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BSA — Bovine Serum Albumin / albumina plazmy bydlece;j

BURP — Based Upon Repeat Pattern

CF — clumping factor / czynnik zlepny

CFU - colony forming unit / jednostka tworzaca kolonie

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

DTP — deoxynucleotides dATP, dDTP, dGTP, dTTP

EMRSA — Epidemic MRSA / epidemiczny szczep S. aureus opornego na metycyling

FnBps — fibronectin binding proteins / biatka wigzace fibronektyng

kDa — kilodaltony

MHA — Mueller Hinton Agar

MIC — Minimal Inhibitory Concentration / najmniejsza dawka antybiotyku hamujaca
rozwdj bakterii

ml — mililitr

pl — mikrolitr

MRSA — Methicillin Resistant Staphylococcus aureus /| gronkowiec zlocisty oporny na
metycyling

MSSA — Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus / gronkowiec ztocisty wrazliwy na
metycyling

MSRAMM — microbial surface components recognising adhesive matrix molecules

Multiplex PCR — multiplex Polimerase Chain Reaction / ztozona reakcja tancuchowa
polimerazy

MLST — Multilocus Sequence Typing

mm — milimetr

NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards / Narodowy Komitet
ds. Standaryzacji Klinicznych Procedur Laboratoryjnych

ng — nanogram

NHS — non-host-specific

NT — nie typujacy si¢

PCR — Polymerase Chain Reaction / reakcja tancuchowa polimerazy

PFGE — pulsed-field gel electrophoresis / elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym

P-like pA+ — Poultry like protein A positive

PVL — Panton Valentine Leukocidine / leukocydyna Panton-Valentine

pmole — pikomole

pz — par zasad / base pair

RTD — Routine Test Dilution

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism / polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych DNA

SSR — Short Sequence Repeat / krotkie sekwencje powtdrzone

TBS — Tris buffered saline

TSA — Triptic Soy Agar / podtoze agarowe tryptozowo-sojowe

TSB — Triptic Soy Broth / podtoze bulionowe tryptozowo-sojowe

UPGMA — unweighed pair group method with arithmetic averages
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1. WSTEP

W latach 50. czgsto$¢ zakazen gronkowcowych w europejskich szpitalach wzrosta
do niespotykanych wczesniej rozmiarow [81, 185, 219]. Byto to skutkiem wprowadzenia
do lecznictwa penicyliny, na ktora gronkowce, w przeciwienstwie do innych bakterii,
szybko stawaly si¢ oporne. Sytuacja ta spowodowala potrzebe lepszego poznania epide-
miologii zakazen gronkowcowych w celu opracowania skutecznych metod ich zwalcza-
nia.

Gronkowce sa szeroko rozpowszechnione wsrdd ludzi i zwierzat oraz w otaczaja-
cym je srodowisku [43, 204]. W celu wykrycia ich Zrédet 1 drog zakazenia konieczna
jest dokfadna identyfikacja szczepu, gdyz stosowany w taksonomii podzial na rodzaje
1 gatunki jest dla dochodzenia epidemiologicznego zbyt ogdlny.

W poszukiwaniu narzg¢dzi, ktore pozwolityby na odrdznianie od siebie poszczegdl-
nych szczepow gronkowcdw, podjeto wige na poczatku lat 50. préby wykorzystania
do tego celu bakteriofagdw. Gdy koncepcja ta okazata si¢ trafna, w ciagu kilku lat opra-
cowano zasady typowania i utworzono mi¢dzynarodowy zestaw fagdéw. Jednoczes$nie
w wielu krajach powstawaty referencyjne osrodki typowania gronkowcow bakteriofa-
gami, a typowanie bakteriofagowe zostato uznane za podstawowa metod¢ identyfikacji
szczepOdw w badaniach epidemiologicznych [9, 104, 162, 175].

Prace prowadzone w réznych krajach od lat 50., przy wykorzystaniu typowania bak-
teriofagowego, pozwalaja na przesledzenie ewolucji szczepow gronkowcowych wyste-
pujacych w zakazeniach szpitalnych. Z racji dominujacego znaczenia w tych zakaze-
niach, gronkowce I 1 III grupy bakteriofagowej staty si¢ gtdwnym przedmiotem zaintere-
sowania wielu badaczy. Analiza wynikow licznych prac wykazuje, ze poczatkowo
gléwna role¢ w zakazeniach szpitalnych odgrywaly szczepy nalezace do I grupy bakterio-
fagowej, pdzniej w latach 60. ich miejsce zajeta III grupa bakteriofagowa wykazujaca
wigksza opornos$¢ na antybiotyki. Dokladne analizy wspomnianych grup ujawniajq ist-
nienie w ich obrgbie podjednostek charakteryzujacych si¢ okreslonymi wzorami bakte-
riofagowymi a takze szczegdlnymi cechami epidemiologicznymi i lekoopornoscia [71,
74,101, 102, 103, 105, 145, 185].

Gronkowce nalezace do II grupy, w przeciwienstwie do I i III grupy bakteriofago-
wej, az do lat 80. uznawane byly za flor¢ typowa dla srodowiska pozaszpitalnego [179,
183]. W szpitalach czestos¢ ich wystgpowania utrzymywata si¢ na poziomie nieprzekra-
czajacym kilkunastu procent [50, 179, 181]. Dopiero w latach 80. zauwazono wzrost
odsetka szczepdw Il grupy fagowej wsrdd hospitalizowanych pacjentéw. Na poczatku
lat 90. osiagnat on w niektorych krajach warto$¢ ponad dwudziestu procent [50]. Wedlug
Rosdahl i wsp. z Danii, szczepy wspomnianej grupy dominowaty juz wéwczas nie tylko
w srodowisku pozaszpitalnym, ale réwniez w szpitalach [175]. Podobne zjawisko wzro-
stu liczby gronkowcow II grupy fagowej w srodowisku szpitalnym odnotowano rowniez
w Polsce. Poczatkowo, w koncu lat 60. szczepy Il grupy fagowej izolowano w okoto
10%, pdzniej — w latach 80. 1 90. — wystepowaty one z czgstoscig ponad 2-krotnie wyz-
sza [50, 61, 107, 108, 170, 183].

Co interesujace — zaobserwowano, ze wsrod szczepdw Il grupy fagowej poszerza si¢
zakres opornosci na antybiotyki, podczas gdy dawniej, w latach 50. byly one najczgsciej
oporne tylko na penicyling a wrazliwe na pozostale antybiotyki wowczas stosowane.
Badania réznych autoréw prowadzone na szczepach izolowanych w ciagu nastgpnych lat
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wykazaly znaczny wzrost opornosci gidwnie na penicyline i tetracykling w tej grupie
szczepow [50, 53, 109, 181].

Jak wynika z wczesniej cytowanych badan, wzrost liczby zachorowan spowodowa-
nych gronkowcami zaréwno I jak i Il grupy bakteriofagowej byt zazwyczaj zwiazany z
rozprzestrzenieniem si¢ okreslonych fagotypow [83, 85, 162, 219, 220, 222].

Powstaje wigc pytanie, czy odnotowany obecnie wzrost liczby gronkowcow II grupy
fagowej 1ich lekoopornosci jest wynikiem zwigkszenia liczebnosci réznych szczepow,
czy tez jednego z nich. Do tego celu wykorzystywane sa obecnie nowoczesne metody
analizy genetycznej [98, 129, 130, 203, 207, 208]. W zwiazku z brakiem takich badan w
odniesieniu do szczepow Il grupy fagowej, w obecnej pracy postanowiono doktadnie
okresli¢ wewnetrzng strukture populacji gronkowcdw tej grupy w oparciu o wlasciwosci
genotypowe 1 fenotypowe.

1.1. Klasyfikacja gatunku Staphylococcus aureus

W 1880 roku szkocki badacz Ogston wyizolowat z ropy pobranej od ludzi ziarniaki,
tworzace nieregularne skupiska i zaproponowat dla nich nazwe staphylococcus — gron-
kowce (grec. staphyl — grona). Rodzaj Staphylococcus zostal zaliczony wdowczas
do rodziny Coccaceae [156].

Klasyfikacj¢ gatunkowa rodzaju Staphylococcus, jako pierwszy podat Rosenbach,
ktory opierajac si¢ na barwie kolonii wyrdznit dwa gatunki: gronkowce tworzace poma-
ranczowozolte kolonie okreslit jako Staphylococcus pyogenes aureus, a gronkowcom
o biatej barwie kolonii nadal nazwe Staphylococcus pyogenes albus [182]. Nieco pdz-
niej, Passet dodat nowy gatunek - Staphylococcus pyogenes citreus - tworzacy kolonie
cytrynowe [165]. W nastgpnych latach zrezygnowano z barwy kolonii jako cechy rézni-
cujacej gatunki rodzaju Staphylococcus. Okazato si¢ bowiem, ze wytwarzanie barwnika
nie moze by¢ przyjete jako jedyne kryterium klasyfikacji gatunkowej bakterii, ze wzgle-
du na niestabilnos¢ genetyczna tej cechy [1].

W 1903 roku Loeb wykryl zdolnos¢ wykrzepiania plazmy przez niektore szczepy
gronkowcoéw [123]. Poczatkowo wlasciwos¢ ta wigzano ze szczepami ,,ztocistymi”,
jednak pozniej wykazano, ze liczne szczepy ,,biale” takze powoduja wspomniane wyzej
zmiany. Zdolno$¢ do wytwarzania koagulazy, ze wzglgdu na jej stabilnos¢, zostata
uwzgledniona wsrdd cech identyfikacyjnych gronkowcow w VII wydaniu klucza Ber-
gey’a 1traktowana byla nie tylko jako wyznacznik stuzacy do identyfikacji chorobo-
tworczych S. aureus, ale i podstawowy czynnik ich patogennosci [52]. W rodzaju Sta-
phylococcus wyodrebniono tylko dwa gatunki: S. aureus, ktory posiadal zdolnos¢ wy-
twarzania koagulazy i koagulazoujemny S. epidermidis [52]. Proba na koagulazg zostata
powszechnie przyjeta, gdyz bylta tatwa do przeprowadzenia i miata znaczenie kliniczne -
pozwalata bowiem, na odrdoznienie szczepow chorobotworczych od niechorobo-
tworczych. Poglad, ze koagulazododatnie szczepy S. aureus sa jedynym gatunkiem cho-
robotworczym, a koagulazoujemne — okreslane jako S. epidermidis — sa raczej nieszko-
dliwymi komensalami skory, utrzymywat si¢ przez wiele lat i przyczynil si¢ do pomija-
nia tych ostatnich jako ewentualnego czynnika etiologicznego zakazen [48, 52].

Baird-Parker uznajac podziat gronkowcéw na koagulazododatnie i koagulazoujemne
za zbyt uproszczony, zaproponowat w 1963 roku wyrdznienie w obrebie rodzaju Staphy-
lococcus 6. podgrup. Podstawg tego podziatu stanowity: proby na koagulazg 1 fosfataze,
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tlenowa 1 beztlenowa fermentacja glukozy, fermentacja mannitolu, laktozy, maltozy
1 arabinozy. Do pierwszej podgrupy zostaty zaliczone gronkowce koagulazo-dodatnie, z
jednym gatunkiem S. aureus. Klasyfikacja Baird-Parkera stata si¢ na przestrzeni kilku lat
podstawa do dalszych badan nad gronkowcami [9].

W latach 70. zaczg¢to wykorzystywaé w taksonomii sktad zasad DNA oraz budowe
sciany komorkowej bakterii. Pozwolito to na wyodrebnienie nowych gatunkéw w rodza-
ju Staphylococcus [95, 189]. Poslugujac si¢ tymi dodatkowymi kryteriami Kloos
1 Schleifer oraz ich wspotpracownicy dokonali kolejnych zmian w klasyfikacji rodzaju
Staphylococcus. W wyniku ich badan w obrebie rodzaju Staphylococcus wyrdzniono 19
gatunkow [93, 190]. Zwigkszenie liczby gatunkdéw dotyczylo przede wszystkim gron-
kowcow, ktore nie wytwarzaty koagulazy. Jednoczesnie obok koagulazododatniego
Staphylococcus aureus, pojawit si¢ nowy gatunek Staphyloccus intermedius, majacy
rowniez zdolnos¢ wykrzepiania osocza, ale wystgpujacy u zwierzat [67]. Obecnie zna-
nych jest ponad 40 gatunkow w obrebie rodzaju Staphylococcus, ale gronkowiec ztocisty
pozostat nadal jedynym, izolowanym od ludzi, ktéry posiada zdolno$¢ wytwarzania
koagulazy.

1.2. Szczepy ludzkie i zwierz¢ce gronkowcow zlocistych

Koagulazododatnie gronkowce byty przez wiele lat traktowane jako homogenna
grupa, a okreslenia szczepy ludzkie i zwierzgce uzywano jedynie do wskazania zrodta
z ktérego pochodzit izolat. Do podj¢cia badan nad okresleniem wlasciwosci przydatnych
do identyfikacji gronkowcdw zwierzgcych przyczynilo si¢ zagrozenie skazenia nimi
produktow zywnosciowych a takze wystegpowanie zakazen odzwierzgcych. W wyniku
przeprowadzonych badan okazato si¢, ze gronkowce koagulazododatnie moga r6znic si¢
cechami biochemicznymi w zaleznosci od gospodarza [64, 127].

Juz w potowie XX wieku badania wykazaty, ze prawie wszystkie koagulazo-
dodatnie gronkowce izolowane od ludzi produkuja fibrynolizyng, podczas gdy taka wia-
sciwos¢ posiadaja tylko nieliczne szczepy pochodzace od zwierzat [47, 64, 66, 122].
Jednoczesnie zauwazono, badajac szczepy izolowane od bydla, ze wigkszo$¢ z nich
wytwarza hemolizyne B 1 uznano powyzsza wlasciwos¢ za charakterystyczng dla szcze-
pow bydlecych. Podobne spostrzezenia dotyczyty gronkowcdw pochodzacych od innych
gatunkow zwierzat [47, 64].

W 1966 roku Meyer, opierajac si¢ na badaniach gronkowcoéw izolowanych z ropy
od ludzi oraz z mleka krowiego, zaproponowat podziat Staphylococcus aureus
na 2 biotypy: S. aureus var hominis i S. aureus var bovis. Pozniej, jako pierwszy, opisat
trzeci biotyp: S. aureus var canis. Podzial zaproponowany przez Meyera opieral sig¢
na wlasciwosciach fenotypowych, w tym: produkcji fibrynolizyny, rodzaju wytwarza-
nych hemolizyn, typie wzrostu na podtozu agarowym z fioletem krystalicznym, wykrze-
pianiu plazmy ludzkiej 1 bydlgcej oraz wrazliwosci na faga 42D [133, 134].

Szczepy S. aureus var hominis w odrdznieniu od pozostatych (bovis i canis) wydzie-
laty fibrynolizyn¢ 1hemolizyn¢ a, wykrzepialty plazme¢ ludzka a nie reagowaly
z bydleca, wytwarzaty zoéttopomaranczowe kolonie, wykazywaly ujemny test z fioletem
krystalicznym oraz nie byty wrazliwe na faga 42D [133].

W latach 70. ukazywaly si¢ liczne prace poswigcone charakterystyce gronkowcow
izolowanych od zwierzat 1 majace na celu ustalenie doskonalszych kryteriow przydat-
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nych do réznicowania szczepow S. aureus w zaleznosci od gospodarza [99]. Badane
byly gronkowce zlociste pochodzace od pséw [154], od bydta [171] i innych zwierzat
[51, 109]. Wyniki badan z tego okresu wykazaty, ze jest mozliwe odrdznienie szczepdw
pochodzacych od ludzi i zwierzat na podstawie wrazliwosci na fagi, r6znic w sktadzie
sciany komodrkowej, koagulacji plazmy ludzkiej czy bydlgcej, wytwarzania hemolizyn, a
przede wszystkim fibrynolizyny.

Wykorzystujac te spostrzezenia Hajek 1 Marshalek zaproponowali ogdlny schemat
podzialu gatunku Staphylococcus aureus na 6 biotypow [64, 127]. Pierwszy stanowily
szczepy ludzkie (biotyp A), natomiast pozostate (biotypy B, C, D, E, F) — gronkowce
zwierzgee. Biotyp B obejmowat szczepy od drobiu i §win, biotyp C - od kréw 1 owiec,
biotyp D — od zajgcy, biotyp E - od psow, koni i norek oraz biotyp F - od gotebi. W
przedstawionej klasyfikacji autorzy wzigli pod uwage wytwarzanie fibrynolizyny, ak-
tywnos$¢ koagulazy wobec ludzkiej 1 bydlecej plazmy, wydzielanie hemolizyn o i 3 oraz
typ reakcji z fioletem krystalicznym i rodzaj pigmentu. Jako cechg réznicujaca wykorzy-
stali rdwniez wrazliwo$¢ na bakteriofagi [64,127].

PdZniejsze badania ujawnily znaczne réznice fenotypowe pomiedzy S. aureus izo-
lowanymi od psow i gotebi (biotyp E 1 F) a pozostatymi szczepami S. aureus. Rdznice te
byly na tyle znaczace, ze szczepy biotypu E 1 F uznano za nowy gatunek - Staphylococ-
cus intermedius. Szczepy zaliczane do wymienionego gatunku posiadaty fenotypowe
wiasciwosci S. aureus, ale takze ujawnialy niektére cechy S. epidermidis. Nalezaty do
nich: powolna fermentacja mannitolu, brak wytwarzania acetoiny i dodatnia reakcja na
wytwarzanie -galaktozydazy [67].

W latach 80. Devriese zaproponowal schemat réznicowania gronkowcow ztocistych
izolowanych od ludzi 1 zwierzat oparty na czterech testach biochemicznych (wytwarza-
nie fibrynolizyny, hemolizyny 3, scinanie plazmy bydlgcej i1typ wzrostu na podlozu
z fioletem krystalicznym) oraz typowaniu bakteriofagowym [41, 42]. Wyr6znit on 4
biotypy: ludzki, bydlgcy, owczy i drobiowy. Czgs$¢ szczepdw zostata wlaczona do grupy
okreslonej jako niecharakterystycznej dla zadnego gospodarza ioznaczona skrotem
»NHS”. Szczepy te miaty cechy, ktére nie odpowiadaty wlasciwosciom gronkowcdodw
zadnego z czterech wyrdznionych biotypow. Przedstawiona klasyfikacja nie obejmuje
grupy gronkowcoOw opisanej w pozniejszych badaniach przez Isigidi i Devriese [79].
Szczepy tej grupy miaty cechy biotypu drobiowego, lecz rdznity si¢ od niego wytwarza-
niem biatka A i zostaty okreslone przez wyzej wymienionych autoréw jako biotyp P-like
pA+. Wystgpowaty one w produktach migsnych a takze u nosicieli wsrod pracownikow
rzezni 1 przetworstwa migsnego [79]. Biotyp P-like pA+ stanowit od 45% do 48%
szczepow S. aureus izolowanych z mielonego migsa wotowego i wieprzowego oraz od
nosicieli - rzeznikéw bydta, trzody chlewnej i1 drobiu. U osob, ktore nie miaty zawodo-
wego kontaktu z migsem oraz w grupie studentdéw weterynarii rzadko izolowano takie
szczepy (8%). Typowanie bakteriofagowe szczepéw P-like pA+ ujawnilo ich czesta
wrazliwos¢ na fagi I grupy bakteriofagowej [79].

Podstawowa wiasciwoscia odrdzniajaca szczepy ludzkie od zwierzgcych, jak wceze-
$niej wspomniano, jest zdolno$¢ wytwarzania fibrynolizyny [41, 79, 127, 218]. Czynnik
ten, nazywany inaczej stafylokinaza, rozpuszcza widknik przez aktywacj¢ plazminogenu
do aktywnego enzymu - plazminy [8]. Struktura fibrynolizyny przypomina proteaze
serynowq 1 dlatego pierwotnie zostala nazwana gronkowcowa, oboje¢tna proteaza III
mimo, ze nie posiada ona enzymatycznych witasciwosci [19]. Fibrynolizyna taczy si¢ z
plazminogenem w stosunku 1 : 1 w kompleks, ktory zmienia konformacje¢ tego drugiego
czynnika i umozliwia jego aktywacj¢. Fibrynolizyna jest biatkiem o wielkosci 15,5 kDa.
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W jej strukturze trzeciorzgdowej mozna wyrozni¢ o-helis¢ zawierajacg region gldwnego
oddziatywania fibrynolizyny z plazminogenem. Mutacje w tym regionie powoduja pra-
wie calkowita utrate zdolnosci fibrynolizyny do aktywacji plazminogenu [19].

Fibrynolizyna jest produkowana przez lizogenne szczepy Staphylococcus aureus.
Gen fibrynolizyny (sak) obecny jest w DNA bakteriofaga i moze by¢ przeniesiony do
genomu bakterii. No$nikami genow fibrynolizyny sa bakteriofagi serotypu F (phl3,
ph42D) oraz B ( pH ¢C). Przeniesienie genu sak zachodzace przy udziale bakteriofagow
ph13, ph42D powoduje produkcje¢ fibrynolizyny i1 jednoczesnie wigze si¢ z hamowaniem
wytwarzania -hemolizyny na skutek insercyjnej inaktywacji [221]. Inaczej jest z bakte-
riofagiem pH ¢C, ktory wbudowujac si¢ do genomu bakterii nie hamuje ekspresji -
hemolizyny [19]. Wytwarzanie fibrynolizyny zachodzi w koncowej fazie logarytmicz-
nego wzrostu hodowli gronkowcow. Odpowiedzialny za ten proces jest gen sak ktdrego
ekspresje¢ kontroluje system regulatorowy agr [151]. Wptyw innych systeméw regula-
cyjnych (dlt, sar) na produkcje fibrynolizyny sugeruja inni autorzy [168].

Rola fibrynolizyny jako czynnika wirulencji byla tematem wielu badan. Wedtug
jednych autoréw, dzialanie fibrynolizyny ulatwia wnikanie gronkowcow wgtab tkanek
[19, 28, 143]. Uwazaja oni, ze w procesie adherencji gronkowcow do komorek gospoda-
rza, plazmina — utworzona dzigki potaczeniu fibrynolizyny i1 plazminogenu — rozktada
biatka zewnatrzkomdérkowego matrix oznaczane skrétem MSCRAMM. Dodatkowo,
plazmina, moze rozpuszcza¢ fibryne wokoét zainfekowanego ogniska lub ropnia pozwa-
lajac gronkowcom na zaatakowanie glebszych warstw tkanek [28, 143] . Bierze ona
udziat w chronie przed bakteriobdjczym dzialaniem ludzkich a-defensyn (HNP-1, HNP-
2) 1 przed obsonizacja (immunoglobulin G 1 C3b/C3bi). Powyzsze wlasciwosci fibryno-
lizyny moga wigc sprzyja¢ rozwojowi zakazen inwazyjnych [19, 87, 177, 178]. Wedtug
innych badaczy, czg¢sto$¢ wystegpowania szczepow fibrynolizynododatnich jest wyzsza w
przypadkach niepowiktanej bakteriemii iu nosicieli, co wskazuje, ze czynnik ten jest
jednym z adaptacyjnych mechanizméw symbiozy S. aureus z gospodarzem a wytwarza-
niem fibrynolizyny cechuja si¢ raczej szczepy o nizszej chorobotwdrczosci. [19, 87,
218].

1.3. Metody roznicowania szczepow S.aureus w badaniach
epidemiologicznych

Walka z zakazeniami wywolanymi przez gronkowce, ze wzgledu na rozpow-
szechnienie tych drobnoustrojow wsrod ludzi, zwierzat i otaczajacego je srodowiska,
wymaga przeprowadzenia dochodzenia epidemiologicznego opartego na doktadnej cha-
rakterystyce szczepu. Sposrdd wielu metod, ktore mozna zastosowaé do roznicowania
szczepow gronkowcow izolowanych od ludzi, najczeséciej w ubiegltych latach wykorzy-
stywane bylo typowanie bakteriofagowe. Metoda ta przyczynila si¢ do doktadnego po-
znania epidemiologii zakazen gronkowcowych [9, 162, 175]. Obecnie miejsce typowa-
nia bakteriofagowego coraz czgsciej zajmuje typowanie genetyczne [70, 129, 130, 195].
Zastosowanie metod genetycznych w epidemiologii zakazen gronkowcowych umozliwia
nie tylko zréznicowanie szczepdw, lecz takze analiz¢ stopnia pokrewienstwa migedzy
nimi prowadzaca do wyodrebnienia klondw i komplekséw klonalnych w populacji gron-
kowcow ztocistych [106, 124, 126, 129, 130].
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1.3.1. Metody fenotypowe

Najstarsze metody stuzace do réznicowania szczepow S. aureus w dochodzeniu epi-
demiologicznym zostalty opracowane na podstawie wynikow oznaczen wybranych cech
fenotypowych [9, 135, 146, 155]. Biotypowanie wykorzystuje roznice w aktywnosci
enzymatycznej bakterii wobec okreslonych substratow, w wytwarzaniu bialek struktu-
ralnych (biatko A), produkcji toksyn, typach wzrostu na podtozu z fioletem krystalicz-
nym, opornosci na sole metali ci¢gzkich i jest wykorzystywane do réznicowania zar6wno
szczepow MRSA jak tez MSSA [3, 146, 149]. Do odroznienia szczepow ludzkich od
zwierzgcych stosuje si¢ biotypowanie oparte na wykorzystaniu czterech wlasciwosci:
wytwarzania fibrynolizyny, hemolizyny B, koagulowania plazmy bydlgcej, oraz typu
wzrostu na agarze z fioletem krystalicznym [41]. Z czasem, dzigki technikom elektrofo-
retycznym i1 metodzie immunoblottingu, zaczgto wykorzystywaé w typowaniu bakterii
analize wszystkich biatek komoérkowych [15, 36,99]. Inng klasyczng metoda typowania
gronkowcdw ztocistych jest analiza wzorow lekoopornosci [153, 199]. Ich ustalenie jest
pierwszym etapem analizy epidemiologicznej i posiada szczegdlne znaczenie w praktyce
klinicznej [74].

Wsréd metod fenotypowych bardzo wazne miejsce zajmuje typowanie bakteriofa-
gowe gronkowcow zlocistych.

1.3.1.1. Typowanie bakteriofagowe

Metoda typowania bakteriofagowego gronkowcow zlocistych jako sposdb doktadnej
identyfikacji szczepu w badaniach epidemiologicznych zostata po raz pierwszy zapropo-
nowana przez Fiska w 1942 roku [56]. Namnazal on bakteriofagi w lizogenicznych
szczepach Staphylococcus aureus, opierajac si¢ na technice krzyzowych posiewow.
Stwierdzona przez niego wybiorcza aktywnos¢ fagow wobec szczepow bakteryjnych
pozwolita zroznicowaé gronkowce ztociste w obrgbie gatunku [56]. Metoda typowania
bakteriofagowego byta pozniej udoskonalana i standaryzowana przez réznych badaczy.
W 1945 roku Wilson i Atkinson do roéznicowania gronkowcow ztocistych opracowali
zestaw 18. fagdw podzielonych na 3 grupy lityczne [220]. Istotnym elementem standa-
ryzujacym metod¢ typowania byto wprowadzenie pojgcia okreslajacego aktywnosc
preparatdw bakteriofagowych — Routine Test Dilution (RTD). Stosowanie do badan
wzorcowych fagow w okreslonych stgzeniach RTD dato mozliwos¢ uzyskiwania po-
rownywalnych wynikow w poszczegolnych osrodkach [220]. Dalsza standaryzacja tech-
niki typowania bakteriofagowego zajat si¢ powotany w 1953 roku Podkomitet Typowa-
nia Bakteriofagowego Gronkowcow, ktory okreslit kryteria, wedtug ktérych zestaw
fagow moégltby by¢ stosowany do typowania gronkowcow ztocistych jako miedzynaro-
dowy standard. W wyniku dziatania podkomitetu zostal zatwierdzony podstawowy ze-
staw sktadajacy si¢ z nastepujacych fagdw: I grupa — 29, 52, 52A, 79; 11 grupa — 3A, 3B,
3C, 55; Il grupa — 6, 7, 42E, 47, 53, 54, 70, 73, 75, 77; IV grupa — 42D [162].

W kolejnych latach pewnym modyfikacjom ulegaly zardwno kryteria przyjete
w technice typowania bakteriofagowego, jak tez sktad podstawowego zestawu fagow.
Podyktowane to bylo potrzeba eliminacji fagow dzialajacych na zbyt mata lub zbyt duza
liczbg szczepow. Przydatnos¢ takich fagéw w badaniach epidemiologicznych byta ogra-
niczona, co zmuszalo do poszukiwania nowych. Obowiazujacy obecnie podstawowy
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zestaw zawiera 23 bakteriofagi wsrdd ktdrych znalazto si¢ czternascie z dziewigtnastu
fagow zatwierdzonych w roku 1953 i dziewie¢ wlaczonych w kolejnych latach [162].

