Palyamunka

Melegh Szilvia

Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont
Orvosi Mikrobioldgiai €s Immunitastani Intézet
7624 Pécs, Szigeti ut 12.

72/536-000 mellék: 31665
melegh.szilvia@pte.hu

A Magyar Infektoldgiai és Klinikai Mikrobiologiai Tarsasag 40 évnél fiatalabb kollégak
szamara meghirdetett palyazata
2015

-0-



Vancomycin rezisztens Enterococcus izolatumok megjelenése a Pécsi

Tudomanyegyetem Klinikai Kézpontjaban

Melegh Szilvia', Nyul Adrienn’, Kovéacs Krisztina!, Gdm Tamas', Patkd Brigitta,
Berta Brigitta?, Lesinszki Virag?, Paszti Judit?, Téth Akos?, Mestyan Gyula'

1) Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kézpont, Orvosi Mikrobioldgiai €s Immunitastani

Intézet 2) Orszagos Epidemiolégiai Kézpont

Osszefoglalé

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjaban, 2012 marciusaban elsé
alkalommal izolaltuk vancomycin rezisztens Enterococcust (VRE). Ezt kdvetden
szamos tovabbi VRE izolatumot azonositottunk a kulonb6zé osztalyokrdl szarmazo
klinikai és kornyezeti mintakban. Vizsgalataink célja a vancomycin rezisztenciaért
felelés gén azonositasa és az izolatumok kozotti epidemiologiai dsszefliggések
molekularis modszerekkel torténé feltarasa volt. A vanA és vanB gének kimutatasat
PCR segitségével végeztuk. Az izolatumok kozotti klonalis viszonyok elemzése
PFGE-vel tortént. A vanA operont hordozd Tn1546-0s transzpozon szerkezetének
meghatarozasat PCR térképezéssel végeztik, amelyet szekvenalassal egészitettliink
ki. Az eredmények alapjan a pécsi VRE izolatumok megjelenését egy kdzos, a vanA
operont hordozd, Tn1546-szer(i elem E. faecium térzsekben valo felbukkanasa és
elterjedése magyarazza. Az altalunk azonositott Tn1546 variansban a transzpozonon
taldlhato orf1 gén teljesen és az orf2 gén részlegesen deletalddott, emellett a vanS
és vanH gének kozotti régidoban egy IS712571-szerli elemet tartalmazott. 1S7251
inzerciét hordozd Tn1546 variansokat elészér az Amerikai Egyesiilt Allamokban
azonositottak, majd késébb Eurépaban, Azsidban és Dél-Amerikaban is elterjedté
valtak. A Tn1546::1S1251 széleskor(, tobb kontinenst érintd elterjedése azt sugallja,
hogy a VRE izolatumok pécsi megjelenésének hatterében a transzpozon kulfoldrél

tortént behozatala allhatott.



Bevezetés

Az Enterococcus nemzetségbe tartozd fajok természetes rezisztenciaval
rendelkeznek szamos antibiotikum csoporttal szemben, és emellett kilonféle szerzett
rezisztenciamechanizmusokkal is fel lehetnek vértezve. Klinikai szempontbdl nagy
jelentéséggel bir a human infekciokban leggyakrabban eléfordulé két Enterococcus
speciesnek — az Enterococcus faecalis-nak és az Enterococcus faecium-nak — a
glikopeptid antibiotikumokkal szembeni szerzett rezisztencigja. Eddig nyolcféle
szerzett vancomycin rezisztenciamechanizmust kalonitettek el (VanA, VanB, VanD,
VanE, VanG, VanL, VanM és VanN), amelyek egy része egyidejlleg csokkent
teicoplanin érzékenyseéget is okoz. A legszélesebb elterjedtségre a vanA és a vanB
operonok tettek szert. Mig az el6bbi magas szintli vancomycin és teicoplanin
rezisztencia kialakitasaért felelés, addig a masodik jelenlétére magas szinti
vancomycin rezisztencia mellett megtartott teicoplanin érzékenység a jellemzd [1].

