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Faktory virulencie a mechanizmy rezistencie voci
aminoglykozidom u klinickych izolatov Enterococcus
faecalis a Enterococcus faecium rezistentnych vocéi
vysokym hladinam gentamicinu
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Suhrn

Grampozitivne baktérie Enterococcus faecalis a E. faecium sui komensalne organizmy, ktoré sa
pod vplyvom selekéného tlaku menia na pévodcov infekénych ochoreni. Z dévodu prirodzenej
rezistencie a efektivnych mechanizmov prenosu genetického materialu je terapia enterokokovych
ochoreni naro¢na. V antiinfekénej terapii maju vyznamné postavenie aminoglykozidy. Bakteri-
cidny uéinok, vhodné farmakokinetické vlastnosti a synergické posobenie s beta-laktamami a gly-
kopeptidmi podporuju ich pouZivanie v terapeutickej praxi. K hlavnym mechanizmom rezistencie
voéi aminoglykozidom patri enzymaticka inaktivacia antibiotika aminoglykozid=modifikujacimi
enzymami (AGMEs), ktoré sa lisia schopnostou inaktivovat rozdielne spektrum aminoglykozidov.
K patogenite enterokokov prispievaji nemalou mierou aj faktory virulencie, ktorych participacia
v patogenéze infekénych ochoreni je zatial nedostatoéne objasnena. Vlastnosti enterokokov ako
produkcia beta-hemolyzinu (Hly), Zelatinazy (Gel), agregaénej substancie (AS) a syntéza entero-
kokového povrchového proteinu (Esp) patria medzi najcastejSie Sstudované potencialne faktory
virulencie.

Kluéové slova: Enterococcus faecalis - E. faecium - aminoglykozidy - rezistencia - faktory viru-
lencie.

Summary

Filipova M., Bujdakova H.: Factors of Virulence and Mechanisms of Resistan-
ce to Aminoglycosides in Clinical Isolates of Enterococcus faecalis and Entero-
coccus faecium with High-level Gentamicin Resistance

Enterococcus faecalis and E. faecium are grampositive commensal bacteria that may become pat-
hogenic under the selection pressure. In view of natural resistance and effective mechanisms of
genetic transfer, the treatment of enterococcal diseases is rather complicated. Aminoglycosides
are clinically relevant antimicrobials that are frequently prescribed in practice since having good
pharmacokinetics and showing synergism with beta-lactam and glycopeptides. One of the major
mechanisms involved in aminoglycoside resistance is inactivation of the antibiotic agent by ami-
noglycoside-modifying enzymes (AGMEs) differing in the capacity for inactivation of specific
types of aminoglycosides. The factors of virulence are also involved in enterococcal pathogenici-
ty but their role in the pathogenesis of infectious diseases remains unclear. Production of beta-
hemolysin (Hly), gelatinase (Gel), and aggregation substance (AS), and synthesis of enterococcal
surface protein (Esp) are among the most frequently studied potential virulence factors.

Key words: Enterococcus faecalis — E. faecium - aminoglycosides - resistance - factors of virulen-
ce.
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Charakterizacia rodu Enterococcus

Zo systematického hladiska sa rod Enteroco-
ccus zaraduje do celade Enterococcaceae, radu
Lactobacillales, do triedy Bacilli a kmena Firmi-
cutes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).
Prvu klasifikaéni schému navrhol v roku 1937
Sherman. Rozdelil v nej streptokoky do S$tyroch
skupin: pyogénne, viridujtce, laktujtice a entero-
koky. Medzi enterokoky radil tie mikroorganizmy,
ktoré rastli pri 10 °C az 45 °C, v prostredi s 6,5%
NaCl, pri pH 9,6, prezivali pri 60 °C po dobu 30
minuit a boli schopné hydrolyzovat eskulin, tole-
rovat pritomnost azidu sodného a koncentrova-
nych zléovych kyselin [32, 57, 80, 81]. Klasifika¢-
na schéma koreluje so sérologickou schémou
vytvorenou doktorkou Lancefieldovou z roku
1930, ktora zostavila systém na zaklade pritom-
nosti skupinového D antigénu (glycerol-teichoova
kyselina) viazaného na cytoplazmatickti membra-

u [57]. Niektori druhovi zastupcovia (E. avium)
sd v8ak schopni pozitivne reagovat aj na pridanie
Q antiséra, ¢o suvisi s antigénnou variabilitou
cytoplazmatickej membrany enterokokov [81].

