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1. Wstêp

Intensywne stosowanie antybiotyków glikopepty-
dowych, a zw³aszcza doustnej ich postaci, doprowa-
dzi³o w ci¹gu ostatnich dwudziestu lat do pojawienia
siê szczepów enterokoków opornych na leki przeciw-
bakteryjne z tej grupy.

Pojawienie siê pierwszych szczepów enterokoków
opornych na wankomycynê (VRE) mia³o miejsce
w roku 1986, a informacja o pojawieniu siê szczepów
nowego typu zosta³a opublikowana w 1988 [15, 36, 55].
Pierwsze szczepy VRE izolowane by³y we Francji
i Wielkiej Brytanii. Nied³ugo potem, w roku 1987, do-
konano izolacji pierwszego szczepu VRE w Stanach
Zjednoczonych [73]. W ci¹gu nastêpnych lat, szczepy
VRE izolowoano w wielu krajach europejskich (Bel-
gia, Dania, Niemcy, W³ochy, Holandia, Hiszpania,
Szwecja) oraz w innych czê�ciach �wiata (Kanada,
Australia, Malezja, Argentyna, Kolumbia, Nowa Ze-
landia, Brazylia, Korea P³d) [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 du¿ym szpitalu
onkologicznym w Gdañsku [74].

U enterokoków wra¿liwych na wankomycynê di-
peptyd D-Ala-D-Ala syntetyzowany przez ligazy
D-alanylowo-D-alaninowe (ddl) zostaje do³¹czony do
prekursora tripeptydowego tworz¹c pentapeptyd. Wan-
komycyna ma zdolno�æ ³¹czenia siê wy³¹cznie z kom-
pleksem mureina-pentapeptyd po jego przeniesieniu na
zewn¹trz b³ony komórkowej bakterii. Po zwi¹zaniu siê
wankomycyny z jej miejscem docelowym, pentapeptyd
nie mo¿e braæ dalej udzia³u w syntezie �ciany komór-
kowej [55]. U podstaw oporno�ci enterokoków na
antybiotyki glikopeptydowe le¿y zjawisko obni¿enia
si³y wi¹zania antybiotyku glikopeptydowego z jego
struktur¹ docelow¹ [51]. Zamiana koñcowego amino-
kwasu wchodz¹cego w sk³ad prekursora peptydogli-
kanu, polegaj¹ca na do³¹czeniu D-seryny lub D-mle-
czanu w miejsce terminalnej D-alaniny powoduje, ¿e
wi¹zanie miêdzy terminalnym dipeptydem a heptapep-
tydem antybiotyku s³abnie do tego stopnia, ¿e anty-
biotyk nie jest w stanie skutecznie zwi¹zaæ zmie-
nionego substratu, który mo¿e zostaæ w³¹czony do
powstaj¹cego peptydoglikanu [22]. W przypadku pod-
stawienia D-mleczanu w miejsce koñcowej D-alaniny,
nie dochodzi do wytworzenia wi¹zania o podstawo-
wym znaczeniu dla skutecznego po³¹czenia miêdzy
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heptapeptydem glikopeptydu a koñcowym dipepty-
dem prekursora peptydoglikanu (rys. 1) [36]. Dla od-
miany, zamiana kluczowej D-alaniny na D-serynê nie
prowadzi do zmniejszenia liczby wi¹zañ wodorowych
miêdzy antybiotykiem a dipeptydem � w tym wypadku
dochodzi do zmiany konformacji przestrzennej wi¹za-
nia, prowadz¹cej do jego os³abienia [36]. Fenotypo-
wo, szczepy wytwarzaj¹ce prekursory peptydoglika-
nu koñcz¹ce siê dipeptydem D-Ala-D-Lac prezentuj¹
oporno�æ na wysokie lub �rednie stê¿enia glikopepty-
dów (MIC wankomycyny 8�1000 mg/L, teikoplaniny
0,5�512 mg/L), natomiast szczepy, których prekursory
peptydoglikanu koñcz¹ siê dipeptydem D-Ala-D-
Ser s¹ oporne tylko na niskie stê¿enia wankomycyny
oraz wra¿liwe na teikoplaninê (MIC wankomycyny
2�32 mg/L, teikoplaniny 0,5�1 mg/L) [15, 22].

Wankomycyna jest w u¿yciu klinicznym od 45 lat,
przy czym przez pierwsze 30 lat jej stosowania nie ob-
serwowano zjawiska pojawiania siê oporno�ci na ten
antybiotyk u szczepów enterokoków wywo³uj¹cych za-
ka¿enia u ludzi. Znaczne opó�nienie w pojawieniu siê
oporno�ci na wankomycynê t³umaczy siê du¿¹ z³o¿o-
no�ci¹ kompleksu genów niezbêdnych dla prawid³owe-
go jej wyra¿enia siê [58]. Wystêpuj¹cy u enterokoków
operon oporno�ci na wysokie stê¿enia wankomycyny
musi zawieraæ geny koduj¹ce zespó³ bia³ek, które:

� syntetyzuj¹ D-mleczan z pirogronianu (D-mle-
czan nie wystêpuje zazwyczaj w komórce entero-
koków),

� rozcinaj¹c dipeptydy D-Ala-D-Ala, tworz¹ miej-
sce dla do³¹czenia D-mleczanu i jednocze�nie
likwiduj¹ strukturê docelow¹ dla wankomycyny,

� do³¹czaj¹ D-mleczan do D-alaniny, umo¿liwiaj¹c
w ten sposób powstanie prekursorów peptydogli-
kanu koñcz¹cych siê dipeptydem D-Ala-D-Lac,

� s¹ odpowiedzialne za regulacjê dzia³ania powy¿-
szych bia³ek,

� reaguj¹ na obecno�æ wankomycyny (lub innych
glikopeptydów) w �rodowisku [1, 12, 22].

Wiele wskazuje na to, ¿e nabywanie przez entero-
koki oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe jest
procesem z³o¿onym, w który zaanga¿owane s¹ geny
�importowane� od ró¿nych gatunków bakterii [66].

Do tej pory u enterokoków opisano sze�æ ró¿nych
fenotypów � lub typów � oporno�ci na antybiotyki gli-
kopeptydowe, w zale¿no�ci od poziomu oporno�ci na
wankomycynê i teikoplaninê oraz stopnia indukcji
oporno�ci przez te antybiotyki. Poznane dotychczas
typy oporno�ci to VanA, VanB, VanC, VanD, VanE
i VanG. W obrêbie fenotypów VanB i VanC wyró¿nia
siê po trzy subtypy, odpowiednio: VanB1, VanB2
i VanB3 oraz VanC1, VanC2 i VanC3 [22]. Podsumo-

Rys. 1. Schemat zaburzenia wi¹zania wankomycyny z docelowym dipeptydem w wyniku zamiany koñcowej D-alaniny
na D-mleczan. Pojawienie siê prekursorów peptydoglikanu koñcz¹cych siê D-alanylo-D-mleczanem prowadzi do zerwania

wi¹zania kluczowego dla inhibicji syntezy peptydoglikanu przez wankomycynê
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wanie informacji dotycz¹cych ró¿nych typów oporno-
�ci enterokoków na antybiotyki glikopeptydowe za-
mieszczono w tabeli I.

2. Typy oporno�ci enterokoków na glikopeptydy

2.1. VanA jest typem nabytej oporno�ci na wysokie
stê¿enia wankomycyny oraz teikoplaniny, przy czym
u szczepów enterokoków izolowanych od cz³owieka
ten typ oporno�ci spotyka siê najczê�ciej [22]. Opor-
no�æ na glikopeptydy w typie VanA jest indukowana
przez wankomycynê i przez teikoplaninê. Znane s¹
tak¿e antybiotyki nie nale¿¹ce do grupy glikopepty-
dów (bacytracyna, moenomycyna) mog¹ce indukowaæ
ekspresjê oporno�ci na glikopeptydy u szczepów po-
siadaj¹cych typ oporno�ci VanA lub VanB [7]. Spo-
�ród enterokoków, 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]. Pod³o¿e molekularne
oporno�ci typu VanA nale¿y do najlepiej poznanych.
Transpozon Tn1546, prototypowy element genetyczny
o d³ugo�ci 10,5�10,8 tysiêcy par zasad, zawieraj¹cy
geny warunkuj¹ce typ oporno�ci VanA, zosta³ wykryty
w szczepie klinicznym E. faecium w roku 1993 [21,
36]. Transpozony typu Tn1546, nale¿¹ce do rodziny
transpozonów Tn3, mog¹ wystêpowaæ pod postaci¹
plazmidów (najczê�ciej niekoniugacyjnych) lub frag-
mentów chromosomu [6]. Opisywane s¹ tak¿e szczepy

kliniczne E. faecium VanA posiadaj¹ce plazmidy ko-
niugacyjne zale¿ne od gatunkowo swoistych feromo-
nów p³ciowych [49]. W obrêbie niektórych plazmidów
tego typu, wespó³ z genami oporno�ci na glikopepty-
dy, przenoszone s¹ tak¿e geny warunkuj¹ce zjadliwo�æ
enterokoków [32].

W sk³ad transpozonu wchodzi siedem genów zwi¹-
zanych z oporno�ci¹ na glikopeptydy (vanA, vanH,
vanX, vanY, vanZ, vanS i vanR), dwa promotory (PH
i PR), oraz dwie oraz dwie ramki odczytu (ORF1
i ORF2) odpowiedzialne za transpozycjê replikatywn¹
ca³ego elementu Tn1546 (rys. 2) [22, 36, 55]. Jakkol-
wiek wystêpuj¹ce u enterokoków geny oporno�ci
wchodz¹ce w sk³ad operonu VanA nale¿¹ do konser-
watywnych elementów genetycznych, w obrêbie trans-
pozonów typu Tn1546 stwierdza siê zró¿nicowanie
genetyczne wynikaj¹ce z obecno�ci sekwencji insercyj-
nych (IS1251, IS1542, IS1216, IS1476 oraz sekwencji
typu IS3), delecji i mutacji punktowych [24, 81].

Geny vanS i vanR koduj¹ dwusk³adnikowy uk³ad
regulatorowy, który bierze udzia³ w procesie indukcji
oporno�ci fenotypu VanA w odpowiedzi na obecno�æ
glikopeptydów w �rodowisku. Bia³ko VanS, sensor
zwi¹zany z b³on¹ komórkow¹ bakterii, w swojej do-
menie cytoplazmatycznej zawiera resztê histydynow¹,
która ulega fosforylacji w obecno�ci glikopeptydów.
VanR pe³ni funkcjê aktywatora transkrypcyjnego uru-
chamianego po wychwyceniu grupy fosforylowej z ak-
tywowanego bia³ka VanS. Ufosforylowana forma VanR
uruchamia wspóln¹ transkrypcjê genów vanH, vanA,

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 oporno�ci Tn1546
Tn1547 Tn1549

nieznane nieznane nieznane nie dotyczy
 Tn5382

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

Ekspresja indukowana
konstytutywna

indukowana konstytutywna
lub indukowana

Lokalizacja plazmid lub chromosom chromosom chromosom chromosom

Modyfikacja
struktury docelowej

D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser

T a b e l a  I
Typy oporno�ci enterokoków na antybiotyki glikopeptydowe. Dane zaczerpniête z [14, 15, 22, 28, 55 i 62]

Oporno�æ
Nabyta Wrodzona

wysokiego
poziomu

zmiennego
poziomu �redniego poziomu

niskiego
poziomu

niskiego
poziomu



320 MACIEJ PRZYBYLSKI

vanX, vanY i vanZ (po do³¹czeniu do promotora PH)
oraz vanS i vanR (po do³¹czeniu do promotora PR) [15,
36]. Gen vanH koduje dehydrogenazê kwasu D-hydro-
ksylowego (VanH) redukuj¹c¹ pirogronian do D-mle-
czanu [5], natomiast gen vanA koduje ligazê VanA do-
³¹czaj¹c¹ D-Lac do D-Ala. Uk³ad vanA/vanH jest zatem
bezpo�rednio odpowiedzialny za syntezê terminalnych
dipeptydów D-Ala-D-Lac w prekursorach peptydo-
glikanu enterokoków opornych na glikopeptydy. Geny
vanX i vanY koduj¹, odpowiednio, DD-dipeptydazê oraz
DD-karboksypeptydazê. DD-dipeptydaza VanX hy-
drolizuje dipeptydy D-Ala-D-Ala, likwiduj¹c sk³adnik
niezbêdny dla powstania prawid³owych prekursorów
peptydoglikanu [12], a DD-karboksypeptydaza VanY,
enzym zale¿ny od jonów Zn2+, usuwa cz¹steczki koñ-
cowej D-alaniny niezhydrolizowane przez VanX [55].

