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WYKAZ U�YWANYCH SKRÓTÓW 

agr – accessory gene regulator 

BSA – bovine serum albumin / albumina plazmy bydl
cej  
CF – clumping factor / czynnik zlepny 
CFU – colony forming unit / jednostka tworz�ca kolonie 
DTP – deoxynucleotides dATP, dDTP, dGTP, dTTP 

Multiplex PCR – multiplex polymerase chain reaction / zło	ona ła�cuchowa reakcja 
polimerazy 

ETA – exfoliative toxin A / eksfoliatyna typu A 
ETB – exfoliative toxin B / eksfoliatyna typu B 
Luk-I – leukotoxin I / leukotoksyna I 
PCR – polymerase chain reaction / ła�cuchowa reakcja polimerazy
PFGE – pulsed-field gel electrophoresis / elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym  
PVL – Panton Valentine leukocidin / leukocydyna Panton-Valentine 
RTD – routine test dilution 

RFLP – restriction fragment length polymorphism / polimorfizm długo�ci fragmentów 
restrykcyjnych DNA 

SE – staphylococcal enterotoxins / enterotoksyny gronkowcowe 
SIG – Staphylococcus intermedius group / grupa Staphylococcus intermedius 

SIET – Staphylococcus intermedius exfoliative toxin / eksfoliatyna Staphylococcus 

intermedius

SSSS – staphylococcal scalded skin syndrome / zespół oparzonej skóry 
TBS – Tris buffered saline 

TSA – Triptic Soy Agar / podło	e agarowe tryptozowo-sojowe 
TSB – Triptic Soy Broth / podło	e bulionowe tryptozowo-sojowe 
TSS – toxic shock syndrome / zespół wstrz�su toksycznego
TSST-1 – toxic shock syndrome toxin / toksyna zespołu wstrz�su toksycznego 
UPGMA – unweighed pair group method with arithmetic averages
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1. WST�P 

1.1. Wprowadzenie 

Zaka	enie jest zjawiskiem zło	onym i wieloetapowym, w którym bior� udział dwa or-

ganizmy 	ywe. Z jednej strony człowiek wraz z całym zespołem mechanizmów obronnych, z 

drugiej mikroorganizm dysponuj�cy czynnikami, które pozwalaj� te mechanizmy neutralizo-

wa�. W zale	no�ci od przewagi jednej ze stron, drobnoustrój zostaje zniszczony lub te	 do-

chodzi do zaka	enia, które mo	e przebiega� w sposób objawowy lub pozostawa� w stanie 

nosicielstwa. Wspomniane zjawiska s� przedmiotem bada� od wielu lat i wraz z post
pem 

technik badawczych staj� si
 coraz bardziej zrozumiałe. Jednak ci�gle nie s� jasne ró	nice 

pomi
dzy bakteriami pozostaj�cymi w stanie nosicielstwa, a tymi które wywołuj� objawy 

chorobowe. Ma to szczególne znaczenie w przypadku koagulazododatnich gronkowców, któ-

re stały si
 w ostatnich dziesi
cioleciach jedn� z najgro�niejszych przyczyn zaka	e� zarówno 

ludzi jak i zwierz�t.  

Głównym zamierzeniem cyklu prezentowanych prac było zbadanie wybranych czynni-

ków patogenno�ci w�ród koagulazododatnich gronkowców, pochodz�cych ze zmian choro-

bowych oraz z przypadków nosicielstwa. Nie ograniczaj�c si
 jedynie do gronkowców izolo-

wanych od ludzi badaniami obj
to równie	 populacj
 gronkowców pochodz�cych od psów, a 

tak	e gronkowce złociste fagotypu 187 mog�ce zaka	a� zarówno ludzi jak i psy. 

1.2. Klasyfikacja koagulazododatnich gronkowców 

Rodzaj Staphylococcus został opisany ponad 130 lat temu przez szkockiego badacza 

Ogstona [73]. Pierwsza klasyfikacja Rosenbacha rozró	niała w obr
bie rodzaju Staphylococ-

cus dwa gatunki: Staphylococcus pyogenes aureus – tworz�cy pomara�czowo	ółte kolonie i 

Staphylococcus pyogenes albus – o barwie białej [88]. Niedługo potem barwa kolonii, jako 

zmienna cecha stała si
 mniej istotnym kryterium klasyfikacyjnym. Za wa	niejsze uznano 

wykrzepianie plazmy, wykryte przez Loeba w 1903 roku [65]. Znalazło to odzwierciedlenie 

w VII wydaniu klucza Bergey’a, gdzie koagulaza była podstawowym kryterium ró	nicowania 

gronkowców i wyznacznikiem ich patogenno�ci [32]. Wyodr
bniono chorobotwórczy, wy-

twarzaj�cy koagulaz
 gatunek S. aureus oraz niechorobotwórczy, koagulazoujemny S. epi-

dermidis [32]. Ten uproszczony podział w kolejnych latach ulegał modyfikacjom. W 1963 
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roku Baird-Parker poszerzył biochemiczne kryteria klasyfikacji rodzaju Staphylococcus i wy-

ró	nił sze�� podgrup [5]. Niemniej gronkowiec złocisty pozostawał nadal jedynym koagula-

zododatnim gatunkiem [5]. Kolejne prace z lat 70. dowiodły ró	nic pomi
dzy szczepami S. 

