °C v kryozkumavkách (ITEST Kryobanka B).

V˘sledky

Inhibice stafylokokové hemol˘zy byla prokázá-
na u 33 terénních (36 %) a 2 sbírkov˘ch kmenÛ E.
faecalis (CCM 2665 a CCM 4647) a u Ïádného z 9
kmenÛ E. faecium. Hemolytická interakce byla
sledována na osmi typech pÛd, a pfiestoÏe intenzi-
ta inhibice hemol˘zy se na jednotliv˘ch pÛdách
li‰ila, bylo ji moÏno hodnotit na v‰ech uveden˘ch
pÛdách. Nikdy v‰ak popisovaná inhibice hemol˘-
zy nebyla úplná (obr. 1).

Pro hodnocení intenzity inhibiãní reakce byla
dÛleÏitûj‰í míra schopnosti stafylokoka hemolyzo-
vat neÏ schopnost enterokoka produkovat inhibi-
tor hemol˘zy. ·ífika zóny hemol˘zy stafylokoka se
totiÏ li‰ila u rÛzn˘ch typÛ pÛd, pfii rÛzném pH
a také v závislosti na teplotû a délce kultivace.

K nejv˘raznûj‰í inhibici stafylokokové hemol˘-
zy docházelo na pÛdách Základ pre krvn˘ agar 
ã. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL), pfii pH

12

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.
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pÛd 7,0–7,5 a pfii teplotû 37 °C. Ve vût‰inû pfiípa-
dÛ bylo nejlépe hodnotit reakci po 24 h. Po
48 h pak stafylokok hemolyzoval v˘raznûji, a pro-
to byla inhibiãní interakce ménû zfietelná. Pfii pH
<7,0 a pfii pokojové teplotû byla stafylokoková
hemol˘za natolik úzká, Ïe její inhibici nebylo
moÏno hodnotit. Pfii teplotû 42 °C a pH 8,0 byl na
jednotliv˘ch typech pÛd v˘sledek hemol˘zy
a inhibiãní interakce rozdíln˘, pfiiãemÏ nejv˘raz-
nûj‰í inhibice hemol˘zy byla pozorována opût na
pÛdách pfiipraven˘ch ze Základu pre krvn˘ agar
ã. 4 (Imuna) a Columbia Agar Base (BBL).

Pokud kmeny E. faecalis byly schopny inhibo-
vat hemol˘zu vyvolanou β-hemolyzinem S. aure-
us, byla intenzita této inhibice u v‰ech kmenÛ
stejná, s v˘jimkou dvou, u nichÏ bylo zji‰tûno, Ïe
hydrolyzují Ïelatinu opoÏdûnû.

Exosubstance izolovaná z kmenÛ E. faecalis
nanesená k ãáfie S. aureus pÛsobila stejn˘ efekt
jako kultura pÛvodního kmene. Vystavení izolo-
vané látky teplotû 70 °C po dobu 15 min, stejnû
jako pÛsobení 0,1% trypsinu po dobu 30 min zru-
‰ilo její úãinek. V‰echny kmeny E. faecalis, které
byly schopny inhibovat hemol˘zu stafylokoka,
produkovaly proteázu. Reakci bylo moÏno hodno-
tit jiÏ po 24 h; pouze u 2 kmenÛ, které hemol˘zu
S. aureus inhibovaly slabûji, bylo nutno prodlou-
Ïit inkubaci na 48 h. Z kmenÛ, které hemol˘zu
neinhibovaly, Ïádn˘ netvofiil proteázu.