Otrzymane sztucznie szczepy enterokoków pozba-
wione genu vanY cechuj¹ siê wiêksz¹ wra¿liwo�ci¹ na
wankomycynê w porównaniu do szczepów posiadaj¹-
cych ten gen [58]. Badania prowadzone przez D e
J o n g e� a  i wsp. [26], polegaj¹ce na analizie sk³adu
prekursorów peptydoglikanu oraz dojrza³ego peptydo-
glikanu szczepów VR i VS enterokoków, wykaza³y ist-
nienie pewnego paradoksu. W pracy tej u¿yto dwóch
szczepów E. faecalis � rodzicielskiego, wra¿liwego na
wankomycynê, oraz opornego na wankomycynê, otrzy-

manego w wyniku w³¹czenia plazmidu zawieraj¹cego
operon Tn1546 do wra¿liwego szczepu rodzicielskie-
go. Tak jak siê spodziewano, cz¹steczki prekursorów
peptydoglikanu szczepów wra¿liwych koñczy³y siê
dipeptydami D-Ala-D-Ala, a prekursorów szczepów
opornych � dipeptydami D-Ala-D-Lac. Jednak w doj-
rza³ej �cianie komórkowej szczepów opornych na wan-
komycynê nie wykrywano D-mleczanu; innymi s³owy,
w sk³ad �ciany komórkowej szczepów wra¿liwych
i opornych wchodzi³y te same aminokwasy. Ró¿nica
wystêpowa³a natomiast w strukturze: mureinopeptydy
szczepów wra¿liwych na wankomycynê zawiera³y
pentapeptydy koñcz¹ce siê D-alanylo-D-alanin¹, na-
tomiast w �cianie komórkowej szczepów opornych
wystêpowa³y tetrapeptydy koñcz¹ce siê D-alanin¹.
Autorzy zasugerowali, ¿e cz¹steczki D-mleczanu s¹
albo usuwane z peptydów w procesie sieciowania pep-
tydoglikanu, albo w ogóle nie dochodzi do w³¹czenia
mleczanu w strukturê syntetyzowanego peptydoglika-
nu (rys. 3B). Istniej¹ dwie hipotezy t³umacz¹ce to zja-
wisko: (i) cz¹steczki D-mleczanu odcinane s¹ przez
rodzimy, kodowany chromosomalnie enzym o aktyw-
no�ci karboksypeptydazy lub (ii) VanY jest enzymem
zdolnym do usuwania zarówno terminalnych reszt
D-Ala jak i D-Lac [26, 55, 58]. Jednak dok³adny
mechanizm usuwania D-mleczanu ze struktury dojrza-

Rys. 2. Schemat organizacji klastrów genów oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe. Obja�nienia w tek�cie
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³ego peptydoglikanu szczepów opornych na wanko-
mycynê pozostaje niejasny.

Operon VanA zawiera jeszcze jedn¹ otwart¹ ramkê
odczytu, vanZ, koduj¹c¹ bia³ko zwi¹zane z oporno�ci¹
niskiego stopnia na teikoplaninê, lecz o nieznanym
mechanizmie dzia³ania [22].

Produkcja ligazy VanA kojarzona jest z oporno�ci¹
zarówno na wysokie stê¿enia wankomycyny, jak i te-
ikoplaniny. Opisywane s¹ jednak szczepy oporne na
wankomycynê i wra¿liwe na teikoplaninê (co jest ra-
czej kojarzone z fenotypem VanB) posiadaj¹ce gen
vanA. L e e  i wsp. [45] przedstawili wyniki badañ
dowodz¹cych, ¿e delecja genów vanZ i vanY, jak rów-
nie¿ samego genu vanZ prowadz¹ do utraty oporno�ci
szczepów VanA na teikoplaninê, przy równoczesnym
zachowaniu oporno�ci na wankomycynê.

2.2. Typ VanB (VanB1, VanB2 i VanB3)

Cech¹ charakterystyczn¹ typu VanB jest oporno�æ
na ró¿ne stê¿enia wankomycyny i wra¿liwo�æ na te-
ikoplaninê; oporno�æ tego typu jest indukowana przez
wankomycynê, lecz nie przez teikoplaninê. Fenotyp

VanB (opisany po raz pierwszy w roku 1989 [140])
jest charakterystyczny przede wszystkim dla E. faeca-
lis i E. faecium. Mo¿na znale�æ tak¿e doniesienia opi-
suj¹ce wystêpowanie fenotypu VanB u E. gallinarum,
E. casseliflavus i E. raffinosus [22, 51, 55]. Na pod-
stawie ró¿nic w sekwencjach DNA, wyró¿niono trzy
podtypy genów koduj¹cych ligazê D-Ala-D-Ala cha-
rakterystyczn¹ dla typu VanB: vanB1, vanB2 oraz
vanB3 [15] Ró¿nice w sekwencjach nukleotydów miê-
dzy vanB1 a vanB2 wynosz¹ 3,6%, natomiast miêdzy
vanB1 a vanB3 � 5%. Nie wykazano jednak wyra�nej
korelacji miêdzy wystêpowaniem konkretnego podtypu
ligazy VanB a poziomem oporno�ci na wankomycynê
i teikoplaninê [48]. Z drugiej strony, niektóre szczepy
E. faecium VanB izolowane w tajwañskich szpitalach,
gdzie obserwuje siê przewagê genu oporno�ci vanB2,
posiada³y podwy¿szony stopieñ oporno�ci na teikopla-
ninê (MIC = 32 mg/L), co by³o skorelowane z wystê-
powaniem punktowej mutacji Leu→Met w pozycji
308 genu vanB [48].

W porównaniu do VanA, typ VanB oporno�ci
wystêpuje znacznie rzadziej. Po�ród szczepów izo-
lowanych w Europie, typ VanB mo¿na okre�liæ jako

Rys. 3. Mechanizm oporno�ci na glikopeptydy charakterystyczny dla typu VanA (obja�nienia w tek�cie)
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zjawisko marginalne. Inaczej sprawa wygl¹da w Sta-
nach Zjednoczonych � tam czêsto�æ wystêpowania
szczepów posiadaj¹cych typ VanB jest znacznie wiêk-
sza, opisywane s¹ epidemie zaka¿eñ szpitalnych wy-
wo³anych wy³¹cznie przez szczepy VanB [17].

Struktura i organizacja genów oporno�ci na gliko-
peptydy wystêpuj¹ca w typie VanB jest zbli¿ona do tej
obserwowanej w VanA (rys. 2). Kodowana przez gen
vanB ligaza VanB wykazuje 76% podobieñstwa se-
kwencji aminokwasów z VanA. Wystêpuj¹ce w obrêbie
operonu VanB geny, analogiczne do VanA, nosz¹ ozna-
czenia vanHB, vanXB, vanYB, vanSB oraz vanRB [36].
Wystêpuje du¿y stopieñ podobieñstwa sekwencji DNA
miêdzy homologicznymi zespo³ami genów vanHAX
oraz vanHBBYB (�rednio 70% podobieñstwa), nato-
miast podobieñstwo miêdzy odpowiednimi genami R,
S i Y VanA i VanB jest znacz¹co ni¿sze (25 do 35%
podobieñstwa). W zgrupowaniu genów vanB nie wy-
stêpuje homolog genu vanZ wykrywanego u VanA, ale
operon vanB zawiera ORF vanW, przy czym funkcja
bia³ka kodowanego przez ten gen jest nieznana [55, 76].

System regulatorowy wystêpuj¹cy u szczepów nale-
¿¹cych do typu VanB nie ulega indukcji pod wp³ywem
teikoplaniny. Z drugiej strony, obecno�æ wankomycyny
w �rodowisku mo¿e doprowadziæ do wyindukowania
oporno�ci zarówno na wankomycynê, jak i teikoplani-
nê. Oprócz tego, mo¿liwe jest otrzymanie mutantów
opornych na teikoplaninê z wra¿liwych szczepów
VanB, hodowanych w pod³o¿ach zawieraj¹cych niskie
stê¿enia tego antybiotyku. Tego typu mutanty mog¹
powstawaæ tak¿e podczas kuracji teikoplanin¹ w do-
�wiadczeniach prowadzonych in vivo [15]. Pod³o¿em
tego typu konstytutywnej oporno�ci na teikoplaninê
mo¿e byæ (i) delecja czê�ci zgrupowania genów vanB,
zawieraj¹cej uk³ad regulatorowy vanRB/vanSB, lub
(ii) mutacje punktowe prowadz¹ce do utraty funkcji
regulatorowej przez VanSB, co prowadzi do permanent-
nej fosforylacji VanRB. Zmutowane szczepy E. faecium,
z zahamowan¹ ekspresj¹ VanSB, podlegaj¹ niekiedy
heterogennej indukcji oporno�ci na teikoplaninê, naj-
prawdopodobniej w wyniku przejêcia funkcji VanSB
przez natywn¹ kinazê szczepu [40].

Zgrupowanie genów vanB czêsto zlokalizowane jest
na chromosomie bakteryjnym. Pocz¹tkowo uwa¿ano,
¿e geny te nie s¹ przenoszone miêdzy szczepami ente-
rokoków [15]. Obecnie wiadomo, ¿e w odró¿nieniu od
typu VanA, zespo³y genów vanB (i podobnych) prze-
noszone s¹ w obrêbie du¿ych (90 do 250 tysiêcy par
zasad) koniugacyjnych elementów genetycznych [22].
Skupienie genów vanB1 mo¿e wchodziæ w sk³ad
transpozonu Tn1549 (34 tys. pz), a przede wszystkim
Tn1547 (64 tys. pz), bêd¹cego elementem wiêkszego
elementu transpozycyjnego (90 tys. pz), który mo¿e byæ
przenoszony miêdzy chromosomami w wyniku koniu-
gacji [36]. Skupienie genów vanB2 mo¿e ulegaæ prze-

noszeniu jako zawarto�æ jednego z dwóch blisko spo-
krewnionych transpozonów, Tn5382 (27 tys. pz) albo
Tn1549, stanowi¹cych element plazmidów koniuga-
cyjnych [25, 79]. Dowiedziono mo¿liwo�ci przenosze-
nia genów vanB w obrêbie Tn1549 w³¹czonego do
plazmidu odpowiedzialnego za reakcjê E. faecium
na feromony p³ciowe (pAD-1) [35]. Wykryto tak¿e
szczepy E. faecium nale¿¹ce do typu VanB, posiada-
j¹ce jednocze�nie wiêcej ni¿ jeden typ plazmidów
zawieraj¹cych geny oporno�ci na wankomycynê vanB2
[40]. Zidentyfikowano tak¿e szczepy VanB, u których
transpozon Tn5382 wchodzi³ w sk³ad wiêkszego ele-
mentu chromosomalnego, zawieraj¹cego tak¿e geny
koduj¹ce bia³ko PBP5, odpowiedzialne za oporno�æ
szczepu na ampicylinê [25].