aureus izolowanymi od ludzi i od zwierz�t [55, 72, 85]. Na ich podstawie Hájek i Maršhálek 

zaproponowali podział na sze�� biotypów [46]. Do biotypu A zaliczyli szczepy ludzkie, do 

biotypu B – szczepy izolowane od drobiu i �wi�, do C – od krów i owiec, do D – od zaj
cy, 

do E – od psów i koni oraz do biotypu F – od goł
bi. Niedługo potem okazało si
, 	e biotyp E 

i F ró	ni si
 zasadniczo od S. aureus, pod wzgl
dem cech biochemicznych oraz składu zasad 

DNA (G+C). Zaowocowało to wyodr
bnieniem, w 1976 roku, przez Hajka nowego koagula-

zododatniego gronkowca, Staphylococcus intermedius [45]. Jego nazwa wzi
ła si
 st�d, 	e 

posiadał po�rednie wła�ciwo�ci pomi
dzy S. aureus, a S. epidermidis. Cech� pierwszego ga-

tunku było wytwarzanie koagulazy, a drugiego powolna fermentacja mannitolu, brak wytwa-

rzania acetoiny oraz produkcja �-galaktozydazy. Przez długie lata S. intermedius pozostawał 

najwa	niejszym gronkowcem izolowanym od psów [8]. Wielu badaczy zauwa	ało du	e zró	-

nicowanie fenotypowe i genotypowe szczepów S. intermedius [8, 38, 47]. W roku 2005 Dev-

riese na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA i hybrydyzacji DNA-DNA wyró	nił w obr
-

bie S. intermedius nowy gatunek, Staphylococcus pseudintermedius [28]. Dwa lata pó�niej 

Sasaki na podstawie analizy sekwencji genów sodA i hsp60 dowiódł bliskiego pokrewie�stwa 

trzech gatunków S. intermedius, S. pseudintermedius i S. delphini, które okre�lił mianem gru-

py S. intermedius (SIG) [92]. Jak dowodz� ostatnie prace, najcz
�ciej izolowanym gronkow-

cem u psów jest S. pseudintermedius, który de facto jest dawnym gatunkiem S. intermedius

[41, 43, 116]. Wła�ciwy S. intermedius wyst
puje kilkukrotnie rzadziej [41, 43]. Jednak u	yta 

w ostatniej reklasyfikacji metoda sekwencjonowania, ze wzgl
du na czaso- i kosztochłon-

no��, nie ma zastosowania w rutynowej diagnostyce gronkowców, dlatego w wynikach bada�

mikrobiologicznych gatunek S. pseudintermedius najcz
�ciej funkcjonuje nadal jako S. inter-

medius.  

Obecnie obowi�zuj�ca klasyfikacja wyró	nia sze�� koagulazododatnich gatunków gron-

kowców, s� to: S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp. 

coagulans, S. lutrae oraz dwa, S. hyicus i S. agentis, spo�ród których nie wszystkie szczepy 

wytwarzaj� koagulaz
 [18]. Niemniej najwa	niejszym gronkowcowym patogenem człowieka 

pozostaje nadal S. aureus, a psów grupa S. intermedius, z najcz
stszym gatunkiem S. pseudin-

termedius. 

�
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1.3. S. aureus fagotypu 187 

Gronkowce złociste fagotypu 187 wyst
puj� u ludzi sporadycznie. Stanowi� zaledwie od 

0,15% do 2% populacji S. aureus [58, 83]. Mog� by� izolowane zarówno od nosicieli jak i z 

ró	nego rodzaju zmian chorobowych. Ich szczególn� cech� jest zdolno�� zaka	ania zarówno 

ludzi jak i psów. Mimo, 	e gronkowce psie typu 187 ró	ni� si
 pewnymi wła�ciwo�ciami od 

szczepów ludzkich, to mog� równie	 kolonizowa� ludzi. Zjawisko takie odnotowano u 

wła�cicieli psów [56]. 

Wra	liwo�� na fagi typu 187 pozostaje odmienna od pozostałych S. aureus. Typuj� si


jedynie fagiem 187 i nie s� wra	liwe na 	adne inne fagi dla gronkowców złocistych, które nie 

podlegaj� nawet adsorpcji. Natomiast wykazuj� krzy	ow� wra	liwo�� z fagami dla biotypu 

psiego [57, 64]. 

W zale	no�ci od pochodzenia wykazuj� ró	nice biochemiczne. Szczepy od psów nie 

rozkładaj� mannitolu, nie wytwarzaj� fibrynolizyny i hemolizyny 
 oraz nie koaguluj�

plazmy ludzkiej. Natomiast wytwatrzaj� �-hemolizyn
 i koaguluj� plazm
 psi�, która nie jest 

koagulowana przez szczepy pochodz�ce od ludzi [56, 57]. Te wła�ciwo�ci, w dawnej klasyfi-

kacji, stawiały je pomi
dzy biotypem ludzkim (A) i psim (E). W oparciu o obecn� klasyfika-

cj
, mo	na je okre�li� jako po�rednie pomi
dzy gatunkiem S. aureus, a grup� S. intermedius. 

Ró	nice antygenowe typu 187 dotycz� przede wszystkim obecno�ci galaktozaminy za-

miast glukozaminy jako determinanta w kwasie tejchojowym �ciany komórkowej, dla której 

Oeding proponował nazw
 „polisacharyd 187” [71]. Inne ró	nice serologiczne polegaj� na 

obecno�ci antygenów K1 i 17-61.218, których nie znaleziono u 	adnych innych gronkowców 

izolowanych od ludzi [57].  

