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Vancomycin-resistant enterococci. II. Mechanisms of resistance, epidemiology

Abstract: Antibiotic pressure resulting from the intense use of antibiotics during the last 60 years has led to the emerging problem of
antibiotic resistance in bacterial strains. Enterococci (especially Enterococcus faecium) posses a number of intrinsic and acquired
mechanisms of resistance. In clinical practice, resistance of Gram-positive cocci (mostly enterococci) to glycopeptide antibiotics is an
important problem. During the past 15 years our knowledge about genetic background and molecular mechanisms responsible for
glycopeptide resistance has been increasing. At present, there are six known types of enterococcal resistance to glycopeptides (VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE and VanG). VanA and VanB types are of major importance because of the highly efficient mechanism of horizontal
gene transfer. The main reservoir of vand and vanB genes are E. faecium and E. faecalis. VanC, VanD, VanE and VanG types are rarely
found in bacteria isolated from human clinical specimens but, when present, are also a matter of concern. The common source of
enterococcal van genes is also an important and interesting problem. Despite extensive search, this question still needs to be answered.

1. Introduction. 2. Types of glycopeptide resistance in enterococci. 2.1. VanA. 2.2. VanB (VanB1, VanB2 and VanB3). 2.3. VanC
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1. Wstep

Intensywne stosowanie antybiotykow glikopepty-
dowych, a zwlaszcza doustnej ich postaci, doprowa-
dzito w ciagu ostatnich dwudziestu lat do pojawienia
sig szczepow enterokokéw opornych na leki przeciw-
bakteryjne z tej grupy.

Pojawienie sig pierwszych szczepéw enterokokow
opornych na wankomycyn¢ (VRE) miato miejsce
w roku 1986, a informacja o pojawieniu si¢ szczepow
nowego typu zostata opublikowana w 1988 [15, 36, 55].
Pierwsze szczepy VRE izolowane byly we Francji
i Wielkiej Brytanii. Niedlugo potem, w roku 1987, do-
konano izolacji pierwszego szczepu VRE w Stanach
Zjednoczonych [73]. W ciagu nastgpnych lat, szczepy
VRE izolowoano w wielu krajach europejskich (Bel-
gia, Dania, Niemcy, Wtochy, Holandia, Hiszpania,
Szwecja) oraz w innych czgsciach §wiata (Kanada,
Australia, Malezja, Argentyna, Kolumbia, Nowa Ze-
landia, Brazylia, Korea Pid) [10, 15, 21, 81]. W Pols-
ce, pierwszy szczep VRE (Enterococcus faecium, MIC
wankomycyny >256 mg/L) wyizolowano w grudniu
1996, od pacjentki hospitalizowanej w duzym szpitalu
onkologicznym w Gdansku [74].

U enterokokéw wrazliwych na wankomycyne di-
peptyd D-Ala-D-Ala syntetyzowany przez ligazy
D-alanylowo-D-alaninowe (ddl) zostaje dotaczony do
prekursora tripeptydowego tworzac pentapeptyd. Wan-
komycyna ma zdolno$¢ taczenia si¢ wytacznie z kom-
pleksem mureina-pentapeptyd po jego przeniesieniu na
zewnatrz btony komdrkowej bakterii. Po zwigzaniu si¢
wankomycyny z jej miejscem docelowym, pentapeptyd
nie moze bra¢ dalej udziatu w syntezie $ciany komor-
kowej [55]. U podstaw oporno$ci enterokokéw na
antybiotyki glikopeptydowe lezy zjawisko obnizenia
sity wigzania antybiotyku glikopeptydowego z jego
struktura docelowa [51]. Zamiana koncowego amino-
kwasu wchodzacego w sktad prekursora peptydogli-
kanu, polegajaca na dotaczeniu D-seryny lub D-mle-
czanu w miejsce terminalnej D-alaniny powoduje, ze
wiazanie mi¢dzy terminalnym dipeptydem a heptapep-
tydem antybiotyku stabnie do tego stopnia, ze anty-
biotyk nie jest w stanie skutecznie zwigza¢ zmie-
nionego substratu, ktéry moze zostaé wilaczony do
powstajacego peptydoglikanu [22]. W przypadku pod-
stawienia D-mleczanu w miejsce koncowej D-alaniny,
nie dochodzi do wytworzenia wigzania o podstawo-
wym znaczeniu dla skutecznego polaczenia migdzy
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heptapeptydem glikopeptydu a koncowym dipepty-
dem prekursora peptydoglikanu (rys. 1) [36]. Dla od-
miany, zamiana kluczowej D-alaniny na D-seryng nie
prowadzi do zmniejszenia liczby wiazan wodorowych
miedzy antybiotykiem a dipeptydem — w tym wypadku
dochodzi do zmiany konformacji przestrzennej wiaza-
nia, prowadzacej do jego oslabienia [36]. Fenotypo-
wo, szczepy wytwarzajace prekursory peptydoglika-
nu konczace sig¢ dipeptydem D-Ala-D-Lac prezentuja
opornos$¢ na wysokie lub $rednie stgzenia glikopepty-
dow (MIC wankomycyny 8—-1000 mg/L, teikoplaniny
0,5-512 mg/L), natomiast szczepy, ktorych prekursory
peptydoglikanu koncza si¢ dipeptydem D-Ala-D-
Ser sa oporne tylko na niskie st¢zenia wankomycyny
oraz wrazliwe na teikoplaning (MIC wankomycyny
2-32 mg/L, teikoplaniny 0,5-1 mg/L) [15, 22].
Wankomycyna jest w uzyciu klinicznym od 45 Iat,
przy czym przez pierwsze 30 lat jej stosowania nie ob-
serwowano zjawiska pojawiania si¢ opornosci na ten
antybiotyk u szczepow enterokokow wywotujacych za-
kazenia u ludzi. Znaczne opdznienie w pojawieniu si¢
opornosci na wankomycyne tlumaczy si¢ duza ztozo-
noscia kompleksu genow niezbednych dla prawidlowe-
go jej wyrazenia si¢ [58]. Wystepujacy u enterokokow
operon oporno$ci na wysokie stezenia wankomycyny
musi zawiera¢ geny kodujace zespot biakek, ktore:
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syntetyzuja D-mleczan z pirogronianu (D-mle-
czan nie wystepuje zazwyczaj w komorce entero-
kokoéw),
rozcinajac dipeptydy D-Ala-D-Ala, tworza miej-
sce dla dotaczenia D-mleczanu i jednoczesnie
likwiduja strukturg docelowa dla wankomycyny,
dotaczaja D-mleczan do D-alaniny, umozliwiajac
w ten sposob powstanie prekursoréw peptydogli-
kanu konczacych si¢ dipeptydem D-Ala-D-Lac,
sa odpowiedzialne za regulacjg dziatania powyz-
szych biatek,
reaguja na obecno$¢ wankomycyny (lub innych
glikopeptydow) w srodowisku [1, 12, 22].
Wiele wskazuje na to, ze nabywanie przez entero-
koki oporno$ci na antybiotyki glikopeptydowe jest
procesem ztozonym, w ktory zaangazowane sa geny
Limportowane” od réoznych gatunkow bakterii [66].
Do tej pory u enterokokow opisano sze$¢ roznych
fenotypow — lub typdw — opornosci na antybiotyki gli-
kopeptydowe, w zaleznosci od poziomu opornosci na
wankomycyne i teikoplaning oraz stopnia indukcji
opornosci przez te antybiotyki. Poznane dotychczas
typy opornosci to VanA, VanB, VanC, VanD, VanE
i VanG. W obrebie fenotypéw VanB i VanC wyro6znia
si¢ po trzy subtypy, odpowiednio: VanB1, VanB2
i VanB3 oraz VanC1, VanC2 i VanC3 [22]. Podsumo-
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Rys. 1. Schemat zaburzenia wiazania wankomycyny z docelowym dipeptydem w wyniku zamiany koncowej D-alaniny
na D-mleczan. Pojawienie si¢ prekursorow peptydoglikanu konczacych si¢ D-alanylo-D-mleczanem prowadzi do zerwania
wiazania kluczowego dla inhibicji syntezy peptydoglikanu przez wankomycyng



ENTEROKOKI OPORNE NA WANKOMYCYNE. II. MECHANIZMY OPORNOSCI, EPIDEMIOLOGIA

319

Tabela I
Typy opornosci enterokokdw na antybiotyki glikopeptydowe. Dane zaczerpnigte z [14, 15, 22, 28, 551 62]
Nabyta Wrodzona
Opornos¢ wysokiego zmiennego , . ) niskiego niskiego
- - $redniego poziomu : .
poziomu poziomu poziomu poziomu
Typ VanA VanB1/B2/B3 VanD VanG VanE VanC1/C2/C3
MIC wankomycyny 64-1000 mg/L | 4-1000 mg/L 64-256 mg/L 16 mg/L 8-32 mg/L 2-32 mg/L
MIC teikoplaniny 16-1000 mg/L 0,5-1 mg/L 2-256 mg/L 0,5 mg/L 0,5 mg/L 0,5-1 mg/L
Koniugacja + + - + - -
Przenoszenie opornosci Tnl546 Tn15;n75§§£549 nieznane nieznane nieznane nie dotyczy
Gatunki E. faecium E. faecium E. faecium E. faecalis E. faecalis E. gallinarum
E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. casseliflavus
E. gallinarum E. faecalis
E. casseliflavus
E. avium
E. durans
E. mundtii
E. raffinosus
. . konstytutywna .
Ekspresja indukowana lub indukowana indukowana konstytutywna
Lokalizacja plazmid lub chromosom chromosom chromosom chromosom
Modyfikacja , D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser
struktury docelowej

wanie informacji dotyczacych réznych typéw oporno-
$ci enterokokow na antybiotyki glikopeptydowe za-
mieszczono w tabeli I.

2. Typy oporno$ci enterokokéw na glikopeptydy

2.1. VanA jest typem nabytej opornosci na wysokie
stezenia wankomycyny oraz teikoplaniny, przy czym
u szczepoéw enterokokow izolowanych od cztowieka
ten typ opornosci spotyka si¢ najczesciej [22]. Opor-
nos$¢ na glikopeptydy w typie VanA jest indukowana
przez wankomycyng i przez teikoplaning. Znane sa
takze antybiotyki nie nalezace do grupy glikopepty-
déw (bacytracyna, moenomycyna) mogace indukowaé
ekspresj¢ opornosci na glikopeptydy u szczepow po-
siadajacych typ opornosci VanA lub VanB [7]. Spo-
$rod enterokokow, fenotyp VanA obserwowany jest
u Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. raf-
finosus, E. hirae, E. avium, E. casseliflavus, E. mundtii
oraz E. gallinarum [22, 55]. Podloze molekularne
opornosci typu VanA nalezy do najlepiej poznanych.
Transpozon Tnl546, prototypowy element genetyczny
o dhugosci 10,5-10,8 tysigcy par zasad, zawierajacy
geny warunkujace typ opornosci VanA, zostat wykryty
w szczepie klinicznym E. faecium w roku 1993 [21,
36]. Transpozony typu Tn/546, nalezace do rodziny
transpozondw Tn3, moga wystgpowac pod postacia
plazmidow (najcze¢$ciej niekoniugacyjnych) lub frag-
mentéw chromosomu [6]. Opisywane sa takze szczepy

kliniczne E. faecium VanA posiadajace plazmidy ko-
niugacyjne zalezne od gatunkowo swoistych feromo-
néw plciowych [49]. W obrebie niektorych plazmidow
tego typu, wespdt z genami opornosci na glikopepty-
dy, przenoszone sg takze geny warunkujace zjadliwosé
enterokokow [32].