2.3. Typ VanC (VanC1, VanC2 i VanC3)

Fenotyp VanC charakteryzuje siê oporno�ci¹ na
niskie stê¿enia wankomycyny (MIC 4�32 mg/L) oraz
wra¿liwo�ci¹ na teikoplaninê (MIC poni¿ej 1 mg/L)
i jest w³a�ciwo�ci¹ niektórych szczepów E. gallinarum
oraz E. casseliflavus [51, 55]. Typ oporno�ci VanC jest
kodowany chromosomalnie i nie ulega transferowi
horyzontalnemu. W przewa¿aj¹cej wiêkszo�ci wypad-
ków VanC ma charakter oporno�ci konstytutywnej,
chocia¿ opisywano rzadkie przypadki indukcji tego
typu oporno�ci przez antybiotyki glikopeptydowe [30,
31, 36, 73]. Opisano trzy blisko spokrewnione typy
genów koduj¹cych ligazê D-alanylowo-D-serynow¹:
vanC1 u Enterococcus gallinarum oraz vanC2 i vanC3
u E. casseliflavus [22]. Dostêpne s¹ kompletne sekwen-
cje genów oporno�ci wchodz¹cych w sk³ad skupienia
genów vanC1,vanC2 i vanC3 [3, 30, 31]. Podobieñstwo
sekwencji aminokwasów miêdzy bia³kami VanC2
i VanC3 wynosi 98%, a miêdzy VanC2 a VanC1 � 76%.
Z drugiej strony, znacznie wiêksze ró¿nice obserwuje
siê miêdzy VanC1 a VanA (podobieñstwo 37%) oraz
VanB (podobieñstwo 39%) [51]. Prócz szczepów
zawieraj¹cych jeden typ oporno�ci na wankomycynê
opisano wystêpowanie szczepów E. gallinarum nosz¹-
cych jednocze�nie geny vanA i vanC1 [15]. Gen vanC
wykrywano tak¿e u pojedynczych szczepów E. faeca-
lis oraz E. faecium [62].

Typ oporno�ci VanC do swojego funkcjonowania
wymaga trzech bia³ek funkcjonalnych: VanC, VanXYC
i VanT, oraz dwóch bia³ek regulatorowych: VanRC
i VanSC (rys. 2).

Funkcj¹ VanC jest synteza dipeptydów D-alanylo-
D-serynowych, które zostaj¹ w³¹czone w sk³ad pre-
kursorów peptydoglikanu na pó�nym etapie ich syn-
tezy [36]. Do�wiadczalna inaktywacja genu vanC1
E. gallinarum (za pomoc¹ insercji krótkiego fragmen-
tu DNA) powoduje zahamowanie ekspresji genów
vanXYC oraz vanT, co prowadzi do utraty oporno�ci
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szczepu na wankomycynê. Prekursory peptydoglikanu
szczepu, u którego zastosowano insercjê fragmentu
DNA koñczy³y siê dipeptydem D-Ala-D-Ala [55].
Jako ¿e u szczepów enterokoków posiadaj¹cych typ
oporno�ci na wankomycynê VanC wystêpuje tak¿e
�zwyczajna� ligaza syntetyzuj¹ca dipeptydy D-Ala-D-
Ala, obserwowane ró¿nice w warto�ciach MIC wanko-
mycyny t³umaczy siê osi¹gniêtym stosunkiem stê¿enia
prawid³owych dipeptydów D-Ala-D-Ala do stê¿enia
dipeptydów D-Ala-D-Ser. To znaczy, ¿e ni¿sze war-
to�ci MIC mog¹ byæ obja�nione przez obecno�æ wiêk-
szych ilo�ci D-ala-D-Ala, natomiast wy¿sze warto�ci
MIC wynikaj¹ z wiêkszej proporcjonalnej zawarto�ci
dipeptydów D-alanylowo-D-serynowych [15].

Bia³ko VanXYC wykazuje podwójn¹ aktywno�æ
dipeptydazy i karboksypeptydazy, a funkcj¹ tego bia³ka
jest hydroliza dipeptydów D-Ala-D-Ala i usuwanie
alaniny z C-koñca oligopeptydu wchodz¹cego w sk³ad
prekursorów peptydoglikanu [5]. Podobieñstwo VanXYC
i VanY obejmuje 158 aminokwasów identycznych
w obu bia³kach. Zgodne sekwencje aminokwasów wy-
stêpuj¹ w regionach odpowiedzialnych za wi¹zanie
cynku, stabilizacjê substratu oraz katalizacjê hydrolizy
[30]. Regiony te wystêpuj¹ zarówno w VanX (VanXB)
jak i w VanY (VanYB). W porównaniu do VanX i VanY,
VanXYC wykazuje ni¿sz¹ aktywno�æ wobec swoistego
substratu, czyli dipeptydów D-Ala-D-Ala wchodz¹-
cych w sk³ad prekursorów peptydoglikanu.

Zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹ bia³ko VanT jest ra-
cemaz¹ przekszta³caj¹c¹ syntetyzowan¹ przez natywne
enzymy enterokoków L-serynê w D-enancjomer, który
stanowi substrat dla enzymu VanC [4]. Zakotwiczone
w b³onie komórkowej bia³ko VanT sk³ada siê z dwóch
domen: (i) zewnêtrznej, posiadaj¹cej aktywno�æ race-
mazy serynowej, oraz (ii) transb³onowej, której obec-
no�æ nie jest konieczna dla tworzenia D-enancjomerów
seryny. Mimo to, szczepy sztucznie pozbawione do-
meny przezb³onowej VanT nie by³y w stanie osi¹gn¹æ
wyk³adniczej fazy wzrostu w obecno�ci niskich stê-
¿eñ wankomycyny, co wskazuje na rolê rzeczonej do-
meny w wychwytywaniu i transporcie L-seryny przez
b³onê komórkow¹ [4].

Enterococcus casseliflavus ATCC 25788 (VanC2)
wykazuje indukowaln¹ oporno�æ na wankomycynê, co
jest zjawiskiem charakterystycznym raczej dla typów
VanA i VanB [30]. Szczepy VanA i VanB wymagaj¹
okresu indukcji (30�60 minut od dodania wanko-
mycyny) zanim dojdzie do ekspresji genów oporno�ci
i pojawienia siê prekursorów peptydoglikanu koñcz¹-
cych siê D-mleczanem [68]. W porównaniu do typów
VanA/VanB, E. casseliflavus ATCC 25788 wykazuje
znacznie d³u¿szy okres (225 minut) potrzebny na in-
dukcjê oporno�ci, wyra¿aj¹ce siê syntez¹ dipeptydów
D-Ala-D-Ser oraz powrotem hodowli szczepu do fazy
eksponencjalnej wzrostu [30]. Wyd³u¿ony okres in-

dukcji obserwowano tak¿e u innych szczepów entero-
koków wykazuj¹cych typ oporno�ci VanC [73]. Tak
du¿a ró¿nica w czasie potrzebnym na indukcjê opor-
no�ci mo¿e wynikaæ z ró¿nych mechanizmów syntezy
terminalnych podstawników prekursorów peptydo-
glikanu. Substratem dla VanH, czyli wystêpuj¹cego
w typie oporno�ci VanA enzymu odpowiedzialnego
za syntezê D-mleczanu, jest pirogronian, zwi¹zek wy-
stêpuj¹cy powszechnie w komórkach enterokoków.
Z drugiej strony, substratem dla wystêpuj¹cej w VanC
racemazy serynowej VanT jest L-seryna, zwi¹zek nie-
zbêdny dla wielu procesów komórkowych, takich jak
synteza bia³ek oraz metabolizm zwi¹zków monokar-
boksylowych. W komórce enterokoków, L-seryna jest
zu¿ywana bardzo szybko, a jej dostêpno�æ � w porów-
naniu z pirogronianem � jest znikoma [30].

Ekspresja genów oporno�ci wystêpuj¹cych w typie
VanC regulowana jest przez (analogiczny jak w VanA/
VanB) dwusk³adnikowy uk³ad regulatorowy. W jego
sk³ad wchodz¹ dwa bia³ka: regulator odpowiedzi
VanRC oraz kinaza histydynowa VanSC [31]. W odró¿-
nieniu jednak od vanA/vanB, w obrêbie vanC geny te
le¿¹ od strony koñca 3� nici DNA (rys. 2) [36].

2.4. Typ VanD

Pierwszym szczepem, u którego opisano fenotyp
VanD, by³ E. faecium BM4339, izolowany w New York
Hospital w roku 1991. Szczep ten, wyodrêbniony z mo-
czu pacjentki cierpi¹cej na zaka¿enie uk³adu moczowe-
go, by³ oporny na wankomycynê (MIC 64 mg/L) oraz
wra¿liwy na teikoplaninê (MIC 4 mg/L) [67]. Szczep
BM4339 wykazywa³ tak¿e oporno�æ na penicylinê G,
wysokie stê¿enia aminoglikozydów, tetracyklinê oraz
makrolidy, linkozamidy i streptograminy B [67]. Do
1999 roku, BM4339 by³ jedynym opisanym szczepem
o fenotypie oporno�ci VanD, mimo i¿ trzy spokrewnio-
ne ze sob¹ szczepy A803, A804 i A902 nosz¹ce geny
oporno�ci typu vanD wyizolowano w szpitalu Beth
Israel Medical Center w Bostonie ju¿ w 1993 roku [10,
61]. Szczepy enterokoków o typie oporno�ci na gliko-
peptydy VanD izolowane s¹ rzadko, i jak do tej pory
opisano tylko kilka szczepów E. faecium i E. faecalis
posiadaj¹cych ten typ oporno�ci [28]. Interesuj¹ce jest,
¿e szczepy izolowane w ró¿nych regionach �wiata
(USA, Australia, Kanada, Brazylia) wykazuj¹ zró¿ni-
cowanie genetyczne w budowie genów wchodz¹cych
w sk³ad zgrupowania genów vanD [10, 13, 61, 67].

Typ oporno�ci VanD (podobnie jak VanA i VanB)
opiera siê na syntezie prekursorów peptydoglikanu
koñcz¹cych siê dipeptydami D-Ala-D-Lac i charakte-
ryzuje siê �rednim lub wysokim stopniem oporno�ci
na wankomycynê oraz wra¿liwo�ci¹ lub �rednim stop-
niem oporno�ci na teikoplaninê (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
konstytutywn¹ ekspresjê fenotypu VanD, podczas gdy
u szczepów A803, A804 i A902 oporno�æ by³a indu-
kowana niskimi stê¿eniami wankomycyny w �rodowi-
sku [14, 61, 67]. Geny determinuj¹ce fenotyp VanD
znajduj¹ siê na chromosomie i nic nie wskazuje na to,
aby wystêpowa³o zjawisko ich przenoszenia miêdzy
szczepami enterokoków [22]. Prowadzone in vitro
próby transferu genów oporno�ci ze szczepów VanD
do wra¿liwych na glikopeptydy szczepów E. faecium
i E. faecium nie doprowadzi³y do transferu genów
oporno�ci na wankomycynê, ale � jak siê spodziewa-
no � ruchome elementy genetyczne zawieraj¹ce geny
oporno�ci na aminoglikozydy oraz erytromycynê ule-
g³y transferowi [61, 67]. Lokalizacja genów zwi¹za-
nych z oporno�ci¹ VanD na chromosomie oraz nie-
mo¿no�æ (przynajmniej do tej pory) identyfikacji
elementów, które mog³yby byæ odpowiedzialne za ho-
ryzontalne przenoszenie skupiska genów vanD mo¿e
byæ wyja�nieniem rzadkiego wystêpowania typu VanD
w populacji enterokoków [28].

Organizacja genów zgrupowanych w vanD, odpo-
wiedzialnych za oporno�æ na glikopeptydy, u pozna-
nych dotychczas szczepów, zosta³a dok³adnie pozna-
na i dostêpne s¹ kompletne sekwencje zgrupowania
genów oporno�ci szczepów BM4339 (USA, 1991),
A902 (USA, 1993), 10/96A (Brazylia, 1996) oraz
BM4416 (Kanada, 2000) [10, 13, 27 61]. Operon
vanD zawiera sze�æ genów: vanRD, vanSD, vanYD,
vanHD, vanD oraz vanXD (ryc. 2). Geny zgrupowania
vanD wykazuj¹ homologiê do odpowiednich genów
wystêpuj¹cych w typach VanA i VanB, przy czym
w skupieniu vanD nie wystêpuj¹ homologi genu vanZ
wystêpuj¹cego w typie VanA, ani vanW obecnego
w typie VanB. Podobieñstwo strukturalne zgrupowañ
vanA, vanB i vanD znajduje tak¿e wyraz w funkcji
odpowiednich genów homologicznych.