Brak wra	liwo�ci na wszystkie fagi, za wyj�tkiem faga 187 oraz krzy	owa wra	liwo��

na fagi dla gronkowców psich, jak równie	 odmienne od typowych S. aureus wła�ciwo�ci 

biochemiczne oraz antygenowe gronkowców fagotypu 187 zwróciły uwag
 ju	 w latach 70-

tych, kiedy postulowano uznanie ich jako oddzielnej jednostki taksonomicznej. Od tego czasu 

jednak nie prowadzono bada� na tej grupie gronkowców. 

1.4. Nosicielstwo S. aureus i S. pseudintermedius  

Przyczyny nosicielstwa gronkowców, zarówno u ludzi jak i psów, nie s� jasne, a jego 

mechanizm jest wieloczynnikowy. Niew�tpliwie jest ono wynikiem pokonywania przez gron-
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kowce mechanizmów obronnych gospodarza i zasiedlania przez dłu	szy czas okre�lonej niszy 

w jego organizmie. 

Wydzielane przez nabłonek nosa immunoglobuliny A i G, lizozym, laktoferyna i inne 

naturalne peptydy przeciwbakteryjne pełni� zasadnicz� rol
 w odporno�ci wrodzonej [52]. 

Udowodniono, 	e u nosicieli gronkowców mo	e mie� miejsce upo�ledzenie wydzielania tych 

substancji. Z drugiej za� strony wyst
puje u nich podniesione st
	enie defensyn, wskazuj�ce 

na obecno�� czynników zapalnych, którymi mog� by� kolonizuj�ce organizm gronkowce 

[21].  

Brak zdolno�ci peptydów przeciwbakteryjnych, wydzielanych przez nabłonek nosa, do 

skutecznego eliminowania gronkowców mo	e wynika� z oporno�ci na peptydy lub z uwarun-

kowa� anatomicznych [22]. Gronkowce kolonizuj� bowiem przede wszystkim okolice przed-

sionka nosa, ubogiego w �luzow� wydzielin
, w której znajduj� si
 peptydy i przeciwciała 

[95]. Badania in vitro wykazały, 	e gronkowce s� oporne na kationowe peptydy przeciwbak-

teryjne, poprzez mechanizm aktywnego wypompowywanie peptydów z komórki (efflux) oraz 

aktywno�� proteolityczn� [82]. Trudno jednak rozstrzygn�� czy tego rodzaju oporno�� deter-

minuje nosicielstwo gronkowców.  

Uwa	a si
 te	, 	e tkanka gruczołowa wewn
trznej �ciany nosa mo	e stanowi� miejsce 

trwałej kolonizacji przez gronkowce. Zwi�zanie gronkowca ze �luzówk� lub mucyn� ma 

prawdopodobnie charakter przej�ciowy. Natomiast wi�zanie gronkowców z gruczołami 

umo	liwia ich liczne namna	anie i trwałe kolonizowanie [14]. 

Nosiciele s� najcz
�ciej skolonizowani przez pojedynczy szczep gronkowca. Badania na 

ochotnikach zaka	anych mieszanin� ró	nych gronkowców wykazały, 	e u nienosicieli gron-

kowce były szybko eliminowane z flory, za� u nosicieli pozostawał jedynie szczep kolonizu-

j�cy ich dotychczas [70]. W zwi�zku z tym uwa	a si
, 	e warunki i predyspozycje gospodarza 

determinuj� nosicielstwo okre�lonych szczepów gronkowców, a oddziaływanie pomi
dzy ich 

strukturami antygenowymi ma istotne znaczenie [70]. Istnieje nawet pogl�d o dziedzicznych 

uwarunkowaniach nosicielstwa S. aureus u ludzi [19]. 

Nosicielstwo S. aureus u ludzi dotyczy przede wszystkim przedsionka nosa. Rzadziej 

obejmuje gardło, skór
 oraz inne miejsca [113]. Skóra skolonizowana jest najcz
�ciej w oko-

licy pachwin, pach i dłoni. W�ród zdrowych dorosłych ludzi nosicielstwo w przedsionku nosa 

wynosi około 30% [111]. Mo	na wyró	ni� w�ród nich nosicieli stałych, u których kolonizacja 

gronkowcem trwa wiele miesi
cy lub lat oraz grup
 nosicieli przej�ciowych, gdzie jest ono 

bardziej krótkotrwałe [70, 81].  
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Dzieci s� cz
�ciej nosicielami S. aureus ni	 doro�li. U ponad 70% noworodków uzysku-

je si
 co najmniej jeden dodatni posiew z nosa. U niemowl�t wynosi ono w zale	no�ci od 

wieku, od 45% w drugim miesi�cu 	ycia, do 21% w wieku 6 miesi
cy [77].  

Cz
sto�� nosicielstwa ró	ni si
 w zale	no�ci od grup etnicznych i płci. Stwierdzono, 	e 

jest wy	sze u ludzi rasy białej i u m
	czyzn [22, 31]. Do osób, u których notuje si
 wy	szy 

poziom nosicielstwa nale	� osoby z obni	on� odporno�ci� lub chorobami podstawowymi, 

zaka	eni HIV, chorzy na cukrzyc
, z przewlekł� chorob� w�troby, pacjenci poddawani he-

modializie oraz z chorobami skóry [111]. 