Rod Enterococcus zahtfna 33 druhov rézneho
epidemiologického a klinického vyznamu (http:
//'www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). Schopnost
navodif infekény proces u c¢loveka ma spolu
najmenej 12 druhov [56]. E. faecalis a E. faecium
patria medzi najcastejSie izolovanych povodcov
infekénych ochoreni, k menej ¢astym sa zara-
duja druhy ako E. hirae, E. casseliflavus, E. gal-
linarum, E. mundtii a E. durans [25, 36, 39].
Vyluéne z environmentalneho prostredia moézu
byt izolované druhy ako E. sulfurens, E. rottae,
E. moraviensis a iné [34].

Enterokoky (,enteric cocci®) si grampozitivne
baktérie. Svojou morfolégiou a fyziolégiou su
prispdsobené komensalnemu spdsobu Zivota [35].
Vyskytuja sa samostatne, alebo v paroch (diplo-
koky) a retiazkach [29]. St ovoidného tvaru
s rozmermi 0,6-2,0x0,6-2,5 um. Niektoré sa
pohybuja pomocou bi¢ika. Netvoria endospory.
U niekolkych zastupcov bola pozorovana produk-
cia zltého pigmentu [49]. Experimentalne sa
podarilo purifikovat kapsularne polysacharidy
z klinickych izolatov E. faecalis a E. faecium [24,
28, 88].

Enterokoky nesyntetizuju katalazu, hoci niek-
toré kmene produkuju pseudokatalazu [82]. Su
fakultativne anaerézbne, chemoorganohetero-
trofné s fermentativnym typom metabolizmu,
neobsahuju cytochromy [81]. Hydrolyzuja LAP
(leucine-B-naphtylamid) a PYR (pyrrolindolyl-f-
naphtylamid). Niektoré druhy produkuju hemo-
lyzin (cytolyzin) s lytickym uéinkom na Tudské,
konské a krali¢ie erytrocyty. Pocas kultivacie
enterokokov na krvnom agare mozeme pozorovat
rast drobnych bielych aZz sivych, niekedy tiez
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nazltkastych kolénii so zénou o, B alebo y hemo-
lyzy [57, 81].

Vo vyskumnom pracovisku The Institute for
Genomics Research (TIGR) (USA) bola realizova-
na sekvencéna analyza genomu E. faecalis V583
a v laboratoriu The Joint Genome Institute of the
Department of Energy (USA) genému E. faecium
ATCC BAA-472 [66, 97], http:/www.jgi.doe.gov.
Dizka cirkularnej chromozomalnej DNA bola sta-
novena na 3,2x106 bp s obsahom baz G+C 37,5 %
a zasttipenim 3,3x103 otvorenych &itacich ramcov.
Extrachromozomalna DNA bola reprezentovana
tromi plazmidmi: pTEF1, pTEF2 a pTEF3 [70],
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. 25 % gen6émove;j
DNA bolo tvorenych mobilnymi elementami
a cudzorodou DNA [66, 97]. Tato vysoka akumu-
lacia mobilnych elementov v genéme enterokokov
sved¢i o efektivnom Sireni génov rezistencie
a faktorov virulencie medzi baktériami [66].

Enterokoky st po6vodcami endokarditid [12,
38], infekcii urinarneho traktu a chirurgickych
ran [1, 54, 57, 91, 92]. Boli izolované zo zmieSa-
nych intraabdominalnych a panvovych infekeii,
bakterémii, neonatalnych meningitid a vo vzac-
nych pripadoch sa vyskytli aj pri osteomyeliti-
dach a pltdcnych ochoreniach [27, 47, 57].

