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Bakterię z rodzaiu Enterococcus to drobnoustroje oportunistyczne. Od około trzech dekad są

po§trzegane jako c,oraz grofuiejsze patogeny alarmowe. Jako drobnoustroje o niskich

wymaganiach odirylvczych i ltcznych czynnikach wirulencji są istotnymi czynnikami

etiologicznymi zakuZeń szpitalnycĘ w tym zakażęń cięzkich i zagrńających Ęciv.
Rozprzestrzeniającym się zjawiskiem jest występowanie wielolekoopornych szczepow E

faecium i E. faecalis, wykazujących oporność o charakterze nabytym, co w istotny sposob

ograniczamożliwości terapeutyczne. Najbardziej niebezpiecznym mechanizmem jest oporność

na wankomycynę, która moze być przekazywana pomiędzy szczepami Enterococcll§ spp.

Celem przedstawionej pracy była ocena skuteczności identyfikacji gatuŃowej przy

pomocy konwencjonalnych metod hodowli i wyników reakcji biochemicznych w

automatycznym systemie MTEK 2 COMPACT, ocena lekowrazliwości metodą jakościową u

wankomycynoopornych szczepów E. taecium i E. faecalis wobec l0 lekow

przeciwbakteryjnych, wyznaczenie minimalnego stęzenia wankomycyny, teikoplaniny,

gentamicyny i streptomycyny hamującego wzrost baktęrii. Dwie reakcje multipleks PCR

posfuZyły do jednoczesnego wykrywania genów specyficznych gatuŃowo i oporności na

wankomycynę atM pięciu wybranych czynników wirulencji.

Do badan włączono I04 szczepy VRE (100 E faecium i 4 E. faecalu) izolowane od

września 2005 do grudnia 2010 roku w Zakładzie Mikrobiologii Klinicznej Szpitala

Uniwersyteckiego nr l im. dr. Antoniego Jurasza Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera

w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu. Badane errterokoki pochodziły

głownie od chorych leczonych w Klinice Chirurgii Dziecięcej (38,7Yo), Klinice Pediatrii,

Alergologii i Gastroenterologii (24,0Yo) orazPoradni Hematologiczno-OŃologicznej (l4,4%).

Izolowano je najczęściej zkału (32,50ń), wymazu z odbytu {Z7,4Yo) oraz kału w kierunku

nosicielstwa VRE i moczu (po 8,57o).

Identyfikację gatuŃową szczepów z rodzaju Enterococcus przeprowadzono

klasycznymi metodami araznapodstawie wyników reakcji biochemicznych w automatycznym

systemie VITEK 2 COMPACT. Lekowrazliwość badanych szczepów oceniono za pamoęą

jakościowej metody laązkowo-dyfuzyjnej oraz ilościowej referencyjnej metody

mikrorozciehczęh w płytkach wielodołkolvych. Uzyskane wyniki irrtelpretowano zgodnie z

wytycznymi EUCAST. Wyizolowane DNA badanych szczepów wykorzystano do

zofiymalizowania dwoch reakcji multipleks PCĄ w celu identyfikacji gatunków errterokokow
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Identyfikacja gatunkowa na podstawie hodowli badanych §zczepów na agatzę

Enterococcosel i BHIA z tellurynem potasu oraz testu na katalazę, zdolności ruchu i

wylwarzania pigmentu, pozwoliły zaliczyć rca {96,2%) szczepow do gatunku E. laecium i

cńery G,S%) da E. faecalis. Uzyskane reanltaą, identyfikacji potwierdzano za pomocą

wyników reakcji biochemicznych w automatycznym systemie VITEK 2 COMPACT.

Profile numeryczne wygenerolvane ptzęz system VITEK 2 COMPACT, oparte na

wynikach reakcji biochemicznych szczepow o genoĘpie vanA i vanB wvkazaĘ istotne

statystycznie różnice w reakcjach rozkładu cyklodekstryny, bęta-galaktopiranozydu rezorufiny,

D-sorbitolu, metyl-beta-D-gJukopiranozydu oraz wytwarzarńa arylamid,azy asparaginy, alfa-

galaktorydazy,beta-Ąukuronidazy, arylamidazy tyrozyny i oporności na nowobiocynę (p <

0,05).