W sktad transpozonu wchodzi siedem gendow zwia-
zanych z opornos$cia na glikopeptydy (vanA, vanH,
vanX, vanY, vanZ, vanS i vanR), dwa promotory (P,
i P,), oraz dwie oraz dwie ramki odczytu (ORF1
i ORF2) odpowiedzialne za transpozycje replikatywna
catego elementu Tn/546 (rys. 2) [22, 36, 55]. Jakkol-
wiek wystepujace u enterokokdéw geny opornosci
wchodzace w sktad operonu VanA naleza do konser-
watywnych elementéw genetycznych, w obrebie trans-
pozondw typu Tnl546 stwierdza si¢ zréznicowanie
genetyczne wynikajace z obecnosci sekwencji insercyj-
nych (IS7251, 1S1542, 1S1216, 1S1476 oraz sekwencji
typu IS3), delecji i mutacji punktowych [24, 81].

Geny vanS i vanR koduja dwuskladnikowy uktad
regulatorowy, ktory bierze udziat w procesie indukcji
opornosci fenotypu VanA w odpowiedzi na obecnosé
glikopeptydéw w $rodowisku. Biatko VanS, sensor
zwiazany z blona komoérkowa bakterii, w swojej do-
menie cytoplazmatycznej zawiera reszte histydynowa,
ktora ulega fosforylacji w obecnosci glikopeptydow.
VanR petni funkcje aktywatora transkrypcyjnego uru-
chamianego po wychwyceniu grupy fosforylowej z ak-
tywowanego biatka VanS. Ufosforylowana forma VanR
uruchamia wspodlng transkrypcje genow vanH, vanA,
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Rys. 2. Schemat organizacji klastroéw genéw opornos$ci na antybiotyki glikopeptydowe. Objasnienia w tekscie

vanX, vanY i vanZ (po dotaczeniu do promotora P,)
oraz vansS i vanR (po dotaczeniu do promotora P ) [15,
36]. Gen vanH koduje dehydrogenazg kwasu D-hydro-
ksylowego (VanH) redukujaca pirogronian do D-mle-
czanu [5], natomiast gen vand koduje ligazg VanA do-
laczajaca D-Lac do D-Ala. Uktad vanA/vanH jest zatem
bezposrednio odpowiedzialny za syntezg terminalnych
dipeptydow D-Ala-D-Lac w prekursorach peptydo-
glikanu enterokokow opornych na glikopeptydy. Geny
vanX i vanY koduja, odpowiednio, DD-dipeptydaze oraz
DD-karboksypeptydazg. DD-dipeptydaza VanX hy-
drolizuje dipeptydy D-Ala-D-Ala, likwidujac sktadnik
niezbgdny dla powstania prawidlowych prekursorow
peptydoglikanu [12], a DD-karboksypeptydaza Vany,
enzym zalezny od jonéw Zn**, usuwa czasteczki kon-
cowej D-alaniny niezhydrolizowane przez VanX [55].

Otrzymane sztucznie szczepy enterokokow pozba-
wione genu vanY cechuja si¢ wigksza wrazliwos$cia na
wankomycyng w pordwnaniu do szczepow posiadaja-
cych ten gen [58]. Badania prowadzone przez De
Jonge’a i wsp. [26], polegajace na analizie sktadu
prekursorow peptydoglikanu oraz dojrzatego peptydo-
glikanu szczepow VR i VS enterokokow, wykazaty ist-
nienie pewnego paradoksu. W pracy tej uzyto dwoch
szczepdw E. faecalis — rodzicielskiego, wrazliwego na
wankomycyng, oraz opornego na wankomycyng, otrzy-

manego w wyniku wilaczenia plazmidu zawierajacego
operon Tn/546 do wrazliwego szczepu rodzicielskie-
go. Tak jak sig¢ spodziewano, czasteczki prekursorow
peptydoglikanu szczepow wrazliwych kofczyly sig
dipeptydami D-Ala-D-Ala, a prekursorow szczepow
opornych — dipeptydami D-Ala-D-Lac. Jednak w doj-
rzatej Scianie komorkowej szczepow opornych na wan-
komycyng nie wykrywano D-mleczanu; innymi stowy,
w sktad Sciany komorkowej szczepow wrazliwych
i opornych wchodzily te same aminokwasy. Réznica
wystepowala natomiast w strukturze: mureinopeptydy
szczepow wrazliwych na wankomycyng zawieraty
pentapeptydy konczace si¢ D-alanylo-D-alaning, na-
tomiast w $cianie komdrkowej szczepoéw opornych
wystepowaty tetrapeptydy konczace si¢ D-alaning.
Autorzy zasugerowali, ze czasteczki D-mleczanu sa
albo usuwane z peptydow w procesie sieciowania pep-
tydoglikanu, albo w ogole nie dochodzi do wiaczenia
mleczanu w strukturg syntetyzowanego peptydoglika-
nu (rys. 3B). Istnieja dwie hipotezy ttumaczace to zja-
wisko: (i) czasteczki D-mleczanu odcinane sa przez
rodzimy, kodowany chromosomalnie enzym o aktyw-
nosci karboksypeptydazy lub (ii) VanY jest enzymem
zdolnym do usuwania zar6wno terminalnych reszt
D-Ala jak i D-Lac [26, 55, 58]. Jednak doktadny
mechanizm usuwania D-mleczanu ze struktury dojrza-



ENTEROKOKI OPORNE NA WANKOMYCYNE. II. MECHANIZMY OPORNOSCI, EPIDEMIOLOGIA

(8)
N _ﬂ_ﬁ
-
—I=1x <:| ;
_4
-
DAl
——-——,— Tn’:':ﬂm!"‘-ll _q:_—:i; Fi
3 {: : —4 ; E I
Maal E o
-
Struktura niewratiiwa na Bl Wankoeycyna D-lag —— i
clanianls asmotycrng
fhuindrha preeiymal
] =
[+] a -
o YanH ?ﬂ VanA a = i &
— . HM l o L il |
L r] o i Illﬁ n-\\ll fﬁ
Popagiaed ain Gmiwezan DAl [ T, By u |_x | _':_,.' ﬁ
i : = Van
i i . il u i i -\'\___‘1‘ ﬂ\ 1
o “In: o Trispeptsd albo " A a
1 Behla D-Als-D-Aim U TRy oy ¥ A

321

Rys. 3. Mechanizm opornos$ci na glikopeptydy charakterystyczny dla typu VanA (objasnienia w tekscie)

tego peptydoglikanu szczepdéw opornych na wanko-
mycyng¢ pozostaje niejasny.

Operon VanA zawiera jeszcze jedna otwarta ramke
odczytu, vanZ, kodujaca biatko zwiazane z opornoscia
niskiego stopnia na teikoplaning, lecz o nieznanym
mechanizmie dziatania [22].

Produkcja ligazy VanA kojarzona jest z opornoscia
zardwno na wysokie stezenia wankomycyny, jak i te-
ikoplaniny. Opisywane sa jednak szczepy oporne na
wankomycyng 1 wrazliwe na teikoplaning (co jest ra-
czej kojarzone z fenotypem VanB) posiadajace gen
vandA. Lee 1 wsp. [45] przedstawili wyniki badan
dowodzacych, ze delecja gendw vanZ i vanY, jak row-
niez samego genu vanZ prowadza do utraty opornosci
szczepOw VanA na teikoplaning, przy rownoczesnym
zachowaniu opornos$ci na wankomycyng.

2.2. Typ VanB (VanBl, VanB2 i VanB3)

Cecha charakterystyczna typu VanB jest opornos¢
na rézne stg¢zenia wankomycyny i wrazliwos¢ na te-
ikoplaning; oporno$¢ tego typu jest indukowana przez
wankomycyng, lecz nie przez teikoplaning. Fenotyp

VanB (opisany po raz pierwszy w roku 1989 [140])
jest charakterystyczny przede wszystkim dla E. faeca-
lis 1 E. faecium. Mozna znalez¢ takze doniesienia opi-
sujace wystgpowanie fenotypu VanB u E. gallinarum,
E. casseliflavus 1 E. raffinosus [22, 51, 55]. Na pod-
stawie roznic w sekwencjach DNA, wyrdzniono trzy
podtypy gendéw kodujacych ligaze D-Ala-D-Ala cha-
rakterystyczna dla typu VanB: vanBl, vanB2 oraz
vanB3 [15] Roznice w sekwencjach nukleotyddéw mig-
dzy vanBl a vanB2 wynosza 3,6%, natomiast migdzy
vanB1 a vanB3 — 5%. Nie wykazano jednak wyraznej
korelacji miedzy wystgpowaniem konkretnego podtypu
ligazy VanB a poziomem opornos$ci na wankomycyne¢
i teikoplaning [48]. Z drugiej strony, niektore szczepy
E. faecium VanB izolowane w tajwanskich szpitalach,
gdzie obserwuje si¢ przewage genu opornosci vanB2,
posiadaly podwyzszony stopien opornosci na teikopla-
ning (MIC =32 mg/L), co bylo skorelowane z wyste-
powaniem punktowej mutacji Leu — Met w pozycji
308 genu vanB [48].

W poréownaniu do VanA, typ VanB opornosci
wystepuje znacznie rzadziej. Posrod szczepow izo-
lowanych w Europie, typ VanB mozna okresli¢ jako
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zjawisko marginalne. Inaczej sprawa wyglada w Sta-
nach Zjednoczonych — tam czgsto$¢ wystgpowania
szczepow posiadajacych typ VanB jest znacznie wigk-
sza, opisywane sa epidemie zakazen szpitalnych wy-
wotlanych wylacznie przez szczepy VanB [17].

Struktura i organizacja gendéw opornosci na gliko-
peptydy wystgpujaca w typie VanB jest zblizona do tej
obserwowanej w VanA (rys. 2). Kodowana przez gen
vanB ligaza VanB wykazuje 76% podobienistwa se-
kwencji aminokwasdéw z VanA. Wystepujace w obrebie
operonu VanB geny, analogiczne do VanA, nosza ozna-
czenia vanHy,, vanXy,, vanYy, vanS, oraz vanR, [36].
Wystepuje duzy stopien podobienstwa sekwencji DNA
migdzy homologicznymi zespotami gendéw vanHAX
oraz vanHyBY, (Srednio 70% podobienstwa), nato-
miast podobienstwo migdzy odpowiednimi genami R,
S'1 Y VanA i VanB jest znaczaco nizsze (25 do 35%
podobienstwa). W zgrupowaniu gendéw vanB nie wy-
stepuje homolog genu vanZ wykrywanego u VanA, ale
operon vanB zawiera ORF vanW, przy czym funkcja
biatka kodowanego przez ten gen jest nieznana [55, 76].

System regulatorowy wystepujacy u szczepow nale-
zacych do typu VanB nie ulega indukcji pod wptywem
teikoplaniny. Z drugiej strony, obecnos¢ wankomycyny
w $rodowisku moze doprowadzi¢ do wyindukowania
opornosci zar6wno na wankomycyng, jak i teikoplani-
ng. Oprocz tego, mozliwe jest otrzymanie mutantow
opornych na teikoplaning z wrazliwych szczepow
VanB, hodowanych w podlozach zawierajacych niskie
stezenia tego antybiotyku. Tego typu mutanty moga
powstawac takze podczas kuracji teikoplaning w do-
swiadczeniach prowadzonych in vivo [15]. Podtozem
tego typu konstytutywnej opornosci na teikoplaning
moze by¢ (i) delecja czgsci zgrupowania genéw vanB,
zawierajacej uklad regulatorowy vanRg/vanS,, lub
(i1) mutacje punktowe prowadzace do utraty funkcji
regulatorowej przez VanSg, co prowadzi do permanent-
nej fosforylacji VanR ;. Zmutowane szczepy E. faecium,
z zahamowang ekspresja VanS;, podlegaja niekiedy
heterogennej indukcji opornosci na teikoplaning, naj-
prawdopodobniej w wyniku przejgcia funkcji VanSy
przez natywna kinaze szczepu [40].

