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7. STRESZCZENIE

Gram-dodatnie ziarniaki z rodzaju Enterococcus staty si¢ w ostatnich latach jednymi z
najwazniejszych oportunistycznych patogendw powodujacych powazne zakazenia o
niezwykle ograniczonych mozliwosciach terapeutycznych. Z klinicznego punktu widzenia
najwazniejszymi gatunkami sg Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium. Bakterie te
cechujg si¢ znaczng zjadliwoscia, wysoka naturalng opornoscig oraz zdolnoscig do nabywania
opornosci, co wynika z plastyczno$ci ich genomu i ogromnych mozliwo$ci adaptacyjnych, jak

réwniez ciaglej presji selekcyjnej, jakiej poddawane sg w srodowisku szpitalnym.

Gléwnym celem niniejszej pracy byla fenotypowa oraz molekularna analiza
wybranych mechanizméw oporno$ci i wirulencji u klinicznych szczepow E. faecalis i E.
faecium. Istotg badan bylo rowniez poréwnanie badanych izolatow w zalezno$ci od gatunku

(E. faecalis / E. faecium) i zrodta izolacji (zakazenie / kolonizacja).

Materiat do badan stanowito 75 szczepoéw Enterococcus: 45 izolatow E. faecalis (w
tym 30 z zakazen i 15 z kolonizacji) oraz 30 E. faecium (20 z zakazen i 10 z kolonizacji),
wyizolowanych z materialow klinicznych od pacjentow USK i UDSK w Biatymstoku.
Warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) wyznaczono metoda dyfuzji antybiotykow
z paskow nasaczonych gradientem leku. Zdolno$¢ do hemolizy, produkcji biofilmu i1 B-
laktamazy zostala okre$lona metodami fenotypowymi. Z badanych szczepdw wyizolowano
material genomowy oraz plazmidowy, a nastgpnie technika PCR dokonano detekc;ji
wybranych gendéw kodujacych enzymy modyfikujace aminoglikozydy (AMEs), genow
oporno$ci na glikopeptydy 1 genow wirulencji, a uzyskane produkty poddano reakcjom
sekwencjonowania. Ocen¢ pokrewienstwa i klonalnego rozprzestrzeniania si¢ badanych

szczepOw przeprowadzono metodg MLST (Multi Locus Sequence Typing).

Analiza lekoopornosci wykazata, ze antybiotykami o najwyzszej aktywnos$ci wobec
wszystkich badanych szczepéw byly linezolid tigecyklina (100% szczepow wrazliwych).
Dodatkowo, wysoka aktywno$¢ wobec szczepow E. faecalis zaobserwowano w przypadku
ampicyliny i wankomycyny, a wobec szczepow E. faecium dla chinupristiny-dalfopristiny
(>95% szczepow wrazliwych). Izolaty E. faecium cechowaty sig istotnie statystycznie wyzsza
oporno$cig na f-laktamy, streptomycyne¢ (HLSR), netylmicyne, kanamycyng¢ oraz
trimetoprim-sulfametoksazol w poréwnaniu do E. faecalis (p < 0,05). Najczesciej

wystepujacymi wariantami genow AMEs warunkujacymi wystgpowanie opornosci wysokiego



stopnia na gentamicyne byly aph(3’)-llla i aac(6’)-le-aph(2’’)-la, a na streptomycyng —
ant(6’)-la. Geny te wystgpowaly istotnie statystycznie czesciej u szczepoéw E. faecium niz u

E. faecalis (p < 0,05).

Analiza wirulencji pozwolita stwierdzi¢, ze wigkszos¢ szczepow E. faecalis nie miato
wiasciwosci hemolitycznych (91,2%) 1 nie tworzyto biofilmu (88,9%), zas 86,7% szczepow
E. faecium posiadalo obie te zdolnosci. Geny kodujace substancje agregujaca (asa),
zelatynaze (gelE), adhezyng zapalenia wsierdzia (efaA) oraz geny operonu cytolizyny (cylA,
cylLs, cylLl, cylM, cyIB) wystepowaly istotnie statystycznie czgsciej u szczepow E. faecalis, a
geny biatka powierzchniowego (esp), biatko wigzace kolagen (ace) i hialuronidaze (hyl) — u
izolatow E. faecium (p < 0,05).

Ocena profili lekooporno$ci i wirulencji oraz pokrewienstwa genetycznego wykazata,
ze szczepy E. faecalis cechowaty si¢ wigksza liczba i zr6znicowaniem profili lekoopornosci i
wirulencji oraz heterogenicznos$cia struktury populacji (14 réznych typoéw sekwencyjnych ST
nalezacych do 12 komplekséw klonalnych CC) w poréwnaniu do izolatow E. faecium, wsrod
ktérych wykryto jedynie 5 réznych ST nalezacych do jednego kompleksu CC17. Sugeruje to

klonalne szerzenie si¢ szczepow E. faecium wsrod pacjentow USK i UDSK.