Synteza D-alanylo-D-mleczanu wymaga obecno�ci
ligazy VanD (odpowiednik ligaz VanA i VanB) oraz de-
hydrogenazy VanHD (odpowiednio VanH lub VanHB)
katalizuj¹cej przemianê pirogronianu w D-mleczan
[28]. Odciêcie terminalnych D-alanin zapobiega wi¹za-
niu glikopeptydów z docelowym dipeptydem D-Ala-D-
Ala; za tê reakcjê odpowiadaj¹ dwa enzymy: zwi¹zana
z b³on¹ komórkow¹ D,D-dipeptydaza VanXD (VanX,
VanXB) oraz D,D-karboksypeptydaza VanYD (VanY,
VanYB) [68]. Bia³ko VanYD nale¿y do rodziny bia³ek
wi¹¿¹cych penicyliny (PBP), a jego aktywno�æ hamo-
wana jest przez obecno�æ penicylin w �rodowisku
[13]. Dla odmiany, VanY i VanYB nale¿¹ do klasy
D,D-karboksypeptydaz zale¿nych od Zn2+, s¹ one nie-
wra¿liwe na penicyliny oraz wykazuj¹ wy¿sz¹ aktyw-
no�æ katalityczn¹ w porównaniu z VanYD [68].

Podobnie jak w przypadku VanA i VanB, ekspresja
typu oporno�ci VanD podlega regulacji dwusk³adni-

kowego uk³adu z³o¿onego z bia³ka zwi¹zanego z b³on¹
komórkow¹, posiadaj¹cego aktywno�æ kinazy histydy-
nowej w obecno�ci glikopeptydów lub fosfatazy, gdy
antybiotyki glikopeptydowe nie wystêpuj¹ w �rodo-
wisku (VanSD) oraz cytoplazmatycznego aktywatora
transkrypcyjnego (VanRD) [14].

Struktura zgrupowania genów vanD oraz funkcjo-
nalna aktywno�æ bia³ek kodowanych przez odpowiednie
geny wchodz¹ce w jego sk³ad pozwalaj¹ mniemaæ, ¿e
ekspresja genów oporno�ci typu VanD oraz regulacja
tej ekspresji w odpowiedzi na obecno�æ glikopepty-
dów w �rodowisku powinna byæ zbli¿ona do obser-
wowanej w typach VanA i VanB. Jednak typ VanD po-
siada kilka cech charakterystycznych, odró¿niaj¹cych
go od VanA i VanB. D e p a r d i e u  i wsp. [28] prze-
prowadzili seriê eksperymentów w których zbadane
mechanizmy ekspresji i regulacji genów wchodz¹cych
w sk³ad zgrupowania genów vanD. W�ród najwa¿niej-
szych wyników ich pracy mo¿na wymieniæ nastêpuj¹ce:

● wszystkie opisane dotychczas szczepy VanD wy-
kazywa³y zaburzon¹ syntezê prawid³owych di-
peptydów D-Ala-D-Ala, w wyniku rozmaicie
zlokalizowanych mutacji punktowych w obrêbie
genów ddl, co prowadzi³o do braku substratu
niezbêdnego do syntezy prawid³owych prekur-
sorów peptydoglikanu;

● u wielu szczepów obserwowano zaburzenia lub
ca³kowity brak aktywno�ci bia³ek VanXD oraz
VanYD, odpowiedzialnych, odpowiednio, za usu-
wanie koñcowej D-alaniny z prekursorów pep-
tydoglikanu oraz hydrolizê dipeptydów D-Ala-
D-Ala;

● szczepy produkuj¹ce prawie wy³¹cznie prekur-
sory peptydoglikanu koñcz¹ce siê D-mleczanem
oraz zawieraj¹ce geny oporno�ci na glikopeptydy
powinny wymagaæ tych antybiotyków do wzros-
tu, gdy¿ do syntezy prekursorów peptydoglikanu
zawieraj¹cych terminalny D-mleczan niezbêdna
jest aktywacja uk³adu regulatorowego VanSD/
VanRD. Jednak u badanych szczepów E. faecium
obserwowano mutacje punktowe prowadz¹ce do
utraty funkcji fosfatazy bia³ka VanSD co sprawia,
¿e sensor VanSD nabiera konstytutywnej aktyw-
no�ci kinazy, prowadz¹c do fosforylacji recepto-
rowej domeny VanRD, niezale¿nie od faktyczne-
go wystêpowania glikopeptydów w �rodowisku.
Bia³ko VanRD, odpowiedzialne za aktywacjê pro-
motora transkrypcji genów vanHDDXDYD, sk³ada
siê z dwóch domen: receptorowej (N-koniec pep-
tydu), odbieraj¹cej sygna³ od VanSD, oraz efek-
torowej (C-koniec peptydu), blokuj¹cej swoisty
region DNA, gdy domena receptorowa jest w sta-
nie nieufosforylowanym. Fosforylacja N-koñca
VanRD prowadzi do uwolnienia DNA i uru-
chomienia procesu transkrypcji vanHDDXDYD.
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Oprócz powy¿szego mechanizmu, w którym ak-
tywno�æ VanRD zale¿y od sygna³u przekazanego
przez VanSD, u szczepów E. faecalis BM4538
i BM4540 wykryto mutacje w obrêbie samego
genu VanRD, prowadz¹ce do sta³ej, konstytutyw-
nej aktywacji domeny efektorowej;

● obserwowana u szczepów VanD zwiêkszona
wra¿liwo�æ na teikoplaninê pozostaje niewyja�-
niona w �wietle obserwowanej konstytutywnej
ekspresji genów oporno�ci na antybiotyki gliko-
peptydowe.

W podsumowaniu mo¿na podkre�liæ, ¿e opisane
dotychczas szczepy posiadaj¹ce typ oporno�ci VanD
nale¿¹ do trzech gatunków: E. faecium (7 szczepów),
E. faecalis (2 szczepy) i E. gallinarum (1 szczep).
Wszystkie szczepy izolowane by³y od ludzi d³ugo-
trwale przebywaj¹cych w oddzia³ach szpitalnych,
a oprócz oporno�ci na glikopeptydy, wykazywa³y rów-
nocze�nie oporno�æ na wiele antybiotyków nale¿¹-
cych do innych grup. Wszystkie opisywane szczepy
by³y oporne przynajmniej na $-laktamy oraz wysokie
stê¿enia aminoglikozydów, niektóre dodatkowo wy-
kazywa³y oporno�æ na inne leki przeciwbakteryjne
(tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, streptograminy,
chloramfenikol).

Interesuj¹cy jest fakt zwiêkszonej wra¿liwo�ci na
teikoplaninê, notowany u opisywanych szczepów. Nie
znaleziono niestety doniesieñ na temat aktywno�ci
oritawancyny wobec szczepów VanD � prace doty-
cz¹ce aktywno�ci antybiotyku zdolnego do tworzenia
dimerów oraz zdolnego do kotwiczenia w b³onie ko-
mórkowej enterokoków mog³yby dopomóc w wyja�-
nieniu podwy¿szonej wra¿liwo�ci szczepów VanD na
teikoplaninê.

2.5. Typ VanE

Oporno�æ typu VanE zosta³a opisana u pojedyn-
czych szczepów E. faecalis. Pierwszym opisanym szcze-
pem VanE by³ E. faecalis BM4405, wykazuj¹cy opor-
no�æ na niskie stê¿enia wankomycyny (MIC 16 mg/L),
wra¿liwy przy tym na teikoplaninê (MIC 0,5 mg/L)
[65]. Oporno�æ wystêpuj¹ca u BM4405 jest induko-
wana przez obecno�æ wankomycyny w �rodowisku,
szczep produkuje prekursory peptydoglikanu koñcz¹ce
siê dipeptydem D-Ala-D-Ser. U opisanego szczepu
wykryto zgrupowanie genów o organizacji zbli¿onej
do vanC. Zgrupowanie to, nazwane pó�niej vanE jest
zlokalizowane na chromosomie i nie ulega przenosze-
niu horyzontalnemu [65].

Zgrupowanie vanE obejmuje piêæ genów koduj¹-
cych bia³ka homologiczne do wystêpuj¹cych w typie
oporno�ci VanC (rys. 2): ligazê D-alanylowo-D-sery-
now¹ VanE, D,D-dipetydazê/D,D-karboksypeptydazê
VanXYE, racemazê serynow¹ VanTE oraz dwusk³ad-

nikowy uk³ad regulatorowy obejmuj¹cy bia³ko senso-
ryczne VanSE oraz regulator VanRE [65]. Nale¿y za-
znaczyæ, ¿e bia³ko VanSE u BM4405 jest nieaktywne
w wyniku mutacji polegaj¹cej na insercji prowadz¹cej
do pojawienia siê kodonu stop w 78 aminokwasie tego
bia³ka, a regulacjê indukcyjn¹ przej¹³ najprawdopo-
dobniej natywny uk³ad regulatorowy szczepu [69].

Mo¿liwe jest, ¿e typ oporno�ci VanE zosta³ nabyty
od szczepów posiadaj¹cych typ VanC. Do wyja�nie-
nia pozostaje relatywnie niewielkie podobieñstwo se-
kwencji aminokwasów miêdzy homologicznymi gena-
mi klastrów vanC i VanE [69].

W bezpo�redniej blisko�ci operonu vanE innego
szczepu posiadaj¹cego typ VanE oporno�ci na wanko-
mycynê (E. faecalis N00-410, izolowany w Kanadzie
w 2000 roku) wykryto otwart¹ ramkê odczytu kodu-
j¹c¹ bia³ko homologiczne do niektórych integraz, co
sugeruje sposób nabycia skupienia genów vanE [11].

2.6. VanG jest kolejnym typem oporno�ci, w którym
dochodzi do syntezy prekursorów peptydoglikanu koñ-
cz¹cych siê D-alanylo-D-mleczanem [69]. W 1997 roku
w Brisbane, Australia, od hospitalizowanych pacjen-
tów wyizolowano w krótkich odstêpach czasu cztery
szczepy E. faecalis o podobnej charakterystyce feno-
typowej: oporno�ci na niskie stê¿enia wankomycyny
(MIC 12�16 mg/L) oraz wra¿liwo�ci na teikoplaninê
(MIC 0,5 mg/L). Jeden z tych szczepów (WCH9) zo-
sta³ poddany dok³adnym badaniom genetycznym. Wy-
kryto u niego nowego typu zespó³ genów oporno�ci na
glikopeptydy, oznaczony jako vanG [54]. Zgrupowanie
genów vanG sk³ada siê z o�miu genów, z których jed-
ne wykazuj¹ homologiê do wystêpuj¹cych w typach
VanC/E, inne natomiast do VanA/B, przy czym geny te
nabyte zosta³y przynajmniej od trzech ró¿nych typów
operonów van [69] (rys. 2). Geny uk³adu regulatorowe-
go (vanSG, vanRG) koduj¹ bia³ka, które pod wzglêdem
podobieñstwa sekwencji aminokwasów s¹ najbardziej
zbli¿one do homologicznych bia³ek wystêpuj¹cych
w typie VanD. Geny te w stosunku do genów odpo-
wiedzialnych za oporno�æ, po³o¿one s¹ w kierunku
koñca 5� nici DNA, co odpowiada organizacji zgrupo-
wañ genów oporno�ci obserwowanej w typach VanA,
VanB i VanD, a odró¿nia zgrupowania vanG od vanC
i vanE [54, 69]. Skrajnie w kierunku koñca 5� zgrupo-
wania vanG le¿y jeszcze jedna otwarta ramka odczy-
tu, vanU, nie znajduj¹ca odpowiednika w ¿adnym
innym operonie koduj¹cym oporno�æ enterokoków
na glikopeptydy. Bia³ko VanU wykazuje homologiê do
niektórych bakteryjnych aktywatorów transkrypcji [27].
Trójgenowy komponent regulacyjny vanUSGRG ulega
wspólnej konstytutywnej transkrypcji od promotora
PUG, natomiast pozosta³e geny ulegaj¹ transkrypcji in-
dukowanej, znajduj¹cej siê pod kontrol¹ promotora PYG
le¿¹cego miêdzy genami vanSG i vanYG (podobnie jak
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w typie VanB) [69]. Pozosta³a czê�æ operonu zawiera
mozaikê genów, które prawdopodobnie pochodz¹ od
typów VanB, VanC i VanE. Licz¹c od koñca 5� opero-
nu geny te koduj¹ kolejno:

� VanYG (D,D-dipeptydaza D-Ala-D-Ala),
� VanWG (homolog VanW wystêpuj¹cego wy³¹cz-

nie w typie VanB),
� VanG (ligaza D-alanylowo-D-serynowa),
� VanXYG (bia³ko homologiczne do wystêpuj¹-

cych w typach VanC i VanE),
� VanTG (racemaza L:D-serynowa, homolog VanT

i VanTE) [54, 69].
W odró¿nieniu od typu vanD, szczepy posiadaj¹ce

typ VanG posiadaj¹ aktywn¹ chromosomaln¹ ligazê
D-Ala-D-Ala. U szczepów indukowanych wankomy-
cyn¹ prekursory peptydoglikanu maj¹ strukturê penta-
peptydów koñcz¹cych siê D-alanin¹ (30 do 50%
wszystkich prekursorów) lub D-seryn¹ (pozosta³e pre-
kursory). Wykrywano tylko �ladowe ilo�ci prekurso-
rów koñcz¹cych siê tetrapeptydami [69]. Co prawda,
bia³ko VanYG nie wykazuje aktywno�ci w wyniku
mutacji punktowej w obrêbie genu vanYG, ale u szcze-
pu WCH9 wykrywano aktywno�æ zwi¹zanej z b³on¹
komórkow¹ D,D-karboksypeptydazy (prawdopodob-
nie vanXYG). Aktywno�æ racemazy serynowej VanTG
jest niewielka w porównaniu do racemaz wystêpuj¹-
cych u VanC i VanE.