1.3.2. Typowanie genetyczne

Duze zainteresowanie genetyka w latach 90. XX wieku zaowocowato szybkim roz-
wojem metod opartych na badaniu bakteryjnego DNA. Ze wzgledu na ich wysoka sitg
roéznicujaca i powtarzalno§¢ wynikow a takze fakt, ze réznicowaty niemal wszystkie
szczepy, zaczgto coraz czescie] wykorzystywac je do rdznicowania drobnoustrojow
1 analizy stopnia pokrewienstwa migdzy nimi [126, 129, 130, 202, 207, 208].

Szerokie zastosowanie w typowaniu gronkowcoéw zlocistych znalazta analiza poli-
morfizmu dlugos¢i fragmentow restrykcyjnych genomowego DNA przy uzyciu elektro-
forezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE). [44] . Stworzyla ona mozliwos$ci anali-
Zy WzorOw trawionego przez enzymy restrykcyjne chromosomalnego DNA. Otrzymany
wzor prazkow jest charakterystyczny dla szczepu i aby okresli¢ pokrewienstwo miedzy
izolatami wykorzystuje si¢ do tego celu interpretacj¢ przyjeta przez Tenovera 1 wsp.
[208]. Metoda PFGE posiada duzg site réznicujaca i jest szczegolnie przydatna w bada-
niach nad klonalnym rozprzestrzenieniem szczepow S. aureus [21, 44, 193, 208]. Z
badan Bannerman i wsp. wynika, ze wspomniana metoda moze zastapi¢ typowanie bak-
teriofagowe, gdyz wyniki uzyskane w typowaniu S. aureus przy wykorzystaniu obydwu
metod sa pordéwnywalne, a szczepy wyrdéznione w metodzie PFGE jako klon bakteryjny,
w typowaniu bakteriofagowym maja okreslony fagotyp [11].

Metoda oparta na amplifikacji fragmentu gatunkowo swoistego genu
1 sekwencjonowaniu produktu reakcji PCR jest typowanie genu biatka A (spa). Dzigki
odpowiednio dobranym starterom, rozpoznajacym sekwencje ograniczajace zmienny
region X genu spa, przeprowadza si¢ reakcj¢ amplifikacji (PCR), w wyniku ktorej
otrzymany produkt jest nastepnie sekwencjonowany [68, 71, 195]. Fragment X genu spa
odpowiada za przyczepienie biatka A do Sciany komodrkowej 1 zawiera zmienng liczbe
krétkich sekwencji powtorzonych (SSR) o dlugosci 21-24 nukleotydow [195]. Ich po-
wstanie wigzane jest ze spontanicznymi mutacjami punktowymi, duplikacjami czy tez
delecjami powtdrzen w procesie ewolucji populacji gronkowcdw [59, 195]. Otrzymane
w wyniku sekwencjonowania powtdrzenia sa kolejno numerowane i opracowywane przy
zastosowaniu programu Ridom Spa Type (http://spaserver.ridom.de). Wynik podawany
jest w postaci kodu numerycznego, oznaczajacego typy spa wraz z informacjami o ko-
lejnosci i zmianach w regionach powtarzanych [70]. Zastosowanie algorytmu BURP
dostepnego w programie RidomStaphType software/Demo, stwarza mozliwosci pogru-
powania typdw spa w kompleksy klonalne (spa-CC) [129, 130].

Metoda MLST okresla sekwencje nukleotydow kilku genéw w genomie bakteryj-
nym. Polega ona na sekwencjonowaniu fragmentdw siedmiu genow niezbednych w
utrzymaniu metabolizmu komorkowego (housekeeping genes). Rozne odmiany sekwen-
cji tych gendw odczytywane sa jako rozne allele i tworza one typ sekwencji charaktery-
styczny dla danego izolatu. Dzieki utworzeniu mig¢dzynarodowej bazy danych MLST dla
S. aureus izolatom przypisywany jest profil alleliczny, co umozliwia poréwnanie izola-
tow z innych krajow [34, 49, 125, 126, 187].

Rozwdj biologii molekularnej stwarza nowe mozliwosci doskonalenia metod typo-
wania szczepow S. aureus. Obecnie, na bazie juz istniejacych metod, tworzone sg nowe
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ich odmiany [33, 98, 206]. Mozliwosci wyboru odpowiedniej metody sa duze, jednak ich
dostgpnos¢ 1 koszty z nimi zwigzane moga by¢ w niektorych przypadkach ogranicze-
niem ich zastosowania.

1.4. Ewolucja fagotypow gronkowcow zlocistych

Przed okresem stosowania sulfonamidéw wigkszos¢ zakazen szpitalnych byta wy-
wolywana przez paciorkowce i maczugowce blonicy. Wprowadzenie do lecznictwa
w latach 40. XX wieku sulfonamidéw a nastgpnie penicyliny, na ktére wymienione
bakterie byly wrazliwe, spowodowato wzrost zakazen gronkowcami ze wzgledu na po-
jawienie si¢ wsrdd nich szczepow opornych na te leki [13, 184]. Przed era stosowania
penicyliny, gronkowce posiadaly niewielka, naturalng opornos$¢ na ten lek, co wykazaty
badania retrospektywne kolekcji szczepow pochodzacych z lat 20. i 30. Doniesienia o
szczepach penicylinoopornych zaczety pojawiaé si¢ tuz po wprowadzeniu tego antybio-
tyku do leczenictwa [13]. Od tego czasu gronkowce ztociste staty si¢ jednym z najwaz-
niejszych czynnikow zakazen szpitalnych.

Widoczny postegp w badaniach nad zakazeniami gronkowcowymi nastapil po wpro-
wadzeniu przez Fiska w 1942 roku typowania bakteriofagowego [56]. Metoda ta stata
si¢ podstawowym narz¢dziem réznicowania w badaniu epidemiologicznym szczepow.
Obserwacje prowadzone od lat 50. wykazaty, ze gronkowce ztociste izolowane ze $ro-
dowisk szpitalnych typowaty si¢ gtownie fagami I 1 III grupy, podczas gdy w srodowi-
skach poza szpitalnych dominowaty szczepy II grupy fagowej [81, 83].

Jak juz wczesniej wspomniano, w latach 50. w wielu krajach, epidemie szpitalne
wywolywaly gronkowce ztociste o fagotypie 80/81. Z czasem pojawity si¢ szczepy
o nowym wzorze fagowym 52/52A/80/81 i zblizonym zakresie opornosci na antybiotyki
oraz podobnej chorobotwodrczosci jak szczepy 80/81 [103, 186]. Ostatecznie gronkowce
ztociste o wzorach 80/81 152/52A/80/81 zaliczono do jednego zespotu fagowego
»02/52A/80/81” [162]. Nalezace do niego szczepy dominowaty w szpitalach do polowy
lat 60. i byly na ogdt oporne jedynie na penicyling lub dodatkowo na streptomycyng.
Pdzniejszy spadek czestosci ich wystepowania — na rzecz wielolekoopornych gronkow-
cow III grupy fagowej — prawdopodobnie zwigzany byl z wprowadzeniem do leczenia
nowych antybiotykow [83, 100].

Wystepowanie wsrdd gronkowcow ztocistych dominujacej w kolejnych latach 111
grupy fagowej zaobserwowano po raz pierwszy w szpitalach Wielkiej Brytanii w 1958
roku [162]. W poréwnaniu z zespotem ,,52/52A/80/81 miaty one mniejsza tendencje do
rozprzestrzeniania si¢ w szpitalach, a zwlaszcza do powodowania zakazen poprzez nie-
naruszong skorg; byly jednak przyczyna powaznych zakazen u pacjentéw poddanych
zabiegom chirurgicznym [162]. Pierwsze szczepy okazaly si¢ wrazliwe na faga 83A
1 dawaly reakcje inhibicji z innymi fagami III grupy [86]. W Wielkiej Brytanii czgstos¢
epidemii szpitalnych spowodowanych przez nie siggata od 8% do 12% [85]. W kilka lat
pozniej, pojawity si¢ szczepy wrazliwe na fagi 84 1 85 [198]. Oprocz opornosci na peni-
cyling, streptomycyng i tetracykling, wykazywaty one nie spotykana dotad opornos$¢ na
neomycyng i czgsto na bacytracyne. Przypuszcza sig, ze szczepy te rozprzestrzenialy si¢
w Srodowisku szpitalnym nie ze wzglgdu na swoja zjadliwos¢, lecz opornos¢ na wiele
antybiotykow [86,136,198].
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Pod koniec lat 60. i na poczatku 70. zaznaczyt si¢ stopniowy spadek czgstosci wy-
stgpowania fagotypow III grupy fagowej, co wiazato si¢ prawdopodobnie ze znacznym
polepszeniem higieny szpitalnej, ograniczajacej mozliwos¢ szerzenia si¢ zakazen szpi-
talnych oraz z wprowadzaniem do lecznictwa nowych antybiotykow [24, 83].

Znaczenie gronkowcdw zlocistych jako czynnika etiologicznego zakazen szpital-
nych ponownie wzrosto po pojawieniu si¢ szczepdw opornych na metycyling (MRSA),
ktore do dnia dzisiejszego stanowia w Srodowisku szpitalnym powazny problem epide-
miologiczny i terapeutyczny [22, 24, 38].

Pierwsze doniesienia dotyczace wystgpowania szczepow MRSA pojawily si¢ na po-
czatku lat 60. w Wielkiej Brytanii [84, 94]. Poczatkowo mialy one ograniczony zasi¢g
1 byty oporne z reguty tylko na antybiotyki f-laktamowe [22]. Od polowy lat 70. zaczety
si¢ jednak pojawia¢ doniesienia o zakazeniach szpitalnych spowodowanych szczepami
MRSA opornymi nie tylko na antybiotyki B-laktamowe, ale takze na inne leki [38].
Wkrotce doszto do rozprzestrzenienia si¢ wieloopornych szczepéw MRSA w Srodowi-
sku szpitalnym, czemu sprzyjaly coraz powszechniej stosowane inwazyjne metody le-
czenia [22, 167]. Juz w pierwszych doniesieniach o szczepach MRSA, niektore cechy
fenotypowe wskazywaty na klonalny charakter wywotanych przez nie zakazen.
Z zakazen tych izolowano bowiem szczepy o identycznych wzorach fagowych 1 wzorach
opornosci na antybiotyki. Na przetomie lat 70. 1 80. pojawity si¢ opisy szpitalnych epi-
demii obejmujacych swym zasiegiem wiele szpitali na duzych obszarach geograficznych
wywolanych przez jeden szczep MRSA [161, 209, 210]. Badania nad podobienstwem
miedzy izolowanymi na réznych kontynentach szczepami MRSA pozwolily na sformu-
fowanie tezy o klonalnym rozprzestrzenieniu si¢ jednego, epidemicznego szczepu [210].
W Wielkiej Brytanii opisano na przyklad 17 epidemicznych klonéw oznaczonych jako
EMRSA [140, 158]. Niektére z nich maja miedzynarodowy charakter ze wzgledu na
swoj zasigg [106, 157].

1.5. Rola gronkowcow zlocistych II grupy fagowej w zakazeniach
u hospitalizowanych pacjentow

Jak wynika z przytoczonych danych szczepy Il grupy bakteriofagowej nigdy wcze-
sniej nie miaty zasadniczego znaczenia w zakazeniach szpitalnych, co prawdopodobnie
wigze si¢ z ich wigksza niz u innych gronkowcdw wrazliwoscia na antybiotyki.
Na poczatku lat 80. zaobserwowano jednak wzrost czgstosci wystgpowania gronkowcow
II grupy fagowej w srodowisku szpitalnym.

Eriksen, przeprowadzajac badania retrospektywne obejmujace okres 1961-1991 za-
uwazyl, ze czgstos¢ izolacji gronkowcow II grupy fagowej w dunskich szpitalach wzro-
sta z 16% w 1983 roku do okoto 23% w 1991 roku [50]. Wedlug Rosdahl i wsp. czgstosé
wystgpowania gronkowcoOw wspomnianej grupy w szpitalach 1 sSrodowisku pozaszpital-
nym wystgpowata w tym okresie na tym samym poziomie [180]. Jednoczesnie zauwazo-
no coraz czgstsze wystepowanie szczepow Il grupy bakteriofagowej w zakazeniach krwi
1 wykazano, ze $miertelnos¢ wsrdd takich pacjentéw byta podobna jak w przypadku
zakazen wywolanych przez inne szczepy gronkowcow ztocistych [53].

Na wzrastajace znaczenie grupy II wsrdd hospitalizowanych pacjentdéw zwrdcono
uwage rdwniez w naszym kraju. Krynski i wsp. w materiale zebranym na poczatku lat
80. wykazali, ze czgstos¢ wystgpowania gronkowcow II grupy bakteriofagowej byta
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wyzsza, anizeli stwierdzona w badaniach z lat 60. i 70. i wynosita 16,4% [105]. Wedlug
Galinskiego, wsrod gronkowcow izolowanych od hospitalizowanych pacjentow w latach
80. wartosci te byly wyzsze 1 wynosity od 24,4% do 28,7% [61]. Badania pochodzace z
ostatnich kilku lat dowiodty, Zze czgstos¢ izolowania szczepow II grupy u hospitalizowa-
nych pacjentdw utrzymuje si¢ nadal na poziomie z lat 80. 1 wynosi od 23,6% do 26,5%
[107,170].

Wraz ze wzrostem czestosci wystepowania szczepdw Il grupy w szpitalach, odno-
towano rowniez wzrost zakresu ich opornosci na antybiotyki. Przeprowadzone przez
Eriksen’a 1 wsp. badania nad lekoopornoscia szczepow S. aureus wykazatly, ze od roku
1961 do poczatku lat 90. czgstos¢ wystepowania gronkowcow Il grupy bakteriofagowe;j
opornych na penicyling wzrosta z okoto 60% do ponad 90%. Wprawdzie wzrost oporno-
sci na ten antybiotyk odnotowano w tym okresie rdwniez wsrod szczepdw szpitalnych
nalezacych do innych grup fagowych, lecz byt on prawie 2-krotnie nizszy [50]. Wedlug
opinii réznych autorow, tak wysoka opornos¢ szczepow Il grupy fagowej na penicyling
mogta by¢ wynikiem nabycia przez nie plazmidu penicylinazowego (21 kb) z genem
blaZ i tym samym zwigkszenia iloSci wytwarzanej B — laktamazy typu C lub dziatania
chromosomalnego genu blaZ, kodujacego typ B penicylinazy [197]. Podobna sytuacja
dotyczyta opornosci na tetracykliny. Od poczatku lat 60. do lat 90.wzrédst odsetek szcze-
pow II grupy fagowej opornych na tetracykliny z 4,5% do prawie 10%, podczas gdy
wsrod gronkowcow ztocistych reprezentujacych pozostate grupy fagowe tetracyklino-
oporne szczepy zmniejszyly czesto$¢ wystepowania z ponad 18% do 4,7% [50, 181].
Na podstawie przytoczonych danych mozna wigc stwierdzi¢, ze na przestrzeni 30 lat
wsrod gronkowcoéw Il grupy fagowej znacznie wzrosta liczba szczepdw opornych
na penicyling 1 tetracykliny, jednak niewrazliwos¢ na pozostale leki stosowane w lecz-
nictwie byta na ogdt nizsza niz pozostatych grup fagowych [50, 53].

Zdania, co do czgstosci wystgpowania szczepoéw Il grupy bakteriofagowej wsrdd
pacjentow z roznych oddziatow szpitalnych, sa podzielone. Wedtug jednych autorow
gronkowce te wystgpuja gtdownie w oddzialach noworodkowych i oparzeniowych [17,
180, 181, 222], wedlug innych — w oddziatach intensywnej opieki medycznej [224].
Mozna je rowniez znalez¢ u nosicieli wsrdd personelu medycznego z réznych oddziatow
szpitalnych. Pod wzgledem czgstosci wystgpowania, nosicielstwo gronkowcdw tej grupy
wsrod personelu medycznego jest podobne jak w pozostatych grupach fagowych [51,
215].

Gronkowce II grupy fagowej wywotuja rézne schorzenia charakterystyczne dla ga-
tunku Staphylococcus aureus. Wyrdznia je jednak zdolno$¢ do wywotywania zakazen
skory takich jak: liszajec zakazny czy zespot oparzonej skory, uwarunkowanych wytwa-
rzaniem specyficznych toksyn zwanych eksfoliatyng A 1B [2, 5, 90, 111, 112, 132].
Eksfoliatyny, mimo roéznic serologicznych, majaq zblizong aktywnos$¢ biologiczna.
Uszkadzaja one warstwe ziarnista naskorka, powodujac ztuszczanie powierzchniowych
warstw skory [5, 69, 96, 97, 223]. Wieloletnie obserwacje przypadkdéw wystgpowania
zespotu oparzonej skéry wykazaly, ze dotycza najczesciej noworodkow i matych dzieci
[111]. Stosunkowo niedawno wykryto substrat dla eksfoliatyn, ktérym jest wystepujaca
jedynie w skorze mtodych ssakdw desmogleina — 1 [4]. Fakt ten jest gldwna przyczyna
wrazliwosci dzieci na epidermolityczne dziatanie eksfoliatyn.
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2. CEL PRACY

Gronkowce zlociste moga wywotywac zakazenia zarowno u ludzi jak 1u zwierzat
[43, 45, 89, 139, 142, 217]. Mozna wsrod nich wyrdzni¢ biotypy, ktore charakteryzuja
szczepy ludzkie 1 zwierzece, izolowane od réznych gatunkdéw zwierzat [65, 67].

W latach 90. Isigidi i Devriese opisal nowy biotyp P-like pA+, ktory najczesciej wy-
stgpowal w produktach migsnych i u oséb zawodowo zwiazanych z ich produkcja [79].
Cecha wymienionego biotypu — w odrdznieniu od szczepdw ludzkich — jest brak wytwa-
rzania fibrynolizyny [79]. Jak dotad pochodzenie szczepdw biotypu P-like pA+ nie zo-
stato okreslone.

Badajac gronkowce zlociste pochodzace zarowno od pacjentow szpitalnych jak
1 0s0b spoza srodowiska szpitalnego, zgromadzone w kolekcji Zaktadu Mikrobiologii
GUMed, zwrocono uwagg na czgste wystgpowanie szczepdw fibrynolizynoujemnych w
IT grupie bakteriofagowej. Fakt ten wydat si¢ bardzo interesujacy, poniewaz mogtby
wskazywac na pewne powiazania tej grupy z gronkowcami pochodzacymi od zwierzat
1 sugerowaé przenikanie szczepow Staphylococcus aureus ze $rodowiska zwierzecego
do ludzkiego.

Celem obecnej pracy bylo wigc zbadanie:

1. czy szczepy fibrynolizynoujemne réznia si¢ od pozostatych gronkowcow zloci-
stych II grupy bakteriofagowej pod wzglegdem cech genetycznych i fenotypo-
wych poprzez:

— okreslenie biotypow

— przeprowadzenie typowania genetycznego w celu zbadania struktury klo-
nalnej populacji szczepow II grupy fagowe;j

— okreslenie potencjatu chorobotworczego

— okreslenie wrazliwosci na fagi 1 zbadanie profilu opornosci na antybiotyki

2. czy fibrynolizynoujemne gronkowce zlociste II grupy bakteriofagowej sa spo-
krewnione ze szczepami zwierzecymi?
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Pochodzenie badanych szczepow
3.1.1. Szczepy S.aureus II grupy bakteriofagowej izolowane od ludzi

W celu wyodrebnienia gronkowcow nalezacych do II grupy bakteriofagowej prze-
badano 445 izolatow Staphylococcus aureus wyizolowanych w okresie od maja do
grudnia 2004 roku. Uzyskano je od osob chorych ikazdy izolat pochodzit od innego
pacjenta. Szczepy zostaly wyhodowane w laboratoriach mikrobiologicznych klinik
1 szpitali, skad przestano je do Osrodka Typowania Staphylococcus aureus Bakteriofa-
gami w Gdansku w celu przeprowadzenia badania podstawowym zestawem 23 fagdw.

Do dalszych badan zakwalifikowano grupg 112 szczepow S. aureus wrazliwych na
fagi II grupy bakteriofagowej. Gronkowce pochodzity gldwnie od pacjentow leczonych
w gdanskich szpitalach 1 w innych szpitalach na terenie wojewddztwa pomorskiego
(tabela 1). Byty to:

—  Wojewddzki Szpital Zakazny (GDA1),

— Szpital Ministerstwa Spraw Wewngtrznych (GDA?2),

— Panstwowy Szpital Kliniczny nr 1 (GDA3),

— Szpital Specjalistyczny im. sw. Wojciecha Alberta (GDA4),

— Specjalistyczny ZOZ nad Matka i Dzieckiem (GDAY),

— Szpital Marynarki Wojennej (GDA6) w Gdansku,

— SP ZOZ Szpital w Leborku (LEB),

—  Wojewddzki Szpital Zespolony w Stupsku (SLU).

Dwa osrodki:

— Szpital Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slaskich (SIE),

— Instytut Surowic i Szczepionek w Krakowie (KRA) byly potozone na potudniu

Polski, a szczepy S. aureus przysytane do badan pochodzity z 1991 i 1999 roku.

Czegs¢ 1zolatow S. aureus 11 grupy fagowej (n=29) pochodzita od oso6b zdrowych.
Byli to studenci III roku Wydziatu Lekarskiego oraz I roku Pielggniarstwa Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Gronkowce ztociste wyizolowano od nich w czasie badan na
nosicielstwo (wymazy z nosa) prowadzonych w ramach zaj¢¢ z mikrobiologii (X 2004).
Badanych studentéw zaliczono do grupy osob bez klinicznego kontaktu z pacjentami ze
wzgledu na brak wczesniejszych praktyk klinicznych. Od kazdego studenta pobrano
jeden wymaz.

Badane gronkowce izolowano z réznych materiatow klinicznych (tabela 1).
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3.1.2. Szczepy S. aureus pochodzenia zwierzecego

Badaniami objgto 22 izolaty S. aureus pochodzace z zakazen od swin 1 drobiu. Przy
wyborze kierowano si¢ danymi literaturowymi, ktdre mowia, ze gronkowce izolowane
od ludzi sa najbardziej podobne do S. aureus pochodzacych od tych zwierzat [60, 64,
67]. Szczepy od swin (n=15) byty izolowane w kilku gospodarstwach hodowlanych, w
okresie od lipca 2006 do lutego 2007 roku. Kazdy izolat pochodzit ze zmian skornych od
innego zwierzecia. Opracowanie pobranego materialu wykonano w Zaktadzie Higieny
Weterynaryjnej w Lomzy i dzigki uprzejmosci dr. hab. Antoniego Jakubczaka wyizolo-
wane szczepy udostgpniono do badan.

Gronkowce ztociste od drobiu (n=7) pochodzity ze zbioréw pani prof. Aliny Wie-
liczko z Zaktadu Chordéb Drobiu we Wroctawiu oraz od dr. hab. Jacka Migdzobrodzkie-
go z Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Izolowano je z
ptynu stawowego (n=6) oraz z bioptatu watroby (n=1). Kazdy izolat pochodzit od innego
zwierzecia.

3.2. Szczepy wzorcowe

Do badan wykorzystano nast¢gpujace szczepy wzorcowe:

— oznaczanie lekoopornosci metoda dyfuzyjno-krazkowa: S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 29213 i S. aureus BM 52 (MRSA, IV klasa
heterogennosci) z Uniwersytetu Rockefelera w Nowym Yorku, dzieki
uprzejmosci dr. K. Trzcinskiego

— oznaczanie poziomu biatka A: S. aureus Cowan I (wysoki poziom biatka A)
1S. aureus Wood 46 (brak biatka A) z Uniwersytetu w Bergen, od
prof. P. Oedinga

— wykrywanie genow toksyn metoda PCR: S. aureus 14.003 (eta+, eth+),
S. aureus 14.004 (sea+, tst+) z kolekcji Narodowego Instytutu Zdro-
wia Publicznego w Warszawie (Mikrobank) oraz szczepy S. aureus
490/02 (sec+, sed+), S. aureus 864/04 (seb+), S. aureus 179/04 (luksS-
PV/ lukF-PV+) ze zbiorow Zaktadu Mikrobiologii GUMed.

— oznaczanie wytwarzania fibrynolizyny oraz wykrywanie genu fibrynolizyny
(sak) metoda PCR: S. aureus Wood 46 (sak+)

— oznaczanie wytwarzania hemolizyny B: S. aureus ATCC 25923 (wytwarza
B-hemolizyng).

3.3. Przechowywanie szczepow

Szczepy badane oraz szczepy wzorcowe przechowywano w temperaturze -70 °C na
poditozu TSB (Difco, USA) z dodatkiem 10% glicerolu. Przygotowanie do zamrozenia
obejmowato zalozenie hodowli na podtozu TSB (BioMerieux, Francja), a nastgpnie
inkubacj¢ przez noc w 37 °C. Po uzyskaniu wzrostu bakterii, do hodowli dodawano
glicerolu do stgzenia 10% i zamrazano. Szczepy pobierano z zamrozenia kazdorazowo w
celu przeprowadzenia serii badan. Szczepy uzywano do badan po dwukrotnym pasazo-
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waniu na podtozu TSA (Difco, USA) z 5% krwia baranig (Graso, Polska). Hodowlg
inkubowano przez 18 — 24 godziny w 37 °C w warunkach tlenowych.

3.4. Identyfikacja gatunku Staphylococcus aureus

Przynaleznos$¢ do gatunku Staphylococcus aureus ustalano na podstawie morfologii
kolonii, morfologii komorki bakteryjnej, obecnosci czynnika CF i koagulazy oraz testu
Api ID32 Staph (BioMerieux, Francja). Bakterie wyroste po 24 godzinach hodowli w
37 °C na podtozu TSA (Difco, USA) z dodatkiem 5% krwi baraniej (Graso, Polska)
w postaci okragtych, gladkich, wypuktych 1 btyszczacych kolonii (1 — 3 mm srednicy)
o barwie kremowozottej, ztocistej lub pomaranczowej ijednoczesnie posiadajace ko-
morki ksztattu kulistego, barwiace si¢ w metodzie Grama na kolor fioletowy, uktadajace
si¢ w nieregularne skupienia przypominajace grona, kwalifikowano do odczynu
na obecnos$¢ czynnika CF i koagulazy [12].

3.4.1. Odczyn na obecnosé czynnika CF

Odczyn CF wykonywano na 24-godzinnej hodowli gronkowcdéw na podlozu TSA
(Difco, USA) z 5% krwinkami baranimi (Graso, Polska) w temperaturze 37 °C.
Na szkietku podstawowym umieszczano dwie krople jalowego, fizjologicznego roztwo-
ru soli. W obydwu kroplach, przy pomocy ezy sporzadzano gesta zawiesing bakterii,
wygladem przypominajaca mleko. Do jednej z dwoch kropli zawiesiny — przy pomocy
ezy — dodawano duza krople osocza kréliczego (Biomed, Krakdéw), nastepnie mieszano
poprzez delikatne kolysanie szkietkiem. Pojawienie si¢ w ciagu 5 — 30 sekund zlepow
komorek odczytywano jako wynik dodatni. Pozostanie jednorodnej zawiesiny odczyty-
wano jako wynik ujemny [82]. W tym ostatnim wypadku, jak tez wtedy, gdy szczep
wykazywat autoaglutynacj¢ w fizjologicznym roztworze soli, badano obecnos¢ koagula-
zy metoda probowkowa.

3.4.2. Test na koagulaze

Do badania uzywano 24-godzinnej hodowli szczepu w 37 °C na ptynnym podiozu
TSB (Difco, USA). W probdéwce o srednicy 10 mm zawierajacej 0,8 ml hodowli bakte-
ryjnej dodano 0,2 ml osocza kréliczego (Biomed, Krakéw) rozcienczonego 1:4 (v/v) w
jatlowym, fizjologicznym roztworze soli. Probg¢ inkubowano w 37 °C. Wynik odczyty-
wano po 2, 4, 6 1 24 godzinach inkubacji. Pojawienie si¢ wyraznego skrzepu osocza
odczytywano jako wynik dodatni [201].