Ponadto nosicielstwo S. aureus mo	e si
 szerzy� w�ród członków rodziny na skutek 

zwi
kszonej ekspozycji. Peacock wykazał dodatni� korelacj
 pomi
dzy nosicielstwem u ma-

tek i ich dzie�mi. Wi
kszo�� matek ma ten sam szczep co ich dzieci, co oznacza, 	e gronkow-

ce przenosz� si
 przez bliski kontakt w rodzinie [77].  

Dowiedziono, 	e nosicielstwo S. aureus w przedsionku nosa jest �ci�le zwi�zane z jego 

obecno�ci� na r
kach. Dlatego uwa	a si
, 	e nosiciele głównie poprzez r
ce przenosz� gron-

kowce do otoczenia [112]. Rozsiewane w ten sposób bakterie stanowi� �ródło zaka	e� egzo-

gennych, równie	 w �rodowisku szpitalnym. Perl dowiódł, 	e a	 53% szpitalnych gronkow-

cowych infekcji na oddziałach chirurgii dotyczy pacjentów nie b
d�cych nosicielami S. au-

reus czyli ma charakter egzogenny [81]. Pochodz� one ze �rodowiska szpitalnego, gdzie 

istotnym �ródłem zaka	e� pozostaj� pracownicy. Jest ono wyra�nie wy	sze u nich ni	 w resz-

cie populacji i mo	e wynosi� od 40 do 70% [2].  

Poza człowiekiem rezerwuarem S. aureus mog� by� równie	 psy. U zdrowych psów, 

podobnie jak i u ludzi, gronkowiec złocisty jest najcz
�ciej izolowany z nosa [41, 44, 80]. 

Niemniej cz
sto�� izolacji S. aureus od psów jest zdecydowanie ni	sza ni	 u człowieka i wy-

nosi najwy	ej 5% [41, 80]. Przypuszcza si
, 	e do kolonizacji u psów dochodzi poprzez prze-

niesienie gronkowca z człowieka. Zdaniem Walther’a ma to niew�tpliwy zwi�zek ze wzro-

stem w ostatnim czasie obustronnej transmisji mikroorganizmów pomi
dzy człowiekiem i 

psem [110].  

Nosicielstwo S. pseudintermedius u psów dotyczy najcz
�ciej błon �luzowych pyska 

(57%) i odbytu (52%), a nie nosa (31%) jak u ludzi [8]. Cz
sto�� wyst
powania S. pseudin-

termedius u zdrowych psów jest wyra�nie wy	sza ni	 S. aureus i w zale	no�ci od badanej 

populacji psów wynosi 46-92% [44, 89]. Przypuszcza si
 	e nosicielstwo mo	e ró	ni� si
 w 

zale	no�ci od regionu geograficznego jak i ras badanych psów [8].  

Podobnie jak u ludzi, w�ród psów wyró	nia si
 nosicielstwo stałe i czasowe. Dane doty-

cz�ce bada� na ten temat s� sk�pe. Wydaje si
 jednak, 	e w przypadku psów nosicielstwo 
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stałe jest zdecydowanie wy	sze ni	 nosicielstwo S. aureus u ludzi [47]. Z bie	�cej literatury 

wynika, 	e wi
cej ni	 połowa, a nawet 75% psów badanych na przestrzeni jednego roku wy-

kazywała nosicielstwo stałe [24, 47]. Podobnie jak u ludzi, cz
sto�� kolonizacji wzrasta (na-

wet do 87%) wraz z pojawianiem si
 u nich gronkowcowych chorób skóry, takich jak pio-

dermia czy atopowe zapalenie skóry [33]. 

1.5. Patogenno�� S. aureus i S. pseudintermedius  

Zaka	enia wywoływane przez S. aureus dotycz� najcz
�ciej mieszków włosowych oraz 

skóry i przebiegaj� z intensywnym ropnym procesem zapalnym i miejscow� martwic� tkanek. 

Gronkowce mog� te	 powodowa� ci
	kie, gł
bokie infekcje, w szczególno�ci zapalenia ko�ci 

i szpiku, niekiedy płuc czy wsierdzia, prowadz�ce do posocznic.  

S. pseudintermedius jest główn� przyczyn� ropnych zapale� skóry, ucha zewn
trznego, 

spojówek, dróg moczowych i stawów u psów [79, 80, 86]. Mo	e wywoływa� zaka	enia rów-

nie	 u innych zwierz�t, koni, kotów czy �winek morskich, ale wyst
puj� one rzadziej ni	 u 

psów [91]. Infekcje spowodowane przez S. pseudintermedius sporadycznie dotycz� ludzi. 

Opisano przypadki zaka	e� ran po pogryzieniu przez psa oraz pojedyncze przypadki innych 

zaka	e�, które głównie miały miejsce u wła�cicieli psów [54, 61, 102].  

Za zjadliwo�� S. aureus i S. pseudintermedius odpowiedzialnych jest szereg czynników 

warunkuj�cych ich zaka�no��, inwazyjno�� i toksyczno��. Nale	� tu struktury umo	liwiaj�ce 

adhezj
 do komórek gospodarza, czynniki umo	liwiaj�ce rozprzestrzenianie si
 oraz toksyny 

b
d�ce najbardziej jednoznacznym markerem chorobotwórczo�ci gronkowców. Do typowych 

toksemii nale	� gronkowcowe złuszczaj�ce zapalenie skóry (SSSS – staphylococcal scalded 

skin syndrome), zespół wstrz�su toksycznego (TSS – toxic shock syndrome) czy zatrucia po-

karmowe [59, 84]. 

