STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Enterococcus to drobnoustroje oportunistyczne. Od okoto trzech dekad sa
postrzegane jako coraz grozniejsze patogeny alarmowe. Jako drobnoustroje o niskich
wymaganiach odzywczych 1 licznych czynnikach wirulencji sa istotnymi czynnikami
etiologicznymi zakazen szpitalnych, w tym zakazen ciezkich 1 zagrazajacych zyciu.
Rozprzestrzeniajacym si¢ zjawiskiem jest wystepowanie wielolekoopornych szczepow E.
Jfaecium 1 E. faecalis, wykazujacych opornos¢ o charakterze nabytym, co w istotny sposob
ogranicza mozliwosci terapeutyczne. Najbardziej niebezpiecznym mechanizmem jest opornosc
na wankomycyne, ktora moze by¢ przekazywana pomiedzy szczepami Enterococcus spp.

Celem przedstawionej pracy byla ocena skutecznosci identyfikacji gatunkowej przy
pomocy konwencjonalnych metod hodowli 1 wynikow reakcji biochemicznych w
automatycznym systemie VITEK 2 COMPACT, ocena lekowrazliwosci metoda jakosciowa u
wankomycynoopornych  szczepéw FE. faecium i [E. faecalis wobec 10 lekow
przeciwbakteryjnych, wyznaczenie minimalnego stezenia wankomycyny, teikoplaniny,
gentamicyny i streptomycyny hamujacego wzrost bakterii. Dwie reakcje multipleks PCR
postuzyty do jednoczesnego wykrywania genow specyficznych gatunkowo i opornosci na
wankomycyne oraz pigciu wybranych czynnikow wirulencji.

Do badan wiaczono 104 szczepy VRE (100 E. faecium 1 4 E. faecalis) izolowane od
wrzesnia 2005 do grudnia 2010 roku w Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej Szpitala
Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Badane enterokoki pochodzity
gléwnie od chorych leczonych w Klinice Chirurgii Dziecigcej (38,7%), Klinice Pediatrii,
Alergologii i Gastroenterologii (24,0%) oraz Poradni Hematologiczno-Onkologicznej (14,4%).
Izolowano je najczesciej z katu (32,5%), wymazu z odbytu (27,4%) oraz kalu w kierunku
nosicielstwa VRE 1 moczu (po 8,5%).

Identyfikacje gatunkowa szczepow z rodzaju Enferococcus przeprowadzono
klasycznymi metodami oraz na podstawie wynikow reakcji biochemicznych w automatycznym
systemie VITEK 2 COMPACT. Lekowrazliwos¢ badanych szczepoéw oceniono za pomoca
jakosciowej metody krazkowo-dyfuzyjnej oraz ilosciowej referencyjnej metody
mikrorozcieficzen w ptytkach wielodotkowych. Uzyskane wyniki interpretowano zgodnie z
wytycznymi EUCAST. Wyizolowane DNA badanych szczepéw wykorzystano do

zoptymalizowania dwdch reakcji multipleks PCR, w celu identyfikacji gatunkow enterokokow
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Identyfikacja gatunkowa na podstawie hodowli badanych szczepow na agarze
Enterococcosel i BHIA z tellurynem potasu oraz testu na katalaze, zdolnosci ruchu i
wytwarzania pigmentu, pozwolity zaliczy¢ 100 (96,2%) szczepow do gatunku E. faecium i
cztery (3,8%) do E. faecalis. Uzyskane rezultaty identyfikacji potwierdzono za pomoca
wynikow reakcji biochemicznych w automatycznym systemie VITEK 2 COMPACT.

Profile numeryczne wygenerowane przez system VITEK 2 COMPACT, oparte na
wynikach reakcji biochemicznych szczepéw o genotypie vanA i vanB wykazaly istotne
statystycznie roznice w reakcjach rozkladu cyklodekstryny, beta-galaktopiranozydu rezorufiny,
D-sorbitolu, metyl-beta-D-glukopiranozydu oraz wytwarzania arylamidazy asparaginy, alfa-
galaktozydazy, beta-glukuronidazy, arylamidazy tyrozyny i opornosci na nowobiocyng (p <
0,05).