Rozsirenie enterokokov je ubikvitné. Podielaju
sa na kolonizacii epitelidlnej vystelky gastroin-
testinalneho traktu ludi aj zvierat [56, 57], distal-
nej Casti uretry a genitalneho traktu Zien [57].
Izolované boli z environmentalneho prostredia,
najmi z rastlin, vody, hmyzu, mlieénych produk-
tov a roznych inych potravin [81]. Enterokoky
maju vyznamné postavenie v mliekarenskom
priemysle (zretie syrov) [19], pre vysoky obsah vo
feces (108/g feces) sa vyuZivaju ako indikatory
fekalneho znecistenia [16, 88] a st prinosom vo
vyzive obyvatelstva ako probioticka kultara [50].

Aminoglykozidy, mechanizmus pésobenia
a mechanizmy rezistencie

Aminoglykozidy patria do skupiny Sirokospekt-
ralnych antibiotik s baktericidnym tuc¢inkom na
aerébne a fakultativne anaerdbne baktérie [22].
K doélezitym pozitivhym vlastnostiam patria
synergické terapeutické posobenie s antibiotika-
mi inhibujdcimi syntézu bunkovej steny a predik-
tivna farmakokinetika [53]. Dlhodobé uzivanie
vedie k vaznemu poSkodeniu organizmu, k oto-
a nefrotoxicite [42, 52]. Napriek tymto negativ-
nym vlastnostiam maju dlhodobé uplatnenie
v terapeutickej praxi.

Aminoglykozidy st hydrofilné molekuly zloZzené
z dvoch, troch alebo $tyroch cyklickych sacharido-
vych jednotiek spojenych O-glykozidickou vézbou.
Aminocyklitolovy kruh vznikd spojenim sachari-
dovych jednotiek 6-amino-6-deoxyglukoézy a strep-
taminu, 2-deoxystreptaminu alebo fortaminu. Tre-
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Obr. 1. Schematické znazornenie prebiehajicej prokaryotickej syntézy proteinov a miesto vazby aminoglykozidov na podjednotke 30S

Fig. 1. Diagrammatic representation of proteosynthesis in procaryotic cells and the site of aminoglycoside binding to subunit 30S

tiu a Stvrtd podjednotku predstavuje variabilny
aminosacharid, ktory rozhoduje o vyslednych
vlastnostiach aminoglykozidového antibiotika.
Funkénymi skupinami si amino a hydroxy skupi-
ny, ktoré determinuju celkovy naboj molekuly
a afinitu k molekulam rRNA [42, 53, 83]. U ami-
noglykozidov bola zaznamenana zvySena afinita
k prokaryotickym 70S ribozémom, ale pri vyssich
koncentraciach a dlhodobom pouzivani posobia aj
na proteosyntézu eukaryotickych buniek [42, 70].
Prirodzeni producenti aminoglykozidov st chra-
neni pred vlastnym, seba zni¢ujicim uéinkom,
syntetizovanim 16S rRNA metyltransferazy [94].

Viazba aminoglykozidov na fMetRNA inhibuje
vznik inicia¢ného komplexu. Po¢as syntézy pepti-
dov interferuja aj s 16S rRNA na malej ribozo-
malnej podjednotke 30S, a tym brania elongacii
nascentného refazca aminokyselin (obr. 1). Vazba
aminoglykozidov na ribozémy vedie k naruseniu
spravneho prekladu genetického kodu a k synté-
ze nefunkénych alebo funkéne pozmenenych pep-
tidov. Dochadza k inhibicii bunkového metaboliz-
mu, ¢o sa prejavuje celkovym baktericidnym
uéinkom [22, 44].