3.4.3. Test Api ID32 Staph

Identyfikacj¢ gatunkowa potwierdzano gotowym testem Api ID32 Staph (BioMerie-
ux, Francja). Postgpowano wedtug zalecen producenta. W tym celu, badane gronkowce
hodowano na podtozu TSA (Difco, USA) z dadatkiem 5% krwi baraniej (Graso, Polska)
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przez 18 godzin, po czym zawieszano w podtozu Api Staph Medium do uzyskania ge-
stosci optycznej 0,5 w skali Mc Farlanda (2 x 10 CFU/ml). Gesto$é zawiesiny okresla-
no nefelometrycznie, przy wykorzystaniu czytnika ATB 1550 (bioMerieux, Francja).
55 ul zawiesiny bakteryjnej nanoszono do poszczegdlnych studzienek na pasku
Api ID32 Staph. Zawieraly one studzienki z testami na wytwarzanie: ureazy (URE),
dihydrolazy argininy, dekarboksylazy ornityny (ODC), hydrolazy eskuliny (ESC), fer-
mentacj¢ glukozy (GLU), fruktozy (FRU), mannozy (MNE), maltozy (MAL), laktozy
(LAC), trehalozy (TRE), mannitolu (MAN), rafinozy (RAF), rybozy (RIB), celebiozy
(CEL), redukcje azotandw (NIT), wytwarzanie acetony (VP), B-galaktozydazy (BGAL),
arylamidazy argininy (ArgA), fosfatazy alkalicznej (PAL), arylamidazy pirolidonylu
(PyrA), opornos¢ na nowobiocyng (NOVO), fermentacj¢ sacharozy (SAC), N-
acetyloglukozaminy (NAG), turanozy (TUR), arabinozy (ARA), wytwarzanie J3-
glukuronidazy (BGUR). Wyniki odczytywano po 18-godzinnej inkubacji w temperaturze
37 °C na czytniku elektronicznym ATB Expression, Vitek Systems (BioMerieux, Fran-
cja) sprzezonym z komputerem 1 obstugiwanym przez program komputerowy ATB
PLUS. Czg$¢ prob odczytywano po uprzednim dodaniu odezynnikéw: NIT 11 NIT 2 do
proby NIT, odczynnika FB do préby pGal, VPA i VPB do proby VP i odczekaniu 10
minut.

3.5. Typowanie bakteriofagowe
3.5.1. Namnazanie i miareczkowanie fagow

Szczepy homologiczne Staphylococcus aureus oraz podstawowy zestaw 23 ba-
kteriofagéw otrzymano z Central Public Health Laboratory w Londynie od prof. M.
Marples’a.

Etap namnazania fagéw przeprowadzono na 18-godzinnej hodowli szczepu homolo-
gicznego na podtozu TSA (Difco, USA) z 5% krwia baranig. Pobierano 2 — 3 kolonie
i wsiewano je do 20 ml bulionu do namnazania fagdéw (2,5% pepton, 0,2% glukoza,
0,3% wyciag wotowy, 0,5% NaCl, pH=7,4). Hodowlg¢ prowadzono w temperaturze
37 °C w tazni wodnej z wytrzasaniem, do czasu uzyskania zmgtnienia rdwnego gestosci
0,5 w skali Mc Farlanda (4 — 5 godzin). Hodowle nast¢pnie zakazano zawiesing faga
(1,5 ml) 1 inkubowano w temperaturze 30 °C w tazni wodnej z wytrzasaniem. Po upty-
wie okoto 5 godzin kolbe umieszczano do sklarowania w temperaturze 4 °C. Nastepnego
dnia klarowny lizat odpipetowywano do probowek, a w wypadku obecnosci zmgtnienia,
proces namnazania fagdéw powtarzano. Zakonserwowane tymolem lizaty przechowywa-
no przez 2 — 3 tygodnie w temperaturze 4 °C.

W nastgpnym etapie przeprowadzono miareczkowanie fagéw w celu oznaczenia ich
miana. Zawiesing szczepu homologicznego w fizjologicznym roztworze soli (0,5 w skali
Mc Farlanda) rozprowadzano rownomiernie na powierzchni ptytki z agarem fagowym
(1% pepton, 0,1% glukoza, 0,3% wyciag drozdzowy, 1,3% agar, 400 mg/l CaCl,,
pH=7,4). Plytke suszono w temperaturze pokojowej 1 nanoszono na nig seri¢ czterech
dziesigciokrotnych rozcienczen zawiesiny faga w ptynie Ringera w proporcjach: 1:10,
1:100, 1:1.000, 1:10.000, w ilosci po 20 ul. Plytke pozostawiono do wyschnigcia, po
czym inkubowano w 30 °C przez 18 godzin.
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Miano faga odczytywano na podstawie wystapienia lizy szczepu homologicznego
wedtug wzoru:

—  miano faga 10° (catkowita liza w trzech rozcienczeniach a w czwartym
okoto 50 tysinek);

—  miano faga 10* (catkowita liza w dwéch rozcienczeniach a w trzecim oko-
to 50 tysinek);

—  miano faga 10’ (catkowita liza w pierwszym rozcienczeniu a w drugim
okoto 50 tysinek).

Do typowania S. aureus uzywano lizatdw fagowych wykazujacych miano
co najmniej 10°. Lizaty rozcienczano dziesigciokrotnie w bulionie sojowym (3% TSB,
0,1% KH,PO,, pH=7,4) otrzymujac 1xRTD i 100xRTD odpowiednio w czwartym
i drugim rozcienczeniu. Jako RTD przyjmowano najwyzsze rozcienczenie faga przy
ktorym tysinki, utworzone przez faga w hodowli szczepu homologicznego, prawie zle-
waty sie. Do typowania uzywano 1XRTD. W wypadku szczepdw, ktore nie dawaty
co najmniej jednej silnej reakcji, typowanie powtarzano w 100xRTD [16].

3.5.2. Oznaczanie wzorow fagowych

Typowanie bakteriofagowe przeprowadzono przy uzyciu podstawowego zestawu 23
fagdw zebranych w pigciu grupach litycznych [16, 162]:
— I grupa (29, 52, 52A, 79, 80, 81),
— Il grupa (3A, 3C, 55, 71),
— I grupa (6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85),
—  V grupa (94, 96),
- typ 95 (95)
—  grupa mieszana (szczepy typujace si¢ fagami z kilku grup fagowych).

Zawiesing bakterii (1 ml) o gestosci 0,5 w skali Mc Farlanda w fizjologicznym roz-
tworze soli wylewano na ptytke z agarem do typowania fagowego, réwnomiernie roz-
prowadzano po powierzchni i nadmiar odciggano pipeta. Plytke suszono w temperaturze
pokojowej przez 30 minut i nanoszono na niag w odpowiedniej kolejnosci po 20 ul za-
wiesing fagdw z podstawowego zestawu, w uprzednio zbadanym rozcienczeniu. Po
wyschnigciu kropli ptytke inkubowano w temperaturze 30 °C przez 18 godzin. Wynik
typowania w 1XRTD 1 100xRTD odczytywano przy uzyciu lupy (powigkszenielO x)
wedtug schematu:

—  staba reakcja (od 1 do 50 tysinek),
—  silna reakcja (powyzej 50 tysinek lub zlewna liza).

Wzér fagowy szczepu w 1xRTD tworzyly numery fagow dajace silng reakcj¢. Po-
dobne zasady stosowano w odniesieniu do typowania w 100xRTD. Szczepy uznawano
za rozne, jezeli wykazywaty co najmniej dwie odmienne silne reakcje. Do badan kwali-
fikowano gronkowce, ktore byly wrazliwe wytacznie na fagi II grupy lub dodatkowo
wykazywaty stabe reakcje z fagami nalezacymi do innych grup w 100xRTD.
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3.6. Okreslenie biotypow

W celu okreslenia biotypow, szczepy II grupy fagowej poddano badaniom na wy-
twarzanie fibrynolizyny, hemolizyny P oraz sprawdzono u nich zdolno$¢ koagulowania
plazmy bydlgcej 1 typ wzrostu na podlozu z fioletem krystalicznym. Dodatkowo ozna-
czono wytwarzanie biatka A w celu odréznienia szczepoéw biotypu P-like pA+ od bioty-
pu Poultry. Postepowano wedlug schematu opisanego przez Devriese i Isigidi [41, 79].

3.6.1. Oznaczanie wytwarzania fibrynolizyny

Do oceny wytwarzania fibrynolizyny uzyto bydlecego fibrynogenu (frakcja I, typ I-
S, Sigma, USA) jako substratu dla plazminy oraz surowicy psa (Sigma, USA) jako zro-
dta plazminogenu. Bydlgcy fibrynogen rozpuszczono w 2-krotnie stgzonym, jalowym
bulionie odzywczym (Nutrient Broth no.2; Oxoid, UK) do koncowego st¢zenia rownego
0,2%, idodano do 3% rozpuszczonego agaru o takiej samej objg¢tosci. Mieszaning
ogrzewano w temperaturze 55 °C na lazni wodnej przez 10 minut w celu precypitacji
fibryny. Przed rozlaniem mieszaniny na ptytk¢ dodano do niej surowice psa do konco-
wego stezenia réwnego 0,5%. Plytka kontrolna miata taki sam sktad podioza, lecz nie
zawierala surowicy psa. Badane szczepy — nie wigcej niz 10 — nanoszono w postaci
podtuznego rozmazu na ptytke testowa i kontrolna o $rednicy 90 mm kazda. Wynik
odczytywano po 24 148 godzinach inkubacji w atmosferze tlenowej, w temperaturze
37 °C. Wystgpowanie strefy przejasnienia wokot bakteryjnego wzrostu na ptytce testo-
wej 1brak takiej strefy na plytce kontrolnej odczytywano jako wynik pozytywny. S.
aureus Wood 46 uzyto jako kontroli dodatniej [40].

3.6.2. Oznaczanie wytwarzania hemolizyny

Oznaczenie wytwarzania hemolizyny B przez szczepy S. aureus przeprowadzono na
podtozu Columbia agar (Oxoid, UK) z dodatkiem 5% krwi baraniej (Graso, Polska).
Badane szczepy nanoszono na podloze w postaci podtuznego rozmazu i inkubowano w
atmosferze tlenowej przez 24 godziny w 37 °C. Jedynie pojawienie si¢ charakterystycz-
nej, ostro oddzielonej, szerokiej strefy odbarwienia podloza, ktéra w temperaturze 4 °C
przez nastgpne 18 godzin inkubacji przechodzila w calkowite przejasnienie, odczytywa-
no jako wynik dodatni. Wystepowanie innych stref przejasnienia wokdt rozmazu odczy-
tywano jako wytwarzanie hemolizyn a i/lub 6. Szczep S. aureus ATCC 25923 uzyto
jako kontroli dodatniej [41].

3.6.3. Oznaczanie zdolnosci koagulowania plazmy bydlecej

Badanie przeprowadzono w probdwkach o §rednicy 10 mm. Dodano do nich 0,5 ml
1- i 3-krotnie rozcienczonej plazmy bydlecej (Sigma, USA) oraz 18-godzinng hodowle
badanego szczepu na podiozu TSB (Difco, USA). Proby inkubowano w warunkach
tlenowych przez 6 godzin w temperaturze 37 °C. Pojawienie si¢ w tym czasie duzego
skrzepu osocza bydlecego odczytywano jako wynik dodatni [41].
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3.6.4. Oznaczanie typu wzrostu na podtozu z fioletem krystalicznym

Hodowlg¢ badanego szczepu nanoszono eza w postaci kolistego rozmazu o srednicy
6 mm na podtoze TSA (Difco, USA) z dodatkiem fioletu krystalicznego, rozcienczonego
w podtozu w stosunku 1: 100.000 (v/v). Ptytki inkubowano w 37 °C w warunkach tle-
nowych przez 24 — 48 godzin, a nastgpnie odczytywano wynik. Bakterie rosnace w po-
staci jaskrawozoltego lub bladozottego rozmazu zaliczano do wzrostu typu ,,A”. Zotty
rozmaz z fioletowym brzegiem oznaczano jako wzrost typu ,,B”. Fioletowg barwg roz-
mazu z obecnoscig lub bez pomaranczowego odcienia odczytywano jako wzrost typu
,»C”. Niebieska barwe rozmazu zaliczano do wzrostu typu ,,D”. Biaty rozmaz lub bialy
z niebieskim odcieniem zaliczano do wzrostu typu ,,E” [133].

3.6.5. Oznaczanie wytwarzania biatka A metodq blottingu

Objetos¢ 10 ul hodowli badanego szczepu (TSB, 37 °C, 18 godzin w azni wodnej z
wytrzasaniem) nanoszono na nitroceluloze (Schleicher & Schuell, Niemcy) i suszono
w temperaturze pokojowej przez 60 minut. W celu zablokowania miejsc niespecyficznie
wiazacych przeciwciala, ptukano ja w 3% BSA (Serva, Niemcy) przez 60 minut w tem-
peraturze pokojowej, uzywajac mieszadta uchylnego. Nast¢pnie nitrocelulozg¢ ptukano w
buforze TBS (10 mM Tris, pH=7,4; Serva, Niemcy) trzy razy po 15 minut, po czym
zanurzano na 60 minut w roztworze przeciwcial kréliczych (1/1.000 w TBS), znakowa-
nych peroksydaza (DAKO, Dania). Po wyplukaniu nitrocelulozy w sposob opisany po-
wyzej, wkladano ja do $wiezo przygotowanego substratu dla peroksydazy. Byt nim
4-chloro-1-naftol (13,5 mg) (Serva, Niemcy) rozpuszczony w alkoholu metylowym
(4,15 ml) oraz bufor TBS (20,1 ml) z 30% H,0, (12,5 ul). Nitroceluloz¢ inkubowano
przez okoto 2 minuty do uzyskania fioletowogranatowego koloru w miejscu naniesione;j
kontroli dodatniej. Reakcj¢ przerywano przenoszac nitroceluloze¢ do wody destylowane;.
Site reakcji odczytywano w zaleznosci od intensywnosci zabarwienia. Proby dodatnie
mialy fioletowogranatowe, fioletowe lub bladoniebieskie zabarwienie, a brak zabarwie-
nia w miejscu naniesienia proby odczytywano jako wynik ujemny [91]. Szczep S. aureus
Cowan I uzyto jako kontroli dodatnie;j.

3.7. Typowanie genetyczne

3.7.1. Badanie polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych genomo-
wego DNA (PFGE)

3.7.1.1. Przygotowanie wysokoczasteczkowego DNA

DNA bakteryjny o wysokiej masie czasteczkowej uzyskano z bloczkow agarozo-
wych w wyniku ich inkubacji w roztworach enzyméw hydrolizujacych poszczegdlne
sktadniki komoérek wedtug Chung i de Lencastre [29]. Pojedyncza koloni¢ badanego
szczepu przesiano na podioze MHA II (BBL, USA) z dodatkiem 5% krwi baraniej, a
nastgpnie inkubowano w warunkach tlenowych przez 18 godzin w temperaturze 37 °C.
Z wyrostych bakterii sporzadziono zawiesing o ggstosci 3,5 w skali Mc Farlanda w fizjo-
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logicznym roztworze soli. Zawiesing o objegtosci 1,5 ml przeniesiono do probowki
Eppendorfa, zwirowano (8.000 obr./min), supernatant odrzucono, a osad bakteryjny
zawieszono w 150 pl buforu PIV (0,01 M Tris pH=8,0; 1 M NacCl). Nastgpnie dodano
150 pl ogrzanej do temperatury 50 °C ptynnej agarozy SeaPlaque (FMC, USA) o steze-
niu 2%, 1 doktadnie wymieszano. Mieszaning nanoszono w ilosci po 20 pl na ptytke
szklang powleczong warstwa parafilmu (Sigma, USA) i odtluszczong za pomoca 95%
etanolu. Krople przykrywano odttuszczonymi, mikroskopowymi szkietkami podstawo-
wymi na wysokosci okoto 3 mm od parafilmu, tak by przybraty ksztalt krazka. Plytke z
krazkami pozostawiono przez 5 minut w temp. -20 °C, nastgpnie przenoszono je do
probowek typu Eppendorf (Saerstedt, Niemcy) i dodawano §wiezo przygotowanego
roztworu EC (6 mM Tris pH=8,0; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA; 0,2% deoksycholan sodu;
0,2% sarkozyl, 50 pg/ml RNAza A; 100 pg/ml lizozym) (Sigma, USA); 50 ul/ml lizosta-
finy (AMBI Inc., USA) i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 4 godziny. Enzymy:
RNAz¢ i lizozym dodawano do buforu tuz przed uzyciem. Roztwor EC usuwano, krazki
agarozowe zalewano 1 ml roztworu ESP (0,5 M EDTA pH=9; 1% sarkozyl; 1 mg/ml
proteinaza K) (Boehringer-Manheim, Niemcy). Krazki inkubowano w takim buforze
przez 18 godzin w temperaturze 50 °C. Roztwor ESP odrzucano a krazki zalewano 10
ml roztworu TE (10 mM Tris pH=7,5; 1 mM EDTA; Sigma, USA) i ptukano z tagod-
nym wytrzasaniem przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Roztwor TE zlewano
a proces plukania powtarzano jeszcze cztery razy. Krazki przenoszono do nowych pro-
bowek typu Eppendorf, zalano 1 ml roztworu TE iprzechowywano w temperaturze
4 °C.

3.7.1.2. Trawienie DNA enzymem restrykcyjnym

Krazek zawierajacy wysokoczasteczkowy DNA przeniesiono do probdéwki Eppen-
dorfa, zalano 100 ml buforu Yellow Tango® (MBI Fermentas, Litwa) i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastgpnie bufor odpipetowano, a krazek
zalano 50 pl buforu Yellow Tango® zawierajacego 20 U enzymu Smal (MBI Fermentas,
Litwa). Przeprowadzono trwajaca 3,5 godziny inkubacje w temperaturze pokojowe;.
Mieszaning odpipetowano, a krazek zalano 250 pl roztworu TE (Sigma, USA). Nastep-
nie probki chromosomalnego DNA poddano elektroforezie w zmiennym polu elektrycz-
nym przy wykorzystaniu aparatu CHEF DR-II (BioRad, USA). Jednoczesnie stosowano
Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs, USA) jako standard wielkos$ci
liniowych czasteczek DNA, umozliwiajacy skorygowanie, w procesie komputerowej
analizy wzordw restrykcyjnych, efektow nierdwnomiernego rozdzialu poszczegdlnych
probek.

3.7.1.3. Rozdzial elektroforetyczny

Elektroforez¢ prowadzono w 1% zelu przygotowanym z agarozy Pulsed Field Certi-
fied (BioRad, USA) w 0,5 x stezonym buforze TBE (45 mM Tris-base, 45 mM kwas
borowy, 1 mM EDTA). Krazki z preparatami DNA umieszczano w studzienkach Zelu
1 zalewano 0,8% agaroza Pulsed Field Certified (BioRad, USA). Stosowano nastgpujace
parametry elektroforezy: temperatura (12 °C), rdéznica potencjatu migdzy elektrodami
(6 V), poczatkowy czas pulsu (1 sekunda), koncowy czas pulsu (30 sekund), czas elek-
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troforezy (22 godz.). Po przeprowadzonej elektroforezie zel barwiono przez 30 min w
roztworze bromku etydyny (15 pl) i ptukano w wodzie destylowanej przez 30 minut.

3.7.14. Analiza wzorow restrykcyjnych

Otrzymane wzory restrykcyjne poréwnywano i okreslano ich podobienstwo przy
uzyciu programu Molecular Analyst Software, Fingerprinting v. 1.12 (BioRad, USA).
Ostateczng analiz¢ prowadzaca do uzyskania dendrogramu wykonano na reprezentatyw-
nej grupie wzorow restrykcyjnych, wybierajac po jednym przedstawicielu dla kazdej
grupy wzordw uznanych za identyczne (podtypoéw). W analizie zastosowano wspotczyn-
nik podobienstwa Dice’a oraz metode grupowania UPGMA [203]. Ze wzgledu na prze-
prowadzenie precyzyjnej, recznej korekty zaburzen polozenia prazkow, oraz bardzo
subtelne réznice pomigdzy niektorymi wzorami, przyjgto restrykcyjny wskaznik toleran-
cji pozycji prazkéw wynoszacy 0,45%. Oznacza on dopuszczalng rdéznicg polozenia
dwoch prazkow uznawanych przez oprogramowanie za identyczne. Zgodnie z przyjety-
mi zasadami, analizie podlegaty prazki odpowiadajace fragmentom DNA nie mniejszym
niz 50.000 par zasad (polozone powyzej najnizszego prazka standardu wielkosci).

Na podstawie uzyskanego dendrogramu okreslono przynaleznos¢ izolatow do typow
1 podtypow. Zastosowano tzw. lini¢ odcigcia na poziomie ok. 50 w skali dendrogramu,
co oznacza, ze za nalezace do jednego typu uznawano izolaty, ktorych galezie rozchodza
si¢ powyzej tego punktu. Przyjmujac niska warto$¢ linii odcigcia dazono do zaliczenia
do danego typu, izolatow wykazujacych w analizie wzrokowej niewatpliwe podobien-
stwo wzordw czyli spodziewane pokrewienstwo. Dodatkowa wskazowke w takim poste-
powaniu stanowily fragmenty mniejsze niz 50.000 par zasad, nieuwzgledniane przy
analizie komputerowej. Typy PFGE definiowano wedlug kryteridw przyjetych przez
Tenowera 1 wsp. [208]. Izolaty, ktore posiadaty identyczne wzory PFGE, uznawano za
identyczne i kwalifikowano je do jednego podtypu. Izolaty z wzorami réznigcymi si¢ nie
wigcej niz trzema prazkami uznawano za $cisle spokrewnione i okreslano jako podtyp
nalezacy do jednego typu PFGE. Izolaty z wzorami PFGE rdzniacymi si¢ prazkami w
ilosci od czterech do szesciu prazkdw uznawano za prawdopodobnie spokrewnione.
Izolaty uznawano za niespokrewnione jezeli roznily si¢ wigksza niz szes$¢ liczba praz-
kéw. Typy zostaty oznaczone kolejnymi literami alfabetu i podzielone na podtypy (wy-
rozniane liczbg stojaca przy literze oznaczajacej typ). Przy nadawaniu oznaczen stoso-
wano zasad¢ uzywania wczesniejszej litery alfabetu 1inizszej liczby dla typow
1 podtypow liczniej reprezentowanych. Na dendrogramie umieszczono oznaczenia pod-
typdw, ktérym odpowiadajq poszczegdlne galezie. W przypadku podtypow reprezento-
wanych przez wigcej niz jeden izolat w nawiasie wskazano liczebnos¢ podtypu.

3.7.2. Typowanie genu biatka A (spa)
3.7.2.1. Izolowanie DNA
Bakteryjny DNA o wysokim ci¢zarze czasteczkowym oczyszczano z komorkowego

lizatu stosujac zestaw Easy Genomic DNA Preparation (A&A Biotechnology, Polska)
wedtug Barskiego 1 wsp. [14]. Objetos¢ 1 ml 18-godzinnej hodowli S.aureus w podtozu



Material 1 metody 31

TSB (Difco, USA) wirowano (12000 obr./min) przez 5 minut, osad zawieszano w 200 pl
roztworu 2% Triton X-100 w 2 M NaCl (Serva, Niemcy). Lizostafing (Sigma, USA) o
objetosci 2,5 pl dodawano do uzyskania koncowego stezenia 25 pg/ml. Zawiesing do-
ktadnie mieszano 1 inkubowano w 37 °C przez 30 minut w termobloku. Nast¢pnie do-
dawano 1 pl proteinazy K (20 mg/ml; Sigma, USA), podwyzszajac jednoczesnie
temperatur¢ inkubacji do 65 °C. Po 15 minutach zawiesing chlodzono do temperatury
pokojowej, dodawano 400 pl chloroformzelu (A&A Biotechnology, Polska) 1 catos¢
mieszano (vortex, DHN, Polska) przez 10 sekund a potem odwirowywano
(8000 obr./min) przez 5 minut. Gorna faze¢ odpipetowywano do nowej probowki, zawar-
ty w niej DNA wytracano przy pomocy 300 ul alkoholu izopropylowego (Serva, Niem-
cy). Prébe pozostawiano przez 18 godzin w temperaturze -20 °C. Po odwirowaniu, osad
przemywano 70% alkoholem etylowym i suszono w temperarurze pokojowej. DNA
rozpuszczano w 100 upl buforu TE (10 mM Tris pH=8; 1 mM EDTA; Sigma, USA)
ijego stezenie okreslano spektrofotometrycznie (Kalkulator DNA, Pharmacia). DNA-
przechowywano w temperaturze -20 °C, a do reakcji PCR rozcienczano go jatowa, dejo-
nizowana woda, do stezenia 5 ng/ul.

3.7.2.2. Reakcja PCR

W reakcji PCR amplifikowano polimorficzny fragment X genu spa kodujacego
biatko A. Wybrano startery [59] o sekwencjach:

SPA-1 (5 CAA GCA CCA AAA GAG GAA 3?),

SPA-2 (5 CAC CAG GTT TAA CGA CAT 3’) (Sigma, USA).

DNA bakteryjne w ilosci 5 ul (5 ng/ul) mieszano z 5 pl buforu reakcyjnego (100
mM Tris — HCL pH=8; 500 mM KCL, 15 mM MgCl,, 0,8% detergent; MBI Fermentas,
Litwa), 5 pl mieszaniny dNTP (dATP, dCTP, dGTP,dTTP) o stezeniu 2 mM kazdy, 1 pl
kazdego ze starterow SPA-1 1 SPA-2 (100 uM st¢zenie kazdego), 2 U Taq DNA polime-
razy (MBI Fermentas, Litwa) i dopetlniano do objetosci 50 pl woda (Sigma, USA). Am-
plifikacj¢ przeprowadzano w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System
2400 (Perkin Elmer) wedlug schematu:

95 °C przez 4 minuty (denaturacja wstepna)

95 °C przez 1 minut¢ (denaturacja),

60 °C przez 1 minutg (przylaczanie starterow)

72 °C przez 1 minut¢ (wydtuzanie syntetyzowanego tancucha). Przeprowadzono 25
cykli amplifikacyjnych obejmujacych denaturacje, przylaczanie starterow i wydtuzanie
fancucha. W ostatnim cyklu prowadzono dodatkowo catkowita polimeryzacje w 72 °C
przez 3 minuty [59].

3.7.2.3. Elektroforeza produktu PCR

Wyniki amplifikacji odczytywano na 4% zelu agarozowym (Sigma, USA) wobec
bromku etydyny (ICN Biomedicals Inc., Austria). W tym celu do 10 pl mieszaniny reak-
cyjnej dodawano 2 pl buforu obciazajacego (60% glicerol, 0,09% bitekit bromofenolowy,
0,09% ksylen, 60 mM EDTA; MBI Fermentas, Litwa) i calo$¢ nanoszono na przykryte
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buforem TAE (0,04 M Tris-octan, 0,001 M EDTA; Sigma, USA) studzienki w zelu
agarozowym (2% agaroza w buforze TAE z dodatkiem bromku etydyny; Sigma, USA).
Elektroforez¢ prowadzono przez 90 minut (nat¢zenie 45 mA) z wykorzystaniem zasila-
cza STABNAP 300 (Kucharczyk TE, Polska) 1 nastgpnie zel fotografowano na transilu-
minatorze UV (Sigma, USA). Wielkos¢ zamplifikowanego fragmentu genu spa pordw-
nywano z pozycja markerow ci¢zaru czasteczkowego (GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
MBI Fermentas, Litwa).

3.7.2.4. Sekwencjonowanie produktu PCR i okreslenie typow spa oraz komplek-
sow klonalnych spa-CC

Sposréd badanych szczepdw 11 grupy fagowej (n=112) wyznaczono do sekwencjono-
wania 40 gronkowcow. Wybierano przewaznie po 1 izolacie z kazdego typu PFGE, a w
wypadku najliczniejszego typu (PFGE — A) po jednym izolacie z kazdego podtypu (n=23).
Badaniu poddano rowniez wszystkie szczepy izolowane od zwierzat. Sekwencjonowanie
produktu PCR przeprowadzono przy uzyciu aparatu ABI 377 (Applied Biosystems, Foster
City, California). Otrzymane krotkie sekwencje powtdrzone (SSR) ponumerowano
1 opracowano postugujac si¢ programem Ridom SpaType, ktdry jest dostgpny na stronie
http://spaserver.ridom.de. Wynik podawano w postaci kodu numerycznego okreslajacego
typy spa. W celu okreslenia klonalnych powiazan migdzy szczepami o réznych typach spa,
pogrupowano je w kompleksy klonalne (spa-CC). Do tego celu uzyto algorytmu BURP,
korzystajac z programu Ridom Staph Type software w wersji Demo [129]. Nazwe kom-
pleksu klonalnego (spa-CC) tworzyl typ spa zwany ,,founderem”, ktory byt najbardziej
spokrewniony z pozostatymi typami spa w kompleksie [129]. W sktad kompleksu klonal-
nego wchodzity rézne typy spa dla ktérych stopien ewolucji pomigdzy dwoma szczepami
(,,cost”) o roznych typach spa byl mniejszy od 4 [129, 130].

3.8. Badane cechy genotypowe
3.8.1. Wykrywanie genu fibrynolizyny

W reakcji PCR amplifikowano fragment genu sak kodujacego fibrynolizyng. Posia-
da on sekwencje konserwowane, wystepujace u wszystkich znanych wariantow tego
genu [92]. Do reakcji wybrano startery o nastepujacych sekwencjach:

SAKI (5 CGC AGG AGG CCT CAT ATG TCA AGT TCA TTC GAC AAA GGA

AAA TAT 3°);
SAK2 (5> GCT CGG CAT GCT GCT GCA GTT ATT TCT TTT CTA TAA CAA
CCT TTG 3’) (Sigma, USA) [92].