Zgrupowanie genow vanB czgsto zlokalizowane jest
na chromosomie bakteryjnym. Poczatkowo uwazano,
Ze geny te nie sa przenoszone migdzy szczepami ente-
rokokow [15]. Obecnie wiadomo, ze w odr6znieniu od
typu VanA, zespoty genow vanB (i podobnych) prze-
noszone sa w obrgbie duzych (90 do 250 tysigcy par
zasad) koniugacyjnych elementéw genetycznych [22].
Skupienie genow vanBl moze wchodzi¢ w sktad
transpozonu Tn/549 (34 tys. pz), a przede wszystkim
Tnl547 (64 tys. pz), bedacego elementem wigkszego
elementu transpozycyjnego (90 tys. pz), ktory moze by¢
przenoszony migdzy chromosomami w wyniku koniu-
gacji [36]. Skupienie gendw vanB2 moze ulega prze-
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noszeniu jako zawarto$¢ jednego z dwodch blisko spo-
krewnionych transpozonow, Tn5382 (27 tys. pz) albo
Tnl549, stanowiacych element plazmidéw koniuga-
cyjnych [25, 79]. Dowiedziono mozliwosci przenosze-
nia genow vanB w obrgbie Tnl549 wilaczonego do
plazmidu odpowiedzialnego za reakcje E. faecium
na feromony ptciowe (pAD-1) [35]. Wykryto takze
szczepy E. faecium nalezace do typu VanB, posiada-
jace jednoczesnie wigcej niz jeden typ plazmidow
zawierajacych geny opornosci na wankomycyng vanB?2
[40]. Zidentyfikowano takze szczepy VanB, u ktorych
transpozon Tn5382 wchodzil w sktad wigkszego ele-
mentu chromosomalnego, zawierajacego takze geny
kodujace biatko PBPS5, odpowiedzialne za opornosc
szczepu na ampicyling [25].

2.3. Typ VanC (VanCl, VanC2 i VanC3)

Fenotyp VanC charakteryzuje si¢ opornoscia na
niskie stgzenia wankomycyny (MIC 4-32 mg/L) oraz
wrazliwoscia na teikoplaning (MIC ponizej 1 mg/L)
i jest wlasciwoscia niektorych szczepow E. gallinarum
oraz E. casseliflavus [51, 55]. Typ opornos$ci VanC jest
kodowany chromosomalnie i nie ulega transferowi
horyzontalnemu. W przewazajacej wigkszo$ci wypad-
kéw VanC ma charakter opornosci konstytutywnej,
chociaz opisywano rzadkie przypadki indukcji tego
typu opornosci przez antybiotyki glikopeptydowe [30,
31, 36, 73]. Opisano trzy blisko spokrewnione typy
genoéw kodujacych ligazg D-alanylowo-D-serynowa:
vanC1 u Enterococcus gallinarum oraz vanC2 i vanC3
u E. casseliflavus [22]. Dostepne sa kompletne sekwen-
cje genow opornosci wchodzacych w sktad skupienia
genow vanCl,vanC2 ivanC3 [3, 30, 31]. Podobienstwo
sekwencji aminokwasow migdzy biatkami VanC2
1 VanC3 wynosi 98%, a migdzy VanC2 a VanC1 — 76%.
Z drugiej strony, znacznie wigksze réznice obserwuje
si¢ migdzy VanC1 a VanA (podobienstwo 37%) oraz
VanB (podobienstwo 39%) [51]. Procz szczepow
zawierajacych jeden typ opornosci na wankomycyng
opisano wystgpowanie szczepow E. gallinarum nosza-
cych jednoczesnie geny vanA i vanCl1 [15]. Gen vanC
wykrywano takze u pojedynczych szczepow E. faeca-
lis oraz E. faecium [62].

Typ opornosci VanC do swojego funkcjonowania
wymaga trzech biatek funkcjonalnych: VanC, VanXY .
i VanT, oraz dwoch bialek regulatorowych: VanR .
1 VanS,., (rys. 2).

Funkcja VanC jest synteza dipeptydow D-alanylo-
D-serynowych, ktére zostaja wlaczone w sktad pre-
kursoréw peptydoglikanu na péznym etapie ich syn-
tezy [36]. Doswiadczalna inaktywacja genu vanCl
E. gallinarum (za pomoca insercji krotkiego fragmen-
tu DNA) powoduje zahamowanie ekspresji genow
vanXY . oraz vanT, co prowadzi do utraty opornosci
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szczepu na wankomycyng. Prekursory peptydoglikanu
szczepu, u ktorego zastosowano insercj¢ fragmentu
DNA konczyly si¢ dipeptydem D-Ala-D-Ala [55].
Jako ze u szczepdéw enterokokéw posiadajacych typ
oporno$ci na wankomycyne VanC wystgpuje takze
»ZWyczajna” ligaza syntetyzujaca dipeptydy D-Ala-D-
Ala, obserwowane réznice w wartosciach MIC wanko-
mycyny thumaczy si¢ osiagnigtym stosunkiem stgzenia
prawidlowych dipeptydow D-Ala-D-Ala do stgzenia
dipeptydow D-Ala-D-Ser. To znaczy, ze nizsze war-
tosci MIC moga by¢ objasnione przez obecnos¢ wigk-
szych ilosci D-ala-D-Ala, natomiast wyzsze wartosci
MIC wynikaja z wigkszej proporcjonalnej zawartosci
dipeptydow D-alanylowo-D-serynowych [15].

Biatko VanXY_. wykazuje podwojna aktywnosc¢
dipeptydazy i karboksypeptydazy, a funkcja tego biatka
jest hydroliza dipeptydow D-Ala-D-Ala i usuwanie
alaniny z C-konca oligopeptydu wchodzacego w sktad
prekursoréw peptydoglikanu [5]. Podobienstwo VanXY .
i VanY obejmuje 158 aminokwaséw identycznych
w obu bialkach. Zgodne sekwencje aminokwasow wy-
stgpuja w regionach odpowiedzialnych za wiazanie
cynku, stabilizacj¢ substratu oraz katalizacj¢ hydrolizy
[30]. Regiony te wystepuja zarOwno w VanX (VanX)
jakiw VanY (VanY ). W poréwnaniu do VanX i VanY,
VanXY . wykazuje nizsza aktywno$¢ wobec swoistego
substratu, czyli dipeptydow D-Ala-D-Ala wchodza-
cych w sktad prekursoréw peptydoglikanu.

Zwiazane z btona komoérkowa biatko VanT jest ra-
cemaza przeksztalcajaca syntetyzowang przez natywne
enzymy enterokokow L-seryng w D-enancjomer, ktory
stanowi substrat dla enzymu VanC [4]. Zakotwiczone
w blonie komérkowej biatko VanT sktada sig¢ z dwoch
domen: (i) zewngtrznej, posiadajacej aktywnos¢ race-
mazy serynowej, oraz (ii) transbtonowej, ktorej obec-
nos¢ nie jest konieczna dla tworzenia D-enancjomerow
seryny. Mimo to, szczepy sztucznie pozbawione do-
meny przezbtonowej VanT nie byly w stanie osiagnaé
wyktadniczej fazy wzrostu w obecnosci niskich ste-
zen wankomycyny, co wskazuje na rolg rzeczonej do-
meny w wychwytywaniu i transporcie L-seryny przez
btong komodrkowa [4].

Enterococcus casseliflavus ATCC 25788 (Van(C2)
wykazuje indukowalng oporno$¢ na wankomycyne, co
jest zjawiskiem charakterystycznym raczej dla typow
VanA i VanB [30]. Szczepy VanA i VanB wymagaja
okresu indukcji (30-60 minut od dodania wanko-
mycyny) zanim dojdzie do ekspresji gendéw opornosci
i pojawienia si¢ prekursorow peptydoglikanu koncza-
cych si¢ D-mleczanem [68]. W poréwnaniu do typow
VanA/VanB, E. casseliflavus ATCC 25788 wykazuje
znacznie dhuzszy okres (225 minut) potrzebny na in-
dukcje oporno$ci, wyrazajace si¢ synteza dipeptydow
D-Ala-D-Ser oraz powrotem hodowli szczepu do fazy
eksponencjalnej wzrostu [30]. Wydhuzony okres in-

323

dukcji obserwowano takze u innych szczepow entero-
kokéw wykazujacych typ opornosci VanC [73]. Tak
duza réznica w czasie potrzebnym na indukcj¢ opor-
nosci moze wynika¢ z réznych mechanizméw syntezy
terminalnych podstawnikow prekursorow peptydo-
glikanu. Substratem dla VanH, czyli wystepujacego
w typie opornosci VanA enzymu odpowiedzialnego
za syntez¢ D-mleczanu, jest pirogronian, zwiazek wy-
stegpujacy powszechnie w komodrkach enterokokow.
Z drugiej strony, substratem dla wystepujacej w VanC
racemazy serynowej VanT jest L-seryna, zwiazek nie-
zbedny dla wielu procesow komorkowych, takich jak
synteza bialek oraz metabolizm zwiazkéw monokar-
boksylowych. W komorce enterokokdw, L-seryna jest
zuzywana bardzo szybko, a jej dostgpnos¢ — w porow-
naniu z pirogronianem — jest znikoma [30].

Ekspresja gendw opornosci wystgpujacych w typie
VanC regulowana jest przez (analogiczny jak w VanA/
VanB) dwusktadnikowy uktad regulatorowy. W jego
sktad wchodza dwa biatka: regulator odpowiedzi
VanR . oraz kinaza histydynowa VanS . [31]. W odr6z-
nieniu jednak od vanA/vanB, w obrgbie vanC geny te
leza od strony konca 3’ nici DNA (rys. 2) [36].

2.4. Typ VanD

Pierwszym szczepem, u ktoérego opisano fenotyp
VanD, byt E. faecium BM4339, izolowany w New York
Hospital w roku 1991. Szczep ten, wyodrebniony z mo-
czu pacjentki cierpiacej na zakazenie uktadu moczowe-
go, byl oporny na wankomycyng (MIC 64 mg/L) oraz
wrazliwy na teikoplaning (MIC 4 mg/L) [67]. Szczep
BM4339 wykazywal takze oporno$¢ na penicyling G,
wysokie stgzenia aminoglikozydow, tetracykling oraz
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B [67]. Do
1999 roku, BM4339 byt jedynym opisanym szczepem
o fenotypie opornoséci VanD, mimo iz trzy spokrewnio-
ne ze soba szczepy A803, A804 i A902 noszace geny
opornosci typu vanD wyizolowano w szpitalu Beth
Israel Medical Center w Bostonie juz w 1993 roku [10,
61]. Szczepy enterokokow o typie opornosci na gliko-
peptydy VanD izolowane sa rzadko, i jak do tej pory
opisano tylko kilka szczepdw E. faecium i E. faecalis
posiadajacych ten typ oporno$ci [28]. Interesujace jest,
ze szczepy izolowane w roznych regionach $wiata
(USA, Australia, Kanada, Brazylia) wykazuja zr6zni-
cowanie genetyczne w budowie genéw wchodzacych
w sktad zgrupowania genow vanD [10, 13, 61, 67].