Az els6 vancomycin rezisztens Enterococcus (VRE) torzseket
Franciaorszagban és az Egyesult Kiralysagban azonositottdk 1988-ban, majd egy
évvel késdbb hasonlé izolatumok bukkantak fel az Amerikai Egyesiilt Allamokban is.
A VRE torzseknek a két kontinensen vald kialakulasaban és térhoditasaban eltérd
tényez6k jatszhattak szerepet: mig Europaban az Adllati takarmanyhoz
névekedésserkentéként adagolt avoparcin, addig Eszak-Amerikdban a human
gyoégyaszatban alkalmazott antibiotikumok (mindenekel6tt a vancomycin) jelenthették
a VRE torzsek terjedésének f6 hajtderejét. Mindezek eredményeképpen az 1990-es
években az Amerikai Egyesiilt Allamokban, majd a 2000-es években Eurépa szerte
is jelentds elterjedtségre tettek szert [1].

Magyarorszagon 2012 el6tt, a 2004-es vanB pozitiv E. faecium jarvanyt
leszamitva, csupan ritkan és sporadikus esetekben szamoltak be VRE torzsek
jelenlétérdl [2—6]. A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kdzpontjaban az elsé szerzett
vancomycin rezisztenciaval rendelkez6 Enterococcus izolatumot 2012 marciusaban
azonositottuk egy higiénés szlrés soran vett kornyezeti mintaban. Ezt kovetben
tovabbi hasonlo6 izolatumokat detektaltunk a Klinikai Kozpont kulonb6zd osztalyairdl
szarmazo klinikai és kornyezeti mintakban egyarant. Vizsgalatunk célja az volt, hogy
azonositsuk a vancomycin rezisztenciaért felel6s gént, tovabba, hogy az izolatumok

kozotti 6sszefuggéseket molekularis médszerek segitségével tisztdzzuk.



Modszerek

[zolatumok

A 2012-es év soran o0sszesen 45 VRE izolatumot azonositottunk, mely 17

betegtél és 9 kdrnyezeti mintabdl szarmazott (1.

tablazat). A fentiek koézul 17

izolatumot (13 klinikai minta, 4 kornyezeti minta) valasztottunk ki tovabbi vizsgalat

céljabol.
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1. tablazat: VRE izolatumok el6fordulasa a kulonb6zd osztalyokon 2012-ben

Identifikalas és rezisztencia vizsgalat

Az izolatumok identifikdlasa APl 20 Strep (Biomérieux, Marcy-I'Etiole,

Franciaorszag) segitségeével és E. faecium-ra valamint E. faecalis-ra specifikus dd/

gének PCR-rel torténd kimutatasaval tortént (ddle faecium; ddIE faecaiis) [7]. A vancomycin

érzékenységet korong diffuziés maoddszerrel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) és

gradiens tesztcsik (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Olaszorszag) segitségével

hataroztuk meg. Az eredményeket a CLSI ajanlasok alapjan értékeltik [8]. A vanA és

vanB gének jelenlétét PCR segitségével vizsgaltuk [7].




Molekularis tipizalas
Az izolatumok kozotti klonalis viszonyok feltarasara makrorestrikcios profil

analizist végeztink PFGE segitségével [9].

Tn1546 transzpozon vizsgalata

A vanA operont hordozd6 Tn1546 transzpozon  szerkezetének
feltérképezéséhez az irodalomban korabban leirt tizenkilenc primert (p1-p19)
hasznaltuk [10]. Ezek segitségével a transzpozon tiz atfedé fragmentumat
amplifikaltuk PCR reakcié soran, és ezaltal a transzpozon kulonb6zd szerkezeti
eltérései valtak vizsgalhatova (1. abra). A PCR vizsgalatokhoz a Tn1546 prototipusat
hordoz6 Bm4147-es irodalmi torzs szolgalt kontrollként. Egy izolatum esetében a
térképezéshez hasznalt primerek segitségével elvégeztuk a transzpozon részleges

szekvenalasat is.