Pasivny transport aminoglykozidov do cielovej
bunky na zaklade koncentraé¢ného gradientu
neprebieha. Dévodom st znacéné rozmery antibio-
tika, ktoré brania transportu cez porinové kanaly
v membrane [33, 52]. Aktivny transport cez cyto-
plazmaticki membranu je energicky zavisly [3].
Potrebny prisun energie je vSak z dovodu fakulta-
tivne anaerébneho metabolizmu enterokokov
nedostatoény [2, 30]. Spominané fakty sa hlavny-
mi dévodmi tolerancie enterokokov voéi nizkym

koncentraciam aminoglykozidov a teda ich pri-
rodzenej rezistencii voci tejto skupine antibiotik.
Ziskana rezistencie je reprezentovana troma
mechanizmami: zmenou vo vazobnom mieste cie-
Tového ribozému, zniZenou permeabilitou a pro-
dukciou modifikujicich enzymov. Prvé dva
mechanizmy su vysledkom chromozomalne;j
mutacie, zatial ¢o produkcia enzymov je kodova-
na génmi lokalizovanymi na prenosnych transpo-
zénoch a plazmidoch [46]. Aberantné proteiny
vzniknuté nespravnym prekladom genetického
kédu sa zabudovanim do bunkovej membrany
stavaju zodpovedné za zmeny v permeabilite
a prispievajua k zvySeniu transportu aminoglyko-
zidovych antibiotik do bunky [4]. V pripade rastu
enterokokov v prostredi aminoglykozidov a peni-
cilinov alebo glykopeptidov dochadza k vyrazné-
mu zvySeniu transportu aminoglykozidov do cyto-
solu. Spominané antibiotika pdsobia inhibi¢ne na
urovni syntézy bunkovej steny, nariasaju jej inte-
gritu a vzniknuté perforacie umoznuju prechod
aminoglykozidovych antibiotik. Tato vzajomné
spolupraca antibiotik sa oznacuje pojmom syner-
gizmus [57]. Rezistencia enterokokov voéi vyso-
kym koncentraciam aminoglykozidov (high-level
resistance, HLR) je spojena s produkciou $irokého
spektra AGMEs [7, 8, 30, 41]. Klinické izolaty
s vlastnostou HLR voéi aminoglykozidom su
nasledne rezistentné aj voci synergickému ucéinku
s B-laktamami a glykopeptidmi, ¢o vylucuje moz-
nost pouzitia ich kombinéacie v terapii [30, 64].
Aminoglykozid-modifikujice enzymy sa rov-
nako ako u gramnegativnych baktérii reprezen-
tované troma zakladnymi skupinami enzymov
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Tab. 1. Aminoglykozid-modifikujuce enzymy enterokokov a ich substratové profily [30]

Table 1. Aminoglykoside-modifying enzymes of enterococci and their resistance profiles [30]

Enzym Aminoglykozidy
GEN TOB AMI KAN NET STR

Aac(6)-Ie-Aph(2“)-Ta R R R R R S
Aph(2“)-Ib R R S R R S
Aph(2“)-Ic R R S R S S
Aph(2“)-1d R R S R R S
Aph(39)-I11a S S R R S S
Aac(6°)-Ii S R S R R S
Ant(3)-Ia S S S S S R
Ant(49-Ia S R R R S S
Ant(69)-Ia S S S S S R

R - resistant, S — sensitive, Aac — aminoglykozid-N-acetyltransferaza, Aph — aminoglykozid-O-fosfotransferaza, Ant — amino-
glykozid-O-nukleotidyltransferaza, GEN — gentamicin, TOB — tobramycin, AMI — amikacin, KAN — kanamycin, NET — netilmi-

cin, STR — streptomycin

[94]: Aac-aminoglykozid-N-acetylaza, Ant-ami-
noglykozid-O-nukleotidyltransferdza, Aph-ami-
noglykozid-O-fosfotransferaza. U klinickych izo-
latov enterokokov ma z terapeutického hladiska
svoje opodstatnenie stanovenie HLR vodéi genta-
micinu a streptomycinu. Ak su klinické izolaty
rezistentné voci vysokym koncentracidm genta-
micinu (MIC>512 pg/ml), je mozné s vysokou
pravdepodobnostou predpokladat, Ze rezistencia
je spbsobena produkciou bifunkcionalneho
enzymu Aac(6‘)-Ie-Aph(29)-Ia, ktory modifikuje
vSetky v terapii pouzivané aminoglykozidy
okrem streptomycinu (tab. 1). Samotny enzym
bol zatial detegovany len u relativne pribuz-
nych druhov: Enterococcus spp., Staphylococcus
aureus a Streptococcus mitis [31, 37]. Okrem
bifunkcionalneho enzymu vedie k rezistencii
voli vysokym hladinam gentamicinu aj produk-
cia enzymov Aph(2“)-Ib, Aph(2“)-Id. Detekcia
tychto enzymov na molekuldarnej drovni je
potrebna v situacii, ked u izolatov s HLR voci
gentamicinu nebol detegovany gén aac(6‘)-Ie-
aph(2“)-Ia [30]. Okrem HLR voéi gentamicinu
bola popisana aj MLR (mid-level resistance)
(MIC=256 ug/ml) sprostredkovana Aph(2)-Ic.
Vyskyt Aph(2“)-Ib, Aph(2“)-Ic, Aph(2“)-Id je