Typ opornosci VanD (podobnie jak VanA i VanB)
opiera si¢ na syntezie prekursoréw peptydoglikanu
konczacych si¢ dipeptydami D-Ala-D-Lac i charakte-
ryzuje si¢ Srednim lub wysokim stopniem opornosci
na wankomycyng oraz wrazliwo$cia Iub srednim stop-
niem opornosci na teikoplaning (MIC wankomycyny
64-256 mg/L, MIC teikoplaniny 2—64 mg/L) [14, 15,
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22,28, 55, 62]. U E. faecium BM4339 obserwowano
konstytutywna ekspresj¢ fenotypu VanD, podczas gdy
u szczepow A803, A804 i A902 opornos¢ byta indu-
kowana niskimi stgzeniami wankomycyny w §rodowi-
sku [14, 61, 67]. Geny determinujace fenotyp VanD
znajduja si¢ na chromosomie i nic nie wskazuje na to,
aby wystgpowato zjawisko ich przenoszenia migdzy
szczepami enterokokow [22]. Prowadzone in vitro
préby transferu gendw opornosci ze szczepéw VanD
do wrazliwych na glikopeptydy szczepow E. faecium
1 E. faecium nie doprowadzily do transferu genow
opornosci na wankomycyng, ale — jak si¢ spodziewa-
no — ruchome elementy genetyczne zawierajace geny
opornosci na aminoglikozydy oraz erytromycyng ule-
gly transferowi [61, 67]. Lokalizacja genow zwiaza-
nych z opornoscia VanD na chromosomie oraz nie-
mozno$¢ (przynajmniej do tej pory) identyfikacji
elementow, ktore moglyby by¢ odpowiedzialne za ho-
ryzontalne przenoszenie skupiska genéw vanD moze
by¢ wyjasnieniem rzadkiego wystgpowania typu VanD
w populacji enterokokow [28].

Organizacja genéw zgrupowanych w vanD, odpo-
wiedzialnych za opornos$¢ na glikopeptydy, u pozna-
nych dotychczas szczepow, zostata doktadnie pozna-
na i dostgpne sa kompletne sekwencje zgrupowania
genow opornosci szczepow BM4339 (USA, 1991),
A902 (USA, 1993), 10/96A (Brazylia, 1996) oraz
BM4416 (Kanada, 2000) [10, 13, 27 61]. Operon
vanD zawiera sze$¢ genow: vanR,, vanS,, vanY,,
vanH ,, vanD oraz vanX, (ryc. 2). Geny zgrupowania
vanD wykazuja homologi¢ do odpowiednich genoéw
wystgpujacych w typach VanA i VanB, przy czym
w skupieniu vanD nie wystgpuja homologi genu vanZ
wystepujacego w typie VanA, ani vanW obecnego
w typie VanB. Podobienstwo strukturalne zgrupowan
vanA, vanB 1 vanD znajduje takze wyraz w funkcji
odpowiednich genow homologicznych.

Synteza D-alanylo-D-mleczanu wymaga obecnosci
ligazy VanD (odpowiednik ligaz VanA i VanB) oraz de-
hydrogenazy VanH (odpowiednio VanH lub VanHy)
katalizujacej przemiang pirogronianu w D-mleczan
[28]. Odcigcie terminalnych D-alanin zapobiega wigza-
niu glikopeptydoéw z docelowym dipeptydem D-Ala-D-
Ala; za tg reakcje¢ odpowiadaja dwa enzymy: zwigzana
z btona komoérkowa D,D-dipeptydaza VanX, (VanX,
VanXp,) oraz D,D-karboksypeptydaza VanY, (Vany,
VanYy,) [68]. Biatko VanY, nalezy do rodziny biatek
wiazacych penicyliny (PBP), a jego aktywnos$¢ hamo-
wana jest przez obecno$¢ penicylin w $rodowisku
[13]. Dla odmiany, VanY i VanY naleza do klasy
D,D-karboksypeptydaz zaleznych od Zn**, sa one nie-
wrazliwe na penicyliny oraz wykazuja wyzsza aktyw-
no$¢ katalityczna w pordwnaniu z VanY  [68].

Podobnie jak w przypadku VanA i VanB, ekspresja
typu opornosci VanD podlega regulacji dwusktadni-
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kowego uktadu ztozonego z biatka zwigzanego z blona
komoérkowa, posiadajacego aktywnos¢ kinazy histydy-
nowej w obecnosci glikopeptydow lub fosfatazy, gdy
antybiotyki glikopeptydowe nie wystepuja w $rodo-
wisku (VanS)) oraz cytoplazmatycznego aktywatora
transkrypcyjnego (VanR ) [14].

Struktura zgrupowania genéw vanD oraz funkcjo-
nalna aktywno$¢ biatek kodowanych przez odpowiednie
geny wchodzace w jego sklad pozwalaja mniemacé, ze
ekspresja gendw opornosci typu VanD oraz regulacja
tej ekspresji w odpowiedzi na obecnos$¢ glikopepty-
doéw w $rodowisku powinna by¢ zblizona do obser-
wowanej w typach VanA i VanB. Jednak typ VanD po-
siada kilka cech charakterystycznych, odrozniajacych
go od VanA i VanB. Depardieu i wsp. [28] prze-
prowadzili seri¢ eksperymentow w ktorych zbadane
mechanizmy ekspresji i regulacji genéw wchodzacych
w sktad zgrupowania genow vanD. W$rdd najwazniej-
szych wynikow ich pracy mozna wymieni¢ nastgpujace:

« wszystkie opisane dotychczas szczepy VanD wy-
kazywaty zaburzong syntezg prawidlowych di-
peptydow D-Ala-D-Ala, w wyniku rozmaicie
zlokalizowanych mutacji punktowych w obrebie
gendéw ddl, co prowadzito do braku substratu
niezbg¢dnego do syntezy prawidtowych prekur-
sorow peptydoglikanu;

o u wielu szczepoéw obserwowano zaburzenia lub
catkowity brak aktywnosci biatek VanX, oraz
VanY ,, odpowiedzialnych, odpowiednio, za usu-
wanie koncowej D-alaniny z prekursorow pep-
tydoglikanu oraz hydroliz¢ dipeptydow D-Ala-
D-Ala;

« szczepy produkujace prawie wylacznie prekur-
sory peptydoglikanu konczace si¢ D-mleczanem
oraz zawierajace geny opornosci na glikopeptydy
powinny wymagac tych antybiotykow do wzros-
tu, gdyz do syntezy prekursoréw peptydoglikanu
zawierajacych terminalny D-mleczan niezbedna
jest aktywacja uktadu regulatorowego VanS/
VanR ;. Jednak u badanych szczepow E. faecium
obserwowano mutacje punktowe prowadzace do
utraty funkcji fosfatazy biatka VanS co sprawia,
ze sensor VanS nabiera konstytutywnej aktyw-
nosci kinazy, prowadzac do fosforylacji recepto-
rowej domeny VanR ), niezaleznie od faktyczne-
go wystgpowania glikopeptydow w $rodowisku.
Bialko VanR,, odpowiedzialne za aktywacjg pro-
motora transkrypcji genéw vanH,DX Y, sktada
si¢ z dwoch domen: receptorowej (N-koniec pep-
tydu), odbierajacej sygnat od VanS, oraz efek-
torowej (C-koniec peptydu), blokujacej swoisty
region DNA, gdy domena receptorowa jest w sta-
nie nieufosforylowanym. Fosforylacja N-konca
VanR, prowadzi do uwolnienia DNA i uru-
chomienia procesu transkrypcji vanH,DX Y,
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Oprocz powyzszego mechanizmu, w ktorym ak-
tywno$¢ VanRj zalezy od sygnatu przekazanego
przez VanSp, u szczepow E. faecalis BM4538
i BM4540 wykryto mutacje w obrgbie samego
genu VanR;, prowadzace do stalej, konstytutyw-
nej aktywacji domeny efektorowej;

o obserwowana u szczepow VanD zwigkszona
wrazliwos$¢ na teikoplaning pozostaje niewyjas-
niona w $wietle obserwowanej konstytutywne;j
ekspresji genow oporno$ci na antybiotyki gliko-
peptydowe.

W podsumowaniu mozna podkresli¢, ze opisane
dotychczas szczepy posiadajace typ opornosci VanD
naleza do trzech gatunkow: E. faecium (7 szczepdw),
E. faecalis (2 szczepy) i E. gallinarum (1 szczep).
Wszystkie szczepy izolowane byty od ludzi dhugo-
trwale przebywajacych w oddziatach szpitalnych,
a oprocz opornosci na glikopeptydy, wykazywaly row-
nocze$nie opornos¢ na wiele antybiotykow naleza-
cych do innych grup. Wszystkie opisywane szczepy
byly oporne przynajmniej na -laktamy oraz wysokie
stezenia aminoglikozydow, niektére dodatkowo wy-
kazywaty oporno$¢ na inne leki przeciwbakteryjne
(tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, streptograminy,
chloramfenikol).

Interesujacy jest fakt zwigkszonej wrazliwoséci na
teikoplaning, notowany u opisywanych szczepdéw. Nie
znaleziono niestety doniesien na temat aktywnosci
oritawancyny wobec szczepoéw VanD — prace doty-
czace aktywnosci antybiotyku zdolnego do tworzenia
dimerow oraz zdolnego do kotwiczenia w btonie ko-
moérkowej enterokokéw moglyby dopomdec w wyjas-
nieniu podwyzszonej wrazliwosci szczepéw VanD na
teikoplaning.

2.5. Typ VanE

Oporno$¢ typu VanE zostala opisana u pojedyn-
czych szczepow E. faecalis. Pierwszym opisanym szcze-
pem VanE byt E. faecalis BM4405, wykazujacy opor-
no$¢ na niskie st¢zenia wankomycyny (MIC 16 mg/L),
wrazliwy przy tym na teikoplaning (MIC 0,5 mg/L)
[65]. Opornos¢ wystepujaca u BM4405 jest induko-
wana przez obecnos¢ wankomycyny w Srodowisku,
szczep produkuje prekursory peptydoglikanu konczace
si¢ dipeptydem D-Ala-D-Ser. U opisanego szczepu
wykryto zgrupowanie gendw o organizacji zblizonej
do vanC. Zgrupowanie to, nazwane pozniej vank jest
zlokalizowane na chromosomie i nie ulega przenosze-
niu horyzontalnemu [65].

Zgrupowanie vanE obejmuje pi¢¢ genéw koduja-
cych biatka homologiczne do wystgpujacych w typie
opornosci VanC (rys. 2): ligazg D-alanylowo-D-sery-
nowa VanE, D,D-dipetydaze¢/D,D-karboksypeptydaze
VanXY , racemazg serynowa VanT oraz dwusklad-
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nikowy uktad regulatorowy obejmujacy biatko senso-
ryczne VanS; oraz regulator VanR [65]. Nalezy za-
znaczy¢, ze bialko VanS; u BM4405 jest nieaktywne
w wyniku mutacji polegajacej na insercji prowadzace;j
do pojawienia si¢ kodonu stop w 78 aminokwasie tego
biatka, a regulacj¢ indukcyjna przejal najprawdopo-
dobniej natywny uktad regulatorowy szczepu [69].

Mozliwe jest, ze typ opornosci VanE zostat nabyty
od szczepoéw posiadajacych typ VanC. Do wyjasnie-
nia pozostaje relatywnie niewielkie podobienstwo se-
kwencji aminokwasow migdzy homologicznymi gena-
mi klastrow vanC i VanE [69].

W bezposredniej bliskosci operonu vanE innego
szczepu posiadajacego typ VanE opornosci na wanko-
mycyng (E. faecalis N00-410, izolowany w Kanadzie
w 2000 roku) wykryto otwarta ramke odczytu kodu-
jaca biatko homologiczne do niektorych integraz, co
sugeruje sposob nabycia skupienia genow vanE [11].