Eredmények

Valamennyi izolatum vanA gént hordozd E. faecium-nak bizonyult. A PFGE
segitségével az izolatumok 4 csoportba voltak sorolhatéoak (ENTCO-2 n=11, ENTCO-
2a n=1, ENTCO-5 n=3, ENTCO-8 n=2).

A transzpozon térképezés alapjan az izolatumok egy kdzds Tn1546-szerl
elemet hordoztak, amely a kontrollként hasznalt Bm4147-es torzs Tn1546-o0s
szerkezetétdl a kdvetkez6kben tért el: (1) p1p2, p3p4, p5pb és p7p8 fragmentumok
hianya, és (2) p11p12 fragmentum meéretének megndvekedése (1679 bp helyett kb.
3200 bp).

A transzpozon szekvenalasa soran o6sszesen 8409 bp hosszu DNS
szekvenciahoz jutottunk. Szamos részen, a két szalon ellentétesen megkezdett
szekvenalas nem ért dssze, igy tobb helyen révid szakaszok hianyoztak ahhoz, hogy
a teljes nukleotid sorrend rendelkezéslinkre alljon. A meglévd részleges DNS
szekvenciat a prototipus Tn1546 szekvenciaval (GenBank: M97297) 6sszehasonlitva
megallapithatd volt, hogy a transzpozon 5 végeéneél 3433 bp hosszusagu delécid
tortént, mely az orf1 gén teljes és az orf2 gén részleges hianyat okozta, valamint az
5820. bp-nal (a vanS és vanH gének kozotti régidban) egy inzerciét tartalmazott. Az
inzertalodott szekvencia a blast keresés alapjan 1S7257-szerli inzercidés elemnek
bizonyult (GenBank: AF148130 azonossag: 942/943 bp) (1. abra).
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1. dbra A transzpozon térképezés, a Tn1546 prototipusnak és a pécsi izolatumok Tn17546-szer(i
elemének sematikus rajza

Blast keresés alapjan a rendelkezésunkre all6 DNS szekvencia az NCBI
nukleotid adatbazisaban szereplék kozul a GQ900435 sorszamu szekvenciaval

mutatta a legnagyobb egyezéséget (azonossag: 8406/8409 nukleotid).

Megbeszélés

Vizsgalataink azt mutattédk, hogy a VRE izolatumok pécsi klinikakon valo
felbukkanasa és elterjedése egyetlen kozds, a vanA gént hordozd, Tn1546
variansnak az E. faecium torzsekben vald megjelenésével és szétszordédasaval
magyarazhato.

A vanA gén jellemzéen a Tn1546-0s transzpozonon vagy annak kulonb6zé
strukturdlis valtozatain (Tn7546-szerl elemek) talalhaté meg. A Tn1546 magaba
foglalja a transzpoziciohoz szikséges géneket (orf1 - transposase, orf2 - resolvase),
a magas szintd vancomycin rezisztencia kialakulasahoz szikséges enzimek génjeit
(vanA - ligaz, vanH - dehidrogenaz, vanX - dipeptidaz, vanY - karboxipeptidaz), egy
teicoplanin rezisztenciaért felelés gént (vanZ), valamint a vanR (regulator) és vanS
(szenzor) kétkomponensi szabalyozé rendszer génjeit (1. abra) [10-12]. A Tn1546
elsé leirasa 6ta szamos strukturdlis valtozatot (Tn1546-szerli elemek) azonositottak
mar, amelyekben a vancomycin rezisztencia szempontjabdl nélkilézhetd orf1, orf2,
vanY és vanZ gének kulonb6zé mértékd delécidja és/vagy kilonbdzb inzercids

szekvenciakat jelenléte figyelheté meg.



Ev Orszag Species orfl orf2 | vanR | vanS 1IS1251 vanH | vanA | vanX | vanY vanZ ref.