v porovnani s vyskytom bifunkcionalneho enzy-
mu zriedkavejs$i. V konkrétnych situaciach je
potrebné uvazovat aj o moznej pritomnosti niek-
torého z nich, lebo od ich detekcie sa odvija dal-
§ia terapeuticka liecba (tab. 1) [8, 30].

Faktory virulencie

V tabulkach epidemiologickych $tudii nozoko-
mialneho rozsirenia baktérii obsadzuju entero-
koky popredné priecky. V priebehu poslednych
rokov dobehli vo frekvencii izolacie také
vyznamné patogény ako Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
a Enterobacter spp. [13, 95]. Av8ak, uloha vacési-
ny ich virulentnych vlastnosti v patogenéze
infekéného ochorenia nie je dostatoéne objasne-
na. Vlastnosti enterokokov ako produkcia hemo-
lyzinu, Zelatinazy, agregaénej substancie a ente-
rokokového povrchového proteinu patria medzi
najcastejsie Studované potencialne faktory viru-
lencie [88].

Enzymova aktivita enterokokov

Zelatindza je extracelularne secernovana zin-
kova metaloendoproteinaza hydrolyzujica Zela-
tinu, kolagén a hemoglobin [86, 96]. Prepis

OO M T | | I | T
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Sp NH; Region A C-opakovania B COOH

Obr. 2. Funkéné domény enterokokového povrchového proteinu [90] (SP-signalny peptid)

Fig. 2. Functional domains of enterococcal surface protein [90] (SP-signal peptid)
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Struktirneho génu pre Zelatinazu gelE je pod
kontrolou troch regulaénych génov fsrA, fsrB
a fsrC. Spolu s génom sprE kédujiucim serinovi
protedzu sa lokalizované na spolo¢nom operéne
[68]. Biosyntéza Zelatinazy je zavisla na husto-
te buniek v prostredi, ¢ize je kontrolovana
mechanizmom ,,quorum sensing“ [58, 69]. Dopo-
sial nie je zndme, ¢i spominanému kontrolnému
mechanizmu podlieha len syntéza Zelatinazy
a serinovej proteazy alebo aj expresia niekto-
rych dalsich faktorov virulencie [58]. V systéme
squorum sensing“ komunikuju bunky medzi
sebou pomocou feromoénov vyluéovanych do
prostredia (GBAP, Gelatinase Biosynthesis
Activating Pheromone) [40, 58, 68, 69]. Enzym
sa syntetizuje v neaktivnej, zymogénnej forme,
so 192-aminokyselinovym N-terminalnym regi-
6nom, ktory sa Stiepi za vzniku aktivnej formy
[86]. Vzhladom na to, Ze bola zaznamenani aso-
ciacia vyskytu génu gelE s izolatmi z klinického
prostredia, posudzuje sa schopnost produkcie
zelatinazy ako jeden z faktorov virulencie [11,
17,79, 93].