Zdolno�æ E. faecium do uzyskania tak skompliko-
wanego uk³adu genów sk³adaj¹cych siê na funkcjonal-
ny operon jest zadziwiaj¹ca, ale oporno�æ na wanko-
mycynê zwi¹zana z typem VanG pozostawia bez
odpowiedzi kluczowe pytanie: w jaki sposób szczepy
VanG uzyskuj¹ stopieñ oporno�ci na wankomycynê
porównywalny z VanC i VanE nie posiadaj¹c wydaj-
nej racemazy serynowej, a maj¹c znaczny procent pre-
kursorów peptydoglikanu potencjalnie wra¿liwych na
wankomycynê? Odpowied� na to pytanie mo¿e daæ
dopiero analiza struktury dojrza³ego peptydoglikanu
szczepów VanG, jak równie¿ odpowied� na pytanie,
czy istniej¹ bia³ka odpowiedzialne za transglikozyla-
cjê i transpeptydacjê prekursorów peptydoglikanu
swoiste dla szczepów E. faecalis VanG.

Próby transferu operonu VanG do wra¿liwych szcze-
pów E. faecalis zaowocowa³y przeniesieniem du¿ego
(240 kpz) elementu genetycznego, zawieraj¹cego, oprócz
zgrupowania vanG, tak¿e gen oporno�ci na erytromy-
cynê ermB [22].

3. Enterokoki zale¿ne od wankomycyny

W 1993 roku zaprezentowano pierwsz¹ pracê opi-
suj¹c¹ szczepy kliniczne enterokoków niezdolne do
wzrostu w �rodowisku nie zawieraj¹cym wankomycy-
ny [80]. Od tego czasu pojawiaj¹ siê sporadyczne do-

niesienia opisuj¹ce izolowane od pacjentów poddanych
przewlek³ej kuracji antybiotykami glikopeptydowymi
szczepy E. faecium lub E. faecalis, zdolne do wzrostu
tylko w postaci pierwotnej hodowli i trac¹ce zdolno�æ
wzrostu po przesianiu na kolejne pod³o¿a [51]. Szczepy
te rosn¹ natomiast na pod³o¿ach zawieraj¹cych wanko-
mycynê b¹d� teikoplaninê, a tak¿e na pod³o¿ach u¿ywa-
nych do oznaczania oporno�ci na antybiotyki metod¹
dyfuzyjno-kr¹¿kow¹ � w tym wypadku wokó³ kr¹¿ków
zawieraj¹cych wankomycynê lub teikoplaninê [51].
Szczepy te otrzyma³y nazwê VDE (vancomycin-depen-
dent enterococci, czyli enterokokoki zale¿ne od wan-
komycyny). Wankomycynozale¿ne szczepy E. faecium
i E. faecalis izolowano z próbek krwi, moczu oraz ka³u
pobranych od pacjentów poddanych d³ugotrwa³ej te-
rapii wankomycyn¹ lub teikoplanin¹, jak równie¿ anty-
biotykami o szerokim spektrum dzia³ania [36]. Od pa-
cjentów tych najczê�ciej izolowano uprzednio szczepy
enterokoków oporne na wysokie stê¿enia glikopepty-
dów, wykazuj¹ce ten sam wzór PFGE co szczepy VDE,
co sugeruje, ¿e szczepy zale¿ne od wankomycyny wy-
ewoluowa³y z wystêpuj¹cych u tych samych pacjentów
szczepów opornych na wankomycynê, lecz nie wyka-
zuj¹cych zale¿no�ci od glikopeptydów. W do�wiadcze-
niach laboratoryjnych, metod¹ selekcji in vitro uzyska-
no zale¿ne od wankomycyny mutanty szczepów VRE
[51]. Wszystkie opisane do tej pory szczepy VDE ³¹cz¹
pewne cechy charakterystyczne: s¹ to szczepy posia-
daj¹ce geny oporno�ci na glikopeptydy typu VanA lub
VanB, przy czym naturalna ligaza D-alanylo-D-alani-
nowa tych szczepów jest nieaktywna w wyniku mutacji
prowadz¹cych do niemo¿no�ci wi¹zania substratu, co
jest przyczyn¹ niezdolno�ci szczepów VDE do wzrostu
w �rodowisku nie zawieraj¹cym antybiotyków gliko-
peptydowych [15].

Znaczenie kliniczne szczepów enterokoków zale¿-
nych od wankomycyny jest przedmiotem debaty. Czê�æ
specjalistów wyra¿a przekonanie, ¿e szczepy VDE sta-
nowi¹ niedoceniane niebezpieczeñstwo ze wzglêdu na
potencjaln¹ mo¿liwo�æ powrotu do formy niezale¿nej
od wankomycyny � w tym wypadku bêd¹ to szczepy
oporne na wysokie stê¿enia glikopeptydów. Inn¹ bu-
dz¹c¹ niepokój cech¹ szczepów VDE jest ogromna
trudno�æ (a w wielu wypadkach niemo¿no�æ) izolacji
tych szczepów przy u¿yciu standardowych metod
bakteriologicznych, co wymaga wprowadzenia zmian
w standardowych procedurach diagnostycznych [33].
Wed³ug W i l k s a  i wsp. [80] laboratorium jest w sta-
nie wykryæ szczep VDE tylko w wypadku, gdy spe-
cjalnie go szuka. Z drugiej strony, wielu specjalistów
okre�la szczepy VDE jako �defektywne szczepy VRE�,
a samo zjawisko zale¿no�ci od glikopeptydów jako
�lep¹ uliczkê ewolucji, gdy¿ jedyn¹ rzecz¹, jak¹ nale¿y
zrobiæ w celu eliminacji szczepu VDE jest wycofanie
glikopeptydu z terapii konkretnego pacjenta [15]. Wed³ug
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F a r r a g  i wsp. [33], problemy zwi¹zane z trudno�ci¹
w izolacji szczepów VDE mo¿na rozwi¹zaæ w³¹czaj¹c
pod³o¿e zawieraj¹ce wankomycynê do toku badania
bakteriologicznego materia³ów pobranych od pacjen-
tów, którzy nie odpowiadaj¹ na terapiê wankomycyn¹
lub teikoplanin¹, mieli powtarzaj¹ce siê ujemne ho-
dowle lub o których wiadomo, ¿e s¹ nosicielami VRE.

4. Pochodzenie genów oporno�ci na antybiotyki
glikopeptydowe u Enterococcus spp.

Jak przedstawiono wcze�niej, operony oporno�ci
enterokoków na glikopeptydy koduj¹ ligazy D-alanylo-
D-mleczanowe (VanA, VanB i VanD) lub D-anylo-D-
serynowe (VanC, VanE, VanG). Geny tych bia³ek mog¹
ulegaæ transferowi horyzontalnemu (VanA, VanB,
VanG) lub stanowiæ wrodzon¹ cechê szczepów (VanD,
VanC, VanE). Mog¹ tak¿e ulegaæ indukowanej ekspre-
sji pod wp³ywem obecno�ci glikopeptydów w �rodo-
wisku (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG) lub byæ syn-
tetyzowane konstytutywnie (VanC, VanD). Mamy
zatem do czynienia z trzema uk³adami wchodz¹cymi
w sk³ad prawid³owo wyra¿onej , przenoszonej miêdzy
ró¿nymi szczepami, oporno�ci na antybiotyki gliko-
peptydowe: (i) odpowiedzialnym za indukcjê, (ii) od-
powiedzialnym za oporno�æ i (iii) odpowiedzialnym
za transfer horyzontalny. Wymienione trzy uk³ady
znajduj¹ pe³ne odzwierciedlenie tylko w genach wy-
stêpuj¹cych u VanA i VanB (pozosta³e zgrupowania
genów van cierpi¹ na ró¿nego typu niedostatki). Po-
s³uguj¹c siê przyk³adem tych zgrupowañ, s¹ to: (i)
uk³ad VanR/VanS (VanRB/VanSB), (ii) uk³ad VanHAX/
VanY (VanHBBXB/VanYB) i (iii) ró¿nego typu uk³ady
odpowiedzialne za transfer transpozonów zawieraj¹-
cych geny (i) i (iii) miêdzy szczepami. W chwili obec-
nej, wiadomo, ¿e geny koduj¹ce wymienione trzy
uk³ady pochodz¹ prawdopodobnie z trzech ró¿nych
niezidentyfikowanych �róde³.

Mimo prowadzonych w ostatnich latach intensyw-
nych badañ nad pochodzeniem genów oporno�ci na
antybiotyki glikopeptydowe u enterokoków, �ród³o
tych genów pozostaje nieznane [51]. Przeciwko naj-
prostszej hipotezie, mówi¹cej, ¿e geny te wyewolu-
owa³y u samych enterokoków, �wiadczy brak homo-
logii miêdzy ligazami Van a natywnymi ligazami Ddl
enterokoków oraz ró¿nice w zawarto�ci procentowej
G+C miêdzy DNA genów vanA/vanB (odpowiednio
43% i 48%) i genomowym DNA enterokoków (39%)
[22, 36]. Obserwuje siê tak¿e du¿e ró¿nice w zawar-
to�ci G+C w obrêbie samych zgrupowañ genów vanA/
vanB enterokoków opornych na glikopeptydy (od
29 do 45% G+C), co mo¿e �wiadczyæ o niezale¿nym
pochodzeniu ró¿nych elementów wchodz¹cych w sk³ad
skupiska genów oporno�ci [22].

Najwcze�niejsze hipotezy dotycz¹ce �ród³a genów
van obecnych u szczepów VRE mówi³y, ¿e pochodz¹
one od bakterii Gram-dodatnich cechuj¹cych siê wro-
dzon¹ oporno�ci¹ na glikopeptydy, nale¿¹cych do ro-
dzajów Leuconostoc, Pediococcus oraz Lactobacillus
[22]. Obserwowana u bakterii kwasu mlekowego
oporno�æ na glikopeptydy wyra¿a siê jako konstytu-
tywna produkcja prekursorów peptydoglikanu koñcz¹-
cych siê D-alanylo-D-mleczanem [63]. Geny oporno�ci
na glikopeptydy s¹ u tych gatunków kodowane chro-
mosomalnie i w do�wiadczeniach in vitro nie uda³o siê
doprowadziæ do przeniesienia ich do enterokoków
[37]. Porównanie sekwencji aminokwasów bia³ek od-
powiedzialnych za oporno�æ na glikopeptydy wystê-
puj¹cych u bakterii rodzajów Leuconostoc i Lactoba-
cillus z bia³kami wystêpuj¹cymi u typów VanA i VanB
VRE wykaza³o brak pe³nej homologii oraz podobieñ-
stwo sekwencji rzêdu 26�35% [51, 63].