Po optymalizacji waruŃóvr pierwszej reakcji multipleks PCR gen vanA wyl<sYo u 21

Qa"żW wśrod 104 badanych szczepów, zkt1rych !9 (9a,5%) miało także gen ddlg.fąę.i|r*, v

dwa gen ddlg.faecatis. Obecnośc gertu vanB stwjęrdzono u 83 (79,8ań) szczepow. Gen ddlg.fo""iu*

wykazanojednocześnieu81 (97,6%)izotatów zgenoĘpemvanB, addltg"o1uudwoch, Wyniki

tej reakeji potwierdziły prawidłowość zastosowanych metod identyfi kacj i gatuŃowej.

Od chorych leczonych w Poradni Hematologiczno-Onkologicznej izolowano 10

(47,6%) szczepów (9 E. faecium i jed,en E. faecalis) posiadających gen vanA. Spośrod 21

szczeąów o tym genoĘpie 9 $2,0%) wyosobniono zkału, cńery (l9,ao/o) z wymazów z odbWu,

atrzy zmac,^l. Szczepy E.faecium zgenotypem vanB izolowano z Kliniki Chirurgii Dziecięcej

- 4ż {50,6Ył) szczepy oraz Kliniki Pediatrii, §ergologii i Gastroeterologii - 22 Q6,5%).

Najczęśeiej wyosobniano je z kafu i wymazu z odbytu (po 26;31,30ń).

Oceniając lekowrazliwośc metodą krązkowo-dyfuzyjnąwykazano, ze wszystkie badane

szczepy VRE były wrńliwe na tigecyklinę i linezolid, a oporne na

trimetoprimlzulfametoksazol, Wśrod l00 szczepów E.laecium la (10,07o) byłowrńliwych na

streptomycynę i ttzy na gentamicynę, Wrazliwośc E. faecium na ńinupristynę/dalfopristynę

dotyczyła 96 (96,0Yo) szczepów, a na teikoplaninę 64 (64,aYĄ. Wszystkie szczepy VRE E

faecium były oporne na ampicylinę i imipenem, Natomiast E. faecalis były wrazliwe na

ampicyłinę, imipenem i chinupristynę/dalfopristynę, Wobec badanych aminoglikozyóów i

glikopeptydów, po dwa szczepy tego gatunku były wrazliwe na streptomycynę i teikoplaninę.

Fenotypowa ocena lekowrażliwości metodą jakościową wykazńa przynalezność U (61,5%)

szszepów E.faeciumidvł1chE.faecąIis do fenotypu vanB" co stanowi 63,5Yo wśrod badanych



§Zc"epów 1IRF NiezgodnoŚĆ genotvpu z fenotvpem notowano u 17 (16,3%} szczepów E.

faecium, u ktorych wykryto gen vanB. Na podstawie metody ilościowej, wrńliwaśó na

teikoplanin ę datyczyłabraku zgodności fenotypu z genotypem u 6 (5,8%) szczepów E. faecium .

Fenotypy HLAR u badanych szczepów VRE zostały określone na podstawie wyników metody

jakoŚciowej i ilościowej. FenoĘp HLAR sfwierdzono u 88 (84,6Yń badanych szczepów vRE,
sPoŚrod ktorych 69 (66,3Yo) należńo do genotypu vanB; HLGR u 13 (I2,5oń), , czego l!
{I0,6Yą zaliczano do vanB; fenotyp HLSR wykryty u dwóch szczepów z genem vanB.

Po optymalizacji kolejnej reakcji multipleks PCR wykryto u 71 (63,3%) gen esp araz

hyl, ca stanowiło najliczniejszą grqpę wśród badanych enterokoków. Szczepy o genotypach

esp, hyl orazhyt wykry,to wśrod szozapow z gonem vanA, odpowiednio u 13 (6I,9%)itrzęch

szczep§w. WŚród szazęĘow z genem vanB, stwierdzono 58 (69,9Yo} z genań esp, hyl i 79

(22,9%) z genem lryl. Obecnośc genu asal i gelE v,rykazano u cztęręch szczepow VRE z
gatunku E. faecium. Jedynym generĘ ktorego obecności nie wylayto wśrod badanych

szczePÓw był gen kodujący cytolizynę - cylA Ujednego szlzępu E. faecium należącego óa

genotypu vanA nie stwierdzono genów kodujących wykrywane czynniki wirulencji.
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