Enterociny

Enterociny st enterokokmi syntetizované
extracelularne peptidy. Patria do skupiny bakte-
riocinov s antibakteridlnou aktivitou voéi pri-
buznym skupinam baktérii a s toxickym ucin-
kom na eukaryotické bunky vys$sich organizmov
[6]. Negativny uéinok pdsobenia enterocinov bol
pbvodne pozorovany na grampozitivnych patogé-
noch ako sa Listeria, Clostridium a Staphyloco-
ccus [19]. K hlavnym producentom enterocinov
patria tri druhy: E. faecalis, E. faecium a E.
mundtii [16]. Spoloénymi vlastnostami enteroci-
nov su velkost peptidu menej ako 5 kDa, hydro-
fébnost, pozitivny naboj a schopnost odolavat
posobeniu vyssich teplot [16]. Enterociny sa na
zaklade toho, ¢i dochadza k posttranslaénej
modifikacii prekurzorovych peptidov, klasifikuja
do dvoch hlavnych skupin: bakteriociny skupiny
I a skupiny II [63]. Do I skupiny sa zaraduja
vSetky antibiotikd [16] s reprezentativnym
zastipenim cytolyzinu (B-hemolyzinu) [17, 20,
56]. Cytolyzin ma schopnost lyzovat erytrocyty,
polymorfonuklearne neutrofily, makrofagy a iné
hostitelské bunky [57]. Diseminéacia génu spoloc-
ne s génmi rezistencie poskytuje lytickym kme-
nom pred kmenimi s genotypom cyl” a inymi
grampozitivnymi patogenmi selektivnu vyhodu
pri navodeni infekéného procesu [23]. Struktira
operénu a podrobny mechanizmus expresie, bio-
syntézy a maturacie cytolyzinu prehladne spra-
coval Coburn a Gilmore, 2003 [6]. Skupina II
zahrniuje tri podskupiny posttranslaéne nemodi-
fikovanych bakteriocinov [5, 16, 63].

@E

Adheziny

Sekvenéna analyza genému enterokokov odha-
lila 134 proteinov exponovanych na povrchu bun-
ky. Povrchové proteiny sa prevazne zacastnuju
kolonizacie biotickych a abiotickych povrchov.
U adhezinov sa zistila pritomnost jedného z troch
viazucich motivov: motiv s ,konsenzus“ sekven-
ciou LPXTG, cholin a integrin viazici motiv [51,
62, 88, 97].

Agregacénd substancia (AS)

Feroménmi indukovany konjugativny transfer
plazmidovej DNA patri medzi efektivne mecha-
nizmy vymeny genetického materialu. Potencial-
ne recipientné bunky vylucuju do prostredia krat-
ke peptidy (feromény) [9], na pritomnost ktorych
odpovedaja donorové bunky sledom reakcii, ku
ktorym patri aj iniciacia transkripcie génu pre
agregaénu substanciu (AS) [18]. AS umoznuje
vznik blizkeho kontaktu medzi konjugujicimi
bunkami. Ako faktor virulencie sa AS uplatiuje
pri adherovani enterokokov k epitelu [74], k fib-
ronektinu, trombospondinu, vitronektinu, kolagé-
nu typu I [72] a pri internalizacii enterokokov do
fagocytov [87]. Hoci je produkcia AS preferencne
odpovedou buniek na pritomnost feromoénov, bolo
experimentalne dokazané, Zze aj niektoré zlozky
séra dokazu v nepritomnosti feroménov recipient-
nych buniek iniciovat syntézu proteinu [26], ¢o
podporuje tebriu o Gcasti AS v patogenéze infeké-
ného ochorenia.

Kolagén viaZuct protein (Ace)

MSCRAMMSs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) je svoj-
razna skupina bakteridlnych adhezinov charak-
terizovana véazbou ku komponentom extracelular-
nej matrix (ECM) [71]. Takéto adheziny boli
poévodne popisané u extracelularnych patogénov
ako su stafylokoky a streptokoky [15, 65]. Ose-
kvenovanim genému E. faecalis V583 sa dospelo
k zisteniu [66], Ze 17 zo 41 povrchovych proteinov
E. faecalis patri do skupiny MSCRAMMSs, z nich
7 predstavuje skupinu relativne pribuznych pro-
teinov sucasne vyskytujucich sa medzi izolatmi
z nemocni¢ného prostredia [84]. Do spominane;j
skupiny proteinov patri kolagén viazici protein
Ace popisany u zastupcu E. faecalis [71] a neskor
izolovany Acm, protein analogickej funkcie
a Struktury vyskytujici sa u E. faecium [60]. Sta-
novenim titra protilatok anti-Ace IgGs v sére
pacientov sa zistila vysoka incidencia Ace medzi
pacientami hospitalizovanymi s endokarditidami
enterokokového povodu [59].