Kolejna hipoteza mówi, ¿e enterokoki mog³y nabyæ
geny oporno�ci na glikopeptydy od bakterii produ-
kuj¹cych te antybiotyki. Znanych jest wiele gatunków
bakterii produkuj¹cych glikopeptydy i zawieraj¹cych
w swym genomie geny homologiczne do uk³adu van-
HAX szczepów VRE VanA. Nale¿¹ tu gatunki Amyco-
latopsis orientalis (producent wankomycyny), Actino-
myces teichomyceticus (producent teikoplaniny),
Amycolatopsis coroladensis, Streptomyces coelicolor
oraz S. toyocanensis [36, 53, 75]. Podobieñstwo se-
kwencji aminokwasów miêdzy bia³kami produkowany-
mi przez gatunki wytwarzaj¹ce glikopeptydy a homo-
logicznymi bia³kami VRE typu VanA wynosi 54�61%
dla VanH, 59�63% dla VanA oraz 61�64% dla VanX.
Dodatkowo, orientacja genów uk³adu vanHAX u pro-
ducentów glikopeptydów i szczepów VanA jest ta sama
[51]. Przeciwko hipotezie mówi¹cej, ¿e bakterie
produkuj¹ce glikopeptydy s¹ bezpo�rednim �ród³em
wystêpuj¹cych u enterokoków genów oporno�ci van
�wiadczy brak homologów uk³adu regulatorowego
vanS/vanR u Amycolatopsis orientalis i Actinomyces
teichomyceticus (oporno�æ wrodzona) oraz odmienna
ich organizacja u Streptomyces toyocaensis [70, 75].
Za innym pochodzeniem genów van enterokoków
przemawiaj¹ tak¿e ró¿nice w zawarto�ci procentowej
guaniny i cytozyny w DNA homologicznych genów
uk³adów van obu grup bakterii. Zawarto�æ G+C
w uk³adzie vanHAX VRE wynosi 43�48%, a u bakterii
produkuj¹cych glikopeptydy 63%�65% [51]. R i c e
i wsp. [70], wyra¿aj¹ przypuszczenie, ¿e gatunki mog¹-
ce byæ �ród³em genów van mog¹ pochodziæ z natural-
nych nisz ekologicznych zasiedlanych przez bakterie
produkuj¹ce glikopeptydy, i w zwi¹zku z tym by³yby
wyeksponowane na d³ugotrwa³e (lecz nie ci¹g³e) dzia-
³anie glikopeptydów, co mog³oby doprowadziæ do na-
bycia genów oporno�ci, a zarazem wykszta³cenia sku-
tecznych mechanizmów indukcji/regulacji oporno�ci
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na te antybiotyki. Jednak analiza znanych naturalnych
miejsc wystêpowania oraz odnalezienie nowych w celu
identyfikacji potencjalnych �róde³ genów oporno�ci
VRE by³oby zadaniem d³ugotrwa³ym i kosztownym,
przy czym nie rokuj¹cym du¿ych szans na sukces [70].
L u  oraz wspó³autorzy [48] zidentyfikowali jedno
z takich �róde³: antybiotyk glikopeptydowy. Izoluj¹c
DNA z wodnej zawiesiny awoparcyny, wykryli tam
zarówno sekwencje 16S rRNA charakterystyczne dla
Amycolatopsis coloradensis (mikroorganizm produku-
j¹cy awoparcynê), jak i geny homologiczne do vanA,
vanH i vanX, o strukturze zgrupowania charaktery-
stycznej dla A. coloradensis.

Interesuj¹cym gatunkiem bakterii opornej na wan-
komycynê, u której wystêpuje uk³ad homologiczny do
vanHAX/vanYZ jest Paenibacillus popillae, którego
spory u¿ywane s¹ w Stanach Zjednoczonych jako bio-
pestycyd od lat 30-tych XX wieku [22]. Najwcze�niej-
sze oporne na wankomycynê szczepy P. popillae po-
chodz¹ z 1945 roku [72]. P a t e l  [63] prowadzi³
badania szczepu wzorcowego P. popillae (ATCC
14706, MIC wankomycyny 800 mg/L). Bakteria ta
produkuje prekursory peptydoglikanu koñcz¹ce siê
dipeptydem D-Ala-D-Lac, a organizacja zgrupowania
genów oporno�ci na glikopeptydy (nazwanego vanF)
najbardziej przypomina vanB. Podobieñstwo sekwen-
cji aminokwasów miêdzy homologicznymi bia³ka-
mi VanA i VanF wynosi 74% (VanH/VanHF), 77%
(VanA/VanF), 79% (VanX/VanXF), 61% (VanY/VanYF)
oraz 21% (VanZ/VanZF), co oznacza, ¿e dla kompleksu
VanYHAX jest wiêksze ni¿ podobieñstwo miêdzy
odpowiednimi bia³kami typów VanA i VanB. Analiza
zawarto�ci G+C wykaza³a bardzo du¿e podobieñstwo
miêdzy kompleksem genów vanYFHFFXF a komplek-
sami vanYHAX i vanYBHBBXB (ró¿nice nie przekra-
czaj¹ 2% dla vanA i 3% dla vanB). Jednak mimo po-
wtarzanych prób nie doprowadzono do przeniesienia
in vitro genów oporno�ci z P. popillae ATCC 14706
do szczepów enterokoków wra¿liwych na wankomy-
cynê. Opisywany jest tak¿e pojedynczy szczep Bacil-
lus circulans posiadaj¹cy zgrupowanie genów o wy-
sokim stopniu podobieñstwa do vanA (podobieñstwo
sekwencji nukleotydów miêdzy homologicznymi ge-
nami wynosi 87�95%). Geny oporno�ci na glikopep-
tydy B. circulans kodowane s¹ chromosomalnie, nie
wykryto u tego szczepu ¿adnych elementów genetycz-
nych, które mog³yby byæ zwi¹zane z transferem hory-
zontalnym zgrupowania genów oporno�ci [51]. Mimo
i¿ oporne na wankomycynê szczepy P. popillae oraz
B. circulans nie s¹ najprawdopodobniej bezpo�rednim
�ród³em genów oporno�ci vanA i vanB enterokoków,
wysuniêto hipotezê, ¿e móg³ nast¹piæ transfer genów
do hipotetycznej bakterii po�redniej, spokrewnionej
z rodzajem Enterococcus w wiêkszym stopniu i po-
siadaj¹cej mo¿liwo�æ w³¹czenia genów oporno�ci do

ruchomych elementów genetycznych, które nastêpnie
mog³y zostaæ zaakceptowane przez szczepy enteroko-
ków [22, 51, 63].

Komentarzem do powy¿szych rozwa¿añ mog¹ byæ
wyniki analizy kompletnej sekwencji genomowego
DNA E. faecalis V853 nosz¹cego typ oporno�ci na
glikopeptydy VanB (patrz rys. 4). Ponad 25% genomu
szczepu V583 stanowi¹ ruchome elementy genetycz-
ne lub geny nabyte od innych gatunków bakterii, co
pod tym wzglêdem czyni z E. faecalis V583 rekor-
dzistê po�ród bakterii o poznanym genomie [66]. Opi-
sane w pracy P a u l s e n a  i wsp. [66] wystêpuj¹ce
u szczepu V583 ruchome elementy genetyczne obej-
muj¹ siedem zintegrowanych fagów, 38 elementów in-
sercyjnych, du¿¹ liczbê transpozonów i zintegrowa-
nych genów przenoszonych plazmidowo oraz jedn¹
wyspê patogenno�ci. Wiele z tych elementów gene-
tycznych wykazuje przy tym strukturê mozaikow¹ za-
wieraj¹c elementy ró¿nego pochodzenia w³¹czone do
pojedynczej struktury wystêpuj¹cej w chromosomie.
Nie nale¿y siê spodziewaæ, aby E. faecalis V583 by³
pod wzglêdem organizacji genomu wyj¹tkiem po�ród
szczepów enterokoków (w tym wielolekoopornych
szczepów klinicznych). Tak znacz¹ca zdolno�æ do na-
bywania nowych genów, ich reasortacji oraz w³¹cza-
nia do chromosomu sugeruje, ¿e proces nabywania ge-
nów oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe przez
enterokoki mo¿e byæ bardzo z³o¿ony.

5. Mechanizm transferu genów

Bakterie Gram-dodatnie mog¹ przekazywaæ miê-
dzykomórkowo geny korzystaj¹c z mechanizmów
transdukcji i koniugacji. Transdukcja jest jednak me-
chanizmem o ograniczonym znaczeniu ze wzglêdu na
zakres wymiany dotycz¹cy tylko okre�lonych grup
fagowych bakterii. Mechanizm koniugacji umo¿liwia
wymianê genów miêdzy bakteriami nale¿¹cymi do
ró¿nych gatunków, a nawet rodzajów. W odró¿nieniu
od bakterii Gram-ujemnych, koniugacja u bakterii
Gram-dodatnich nie jest zwi¹zana z wytwarzaniem pili
p³ciowych. Przekazywanie genów miêdzy komórkami
bakterii Gram-dodatnich, oparte na mechanizmie
koniugacyjnym, jest warunkowane przez czynniki po-
woduj¹ce agregacjê komórek, przy wysokiej gêsto�ci
mieszaniny dawcy i biorcy [57].

Podstawowe mechanizmy przenoszenia genów
oporno�ci typu vanA i vanB zosta³y ostatnio zebrane
i przedstawione przez C o u r v a l i n  [22]: Transpozon
Tn1546, klasyczny element mobilny, w sk³ad którego
wchodzi zgrupowanie genów oporno�ci vanA, zawiera
dwie ramki odczytu: ORF1 i ORF2, odpowiedzialne
za transpozycjê replikatywn¹ tego elementu, przebie-
gaj¹c¹ zgodnie z proponowanym modelem: replikon-
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dawca zawiera kopiê elementu transpozycyjnego. Re-
plikacja selektywna elementu transpozycyjnego po³¹-
czona z fuzj¹ replikonów dawcy i biorcy prowadzi do
powstania bireplikonu zawieraj¹cego dwie kopie ele-
mentu transpozycyjnego, jednakowo zorientowane.
Nastêpnie dochodzi do rekombinacji miêdzy dwiema
kopiami elementu; w momencie, gdy transpozycja
dobiegnie koñca, ka¿dy replikon zawiera jedn¹ kopiê
elementu transpozycyjnego i mo¿e s³u¿yæ jako jego
dawca. Jako, ¿e przeniesienie elementów typu Tn1546
wykorzystuj¹ce mechanizm transpozycji replikatyw-
nej jest zwi¹zane z ich duplikacj¹, ten typ migracji
transpozonu skutkuje skokowym zwiêkszeniem licz-
by genów koduj¹cych oporno�æ na glikopeptydy.

Transpozony Tn1546 s¹ najczê�ciej zlokalizowane
na samoprzenosz¹cych siê plazmidach, w szczególnych
przypadkach mog¹ te¿ wystêpowaæ w obrêbie chro-
mosomu, jako sk³adnik wiêkszego elementu koniuga-
cyjnego [77].

Transpozon Tn1547, zawieraj¹cy zgrupowanie ge-
nów vanB, jest ograniczony sekwencjami insercyjnymi
(najczê�ciej IS16 i IS256) i wchodzi w sk³ad du¿ego
elementu koniugacyjnego zwanego Tn5382. Tn5382
mo¿e ulegaæ cyrkularyzacji, tworz¹c po³¹czenia miê-
dzy wolnymi koñcami nici DNA, podobnie jak ma
to miejsce w innych transpozonach koniugacyjnych.
U bakterii szczepu E. faecium C68 (i kilku innych),
Tn5382 wystêpuje w postaci zintegrowanej z chro-
mosomem, zlokalizowany jest w bezpo�rednim s¹-
siedztwie genu pbp5, odpowiedzialnego za oporno�æ
wysokiego stopnia na ampicylinê. Transfer genów
oporno�ci na wankomycynê ze szczepu C68 do szcze-
pu-biorcy jest praktycznie zawsze po³¹czony z trans-
ferem genów oporno�ci na ampicylinê w obrêbie
wiêkszego niekoniugacyjnego elementu transpozy-
cyjnego, o wielko�ci co najmniej 120 kpz. Jest to
przyk³ad mechanizmu przenoszenia elementów gene-
tycznych opartego na zasadzie �transpozon w trans-
pozonie� [71].