Diskuse

Aãkoliv hemol˘zou a hemolytick˘mi interakcemi
mezi dvojicemi rozliãn˘ch bakteriálních druhÛ se
zab˘vá nesãetné mnoÏství autorÛ, hemolytick˘
antagonismus mezi S. aureus s produkcí β-hemoly-
zinu a E. faecalis nebyl dosud v literatufie popsán.
V Ïádném pfiípadû v‰ak není tak v˘razn˘ jako anta-
gonismus mezi stafylokokov˘m β-hemolyzinem
a fosfolipázou D Arcanobacterium haemolyticum
v reverzním CAMP-testu. Zdá se, Ïe inhibici hemo-
l˘zy S. aureus s produkcí β-hemolyzinu nevyvolá-
vají v‰echny kmeny E. faecalis, ale pouze jejich ãást
(v na‰em souboru dat se jednalo o 36 % kmenÛ),
nejde tedy o znak typick˘ pro cel˘ tento druh. Inhi-
bici hemol˘zy bylo moÏno pfii pouÏití pran˘ch
ovãích erytrocytÛ pozorovat – byÈ v rÛzné intenzitû
– na v‰ech pouÏit˘ch pÛdách a lze konstatovat, Ïe
pro sledování tohoto jevu je optimální pH pÛdy
7,0–7,5 a kultivace pfii 37 °C po dobu 24 h.

Ze 100 kmenÛ enterokokÛ izolovan˘ch z rÛz-
n˘ch druhÛ klinického materiálu bylo 91 % kme-
nÛ identifikováno jako E. faecalis a 9 % kmenÛ
jako E. faecium. Schopnost potlaãovat hemol˘zu
S. aureus Mau 126/89 s produkcí β-hemolyzinu

byla nalezena pouze u kmenÛ E. faecalis. Poãet
kmenÛ E. faecium je ov‰em pfiíli‰ mal˘ na to, aby
bylo moÏno tvrdit, Ïe E. faecium inhibici hemol˘-
zy β-hemolytického kmene S. aureus nikdy
nezpÛsobuje. Na‰e zji‰tûní je v‰ak v tomto ohledu
shodné s v˘sledky práce Vrbatové (18), která rov-
nûÏ uvádí, Ïe inhibiãní reakci vyvolávají pouze
kmeny E. faecalis.

ProtoÏe vysoká teplota a trypsin úãinek izolo-
vané inhibiãní substance odstraÀovaly, lze pfied-
pokládat, Ïe má proteinovou povahu. Jednou
z látek, která je E. faecalis produkovaná do
extracelulárního prostfiedí, je proteáza (6).
Fakt, Ïe se jedná o látku, kterou produkují
v˘luãnû kmeny E. faecalis a nikdy ne kmeny E.
faecium (8), nás pfiivedl na my‰lenku, zda by
inhibitorem hemol˘zy nemohla b˘t právû prote-
áza. V literatufie jsme nalezli jedinou zmínku
o kmeni E. faecium, kter˘ pfiechodnû produko-
val proteázu, ale autofii sami jev diskutovali
jako raritní (3).

Zjistili jsme, Ïe v‰echny kmeny E. faecalis inhi-
bující hemol˘zu S. aureus Mau 126/89 produko-
valy proteázu a Ïe Ïádn˘ kmen enterokoka, kter˘
proteázu netvofiil, inhibici hemol˘zy nevytváfiel.
Pouze dva kmeny inhibovaly hemol˘zu slabûji,
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Obr. 1. Hemolytick˘ antagonismus mezi Staphylococcus aure-
us (Mau 126/89) s produkcí β-hemolyzinu a kmeny Enteroco-
ccus faecalis. Na krevním agaru s pran˘mi ovãími erytrocyty
svisle roste S. aureus, krátké horizontální linie jsou kmeny E.
faecalis (a, b – kmeny E. faecalis inhibující hemol˘zu S. aure-
us; c – kmen E. faecalis neovlivÀující hemol˘zu 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
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a v tomto pfiípadû bylo nutno odeãítat produkci
proteázy o 24 h pozdûji. Mohlo se jednat o poma-
leji rostoucí kmeny, u nichÏ dochází k opoÏdûné-
mu pfiechodu rÛstu do fáze stacionární, a tudíÏ se
nástup tvorby proteázy mohl opozdit. Je totiÏ
známo, Ïe syntéza obou sledovan˘ch exosubstan-
cí, jak β-hemolyzinu S. aureus, tak uvaÏované
proteázy, je zahajována pfii pfiechodu rÛstu z fáze
exponenciální do fáze stacionární (2, 12, 13).