Enterokokovy povrchouvy protein (Esp)
Enterokokovy povrchovy protein bol identifiko-
vany pocas projektu, ktorého cielom bolo nahodné
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sekvenovanie genomu Kklinickych izolatov E. fae- siahlym tsekom DNA o velkosti 154 kbp, ktory
calis [76]. Distribidcia Esp bola popisana medzi sa lisi obsahom G+C (32,2 %) od ostatnych ¢asti
klinickymi izolatmi zastupcov druhu E. faecalis chromozomalnej DNA. Detegovana bola pritom-
(29% krvné izolaty, 42% izolaty pri endokarditi- nost génov koédujiacich adheziny, Esp protein,
dach, 3% izolaty zo stolice) [76], u nozokomialnych cytolyzin [11, 21, 75]. Hoci bol potvrdeny prefe-
izolatov E. faecium rezistentnych voéi vankomyci- renény vyskyt ostrovov patogenity medzi izolat-
nu [45] a u izolatov z potravin a environmentalne- mi z klinického prostredia, nepodaril sa dokazat
ho prostredia [17]. vyskyt génov determinujicich rezistenciu voéi
Esp protein patri do skupiny povrchovych antibiotikam. Ako ddlezita sucast tohto regionu
adhezivnych molekul. Svojou Struktirou sa boli popisané otvorené ¢itacie ramce pre trans-
podoba Rib a C-alpha proteinom streptokokov poazu a transkripéné regulatory [45]. Experi-
skupiny B, proteinu R28 streptokokov skupiny mentalne S$tudie ukézali, Ze v miestach PAI
A a proteinu Bap (Biofilm Associated Protein) dochadza vo vysokej frekvencii k $pecifickym
S. aureus. Celkova dizka proteinu zodpoveda deléciam. Tato skutoénost svedéi o nestabilite
1873 aminokyselinam (~202 kDa) (obr. 2). PAI a moZnostiach zna¢ného pohybu genetické-
Struktirne je mozné protein rozdelit na tri ho materidlu medzi PAI a extrachromozomal-
hlavné domény: N-termindlny koniec (50-743 nym priestorom. Uvazuje sa aj o konjugativnom
aminokyselina) jedineénej aminokyselinovej prenose celého komplexu PAI [78]. Uloha dal-
sekvencie bez zjavnej pribuznosti s inymi pro- $ich 18 otvorenych ¢itacich ramcov v Zivotnom
teinmi v databaze, centrdlne jadro (744-1665 cykle enterokokov nebola doteraz dostato¢ne
aminokyselina) pozostavajice z dvoch rozdiel- objasnena [88].
nych tandemovych repeticii (repeticie: A;—Ag,
C4—Cqp prevazne C;, oddelené st kratkymi Tvorba biofilmu
DNA sekvenciami: B) a C-termindlna cast Nozokomialne Sirenie kmeriov v nemocni¢nom
(1666-1873 aminokyselina) s hydrofébnym prostredi a mnohé chronicky prebiehajtace
regiénom a s varidciou motivu LPXTGX (obr. 2) infekcie st silne asociované so schopnosfou
[90]. Predpoklada sa, Ze uloha N-terminalneho patogénov tvorif biofilm [89]. Experimentalne
konca spoéiva v interakcii Esp s hostitelskymi prace s enterokokmi viedli k zaverom, Ze tieto
bunkami, centralna retraktivna oblast by mala oportunistické patogény maji schopnost formo-
byt zodpovedna za vtiahnutie proteinu z povr- vat v in vitro podmienkach takéto spolo¢enstva
chu baktérie do bunkovej steny, ¢im je protein [10, 73, 90]. Tato skuto¢nost je zavazna najméa
chraneny pred atakom imunitného systému =z dovodu zvySenej tolerancie voéi aplikovanym
[90]. Pomocou sekvenénej analyzy sa na protei- antibiotikdm a z dévodu znaénych moznosti fre-
ne lokalizovala dimerizaéna doména a Ca-via- kventovanej vymeny genetického materialu vo
zaci motiv. vnutri ekosystému. Maturovany biofilm zloZeny
Konkrétna uloha Esp v patogenéze enteroko- z buniek s réznou genetickou vybavou zaroven
kov nie je vSak ani v sdcasnosti dostatoéne zna- predstavuje zasobu roznych génov rezistencie
ma. Protein sa zucastriuje na ascendentnej kolo- a faktorov virulencie pre transfer do neadhero-
nizacii mocovych ciest a na perzistencii E. faecalis vanych planktonickych buniek [14, 48, 85]. V in
v celom mocovom trakte [77]. Pritomnost Esp vitro podmienkach je mozné opakovane izolovat
u klin. izolatov vedie k zvySovaniu celkovej povr- enterokoky z roznych zdravotnickych pomécok
chovej hydrofobicity, k adherencii na abioticky predovSetkym z katétrov [73], ¢o svedéi o ich