Transpozon Tn1547 zlokalizowany jest w chromo-
somie bakterii i w zwi¹zku z tym jest w sposób natu-
ralny dziedziczony przez komórki potomne. Oprócz
tego, transpozon ten przenoszony mo¿e byæ miêdzy- lub
wewn¹trzkomórkowo za po�rednictwem, odpowied-
nio, jednego z dwóch mechanizmów [22]:

(i) przenoszenie miêdzykomórkowe odbywa siê
poprzez transpozycjê Tn1547 do samoprze-
nosz¹cego siê plazmidu, który mo¿e nastêpnie
zostaæ przekazany komórce biorcy za po�red-
nictwem koniugacji. Utworzenie plazmidu za-
wieraj¹cego transpozon opiera siê na zasadzie
transpozycji replikatywnej, w zwi¹zku z czym
kopia Tn1547 pozostaje w chromosomie;

(ii) przenoszenie wewn¹trzkomórkowe polega na
wyciêciu, cyrkularyzacji i transferze transpozo-

nu w obrêbie jednej komórki. Nie dochodzi
wtedy do replikacji elementu transpozycyjnego.

U enterokoków za indukcjê koniugacyjnego prze-
noszenia plazmidów (pAD1, pPD1, pBRG1, pCF10,
pAM373) odpowiedzialne s¹ feromony p³ciowe, ozna-
czane analogicznie do symbolu plazmidu, dla którego
s¹ swoiste (odpowiednio cAD1, cPD1, cBRG1 itd.).
Wszystkie opisane do tej pory plazmidy enterokoków,
zawieraj¹ gen substancji agreguj¹cej, odgrywaj¹cy rolê
czynnika sprzyjaj¹cego procesowi koniugacji � wy-
twarzaj¹c substancjê agreguj¹c¹, enterokoki doprowa-
dzaj¹ do wytworzenia agregacji, czyli specyficznego
�rodowiska, w którym koniugacyjne przekazywanie
plazmidów jest znacznie u³atwione [49]. Nale¿y jednak
zaznaczyæ, ¿e substancja agreguj¹ca jest czynnikiem
wa¿nym przy koniugacji zachodz¹cej w �rodowisku
p³ynnym i nie odgrywa znacz¹cej roli w koniugacji
odbywaj¹cej siê miêdzy komórkami przylegaj¹cymi
do powierzchni. Kontakt miêdzykomórkowy w takim
przypadku mo¿e byæ wspomagany za pomoc¹ szeregu
innych mechanizmów (bia³ka powierzchniowe EfaA
i Esp [43], relaksazy kodowane w obrêbie pAD1 [20]).

Mechanizm koniugacyjnego przenoszenia plazmi-
dów u enterokoków mo¿na przedstawiæ na przyk³adzie
plazmidu pCF10 [38, 46]. Wydzielany przez biorcê
feromon cCF10, czyli krótki (7�8 aminokwasów) hy-
drofobowy ³añcuch peptydowy wydzielany przez ko-
mórkê potencjalnego biorcy, wchodzi w interakcjê
z kodowanym plazmidowo bia³kiem PrgZ lub kodo-
wanym chromosomalnie kompleksem b³onowym Opp
obecnym w komórce dawcy. Feromon jest nastêpnie
transportowany do wnêtrza komórki dawcy przez ko-
dowany chromosomalnie system permeazy i oddzia³uje
na wewn¹trzkomórkowe cz¹steczki efektorów, prowa-
dz¹c do uwolnienia inhibitora feromonu cCF10, zwa-
nego iCF10, oraz aktywacji genu substancji agreguj¹-
cej, czego nastêpstwem jest koniugacyjne przeniesienie
pCF10. Bia³ka iCF10, odpowiedzialne za inhibicjê
produkcji feromonów p³ciowych syntetyzowane s¹ tak-
¿e, gdy w �rodowisku nie ma komórek potencjalnych
dawców plazmidów koniugacyjnych � zwi¹zki te za-
pobiegaj¹ wtedy autoindukcji komórek biorców [2].

Feromony p³ciowe wydaj¹ siê zatem odgrywaæ klu-
czow¹ rolê w ewolucji pewnych plazmidów enteroko-
ków, wiadomo te¿, ¿e podobne bia³ka, wytwarzane
przez S. aureus i inne bakterie, s¹ odpowiedzialne
za nabywanie tego typu elementów. Oprócz tego, ¿e
u S. aureus wystêpuje receptor dla substancji agreguj¹-
cej produkowanej przez E. faecalis, feromon cAM373
produkowany przez gronkowca z³ocistego zwiêksza
efektywno�æ nabywania DNA enterokoków [20]. Nie
udowodniono replikacji ¿adnego z poznanych do tej
pory plazmidów zale¿nych od feromonów E. faecalis
w komórkach S. aureus, ale du¿a grupa plazmidów cze-
ka na dok³adne badania w tym zakresie. Udowodniono
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natomiast, ¿e mo¿e zachodziæ transfer pAD1 i pAM373
z E. faecalis do S. aureus, przy czym teoretycznie
mo¿e dochodziæ do kointegracji tych elementów ge-
netycznych w obrêbie plazmidów lub transpozonów
S. aureus, a co za tym idzie ich pó�niejszej replikacji.
Wiadomo na przyk³ad, ¿e plazmid pAD1 wspomaga
miêdzygatunkowy transfer zlokalizowanych w chro-
mosomie transpozonów koniugacyjnych (np. Tn916)
w do�wiadczeniach in vitro, zatem prawdopodobne
jest tak¿e, ¿e mechanizm ten mo¿e wystêpowaæ w wa-
runkach naturalnych [19]. Warto zauwa¿yæ, ¿e zgrupo-
wanie genów vanA mo¿e wystêpowaæ u enterokoków
tak¿e w obrêbie Tn916 [35], czyli elementu, który zlo-
kalizowano w obrêbie pAM373 S. aureus [19]. Prze-
niesienie elementów niekoniugacyjnych E. faecalis
(np. pAMá1) do S. aureus jest zjawiskiem czêsto spo-
tykanym; zw³aszcza, ¿e znane s¹ elementy o bardzo
wysokim stopniu homologii wystêpuj¹ce u gronkowca
z³ocistego (np. pUB110) [20].

Kolejnym czynnikiem, który zdaje siê odgrywaæ
istotn¹ rolê w miêdzygatunkowym przenoszeniu ru-
chomych elementów genetycznych enterokoków s¹
sekwencje insercyjne. Sekwencje insercyjne mog¹ s³u-
¿yæ jako miejsca rekombinacji homologicznych, przy
czym wszystko wskazuje na to, ¿e miêdzy enterokoka-
mi i gronkowcami istnieje sprawnie dzia³aj¹cy uk³ad
wymiany genów opieraj¹cy siê na wykorzystaniu tych
elementów genetycznych. W do�wiadczeniach in vitro
stwierdzono przeniesienie transpozonu Tn5385 zawie-
raj¹cego geny oporno�ci na tetracykliny, streptomycy-
ny i $-laktamy oraz sekwencje insercyjne IS1216,
IS256 i IS257 umo¿liwiaj¹ce rekombinacjê, mobiliza-
cjê i przeniesienie ca³o�ci lub czê�ci Tn5383 do pa-
ciorkowców lub gronkowców [71].

Eksperymenty in vitro polegaj¹ce na próbach koniu-
gacyjnego przekazywania genów oporno�ci na wanko-
mycynê z E. faecalis do S. aureus dowodz¹, ¿e jest to
mo¿liwe, ale oporno�æ ta nie ulega stabilizacji u biorcy
i ³atwo ulega utracie. Wiele genów (a nawet wszystkie)
warunkuj¹cych oporno�æ na glikopeptydy u enteroko-
ków nie ulega ekspresji u zdecydowanej wiêkszo�ci
komórek S. aureus [57].

Teoretyczne przewidywania i do�wiadczenia labo-
ratoryjne dotycz¹ce transferu genów oporno�ci z ro-
dzaju Enterococcus do rodzaju Staphylococcus spraw-
dzi³y siê niestety w praktyce. Ostatnio opisane zosta³y
trzy szczepy S. aureus oporne zarówno na metycylinê,
jak i na wankomycynê izolowane z materia³ów kli-
nicznych pacjentów szpitalnych [16, 39, 56]. U dwóch
spo�ród tych szczepów wykryto kodowany plazmido-
wo element Tn1546 [18]. W pierwszym przypadku by³
to du¿y element transpozycyjny (ok. 120 tys. pz) po-
chodz¹cy od enterokoków. Drugi transkoniugant wy-
hodowany by³ z materia³u pobranego od pacjenta wraz
ze szczepem E. faecalis (dawca) oraz wra¿liwym na
wankomycynê szczepem S. aureus (biorca) [77].

Kolejnym zagadnieniem zwi¹zanym z przenosze-
niem genów oporno�ci na wankomycynê jest mo¿li-
wo�æ przeniesienia tych elementów genetycznych ze
szczepów enterokoków pochodz¹cych od zwierz¹t ho-
dowlanych, z ¿ywno�ci lub ze �rodowiska do szcze-
pów stanowi¹cych sk³adnik flory fizjologicznej cz³o-
wieka. Analiza sekwencji rejonu vanXB transpozonu
Tn5382 ujawni³a, ¿e zgrupowania genów vanB s¹ in-
tegraln¹ czê�ci¹ elementów typu Tn5382 wystêpuj¹-
cych u Streptococcus gallolyticus i S. lutetienensis.
Szczepy S. gallolyticus by³y izolowane z rozmaitych
materia³ów, w tym ka³u ró¿nych zwierz¹t hodowla-
nych, mleka krów chorych na zapalenie wymienia,
materia³ów klinicznych pobieranych od ludzi oraz ze
¿wacza owiec [25]. S. lutetienensis (wcze�niej klasy-
fikowany jako Streptococcus infantarius subsp. coli)
izolowany by³ z ró¿nych materia³ów pobieranych od
ludzi, w tym z ka³u. Zatem, gatunki te zdolne s¹ do
prze¿ycia w przewodzie pokarmowym cz³owieka,
gdzie maj¹ mo¿liwo�æ wymiany materia³u genetycz-
nego z innymi komensalami wchodz¹cymi w sk³ad
flory bakteryjnej [25]. Zosta³o to potwierdzone ostat-
nio przez L e s t e r a  [47], który przeprowadzi³ bada-
nia na grupie ochotników i udowodni³, ¿e przej�ciowa
kolonizacja przewodu pokarmowego szczepami entero-
koków pochodzenia zwierzêcego posiadaj¹cymi operon
oporno�ci vanA wi¹¿e siê z ryzykiem rozprzestrzenie-
nia ruchomych elementów genetycznych zawieraj¹-
cych geny oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe
do enterokoków wchodz¹cych w sk³ad normalnej flory
przewodu pokarmowego.