3.8.1.1. Reakcja PCR i elektroforeza produktu reakcji
DNA bakteryjne izolowano i przygotowywano do reakcji PCR zgodnie z metodyka

opisang w punkcie 3.7.2.1 i dodano do mieszaniny reakcyjnej przygotowanej zgodnie z
punktem 3.7.2.2. Uzyto starterow SAK-1 1 SAK-2 o stgzeniu 100 uM kazdy. Amplifika-
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cj¢ przeprowadzano w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400
(Perkin Elmer) wedtug schematu:

— 94 °C przez 1 minut¢ (denaturacja),

— 56 °C przez 1 minute (przylaczanie starteréw)

— 72 °C przez 2 minuty (wydluzanie syntetyzowanego tancucha).

Przeprowadzono 30 cykli amplifikacyjnych. W ostatnim cyklu prowadzono dodat-

kowo catkowitg polimeryzacje w 72 °C przez 2 minuty [92]. Wyniki amplifikacji odczy-
tywano na 2% zelu agarozowym (Sigma, USA) przygotowanym wedtug punktu 3.7.2.3.
Wielko$¢ zamplifikowanego fragmentu genu sak (410 par zasad) poréwnywano z pozy-
cja markerow cigzaru czasteczkowego (pUC19 DNA/Mspl Marker 23; MBI Fermentas,
Litwa). Kontrol¢ ujemng stanowila mieszanina reakcyjna poddana reakcji PCR, bez
dodania DNA bakteryjnego.

3.8.2. Wykrywanie genow toksyn gronkowcowych
Metoda multiplex PCR oznaczano geny odpowiedzialne za produkcj¢ eksfoliatyn: A

1B (eta, eth), enterotoksyn A, B, C, D (seqa, seb, sec, sed) oraz toksyny wstrzasu tok-
sycznego TSST-1 (ts?).

Tabela 2. Startery zastosowane w reakcji PCR do amplifikacji genéw toksyn gronkowcowych
Table 2. Primers used in PCR amplification of staphylococcal toxin genes

Starter Sekwencje starteréw (5° —3”) Wielkos¢ produktu
Primer Sequence of primers (5°—3°) Size of product (pz)
SEAL1 GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 102

SEA2 CGG CAC TTTTTT CTC TTC GG

SEB1 GTA TGG TGG TGT AAC TGA GC L64

SEB2 CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG

SEC1 AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTA TGG -

SEC2 CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG

SED1 CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 287

SED2 ATT GGT ATT TTT TTT CGT TC

TSST1-1 ACC CCT GTT CCC TTATCA TC 396
TSST1-2 TTT TCA GTA TTT GTA ACG CC

ETA-1 GCA GGT GTT GAT TTA GCA TT

ETA-2 AGA TGT CCC TAT TTT TGC TG .

ETB-1 ACA AGC AAA AGA ATA CAG CG 6

ETB-2 GTT TTT GGC TGC TTC TCT TG

PVL-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433

PVL-2 GCA TCA ACT GTA TTG GAT AGC AAA AGC
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Metoda PCR wykrywano geny leukocydyny Panton-Valentina (lukS-PV / lukF-PV).
Startery uzywane w reakcji PCR (Sigma, USA) wybrano wedtug opracowania Mehrotra
1wsp. [128] z wyjatkiem PVL-1, PVL-2 [121]. Sekwencje starterow oraz wielkos¢
otrzymanego produktu przedstawia tabela 2.

3.8.2.1. Reakcja multiplex PCR i elektroforeza produktow reakcji

DNA izolowano 1 przygotowywano do reakcji PCR zgodnie z metodyka opisang w
punkcie 3.7.2.1. Reakcj¢ multiplex PCR przeprowadzano z zastosowaniem dwodch rdz-
nych mieszanin starterow (A 1B). Mieszanina A zawierala po 20 pmoli starterow dla
genow sea, seb 1 sec, 40 pmoli startera dla genu sed oraz 5 ul buforu reakcyjnego stezo-
nego dziesigciokrotnie (100 mM Tris-HCL, pH=8,3; 500 mM KCL; 0,8% detergent;
MBI Fermentas, Litwa), 1,5 mM MgCl,, 200 uM mieszaniny trdjfosforanow dezoxyry-
bonukleozydow (dATP, dCTP, dGTP,dTTP), 2 U Taq DNA polimerazy (MBI Fermen-
tas, Litwa), 5 ul bakteryjnego DNA (5 ng/ul) oraz dejonizowang wode¢ (Sigma, USA),
ktora dopelniano mieszaning reakcyjng do catkowitej objetosci rownej 50 ul. Mieszanina
B zawierata podobny do mieszaniny A sktad odczynnikow z wyjatkiem MgCl, (2 mM)
i starterow dla gendw: eta (50 pmoli), eth (20 pmoli) oraz zst (20 pmoli). Amplifikacje
przeprowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin
Elmer, USA), zgodnie ze schematem:

94 °C przez 5 minut (denaturacja wstgpna),

94 °C przez 2 minuty (denaturacja),

57 °C przez 2 minuty (przytaczanie starteroéw)

72 °C przez 1 minutg (wydtuzanie syntetyzowanego tancucha).

Przeprowadzono 35 cykli amplifikacyjnych obejmujacych denaturacjg, przytaczanie
starterow 1 wydtuzanie tancucha. W ostatnim cyklu przeprowadzono dodatkowo catko-
witg polimeryzacj¢ w 72 °C przez 7 minut [128].

Do wykrywania gendéw leukocydyny Panton-Valentine (lukS-PV / lukF-PV) przygo-
towano 50 pl mieszaniny reakcyjnej wedlug schematu umieszczonego w punkcie
3.7.2.2. uzywajac po 1 ul starterow PVL-1, PVL-2 (100 mM). Amplifikacj¢ przeprowa-
dzono wedtug schematu (30 cykli):

— 94 °C przez 0,5 minuty (denaturacja),
— 55 °C przez 0,5 minuty (przylaczanie starterow)
— 72 °C przez 1 minute (wydtuzanie syntetyzowanego tancucha) [121].

Elektroforezg¢ przeprowadzano w 4% zelu agarozowym, zgodnie z metodyka opisa-
ng w punkcie 3.7.2.3. Wielko$¢ zamplifikowanych fragmentéw poréwnywano z pozycja
markera ci¢zaru czasteczkowego (pUC19 DNA/Mspl Marker 23; MBI Fermentas, Li-
twa) i ze szczepami wzorcowymi. Kontrolg ujemna stanowita mieszanina bez dodatku
DNA bakteryjnego, poddana reakcji PCR.

3.8.3. Wykrywanie genow adhezyn gronkowcowych

Metoda multiplex PCR wykrywano geny kodujace biatka wiazace elastyne (ebp),
sialoproteing kostna (bbp), kolagen (cna), fibrynogen (fib) oraz fibronektyng (fnbB) w
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szczepach S. aureus [211]. Startery uzywane w reakcji PCR (Sigma, USA) oraz wiel-
ko$¢ otrzymanego produktu przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Startery zastosowane w reakcji PCR do amplifikacji genow adhezyn gronkowcowych
Table 3. Primers used in PCR amplification of staphylococcal adhesin genes

Starter Sekwencje starterow (5° — 3”) ;Y;(;llljli):: v2)
EBP1 CAT CCA GAA CCA ATC GAA GAC 196
EBP2 CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTTG

CNALl GTC AAG CAG TTA TTA ACA CCA GAC 3
CNA2 AAT CAG TAA TTG CAC TTT GTC CAC TG

BBPI AAC TAC ATC TAG TAC TCA ACA ACA G

BBP2 ATG TGC TTG AAT AAC ACC ATC ATC T o7
FIB1 CTA CAA CTACAATTGCCG TCAACAG 404
FIB2 GCT CTT GTA AGA CCATTT TCT TCA C

FNBBI GTA ACA GCT AAT GGT CGA ATT GAT ACT 24
FNBB2 CAA GTT CGA TAG GAG TAC CTA TGT TC

3.8.3.1. Reakcja multiplex PCR i elektroforeza produktow reakcji

DNA izolowano i przygotowywano do reakcji PCR zgodnie z metodyka opisana w
punkcie 3.7.2.1. Dwie rédzne mieszaniny starterow uzywano do reakcji multiplex PCR.
Pierwsza zawierala startery dla genow: bbp, cna 1 ebp, druga — dla genoéw: fib i fnbB — w
stezeniu po 20 pmoli kazdy. Pozostale sktadniki mieszaniny reakcyjnej przygotowano
wedtug punktu 3.7.2.2. Amplifikacj¢ przeprowadzono w automatycznym termocyklerze
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) wedlug schematu:

— 94 °C przez 5 minut (denaturacja wstgpna),

— 94 °C przez 1 minuta (denaturacja),

— 55 °Cprzez 1 minut¢ (przylaczanie starterow)
— 72 °C przez 1 minute¢ (wydtuzanie tancucha).

Przeprowadzono 25 cykli amplifikacyjnych obejmujacych denaturacjg, przylaczanie
starterow 1 wydluzanie tancucha. W ostatnim cyklu prowadzono dodatkowo catkowita
polimeryzacj¢ w 72 °C przez 10 minut. Elektroforeze¢ przeprowadzano w 4% zelu agaro-
zowym, zgodnie z metodyka opisang w punkcie 3.7.2.3. Wielko$¢ amplifikowanych
fragmentéw pordéwnywano z pozycja markera ci¢zaru czasteczkowego (GeneRuler 50 bp
DNA Ladder, MBI Fermentas, Litwa). Kontrol¢ ujemna stanowita mieszanina bez dodat-
ku DNA bakteryjnego, poddana reakcji PCR.
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3.8.4. Wykrywanie genu mecA

Opornos¢ na metycyling okreslono wstepnie za pomoca krazka z cefoksytyna.
Szczepy S. aureus, ktore dawaty wyniki watpliwe w postaci obecnosci mikrokolonii w
strefie zahamowania wzrostu, lub wykazywatly opornos$¢ na cefoksytyng, zostaty podda-
ne badaniu metoda PCR na obecnos$¢ genu mecA kodujacego opornos¢ na metycyling
[14]. W reakcji PCR zastosowano startery o nastepujacych sekwencjach:

Mec 1 (5> AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 3’)
Mec 2 (5> AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C 3’) (Sigma, USA).

3.8.4.1. Reakcja PCR i elektroforeza produktu reakcji

DNA bakteryjne otrzymane zgodnie z metodyka w punkcie 3.7.2.1. dodano do mie-
szaniny reakcyjnej sporzadzonej wedlug punktu 3.7.2.2. Amplifikacje przeprowadzono
wedtug schematu:

— 94 °C przez 3 minuty (denaturacja wstgpna),
— 96 °C przez 1 minute,

—  55°C przez 0,5 minuty,

— 72 °Cprzez 1,5 minuty.

Po denaturacji wstgpnej przeprowadzono 40 cykli. W ostatnim cyklu prowadzono
dodatkowo catkowita polimeryzacj¢ w 72 °C przez 3 minuty. Elektroforeze przeprowa-
dzano w 2% zelu agarozowym, zgodnie z metodyka opisana w punkcie 3.7.2.3. Obec-
nos¢ prazka DNA wielkos$ci okoto 533 par zasad na $ciezce elektroforetycznej uznawano
za wynik dodatni (wedlug pozycji markera pUC19 DNA/Mspl Marker 23; MBI Fermen-
tas, Litwa). Kontrole¢ ujemng stanowila mieszanina reakcyjna bez bakteryjnego DNA,
poddana reakcji PCR.

3.9. Badane cechy fenotypowe
3.9.1. Oznaczanie wrazliwosci szczepow na antybiotyki
3.9.1.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa

Badanie wrazliwosci szczepow na antybiotyki z roznych grup przeprowadzono me-
toda dyfuzyjno-krazkowa na podtozu MHA zgodnie z metodyka opisang w CLSI [31,
32]. Przy doborze krazkow z antybiotykami kierowano si¢ aktualnymi rekomendacjami
Krajowego Osrodka Referencyjnego do spraw Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw [77,
225]. Zastosowano krazki z nastgpujacymi antybiotykami: penicylina (Pe 10 U), cefok-
sytyna (FOX 30 pg), kotrimoksazol (SXT — Sulfamethoxazol 23,75 pg + Trimetoprim
1,25 ng), ciproflokacyna (Cip 5 pg), wankomycyna (Va 30 pg), teikoplanina (Tec 30
ng), kwas fusydowy (Fa 10 pg), chloramfenikol (C 30 pg), gentamycyna (Ge 10 pg),
rifampicyna (Rf 10 pg), klindamycyna (CC 2 pg), erytromycyna (E 15 pg) mupirocyna
(Mup 200 pg), streptomycna (S 10 U) (Becton Dickinson, USA; Oxoid, UK). Opornos¢
na tetracykliny zbadano uzywajac krazkow z tetracykling (T 30 pg) i z minocykling (M



Material 1 metody 37

30 pg) (Oxoid, UK). Badane szczepy zawieszano w jalowym, fizjologicznym roztworze
soli, do uzyskania ggstosci optycznej rownej 0,5 w skali Mc Farlanda (czytnik ATB;
BioMerieux, Francja). Zawiesing nanoszono na podloze MHA jalowa wymazdwka
1 naktadano krazki z antybiotykami w ilosci nie wigcej niz 5 na ptytke o srednicy 90 mm.
W celu oznaczenia fenotypu opornosci typu MLSp (makrolidy, linkosamidy, strepto-
gramina B) stosowano krazki z klindamycyng (CC 2 pg) i erytromycyna (E 15 pg) w
odlegtosci 15 — 26 mm migdzy krawedziami krazkéw. W celu oznaczenia indukcyjnego
fenotypu opornosci na minocykling postuzono si¢ testem 2 krazkéw: tetracykliny (T
30 pg,) 1 minocykliny (M 30 ng). Krazki T 30 i M 30 utozono na podtozu MHA obok
siebie w odleglosci 8 — 9 mm od krawedzi krazka [212].

Plytki z natozonymi krazkami inkubowano w atmosferze tlenowej, w temperaturze
35 °C przez 18 godzin. W wypadku cefoksytyny 1 wankomycyny inkubacj¢ wydtuzono
do 24 godzin. Wyniki odczytywano poprzez zmierzenie Srednicy strefy zahamowania
wzrostu wokot krazka z antybiotykiem. Interpretacj¢ antybiogramoéw przeprowadzono w
oparciu o dane CLSI [31] oraz wedtug zalecen Krajowego Osrodka Referencyjnego do
spraw Lekowrazliwosci Drobnoustrojow [77, 225], z wyjatkiem kwasu fusydowego
1 streptomycyny [200]. Wrazliwo$¢ na mupirocyne oceniono wedtug Finlay 1 wsp. [55].

Fenotyp opornosci na makrolidy i linkosamidy odczytywano jako indukcyjny
MLSg, jezeli strefa zahamowania wzrostu wskazywata oporno$¢ na erytromycyne, a
strefa wokot krazka z klindamycyng byta $cigta od strony krazka z erytromycyna [77].
W wypadku konstytutywnego mechanizmu opornosci MLSg., wystgpowata opornos¢ na
erytromycyng i1 klindamycyne zgodnie z wytycznymi CLSI [31].

Fenotyp opornosci na minocykling odczytywano jako indukcyjny jezeli nastapito
scigcie strefy zahamowania wzrostu bakterii wokot krazka z minocykling (M 30) od
strony tetracykliny — dodatni test dwoch krazkow [212].

3.9.1.2. Oznaczenie najmniejszego stezenia hamujgcego (MIC) tetracykliny

Badaniu poddano szczepy S. aureus 11 grupy fagowej oporne na tetracykling w me-
todzie dyfuzyjno-krazkowej. Z hodowli badanego szczepu (wedlug metodyki w punktcie
3.3) przygotowano zawiesing w jalowym, fizjologicznym roztworze soli o gestosci 0,5
w skali Mc Farlanda (okoto 1 — 2 x 10* CFU/ml). Gesto$é zawiesiny okreslono nefelo-
metrycznie za pomoca czytnika ATB (Bio Merieux, Francja). Zawiesing rozcienczano
1:10 w jatowym, fizjologicznym roztworze soli i nanoszono w ilosci 2 pl (okoto 10*
CFU) za pomoca pipety automatycznej na seri¢ statych podtozy MHA ze wzrastajacymi
stezeniami tetracykliny: 16, 32, 64, 128, 256 mg/l (Fluka, Chiny). Na kazdej ptytce
umieszczano po okoto 20 zawiesin badanych szczepdw. Kontrole wzrostu stanowity dwa
podioza bez antybiotyku, na ktére nanoszono po 2 ul zawiesiny badanego szczepu przed
1 po naniesieniu szczepdw na podtoza z antybiotykiem. Ptytki inkubowano w temperatu-
rze 35 °C przez 24 godziny w atmosferze tlenowej [32]. Wartos¢ MIC okreslano, jako
najmniejsze stezenie tetracykliny, ktore powodowato zahamowanie wzrostu bakterii
widoczne nieuzbrojonym okiem.
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3.9.2. Oznaczanie wlasciwosci lipolitycznych

Wiasciwoscei lipolityczne badanego szczepu oznaczano na podlozu TSA (Difco,
USA) z dodatkiem 1% Tween 80 i 0,1% CaCl, (Serva, Niemcy). Szczepy S. aureus
wysiewano na przygotowane wczesniej plytki w postaci podtuznego rozmazu, nie wigcej
niz 10 na ptytke o srednicy 90 mm. Inkubacj¢ prowadzono w warunkach tlenowych,
przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Jezeli szczep wytwarzatl lipaze rozkladajaca
Tween 80 to wokot rozmazu powstawata wyrazna strefa zmgtnienia [196].

3.10. Metody statystyczne

Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica 8.0. (GU-
Med.). Do oceny réznic wystgpujacych migdzy porownywanymi grupami gronkowcow
w wystgpowaniu gendéw toksyn, adhezyn oraz we wrazliwosci na fagi, aktywnosci bio-
chemicznej czy opornosci na antybiotyki zastosowano test Fishera. Wartos¢ p < 0,05
przyjeto jako réznicg statystycznie znamienna.
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4. WYNIKI

4.1. Szczepy Staphylococcus aureus 11 grupy fagowej izolowane od ludzi

4.1.1. Podzial na biotypy

Podziat na biotypy gronkowcow Il grupy fagowej przeprowadzono w oparciu o
kryteria przyjete przez Devriese 1 Isigidi — tabela 4 [41, 79].

Tabela 4. Wiasciwosci biotypdw S.aureus zgodnie z kryteriami Devriese i Isigidi

Table 4. Properties of S. aureus biotypes according to Devriese and Isigidi scheme

Koagulacja Fiolet
Biotyp Fibrynolizyna | Hemolizyna B | plazmy bydlgce;j krystaliczny | Biatko A
Biotype Staphylokinase | p-hemolysin Bovine plasma Crystal Protein A
coagulation Violet type
| e [
e |- ' ' i
ovv.czy B N N c .
ovine
drobio
poultrywy - - - A B
P-like pA + - - - A 4
NHS 1 + - + A *
NHS 2 + + A *
NHS 3 - + - A *
NHS 4 - + - C *
NHS 5 - - - C *

NHS — non-host-specific, P-like pA+ — Poultry like protein A positive;

D typ wzrostu na podlozu z fioletem krystalicznym / type of growth on crystal violet
agar,

* cecha uwzgledniana wytacznie do odrdznienia biotypu drobiowego od biotypu P-like
pA+ / a property regardes only to differentiate of poultry biotype from P-like pA+ bioty-
pe.

Wsréd gronkowcdw ztocistych 11 grupy bakteriofagowej (n=112) wyrdzniono dwa
gléwne biotypy: P-like pA+ i ludzki — tabela 5. Biotyp P-like pA+ obejmowat ponad
polowe badanych szczepow (58,9%), podczas gdy okoto 40% gronkowcdw nalezalo do
biotypu ludzkiego (39,3%). Jedynie dwa badane szczepy miaty cechy biotypu NHS 4
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(1,8%) taczacego zardéwno wtasciwosci biotypu ludzkiego jak i1 biotypow zwierzecych.
Szczepy biotypu P-like pA+, w odrdznieniu od biotypu ludzkiego, nie produkowaty
fibrynolizyny i nie posiadaly genu sak odpowiedzialnego za jej produkcj¢ (rycina 1,
rycina 2). Ponadto charakteryzowaly si¢ brakiem wytwarzania hemolizyny f, ujemna
reakcjq z plazma bydleca oraz typem wzrostu ,,A” na podtozu z fioletem krystalicznym
(tabela 4). Gronkowce biotypu ludzkiego, oprocz wytwarzania fibrynolizyny, wykazy-
waty ujemna reakcj¢ z plazma bydlgca, nie produkowaty hemolizyny B 1 mialy typ wzro-
stu ,,C” (22,3%) lub ,,A” (17%) na podtozu z fioletem krystalicznym (tabela 4, tabela 5).

Tabela 5. Podzial gronkowcéw II bakteriofagowej na biotypy zgodnie z kryteriami Devriese
i Isigidi

Table 5. Subdivision of phage group Il staphylococci into biotypes according to Devriese
and Isigidi scheme

Biotyp / Biotype Badane szczeIIl)}(f ;) )T ested strains
ludzki ,,C”/ human “C” 25(22,3)

ludzki ,,A”/ human “A” 19 (17)

bydlecy / bovine 0

owczy / ovine 0

drobiowy / poultry 0

P-like pA + 66 (58,9)*

NHS 4 / non-host-specific 4 2 (1,8)

razem / total 112 (100)

n — liczba badanych szczepdw / the number of tested strains;

* szczepy, u ktdrych nie wykryto genu sak kodujacego fibrynolizyng / strains with negative result
test for sak gene coding the staphylokinase.

reakcja ujemna / negative reaction

reakcja dodatnia / positive reaction

Ryc. 1. Wytwarzanie fibrynolizyny
Fig. 1. Staphylokinase production
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410 pz —> sak

M — marker wielkosci DNA (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); §ciezka 1— kontrola
ujemna, $ciezki 2—3 — kontrola dodatnia; $ciezki 4-8 — szczepy P-like pA+

M — molecular size marker (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); lane 1 — negative
control; lanes 2—3 — positive control; lanes 4—8 — P-like pA+ strains.

Ryc. 2. Elektroforeza agarozowa produktu PCR genu fibrynolizyny (sak)
Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification of staphylokinase gene (sak) product

Fakt wystgpowania wysokiego odsetka fibrynolizynoujemnych gronkowcow o bio-
typie innym niz biotyp ludzki zadecydowal o potrzebie zbadania, czy brak wytwarzania
fibrynolizyny przez gronkowce biotypu P-like pA+ jest cechg roznych szczepow, czy tez
mamy do czynienia z nieznanym dotychczas klonem, w ktérym cecha niewytwarzania
fibrynolizyny dotyczy jednego szczepu. Aby sie o tym przekonaé, w dalszej czesci pracy
zastosowano typowanie genetyczne przy uzyciu elektroforezy pulsacyjnej (PFGE) oraz
sekwencjonowanie genu biatka A (spa).

4.1.2. Typowanie genetyczne
4.1.2.1. Typy PFGE

Wyniki typowania genetycznego DNA trawionego enzymem restrykcyjnym Smal
(PFGE) w szczepach Il grupy fagowej przedstawiono na dendrogramie (rycina 3). Wy-
nika z niego, ze badana populacja gronkowcoéw (n=112) wykazuje duze zréznicowanie
genetyczne — wyrozniono 58 podtypow i 14 typéw PFGE (PFGE A — N). Typ PFGE-A
tworzyta najliczniejsza grupa izolatow (58,9%, n=66) z liczba 23 réznych podtypow
PFGE (PFGE: Al — A23) i z poziomem podobienstwa na dendrogramie réwnym
1 wigkszym 55% (metoda UPGMA, wspoélczynnik Dice’a). Pozostate typy PFGE byly
mniej liczne i wystgpowaly z czestoscig od 10,7% (n=12, PFGE-C) do 0,9% (n=1,
PFGE -1, K, M i N) —rycina 3, rycina 4.

Na podstawie kryteriow Tenovera i wsp. okreslajacych ,.klon”, jako grupe izolatow
wykazujacych wzgledem siebie pokrewienstwo i nalezacych do jednego typu PFGE
[208] wykazano, Zze populacja gronkowcow biotypu P-like pA+ tworzyla jeden klon
PFGE-A (n=66) — rycina 3. W odrdznieniu od niej, gronkowce biotypu ludzkiego byty
zroznicowane — wykryto wsrdd nich 13 klonéw PFGE z 35 podtypami. Klony PFGE —
C, D, E, F 1 G skupialy izolaty biotypu ludzkiego ,,C”, podczas gdy klony PFGE — B, H,
I,J, K, L, M i N reprezentowane byly przez gronkowce biotypu ludzkiego ,,A”. Nalezy
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podkresli¢, ze zaden sposrod szczepow biotypu ludzkiego nie nalezat do klonu reprezen-

towanego przez szczepy P-like pA+.

60 80
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Poziom podobienstwa zostat obliczony przy uzyciu metody UPGMA oraz wspétczynnika Dice’a.
The level of genetic similarity was created by UPGMA method and Dice’a coefficient.

Ryc. 3. Dendrogram wzoréw PFGE przedstawiajacy powiazania migdzy 112 izolatami
S. aureus 11 grupy bakteriofagowej pochodzacymi od ludzi

Fig. 3. Dendrogram containing PFGE patterns of 112 S. aureus of bacteriophage group Il isolates
from human origin
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Ryc. 4. Wzory PFGE otrzymane po cieciu enzymem restrykcyjnym Sma [ DNA 112 gronkowcow
II grupy fagowej
Fig. 4. PFGE image with the Sma [ restriction pattern of DNA from 112 staphylococci
of phage group 11
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Ryc. 4 cd. Wzory PFGE otrzymane po cigciu enzymem restrykcyjnym Sma [ DNA 112 gronkow-
cow Il grupy fagowej
Fig. 4 (continued). PFGE image with the Sma I restriction pattern of DNA from 112 staphylococci
of phage group 11
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Wyniki otrzymane w metodzie PFGE zostaly nastgpnie zweryfikowane przy pomo-
cy typowania genu biatka A (spa). Wybor metody podyktowany byt duza sit¢ réznicuja-
ca, porownywalna z metoda PFGE, oraz przydatnos¢ w krotko- 1 dlugoterminowych
badaniach nad strukturg klonalng szczepdw S. aureus [129, 130, 139].

4.1.2.2. Typy genu spa i kompleksy klonalne (spa-CC)

W pierwszym etapie typowania przeprowadzono amplifikacji¢ polimorficznego
fragmentu X genu spa wsrod populacji szczepow 1l grupy fagowej (n=112). Wyniki, z
uwzglednieniem poszczegolnych klondw (typdw) PFGE przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Wielkos$ci polimorficznego fragmentu X genu spa wérdd gronkowcdw II grupy fagowej
nalezacych do réznych typdw/podtypow PFGE

Table 6. The size of polymorphic X-region of spa gene from different PFGE types/subtypes of
phage group I staphylococci

Wielkos¢ fragmentu X genu spa* (liczba powtorzen 24 pz**)

gl}:'f()}/godtyp Size of X region of spa gene (number of 24 bp repeats)
PFGE N "
subtype/type 340 310 290 270 250 220 200 170

(12) (11) (10) 9) (8) (7) (6) (5
Al —A23 66 20 39 5 0 2 0 0 0
B1-B2 7 0 0 0 0 0 0 2 5
Cl1-0C9 12 0 0 0 8 4 0 0 0
D1-D3 4 0 0 0 3 1 0 0 0
E1-ES 7 0 0 2 5 0 0 0 0
F1-F2 2 0 0 0 0 2 0 0 0
Gl -G2 2 0 0 0 0 0 2 0 0
H1 -H3 3 0 0 3 0 0 0 0 0
I 1 0 0 0 0 0 1 0 0
-2 2 0 0 0 1 0 0 1 0
K1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
L1-L3 3 0 0 0 0 0 0 2 1
M1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
N1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Razem 112 20 39 10 17 11 3 6 6
Total % 17,8 34,8 8,9 15,2 9,8 2,7 53 5,3

* par zasad / base pair
** wedtug Frenay / according to Frenay [59]
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M 11 12 13 14 15 16 17 18

340 pz >
170 pz >

LP 12 11 109 8 7 7 5 6 6 11 11 11 12 12 12 12 12

LP — liczba powtorzen fragmentu 24 par zasad, M — marker wielko$ci DNA (GeneRuler 50 bp
DNA Ladder, Fermentas, Litwa); Sciezki 1-3, 11-18 — szczepy PFGE-A; Sciezka 4 — szczep
PFGE-E1; $ciezka 5 — szczep PFGE-C1; $ciezka 6 — szczep PFGE-G1; $ciezka 7 — szczep PFGE-
I1; $ciezka 8 — szczep PFGE-B1; $ciezka 9 — szczep PFGE-L1; $ciezka 10 — szczep PFGE-B1

LP — the number of 24 base pair repeats, M — molecular size marker (GeneRuler 50 bp DNA
Ladder, Fermentas, Litwa); lanes 1-3, 11—18 — PFGE-A strains; lane 4 — PFGE-E| strain ; lane 5
— PFGE-CI strain, lane 6 — PFGE-G1 strain, lane 7 — PFGE-I1 strain, lane 8 — PFGE-B1 strain;
lane 9 — PFGE L1 strain; lane 10 — PFGE-B1 strain

Ryc. 5. Elektroforeza agarozowa produktu PCR regionu X genu spa
Fig. 5. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification of X region of the spa gene product

Wynika z niej, ze badane gronkowce wykazywaly zréznicowanie pod wzgledem
wielkosci amplifikowanego fragmentu X genu spa. Najliczniejsze byly szczepy dla kto-
rych produkt amplifikacji wynosit 310 pz (34,8%). Najmniej liczne okazaty si¢ gron-
kowce z fragmentem X genu spa rownym 220 pz (2,7%).