Toksyny gronkowcowe o charakterze superantygenów pobudzaj� nieswoist�, 

poliklonaln� proliferacj
 limfocytów T oraz wydzielanie licznych cytokin, które zaostrzaj�

przebieg infekcji i nasilaj� jej objawy, prowadz�c nawet do wstrz�su toksycznego [17].  

Enterotoksyny s� jednymi z najwcze�niej poznanych superantygenów gronkowcowych. 

S� one termostabilnymi białkami, wydzielanymi zewn�trzkomórkowo, które wywołuj�

objawy zatrucia pokarmowego. Wyró	niono ponad 20 typów serologicznych enterotoksyn  

S. aureus, pocz�wszy od czterech podstawowych SEA-SED, do opisanych ostatnio SEIU-

SEIV [17]. Mimo wyró	nienia ich wielu serotypów, enterotoksyna typu A (SEA) pozostaje 
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odpowiedzialna za ponad 80% wszystkich przypadków zatru� gronkowcowych [84]. SEA 

została odkryta, jako jedna z pierwszych enterotoksyn w 1985 roku przez Betley’a i 

Mekalanosa [13]. Jej wytwarzanie jest warunkowane obecno�ci� profaga [13]. Ostatnie 

badania dowodz�, 	e obecno�� SEA jest zwi�zana ze wstrz�sem toksycznym u pacjentów z 

bakteriemi� gronkowcow� [35]. Dowiedziono, 	e rozprzestrzenie si
 we francuskich 

szpitalach gronkowców z t� toksyn� przyczyniło si
 do 75% wzrostu przypadków wstrz�su 

septycznego [107]. Natomiast Peacock dostrzegł, 	e gronkowce wytwarzajace enterotoksyn


A znacznie cz
�ciej wyst
powały w�ród izolatów wywołuj�cych zaka	enia inwazyjne [78]. 

Przypuszcza si
, 	e silniejsze działanie SEA w wywoływaniu odpowiedzi zapalnej ni	 innych 

superantygenów mo	e wynika� z synergistycznego oddziaływania z komponetami �ciany 

komórkowej oraz wywoływania kaskadowej ekspresji innych gronkowcowych egzoprotein, 

które sprzyjaj� pojawianu si
 objawów wstrz�su [25]. 

Jedyna znana dot�d enterotoksyna typu psiego (SECcanine), została scharakteryzowana 

przez Edwards’a w 1997 roku [30]. Wyodr
bniono j� spo�ród patogennych S. intermedius

izolowanych z piodermii u psów. SECcanine podobnie jak inne enterotoksyny, ma zdolno��

pobudzenia proliferacji limfocytów T i wywoływania wymiotów. Jej sekwencja, mimo bli-

skiego pokrewie�stwa z enterotoksynami S. aureus typu SEC1-3, wykazuje odmienno�� i spe-

cyficzno�� gatunkow� [30].  

Enterotoksyna zaliczana pocz�tkowo do serotypu F, nazywana obecnie toksyn� wstrz�su 

toksycznego (TSST-1) została scharakteryzowna w 1981 roku, niezale	nie przez Schlievert’a 

i Bergdoll’a [12, 93]. Odpowiedzialna jest za objawy wstrz�su toksycznego, wywołanego 

namna	aniem bakterii we wrotach zaka	enia i przenikaniem toksyny do krwi. Zdolno��

TSST-1 do przenikania barier �luzowych w organi�mie człowieka jest prawdopodobnie 

przyczyn� objawów ogólnoustrojowych [17]. Oba typy TSS, menstruacyjny – zwi�zany z 

namna	aneim S. aureus w tamponach i drugi – pojawiaj�cy si
 w przebiegu innych zaka	e�

gronkowcowych, warunkowane s� ekspresj� genu tst, zlokalizowanego na ruchomym 

elemencie chromosomu, zwanym gronkowcow� wysp� patogenno�ci (SaPI) [29]. Jak dot�d 

nie wykryto wytwarzania TSST-1 przez gronkowce z rezerwuarów psich. 

Eksfoliatyny warunkuj�ce liszajec zaka�ny oraz gronkowcowy zespół oparzonej skóry 

maj� charakter proteinaz serynowych, uszkadzaj�cych desmoglein
, odpowiedzialn� za 

tworzenie mostków mi
dzykomórkowych w warstwie ziarnistej nabłonka. Zespół dotyczy 

głównie noworodków i małych dzieci. Wynika to z faktu, 	e desmogeleina wyst
puje jedynie 

w skórze młodych ssaków [1]. Najlepiej poznane s� dwa rodzaje toksyn eksfoliatywnych - 

ETA i ETB, kodowanych odpowiednio przez gen eta, zlokalizowany na chromosomie i gen 
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etb, zlokalizowany na plazmidzie. Oba typy mimo ró	nic serologicznych maj� zbli	on�

aktywno�� biologiczn� [59]. 

Poznana stosunkowo niedawno toksyna eksfoliatywna S. pseudintermedius (SIET), zo-

stała opisana przez Terauchiego, w 2003 roku [104]. Wykazał on epidermolityczne działanie 

SIET po podskórnej iniekcji jednodniowym noworodkom chomików i psów. Podanie SIET 

dorosłym psom wywołuje zaczerwienienia i złuszczanie naskórka, dlatego przypisuje si
 jej 

rol
 w patogenezie psiej piodermii oraz zapaleniu ucha [60].  