E. faecalis mÛÏe b˘t nositelem genÛ pro dva
typy proteáz, a sice pro GelE (Zn-metaloproteázu)
(19) a SprE (serinovou proteázu) (11). Oba enzymy
jsou fiízeny spoleãnou skupinou genÛ a jsou spo-
leãnû pfiepisovány (9, 10, 12). V podmínkách rutin-
ní klinické laboratofie nebylo moÏno rozli‰it, která
z obou typÛ proteáz se podílí na inhibici hemol˘zy.

Pfies v‰echny uvedené údaje svûdãící o tom, Ïe
sledovan˘m inhibitorem hemol˘zy mÛÏe b˘t prote-
áza, je nutno zdÛraznit, Ïe se jedná pouze o pfied-
poklad, kter˘ je zapotfiebí dále potvrdit. Jak jiÏ
bylo uvedeno, geny pro oba typy proteáz jsou fiíze-
ny spoleãnou skupinou regulaãních genÛ (skupina
genÛ fsr). PonûvadÏ není známo, jak ‰irokou sku-
pinu genÛ geny fsr ovlivÀují (a nevíme, které geny
leÏí za geny pro oba typy proteáz) (12), není moÏné
na základû na‰í 100% shody mezi kmeny proteáza
pozitivními a kmeny inhibujícími hemol˘zu S.
aureus stavût tvrzení, Ïe onou exosubstancí zpÛso-
bující inhibici hemol˘zy S. aureus je skuteãnû pro-
teáza. Procento kmenÛ E. faecalis s produkcí pro-
teázy izolovan˘ch z klinického materiálu se
u jednotliv˘ch autorÛ velmi li‰í (49–64 %) (4). Podíl
na‰ich kmenÛ produkujících proteázu (a zároveÀ
inhibujících hemol˘zu) byl 36 %, coÏ je znatelnû
ménû. Rozdíl mÛÏe b˘t zpÛsoben rozdílnou metodi-
kou a také druhem vy‰etfiovaného materiálu,
neboÈ vesmûs ne‰lo o materiál odebíran˘ ze závaÏ-
n˘ch infekãních procesÛ (ve vy‰etfiovaném souboru
pfievládal gynekologick˘ materiál). Incidence pro-
dukce proteázy je totiÏ podstatnû niÏ‰í u kmenÛ
izolovan˘ch od zdrav˘ch dobrovolníkÛ (27 %) (1).

Je nutno zdÛraznit, Ïe bûhem celé práce byly pfii
pfiípravû krevního agaru urãeného ke studiu hemo-
lytick˘ch interakcí pouÏívány pouze prané ovãí
erytrocyty, ponûvadÏ pfii pouÏití plné ovãí krve není
vÏdy snadné hemolytickou interakci hodnotit. To
mÛÏe b˘t zpÛsobeno pfiítomností vy‰‰í koncentrace
proteinÛ (ãímÏ mÛÏe docházet k vysycení enzymu
substrátem) (7) nebo plazmatick˘mi inhibitory
proteáz v séru pfiítomn˘mi (17). V bûÏné klinické
laboratofii se tedy s tímto typem hemolytické inter-
akce pravdûpodobnû setkáme jen zfiídka, takÏe ho
bude moÏno jen tûÏko vyuÏít v rutinní diagnostice.

Hlavním zámûrem této studie bylo upozornit
na inhibici hemol˘zy S. aureus s produkcí β-
hemolyzinu, kterou vyvolává ãást kmenÛ E. fae-
calis. K inhibici hemol˘zy docházelo pfii pouÏití
pran˘ch ovãích erytrocytÛ na v‰ech sledovan˘ch

pÛdách, pfiiãemÏ byl popsan˘ jev nejv˘raznûj‰í za
kultivaãních podmínek optimálních pro rÛst obou
mikrobÛ. Látkou inhibující hemol˘zu je s urãitou
pravdûpodobností nûkterá z proteáz E. faecalis,
av‰ak tento pfiedpoklad je zapotfiebí dále ovûfiit.
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