W obrebie jednego klonu PFGE badane gronkowce dawaty zblizone dlugosci pro-
duktu PCR 1 zwiazang z tym podobna liczbg powtdrzen fragmentu 24 par zasad. W klo-
nie PFGE-A (n=66) niemal wszystkie izolaty miaty produkt wielkosci 310 pz lub 340 pz
1 odpowiednio jedenascie (59,1% — 39/66) i dwanascie (33,3% — 20/66) wielokrotnosci
odcinka 24 pz (rycina 5). Nalezy zaznaczy¢, ze wymienione wielkosci byty charaktery-
styczne dla klonu PFGE-A, gdyz nie pojawialy si¢ one w pozostatych badanych izola-
tach. Wérod tych ostatnich, tworzacych klony: PFGE — C, D, E, F 1 G, wystgpowaty
zblizone wielko$ci produktu PCR (220 — 270 pz) i liczba powtdrzen (7 — 9).

W drugim etapie typowania przeprowadzono sekwencjonowanie amplifikowanego
fragmentu X genu spa. Badaniami obj¢to szczepy Il grupy fagowej reprezentujace po-
szczegdlne klony PFGE, a w przypadku klonu PFGE-A, poszczegdlne podtypy
(A1 — A23). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Typy genu spa oraz kompleksy klonalne wyrdznione w obrebie typdw/podtypow PFGE
gronkowcow II grupy bakteriofagowej (n=40)

Table 7. Spa types and clonal complexes (spa-CC) selected among different PFGE types/subtypes
of staphylococci of bacteriophage group Il (n=40)

Podtyp PFGE Typ spa Szereg powtorzen

PFGE subtype " spa type Repeat succession™ spa-CC
Al, A2, A3, A7,

j:}é: 2}5: gg: 12 t084 107 123 r12 r34 r34 r12 r12 23 102 r12 123

A22, A23

?%7?21%13’ 5 t346 107 123 r12 134 r12 r12 123 102 r12 123 CC346/084
A9, Al5 2 t254 107 r34 r12 r12 123 102 r12 123

A6 1 t144 107 123 r12 134 134 r12 r12 r23 102 102 r12 123

A4, A10, A21 3 t774 107 r23 r12 r34 r34 r12 r12 r12 123 102 r12 123

Cl 1 t435 r14 44 r13 r17 r17 r17 123 r18 117

C2 1 t4527 | 107 r13r17 117 r17 123 r18 117

Gl 1 t2086 [r14r44r13r12r17 117117

F1 1 t284 r14r44 r13 r17 r17 123 r18 r17 Ces
El 1 t159 r14 rd4 r13 r12 r17 r17 123 r18 117

D1 1 t435 r14 44 13 r17 r17 r17 123 r18 r17

H1, H2, H3 3 t008 r11r19r12 121 r17 134 124 134 122 125 singleton 1
n 1 t056 04 120112 r17 120 r17 r12 r17 r17 singleton 2
N1, Ml 2 t164 r07 106 r17 r21 134 134 122 134 singleton 3
K1 1 t189 r07 123 r12 121 r17 134 singleton 4
B1,B2,L1 3 t209 r07 r16 r12 23 34 singleton 5
1 PPN | 107120 712 134 134 112 112 123 102 112 123 singleton 6

* typy spa oraz sekwencje powtorzen dostepne w http://www.ridom.de/spaserver
* spa types and repeat sequence available at http://www.ridom.de/spaserver.

W rezultacie przeprowadzonych badan wyrdzniono 17 typow spa, w tym jeden no-
wy, nie umieszczony w bazie danych (http://www.ridom.de/spaserver). Najczestszy
okazal si¢ typ spa t084, ktory stanowitl okoto 1/3 badanych izolatow (30% — 12/40).
Pozostale typy spa pojawialy si¢ rzadziej 1 obejmowaty nie wigcej niz pi¢¢ izolatow.
Wykorzystujac algorytm BURP [129,130] okreslono nastgpnie powigzania klonalne
miedzy wyrdznionymi typami genu spa wsrod badanych gronkowcdw — tabela 7, rycina
6. Wyrdzniono 2 kompleksy klonalne typéw genu spa: spa-CC346/084 i spa-CC435,
oraz grupe¢ singletonéw. Do kompleksu spa-CC346/084 nalezaly izolaty reprezentujace
klon PFGE — A, podczas gdy kompleks spa-CC435 byt bardziej zréznicowany, gdyz
skupiat izolaty pochodzace z pigciu innych klonow (PFGE — C, D, E, F 1 G). Do grupy
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singleton6w nalezaty izolaty, ktore nie wykazywaty powiazan klonalnych migdzy typa-
mi spa (spa-CC) i1 reprezentowaty pozostate klony PFGE (PFGE — B, H, [, J, K, L, M i
N).

1254

14527 @ +1-008
o #2-1056

t144 1435 t159 — @ #3-tlo4
® #4-t189

@ -0

1284 ® #6 - t nowy/new

spa-CC346/084 spa-CC435 singletony

Wielkos¢ kota jest proporcjonalna do liczby izolatéw. Odleglo$é miedzy potaczonymi typami spa
nie zawiera informacji o genetycznym dystansie miedzy nimi. Czarne kola reprezentujq grupe
“founderéw” / The size of circle is proportional to the number of isolates. The spacing between
linked spa types provides no information concerning the genetic distance between them. Black
circles represent group ,, founders” [130].

Ryc. 6. Klonalne powiazania typdw genu spa wsrod gronkowcdw 11 grupy fagowej (n=40) utwo-
rzone przy zastosowaniu algorytmu BURP

Fig. 6. Clonal relationships of spa — types of staphylococci from bacteriophage group Il (n=40)
created with the BURP algorithm

4.1.2.3. Kompleksy klonalne wystepujace w obrebie biotypow

Dotychczas uzyskane wyniki typowania spa wymagaja wyjasnienia, czy istnieje
zwigzek migdzy biotypem a przynaleznoscia do wyrdznionych spa-CC kompleksow
klonalnych. W tabeli 8 przedstawiono klonalne powiazania typow spa (spa-CC) wsrdd
szczepow Il grupy fagowej z uwzglednieniem biotypdw. Wynika z niej, ze w biotypie P-
like pA+pojawiajq si¢ wylacznie szczepy kompleksu klonalnego spa-CC346/084, pod-
czas gdy gronkowce biotypu ludzkiego wykazuja zroznicowanie klonalne. Izolaty bioty-
pu ludzkiego, ktore mialty typ wzrostu ,,C” na podtozu z fioletem krystalicznym, tworzy-
ty jeden kompleks klonalny typow spa (spa-CC435). W przeciwienstwie do nich, wsrod
gronkowcow biotypu ludzkiego ,,A” wystgpowaly szczepy nie wykazujace powigzan
klonalnych migdzy typami spa (singletony).
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Tabela 8. Wystgpowanie komplekséw klonalnych (spa-CC) w obrebie szczepow biotypu P-like
pA+ oraz biotypu ludzkiego

Table 8. Occurrence of clonal complexes (spa-CC) among strains of P-like pA+ and human bio-
types

Biotyp / Biotype Podtyp PFGE / PFGE subtype spa-CC
P-like pA+ Al —A23 (66)* CC346/084 (23)*
Cl —-C4,C6—-C9 (10) CC435 (2)
D1 -D3 (4) CC435 (1)
ludzki “C” / human “C” E1-E5(7) CC435 (1)
F1-F2(2) CC435 (1)
Gl -G2(2) CC435 (1)
H1 -H3 (3) singleton #1 (3)
JI1-J2(2) singleton #2 (1)
M1 (1) singleton #3 (1)
ludzki “A” / human “A” NL() singleton #3 (1)
K1 (1) singleton #4 (1)
B1-B2(7) singleton #5 (2)
L1-L3(3) singleton #5 (1)
I1 (1) singleton #6 (1)
razem / total 110 40

* liczba badanych szczepdw / the number of tested strains.

Przedstawione dotychczas wyniki badan gronkowcow II grupy fagowej wskazuja na
obecnos¢ dwoch gldwnych, genetycznie odmiennych biotypdw: P-like pA+ 1 ludzkiego.
Fibrynolizynoujemny biotyp P-like okazal si¢ klonem skupiajacym izolaty o podobnych
wzorach PFGE (A1l — A23), o powiazanych typach genu spa w jeden kompleks klonalny
(spa-CC346/084). W odroznieniu od biotypu P-like pA+, szczepy ludzkie wykazaly
zréznicowanie klonalne, gdyz wyrdznio wsrod nich szereg klondw PFGE i tylko czgs$¢ z
nich — o typie wzrostu ,,C” na podtozu z fioletem krystalicznym — wykazywata powiaza-
nia klonalne typdw spa (spa-CC435). Wsrod pozostatych gronkowcdw ludzkich (typ
,»A”") takich powiazan nie wykazano (singletony).

Biorac pod uwage przedstawione wyniki badan, w dalszej czesci pracy gronkowce
CC346/084 okreslano jako kompleks klonalny szczepow P-like pA+, gronkowce CC435
jako kompleks klonalny szczepdéw ludzkich L ,,C”, a grupg singletonow — jako klony
ludzkie L ,,A”.
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4.1.3. Porownawcza charakterystyka wyroznionych kompleksow klonalnych

4.1.3.1. Wystepowanie genow toksyn

eta etbh
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eta, etb — geny eksfoliatyn A i B; [ukS-PV/lukF-PV — geny leukocydyny Panton-Valentina; tst —
gen toksyny wstrzasu toksycznego-1; sea, seb, sec, sed — geny enterotoksyn A, B, CiD
eta, eth — genes of exfoliative toxin A and B, lukS-PV/lukF-PV — genes of Panton-Valentina leuko-

cidin; tst — gene of toxic shock syndrome toxin-1; sea, seb, sec, sed — genes of enterotoxins A, B, C
and D.

Ryc. 7. Wystgpowanie gendw toksyn wsrod szczepow S. aureus nalezacych do wyréznionych
komplekséw klonalnych

Fig. 7. Occurrence of toxin genes of S. aureus strains from detected clonal complexes
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Zjadliwos¢ bakterii zalezy gldwnie od zdolnos$ci wytwarzania toksyn oraz adhezyn —
czynnikdw zwiazanych z pierwszym etapem zakazenia. Jak wykazano w pracy, wszyst-
kie szczepy biotypu P-like pA+ nie wytwarzty fibrynolizyny — jednego z podstawowych
czynnikow wirulencji ludzkich gronkowcow zlocistych [19]. Aby okresli¢ mozliwosci
chorobotworcze szczepow P-like pA+ 1 dowiedzie¢ si¢, czy rdznig si¢ one pod tym
wzgledem od gronkowcdw ludzkich, zbadano wystgpowanie gendw niektorych toksyn
zwigzanych z okreslonym typem zakazenia (eta, etb, ukS-PV/IukF-PV, sea, seb, sec,
sed, tst) [18, 35, 150, 174] 1 adhezyn gronkowcowych (ebp, cna, bbp, fib i fubB).

Na rycinie 7 przedstawiono wyniki oznaczania metoda PCR gendw o$miu toksyn
gronkowcowych wystepujacych w obrebie wyroznionych kompleksow klonalnych.
Wynika z niej, ze pomiedzy kompleksem klonalnym P-like pA+ oraz kompleksem ludz-
kim L ,,C” istnieja wyrazne roznice dotyczace rozpowszechnienia gendow toksyn, a klony
ludzkie z grupy singletonéw (L ,,A”) pod tym wzgledem sa podobne do kompleksu
L ,,C”. Podczas gdy w kompleksie klonalnym P-like pA+ nie wykryto zadnego z bada-
nych gendw, ponad potowa szczepéw kompleksu L ,,C” miala geny leukocydyny Pan-
ton-Valentina (lukS-PV/lukF-PV, 52% — 13/25; p<0,0001). Na drugim 1 trzecim miejscu,
pod wzgledem czgstosci wystgpowania gendw toksyn, w kompleksie L ,,C” znalazly si¢
geny eksfoliatyny A (eta, 36% — 9/25; p<0,0001) i eksfoliatyny B (eth, 24% — 6/25;
p=0,0002). W grupie klonéw ludzkich L ,,A” (singletony) przewazaly szczepy z genem
eksfoliatyny A (eta, 52,6% — 10/19) i w poréwnaniu z kompleksem szczepéw P-like
pA+ byla to istotna réznica (p<0.0001). Pozostate geny toksyn (sea, seb, sec, sed, tst)
wykryto jedynie w klonach ludzkich (L ,,C”, L ,,A”), lecz wystepowaly one z niskg cze-
stoscia.

W tabeli 9 oraz na rycinach 8 — 9 przedstawiono profile genowe toksyn w szczepach
nalezacych do wyrdznionych kompleksow klonalnych.

226 pz — eth

93 pz > eta

M — marker wielko$ci DNA (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); $ciezka 1 — kontrola
ujemna; $ciezka 6 — kontrola dodatnia; Sciezka 2 — szczep grupy singletondéw L ,,A”, Sciezki 3—5 —
szczep kompleksu klonalnego L ,,C”; $ciezki 7-8 — szczepy kompleksu klonalnego P-like pA+

M — molecular size marker (pUCI19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); lane 1 — negative
control; lane 6, — positive control; lane 2 — strain of singletons group L ,,A”; lanes 3-5 — strains
of L ,,C”clonal complex; lanes 7-8 — strains of P-like pA~+clonal complex.

Ryc. 8. Elektroforeza agarozowa produktéw multiplex PCR gendw eta, eth
Fig. 8. Agarose gel electrophoresis of multiplex PCR amplification of eta, etb gene products
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lukS-PV/lukF-PV

M — marker wielko$ci DNA (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); $ciezka 1 — kontrola
dodatnia; $ciezka 4 — kontrola ujemna; $ciezki 2—3, 9—10 — szczepy kompleksu klonalnego L ,,C”;
sciezki 5—8 — szczepy kompleksu klonalnego P-like pA+

M — molecular size marker (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa), lane I — positive
control; lane 4 — negative control; lanes 2-3, 9—10 — strains of L ,,C” clonal complex; lanes 5-8 —
strains of P-like pA+ clonal complex.

Ryec. 9. Elektroforeza agarozowa produktu PCR genu [ukS-PV/lukF-PV
Fig. 9. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification of ukS-PV/lukF-PV gene product

Tabela 9. Profile genowe toksyn wsrod szczepdw S. aureus nalezacych do wyrdéznionych kom-
pleksow klonalnych

Table 9. Toxin genes patterns of S. aureus strains from detected clonal complexes

Kompleks klonalny
Clonal complex

Profile genowe toksyn n (%)
Toxin gene patterns

P-like pA+ L,C” L,A”*

(N=66) (N=25) (N=19)

lukS-PV/lukF-PV 0 13 (52) 0
eta/eth 0 6 (24) 0
eta 0 3(12) 10 (52,6)
sea 0 0 2 (10,5)
seb 0 0 1(5,3)
sec 0 2 (8) 1(5,3)
tst 0 1(4) 0
razem / total 0 25 (100) 14 (73,7)

*singletony / singletons.

Jak wynika z danych zawartych w tabeli 9, kompleks klonalny szczepow ludzkich
L ,,C” charakteryzowal si¢ przynajmniej jednym z poszukiwanych genow toksyn w
szczepie (100%) 1 najczesciej byly to szczepy z genem leukocydyny Panton-Valentine
(52%) lub eksfoliatyn A/B (24%) — ryciny 8 — 9. W grupie klonéw ludzkich L ,,A”,
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podobnie jak w kompleksie L ,,C”, wigkszos¢ gronkowcow posiadato geny toksyn
(73,7%) 1 przewazaty wsrod nich szczepy z jednym genem — eksfoliatyny A (52,6%). W
kompleksie klonalnym szczepow P-like pA+, ze wzgledu na brak poszukiwanych ge-
néw, nie udato si¢ okresli¢ profilu toksyn.

Wyniki przedstawione w tej czgsci pracy wskazuja, ze w porownaniu z gronkowca-
mi ludzkimi (L ,,C”, L ,,A”), gronkowce kompleksu klonalnego P-like p A+ nie zawiera-
ja genow toksyn, ktdre biora udzial w patomechaniZzmie zakazen skory. Cecha charakte-
rystyczna szczepow ludzkich (L ,,C”, L ,,A”) sa natomiast geny toksyn: eta, etb, [ukS-
PV/lukF-PV, bioracych udzial w powstawaniu okreslonych zmian skornych [6, 90].

4.1.3.2. Wystepowanie genow adhezyn

Na rycinach 10 — 13 przedstawiono wystepowanie wybranych genéw adhezyn
wsrod szczepow nalezacych do wyrdznionych kompleksow klonalnych. Jak mozna za-
uwazy¢, kompleks klonalny szczepow P-like pA+ rdznil si¢ od gronkowcow ludzkich

(L ,,C”, L,,A”) zardbwno czestoscig wystgpowania genow adhezyn, jak tez ich rodzajem.

ebp cna bbp
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ebp — gen biatka wiazacego elastyne; cna — gen biatka wigzacego kolagen; bbp — gen biatka wig-
zacego sialoproteing kostng
ebp — gene of:elastin binding protein, cna — gene of kolagen binding protein, bbp — gene of bone
binding protein.

Ryec. 10. Wystepowanie gendéw adhezyn (ebp, cna, bbp) wsrdd szczepow S. aureus nalezacych
do wyréznionych komplekséw klonalnych

Fig. 10. Occurrence of adhesin genes (ebp, cna, bbp) of S. aureus strains from detected clonal
complexes
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575 pz—> bbp
423 pz — ona
186 pz — ebp

M — marker wielkosci DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Litwa); sciezka 4 — kontrola
ujemna; Sciezki 1-3 oraz 5 — szczepy kompleksu klonalnego L “C”; $ciezki 69 — szczepy kompleksu
klonalnego P-like pA+

M — molecular size marker (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Litwa); lane 4 — negative
control; lanes 1-3 and 5 — strains of L “C” clonal complex; lanes 6—9 — strains of P-like pA+
clonal complex.

Ryc. 11. Elektroforeza agarozowa produktow multiplex PCR genow: ebp, cna i bbp

Fig. 11. Agarose gel electrophoresis of multiplex PCR amplification of ebp, cna and bbp gene
products
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fib — biatko wiazace fibrynogen; fnbB — biatko wiazace fibronektyne
fib — fibrinogen binding protein; fubB — fibronectin binding protein.

Ryc. 12. Wystepowanie genow adhezyn (fib, fubB) wsrdd szczepow S. aureus nalezacych
do wyroznionych komplekséw klonalnych

Fig. 12. Occurrence of adhesin genes (fib, fubB) of S. aureus strains from detected clonal com-
plexes
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524 pz >

fnbB
404 pz —>

fib

M — marker wielkosci DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Litwa); $ciezka 1 — kon-
trola ujemna; $ciezki 2—8 — szczepy kompleksu klonalnego P-like pA+

M — molecular size marker (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Litwa); lane 1 — negative
control; lanes 2—8 — strains of P-like pA+ clonal complex.

Ryec. 13. Elektroforeza agarozowa produktow multiplex PCR gendw fib i fubB
Fig. 13. Agarose gel electrophoresis of multiplex PCR amplification of fib and fnbB gene products

W kompleksie klonalnym L ,,C” wykryto z wysoka czgstoscia szczepy z genami bia-
tek wiazacych: elastyne (ebp, 96% — 24/25); kolagen (cna, 92% — 23/25) oraz sialoprote-
in¢ kostna (bbp, 88% — 22/25), podczas gdy nie odnaleziono takich genow wsrod szcze-
pow kompleksu P-like pA+ (p<0,0001) — ryciny 10 1 11. W kompleksie P-like pA+, w
odrdznieniu od L ,,C”, dominowaty gronkowce z genem biatka wigzacego fibronektyng
(fnbB, odpowiednio: 58/66 1 0/25; p<0,0001) — ryciny 12 i 13. Klony ludzkie L ,,A”
zajmowaly stanowisko posrednie. Istotne roznice migdzy nimi a szczepami P-like pA+
dotyczyly gendw: ebp oraz fubB. Gronkowce L ,,A”, w przeciwienstwie do P-like pA+,
posiadaly w wigkszosci gen biatka wiazacego elastyng (ebp, odpowiednio: 14/19 1 0/66;
p<0,0001) 1 nie wykryto u nich genu biatka wiazacego fibronektyng¢ (fnbB, odpowiednio:
0/19 1 58/66; p<0,0001).

Wspdlna whasciwoscia pordwnywanych grup szczepdw byta jedynie obecnos¢ genu
kodujacego bialko wiazace fibrynogen (fib). Wspomniany gen dominowal w szczepach
kompleksu klonalnego P-like pA+ (100%) i réwniez w szczepach ludzkich: L ,,C” (96%)
1L ,,A” (94,7%).

Analiza profili genowych adhezyn (tabela 10) wykazata przewage szczepow z kom-
binacja dwdch gendw: fib, fnbB (87,9%) w kompleksie klonalnym P-like pA+. W odréz-
nieniu od nich, wsréd gronkowcdéw ludzkich kompleksu klonalnego L ,,C” wykryto az
88% szczepdw z czterema genami adhezyn (fib, ebp, cna, bbp). W grupie gronkowcow
L ,,A” wystgpowaly rézne kombinacje gendw adhezyn, lecz ich liczba zazwyczaj nie
przekraczata dwoch gendw na szczep (89,6%).
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Tabela 10. Profile genowe adhezyn wsrdd szczepow S. aureus nalezacych do wyrdznionych kom-
pleséw klonalnych

Table 10. Adhesin genes patterns of S. aureus strains from detected clonal complexes

Kompleks klonalny
Clonal complex

Profile genowe adhezyn n (%)
Adhesin gene patterns

P-like pA+ L.,C” L,A”*

(N=66) (N=25) (N=19)

fib 8 (12,1) 0 3(15.7)
fib, fubB 58 (87,9) 0 2 (10,5)
fib, ebp 0 14) 11 (57,9)
fib, cna 0 1(4) 0
fib, ebp, bbp 0 0 1(5,2)
fib, ebp, cna 0 0 1(5,2)
fib, ebp, cna, bbp 0 22 (88) 0
ebp, cna 0 0 1(5,2)
ebp 0 1(4) 0

*singletony / singletons.

Przedstawione wyniki moga wskazywac na roznice w mechanizmie adherencji mig-
dzy szczepami kompleksu klonalnego P-like pA+ i kompleksu klonalnego szczepow
ludzkich (L ,,C”). Gronkowce L ,,C”, dzigki posiadaniu gendow bbp i cna moga produ-
kowa¢ adhezyjny wiazace si¢ ze sialoproteing kostna i kolagenem — biatkami wystepuja-
cymi gtownie w tkance kostnej 1 stawach [78, 166, 213]. W przeciwienstwie do nich, w
szczepach P-like pA+ wykryto gen biatka wiazacego fibronektyng (fnbB) — czynnika
szeroko rozpowszechnionego w réznych miejscach naszego organizmu [57].

4.1.3.3. Potencjal chorobotworczy

W tej czesci pracy poddano ocenie potencjat chorobotworczy szczepdw S. aureus
IT grupy fagowej, ktéory wedtlug van Leeuwen i wsp., okresla liczba genéw wirulencji
przypadajacych na szczep [117]. Wyniki uzyskane dla genéow toksyn i adhezyn, z
uwzglednieniem komplekséw klonalnych przedstawiono na rycinie 14.
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Ryc. 14. Potencjal chorobotwoérczy szczepow S. aureus nalezacych do wyréznionych kompleksow
klonalnych

Fig. 14. Virulence potential of S. aureus strains from detected clonal complexes

Jak mozna zauwazy¢ na wykresie, kompleks klonalny P-like pA+ posiadal szczepy
z nizszy potencjatem chorobotwdrczym w poréwnaniu z kompleksem ludzkim L ,,C”.
Podczas gdy wsrdd szczepow P-like pA+ dominowaty gronkowce z kombinacjq jedynie
dwdch gendw wirulencji (87,9% — 58/66), w kompleksie klonalnym szczepdéw ludzkich
L ,,C” przewazaly gronkowce z pigcioma (60% — 15/25) 1 szeScioma (32% — 8/25) ge-
nami wirulencji. Klony ludzkie L ,,A” zajmowaly stanowisko posrednie, gdyz wigkszos¢
z nich posiadala trzy geny wirulencji (68,4% — 13/19). Jedynie 10,5% szczepéw L ,,A”
miato 2 geny wirulencji.

Wyniki przeprowadzonej analizy sa podstawa do wyciagnigecia wniosku o réznicach
w potencjale chorobotworczym 1 w mechanizmach patogennego dziatania gronkowcow
P-like pA+ oraz szczepow ludzkich (L ,,C” 1 L ,,A”). Wyzszy potencjal chorobotworczy
maja gronkowce ludzkie (L ,,C”, L ,,A”). Ztozyly si¢ na niego geny toksyn wywotuja-
cych zmiany skorne oraz geny adhezyn zwiazanych z innymi postaciami zakazen. Gron-
kowce P-like pA+ okazaly si¢ grupa o nizszym potencjale chorobotwdrczym. Nie wy-
kryto u nich gendéw toksyn i wykazano obecnos¢ genow adhezyn dla bialek szeroko
rozpowszechnionych w naszym organizmie.

4.1.3.4. Wlasciwosci biochemiczne i wytwarzanie lipazy

W tej czesci pracy poddano badaniu wiasciwosci fenotypowe szczepow Il grupy fa-
gowej nalezacych do wyroznionych kompleksow klonalnych.

Analize wtasciwosci biochemicznych przeprowadzono przy zastosowaniu testu
Api ID32 Staph i przedstawiono w tabeli 11.
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Tabela 11. Wlasciwosci biochemiczne szczepdw S. aureus z wyrdznionych kompleksow klonal-
nych okres$lone przy zastosowaniu testu Api ID 32 Staph

Table 11. Biochemical properties of S. aureus strains from detected clonal complexes determined

in API ID 32 Staph test

Kompleks Reakcje dodatnie / Positive reaction

klonalny N n (%)

Clonal N 2 3
complex ADH LAC PyrA | NOVO | RD RU LIP
P-like pA+ 66 | 13(19,7) | 11,5 | 8(12,1) |46 (69,7)| 66 (100)| 66 (100) |22 (33,3)
L“C” 25 | 25(100) | 24 (96) 4(16) | 17 (68) | 25 (100)| 25 (100)| 14 (56)
L “A”* 19 | 16 (84,2) | 19 (100) | 6 (26,3) | 16 (84,2)| 19 (100)| 19 (100)| 9 (47,4)

ADH - dihydrolaza argininy / arginine dihydrolase, LAC — rozktad laktozy / fermentation lactose,
PyrA — arylamidaza pyrolidonylu / pyrolidonyl arylamidase, NOVO — oporno$¢ na nowobiocyng /
novobiocin resistance.

D pozostate reakcje dodatnie / other positive reactions: URE, PAL, GLU, FRU, MNE, MAL, TRE,
MAN, SAC, NAG, TUR, NIT, VP; ? pozostate reakcje ujemne / other negative tests: ODC, ArgA,
BGUR, RAF, RIB, CEL, ARA, ESC, BGAL. 3 lipaza, cecha badana dodatkowo, nie objeta testem
Api ID32 Staph/ lipase, the property additionaly tested, without Api ID32 Staph; * singletony /
singletons.

Pogrubione liczby oznaczajg istotne statystycznie rdéznice we wiasciwosciach migdzy szczepami
P-like pA+ a pozostatymi grupami szczepdw / Bold letters indicate the significance of differences
in properties between P-like pA+ strains and other groups of strains.