2.6. VanG jest kolejnym typem opornosci, w ktoérym
dochodzi do syntezy prekursorow peptydoglikanu kon-
czacych si¢ D-alanylo-D-mleczanem [69]. W 1997 roku
w Brisbane, Australia, od hospitalizowanych pacjen-
tow wyizolowano w krotkich odstgpach czasu cztery
szczepy E. faecalis o podobnej charakterystyce feno-
typowej: opornosci na niskie stezenia wankomycyny
(MIC 12-16 mg/L) oraz wrazliwos$ci na teikoplaning
(MIC 0,5 mg/L). Jeden z tych szczepow (WCH9) zo-
stat poddany doktadnym badaniom genetycznym. Wy-
kryto u niego nowego typu zespol gendéw opornosci na
glikopeptydy, oznaczony jako vanG [54]. Zgrupowanie
genow vanG sklada sig z o§miu gendw, z ktérych jed-
ne wykazuja homologie do wystepujacych w typach
VanC/E, inne natomiast do VanA/B, przy czym geny te
nabyte zostaly przynajmniej od trzech réznych typow
operonow van [69] (rys. 2). Geny uktadu regulatorowe-
go (vanS, vanR ;) koduja biatka, ktore pod wzglgdem
podobienstwa sekwencji aminokwaséw sa najbardziej
zblizone do homologicznych biatek wystepujacych
w typie VanD. Geny te w stosunku do genoéw odpo-
wiedzialnych za oporno$¢, potozone sa w kierunku
konca 5’ nici DNA, co odpowiada organizacji zgrupo-
wan genow opornosci obserwowanej w typach VanA,
VanB i VanD, a odrdznia zgrupowania vanG od vanC
i vankE [54, 69]. Skrajnie w kierunku konica 5’ zgrupo-
wania vanG lezy jeszcze jedna otwarta ramka odczy-
tu, vanU, nie znajdujaca odpowiednika w Zadnym
innym operonie kodujacym oporno$¢ enterokokow
na glikopeptydy. Biatko VanU wykazuje homologi¢ do
niektorych bakteryjnych aktywatordéw transkrypcji [27].
Tréjgenowy komponent regulacyjny vanUS R ; ulega
wspolnej konstytutywnej transkrypcji od promotora
P, natomiast pozostale geny ulegaja transkrypcji in-
dukowanej, znajdujacej sig pod kontrola promotora Py,
lezacego migdzy genami vanS, i vanY (podobnie jak
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w typie VanB) [69]. Pozostala czg$¢ operonu zawiera
mozaike genoéw, ktore prawdopodobnie pochodza od
typoéw VanB, VanC i VanE. Liczac od konca 5 opero-
nu geny te koduja kolejno:

— VanY (D,D-dipeptydaza D-Ala-D-Ala),

— VanW (homolog VanW wystegpujacego wytacz-

nie w typie VanB),

— VanG (ligaza D-alanylowo-D-serynowa),

— VanXY, (biatko homologiczne do wystepuja-

cych w typach VanC i VanE),

— VanT (racemaza L:D-serynowa, homolog VanT

i VanT}) [54, 69].

W odréznieniu od typu vanD, szczepy posiadajace
typ VanG posiadaja aktywna chromosomalna ligaze¢
D-Ala-D-Ala. U szczepéw indukowanych wankomy-
cyna prekursory peptydoglikanu maja strukturg penta-
peptydow konczacych si¢ D-alanina (30 do 50%
wszystkich prekursoréw) lub D-seryna (pozostate pre-
kursory). Wykrywano tylko $ladowe ilosci prekurso-
réw konczacych sig tetrapeptydami [69]. Co prawda,
biatko VanY nie wykazuje aktywno$ci w wyniku
mutacji punktowej w obrgbie genu vanY, ale u szcze-
pu WCH9 wykrywano aktywno$¢ zwiazanej z btona
komoérkowa D,D-karboksypeptydazy (prawdopodob-
nie vanXY ;). Aktywno$¢ racemazy serynowej VanT
jest niewielka w poréwnaniu do racemaz wystepuja-
cych u VanC i VanE.

Zdolno$¢ E. faecium do uzyskania tak skompliko-
wanego uktadu genéw sktadajacych sig¢ na funkcjonal-
ny operon jest zadziwiajaca, ale opornos¢ na wanko-
mycyng zwigzana z typem VanG pozostawia bez
odpowiedzi kluczowe pytanie: w jaki sposdb szczepy
VanG uzyskuja stopien opornos$ci na wankomycyng
poréwnywalny z VanC i VanE nie posiadajac wydaj-
nej racemazy serynowej, a majac znaczny procent pre-
kursoréw peptydoglikanu potencjalnie wrazliwych na
wankomycyng? Odpowiedz na to pytanie moze dac
dopiero analiza struktury dojrzalego peptydoglikanu
szczepow VanG, jak réwniez odpowiedz na pytanie,
czy istnieja biatka odpowiedzialne za transglikozyla-
cje 1 transpeptydacj¢ prekursorow peptydoglikanu
swoiste dla szczepow E. faecalis VanG.

Préby transferu operonu VanG do wrazliwych szcze-
pow E. faecalis zaowocowaty przeniesieniem duzego
(240 kpz) elementu genetycznego, zawierajacego, oprocz
zgrupowania vanG, takze gen opornos$ci na erytromy-
cyng ermB [22].

3. Enterokoki zalezne od wankomycyny

W 1993 roku zaprezentowano pierwsza prace opi-
sujaca szczepy kliniczne enterokokoéw niezdolne do
wzrostu w srodowisku nie zawierajacym wankomycy-
ny [80]. Od tego czasu pojawiaja si¢ sporadyczne do-
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niesienia opisujace izolowane od pacjentdow poddanych
przewlektej kuracji antybiotykami glikopeptydowymi
szczepy E. faecium lub E. faecalis, zdolne do wzrostu
tylko w postaci pierwotnej hodowli i tracace zdolnosé¢
wzrostu po przesianiu na kolejne podtoza [51]. Szczepy
te rosna natomiast na podtozach zawierajacych wanko-
mycyne badz teikoplaning, a takze na podtozach uzywa-
nych do oznaczania oporno$ci na antybiotyki metoda
dyfuzyjno-krazkowa — w tym wypadku wokot krazkow
zawierajacych wankomycyng lub teikoplaning [51].
Szczepy te otrzymaty nazwe VDE (vancomycin-depen-
dent enterococci, czyli enterokokoki zalezne od wan-
komycyny). Wankomycynozalezne szczepy E. faecium
1 E. faecalis izolowano z probek krwi, moczu oraz kalu
pobranych od pacjentdw poddanych dlugotrwalej te-
rapii wankomycyna lub teikoplanina, jak rowniez anty-
biotykami o szerokim spektrum dziatania [36]. Od pa-
cjentow tych najczgsciej izolowano uprzednio szczepy
enterokokow oporne na wysokie stezenia glikopepty-
dow, wykazujace ten sam wzor PFGE co szczepy VDE,
co sugeruje, ze szczepy zalezne od wankomycyny wy-
ewoluowaty z wystepujacych u tych samych pacjentow
szczepow opornych na wankomycyng, lecz nie wyka-
zujacych zaleznosci od glikopeptydéw. W doswiadcze-
niach laboratoryjnych, metoda selekcji in vitro uzyska-
no zalezne od wankomycyny mutanty szczepéw VRE
[51]. Wszystkie opisane do tej pory szczepy VDE tacza
pewne cechy charakterystyczne: sa to szczepy posia-
dajace geny opornosci na glikopeptydy typu VanA lub
VanB, przy czym naturalna ligaza D-alanylo-D-alani-
nowa tych szczepow jest nieaktywna w wyniku mutacji
prowadzacych do niemoznosci wiazania substratu, co
jest przyczyna niezdolnosci szczepéw VDE do wzrostu
w $Srodowisku nie zawierajacym antybiotykow gliko-
peptydowych [15].

Znaczenie kliniczne szczepdw enterokokow zalez-
nych od wankomycyny jest przedmiotem debaty. Czg$¢
specjalistow wyraza przekonanie, ze szczepy VDE sta-
nowia niedoceniane niebezpieczenstwo ze wzgledu na
potencjalna mozliwo$¢ powrotu do formy niezalezne;j
od wankomycyny — w tym wypadku bgda to szczepy
oporne na wysokie stezenia glikopeptydow. Inna bu-
dzaca niepokdj cecha szczepow VDE jest ogromna
trudno$¢ (a w wielu wypadkach niemozno$¢) izolacji
tych szczepoéw przy uzyciu standardowych metod
bakteriologicznych, co wymaga wprowadzenia zmian
w standardowych procedurach diagnostycznych [33].
Wedhug Wilksa iwsp. [80] laboratorium jest w sta-
nie wykry¢ szczep VDE tylko w wypadku, gdy spe-
cjalnie go szuka. Z drugiej strony, wielu specjalistow
okresla szczepy VDE jako ,,defektywne szczepy VRE”,
a samo zjawisko zalezno$ci od glikopeptydoéw jako
$lepa uliczkg ewolucji, gdyz jedyna rzecza, jaka nalezy
zrobi¢ w celu eliminacji szczepu VDE jest wycofanie
glikopeptydu z terapii konkretnego pacjenta [15]. Wedtug
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Farrag iwsp. [33], problemy zwiazane z trudno$cia
w izolacji szczepéw VDE mozna rozwiazaé wlaczajac
podtoze zawierajace wankomycyn¢ do toku badania
bakteriologicznego materiatow pobranych od pacjen-
tow, ktorzy nie odpowiadaja na terapi¢ wankomycyna
lub teikoplaning, mieli powtarzajace si¢ ujemne ho-
dowle lub o ktoérych wiadomo, Ze sg nosicielami VRE.

4. Pochodzenie genéw opornos$ci na antybiotyki
glikopeptydowe u Enterococcus spp.

Jak przedstawiono wcze$niej, operony opornosci
enterokokow na glikopeptydy koduja ligazy D-alanylo-
D-mleczanowe (VanA, VanB i VanD) lub D-anylo-D-
serynowe (VanC, VanE, VanG). Geny tych bialek moga
ulega¢ transferowi horyzontalnemu (VanA, VanB,
VanG) lub stanowi¢ wrodzona cechg szczepoéw (VanD,
VanC, VanE). Moga takze ulega¢ indukowanej ekspre-
sji pod wptywem obecnosci glikopeptydow w $rodo-
wisku (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG) lub by¢ syn-
tetyzowane konstytutywnie (VanC, VanD). Mamy
zatem do czynienia z trzema ukladami wchodzacymi
w sklad prawidlowo wyrazonej , przenoszonej migdzy
réoznymi szczepami, opornosci na antybiotyki gliko-
peptydowe: (i) odpowiedzialnym za indukcje, (ii) od-
powiedzialnym za opornos¢ i (iii) odpowiedzialnym
za transfer horyzontalny. Wymienione trzy uklady
znajduja pelne odzwierciedlenie tylko w genach wy-
stgpujacych u VanA i VanB (pozostale zgrupowania
gendéw van cierpia na réznego typu niedostatki). Po-
slugujac si¢ przyktadem tych zgrupowan, sa to: (i)
uktad VanR/VanS (VanR,/VanSy), (ii) uktad VanHAX/
VanY (VanH BX/VanY ) i (iii) réznego typu uktady
odpowiedzialne za transfer transpozonow zawieraja-
cych geny (i) 1 (iii) migdzy szczepami. W chwili obec-
nej, wiadomo, ze geny kodujace wymienione trzy
uktady pochodza prawdopodobnie z trzech r6znych
niezidentyfikowanych zrodet.