Po optymalizacji warunkow pierwszej reakcji multipleks PCR gen vand wykryto u 21
(20,2%) wsrod 104 badanych szczepow, z ktorych 19 (90,5%) mialo takze gen ddle fuecium, @
dwa gen ddlz frecais. Obecnos¢ genu vanB stwierdzono u 83 (79,8%) szczepow. Gen ddlg juecium
wykazano jednoczesnie u 81 (97,6%) izolatow z genotypem vanB, a dd/ facais u dwoch. Wyniki
tej reakcji potwierdzity prawidtowos¢ zastosowanych metod identyfikacji gatunkowe;.

Od chorych leczonych w Poradni Hematologiczno-Onkologicznej izolowano 10
(47,6%) szczepow (9 E. faecium i jeden E. faecalis) posiadajacych gen vanA. Sposrod 21
szczepOw o tym genotypie 9 (42,0%) wyosobniono z katu, cztery (19,0%) z wymazow z odbytu,
atrzy z moczu. Szczepy E. faecium z genotypem vanB izolowano z Kliniki Chirurgii Dziecigcej
- 42 (50,6%) szczepy oraz Kliniki Pediatrii, Alergologii i Gastroeterologii - 22 (26,5%).
Najczesciej wyosobniano je z katu 1 wymazu z odbytu (po 26; 31,3%).

Oceniajac lekowrazliwo$¢ metoda krazkowo-dyfuzyjna wykazano, ze wszystkie badane
szczepy VRE byly wrazliwe na tigecykline i linezolid, a oporne na
trimetoprim/sulfametoksazol. Wsrod 100 szczepow E. faecium 10 (10,0%) byto wrazliwych na
streptomycyne i trzy na gentamicyne. Wrazliwos¢ E. faecium na chinupristyne/dalfopristyne
dotyczyta 96 (96,0%) szczepow, a na teikoplanine 64 (64,0%). Wszystkie szczepy VRE F.
faecium byly oporne na ampicyling i imipenem. Natomiast F. faecalis byly wrazliwe na
ampicyline, imipenem i chinupristyne/dalfopristyne. Wobec badanych aminoglikozydow i
glikopeptydow, po dwa szczepy tego gatunku byly wrazliwe na streptomycyne i teikoplanine.
Fenotypowa ocena lekowrazliwosci metoda jakosciowa wykazata przynaleznos¢ 64 (61,5%)

szczepow E. faecium i dwoch E. faecalis do fenotypu vanB, co stanowi 63,5% wsrod badanych



szezepow VRE. Niezgodno§é genotypu z fenotypem notowano u 17 (16,3%) szczepow E.
Jaecium, u ktorych wykryto gen vanB. Na podstawie metody ilosciowej, wrazliwo$é na
teikoplaning dotyczyta braku zgodnosci fenotypu z genotypem u 6 (5,8%) szczepow E. faecium.
Fenotypy HLAR u badanych szczepow VRE zostaly okre$lone na podstawie wynikoéw metody
jakos$ciowej i ilosciowej. Fenotyp HLAR stwierdzono u 88 (84,6%) badanych szczepoéw VRE,
sposréd ktorych 69 (66,3%) nalezalo do genotypu vanB; HLGR u 13 (12,5%), z czego 11
(10,6%) zaliczono do vanB; fenotyp HLSR wykryty u dwoch szczepoéw z genem vanB.

Po optymalizacji kolejnej reakcji multipleks PCR wykryto u 71 (68,3%) gen esp oraz
hyl, co stanowito najliczniejsza grupe wérod badanych enterokokéw. Szczepy o genotypach
esp, hyl oraz hyl wykryto wérod szczepow z genem vand, odpowiednio u 13 (61,9%) i trzech
szczepow. Wsrod szczepow z genem vanB, stwierdzono 58 (69,9%) z genami esp, Ayl i 19
(22,9%) z genem hyl. Obecnos¢ genu asal i gelE wykazano u czterech szczepow VRE z
gatunku E. faecium. Jedynym genem, ktorego obecnosci nie wykryto wsrod badanych
szczepow byl gen kodujacy cytolizyng - cyld. U jednego szczepu E. faecium nalezacego do

genotypu vanA nie stwierdzono genoéw kodujacych wykrywane czynniki wirulencji.
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