Sposrod badanych cech biochemicznych, rozktad laktozy i wytwarzanie dihydrolazy
argininy, mialy znaczenie roznicujace w porownywanych grupach szczepdéw. Kompleks
klonalny szczepéw P-like pA+ nie rozktadat laktozy (1,5%) i zazwyczaj nie wytwarzat
dihydrolazy argininy (19,7%). W kompleksie klonalnym szczepow ludzkich L ,,C” wy-
stgpowalo zjawisko odwrotne. Wigkszo$¢ z nich rozktadata laktoze (96%, p<0,0001)
1 wytwarzala wymieniony wczesniej enzym (100%; p<0,0001). Gronkowce ludzkie
L ,,A” przypominaty pod wzgledem omawianych wtasciwosci kompleks L ,,C”. Pozosta-
e cechy biochemiczne objgte testem Api ID 32 Staph, a takze wlasciwosci lipolityczne
wystgpowaty w porownywanych grupach szczepdw z podobna czgstoscia.

4.1.3.5. Wrazliwo$¢ na bakteriofagi

Analiz¢ wrazliwosci na fagi zestawu podstawowego z uwzglednieniem wyrdznio-
nych kompleksow klonalnych przedstawiono w tabelach 12 a i 12 b. Wynika z nich, ze
gronkowce porownywanych grup byly lizowane z podobna czgstoscia przez poszczegol-
ne fagi I grupy. Jedynym wyjatkiem byt fag 71, ktory dawat stosunkowo wigcej reakceji
dodatnich ze szczepami ludzkimi kompleksu klonalnego L ,,C” (60%), niz kompleksu P-
like pA+ (6,1%, p<0,0001). Podobng prawidlowos¢ zauwazono w szczepach grupy
L,,A” (52,6%, p<0,0001). Reakcje dodatnie z fagami pozostatych grup byly stabe doty-
czyly zard6wno gronkowcodw P-like pA+ jak tez szczepoéw ludzkich (L ,,C”, L ‘A”)
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lecz wystgpowaly wylacznie podczas typowania przeprowadzonego w 100xRTD
1 obejmowaly one pojedyncze szczepy (tabela 12 b).

Tabela 12. Wrazliwos$¢ szczepow S. aureus z wyréznionych kompleksow klonalnych na fagi pod-
stawowego zestawu

Table 12. Susceptibility of S. aureus strains from detected clonal complexes to the phages from
international bacteriophage set

a — fagi Il grupy / phages of group I1

Fagi / Phages
Kompleks klonalny
N n (%)
Clonal complex
3A 3C 55 71
P-like pA+ 66 3 (4,5) 50 (75,7) 36 (54,6) 4 (6,1)
L“C” 25 3(12) 13 (52) 13 (52) 15 (60)
L“A”* 19 3 (15,8) 14 (73,7) 6 (31,6) 10 (52,6)

b — fagi z pozostalych grup / phages of other groups

Fagi / Phages
Kompleks n (%)
Klonalny N T arupa/ I 111 grupa / group 11
Clonal complex ETupa group Efipa’ group PF ?
52 | 52A| 80 6 42E | 47 53 75 83A
P-like pA+ 66 | 0 0 0 [23@) (11,5 O 0 2 (3) 0
L“C” 25 [2®)[3312) 14| 0 0 0 0 0 0 0
L “A”* 19| 0 0 0 [1(52)|1(52)|1(52)|1(5,2)|1(5,2)[1(5,2)

D stabe reakcje z fagami w 100xRTD / weak reactions with phages at 100xRTD;
2 pozostate fagi / other phages: 29, 79, 81, 54, 77, 84, 85, 94, 95, 96; *singletony / singletons .
Pogrubione liczby oznaczaja istotne statystycznie roznice we wiasciwosciach miedzy szczepami

P-like pA+ a pozostalymi grupami szczepow / Bold letters indicate the significance of differences
in properties between P-like pA+ strains and other groups of strains.

Zréznicowana wrazliwos$¢ gronkowcdw na faga 71 w pordwnywanych grupach zna-
lazta odbicie we wzorach fagowych — tabela 13. W kompleksie klonalnym szczepow
ludzkich L ,,C” dominowaly wzory zawierajace faga 71 (60%), gtéwnie z typem ,,71”
(28%). Wérod gronkowcow P-like pA+ wzory z fagiem 71 wystgpowaty rzadko (6%,
p<0,0001), a typ ,,71” — tylko w jednym szczepie (1,5%, p=0,0003). Wzory bez faga 71
(3C, 3C/55 oraz 55) przewazaly w kompleksie P-like pA+ (89,5%). Gronkowce kom-
pleksu L ,,C” wyraznie rdznity si¢ pod tym wzgledem, gdyz wzory te pojawialy si¢ tu
znacznie rzadziej (37%, p<0,0001). Szczepy L ,,A” byly pod wzglgdem czgstosci wyste-
powania wzordw fagowych bliskie szczepom kompleksu L ,,C”.
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Tabela 13. Wzory fagowe szczepow S. aureus nalezacych do wyrdznionych komplekséw klonal-
nych

Table 13. Phage patterns of S. aureus strains from detected clonal complexes

Wzory fagowe / Phage patterns
Kompleks n (%)
klonalny N = =
Clonal = _ = = = o 0 - Q
complex @) o Qo R © o &) b <
P-like pA+ | 66 0 [1(,5 O 0 [3(4,5]26(39,4)|18 (27,3) [1522,7)| 3 (4,5)
L“C” 251 1(4) |728)]416)|13(12)| 0 4(16) | 5(20) 0 1(4)
L “A”* 19 |8 (42,1)1 (5,2)[1(5,2)| O 0 0 3 (15,8) |2 (10,4)| 5 (26,3)

* singletony / singletons.

4.1.3.6. Opornos¢ na antybiotyki

W tabeli 14 przedstawiono wyniki badania opornosci na antybiotyki w szczepach
nalezacych do wyréznionych kompleksow klonalnych.

Tabela 14. Oporno$¢ na antybiotyki szczepdw S. aureus nalezacych do wyrdéznionych komplek-
sow klonalnych

Table 14. Antimicrobial resistance of S. aureus strains from detected clonal complexes

Antybiotyki / Antibiotics
Szczepy oporne / Resistant strains
Kompleks klonalny o
N n (%)
Clonal complex
Inne
P T E CC C
¢ Other "

P-like pA+ 66 | 54 (81,8) | 33 (50) 4 (6,1) 34,5 | 1(L5) 0
L«“C” 25 | 24 (96) 5(20) 5(20) 3(12) 0 0
L “A”* 19 | 17(89,5) 1(5,2) 8 (42,1) 1(5,2) 0 0
Razem / Total 110 | 95(86,4) | 39(35,4) | 17(154) | 7(6,4) | 1(0,9) 0

Pe — penicylina / penicillin, T — tetracyklina / tetracyclin, E — erytromycyna / erythromycin, CC —
klindamycyna / clindamycin, C — chloramfenikol / chloramphenicol;

D pozostate antybiotyki (materiat i metody) / other antibiotics (materials and methods); * single-
tony / singletons. Pogrubione liczby oznaczaja istotne statystycznie rdéznice we wilasciwosciach
migdzy szczepami P-like pA+ a pozostatymi grupami szczepdw / Bold letters indicate the signifi-
cance of differences in properties between P-like pA+ strains and other groups of strains.
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Z zestawienia wynika, ze w I grupie fagowej przewazajq szczepy oporne na penicy-
ling (86,4%) czy tetracykline (35,4%). Oporno$¢ na pozostate leki dotyczyla jedynie
erytromycyny (E), klindamycyny (CC) oraz chloramfenikolu (C) i wyst¢gpowata z nizsza
czestoscia (15,4% — 0,9%). W 11 grupie fagowej nie wykryto szczepdw opornych na
metycyling zarowno w metodzie dyfuzyjno-krazkowej, jak tez w metodzie PCR (rycina
15). Biorac pod uwage pordwnywane w pracy grupy szczepoOw mozna stwierdzié, ze
roznig si¢ one opornoscia na tetracykling (tabela 14). Podczas gdy potowa gronkowcow
kompleksu klonalnego P-like pA+ byla niewrazliwa na tetracykling (50%), szczepy
oporne na ten lek w kompleksie ludzkim L ,,C” wystgpowaty znacznie rzadziej (20%,
p=0,0162). Szczepy ludzkie L ,,A” rzadko byly oporne na tetracykling (5,2%), czym
roznity si¢ istotnie od gronkowcow P-like pA+ (p=0,0003), ale wykazywaly w przeci-
wienstwie do nich opornos¢ na erytromycyne (42,1% 1 6,1%, p=0,0004). Konstytutywna
oporno$¢ typu MLSg wystgpowata jedynie w kompleksie L ,,C” i dotyczyta jednego
szczepu (4% — 1/25). Indukcyjny mechanizm opornosci typu MLSg odnotowano we
wszystkich poréwnywanych grupach szczepdw: P-like pA+ (4,5% — 3/66), L ,,C” (8% —
2/25) oraz w grupie L ,,A” (5,2% — 1/19).

mecA

M — marker wielko$ci DNA (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); $ciezka 1 — kontrola
dodatnia; $ciezka 2 — kontrola ujemna; $ciezki 3—10 — badane szczepy S. aureus 11 grupy fagowej

M — molecular size marker (pUC19 DNA/Mspl enzyme, Fermentas, Litwa); lane 1 — positive
control; lane 2 — negative control; lanes 3—10 — S. aureus tested strains of phage group I1.

Ryc. 15. Elektroforeza agarozowa produktu PCR genu mecA
Fig. 15. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification of mecA gene product

Tabela 15 przedstawia profile opornosci na antybiotyki z uwzglednieniem komplek-
sow klonalnych. Wynika z niej, ze wsrdd gronkowcow II grupy fagowej nie zauwazono
szczepow wielolekoopornych (> 3 antybiotykéw). W poréwnywanych kompleksach
byly szczepy z podobnymi profilami opornosci, lecz réznity si¢ one czg¢stoscig ich wy-
stgpowania. W kompleksie klonalnym P-like pA+ przewazaty szczepy oporne jednocze-
snie na 2 antybiotyki: penicyling i tetracykling (Pe T, 39,4%), podczas gdy wsrod szcze-
pow kompleksu L ,,C” profil taki pojawiat si¢ rzadko (16%, p=0,0454). Gronkowce
grupy L ,,A” w wigkszosci byly oporne jednoczesnie na penicyling i1 erytromycyng
(Pe E, 36,9%), za to wzdr ten pojawit si¢ tylko w jednym szczepie kompleksu P-like
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pA+ (1,5%, p=0,0001). Pozostate profile opornosci oraz szczepy wrazliwe na wszystkie
badane antybiotyki wystepowaty z podobng czegstoscia w pordwnywanych grupach
szczepow.

Tabela 15. Profile opornosci na antybiotyki szczepdw S. aureus nalezacych do wyrdznionych
komplekséw klonalnych

Table 15. Antibiotic resistance patterns of S. aureus strains from detected clonal complexes

Profile lekooporno$ci / Antibiotic resistance patterns

Kompleks

klonalny N n (%)

Clonal Pe PeT | PeE T |PeTE|PeECC C wh
complex

P-like pA+ | 66 | 24 (36,4)|26 (39,4) 1 (1,5)| 7(10,6)] 0 | 345 | 1(1,5)| 5(7.6)
L“C” 25| 15(60) | 4(16) | 14 | © 1@ | 3312 o 1(4)
L “A™* 19| 842,1)| 1(52) |7(369) 0 0 | 162 o |2(10)5)

D szczepy wrazliwe na wszystkie badane w pracy antybiotyki / the strains sensitive to all of anti-
biotics used in this study, *singletony / singletons.

Pogrubione liczby oznaczajq istotne statystycznie rdéznice we wiasciwosciach migedzy szczepami
P-like pA+ a pozostatymi grupami szczepow / Bold letters indicate the significance of differences
in properties between P-like pA+ strains and other groups of strains.

Czgste wystgpowanie opornosci na tetracykling wsrod szczepow P-like pA+ zade-
cydowato o potrzebie zbadania stopnia opornosci na ten lek oraz na inne antybiotyki z
grupy tetracyklin. Oceny dokonano w oparciu o wartosci MIC tetracykliny oraz o wyniki
testu 2 krazkow (tabele: 16 — 17).

Dane zawarte w tabeli 16 wykazaty, ze dla wigkszos$ci opornych na tetracykling
szczepow P-like pA+ wartosci MIC tetracykliny byty niskie 1 wynosity 32 mg/l (97%).
W kompleksie klonalnym szczepdw ludzkich L ,,C” — podobnie jak w poprzedniej gru-
pie gronkowcdw — przewazaty szczepy o niskiej wartosci MIC tetracykliny (60%).

Tabela 16. Wartosci MIC tetracykliny dla szczepow S. aureus opornych na tetracykling
Table 16. MIC value of tetracycline of tetracycline-resistant S. aureus strains

Komoleks Klonal MIC (mg/1)
ompleks klonalny N n (%)
Clonal complex
16 32 64 128
P-like pA+ 33 0 32.(97) 1(3)
L«“C” 5 0 3 (60) 2 (40)
L“A”* 1 0 1 (100) 0

*singletony / singletons.
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Wyniki testu 2 krazkéw dla szczepdw opornych na tetracykling przedstawiono w ta-
beli 17. Wynika z niej, ze wszystkie oporne na tetracykling szczepy II grupy fagowe;j
byly wrazliwe na minocykling. Swiadczy o tym wielko$é strefy zahamowania wzrostu
wokot krazka z minocykling 1 brak jej Scigcia od strony krazka z tetracykling [212].

Tabela 17. Wyniki testu 2 krazkow dla szczepdw S. aureus opornych na tetracykline
Table 17. The results of double disc test of tetracycline-resistant S. aureus strains

Strefa zahamowania wzrostu

Kompleks klonalny Inhibition zone diameter (mm) Ksztalt strefy
Clonal complex T30 g N M 30 pg Shape of zone
zakres / range
9 (R)* 6 27-34 (S)* okragta / circular
P-like pA+ 10 (R) 18 29-34 (S) okragta
12 (R) 13 31-34(S) okragta
L 8 (R) 2 22 (S) okragta
9(R) 3 28-29 (S) okragta
L “A”** 10 (R) 1 29 (S) okragta

T — tetracyklina / tetracycline; M — minocyklina / minocycline; R — oporny / resistant, S — wrazli-
wy / sensitive; * wedlug CLSI / in accordance with CLSI [32]; **singletony / singletons.

Przedstawione wyniki badan opornosci na antybiotyki wsrdd gronkowcow II grupy
fagowej wykazaty niewielkie roznice migdzy porownywanymi grupami. W wigkszosci
przypadkow takie same profile opornosci na leki odnotowano zaréwno w kompleksie
klonalnym szczepdéw P-like pA+ jak tez w szczepach ludzkich L ,,C” 1 L ,,A”, a istotne
roznice dotyczyly jedynie czgstosci ich wystgpowania.

4.1.4. Wystepowanie szczepow P-like pA+ w materiatach klinicznych

W tej czgsci pracy przeprowadzono analiz¢ czgstos$ci wystepowania szczepow P-like
pA+ w roznych materiatach klinicznych — tabela 18 a1 18 b.
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Tabela.18. Wystepowanie szczepow S. aureus z poszczegdlnych komplekséw klonalnych w roz-
nych materiatach klinicznych pochodzacych od chorych i od nosicieli

Table 18. Occurrence of S. aureus strains from particular clonal complexes within various clinical
samples from patients with symptoms of infection and the carriers

a — miejsce izolacji / specimen source

Kompleks klonalny

Miejsce izolacji N Clonal complex
Specimen source n (%)

P-like pA+ L,C” L, A”*
nosiciele
carriers " 29 19 (65,5) 4 (13.8) 6 (20,7)

akazenia skor

Ekin ?nfection 2;] 24 6(25) 11 (45,8) 7(29,2)
wounds 23 12(52.2) 8 (34.8) 3(12,9)
drogi oddechowe
respiratory tract > 22 19 (86,4) 1(4,5) 2 (9)
blomd 4 | 400 0 0
ZIZZZV K 8 6 (75) 1(12,5) 1(12,5)

D wymazy z nosa /nasal swabs;
2 ropa / pus, wymazy ze zmian skérnych / swabs from skin lesions;
3 plwocina / sputum, tresé oskrzeli / bronchial fluid, gardto / throat,

Y wymazy ze spojowki, odbytu, drég rodnych, przetoki / swabs from conjunctiva, rectum, genital
tract, fistula

* singletony / singletons.

b — zakazenia skory / skin infection

Kompleks klonalny
Typ zakazenia Clonal complex
. . N o
Type of infection n (%)
P-like pA+ L,C” L,A”

zespot oparzonej skory

4 0 0 4 (100
scalded skin syndrom (100)
CZYracznose 1 3(27,3) 8 (72,7) 0
Sfurunculus
Niezidentyfikowane zmiany skérne

9 3(33,3 3(333 3(33,3
non-identified skin infection (33.3) (33.3) (33.3)

Z danych zawartych w tabeli 18 a wynika, ze gronkowce kompleksu P-like pA+ izo-
lowano z roznych materiatow klinicznych z wysoka czgstoscig ito zardwno od ludzi
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chorych jak i nosicieli (od 86,4% — drogi oddechowe do 25% — zakazenia skory; 65,5%
—nosiciele). Dotyczylo to takze mniej licznych materiatéw takich jak: krew (100%) oraz
wymazy z oka, drég rodnych i odbytu (75%). W poréwnaniu z nimi, szczepy kompleksu
klonalnego L,,C” oraz klony L ,,A” czg¢sciej byly izolowane z zakazen skory (odpowied-
nio: 45,8% 129,2%). Wigkszos¢ szczepow izolowanych z czyracznosci byto zwiazanych
z kompleksem klonalnym L ,,C” (72,7%), natomiast wszystkie szczepy pochodzace ze
zmian pgcherzowych skdry nalezaty do grupy L ,,A” (100%) — tabela 18 b. Powyzsza
analiza dowodzi, ze w przeciwienstwie do gronkowcéw P-like pA+, szczepy ludzkie
(L,,C”, L,,A”) sa gldwnie zwiazane z zakazeniami skory.

4.1.5. Wystepowanie szczepow P-like pA+ u hospitalizowanych pacjentow i u
0s0b spoza srodowiska szpitalnego

Wyniki §wiadczace o szerokim rozpowszechnieniu szczepdw P-like pA+ wsrdd pa-
cjentdéw hospitalizowanych i ludzi zdrowych przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Wystgpowanie szczepdw S. aureus z poszczegdlnych kompleksdéw klonalnych u hospi-
talizowanych pacjentéw i u osob ze srodowiska pozaszpitalnego (nosiciele).

Table 19. Occurrence of S. aureus strains from particular clonal complexes in patients from hospi-
tals and in human from community (carriers)

Kompleks klonalny / Clonal complex

Szpital / Hospital N n (%)

P-like pA+ L,C” L,A”*
GDA 1 11 5(45.4) 6 (54.5) 0
GDA 2 8 7 (87.,5) 0 1(12,5)
GDA 3 10 3 (30) 6 (60) 1(10)
GDA 4 13 5(38,5) 2(154) 6 (46,1)
GDAS 4 4 (100) 0 0
GDA 6 2 (100) 0 0
LEB 16 14 (87.5) 2 (12,5) 0
SLU 14 7 (50) 5(35,7) 2 (14,3)
KRA 2 0 0 2 (100)
SIE 1 0 0 1 (100)0
Razem / Total 81 47 (58) 21 (25,9) 13 (16,1)
PN** 29 19 (65,5) 4 (13,8) 6 (20,7)

*singletony / singletons; **$rodowisko pozaszpitalne (nosiciele) / community (carriers).
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Analiza danych wykazata, ze szczepy kompleksu klonalnego P-like pA+ wystgpo-
waty wsrdd pacjentdw z wszystkich badanych szpitali potozonych na terenie Gdanska
1 wojewddztwa pomorskiego (Legbork, Stupsk). Czestos¢ ich izolowania wynosita od
30% (GDA 3) do 87,5% (LEB). Ogdtem, gronkowce P-like pA+ stanowity ponad poto-
we wszystkich szczepow II grupy fagowej pochodzacych od hospitalizowanych pacjen-
tow (58%). Wsrod oséb spoza srodowiska szpitalnego (nosiciele) izolowano je réwniez
czesto (65,5%).

Jak wykazano w tabeli 20, szczepy P-like pA+ pochodzity od pacjentéw z réznych
oddziatow szpitalnych. Czestos¢ izolowania takich szczepow zazwyczaj przekraczala
50% wszystkich gronkowcéw 11 grupy fagowej izolowanych w oddziale. Jedynie w
oddzialach dermatologicznych 1noworodkowych stosunkowo rzadko pojawiaty si¢
szczepy P-like pA+ (odpowiednio: 18,7% 130%). W odrdéznieniu od nich, gronkowce
ludzkie L ,,C” przewazaly w oddziatach dermatologicznych i ortopedycznych (odpo-
wiednio: 62,5% 144,4%), a grupa klonow ludzkich L ,,A” byla izolowana glownie w
oddziatach noworodkowych (60%).

Tabela 20. Wystepowanie szczepdw S. aureus z poszczegdlnych kompleksdéw klonalnych wsrod
pacjentow z réznych oddzialéw szpitalnych

Table 20. Prevalence of S. aureus strains from particular clonal complexes in patients from vari-
ous hospital wards

Kompleks klonalny

Oddzial szpitalny N Clonal complex
Hospital ward n (%)

P-like pA+ L,C” LA
dermatologia
dermatology 16 3 (18,7) 10 (62,5) 3(18,7)
noworodki
neonatology 10 3(30) 1(10) 6 (60)
pediatria
pediatrics 7 4(57,1) 2(28,6) 1 (14,3)
OIOM
intensive care unit 12 10 (83.3) 0 2 (16,7)
ortopedia
ortopedic 9 5(55,5) 4(44.4) 0
o o | 888 (11.2) 0
surgery
interna
internal medicine 8 6 (75) 2(25) 0
ginekologia ) 2 (100) 0 ;
ginecology
laryngologia 5 5.(100) 0 .
laryngology
inne
other** 3 1(333) 1(333) 1(333)

*singletony / singletons
**kardiologia, urologia / cardiology, urology.
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4.2. Szczepy Staphylococcus aureus izolowane od swin i drobiu

Przeprowadzone w pracy badania wykazaty, ze wsrdd gronkowcoéw ztocistych
II grupy fagowej izolowanych od ludzi dominuja szczepy nalezace do biotypu P-like
pA+, ktore nie wytwarzaja fibrynolizyny. Brak fibrynolizyny jest wiasciwoscia gron-
kowcdw pochodzacych od zwierzat [43, 127]. Jak dotad, szczepy biotypu P-like pA+
izolowano gtownie od personelu w zakladach migsnych iz produktéw pochodzenia
zwierzgcego [72, 80]. Sytuacja powyzsza nasuwa wiec pytanie, czy badane w pracy
szczepy P-like pA+ sa spokrewnione z gronkowcami zwierzgcymi. Aby wyjasnié to
zagadnienie porownano gronkowce P-like pA+ izolowane od ludzi z grupa szczepow S.
aureus pochodzacych od §win 1 drobiu, ktore — w swietle dotychczasowych doniesien —
sa najbardziej podobne do szczepdéw ludzkich, sposrod gronkowcdw izolowanych od
zwierzat [64, 66].

4.2.1. Biotypy szczepow zwierzecych
Zgodnie z kryteriami przyjetymi przez Devriese 1 Isigidi [41, 79], wérdd szczepow

pochodzacych od zwierzat wyrdzniono 5 biotypdéw — tabela 21.

Tabela 21. Biotypy S. aureus wyréznione wsrod szczepow izolowanych od §win i drobiu
Table 21. Biotypes of S. aureus distinguished from strains isolated from pigs and poultry

Pochodzenie / Origin

Biotyp / Biotype n (%)
swinie / pigs drob / poultry

ludzki ,,C”/ human ,,C” 0 0
ludzki ,,A”/ human ,,A” 2(13,4) 0
bydlecy / bovine 0 0
owczy / ovine 0 0
drobiowy / poultry 0 5(71,4)
P-like pA + 1(6,7) 0
NHS 1 0 2 (28,6)
NHS 3 12 (80) 0
razem / total 15 (100) 7 (100)

NHS, non-host-specific

Wigkszos$¢ gronkowcdw izolowanych od drobiu nalezato do biotypu drobiowego
(71,4%). Nie wytwarzaty one fibrynolizyny, biatka A oraz hemolizyny f; wykazywaly
typ wzrostu ,,A” na podtozu z fioletem krystalicznym i charakteryzowatly si¢ ujemna
reakcjg z plazma bydleca (tabela 4). Pozostate szczepy drobiowe miaty biotyp NHS 1,
ktéry réznit si¢ od biotypu drobiowego reakcja dodatnig z plazma bydleca (28,6%).
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Wsrdd gronkowcdw izolowanych od $win wyrdzniono 3 biotypy, z najliczniejszym
biotypem NHS 3 (80%). Charakteryzowat si¢ on brakiem wytwarzania fibrynolizyny,
ujemng reakcja z plazma bydlgca, wytwarzaniem hemolizyny 3 oraz typem wzrostu ,,A”
na podtozu z fioletem krystalicznym. Pozostale dwa biotypy — P-like pA+ 1ludzki —
wystepowaly u pojedynczych szczepdw (odpowiednio: 6,7%, 13,4%).

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze niemal wszystkie szczepy zwierzgce, wybra-
ne do badan nalezaty do 2 biotypdéw: NHS 3 1 drobiowego, ktore w §wietle danych litera-
turowych sg charakterystyczne dla $win i drobiu [72].

4.2.2. Porownanie gronkowcow P-like pA+ izolowanych od ludzi
ze szezepami S. aureus pochodzqcymi od Zwierzqt

4.2.2.1. Wlasciwosci genotypowe

W tabeli 22 poréwnano wyniki badan genetycznych przeprowadzonych na szcze-
pach pochodzacych od zwierzat z grupa gronkowcow P-like pA+ izolowanych od ludzi.

Analiza danych wykazata, ze badane szczepy zwierzece znacznie réznig si¢ od
gronkowcdoéw P-like pA+ izolowanych od ludzi. Typowanie catego genomu bakteryjnego
(PFGE) oraz genu spa w szczepach od swin wykazato dominacj¢ jednego klonu PFGE
(80%, PFGE-H) 1 jednego typu spa (t1491) (rycina 13). Nalezy zaznaczy¢, ze powyz-
szych typow nie wykryto wsrdd szczepow P-like pA+ izolowanych od ludzi. Podobne
wyniki uzyskano dla gronkowcdéw pochodzacych od drobiu. Wigkszos¢ z nich nalezato
do jednego klonu PFGE-O (71,4%) i jednego kompleksu klonalnego spa-CCa (71,4%), z
dwoma typami spa (t3478 it002). Zaden z wymienionych typéw nie wystepowat wsréd
gronkowcow P-like pA+ izolowanych od ludzi.

Wyjatkiem byt jeden szczep pochodzacy od $win. Nalezat on do klonu PFGE-A
(podtyp PFGE-A3) 1 typu spa t084, podobnie jak niektore szczepy P-like pA+ od ludzi.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna stwierdzi¢, ze gronkowce P-like pA+
nie wykazywaty pokrewienstwa klonalnego z gronkowcami zwierzgcymi, gdyz z wyjat-
kiem jednego szczepu, miaty odmienne od nich wzory PFGE i typy spa.

Analiza wystgpowania genow wirulencji potwierdzita dalsze réznice migdzy wy-
mienionymi grupami szczepow. Wsrdd gronkowcow izolowanych od swin przewazal
gen enterotoksyny A (sea, 73,3%), oraz geny adhezyn wiazacych: elastyng¢ (ebp, 80%),
kolagen (cna, 93,3%) 1 fibrynogen (fib, 86,7%). Z wyjatkiem genu fib, byty to istotne
roznice w porownaniu z grupg P-like pA+ od ludzi (p<0,0001). Najwigce] szczepow
pochodzacych od $win posiadato cztery geny wirulencji: sea/fib,ebp,cna (73,3%), szcze-
py z dwoma genami wirulencji wystepowaly sporadycznie (6,7%), czym istotnie réznity
si¢ od gronkowcdw P-like pA+ od ludzi (p<0,0001).
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M — marker wielkosci DNA (Lambda Ladder PFG Marker, New England Biolabs, USA)
M — molecular size marker (Lambda Ladder PFG Marker, New England Biolabs, USA).