1] 1991 |USA E. faecium |D (120 bp) + + + L34675 + + + + + [13]
2| <1992 |USA E. faecium |NA NA + + ~AF148130 + + + + + [14]
3| 1994 | USA, irorszag | E. faecium |D (<590 bp) + + + ~AF148130 + + + + + [15]
4] 1995 |USA E. faecium |D (889 bp) + + + ~L34675 + + + + + [16]
5] <1998 | Norvégia E. faecium | D (<590 bp) + + + AF148130 + + +1 + D (>10253 bp) [15]
6| 1998 |Gorogorszag |E. faecium | D (<1222 bp) + + + NA + + + + + [17]
7| 2002 |USA S. aureus D (3098 bp) + + + ~AF148130 + + + + + [18]
8| <2004 | Szaud-Arabia | E. faecium |D (889 bp) + + + ~L34675 + + + + + [19]
9| <2004 | Brazilia E. faecium |D (<1222 bp) + + + AY560917 + + + + + [20]
10| 2004 |USA S. aureus D (3578 bp) + + =|.34675 + + + + + [21]
11| 2005 | Lengyelorszag | E. faecium | D (<3000 bp) + + + NA + + + + + [22]
12 | <2007 | Paraguay E. faecium |D (889 bp) + + + = 34675 + + + + + [23]
13| <2007 | Paraguay E. faecium |D (889 bp) + + + =~ 346752 + + + + + [23]
14| 2007 | Tajvan E. faecium + + + + ~AF 148130 + + + + + [24]
15| 2007 | Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) + + + ~AF148130 + + + + + [24]
16 | <2008 | USA E. faecium + + + + =| 34675 + + + + + [25]
27| <2008 | Szaud-Arabia | E. faecium |D (3343 bp) + + =|.34675 + + + + + [26]
17| 2009 | Kanada E. faecium |D (5813 bp) =AF148130 + + + + + [27]
18| 2009 | Brazilia E. faecium |D (<3041 bp) + + + NA + + + + D (>10116 bp) [28]
19| <2011 | Brazilia E. faecium | D (<3000 bp) + + + NA + + + + + [28]
20| <2011 [NA E. faecium |D (3343 bp) + + ~AF148130 + + + + + [29]
21| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) + + + ~AF148130 + + + + + [30]
22| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) +3 + + ~AF148130 + + + + + [30]
23| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) +3 + + =AF148130 + + +4 + + [30]
24| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) + + + ~AF148130 + + + D (>8929 bp) [30]
25| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp)® + + + ~AF148130 + + + + + [30]
26| 2012 |Tajvan E. faecium |D (<1222 bp) +3 + + ~AF148130° + + + + + [30]

2, tablazat: A vanS és vanH gének kozotti régidban IS 1257-et tartalmazo Tn1546-szerli elemek f6bb szerkezeti eltérései

,+ = Bm4147 torzs Tn1546 elemével megegyezd szerkezet (PCR termék vagy PCR-RFLP fragmentum mérete alapjan)
,D” = delécio (a delécidé pontos vagy becsililt kiterjedése a Bm4147-es Tn1546 transzpozon teljes méretéhez viszonyitva ker(lt feltiintetésre)

L,NA” = nincs adat
TvanX és vanY gének kozotti régioban kb. 550 bp inzercio
21S1251-ben ISEfa5 inzercid
3 orf2 és vanR gének kozotti régidban IS1678 inzercio

4 vanX és vanY gének kozotti régioban ISEfa11 inzercio
5 orf1 génben ISEfa4 inzercio
6 1S1251-ben inzercid