Na podstawie niniejszej pracy wykazano, ze badana populacja szczepdéw Enterococcus
wykazuje niepokojaco wysokie poziomy opornosci na antybiotyki i jest znacznym
rezerwuarem gendéw opornosci 1 wirulencji, co znacznie ogranicza mozliwos$ci terapeutyczne.
Ponadto, geny te wykryto w materiale plazmidowym, czyli na ruchomych elementach
genomu bakteryjnego, co $wiadczy o mozliwosci szybkiego ich rozprzestrzeniania si¢ w
srodowisku szpitalnym. Narastajgca oporno$¢ na antybiotyki szczepoéw E. faecalis i E.
faecium uwydatnia konieczno$¢ cigglego aktywnego monitorowania ich lekowrazliwosci,

zjadliwosci oraz genetycznego pokrewienstwa.

8. SUMMARY

Gram-positive cocci of the genus Enterococcus have in recent years become one of the
most important opportunistic pathogen that lead to serious infections with limited therapeutic
options. From the clinical point of view the most important species are Enterococcus faecalis
and Enterococcus faecium. These bacteria are characterized by large virulence, high natural

resistance and the ability to acquire resistance due to the plasticity of their genome and their



enormous adaptability, as well as the continuous selective pressure that they undergo in the

hospital environment.

The main aim of this study was phenotypic and molecular analysis of selected
mechanisms of resistance and virulence among E. faecalis and E. faecium clinical strains. The
second goal was the comparison of tested isolates depending on the species (E. faecalis / E.

faecium) and the source of isolation (infection / colonization).

A total of 75 strains of Enterococcus were investigated, including 45 E. faecalis
isolates (30 from infections and 15 from colonization) and 30 E. faecium (20 and 10,
respectively). Strains were isolated from clinical materials from patients of USK and UDSK
in Bialystok. Minimum inhibitory concentrations (MIC) were examined by the diffusion of
antibiotics from strips impregnated with a gradient of drugs. The abilities to hemolyse,
produce biofilm and pB-lactamase were determined by phenotypic methods. In the next step,
the isolation of genomic and plasmid DNA was performed and PCR method and DNA
sequencing were used for detection of selected genes encoding the aminoglycoside modifying
enzymes (AMEs), glycopeptide resistance genes and virulence genes. Assessment of the
genetic relatedness and clonal spread of tested strains was carried out by MLST (Multi Locus

Sequence Typing).

The analysis of the resistance revealed that linezolid and tigecycline had the highest
activity towards all tested isolates (100% susceptible strains). In addition, high activity against
E. faecalis strains was observed for ampicillin and vancomycin, and against E. faecium strains
— for quinupristin-dalfopristin (> 95% susceptible strains). E. faecium isolates were
characterized by a significantly higher resistance to p-lactams, streptomycin (HLSR)
netylmicin, kanamycin, and trimethoprim-sulfamethoxazole compared to E. faecalis (p <
0.05). The most frequent variants of genes encoding AMEs which determine the occurrence
of high level gentamicin resistance were aph(3’)-llla and aac(6’)-le-aph(2”’)-la, to
streptomycin — ant(6°)-1a. These genes were detected more frequently in E. faecium than in E.
faecalis strains (p < 0,001).

Analysis of virulence has shown that most of E. faecalis strains had no hemolytic
properties (91.2%) and did not create biofilm (88.9%), whereas 86.7% of E. faecium strains
had this two abilities. Genes encoding aggregation substance (asa), gelatinase (gelE),

endocarditis antigen (efaA) and the cytolysin operon genes (cylA, cylLs, cylLl, cylM, cylB)



occurred significantly more often among E. faecalis strains, while genes encoding surface
protein (esp), collagen adhesin (ace) and hyaluronidase (hyl) — among E. faecium isolates (p <
0,05).

Evaluation of the antibiotic resistance and virulence profiles and genetic relatedness
showed that E. faecalis strains were characterized by a greater number and variety of these
profiles and had more heterogeneous population structure (14 different sequence types ST
belonging to 12 clonal complexes CC) compared to E. faecium isolates, among which only 5
different STs belonging to one clone CC17 was detected. This suggests the clonal spread of E.

faecium strains among patients of USK and UDSK.

This study showed that the tested population of Enterococcus exhibits the alarmingly
high levels of resistance and is a major reservoir of resistance and virulence genes, which
significantly reduces the therapeutic options. Moreover, these genes were detected in plasmid
material, which means that they are on mobile genetic elements, indicating the possibility of
the rapid spread of these genes in a hospital environment. The increasing resistance among E.
faecalis and E. faecium strains emphasizes the necessity to continuous active monitoring of

their susceptibility, virulence and genetic relatedness.