Ryc. 13. Wzory PFGE otrzymane po cigciu enzymem restrykcyjnym Sma [ DNA 22 izolatéw
S. aureus pochodzacych od $win i drobiu

Fig. 13. PFGE image with the Sma I restriction pattern of DNA from 22 S. aureus isolates
from pigs and poultry

Inne wyniki badania genow wirulencji uzyskano dla szczepéw drobiowych. Wigk-
szos¢ z nich nie posiadato gendw toksyn, co je zblizato do gronkowcéw P-like pA+ od
ludzi, lecz profil gendw adhezyn roznit te dwie grupy szczepow. Wsrdd gronkowcodw
izolowanych od drobiu geny cna 1 bbp wystepowaly z czgstoscig odpowiednio: 71,4%
128,6%, podczas gdy wsrdd gronkowcow P-like pA+ od ludzi nie wykryto wspomnia-
nych genéw. W tej ostatniej grupie szczepow wystepowat czesto gen biatka wiazacego
fibronektyne fnbB (87,9% — 58/66), nie wykryto go w grupie szczepow drobiowych
(p<0,0001). Wsrod drobiu, w odréznieniu od kompleksu P-like pA+ dominowaty szcze-
py z trzema genami wirulencji (85,7% — 6/7) — tylko jeden izolat posiadal dwa z nich
(14,3%) (p<0,0001).

Przedstawione powyzej wyniki moga wskazywac na réznice w mechanizmie pato-
gennego dziatania badanych szczepdw zwierzecych w pordwnaniu z gronkowcami bio-
typu P-like pA+ izolowanymi od ludzi. Szczepy od swin, dzigki obecnosci gendw ente-
rotoksyn moga powodowac charakterystyczne objawy gronkowcowego zatrucia pokar-
mowego [10, 23, 80], a obecnos¢ genow adhezyn: ebp icna wskazuje na zwiazek z
innymi postaciami zakazen [7, 88, 138]. Wigkszos$¢ szczepdéw od drobiu nie posiadato
genow toksyn, lecz wykryto wsrod nich geny biatek wiazacych sialoproteing kostng
(bbp) 1 kolagen (cna) — adhezyn zwigzanych gléwnie z zakazeniami kosci i stawdw [78,
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166, 213]. Jak wcze$niej zaznaczono, nie wykazano zwiazku szczepéw P-like pA+ z
okreslonymi objawami chorobowymi.

4.2.2.2. Wlasciwosci fenotypowe

W tej czesci pracy pordéwnano niektore wiasciwosci fenotypowe szczepow zwierze-
cych z gronkowcami P-like pA+ pochodzacymi od ludzi. Wyniki przedstawiono w tabe-
11 23. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze gronkowce izolowane od swin i drobiu
roznity si¢ od szczepdw P-like pA+ pochodzacych od ludzi niektérymi wtasciwosciami
biochemicznymi i lekoopornoscia.

Rozktad laktozy 1 wytwarzanie lipazy stwierdzono niemal u wszystkich szczepow
izolowanych od $win (odpowiednio 93,3% 1 100%), za to opornos¢ na nowobiocyng
wystepowata u nich z niska czestoscig (13,3%). Szczepy P-like pA+ pochodzace od
ludzi zachowywatly si¢ odmiennie pod tym wzgledem — nie rozktadaty laktozy (1,5%,
p<0,0001), czgsto byly oporne na nowobiocyng (69,7%, p<0,0001) 1 rzadziej wykazywa-
ty wiasciwosci lipolityczne (33,3%, p<0,0001).

Wyrazne roznice we wlasciwosciach biochemicznych odnotowano réwniez migdzy
grupa szczepdéw drobiowych a gronkowcami P-like pA+ od ludzi. Wystepowanie takich
cech jak: wytwarzanie dihydrolazy argininy, arylamidazy pyrolidonylu oraz rozktad
laktozy dotyczylo wigkszosci szczepow pochodzacych od drobiu (odpowiednio: 85,7%,
71,4%, 100%). Gronkowce P-like pA+ byly mniej aktywne w odniesieniu do wymienio-
nych cech (odpowiednio: 19,7%, p=0,0009; 12,1%, p=0,0008; 1,5%, p<0,0001).

Szczepy izolowane od zwierzat roznity si¢ od biotypu P-like pA+ zachowaniem wo-
bec antybiotykow. Podczas gdy wsrdd szczepow pochodzacych od §win przewazatly
gronkowce oporne wytacznie na jeden antybiotyk — penicyling (93,3%), a malo bylo
szczepow niewrazliwych na tetracykling (6,7%), to w obrgbie szczepdw P-like pA+ te
ostatnie stanowily az 50% (p=0,0027). Wsrod szczepdw od drobiu przewazaty gronkow-
ce wrazliwe na uzyte w pracy antybiotyki (57,1%), podczas gdy w grupie P-like pA+
izolowanej od ludzi mniej bylo szczepow wrazliwych (7,6%, p=0,0033).
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Wyniki

Dalsze roznice migdzy porownywanymi grupami wykazaly badania wrazliwosci na
bakteriofagi zestawu podstawowego przeznaczonego dla szczepdéw ludzkich — tabela 24.

Wigkszos¢ gronkowcdw pochodzacych od zwierzat nie typowata si¢ fagami w stg-
zeniu 1XRTD. Dotyczyto to 80% (12/15) szczepdw pochodzacych od swin oraz wszyst-
kich gronkowcdéw od drobiu (7/7). W przeciwienstwie do nich, wszystkie gronkowce P-
like pA+ izolowane od ludzi byly wrazliwe na fagi podstawowego zestawu juz w
I1xRTD. Wyjatkiem byly szczepy biotypow: ludzkiego ,,A” 1 P-like pA+ pochodzace od

swin. Typowaty si¢ one odpowiednio fagami: w stezeniu rownym 1xRTD.

Przedstawione wyniki s podstawag do wyciagnigcia wniosku o nizszej wrazliwosci
badanych szczepow zwierzecych na fagi podstawowego zestawu przeznaczonego dla
szczepow ludzkich w pordwnaniu z gronkowcami biotypu P-like pA+ izolowanymi od

ludzi.

Tabela 24. Poréwnanie wrazliwosci na bakteriofagi szczepdw S. aureus pochodzacych od swin

i drobiu ze szczepami biotypu P-like pA+ od ludzi

Table 24. Comparison of susceptibility to the phages of S.aureus strains from pigs and poultry

with the strains of biotype P-like pA+ from human

Pochodzenie Biotyp Wzbr fagowy
Origin Biotype Phage patterns n (%)
1xRTD
NHS 3 NT 12 (80)
$winia / pig ludzki LA / human A" 6/42/53/54 1(6,7)
(N=15) 75 1(6,7)
P-like pA+ 3A/3C 1 (6,7)
dréb / poultry drobiowy / poultry NT 5(71,4)
(N=7) NHS 1 NT 2 (28,6)
3C 25 (37,9)
3C/55 17 (25,7)
; 55 15 (22,7)
czlov&g\ellié 6h)uman P_like pA+ SNEE 3(45)
3C/55 3 (4,5
71 1(1,5)
inne / other 2(3)

NT — nie typujacy si¢ / not typeable.
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4.3. Koncowe porownanie szczepow P-like pA+ z pozostalymi
gronkowcami pochodzacymi od ludzi i szczepami izolowanymi
od Swin i drobiu

Celem analizy w tej czgsci pracy bylo zestawienie istotnych réznic jakie odnotowa-
no migdzy szczepami P-like pA+ a pozostatymi gronkowcami w badanych cechach
fenotypowych 1 genotypowych — tabela 25.

Z danych zawartych w tabeli 25 wynika, ze szczepy P-like pA+ pochodzace od ludzi za-
chowujg si¢ jak odrgbna grupa gronkowcdw, rozniaca si¢ wlasciwosciami fenotypowymi
1 genotypowymi zarowno od pozostatych szczepdéw izolowanych od ludzi (L ,,C”, L ,,A”),
jak tez szczepow izolowanych od drobiu i pochodzacych od §win.

Tabela 25. Najwazniejsze roznice w cechach fenotypowych i genotypowych migdzy gronkowcami
P-like pA+ a pozostalymi szczepami od ludzi, $win i drobiu

Table 25. The most important differences of phenotypic and genotypic properties between P-like
pA+ staphylococci and other strains from human, pigs and poultry

Kompleks klonalny Szczepy Szczepy
Wiasciwosci Clonalocomplex od S’V'Vifl od dr(?biu
Properties (%) Stram.s Strains
P-like A+ L,C” L,A”* Jrom pigs | from poultry
N=66 N=25 N=19 N=15 bt
testy biochemiczne / biochemical tests:
ADH 19,7 100 84,2 0 85,7
LAC 1,5 96 100 93,3 100
PyrA 12,1 16 26,3 20 71,4
NOVO 69,7 68 84,2 13,3 42,8
EEZZ 333 56 47,4 100 57,1
wrazliwos$¢ na fagi / susceptibility to the phages:
IXRTD ** 100 100 100 20 0
lekoopornos¢ / antimicrobial resistance:
T 50 20 52 6,7 14,3
E 6,1 20 42,1 0 0
geny toksyn / toxin genes:
eta, 0 36 52,6 0 0
eth 0 24 0
lukS-PV/lukF-PV 0 52 0 0 0
sea-sed, tst 0 12 21 80 28.6
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Kompleks klonalny Szczepy Szczepy
L Clonal complex od $win od drobiu
Wiasciwosci o . .
. (%) Strains Strains
Properties .
P-like A+ L ,,C” L ,,A”* from pigs ﬁOm pOulﬂy
N=66 N=25 N=19 N=13 N=7
geny adhezyn / adhesin genes:
ebp 0 96 73,6 80 0
cna 0 92 10,5 93,3 71,4
bbp 0 88 5,2 0 28,6
fnbB 87,9 0 0 6,7 0
potencjal chorobotworczy / virulence potential:
2-geny / 2-genes 87,9 0 10,5 6,7 14,3

*singletony / singletons; ** typowanie w 1xRTD / typing at 1 XRTD. Pogrubione liczby oznaczaja
istotne statystycznie réznice we wlasciwosciach migdzy szczepami P-like pA+ a pozostatymi
grupami szczepdw / Bold letters indicate the significance of differences in properties between P-
like pA+ strains and other groups of strains.

Wsrod szezepow P-like pA+ wykazano — niespotykany w innych grupach szczepow —
brak rozktadu laktozy, brak genow toksyn, a sposrdd adhezyn wykryto obecnos$¢ genu wia-
zacej fibronektyne (fnbB). Potencjat badanej grupy szczepdw byl najnizszy w poréwnaniu
ze szczepami ludzkimi (L ,,C”, L ,,A”) oraz zwierzecymi izolowanymi od §win i drobiu.
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5. DYSKUSJA

Podstawowa cechg gronkowcow ztocistych pochodzacych od ludzi jest zdolnos¢
wytwarzania fibrynolizyny, natomiast jej brak charakteryzuje zwierzgce szczepy Sta-
phylococcus aureus [43,127]. Przeprowadzone w obecnej pracy badania wykazaly, ze
niewytwarzanie fibrynolizyny wystgpuje rowniez bardzo czgsto wsrod szczepow
IT grupy fagowej izolowanych zarowno od chorych jak i od zdrowych ludzi.

Okazalo si¢, zgodnie z klasyfikacja Devriese i Isigidi, ze niemal wszystkie fibry-
nolizynoujemne gronkowce wykryte w pracy, odpowiadaja biotypowi P-like pA+
(Poultry like protein A positive). Biotyp ten, poza brakiem fibrynolizyny, charakteryzuje
si¢ rOwniez niewytwarzaniem hemolizyny B, ujemna reakcja z plazma bydleca, zdolno-
scig wytwarzania biatka A oraz typem wzrostu ,,A” na podtozu z fioletem krystalicznym
[41,79]. Zjawisko wystgpowania fibrynolizynoujemnych gronkowcéw biotypu P-like
pA+ w srodowisku szpitalnym bylo zaskakujace, gdyz dotychczas izolowano je gtdéwnie
z produktow migsnych lub od 0séb zatrudnionych w przemysle migsnym [72, 79, 80].

Juz pierwsze prace dotyczace epidemiologii zakazen gronkowcowych z wykorzy-
staniem typowania bakteriofagowego wykazaty, ze dla S. aureus charakterystyczne jest
pojawianie si¢ nowych, dawniej niespotykanych fagotypow, ktére — zgodnie z badania-
mi Bannerman — mozna z duzym prawdopodobienstwem traktowac jako klony [11].
Najnowsze badania w tym zakresie wykazaty klonalna strukture populacyjna gronkow-
cow ztocistych [49, 54, 131]. Zastosowanie metod genetycznych udowadnia pojawianie
si¢ epidemicznych klonow S. aureus o okreslonych fenotypach i genotypach, ktére
obejmuja swym zasiggiem regiony, kraje czy nawet cale kontynenty [20, 30, 49, 62, 73,
76, 106, 114, 118, 119, 131, 141, 144, 191].

W nawigzaniu do obecnej pracy nasuwa si¢ wigc pytanie, czy brak wytwarzania
fibrynolizyny przez gronkowce biotypu P-like pA+ jest cecha spotykana w roznych
szczepach II grupy bakteriofagowej jako wynik niezaleznych zdarzen, czy tez mamy do
czynienia z nieznanym dotychczas klonem, w ktérym cecha niewytwarzania fibrynoli-
zyny dotyczy jednego szczepu. Badania prowadzone w pracy wskazujq na druga moz-
liwo$¢. Dzigki zastosowaniu elektroforezy pulsacyjnej poddajacej analizie caly genom
S. aureus, jak tez sekwencjonowaniu zamplifikowanego regionu X genu spa zaobser-
wowano, ze wszystkie szczepy biotypu P-like pA+ sg spokrewnione — tworza bowiem
jeden klon PFGE-A i dominuje wsrdd nich jeden kompleks klonalny spa-CC346/084.
Swiadczy to o tym, ze fenotypowy brak fibrynolizyny w szczepach P-like pA+ jest
preferowany przez jeden organizm, ktory nastgpnie rozprzestrzenia si¢ wewnatrz klonu.
W odréznieniu od gronkowcodw P-like pA+, pozostate szczepy II grupy fagowej repre-
zentowaty biotyp ludzki 1 byly zrdéznicowane klonalnie, co wykazaty wyniki obydwu
zastosowanych metod (rycina 3, tabela 7). Nalezy podkresli¢, ze zaden sposrdd szcze-
pow ludzkich nie nalezal do klonu reprezentowanego przez szczepy P-like pA+, co
potwierdza, ze gronkowce P-like pA+ sa jednostka genetycznie odrebna od pozostatych
szczepow Il grupy fagowej nalezacych do biotypu ludzkiego. Nie ulega watpliwosci, ze
obecna praca jako pierwsza porusza zagadnienie struktury klonalnej populacji szczepdw
biotypu P-like pA+ pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych i tych spoza tego
srodowiska. Nieliczne doniesienia na ten temat w dostgpnej literaturze dotycza jedynie
srodowiska zwierzgcego i wskazuja na podobng prawidlowos¢ [72, 176]. Hennekinne
1 wsp.[72], wykryli szczepy biotypu P-like pA+ w produktach migsnych oraz wsrod
pracownikOw przetwdrstwa migsnego reprezentujace jeden klon PFGE, podobnie jak
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Rodgers i wsp. [176] badajac szczepy P-like pA+ pochodzace od nosicieli wsrod pra-
cownikoéw wylegarni drobiu.

Jak wczesniej wspomniano, gronkowce biotypu P-like pA+ nie byly dotychczas
opisywane w szpitalach. Powstaje wigc pytanie o przyczyng tak licznego ich wystepo-
wania 10 to, czy przewyzszaja one inne gronkowce II grupy bakteriofagowej pod
wzgledem chorobotworczosci 1 lekoopornosci.

O zjadliwos$ci klinicznej bakterii stanowia przede wszystkim dwie wlasciwosci:
chorobotworczos¢ 1 lekoopornos¢. Miara chorobotwdrczosci jest zdolno$¢ wytwarzania
toksyn 1 adhezyn [57, 166]. Jak wykazano w pracy szczepy P-like pA+ — w przeciwien-
stwie do gronkowcdw ludzkich — nie wytwarzaty fibrynolizyny, ktéra uznawana jest za
jeden z wazniejszych gronkowcowych czynnikdéw wirulencji. Dzigki polaczeniu z pla-
zminogenem fibrynolizyna przeksztatlca go w enzym rozkladajacy migdzy innymi biat-
ka bariery tkankowej. Ich degradacja sprzyja rozwojowi zakazen inwazyjnych [19,
113].

Probujac odpowiedzie¢ na powyzsze pytania, w obecnej pracy zbadano czgstosé
wystgpowania genow kodujacych toksyny i1 adhezyny w szczepach P-like pA+
1 pordwnano z wynikami uzyskanymi dla szczepdw ludzkich (L ,,C”, L ,,A”). Jak wyni-
ka z przeprowadzonych badan, gronkowce P-like pA+ nie zawieraja gendw toksyn,
ktére biorg udzial w patomechanizmie zakazen skory i rzadziej niz szczepy ludzkie (L
,»C”, L ,,A”) wystepuja w zakazeniach skory (rycina 7, tabela 18 a), co mozna thuma-
czy¢ prawdopodobnie obecnoscia systemu restrykcyjno — modyfikacyjnego (RM), ktéry
silnie kontroluje wszystkie typy pozyskiwania DNA i odgrywa role w formowaniu
klonalnej struktury populacyjnej S. aureus [173, 216]. Dla szczepow ludzkich charakte-
rystyczne byty geny eksfoliatyn czy leukocydyny Panton-Valentine (rycina 7).

Wystepowanie wysokiego odsetka gendw eksfoliatyn wsrdd szczepow ludzkich
badanych w obecnej pracy ma niewatpliwie zwiazek z typowaniem si¢ przez nie fagiem
71 1ipochodzeniem gltownie ze zmian skornych. Jak dowodza wczesniejsze badania
istnieje zaleznos¢ migdzy wytwarzaniem eksfoliatyn a wrazliwoscig na faga 71 [2, 6,
90, 96, 163, 164]. Juz Parker, Tomlinson i Williams w polowie ubiegtego wieku zwroci-
li uwage, ze wsrod gronkowcow zlocistych II grupy bakteriofagowej, zdolnos¢ do wy-
wotywania powierzchniowych zmian skdrnych wiaze si¢ najczesciej z wrazliwoscig na
faga 71. Ponad 75% gronkowcow izolowanych przez nich z liszajca zakaznego nalezata
do typu fagowego ,,71” [163, 164]. Pozniejsze badania inych autoréw udowodnity, ze
typ ten, dzigki wytwarzaniu eksfoliatyny zwanej toksyna epidermolityczna, wyrdznia
si¢ szczegolng zdolnoscia wywolywania zakazen skory, gtownie pod postacig liszajca
zakaznego, pecherzycy lub — w cigzszych wypadkach — choroby Rittera [2, 6, 90]. We-
dtug Kondo i wsp., niemal wszystkie szczepy izolowane z pgcherzycy noworodkow i z
liszajca pecherzowego produkowaty eksfoliatyny A lub A/B [96]. Wyniki obecnej pracy
wskazuja na podobng zaleznos¢, gdyz wiekszos¢ gronkowcdw ludzkich (L ,,A”, L ,,C”)
izolowano gldwnie ze zmian skdrnych i posiadaty one geny eksfoliatyn (tabela 9, tabela
18 a).

Powszechne wystepowanie genéw leukocydyny Panton-Valentine (lukS-PV/IukS-
PV) wsrdd szezepow ludzkich L ,,C” nalezy ttumaczy¢ — podobnie jak gendéw eksfolia-
tyn — ich pochodzeniem. W obecnej pracy wigkszos$¢ szczepdw ludzkich L ,,C” izolo-
wano od pacjentdow z czyracznoscia (72,7%) 1 charakteryzowata je gtownie obecnos¢
gendéw kodujacych leukocydyne Panton-Valentine (52%). Juz w 1992 roku Cribier
1 wsp. wykazali zaleznos¢ migedzy wytwarzaniem leukocydyny Panton-Valentine a
czyracznoscig [37]. W 1999 roku Lina i wsp. wykorzystujac reakcj¢ PCR do zbadania
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172 izolatéw S. aureus dla genow PVL stwierdzili podobnie silny zwiazek wspomnianej
toksyny z czyracznoscia i dodatkowo z nekrotyczng pneumonia u dzieci i mtodych oséb
[121].

Adherencja S. aureus do komdrek gospodarza jest istotnym etapem kolonizacji
1 czynnikiem ryzyka rozwoju zakazenia inwazyjnego [57]. Zwiazana jest ona z grupa
biatek (MSCRAMM), ktore tacza si¢ z zewnatrzkomorkowymi elementami tkanek
gospodarza [57, 166, 172]. W obecnej pracy stwierdzono, ze pod tym wzglgdem szcze-
py P-like pA+ réznig si¢ od gronkowcow ludzkich (L ,,C”, L ,,A”). Niemal wszystkie
szczepy P-like pA+ posiadaty gen bialka wiazacego fibronektyng (fnbB, 87,9%), nato-
miast nie wykryto wsrdd nich genow bialek wiazacych kolagen, sialoproteing kostnag
1 elastyne (cna, bbp iebp). W przeciwienstwie do nich, wsréd gronkowcdw ludzkich
L ,,C” rzadko wystgpowal gen fnbB, za to dominowaly geny bbp, cna i ebp (tabela 10).
Znana jest rola biatek FnBps w przytaczaniu gronkowcoéw ztocistych do powierzchni
pokrytych fibronektyng i za inicjowanie procesu zakazenia [57, 78, 110, 166]. Po-
wszechne wystgpowanie fibronektyny w osoczu, ptynach ustrojowych i macierzy ze-
wnatrzkomodrkowej stwarza duze mozliwosci adherencji szczepow S. aureus wytwarza-
jacych biatka FNBp [57, 78]. Jednoczesnie dotychczasowe badania eksperymentalne
sugeruja, ze szczepy S. aureus, ktore wytwarzaja biatka wiazace fibronektyneg, odpo-
wiadaja za infekcyjne zapalenie wsierdzia [27, 57, 166]. Kuypers i Proctor wykazali
bowiem na modelu szczurzym, ze mutant defektywny w biatka FNBPs znacznie redu-
kowal adherencje¢ do uszkodzonych zastawek miesnia sercowego [110]. Schennings
zapoczatkowat ochrong przeciw gronkowcowemu zapaleniu wsierdzia poprzez immuni-
zacj¢ zwierzat biatkami FNBPs [188] Tristan 1 wsp. udowodnili, ze gen fnbB kodujacy
wiazace fibronektyng biatko B, jest zwiazany czgsciej z zapaleniem wsierdzia niz zapa-
leniem stawow czy zakazeniem kos$ci [211]. Na role biatek FNBp w adherencji do ludz-
kiego nabtonka oddechowego zwrdcil uwage Mongodin, ktdry wykazat, ze 97% szcze-
pow izolowanych z wydzielin drog oddechowych pacjentow z mukowiscydoza
1 szpitalnym zapaleniem ptuc posiadato wymienione wczesniej biatka [137]. Wyniki te
znajdujq potwierdzenie w obecnej pracy, gdyz gen fnbB byt szeroko rozpowszechniony
wsrod szczepow P-like pA+ (rycina 12) 1 szczepy te izolowano gldwnie z drog odde-
chowych (86,5%), krwi (100%) oraz od nosicieli (65,5%) — tabela 18.

Biatka posredniczace w przylaczaniu gronkowcdéw do sialoproteiny i kolagenu —
gléwnych elementéw budulcowych kosci — odgrywaja duza role¢ w gronkowcowych
zapaleniach kosci 1 stawow i niemal zawsze sa obecne wsrdd szczepdw izolowanych z
takich zakazen [75, 78, 88, 166, 211, 213, 214]. W obecnej pracy wykazano, ze niemal
wszystkie szczepy ludzkie (L ,,C”), w przeciwienstwie do gronkowcéw P-like pA+,
charakteryzowaty si¢ czestym wystgpowaniem gendéw biatek wiazacych sialoproteing
kostna (bbp — 88%) 1 kolagen (cna — 92%). Fakt ten moze wskazywaé na zwiazek bada-
nych gronkowcow ludzkich (L ,,C”) z zakazeniami kosci i stawow, tym bardziej, ze
szczepy L ,,C” licznie wystgpowaly w oddziatach ortopedycznych (44%) — tabela 20.

W wigkszosci przypadkow, cigzkich choréb gronkowcowych nie mozna ttumaczy¢
dziataniem jednego czynnika, lecz nalezy bra¢ pod uwage jednoczesny udziat kilku
czynnikdw w procesie zakazenia. W niniejszej pracy porownano mozliwosci chorobo-
tworcze szczepow kompleksu P-like pA+ oraz szczepéw ludzkich (L ,,C” i L ,,A”) po-
przez okreslenie potencjatu chorobotwdrczego, ktory wedtug van Leeuwen mierzony
jest liczba gendéw kodujacych czynniki zjadliwosci na szczep [117]. Uwzgledniajac ta
zasad¢ 1 wykrywanie trzynastu genow wirulencji stwierdzono, ze wyzszy potencjal
chorobotwoérczy miaty szczepy ludzkie niz gronkowce P-like pA+ (rycina 14). Sktadato
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si¢ na niego od pigciu (60%) do szesciu (32%) genéw wirulencji w kompleksie klonal-
nym szczepow ludzkich L ,,C” oraz trzy (68,4%) geny obecne wsrdd gronkowcow
ludzkich L ,,A”. W odrdznieniu od nich, potencjal chorobotworczy szczepow P-like
pA+ obejmowat w wigkszosci dwa geny wirulencji (87,9%). Na podstawie przytoczo-
nych danych mozna wigc stwierdzi¢, ze szczepy P-like pA+ sa mniej patogenne niz
pozostate szczepy Il grupy fagowej (L ,,C”, L ,,A”). Wedlug dostgpnej wiedzy, jest to
pierwsze doniesienie o mozliwosciach chorobotworczych szczepdw biotypu P-like pA+
izolowanych od pacjentéw hospitalizowanych i tych spoza srodowiska szpitalnego.

Analiza dotychczasowej historii naturalnej gronkowcow ztocistych, ktére w roz-
nych okresach dominowaty w szpitalach wskazuje, ze ulegaja one statej ewolucji. Jej
gléwna sila sprawcza jest narastajaca presja selekcyjna stosowanych w lecznictwie
antybiotykéw [22, 24, 30]. Latwo udokumentowad, ze w kolejnych okresach domino-
waty szczepy, ktore dzigki nowym mechanizmom lekoopornosci lepiej dostosowaly si¢
do nowoczesnych sposobdw leczenia i oparty si¢ dziataniu antybiotykow [24, 30, 159,
184]. Wsrod nich gldwne miejsce zajmuja oporne na metycyling gronkowce zlociste
(MRSA), ktére ze szczepdw niewrazliwych wylacznie na antybiotyki f-laktamowe
w latach 60. staty si¢ w ostatnim okresie oporne na wiele grup antybiotykow [30, 184].
W wypadku szczepéw P-like pA+ mechanizm ten nie wydaje si¢ odgrywac istotnej roli,
gdyz — jak wykazano w pracy — nie rdznia si¢ one wyraznie od typowych szczepdw Il
grupy bakteriofagowej, ktore jak wiadomo wykazuja nizsza opornos¢ na leki niz gron-
kowce z pozostatych grup fagowych [50, 53]. Kompleks klonalny gronkowcow P-like
pA+ wykazywatl gldwnie opornos$¢ na penicyling (81,8%) czy tetracykling (50%). W
zadnym szczepie nie wykryto opornosci na metycyling i nie odnotowano szczepow
wielolekoopornych (tabela 14, rycina 15). Dodatkowe badania MIC tetracykliny oraz
wyniki testu 2 krazkow (tabela 14, tabela 16) wykazaly natomiast niskg warto§¢ MIC
tetracykliny 1 duzg s$rednicg strefy zahamowania wzrostu wokoét krazka z minocyklina,
co moze swiadczy¢ o opornosci na tetracykling typu ,,efflux”, kodowanej przez gen tetk
umieszczony na plazmidzie. Jak wykazaly badania innych autoréw, wspomniany typ
opornosci wystgpuje czgsto wsrdd gronkowcow wrazliwych na metycyling [192, 212].

Czy opisany klon P-like pA+ moze stanowi¢ zagrozenie w srodowisku szpitalnym?
Jak juz wczesniej wspomniano, chorobotworczos¢ i1 lekoopornos¢ sa wyznacznikiem
zjadliwosci klinicznej bakterii. Badania przeprowadzone w obecnej pracy wskazuja, ze
gronkowce P-like p A+ nie zawieraja genow toksyn, ktdre biorg udzial w patomecha-
nizmie zakazen skory i rzadziej niz biotypy typowo ludzkie wystgpuja w zakazeniach
skory. Niemniej jednak wystepuja w roznych materiatach klinicznych pochodzacych od
chorych. Oznacza to, ze moga wywolywac rdézne zakazenia, lecz sa mato inwazyjne i
trudno im pokona¢ barier¢ nieuszkodzonej skory, czym wydaja si¢ r6zni¢ od innych
szczepow 11 grupy bakteriofagowej. Pod wzgledem lekoopornosci nie rdznig si¢ wyraz-
nie od typowych ludzkich szczepdw II grupy bakteriofagowej, ktore wykazuja nizsza
opornos$¢ na leki niz gronkowce z pozostatych grup fagowych [50, 53].