Leukocydyna Panton –Valentine (PVL) nale	y do grupy dwuskładnikowych leukotok-

syn S. aureus, zło	onych z dwóch podjednostek klasy F i S, kodowanych odpowiednio przez 

dwa geny lukS-PV i lukF-PV. Aktywno�� PVL jest uwarunkowana jednoczesnym działaniem 

obu białek. Wykazuje cytotoksyczno�� w stosunku do ludzkich i króliczych neutrofili, makro-

fagów oraz aktywno�� nekrotyczn�, po podaniu �ródskórnym [63].  

S. pseudintermedius wytwarza leukotoksyn
 o podobnych wła�ciwo�ciach do PVL, na-

zywan� Luk-I [87]. Składa si
 ona z dwóch komponentów, LukS i LukF i wykazuje silne 

działanie leukotoksyczne i nieznaczne wła�ciwo�ci hemolityczne w stosunku do krwinek kró-

lika [39]. Jej obecno�� mo	e mie� zwi�zek z epidemicznymi klonami S. pseudintermedius

[91]. 

Wytwarzanie toksyn przez gronkowce jest regulowane przez systemy kontroli ekspresji. 

Najwi
ksze znaczenie odgrywa system globalnej regulacji – agr (accessory gene regulator). 

Locus agr składa si
 z pi
ciu genów agrA, agr B, agrC, agrD i hld oraz zawiera dwie jed-

nostki transkrypcyjne RNAII i RNAIII, znajduj�ce si
 pod kontrol� promotorów P2 i P3. 

Operon kontrolowany przez P2 składa si
 z czterech genów (agrA-agrD), których ekspresja 

jest niezb
dna do autokatalitycznej aktywacji P2 oraz operonu kontrolowanego przez P3. Ak-

tywacja promotora P3 uruchamia transkrypcj
 RNAIII, który jest cz�stk� efektorow� systemu 

agr i reguluje ekspresj
 genów ponad 130 białek S. aureus. Pod kontrol� systemu agr pozo-

staj� geny najwa	niejszych toksyn gronkowcowych, takich jak enterotoksyny, toksyna 

wstrz�su toksycznego, eksfoliatyny A i B, leukocydyna PV, hemolizyny (
, �, �, �) oraz biał-

ko A [16].  

Polimorfizm w regionach zmiennych genów agrC i agrD umo	liwia wyró	nienie czte-

rech grup specyficzno�ci agr (I-IV). Przynale	no�� S. aureus do danej grupy jest skorelowana 

z jego pochodzeniem i wirulencj�. Wykazano, 	e szczepy izolowane ze złuszczaj�cego zapa-

lenia skóry (SSS), wytwarzaj�ce eksfoliatyny nale	� najcz
�ciej do grupy IV, a szczepy izo-

lowane z zespołu wstrz�su toksycznego do grupy III [3, 50, 69]. 
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2. CELE PRACY 

Prezentowany cykl prac miał na celu zbadanie wybranych czynników patogenno�ci 

w�ród koagulazododatnich gronkowców, pochodz�cych ze zmian chorobowych oraz z przy-

padków nosicielstwa. Nie ograniczaj�c si
 jedynie do gronkowców izolowanych od ludzi ba-

daniami obj
to równie	 populacj
 koagulazododatnich gronkowców pochodz�cych od psów, 

a tak	e gronkowce złociste fagotypu 187, mog�ce zaka	a� zarówno ludzi jak i psy.  

Szczegółowe cele obejmowały: 

1. Porównanie wyst
powania wybranych markerów chorobotwórczo�ci w�ród szczepów 

S. aureus pochodz�cych ze zmian chorobowych i od nosicieli u ludzi 

a/ w oparciu o wyst
powanie genów toksyn 

b/ w oparciu o polimorfizm w systemie regulacji ekspresji genów toksyn - agr 

2. Porównanie wyst
powania wybranych markerów chorobotwórczo�ci w�ród szczepów 

S. pseudintermedius pochodz�cych ze zmian chorobowych i od nosicieli u psów. 

3. Zbadanie wyst
powania genów toksyn w grupie gronkowców złocistych fagotypu 187 

pochodz�cych ze zmian chorobowych i od nosicieli u ludzi.  

4. Porównanie gronkowców złocistych fagotypu 187 z gronkowcami izolowanymi od lu-

dzi i od psów w oparciu o polimorfizm fragmentów restrykcyjnych genu acetylotransfe-

razy fosforanowej (pta). 
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Pozyskiwanie szczepów gronkowców 

Ogółem badaniami obj
to 865 szczepów koagulazododatnich gronkowców, w tym 640 

szczepów pochodz�cych od ludzi i 225 szczepów wyizolowanych od psów. Gronkowce złoci-

ste fagotypu 187 wyodr
bniono spo�ród 1073 szczepów S. aureus poddawanych typowaniu w 

O�rodku Typowania Fagowego Zakładu Mikrobiologii Lekarskiej GUMed. 