material a tvorbe biofilmu [90]. schopnosti adherovat k roznym typom abiotic-
kych materialov.
Ostrovy patogenity Rozdielne fenotypové vlastnosti planktonic-

Virulencia patogénnych baktérii je vo vSeo- kych buniek a v biofilme asociovanych buniek
becnosti multifaktorialna a koordinovana cez svedcia o existencii regulaénej siete kontrolu-
spoloénd siet regulaénych proteinov. Struktirne jucej expresiu §truktirnych génov v zavislosti
aj regulaéné gény su vzajomne asociované od vonkajSich environmentalnych faktorov
a vicé8inou viazané na spoloény tisek DNA ozna- (osmolarita prostredia, zloZenie a koncentra-
¢eny ako ostrov patogenity (Pathogenicity cia Zivin v prostredi, hustota buniek) [43, 67].
Island, PAI) [21]. Yother [97] vo svojej sprave Molekularny mechanizmus reguléacie expresie
z medzinarodnej konferencie venovanej geneti- nie je v sucasnosti znamy [89], uvazuje sa
ke grampozitivnych baktérii spomina vyskyt vSak o zapojeni fsr génu v tejto regulaénej sie-
ostrovov patogenity len u druhového zastupcu ti [55, 67].

E. faecalis, ¢o je v skutoénosti prva zmienka
o vyskyte ostrovov patogenity u grampozitiv-
nych baktérii. Ostrov patogenity je tvoreny roz-
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Zaver

Vplyv rezistentnych enterokokov ako pévodcov
endogénnych, ale aj nozokomialne Sirenych
infekcii je nepopieratelny. Nie je vSak dostatoéne
objasneny spOsob a mechanizmy, akymi navod-
zuju patologické zmeny v hostitel[skom organiz-
me. Tu sa otvara nové pole pdsobnosti, pretoze
bez dostatku poznatkov o mechanizmoch rezi-
stencie a faktoroch virulencie, bez pochopenia
priebehu infekéného procesu a patogenézy nie je
mozné, aby bol siboj s enterokokovymi infekcia-
mi tspesny.

Podakovanie: prdaca vznikla ako stiiéast vyskum-
ného projektu financéne podporovaného grantom
VEGA (1/1181/04) a grantom Univerzity Komen-
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Ceska spolec¢nost
pro analytickou cytologii (CSAC)
porada ve dnech 22. - 26. ¢ervna 2005
JiZ tieti v sérii uspésnych konferenci urcenych teoreticky, experimentalné
1 prakticky zamérenym pracovnikim vyzkumnych dstavi,

klinickych pracovist a vysokych skol, ktefi maji zajem
o nejprogresivnéjsi metodologie z oblasti analytické cytologie.

Konference ,,Analyticka cytometrie III*

za Ucasti prednich zahranic¢nich specialisti se bude konat v atraktivnim
prostfedi horského hotelu Cervenohorské sedlo v pohoii Hrubého Jeseniku.

Dalsi informace budou postupné uvefejiiovany na webovské strance CSAC:
\ http://www.ibp.cz/conferences/cytometrie/index.html j
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