Az Aaltalunk azonositott Tn7546 varians a vanS és vanH gének kozotti
régioban egy 1S7257 inzerciés elemet tartalmazott (Tn71546::1S72517). llyen
elrendez6dést elészér az Amerikai Egyesiilt Allamokban azonositottak, késébb
azonban Eurdpa, Azsia, Eszak- és Dél-Amerika kiildnbdz6 orszagaiban is elterjedté
valt [13]. A Tn1546::1S1251 elemek kozotti legjelentésebb eltéréseknek tekinthetéek
(1) a transzpozon 5 és 3’ végének kulonb6zé mértékl delécidi, (2) az 1S1251
nukleotid sorrendjében vald kilénb6zéségek (a harom azonositott varians GenBank
sorszama: L34675, AF148130, AY560917) és (3) tovabbi inzercidos elemek (IS)
jelenléte. Ezek a szempontok alapjan osztalyozva az irodalomban megjelentett
variansokat (2. tablazat) igen nagyfoku diverzitas allapithatd meg. A szamos valtozat
kozul a pécsi VRE izolatumokban azonositott transzpozon a legnagyobb meértéki
egyez6séget (>99%) az 5753c E. faecium t6rzs Tn1546-szer(l elemével (GenBank
sorszam: GQ900435) mutatta (2. tablazat 20. sorszam) [29]. Ezen torzs izolalasanak
pontos helye és ideje nem kertlt kdzlésre.

Magyarorszagon 2012-t megel6zéen vanA gént tobb alkalommal is
azonositottak sporadikus esetekbdl izolalt E. faecalis torzsekben [3, 4, 6]. Ezenfelll
egy alkalommal E. faecium torzsben is kimutatasra kerult [31]. Ezek a 2012 el6tti
vizsgalatok a rezisztencia gén azonositasan tul, nem terjedtek ki a Tn1546
szerkezetének elemzéseére, igy jelen tanulmany volt az elsé ilyen jellegl vizsgalat
Magyarorszagon. Annak ellenére, hogy a hazai adatok a Tn1546 szerkezetének
tekintetben hianyosak, valészinisithet6, hogy a Pécsett 2012-ben megjelent, majd
halmozottan eléfordul6 VRE izolatumok felbukkanasanak hatterében a
Tn1546::.1S1251 valtozat kalfoldrél tortént behozatala allhatott. Ezt a feltételezést
harom tényezd latszik alatamasztani: (1) 2012 el6tt a vanA gén Magyarorszagon
csak sporadikusan fordult el6, hasonldé mértékl halmozddas nem volt tapasztalhato;
(2) Pécsett korabban nem azonositottak VRE izolatumokat; és (3) ezen id6szakban a
Tn1546::1S1251 mar tébb kontinensre valo kiterjedtséggel és nagyfoku diverzitassal
rendelkezett.

A jovBben tervezzuk transzpozon térképezési vizsgalatainkat kiterjeszteni mas
intézményekbdl és elter6 id6szakokbdl szarmazdé vanA pozitiv Enterococcus
izolatumokra is annak érdekében, hogy a Tn1546::1S1251 térbeli és idbbeli
elterjedtsége az orszagon belll megismerhetd legyen, és ezaltal a Pécsett észlelt
megjelenés jelentésége pontosabban felmérhetdvé valjon.



Koszonetnyilvanitas

Kdszonjuk Patrice Courvalin-nek (Institut Pasteur, Parizs, Franciaorszag), hogy

rendelkezésiinkre bocsatotta a Bm4147-es E. faecium torzset.

Fuggelék

Az eredmények egy része bemutatasra kerult az Eurdpai Klinikai Mikrobioldgiai és
Infektologiai Tarsasag 25. Eurdopai Kongresszusan (ECCMID Koppenhaga, 2015.
aprilis 25-28.).

A Pécsi Tudomanyegyetem Kilinikai Kézpont Orvosi Mikrobioldgiai é€s Immunitastani
Intézetében tortént az izolatumok identifikdlasa és rezisztenciavizsgalata, a
vancomycin rezisztencia gének kimutatasa és Tn 1546 transzpozon térképezeés.

Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontban végezték a molekularis tipizalast és Tn1546
transzpozon szekvenalasat.

A palyazo, Melegh Szilvia, végezte a vanA, vanB, ddlfaecium valamint ddlE faecalis

geének kimutatasat és a transzpozon térképezést.
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