6. Rozprzestrzenianie szczepów VRE
w oddzia³ach szpitalnych

W chwili obecnej, w wyniku wieloletnich badañ
i obserwacji, epidemiologia zaka¿eñ szpitalnych wywo-
³ywanych przez enterokoki oporne na wankomycynê
jest bardzo dok³adnie zanalizowana i opisana. G³ówne
czynniki wp³ywaj¹ce na mechanizm zaka¿eñ szpital-
nych wywo³anych przez szczepy VRE obejmuj¹ [9]:

● czynniki zwi¹zane z ryzykiem kolonizacji pa-
cjentów szczepami VRE (presjê kolonizacyjn¹)

● udzia³ personelu medycznego w rozprzestrzenia-
niu szczepów VRE

● kontaminacjê �rodowiska szpitalnego
● presjê antybiotykow¹.
Ryzyko nabycia szczepów szpitalnych enterokoków

opornych na wankomycynê jest zwi¹zane przede
wszystkim z przebywaniem w blisko�ci innych pa-
cjentów skolonizowanych VRE (szczególnie pacjen-
tów z biegunk¹ oraz pacjentów, u których wystêpuje
zwiêkszony udzia³ VRE we florze przewodu pokar-
mowego � np. jako efekt d³ugotrwa³ej antybiotyko-
terapii) oraz z d³ugo�ci¹ hospitalizacji [64].
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U pacjentów szpitalnych, nasilona kolonizacja
opornymi na wankomycynê szczepami enterokoków
przebiega najczê�ciej bezobjawowo, a udokumento-
wane przypadki zaka¿eñ mog¹ zdarzaæ siê bardzo
rzadko. Jest to zjawisko niepokoj¹ce, jako ¿e wiêk-
szo�æ pacjentów pozostaje skolonizowanych VRE d³u-
gookresowo, a bezobjawowi nosiciele stanowi¹ sta³e
�ród³o szczepów VRE dla innych pacjentów. Z dru-
giej strony, obserwuje siê tak¿e zjawisko spontanicz-
nej dekolonizacji VRE � w badaniach przeprowadzo-
nych w klinice Mayo stwierdzono, ¿e dotyczy ona
34% badanych pacjentów [64]. Stopieñ kolonizacji,
traktowany jako wyra¿ona w procentach liczba pa-
cjentów skolonizowanych szczepami VRE w danym
dniu w szpitalu/oddziale szpitalnym jest czynnikiem
bezpo�rednio (i silnie) skorelowanym z ryzykiem na-
bycia VRE przez pacjentów dotychczas nieskolonizo-
wanych. Analiza czynników ryzyka nabycia szczepów
VRE w oddzia³ach intensywnej terapii, gdzie wystêpo-
wanie szczepów VRE by³o ju¿ na etapie endemicznym
umieszcza stopieñ kolonizacji po�ród najwa¿niejszych
czynników zwi¹zanych z prawdopodobieñstwem naby-
cia szpitalnego szczepu VRE przez pacjenta. Inne
czynniki ryzyka, takie jak do¿ylne podawanie zwi¹z-
ków od¿ywczych lub d³ugotrwa³a antybiotykoterapia
z zastosowaniem cefalosporyn trzeciej generacji wy-
przedza³y stopieñ kolonizacji na li�cie najwa¿niej-
szych czynników ryzyka tylko wówczas, gdy stopieñ
kolonizacji VRE w danym oddziale szpitalnym by³
ni¿szy ni¿ 50%. W chwili, gdy warto�æ stopnia kolo-
nizacji przekracza³a 50%, inne czynniki ryzyka traci³y
gwa³townie na znaczeniu. Stopieñ kolonizacji jako
warto�æ pozwalaj¹ca oceniæ ryzyko nabycia szczepów
odpowiedzialnych za zaka¿enia szpitalne potwierdzi³a
swoj¹ przydatno�æ tak¿e w przypadku zaka¿eñ MRSA
oraz Enterobacter spp. ES$L+. W niektórych szpita-
lach wykazano znacz¹cy zwi¹zek miêdzy stopniem
kolonizacji a przyjmowaniem na oddzia³ oraz transfe-
rem (zarówno wewn¹trzszpitalnym, jak i miêdzyszpi-
talnym) pacjentów skolonizowanych VRE [29]. Kolo-
nizacja szczepami VRE mo¿e przybieraæ rozmiary
uniemo¿liwiaj¹ce ich wykrycie standardowymi meto-
dami przesiewowymi, przy najczê�ciej jest to zwi¹zane
ze zmniejszonym ryzykiem rozprzestrzeniania szcze-
pów. Jednak gdy pacjent wymaga terapii antybioty-
kowej, wystêpuje u niego zaostrzenie choroby lub
biegunka, udzia³ enterokoków opornych na wankomy-
cynê w sk³adzie flory jelit mo¿e siê zwiêkszaæ, w wy-
niku czego zwiêksza siê tak¿e ryzyko rozprzestrzenie-
nia szczepów VRE [29].

Uk³ad pokarmowy nie jest jedyn¹ nisz¹ w obrêbie
organizmu cz³owieka zajmowana przez enterokoki
oporne na wankomycynê. Szczepy VRE izolowano ze
skóry pachwin oraz ramion, a tak¿e z aspiratów po-
chodz¹cych z ¿o³¹dka oraz górnych dróg oddechowych.

Kolonizacja tych miejsc jest przewlek³a, czêsto te¿ do-
chodzi do ska¿enia �rodowiska wokó³ pacjenta (³ó¿ka,
po�ciel) szczepami VRE. Zatem, enterokoki ³¹cz¹
w sobie cechy charakterystyczne innych patogenów
zwi¹zanych z zaka¿eniami szpitalnymi: persystentn¹
kolonizacjê jelit (pa³eczki Gram-ujemne), kolonizacjê
skóry (S. aureus) oraz kontaminacjê �rodowiska (Clo-
stridium difficile) [9]. Enterokoki prze¿ywaj¹ na skórze
pacjentów, personelu medycznego oraz studentów od-
bywaj¹cych zajêcia w oddzia³ach szpitalnych. Przeno-
szenie szczepów VRE za po�rednictwem r¹k personelu
medycznego zosta³o udowodnione poprzez porówna-
nie wzorów PFGE szczepów izolowanych od pacjen-
tów, szczepów izolowanych z r¹k personelu oraz
miejsc, które mog³y byæ ska¿one szczepami pochodz¹-
cymi zarówno od pacjentów, jak i od personelu [59].
Szczepy VRE izolowano praktycznie ze wszystkich
miejsc, z którymi mogli mieæ kontakt pacjenci lub per-
sonel medyczny (przyciski dzwonków, monitory elek-
trokardiografów, ci�nieniomierze, glukometry, stetosko-
py, termometry, rurki intubacyjne, katetery, pojemniki,
w których podaje siê pacjentom tabletki, klawiatury
komputerowe, panele kontrolne w �cianach, telefony,
podg³ówki, sto³y, krzes³a, ramy ³ó¿ek szpitalnych, zle-
wy, deski klozetowe, klamki, drzwi, pod³ogi i obicia
mebli) [60, 64].

Presja antybiotykowa jest nastêpnym wa¿nym czyn-
nikiem oddzia³ywuj¹cym na epidemiologiê patogenów
opornych na antybiotyki. Pojawienie siê szpitalnych
szczepów VRE wi¹¿e siê ze stosowaniem wankomy-
cyny podawanej doustnie � zarówno w Europie, jak
i w Stanach Zjednoczonych, przy czym w USA noto-
wano (i nadal notuje siê) znacznie wy¿sze zu¿ycie
wankomycyny, w porównaniu do sytuacji w Europie.
Bior¹c pod uwagê piêæ krajów europejskich (Francjê,
Niemcy, Holandiê, Belgiê i Wielk¹ Brytaniê) o popu-
lacji zbli¿onej do populacji Stanów Zjednoczonych,
w krajach tych notuje siê piêcio- do dzesiêciokrotnie
mniejsze roczne zu¿ycie wankomycyny (w obu posta-
ciach � pozajelitowej i doustnej) w odniesieniu do
USA [9]. Mimo i¿ stosowanie wankomycyny jest jed-
nym z g³ównych czynników ryzyka, je�li idzie o ko-
lonizacjê pacjentów szczepami VRE [23, 62], coraz
wiêcej danych przemawia za udzia³em innych antybio-
tyków w tym procesie. Rozprzestrzenianie szpitalnych
szczepów enterokoków opornych na wankomycynê
mo¿e byæ � przynajmniej w czê�ci � wspomagane
przez oporno�æ na inne antybiotyki, przy czym na roz-
ró¿nienie zas³uguj¹ dwie kwestie. Jedna to antybiotyki,
których intensywne stosowanie mo¿e byæ traktowane
jako czynnik ryzyka nabycia szpitalnych szczepów
VRE (cefalosporyny trzeciej generacji, metronidazol
[34, 71]), druga to zjawisko wielolekooporno�ci szpital-
nych szczepów VRE, szczególnie E. faecium. Rzucaj¹-
c¹ siê w oczy ró¿nic¹ miêdzy szczepami enterokoków
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izolowanymi ze �rodowiska pozaszpitalnego a szcze-
pami szpitalnymi, jest wzór oporno�ci na leki przeciw-
bakteryjne. Porównanie wzorów oporno�ci szczepów
E. faecium izolowanych z produktów mlecznych, ka³u
owiec oraz szczepów izolowanych z materia³ów kli-
nicznych, przeprowadzone przez M a n n u  i wsp.
[52], wskazuje przede wszystkim na ró¿nice w opor-
no�ci na penicylinê, ampicylinê, wysokie stê¿enia ami-
noglikozydów oraz erytromycynê. Szczepy pocho-
dz¹ce od zwierz¹t oraz z produktów spo¿ywczych
cechowa³y siê niemal¿e pe³n¹ wra¿liwo�ci¹ na wymie-
nione antybiotyki, natomiast 93% szczepów E. fae-
cium odpowiedzialnych za zaka¿enia szpitalne wyka-
zywa³o oporno�æ na penicylinê, 75% by³o oporne na
ampicylinê, 82% � na wysokie stê¿enia aminogliko-
zydów, a 97% � na erytromycynê.

�ród³em szpitalnych epidemii VRE mo¿e byæ na-
bycie genu (lub genów) oporno�ci na wankomycynê
przez wra¿liwy szczep endemiczny (lub grupê szcze-
pów) d³ugotrwale obecny w oddziale szpitalnym.
W pracach porównuj¹cych wzory PFGE szczepów
VRE odpowiedzialnych za epidemie zaka¿eñ szpital-
nych [44, 50] uzyskano wyniki wskazuj¹ce na rozsiew
klonalny jako g³ówny mechanizm rozprzestrzeniania
szczepów VRE w oddziale. Opisywano tak¿e grupy
szczepów wra¿liwych na antybiotyki glikopeptydowe,
demonstruj¹ce typ PFGE charakterystyczny dla epi-
demicznych szczepów VRE [78]. Z drugiej strony,
na podstawie wyników tych badañ, niemo¿liwe by³o
wyró¿nienie typu PFGE szczególnie predyspono-
wanego pod wzglêdem mo¿liwo�ci nabycia genów
vanA lub vanB.

Wyniki badañ, grupuj¹ce dane epidemiologiczne
oraz genotypowanie umo¿liwi³y opis �historii natural-
nej� szczepów VRE w szpitalu (lub oddziale szpital-
nym). Pierwszy etap tego procesu obejmuje spora-
dycznie obserwowane pojawianie siê szczepów
opornych, pochodz¹cych najczê�ciej z flory fizjolo-
gicznej pojedynczych pacjentów [42]. Drugi etap cha-
rakteryzuje siê wystêpowaniem epidemii (o ró¿nym
zasiêgu i nasileniu) powodowanych przez szczepy
VRE o wysokim stopniu podobieñstwa genetycznego
(epidemie klonalne) i ograniczony jest najczê�ciej do
jednego oddzia³u szpitalnego, rzadko do kilku oddzia-
³ów [41]. Trzeci etap charakteryzuje siê wystêpowa-
niem endemicznych zaka¿eñ wywo³ywanych przez
niespokrewnione szczepy VRE izolowane od pacjen-
tów hospitalizowanych w ró¿nych oddzia³ach [8].
Ka¿dy z wymienionych etapów wymaga innego po-
dej�cia do kwestii rozpoznawania oraz kontroli zaka-
¿eñ spowodowanych przez VRE. O ile istnienie (lub
wprowadzenie) odpowiednich procedur kontroli szpi-
talnych zaka¿eñ VRE na etapie pierwszym lub drugim
w wiêkszo�ci przypadków umo¿liwia zahamowanie
dalszego rozprzestrzeniania szczepów opornych (a na-

wet ich eradykacjê), o tyle etap trzeci (endemiczne za-
ka¿enia poliklonalne, szczepy izolowane z ró¿nych
oddzia³ów) jest znacznie trudniejszy do opanowania
w skali ca³ego szpitala [9].
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