Mimo wrazliwos$ci na antybiotyki i niskiego potencjatu chorobotwdrczego, badane
w pracy szczepy P-like pA+ sa rozpowszechnione wsrdd hospitalizowanych pacjentow.
Stanowily one 58% szczepow Il grupy fagowej izolowanych od pacjentdw roznych
szpitali 1 wystgpowaty w réznych materiatach klinicznych (tabela 18). O ich rozprze-
strzenianiu w srodowisku szpitalnym wydaja si¢ wigc decydowac inne czynniki. Moga
to by¢ duze wilasciwosci kolonizacyjne szczepow P-like pA+. Wskazuje na to profil
genow wirulencji z dominujacym w tej grupie szczepow genem biatka wiazacego fibro-
nektyne (fnbB). Dodatkowe znaczenie moze miec tutaj dtugos¢ polimorficznego frag-
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mentu X genu spa. Badania Frenay i wsp. wykazaty, ze dlugos$¢ polimorficznego odcin-
ka genu spa ma zwiazek z charakterem epidemicznym szczepdw [58]. Szczepy gron-
kowcow, ktére maja w polimorficznym fragmencie wigksza niz 7-krotng liczbe powto-
rzen nalezy ich zdaniem uzna¢ za epidemiczne. Posiadanie przez szczep dluzszego re-
gionu polimorficznego moze wiazac si¢ z lepsza ekspozycja miejsca wigzania biatka A z
fragmentem F_ przeciwcial, co w konsekwencji utatwia przyleganie szczepu do komdrek
gospodarza [58]. Badane w pracy gronkowce P-like pA+ zawieraly w wigkszosci 11-
1 12-krotne powtdrzenia wspomnianego odcinka (89,4%), co niewatpliwie miato wptyw
na ich rozprzestrzenienie si¢. Objely one swym zasiggiem pacjentdw az oSmiu na dzie-
sig¢ badanych szpitali (tabela 19).

Jak wspomniano wczesniej, w obregbie 11 grupy bakteriofagowej wystepuja dwa
rodzaje szczepdw. Jedne to mato znane gronkowce biotypu P-like pA+, drugie to typo-
we gronkowce biotypu ludzkiego. Dotychczasowa wiedza na temat grupy P-like pA+
jest niewielka i wskazuje na wystepowanie ich u ludzi majacych kontakt ze zwierzgtami
lub produktami pochodzenia zwierzgcego [79]. Przeprowadzone w pracy badania zmie-
niaja ten poglad. Swiadcza one o ekspansji takich szczepdéw do innych Srodowisk
1 wystgpowaniu w wyzszym odsetku u pacjentow hospitalizowanych niz gronkowcow
ludzkich II grupy fagowe;.

U ludzi moga zdarzaé si¢ zakazenia zwierzgcymi szczepami gronkowcow ztoci-
stych, ktorych podstawowa cecha identyfikacyjng jest niezdolnos¢ do wytwarzania
fibrynolizyny [39, 43, 116, 120, 217]. Z badan Hajka wynika, ze szczepy pochodzace
od réznych zwierzat maja odmienne wlasciwosci fenotypowe [64, 66]. Na ich podsta-
wie mozna okresli¢ biotyp charakterystyczny dla danego gospodarza. Izolowanie szcze-
pow o biotypie zwierzgcym od ludzi jest zjawiskiem rzadko spotykanym 1 dotyczy
gléwnie oséb bedacych w bliskim kontakcie ze zwierzetami [46, 120, 217]. Sposréd
szczepodw izolowanych od ludzi, szczegolne podobienstwo do gronkowcow zwierze-
cych wykazuje biotyp P-like pA+. Szczepy te roznig si¢ od biotypu drobiowego jedynie
wytwarzaniem biatka A, a pod wzgledem takich cech jak: wytwarzanie fibrynolizyny,
hemolizyny B, reakcji z fioletem krystalicznym i koagulacji plazmy bydlecej, sa z nimi
identyczne [72, 79]. Dotychczas nie zbadano, czy szczepy biotypu P-like pA+ sa gene-
tycznie spokrewnione ze szczepami zwierzgcymi.

W swietle tych danych zasadnym jest postawienie pytania o pochodzenie szcze-
pow biotypu P-like pA+. W nielicznych pracach dotyczacych biotypu P-like pA+ nie
podejmowano tego tematu. W obecnej pracy podjgto po raz pierwszy taka probg w
odniesieniu do szczepdw P-like pA+ II grupy fagowej izolowanych od ludzi.

Pokonanie przez drobnoustr6j bariery migdzygatunkowej pomiedzy zwierzgciem
i cztowiekiem ma wazne znaczenie epidemiologiczne. W wypadku gronkowcow sa
opisane przyklady wywotania zakazen szczepami zwierzgcymi np. psimi u ludzi, bywa
tez odwrotnie [45, 217]. Wydaje si¢ oczywiste, ze w takiej sytuacji wazne sg nie tylko
mechanizmy fizjologiczne makroorganizmu lecz takze, a moze przede wszystkim, zdol-
nosci adaptacji drobnoustrojéw kolonizujacych nowy dla nich organizm. W odniesieniu
do szczepow drobiowych, wystarczy by nabyly one zdolnos¢ wytwarzania biatka A, by
staty si¢ w klasyfikacji Isigidi i Devriese’a fenotypowo nieodrdznialne od szczepow P-
like pA+ [79]. Wydaje si¢ to mozliwe, poniewaz jak wykazaly badania przeprowadzone
w pracy, gen spa, odpowiadajacy za wytwarzanie biatka A, byl obecny wsrdd szczepow
drobiowych, a ujemne proby na wystepowanie tego czynnika mozna wythumaczy¢ mig-
dzy innymi brakiem ekspresji genu biatka A [169].
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Jak wynika z dostgpnej literatury, przypadki izolowania szczepow biotypu P-like
pA+ dotychczas byly sporadyczne i dotyczyty wylacznie specyficznych srodowisk
rzezni 1 zaktadéw migsnych w ktorych istniat kontakt z migsem lub zwierzgtami [79].
Niniejsze badania jako pierwsze wykazaty, ze omawiany klon gronkowcéw P-like pA+
jest szeroko rozpowszechniony zarowno w srodowisku szpitalnym, jak tez wsrod nosi-
cieli spoza tego srodowiska. Pod uwagge nalezy wzia¢ dwie genezy pojawienia si¢ bio-
typu P-like pA+. Moga to by¢ gronkowce ludzkie, ktore utracity ceche wytwarzania
fibrynolizyny, lub szczepy zwierzgce, ktore nabyty zdolno$¢ wytwarzania biatka A.

Jak wynika z badan H4jka 1 wsp. najbardziej podobne do szczepow ludzkich sa
gronkowce izolowane gldwnie od drobiu i swin [64, 67]. Typuja si¢ one fagami II gru-
py, szczegdlnie fagiem 3 A, daja negatywna reakcje z plazma bydleca, ale pozytywna z
plazma ludzka, wykazuja dodatni test na podlozu z fioletem krystalicznym, wytwarzaja
hemolizyne¢ B 1 ujawniaja wysoka aktywnos$¢ lipolityczna [60, 64, 67]. Probujac odpo-
wiedzie¢ na wczesniej zadane pytanie, w obecnej pracy pordwnano wigc szczepy bioty-
pu P-like pA+ izolowane od ludzi z gronkowcami pochodzacymi od tych zwierzat.
Szczepy zwierzgce uzyte do badan reprezentowaty biotypy charakterystyczne dla bada-
nych grup zwierzat (tabela 22). Biotyp drobiowy wystepowat u 71,4% gronkowcow
izolowanych od drobiu, a 80% szczepdéw pochodzacych od §win miato cechy biotypu
NHS 3, ktéry wedlug najnowszych badan jest najbardziej charakterystyczny dla $win
[41, 72, 79]. Wyniki testow genetycznych przeprowadzonych w obecnej pracy nie po-
zostawity watpliwosci. Zarowno wzory restrykcyjne chromosomalnego DNA, pocigtego
enzymem Smal otrzymane w elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym (PFGE)
oraz typy genu spa nie pokrywaly si¢ w pordwnywanych grupach szczepdw. 1zolaty
pochodzace z zakazen drobiu nalezaly gtownie do klonu PFGE — O itworzyly kom-
pleks klonalny spa-CCa, z typami spa: t3478 1t002. Podobna sytuacja wystepowata
wsrod szczepow swinskich (klon PFGE — H, typ spa t1491). Wymienionych typow nie
znaleziono w grupie szczepdw P-like pA+ pochodzacych od ludzi (tabela 22), co moze
wskazywac na brak genetycznego pokrewienstwa migdzy badanymi szczepami od swin
i drobiu a pochodzacymi od ludzi szczepami P-like pA+.

Kluczowq cecha, dla odrdznienia szczepow ludzkich od zwierzgcych byla jak do-
tychczas zdolnos¢ wytwarzania fibrynolizyny [122, 127]. Niestety wydaje si¢, ze do-
tychczas nie udalto sig¢ ustali¢ $cistych kryteridéw opartych na cechach fenotypowych lub
genotypie, ktére pozwalalyby identyfikowa¢ szczepy ludzkie i zwierzgce. Dlatego roz-
wazajac wyniki naszych badan, mozemy jedynie wskazywaé na roznice pomiedzy
szczepami, natomiast ich interpretacja jest obcigzona duza doza subiektywizmu. Nie
mozna wigc, nie znalazlszy podobienstwa pomigdzy szczepami P-like pA+ a szczepami
od drobiu czy $win, opiera¢ si¢ jedynie na roznicach i moéwié, ze nie sq powiazane ze
soba. Réwnie dobrze, opierajac si¢ na cechach fenotypowych i genotypie, mozna méwié
o braku podobienstwa pomigdzy typem ,,71” i szczepami P-like pA+ i na tej podstawie
kwestionowaé powiazanie szczepow P-like pA+ z gronkowcami ludzkimi. Tak wigc
sprawa zwiazku pomigdzy gronkowcami zwierzecymi, a szczepami P-like pA+ pozosta-
je nadal otwarta, cho¢ w moim przekonaniu istnieje.

Wedlug aktualnych danych, wigkszos¢ szczepow izolowanych od ludzi wykazuje
odmienno$¢ genetyczna w typach klonalnych ze szczepami zwierzecymi [117, 119].
Badania prowadzone w Danii wykazaty, ze sposrod wszystkich izolatow S. aureus
zwiazanych z zakazeniami krwi u ludzi, tylko 1 typ spa, najczgstszy wsrod izolatow
swinskich i1 bydlgcych, pojawil si¢ rowniez w grupie szczepow ludzkich [119]. Podob-
nie van Leeuwen udowodnit, ze szczepy S. aureus izolowane jedynie od zwierzat z
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bliskiego kontaktu z ludZzmi byty klasyfikowane w jednej z gtéwnych grup klonalnych
utworzonych w obrebie ludzkich szczepdw S. aureus [117]. W obecnej pracy wykaza-
no, ze typ spa t084 jest najczgstszy w kompleksie klonalnym szczepdw P-like pA+
(tabela 7). Jak wynika z dostgpnej literatury, wspomniany typ spa wystgpuje powszech-
nie wsrdd szczepow S. aureus pochodzacych od ludzi [63]. Wsrdd metycylinowrazli-
wych gronkowcdw zlocistych izolowanych z zakazen inwazyjnych, szczepy o typie
spa t084 byty na drugim miejscu pod wzgledem czgstosci wystgpowania w Szwajcarii
(8%), Wtoszech (8,8%), Niemczech (7,1%) 1 Szwecji (8,2%) [63, 152]. W naszym kraju
typ spa t084 wystgpowatl z podobng czestoscig wsrdd szczepow 1zolowanych z zakazen
krwi — od 9,9% do 10,2% [63, 160]. Jednoczesnie dostgpne prace nie wskazuja na jego
wystgpowanie wsrod szczepdw izolowanych od zwierzat [46, 71, 147]. Fakt ten $wiad-
czy o zdolnos$ciach rozprzestrzeniania si¢ typu spa t084 gidéwnie wsrod populacji szcze-
pow ludzkich a nie zwierzgcych. Jezeli wezmiemy pod uwage fakt czgstego wystepo-
wania wspomnianego typu w szczepach P-like pA+ moze to przemawia¢ za ludzkim
pochodzeniem gronkowcow biotypu P-like pA+ badanych w obecnej pracy.

Podobne wnioski mozna wyciagna¢ na podstawie wynikdw typowania podstawo-
wym zestawem fagdéw przeznaczonym dla szczepow ludzkich. Wszystkie gronkowce
biotypu P-like pA+ byly wrazliwe na fagi II grupy juz w stezeniu faga rownym 1xRTD,
podczas gdy szczepy pochodzace od zwierzat znacznie rzadziej typowaty si¢ w takch
warunkach (tabela 24). Jak wykazaty dotychczasowe badania, szczepy pochodzace od
zwierzat rzadko typuja si¢ fagami podstawowego zestawu przeznaczonego dla szcze-
péw ludzkich, a lepiej fagami przeznaczonymi dla gronkowcow zwierzgcych [194].
Wykazana w pracy wrazliwos¢ wszystkich szczepdw P-like pA+ na fagi przeznaczone
dla gronkowcow ludzkich juz w 1xRTD moze wskazywac wigc na ludzkie pochodzenie
badanej grupy szczepow.

Wobec powyzszych danych bardziej prawdopodobny wydaje si¢ poglad, ze biotyp
P-like pA+ pochodzacy od hospitalizowanych pacjentow i od osdb spoza srodowiska
szpitalnego zawiera szczepy ludzkie, ktore utracity zdolnos¢ wytwarzania fibrynolizy-
ny. Jak podaja nieliczni autorzy, wlasciwos¢ ta jest w niektorych gronkowcach niesta-
bilna [39]. Mozliwos¢ produkowania fibrynolizyny jest bowiem wynikiem konwers;ji
lizogennej spowodowanej wbudowaniem si¢ DNA bakteriofaga zawierajacego gen sak
do genomu bakteryjnego [151, 221]. Dotychczasowe badania wykazaty, ze fibrynolizy-
nododatnie gronkowce biotypu ludzkiego moga traci¢ zdolnos¢ wytwarzania fibrynoli-
zyny w efekcie przystosowania si¢ do nowego organizmu, stajac si¢ fibrynolizynoujem-
nymi szczepami biotypu NHS [39].Wsréd badanych w pracy fibrynolizynoujemnych
gronkowcow biotypu P-like pA+ nie wykryto genu sak odpowiedzialnego za jej wytwa-
rzanie (rycina 2). Wydaje si¢ wigc, ze moglo u nich doj$¢ do utraty genu sak. Bakterio-
fagi moga utrzymywac swoje DNA w komorce bakteryjnej w postaci plazmidu. Bada-
nia bakteriofaga A Escherichia coli wykazatly, ze na wskutek delecji lub mutacji DNA
faga nastgpuje utrata funkcji potrzebnej do jego reprodukcji i pozostaje on w komorce
zmieniony, pod postacig plazmidu [205]. Wiadomo rowniez, ze genom gronkowcow
zlocistych zawiera czg¢sto material genetyczny bakteriofagéow niosacych rézne markery
wirulencji i1 niekiedy moze nastapi¢ zjawisko ich gubienia [26, 148]. Wedtug niektorych
autorow przyczyna wspomnianego procesu sg mutacje, ktorych efekt w toku ewolucji
ulega nagromadzeniu i w konsekwencji prowadzi do masywnej utraty DNA profaga z
genomu bakteryjnego [25, 115]. Powyzsze dane potwierdzaja poglad przedstawiony w
obecnej pracy o powstaniu fibrynolizynoujemnego klonu P-like pA+ poprzez utrate
genu sak przez szczepy S. aureus biotypu ludzkiego.
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WNIOSKI
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciggna¢ nastgpujace wnioski:

. Wsrdéd gronkowcdw ztocistych II grupy bakteriofagowej izolowanych od ludzi wy-
stgpuja fibrynolizynoujemne szczepy nalezace do biotypu P-like pA+ (Poultry like
protein A positive), podobnego do biotypu drobiowego. Pozostate gronkowce II gru-
py fagowej wytwarzaja fibrynolizyng i maja cechy typowe dla biotypu ludzkiego.

. Wsrdd hospitalizowanych pacjentow regionu gdanskiego przewazaja, dotychczas
niecopisywane w srodowisku szpitalnym, gronkowce biotypu P-like pA+

. Gronkowce biotypu P-like pA+ stanowia jeden klon, odmienny pod wzgledem wta-
sciwosci genotypowych 1 fenotypowych od klonéw biotypu ludzkiego

. Gronkowce P-like pA+ wykazuja nizszy potencjat chorobotworczy niz szczepy nale-
zace do biotypu ludzkiego

. Gronkowce P-like pA+ prawdopodobnie pochodza od gronkowcow biotypu ludzkie-
g0, ktdre utracity gen sak odpowiedzialny za wytwarzanie fibrynolizyny.
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8. STRESZCZENIE

Gronkowce zlociste sa waznymi patogenami zarowno dla ludzi jak 1 dla zwierzat.
Mozna wsrod nich wyrdzni¢ biotyp ludzki 1 biotypy charakteryzujace szczepy zwierze-
ce. W latach 90. Isigidi 1 wsp. wykryli nowy biotyp P-like pA+, ktdry najczegsciej wyste-
powat w produktach migsnych i u 0s6b zawodowo zwigzanych z ich produkcja. W od-
roznieniu od szczepow ludzkich, gronkowce biotypu P-like pA+ nie wytwarzaty fibryno-
lizyny. Jak dotad pochodzenie tych szczepow nie zostato okreslone. Obecna praca jako
pierwsza bada populacje fibrynolizynoujemnych szczepdéw biotypu P-like pA+ izolowa-
ng od hospitalizowanych pacjentéw i tych spoza srodowiska szpitalnego.

Celem obecnej pracy byto zbadanie, czy fibrynolizynoujemne szczepy Staphylococ-
cus aureus Il grupy fagowej roznia si¢ od pozostatych gronkowcoéw tej grupy pod
wzglgdem cech genetycznych i fenotypowych oraz czy gronkowce niewytwarzajace
fibrynolizyny sa spokrewnione ze szczepami zwierzgcymi.

Badania przeprowadzono na 112 izolatach Staphylococcus aureus 11 grupy fagowe;j
pochodzacych od pacjentéw z 10 szpitali potozonych w Gdansku i wojewddztwie po-
morskim oraz od 0s6b zdrowych spoza srodowiska szpitalnego (nosiciele). Szczepy
uzyskano z réznych materiatow klinicznych. Dodatkowo do badan wilaczono grupe 22
gronkowcdw zlocistych pochodzacych od §win i drobiu, ktére w §wietle dostepne;j litera-
tury sa najbardziej zblizone do gronkowcdw izolowanych od ludzi [59].

Identyfikacj¢ gatunkowga przeprowadzono na podstawie obecnosci czynnika CF i ko-
agulazy oraz testu Api ID 32 Staph. Szczepy II grupy fagowej wyselekcjonowano przez
typowanie podstawowym zestawem 23 bakteriofagdw. Przy okreslaniu biotypow wyko-
rzystano wyniki czterech testow (wytwarzanie fibrynolizyny, B-hemolizyny, $cinanie
plazmy bydlgcej, typ wzrostu na podlozu z fioletem krystalicznym). Dodatkowo ozna-
czono wytwarzanie biatka A w celu odréznienia szczepow biotypu P-like pA+ (Poultry
like protein A positive) od biotypu drobiowego (Poultry). Do analizy struktury klonalnej
szczepow 11 grupy fagowej oraz zbadania ich pokrewienstwa z gronkowcami pochodza-
cymi od zwierzat wykorzystano typowanie genetyczne catego bakteryjnego DNA meto-
da PFGE oraz typowanie genu spa. W celu okreslenia potencjalu chorobotworczego
zbadano obecnos¢ gendéw toksyn i adhezyn gronkowcowych w oparciu o reakcje multi-
plex PCR. Oznaczenie wrazliwosci na wybrane antybiotyki wykonano przy uzyciu me-
tody dyfuzyjno-krazkowej, a dla tetracykliny dodatkowo okreslajac wartos¢ MIC.

Badania przeprowadzone w obecnej pracy wykazaty, ze wsrdd gronkowcow II grupy
bakteriofagowej przewazaja fibrynolizynoujemne szczepy nalezace do biotypu P-like
pA+ (58,9%). Pozostate gronkowce II grupy wytwarzaty fibrynolizyng i nalezaty do
biotypu ludzkiego.

Wyizolowane od hospitalizowanych pacjentéw gronkowce biotypu P-like pA+ re-
gionu gdanskiego dotychczas nie byty opisywane w srodowisku szpitalnym. Przeprowa-
dzone badania wykazaty, ze brak zdolnosci wytwarzania fibrynolizyny w szczepach
biotypu P-like pA+ zwigzany jest z ujemnym testem na obecnos$¢ genu kodujacego fi-
brynolizyn¢ (sak).

Analiza makrorestrykcyjna (PFGE) ujawnita w obrebie biotypu P-like pA+ jeden
klon PFGE, a sekwencjonowanie genu spa wykazalo obecnos¢ spokrewnionych szcze-
pow tworzacych jeden kompleks klonalny spa-CC346/084. W odroznieniu od biotypu P-
like pA+, gronkowce biotypu ludzkiego byly bardziej zroznicowane genetycznie. Nale-
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zaty do kilkunastu klonéw PFGE, z ktérych tylko czg$¢ tworzyta jeden kompleks klo-
nalny: spa-CC (CC435).

Wsrod gronkowcdw P-like pA+, w przeciwienstwie do szczepow ludzkich, nie wy-
kryto genow zwigzanych z wytwarzaniem toksyn 1 posiadaty one mniejsza liczbg genow
kodujacych adhezyny, co wskazuje na ich nizszy potencjat chorobotworczy. W szcze-
pach ludzkich przewazaly geny toksyn zwiazanych z zakazeniami skory (eta, eth, luksS-
PV/lukF-PV) i geny adhezyn wystepujace w okreslonych typach zakazen (bbp, cna). W
szczepach P-like pA+, w przeciwienstwie do gronkowcdw ludzkich, odnotowano domi-
nacje genu biatka wiazacego fibronektyng (fnbB), co thumaczy izolowanie ich z réznych
rodzajow zakazen.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze gronkowce P-like pA+, oprdcz braku zdolno-
sci wytwarzania fibrynolizyny, roznig si¢ takze innymi wlasciwosciami fenotypowymi
od szczepdw ludzkich. Szczepy P-like pA+ nie rozktadaty laktozy, nie byly wrazliwe na
faga 71 i czgSciej wykazywaty opornos¢ na tetracykling niz gronkowce ludzkie.

Analiza przeprowadzona w obecnej pracy wykazala, ze gronkowce P-like pA+ wy-
stgpuja w rédznych materiatach klinicznych 1 to z wysoka czgstoscia. Wyjatkiem bytly
materiaty pochodzace z zakazen skory, w ktdrych szczepy P-like pA+ — w pordwnaniu
do szczepow ludzkich — byty mniej liczne.

Poréwnanie szczepdw P-like pA+ z gronkowcami zwierzecymi przy wykorzystaniu
metod genetycznych dowiodlto, ze sa to grupy szczepdw niespokrewnione ze soba. Ze
wzgledu na brak pokrewienstwa ze szczepami zwierzgcymi, wrazliwos$¢ na bakteriofagi
zestawu podstawowego dla szczepoéw ludzkich oraz budowe genu biatka A (spa t084),
nalezy przyjac, ze pochodza od gronkowcow ludzkich, ktore utracily gen sak odpowie-
dzialny za wytwarzanie fibrynolizyny.

Obecna praca wykazata, ze dotychczas opisywane w srodowisku zwierzgecym szcze-
py biotypu P-like pA+ sa obecne réwniez u ludzi, w réznego rodzaju zakazeniach. Mi-
mo, ze cechujg si¢ niskim potencjatem chorobotworczym i lekoopornoscia, ich liczne
wystgpowanie wsrod hospitalizowanych pacjentéw jak i u nosicieli pozaszpitalnych
swiadczy o tatwosci rozprzestrzeniania si¢ i koniecznosci traktowania szczepdw biotypu
P-like pA+ jako istotnego patogenu czlowieka.
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9. SUMMARY

Staphylococcus aureus 1s an important pathogen both for people and animals. The
strains of this species are divided into a human biotype and animal biotypes. In 1990s,
Isigidi et al. found a new biotype P-like pA+ which was most frequently isolated from
meat products and people professionally engaged with their production. Unlike human
biotype, staphylococci of P-like pA+ didn’t produce staphylokinase. Until now, the ori-
gin of these strains is not proved. This study, as the first one investigates the population
of staphylokinase-negative P-like pA+ biotype strains, which were isolated from hospi-
talized patients and outpatients.

The main purpose of the work was to examine whether staphylokinase-negative
Staphylococcus aureus strains of phage group II differ from other staphylococci of this
group in terms of genetic and phenotypic features and whether staphylokinase-negative
staphylococci are related to strains isolated from animals.

The studies were conducted on 112 Staphylococcus aureus isolates of phage group
IT isolated from patients of 10 hospitals located in Gdansk area and from healthy people
(carriers). The strains were obtained from different clinical materials. Additionally, a
group of 22 Staphylococcus aureus isolates from pigs and poultry, which according to
the available literature are the most similar to staphylococci isolated from people [59],
were enclosed to the research.

Species identification was determined according to the presence of CF and coagu-
lase and with the use of Api ID 32 Staph test. The strains of phage group II were selected
by the typing with the basic set of 23 bacteriophages. The results of four tests (staphylo-
kinase production, B-hemolysin production, coagulation of bovine plasma, type of
growth on cristal violet agar plates) were used for the biotype determinaton. Addition-
ally, the protein A was detected to differenciate the strains of biotypes: P-like pA+ from
Poultry. In order to evaluate the clonal structure of phage group II strains and to assess
the genetic similarities with animal staphylococci, the genetic typing of whole bacterial
DNA was performed with the use of PFGE method and spa gene typing. In order to
evaluate virulence potential the occurrence of staphylococcal toxin and adhesin genes
was done basing on a multiplex PCR reaction. Antibiotic susceptibility testing to se-
lected antibiotics in clonal complexes was performed using the disk diffusion method
and additionally for tetracycline MIC value estimation was done.

The studies in the present study have shown that among staphylococci of phage
group I, staphylokinase-negative strains belonging to biotype P-like pA + (58.9%) pre-
vail. Other staphylococci of group II were staphylokinase-positive and belonged to hu-
man biotype.

The staphylococci of P-like pA+ biotype were isolated from hospitalized patients of
Gdansk area and yet not described in hospital. The studies in the present study have
shown that the lack of ability to produce staphylokinase in P-like pA + strains is associ-
ated with negative result of the test for the presence of gene encoding staphylokinase
(sak).

Macrorestriction analysis (PFGE) revealed one PFGE clone in P-like pA+ biotype
and sequencing of spa gene showed the presence of strains which are related in one
clonal complex spa-CC346/084. Unlike biotype P-like pA + staphylococci of human
biotype were more genetically varied. They belonged to several PFGE clones, while only
some of them created one clonal complex spa-CC (CC435).
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Among the P-like pA+ staphylococci, unlike human strains, there were no genes
involved in the toxin production and the strains had fewer genes of adhesin, which points
to their lower virulence potential. In human strains, toxin genes connected with skin
infections (eta, etb, lukS-PV/lukF-PV) and adhesin genes connected with distinctive
types of infections (bbp, can and ebp) prevaled. In P-like pA + strains, unlike in human
staphylococci, the domination of gene of coding fibronectin binding protein (fnbB),
which points to their isolation from different infections, was observed.

The studies have shown that P-like pA+ staphylococci, beside the lack of staphylo-
kinase production ability, differ from human strains also in other phenotypic features.
Strains of these group did not ferment lactose and were not susceptible to 71 phage and
they were resistant to tetracycline more often then human strains.

The analysis in the present study has shown that P-like pA+ staphylococci are pre-
sent with high frequency in different clinical materials. Materials from skin infections, in
which P-like pA+ strains were less frequent than in human strains, were the exception.

The compare of P-like pA+ strains with animal staphylococci using genetic meth-
ods has shown that they do not show a relationship with the animal strains, the sensitiv-
ity to basic set of bactetriophages for human strains and the structure of protein A gene
(spa t084), it must be assumed that they come from human staphylococci that lost sak
gene responsible for staphylokinase production.

Present study has shown that P-like pA+ biotype strains described as existing in an-
imal environment are also present in human with different kinds of infections. Despite of
their low virulence potential and antibiotic resistance, their numerous presence in hospi-
talized patients and outpatients (carriers) proves that they disseminate easily and should
be treated as an important human pathogen.