Mimo prowadzonych w ostatnich latach intensyw-
nych badan nad pochodzeniem gendéw opornosci na
antybiotyki glikopeptydowe u enterokokow, zrodto
tych gendw pozostaje nieznane [51]. Przeciwko naj-
prostszej hipotezie, méwiacej, ze geny te wyewolu-
owatly u samych enterokokéw, $wiadczy brak homo-
logii migdzy ligazami Van a natywnymi ligazami Ddl
enterokokow oraz réznice w zawartosci procentowe;j
G+C migdzy DNA gendéw vanA/vanB (odpowiednio
43% 1 48%) i genomowym DNA enterokokow (39%)
[22, 36]. Obserwuje si¢ takze duze réznice w zawar-
tosci G+C w obrebie samych zgrupowan genow vanA/
vanB enterokokow opornych na glikopeptydy (od
29 do 45% G+C), co moze $wiadczy¢ o niezaleznym
pochodzeniu réznych elementow wchodzacych w sktad
skupiska gendéw opornosci [22].
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Najwczesniejsze hipotezy dotyczace zrodta genow
van obecnych u szczepéw VRE mowity, ze pochodza
one od bakterii Gram-dodatnich cechujacych sig wro-
dzona oporno$cia na glikopeptydy, nalezacych do ro-
dzajow Leuconostoc, Pediococcus oraz Lactobacillus
[22]. Obserwowana u bakterii kwasu mlekowego
opornos$¢ na glikopeptydy wyraza sig jako konstytu-
tywna produkcja prekursorow peptydoglikanu koncza-
cych si¢ D-alanylo-D-mleczanem [63]. Geny oporno$ci
na glikopeptydy sa u tych gatunkéw kodowane chro-
mosomalnie i w dos§wiadczeniach in vitro nie udato si¢
doprowadzi¢ do przeniesienia ich do enterokokéw
[37]. Poréwnanie sekwencji aminokwasow biatek od-
powiedzialnych za opornos¢ na glikopeptydy wyste-
pujacych u bakterii rodzajow Leuconostoc i Lactoba-
cillus z biatkami wystgpujacymi u typéw VanA i VanB
VRE wykazato brak petnej homologii oraz podobien-
stwo sekwencji rzedu 26-35% [51, 63].

Kolejna hipoteza mowi, ze enterokoki mogty naby¢
geny opornosci na glikopeptydy od bakterii produ-
kujacych te antybiotyki. Znanych jest wiele gatunkow
bakterii produkujacych glikopeptydy i zawierajacych
w swym genomie geny homologiczne do uktadu van-
HAX szczepéw VRE VanA. Naleza tu gatunki Amyco-
latopsis orientalis (producent wankomycyny), Actino-
myces teichomyceticus (producent teikoplaniny),
Amycolatopsis coroladensis, Streptomyces coelicolor
oraz S. toyocanensis [36, 53, 75]. Podobienstwo se-
kwencji aminokwasow migdzy biatkami produkowany-
mi przez gatunki wytwarzajace glikopeptydy a homo-
logicznymi biatkami VRE typu VanA wynosi 54-61%
dla VanH, 59-63% dla VanA oraz 61-64% dla VanX.
Dodatkowo, orientacja genow uktadu vanHAX u pro-
ducentow glikopeptyddw i szczepow VanA jest ta sama
[51]. Przeciwko hipotezie mowiacej, ze bakterie
produkujace glikopeptydy sa bezposrednim zrédiem
wystepujacych u enterokokdéw gendw opornosci van
$wiadczy brak homologéw ukladu regulatorowego
vanS/vanR u Amycolatopsis orientalis 1 Actinomyces
teichomyceticus (oporno$¢ wrodzona) oraz odmienna
ich organizacja u Streptomyces toyocaensis [70, 75].
Za innym pochodzeniem gendéw van enterokokow
przemawiaja takze réznice w zawartosci procentowe;j
guaniny i cytozyny w DNA homologicznych gendéw
uktadow van obu grup bakterii. Zawarto§¢ G+C
w uktadzie vanHAX VRE wynosi 43—48%, a u bakterii
produkujacych glikopeptydy 63%—-65% [51]. Rice
1 wsp. [70], wyrazaja przypuszczenie, ze gatunki moga-
ce by¢ zrédlem gendéw van moga pochodzi¢ z natural-
nych nisz ekologicznych zasiedlanych przez bakterie
produkujace glikopeptydy, i w zwiazku z tym bytyby
wyeksponowane na dlugotrwate (lecz nie ciagle) dzia-
lanie glikopeptydow, co mogloby doprowadzi¢ do na-
bycia gend6w opornosci, a zarazem wyksztatcenia sku-
tecznych mechanizmoéw indukcji/regulacji opornosci
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na te antybiotyki. Jednak analiza znanych naturalnych
miejsc wystgpowania oraz odnalezienie nowych w celu
identyfikacji potencjalnych zrodet genow opornosci
VRE byloby zadaniem dlugotrwatym i kosztownym,
przy czym nie rokujacym duzych szans na sukces [70].
Lu oraz wspotautorzy [48] zidentyfikowali jedno
z takich zrodel: antybiotyk glikopeptydowy. 1zolujac
DNA z wodnej zawiesiny awoparcyny, wykryli tam
zaro6wno sekwencje 16S rRNA charakterystyczne dla
Amycolatopsis coloradensis (mikroorganizm produku-
jacy awoparcyng), jak i geny homologiczne do vanA,
vanH 1 vanX, o strukturze zgrupowania charaktery-
stycznej dla A. coloradensis.

Interesujacym gatunkiem bakterii opornej na wan-
komycyne, u ktérej wystepuje uktad homologiczny do
vanHAX/vanYZ jest Paenibacillus popillae, ktorego
spory uzywane sa w Stanach Zjednoczonych jako bio-
pestycyd od lat 30-tych XX wieku [22]. Najwczes$niej-
sze oporne na wankomycyng szczepy P. popillae po-
chodza z 1945 roku [72]. Patel [63] prowadzil
badania szczepu wzorcowego P popillae (ATCC
14706, MIC wankomycyny 800 mg/L). Bakteria ta
produkuje prekursory peptydoglikanu konczace si¢
dipeptydem D-Ala-D-Lac, a organizacja zgrupowania
genow opornosci na glikopeptydy (nazwanego vanF)
najbardziej przypomina vanB. Podobienstwo sekwen-
cji aminokwasow migdzy homologicznymi biatka-
mi VanA i VanF wynosi 74% (VanH/VanHF), 77%
(VanA/VanF), 79% (VanX/VanXF), 61% (VanY/VanYF)
oraz 21% (VanZ/VanZF), co oznacza, ze dla kompleksu
VanYHAX jest wigksze niz podobienstwo migdzy
odpowiednimi biatkami typéw VanA i VanB. Analiza
zawarto$ci G+C wykazata bardzo duze podobienstwo
migdzy kompleksem genow vanY H.FX,. a komplek-
sami vanYHAX i vanY H BX, (rbznice nie przekra-
czaja 2% dla vanAd i 3% dla vanB). Jednak mimo po-
wtarzanych prob nie doprowadzono do przeniesienia
in vitro gendow opornosci z P. popillae ATCC 14706
do szczepow enterokokéw wrazliwych na wankomy-
cyng. Opisywany jest takze pojedynczy szczep Bacil-
lus circulans posiadajacy zgrupowanie genéow o wy-
sokim stopniu podobienstwa do vand (podobienstwo
sekwencji nukleotydéw migdzy homologicznymi ge-
nami wynosi 87-95%). Geny opornosci na glikopep-
tydy B. circulans kodowane sa chromosomalnie, nie
wykryto u tego szczepu zadnych elementow genetycz-
nych, ktéore moglyby by¢ zwiazane z transferem hory-
zontalnym zgrupowania genow oporno$ci [51]. Mimo
iz oporne na wankomycyne szczepy P. popillae oraz
B. circulans nie sa najprawdopodobniej bezposrednim
zroédtem genow opornosci vand i vanB enterokokow,
wysunigto hipotezg, ze mogl nastapic transfer genow
do hipotetycznej bakterii posredniej, spokrewnionej
z rodzajem Enterococcus w wigkszym stopniu i po-
siadajacej mozliwos¢ wlaczenia gendw opornosci do
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ruchomych elementéw genetycznych, ktore nastepnie
mogly zosta¢ zaakceptowane przez szczepy enteroko-
kow [22, 51, 63].

Komentarzem do powyzszych rozwazan moga by¢
wyniki analizy kompletnej sekwencji genomowego
DNA E. faecalis V853 noszacego typ opornosci na
glikopeptydy VanB (patrz rys. 4). Ponad 25% genomu
szczepu V583 stanowia ruchome elementy genetycz-
ne lub geny nabyte od innych gatunkow bakterii, co
pod tym wzgledem czyni z E. faecalis V583 rekor-
dziste posrod bakterii o poznanym genomie [66]. Opi-
sane w pracy Paulsena i wsp. [66] wystgpujace
u szczepu V583 ruchome elementy genetyczne obej-
muja siedem zintegrowanych fagow, 38 elementoéw in-
sercyjnych, duza liczbg transpozonow i zintegrowa-
nych genoéw przenoszonych plazmidowo oraz jedna
wyspe patogennosci. Wiele z tych elementéw gene-
tycznych wykazuje przy tym struktur¢ mozaikowa za-
wierajac elementy rdéznego pochodzenia wtaczone do
pojedynczej struktury wystgpujacej w chromosomie.
Nie nalezy si¢ spodziewac, aby E. faecalis V583 byt
pod wzgledem organizacji genomu wyjatkiem posrod
szczepow enterokokoéw (w tym wielolekoopornych
szczepow klinicznych). Tak znaczaca zdolno$¢ do na-
bywania nowych gendw, ich reasortacji oraz wlacza-
nia do chromosomu sugeruje, ze proces nabywania ge-
néw opornosci na antybiotyki glikopeptydowe przez
enterokoki moze by¢ bardzo ztozony.

5. Mechanizm transferu genéw

Bakterie Gram-dodatnie moga przekazywaé mig-
dzykomorkowo geny korzystajac z mechanizmow
transdukcji i koniugacji. Transdukcja jest jednak me-
chanizmem o ograniczonym znaczeniu ze wzgledu na
zakres wymiany dotyczacy tylko okre$lonych grup
fagowych bakterii. Mechanizm koniugacji umozliwia
wymiang gendw migdzy bakteriami nalezacymi do
roznych gatunkéw, a nawet rodzajéw. W odrdéznieniu
od bakterii Gram-ujemnych, koniugacja u bakterii
Gram-dodatnich nie jest zwiazana z wytwarzaniem pili
plciowych. Przekazywanie genow migdzy komorkami
bakterii Gram-dodatnich, oparte na mechanizmie
koniugacyjnym, jest warunkowane przez czynniki po-
wodujace agregacje komorek, przy wysokiej gestosci
mieszaniny dawcy i biorcy [57].

Podstawowe mechanizmy przenoszenia genow
opornosci typu vanAd 1 vanB zostaly ostatnio zebrane
iprzedstawione przez Courvalin [22]: Transpozon
Tnl546, klasyczny element mobilny, w sktad ktérego
wchodzi zgrupowanie gendw opornosci vand, zawiera
dwie ramki odczytu: ORF1 i ORF2, odpowiedzialne
za transpozycj¢ replikatywna tego elementu, przebie-
gajaca zgodnie z proponowanym modelem: replikon-



ENTEROKOKI OPORNE NA WANKOMYCYNE. II. MECHANIZMY OPORNOSCI, EPIDEMIOLOGIA

dawca zawiera kopig elementu transpozycyjnego. Re-
plikacja selektywna elementu transpozycyjnego pota-
czona z fuzja replikonéw dawcy i biorcy prowadzi do
powstania bireplikonu zawierajacego dwie kopie ele-
mentu transpozycyjnego, jednakowo zorientowane.
Nastepnie dochodzi do rekombinacji migdzy dwiema
kopiami elementu; w momencie, gdy transpozycja
dobiegnie konca, kazdy replikon zawiera jedna kopig
elementu transpozycyjnego i moze sluzy¢ jako jego
daweca. Jako, Ze przeniesienie elementéw typu Tn/546
wykorzystujace mechanizm transpozycji replikatyw-
nej jest zwiazane z ich duplikacja, ten typ migracji
transpozonu skutkuje skokowym zwigkszeniem licz-
by gendéw kodujacych opornos¢ na glikopeptydy.

Transpozony Tn/546 sa najcze¢sciej zlokalizowane
na samoprzenoszacych si¢ plazmidach, w szczegolnych
przypadkach moga tez wystgpowaé w obregbie chro-
mosomu, jako sktadnik wigkszego elementu koniuga-
cyjnego [77].