W grupie S. aureus izolowanych od ludzi znalazły si
: szczepy pochodz�ce ze zmian 

chorobowych pacjentów ze szpitali, szczepy wyizolowane od pacjentów z nawrotow� czy-

raczno�ci� oraz szczepy pochodz�ce od zdrowych nosicieli. Pierwsza grupa szczepów pocho-

dziła z 25 szpitali na terenie Polski (Gda�sk, Gdynia, Człuchów, Kartuzy, Ko�cierzyna, 

Kraków, L
bork, Siemianowice, Słupsk, Starogard Gda�ski, Tczew i Wejherowo). 

W grupie gronkowców izolowanych od psów zdrowych i chorych badano: 204 szczepy 

S. pseudintermedius, 17 szczepów S. aureus i 4 szczepy S. intermedius. Szczepy wyizolowa-

no w gabinetach i przychodniach weterynaryjnych w Gda�sku, Pruszczu Gda�skim, L
borku 

i Gdyni. 

3.2. Szczepy wzorcowe 

Przy wykrywaniu genów toksyn metod� PCR, jako dodatnich kontroli u	yto: S. aureus

14.003 (eta+, etb+), S. aureus 14.004 (sea+, tst+) z kolekcji Narodowego Instytutu Zdrowia 

Publicznego w Warszawie (Mikrobank) oraz szczepów S. aureus 490/02 (sec+, sed+), S. au-

reus 864/04 (seb+), S. aureus 179/04 (lukS-PV/F-PV+) z kolekcji Zakładu Mikrobiologii 

Lekarskiej GUMed.  

Do oznaczanie produkcji białka A słu	ył szczep S. aureus Cowan I (kontrola dodatnia) 

i S. aureus Wood 46 (kontrola ujemna) z Uniwersytetu w Bergen. Przy oznaczaniu wytwa-

rzania fibrynolizyny kontrol
 dodatni� stanowił S. aureus Wood 46, a przy oznaczaniu feno-

typowym innych czynników – S. aureus ATCC 25923.  

W identyfikacji gronkowców izolowanych od psów kontrol
 dodatni� stanowiły szczepy 

S. intermedius PCM2405 (Polish Collection of Microorganisms) oraz S. aureus ATTC 6538P.  
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3.3. Identyfikacja biochemiczna 

Bakterie wyrosłe w postaci okr�głych, wypukłych i błyszcz�cych kolonii, o �rednicy 1 – 

3 mm, o barwie kremowej lub 	ółtej, barwi�ce si
 Gram-dodatnio wst
pnie rozpoznawano 

jako gronkowce.  

Identyfikacj
 biochemiczn� gronkowców prowadzono przy u	yciu komercyjnego testu 

API ID32 Staph (BioMerieux, Francja) zgodnie z instrukcj� doł�czon� do testu. W tym celu 

przygotowywano zawiesin
 badanych gronkowców o g
sto�ci optycznej 0,5 w skali Mc Far-

landa (2×108 CFU/ml) i nanoszono do poszczególnych studzienek na pasku. Zbadano w ten 

sposób wytwarzanie: ureazy (URE), dihydrolazy argininy (ADH), dekarboksylazy ornityny 

(ODC), hydrolazy eskuliny (ESC), fermentacj
 glukozy (GLU), fruktozy (FRU), mannozy 

(MNE), maltozy (MAL), laktozy (LAC), trehalozy (TRE), mannitolu (MAN), rafinozy 

(RAF), rybozy (RIB), celobiozy (CEL), redukcj
 azotanów (NIT), wytwarzanie acetoiny 

(VP), �-galaktozydazy (�GAL), arylamidazy argininy (ArgA), fosfatazy alkalicznej (PAL), 

arylamidazy pirolidonylu (PyrA), oporno�� na nowobiocyn
 (NOVO), fermentacj
 sacharozy 

(SAC), N-acetyloglukozaminy (NAG), turanozy (TUR), arabinozy (ARA), wytwarzanie β-

glukuronidazy (�GUR). Wyniki odczytywano po 18 h inkubacji w temperaturze 37 °C na 

czytniku elektronicznym ATB Expression, Vitek Systems (BioMerieux, Francja) sprz
	onym 

z komputerem i obsługiwanym przez program ATB PLUS.

3.4. Identyfikacja genetyczna 

3.4.1. Wykrywanie genu termostabilnej nukleazy nucSA

3.4.1.1. Izolowanie DNA 

Bakteryjne DNA pozyskiwano stosuj�c zestaw Easy Genomic DNA Preparation (A&A 

Biotechnology, Polska). 1 ml 18-godzinnej hodowli gronkowców w podło	u TSB (Difco, 

USA) wirowano (12000 obr./min) przez 5 min, osad zawieszano w 200 µl roztworu 2% Tri-

ton X-100 w 2 M NaCl (Serva, Niemcy). Do zawiesiny dodawano 2,5 µl lizostafiny (Sigma, 

USA) do uzyskania ko�cowego st
	enia 25 µg/ml i inkubowano w 37 °C przez 30 min. Na-

st
pnie dodawano 1 µl proteinazy K (20 mg/ml; Sigma, USA), podwy	szaj�c jednocze�nie 
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temperatur
 inkubacji do 65 °C. Po 15 min zawiesin
 chłodzono do temperatury pokojowej, 

dodawano 400 µl chloroform	elu (A&A Biotechnology, Polska), cało�� mieszano przez 10 s, 

nast
pnie odwirowywano (8000 obr./min) przez 5 min. Górn� faz
 odpipetowywano, zawarty 

w niej DNA wytr�cano z u	yciem 300 µl alkoholu izopropylowego (Serva, Niemcy). Prób


pozostawiano przez 18 h w temperaturze -20 °C. Po odwirowaniu, osad przemywano 70% 

alkoholem etylowym i suszono w temperaturze pokojowej. DNA rozpuszczano w 100 µl bu-

foru TE (10 mM Tris pH=8; 1 mM EDTA; Sigma, USA), jego st
	enie okre�lano spektrofo-

tometrycznie (Kalkulator DNA, Pharmacia). DNA przechowywano w temperaturze -20 °C, a 

do reakcji PCR u	ywano DNA o st
	eniu 5 ng/µl.  