Transpozon Tnil547, zawierajacy zgrupowanie ge-
néw vanB, jest ograniczony sekwencjami insercyjnymi
(najczgsciej IS76 1 1S256) 1 wehodzi w skiad duzego
elementu koniugacyjnego zwanego Tn5382. Tn5382
moze ulega¢ cyrkularyzacji, tworzac potaczenia mig-
dzy wolnymi koncami nici DNA, podobnie jak ma
to miejsce w innych transpozonach koniugacyjnych.
U bakterii szczepu E. faecium C68 (i kilku innych),
Tn5382 wystepuje w postaci zintegrowanej z chro-
mosomem, zlokalizowany jest w bezposrednim sa-
siedztwie genu pbp5, odpowiedzialnego za opornosé
wysokiego stopnia na ampicyling. Transfer genow
opornosci na wankomycyng ze szczepu C68 do szcze-
pu-biorcy jest praktycznie zawsze potaczony z trans-
ferem gendw opornos$ci na ampicyling w obrebie
wigkszego niekoniugacyjnego elementu transpozy-
cyjnego, o wielkosci co najmniej 120 kpz. Jest to
przyktad mechanizmu przenoszenia elementow gene-
tycznych opartego na zasadzie ,.transpozon w trans-
pozonie” [71].

Transpozon Tnl547 zlokalizowany jest w chromo-
somie bakterii i w zwiazku z tym jest w sposob natu-
ralny dziedziczony przez komorki potomne. Oprocz
tego, transpozon ten przenoszony moze by¢ migdzy- lub
wewnatrzkomoérkowo za posrednictwem, odpowied-
nio, jednego z dwdch mechanizmow [22]:

(i) przenoszenie migdzykomorkowe odbywa sig
poprzez transpozycje Tni547 do samoprze-
noszacego si¢ plazmidu, ktory moze nastgpnie
zosta¢ przekazany komorce biorcy za posred-
nictwem koniugacji. Utworzenie plazmidu za-
wierajacego transpozon opiera si¢ na zasadzie
transpozycji replikatywnej, w zwiazku z czym
kopia Tn/547 pozostaje w chromosomie;

(ii) przenoszenie wewnatrzkomorkowe polega na
wycigciu, cyrkularyzacji i transferze transpozo-

329

nu w obrgbie jednej komodrki. Nie dochodzi
wtedy do replikacji elementu transpozycyjnego.
U enterokokow za indukcje koniugacyjnego prze-
noszenia plazmidow (pAD1, pPDI1, pBRGI, pCF10,
pAM373) odpowiedzialne sa feromony plciowe, ozna-
czane analogicznie do symbolu plazmidu, dla ktérego
sa swoiste (odpowiednio cAD1, cPD1, cBRGI1 itd.).
Wszystkie opisane do tej pory plazmidy enterokokow,
zawieraja gen substancji agregujacej, odgrywajacy role
czynnika sprzyjajacego procesowi koniugacji — wy-
twarzajac substancj¢ agregujaca, enterokoki doprowa-
dzaja do wytworzenia agregacji, czyli specyficznego
srodowiska, w ktorym koniugacyjne przekazywanie
plazmidéw jest znacznie utatwione [49]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze substancja agregujaca jest czynnikiem
waznym przy koniugacji zachodzacej w $rodowisku
pltynnym i nie odgrywa znaczacej roli w koniugacji
odbywajacej si¢ miedzy komdrkami przylegajacymi
do powierzchni. Kontakt migdzykomérkowy w takim
przypadku moze by¢é wspomagany za pomoca szeregu
innych mechanizméw (biatka powierzchniowe EfaA
i Esp [43], relaksazy kodowane w obrgbie pAD1 [20]).
Mechanizm koniugacyjnego przenoszenia plazmi-
dow u enterokokow mozna przedstawic na przyktadzie
plazmidu pCF10 [38, 46]. Wydzielany przez biorce
feromon cCF10, czyli krotki (7-8 aminokwasow) hy-
drofobowy tancuch peptydowy wydzielany przez ko-
morke potencjalnego biorcy, wchodzi w interakcje
z kodowanym plazmidowo biatkiem PrgZ lub kodo-
wanym chromosomalnie kompleksem btonowym Opp
obecnym w komoérce dawcy. Feromon jest nastgpnie
transportowany do wnetrza komorki dawcy przez ko-
dowany chromosomalnie system permeazy i oddziatuje
na wewnatrzkomorkowe czasteczki efektorow, prowa-
dzac do uwolnienia inhibitora feromonu cCF10, zwa-
nego iCF10, oraz aktywacji genu substancji agreguja-
cej, czego nastgpstwem jest koniugacyjne przeniesienie
pCF10. Biatka iCF10, odpowiedzialne za inhibicje
produkcji feromonow piciowych syntetyzowane sg tak-
ze, gdy w $rodowisku nie ma komoérek potencjalnych
dawcow plazmidoéw koniugacyjnych — zwiazki te za-
pobiegaja wtedy autoindukcji komorek biorcow [2].
Feromony plciowe wydaja si¢ zatem odgrywac klu-
czowa rol¢ w ewolucji pewnych plazmidéw enteroko-
kéw, wiadomo tez, ze podobne bialka, wytwarzane
przez S. aureus i inne bakterie, sa odpowiedzialne
za nabywanie tego typu elementow. Oprdcz tego, ze
u S. aureus wystepuje receptor dla substancji agreguja-
cej produkowanej przez E. faecalis, feromon cAM373
produkowany przez gronkowca zltocistego zwigksza
efektywno$¢ nabywania DNA enterokokow [20]. Nie
udowodniono replikacji zadnego z poznanych do tej
pory plazmidow zaleznych od feromonéw E. faecalis
w komorkach S. aureus, ale duza grupa plazmidéw cze-
ka na doktadne badania w tym zakresie. Udowodniono
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natomiast, ze moze zachodzi¢ transfer pAD1 i pAM373
z E. faecalis do S. aureus, przy czym teoretycznie
moze dochodzi¢ do kointegracji tych elementéw ge-
netycznych w obrgbie plazmidow lub transpozonéw
S. aureus, a co za tym idzie ich pozniejszej replikacji.
Wiadomo na przyktad, ze plazmid pAD1 wspomaga
migdzygatunkowy transfer zlokalizowanych w chro-
mosomie transpozondéw koniugacyjnych (np. Tn916)
w doswiadczeniach in vitro, zatem prawdopodobne
jest takze, ze mechanizm ten moze wystgpowaé w wa-
runkach naturalnych [19]. Warto zauwazy¢, ze zgrupo-
wanie genéw vanA moze wystgpowac u enterokokow
takze w obrebie Tn916 [35], czyli elementu, ktory zlo-
kalizowano w obrgbie pAM373 S. aureus [19]. Prze-
niesienie elementow niekoniugacyjnych E. faecalis
(np. pAMal) do S. aureus jest zjawiskiem czgsto spo-
tykanym; zwlaszcza, ze znane sa elementy o bardzo
wysokim stopniu homologii wystgpujace u gronkowca
zlocistego (np. pUB110) [20].

Kolejnym czynnikiem, ktéry zdaje si¢ odgrywaé
istotng rol¢ w mig¢dzygatunkowym przenoszeniu ru-
chomych elementéw genetycznych enterokokow sa
sekwencje insercyjne. Sekwencje insercyjne moga stu-
zy¢ jako miejsca rekombinacji homologicznych, przy
czym wszystko wskazuje na to, ze migdzy enterokoka-
mi 1 gronkowcami istnieje sprawnie dzialajacy uktad
wymiany gendw opierajacy si¢ na wykorzystaniu tych
elementow genetycznych. W doswiadczeniach in vitro
stwierdzono przeniesienie transpozonu Tn5385 zawie-
rajacego geny opornosci na tetracykliny, streptomycy-
ny i B-laktamy oraz sekwencje insercyjne 1S/216,
1S256 1 1S257 umozliwiajace rekombinacje¢, mobiliza-
cje i przeniesienie catosci lub czesci Tn5383 do pa-
ciorkowcow lub gronkowcow [71].

Eksperymenty in vitro polegajace na probach koniu-
gacyjnego przekazywania genow opornosci na wanko-
mycyng z E. faecalis do S. aureus dowodza, ze jest to
mozliwe, ale opornos¢ ta nie ulega stabilizacji u biorcy
1 tatwo ulega utracie. Wiele genéw (a nawet wszystkie)
warunkujacych oporno$¢ na glikopeptydy u enteroko-
koéw nie ulega ekspresji u zdecydowanej wigkszos$ci
komorek S. aureus [57].

Teoretyczne przewidywania i do§wiadczenia labo-
ratoryjne dotyczace transferu gendéw opornosci z ro-
dzaju Enterococcus do rodzaju Staphylococcus spraw-
dzily si¢ niestety w praktyce. Ostatnio opisane zostaty
trzy szczepy S. aureus oporne zarowno na metycyling,
jak i na wankomycyng izolowane z materiatow kli-
nicznych pacjentdéw szpitalnych [16, 39, 56]. U dwoch
sposrod tych szczepow wykryto kodowany plazmido-
wo element Tn/546 [18]. W pierwszym przypadku byt
to duzy element transpozycyjny (ok. 120 tys. pz) po-
chodzacy od enterokokéw. Drugi transkoniugant wy-
hodowany byt z materiatu pobranego od pacjenta wraz
ze szczepem E. faecalis (dawca) oraz wrazliwym na
wankomycyng szczepem S. aureus (biorca) [77].

MACIEJ PRZYBYLSKI

Kolejnym zagadnieniem zwiazanym z przenosze-
niem genoéw opornosci na wankomycyng jest mozli-
wos$¢ przeniesienia tych elementow genetycznych ze
szczepow enterokokow pochodzacych od zwierzat ho-
dowlanych, z zywnosci lub ze $rodowiska do szcze-
pow stanowiacych sktadnik flory fizjologicznej czto-
wieka. Analiza sekwencji rejonu vanX, transpozonu
Tn5382 ujawnila, ze zgrupowania genow vanB sa in-
tegralng czgscia elementow typu Tn5382 wystepuja-
cych u Streptococcus gallolyticus 1 S. lutetienensis.
Szczepy S. gallolyticus byly izolowane z rozmaitych
materiatow, w tym katu réznych zwierzat hodowla-
nych, mleka krow chorych na zapalenie wymienia,
materiatéw klinicznych pobieranych od ludzi oraz ze
zwacza owiec [25]. S. lutetienensis (wczesniej klasy-
fikowany jako Streptococcus infantarius subsp. coli)
izolowany byl z réznych materiatow pobieranych od
ludzi, w tym z katu. Zatem, gatunki te zdolne sa do
przezycia w przewodzie pokarmowym czlowieka,
gdzie maja mozliwo$¢ wymiany materiatu genetycz-
nego z innymi komensalami wchodzacymi w sktad
flory bakteryjnej [25]. Zostato to potwierdzone ostat-
nio przez Lestera [47], ktory przeprowadzil bada-
nia na grupie ochotnikéw i udowodnit, Ze przejsciowa
kolonizacja przewodu pokarmowego szczepami entero-
kokow pochodzenia zwierzgcego posiadajacymi operon
opornosci vand wiaze si¢ z ryzykiem rozprzestrzenie-
nia ruchomych elementow genetycznych zawieraja-
cych geny opornosci na antybiotyki glikopeptydowe
do enterokokow wchodzacych w sktad normalnej flory
przewodu pokarmowego.

6. Rozprzestrzenianie szczepéw VRE
w oddzialach szpitalnych

W chwili obecnej, w wyniku wieloletnich badan
1 obserwacji, epidemiologia zakazen szpitalnych wywo-
tywanych przez enterokoki oporne na wankomycyng
jest bardzo doktadnie zanalizowana i opisana. Gtéwne
czynniki wptywajace na mechanizm zakazen szpital-
nych wywotanych przez szczepy VRE obejmuja [9]:

» czynniki zwigzane z ryzykiem kolonizacji pa-

cjentow szczepami VRE (presj¢ kolonizacyjna)

« udziat personelu medycznego w rozprzestrzenia-

niu szczepéw VRE

« kontaminacj¢ §rodowiska szpitalnego

« presj¢ antybiotykowa.

Ryzyko nabycia szczepow szpitalnych enterokokow
opornych na wankomycyng jest zwiazane przede
wszystkim z przebywaniem w blisko$ci innych pa-
cjentéow skolonizowanych VRE (szczegolnie pacjen-
tow z biegunka oraz pacjentow, u ktorych wystepuje
zwigkszony udziat VRE we florze przewodu pokar-
mowego — np. jako efekt dtugotrwatej antybiotyko-
terapii) oraz z dlugos$cia hospitalizacji [64].
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U pacjentéow szpitalnych, nasilona kolonizacja
opornymi na wankomycyng szczepami enterokokow
przebiega najczegsciej bezobjawowo, a udokumento-
wane przypadki zakazen moga zdarzaé si¢ bardzo
rzadko. Jest to zjawisko niepokojace, jako ze wigk-
sz0s$¢ pacjentdow pozostaje skolonizowanych VRE dtu-
gookresowo, a bezobjawowi nosiciele stanowia state
zrodto szczepoéw VRE dla innych pacjentéw. Z dru-
giej strony, obserwuje si¢ takze zjawisko spontanicz-
nej dekolonizacji VRE — w badaniach przeprowadzo-
nych w klinice Mayo stwierdzono, ze dotyczy ona
34% badanych pacjentéw [64]. Stopien kolonizacji,
traktowany jako wyrazona w procentach liczba pa-
cjentéow skolonizowanych szczepami VRE w danym
dniu w szpitalu/oddziale szpitalnym jest czynnikiem
bezposrednio (i silnie) skorelowanym z ryzykiem na-
bycia VRE przez pacjentéw dotychczas nieskolonizo-
wanych. Analiza czynnikow ryzyka nabycia szczepow
VRE w oddziatach intensywnej terapii, gdzie wystepo-
wanie szczepoOw VRE bylo juz na etapie endemicznym
umieszcza stopien kolonizacji posréd najwazniejszych
czynnikoéw zwiazanych z prawdopodobienstwem naby-
cia szpitalnego szczepu VRE przez pacjenta. Inne
czynniki ryzyka, takie jak dozylne podawanie zwiaz-
kéw odzywcezych lub diugotrwata antybiotykoterapia
z zastosowaniem cefalosporyn trzeciej generacji wy-
przedzaly stopien kolonizacji na liScie najwaznicj-
szych czynnikoéw ryzyka tylko wowczas, gdy stopien
kolonizacji VRE w danym oddziale szpitalnym byt
nizszy niz 50%. W chwili, gdy wartos$¢ stopnia kolo-
nizacji przekraczata 50%, inne czynniki ryzyka tracity
gwaltownie na znaczeniu. Stopien kolonizacji jako
warto$¢ pozwalajaca oceni¢ ryzyko nabycia szczepow
odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne potwierdzita
swoja przydatnos¢ takze w przypadku zakazen MRSA
oraz Enterobacter spp. ESPL+. W niektorych szpita-
lach wykazano znaczacy zwiazek migdzy stopniem
kolonizacji a przyjmowaniem na oddziat oraz transfe-
rem (zar6wno wewnatrzszpitalnym, jak i migdzyszpi-
talnym) pacjentéw skolonizowanych VRE [29]. Kolo-
nizacja szczepami VRE moze przybiera¢ rozmiary
uniemozliwiajace ich wykrycie standardowymi meto-
dami przesiewowymi, przy najcze¢sciej jest to zwiazane
ze zmniejszonym ryzykiem rozprzestrzeniania szcze-
pow. Jednak gdy pacjent wymaga terapii antybioty-
kowej, wystgpuje u niego zaostrzenie choroby lub
biegunka, udziat enterokoké6w opornych na wankomy-
cyng w sktadzie flory jelit moze sig¢ zwigkszaé, w wy-
niku czego zwigksza sig takze ryzyko rozprzestrzenie-
nia szczepow VRE [29].

Uktad pokarmowy nie jest jedyna nisza w obrgbie
organizmu czlowieka zajmowana przez enterokoki
oporne na wankomycyng. Szczepy VRE izolowano ze
skory pachwin oraz ramion, a takze z aspiratow po-
chodzacych z zotadka oraz gérnych drog oddechowych.
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Kolonizacja tych miejsc jest przewlekta, czgsto tez do-
chodzi do skazenia Srodowiska wokdt pacjenta (16zka,
posciel) szczepami VRE. Zatem, enterokoki tacza
w sobie cechy charakterystyczne innych patogenow
zwiazanych z zakazeniami szpitalnymi: persystentng
kolonizacjg jelit (pateczki Gram-ujemne), kolonizacjg
skory (S. aureus) oraz kontaminacj¢ Srodowiska (Clo-
stridium difficile) [9]. Enterokoki przezywaja na skorze
pacjentdéw, personelu medycznego oraz studentow od-
bywajacych zajecia w oddziatach szpitalnych. Przeno-
szenie szczepdw VRE za posrednictwem rak personelu
medycznego zostato udowodnione poprzez poréwna-
nie wzordw PFGE szczepow izolowanych od pacjen-
tow, szczepow izolowanych z rak personelu oraz
miejsc, ktore mogty by¢ skazone szczepami pochodza-
cymi zardwno od pacjentdw, jak i od personelu [59].
Szczepy VRE izolowano praktycznie ze wszystkich
miejsc, z ktérymi mogli mie¢ kontakt pacjenci lub per-
sonel medyczny (przyciski dzwonkdéw, monitory elek-
trokardiografow, ciSnieniomierze, glukometry, stetosko-
py, termometry, rurki intubacyjne, katetery, pojemniki,
w ktorych podaje si¢ pacjentom tabletki, klawiatury
komputerowe, panele kontrolne w $cianach, telefony,
podglowki, stoty, krzesta, ramy 16zek szpitalnych, zle-
wy, deski klozetowe, klamki, drzwi, podlogi i obicia
mebli) [60, 64].

Presja antybiotykowa jest nastgpnym waznym czyn-
nikiem oddzialywujacym na epidemiologi¢ patogenow
opornych na antybiotyki. Pojawienie si¢ szpitalnych
szczepow VRE wiaze si¢ ze stosowaniem wankomy-
cyny podawanej doustnie — zarbwno w Europie, jak
i w Stanach Zjednoczonych, przy czym w USA noto-
wano (i nadal notuje si¢) znacznie wyzsze zuzycie
wankomycyny, w porownaniu do sytuacji w Europie.
Biorac pod uwagg pig¢ krajow europejskich (Francje,
Niemcy, Holandig, Belgi¢ i Wielka Brytanig) o popu-
lacji zblizonej do populacji Stanéw Zjednoczonych,
w krajach tych notuje si¢ pigcio- do dzesig¢ciokrotnie
mniejsze roczne zuzycie wankomycyny (w obu posta-
ciach — pozajelitowej i doustnej) w odniesieniu do
USA [9]. Mimo iz stosowanie wankomycyny jest jed-
nym z gtownych czynnikdéw ryzyka, jesli idzie o ko-
lonizacj¢ pacjentéw szczepami VRE [23, 62], coraz
wigcej danych przemawia za udziatem innych antybio-
tykéw w tym procesie. Rozprzestrzenianie szpitalnych
szczepow enterokokdw opornych na wankomycyng
moze by¢ — przynajmniej w czg$ci — wspomagane
przez oporno$¢ na inne antybiotyki, przy czym na roz-
roznienie zashuguja dwie kwestie. Jedna to antybiotyki,
ktorych intensywne stosowanie moze by¢ traktowane
jako czynnik ryzyka nabycia szpitalnych szczepow
VRE (cefalosporyny trzeciej generacji, metronidazol
[34, 71]), druga to zjawisko wielolekoopornosci szpital-
nych szczepow VRE, szczegolnie E. faecium. Rzucaja-
cq si¢ W oczy réznica migdzy szczepami enterokokow
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izolowanymi ze srodowiska pozaszpitalnego a szcze-
pami szpitalnymi, jest wzor opornosci na leki przeciw-
bakteryjne. Poréwnanie wzoré6w opornosci szczepow
E. faecium izolowanych z produktow mlecznych, katu
owiec oraz szczepdw izolowanych z materiatow kli-
nicznych, przeprowadzone przez Mannu i wsp.
[52], wskazuje przede wszystkim na rdznice w opor-
nosci na penicyling, ampicyling, wysokie stgzenia ami-
noglikozydéw oraz erytromycyng. Szczepy pocho-
dzace od zwierzat oraz z produktéw spozywczych
cechowaly si¢ niemalze petna wrazliwos$cia na wymie-
nione antybiotyki, natomiast 93% szczepow E. fae-
cium odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne wyka-
zywato oporno$¢ na penicyling, 75% byto oporne na
ampicyling, 82% — na wysokie st¢zenia aminogliko-
zydow, a 97% — na erytromycyneg.

Zrédlem szpitalnych epidemii VRE moze byé na-
bycie genu (lub gendéw) opornosci na wankomycyne
przez wrazliwy szczep endemiczny (lub grupg szcze-
pow) diugotrwale obecny w oddziale szpitalnym.
W pracach poréwnujacych wzory PFGE szczepow
VRE odpowiedzialnych za epidemie zakazen szpital-
nych [44, 50] uzyskano wyniki wskazujace na rozsiew
klonalny jako gléwny mechanizm rozprzestrzeniania
szczepow VRE w oddziale. Opisywano takze grupy
szczepow wrazliwych na antybiotyki glikopeptydowe,
demonstrujace typ PFGE charakterystyczny dla epi-
demicznych szczepow VRE [78]. Z drugiej strony,
na podstawie wynikow tych badan, niemozliwe byto
wyréznienie typu PFGE szczegdlnie predyspono-
wanego pod wzgledem mozliwosci nabycia genow
vanA lub vanB.

Wyniki badan, grupujace dane epidemiologiczne
oraz genotypowanie umozliwity opis ,historii natural-
nej” szczepoOw VRE w szpitalu (lub oddziale szpital-
nym). Pierwszy etap tego procesu obejmuje spora-
dycznie obserwowane pojawianie si¢ SzczepOw
opornych, pochodzacych najczgsciej z flory fizjolo-
gicznej pojedynczych pacjentow [42]. Drugi etap cha-
rakteryzuje si¢ wystgpowaniem epidemii (o ré6znym
zasiggu 1 nasileniu) powodowanych przez szczepy
VRE o wysokim stopniu podobienstwa genetycznego
(epidemie klonalne) i ograniczony jest najczesciej do
jednego oddziatu szpitalnego, rzadko do kilku oddzia-
low [41]. Trzeci etap charakteryzuje si¢ wystepowa-
niem endemicznych zakazen wywolywanych przez
niespokrewnione szczepy VRE izolowane od pacjen-
tow hospitalizowanych w réznych oddziatach [8].
Kazdy z wymienionych etapéw wymaga innego po-
dejscia do kwestii rozpoznawania oraz kontroli zaka-
zen spowodowanych przez VRE. O ile istnienie (lub
wprowadzenie) odpowiednich procedur kontroli szpi-
talnych zakazen VRE na etapie pierwszym lub drugim
w wigkszosci przypadkdéw umozliwia zahamowanie
dalszego rozprzestrzeniania szczepoéw opornych (a na-
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wet ich eradykacje), o tyle etap trzeci (endemiczne za-
kazenia poliklonalne, szczepy izolowane z roéznych
oddziatow) jest znacznie trudniejszy do opanowania
w skali catego szpitala [9].
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