3.4.1.2. Reakcja PCR 

Mieszanina reakcyjna zawierała po 10 pmol starterów nucSA1 i nucSA2 [9] oraz 5 µl bu-

foru reakcyjnego st
	onego dziesi
ciokrotnie (100 mM Tris-HCl, pH=8,3; 500 mM KCl; 

0,8% detergent; MBI Fermentas, Litwa), 1,5 mM MgCl2, 200 �M mieszaniny trójfosforanów 

dezoksyrybonukleozydów (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 U Taq DNA polimerazy (MBI 

Fermentas, Litwa), 5 µl bakteryjnego DNA (5 ng/µl) oraz dejonizowan� wod
 (Sigma, USA), 

któr� dopełniano mieszanin
 do całkowitej obj
to�ci 50 µl. Amplifikacj
 prowadzono w au-

tomatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) poprzez 

wst
pn� denaturacj
 w 95 °C przez 4 min, dalej w 30 cyklach obejmuj�cych denaturacj
 w 95 

°C przez 30 s, przył�czanie starterów w 55 °C przez 30 s i wydłu	anie ła�cucha w 72 °C 

przez 30 s.  

3.4.1.3. Elektroforeza produktu PCR 

Produkt amplifikacji nanoszono do studzienek w 1,5% 	elu agarozowym (Sigma, USA) 

z bromkiem etydyny (ICN Biomedicals Inc., Austria). Mieszano 10 µl produktu PCR z 2 µl 

buforu obci�	aj�cego (60% glicerol, 0,09% bł
kit bromofenolowy, 0,09% ksylen, 60 mM 

EDTA; MBI Fermentas, Litwa). �el zanurzano w buforze TAE (0,04 M Tris-octan, 0,001 M 

EDTA; Sigma, USA) i prowadzono rozdział elektroforetyczny przy nat
	eniu 45 mA z wyko-

rzystaniem zasilacza STABNAP 300 (Kucharczyk TE, Polska). Nast
pnie 	el fotografowano 
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na transiluminatorze UV (Sigma, USA). Wielko�� zamplifikowanego fragmentu porównywa-

no z pozycj� markerów ci
	aru cz�steczkowego (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, MBI Fer-

mentas, Litwa). 

3.4.2. Identyfikacja S. pseudintermedius metod	 polimorfizmu fragmentów  

restrykcyjnych (PCR-RFLP) genu pta  

DNA izolowano przy u	yciu zestawu do izolacji bakterii Gram-dodatnich zgodnie z in-

strukcj� doł�czon� do zestawu (Sigma-Aldrich, Polska). Mieszanina reakcyjna jak w punkcie 

3.4.1.1 zawierała po 10 pmol starterów pta1 i pta2 [7]. Amplifikacj
 prowadzono w automa-

tycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) poprzez wst
pn�

denaturacj
 w 95 °C przez 2 min, dalej w 30 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 95 °C 

przez 1 min, przył�czanie starterów w 53 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 

1 min, w ostatnim cyklu przeprowadzono dodatkowo całkowit� polimeryzacj
 w 72 °C przez 

7 min. Produkt amplifikacji o obj
to�ci 20µl inkubowano przez 18 h z 5U enzymu MboI i 5µl 

buforu. Fragmenty restrykcyjne wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk�

opisan� w punkcie 3.4.1.3.

3.5. Czynniki patogenno�ci wykrywane fenotypowo 

3.5.1. Wykrywanie czynnika zlepnego (CF) 

Na szkiełku podstawowym w kropli soli fizjologicznej przygotowywano bardzo g
st�

zawiesin
 24-godzinnej hodowli gronkowców. Do niej dodawano du	� kropl
 osocza króli-

czego (Biomed, Kraków), cało�� mieszano lekko kołysz�c szkiełkiem. Pojawienie si
 w ci�gu 

5 – 30 sekund zlepów komórek odczytywano jako wynik dodatni. Pozostanie jednorodnej 

zawiesiny odczytywano jako wynik ujemny [51]. Szczepu S. aureus ATCC 25923 u	yto jako 

kontroli dodatniej. 
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3.5.2. Koagulowanie osocza ludzkiego, króliczego i psiego 

Do badania u	ywano 24-godzinnej hodowli szczepu prowadzonej w 37 °C na płynnym 

podło	u TSB (Difco, USA). W probówce o �rednicy 10 mm zawieraj�cej 0,8 ml hodowli bakte-

ryjnej dodano 0,2 ml osocza (Biomed, Kraków) rozcie�czonego 1:4 (v/v) w jałowym, fizjolo-

gicznym roztworze soli. Prób
 inkubowano w 37 °C. Wynik odczytywano po 2, 4, 6 i 24 godzi-

nach inkubacji. Pojawienie si
 wyra�nego skrzepu odczytywano jako wynik dodatni [98]. 

Szczepu S. aureus ATCC 25923 u	yto jako kontroli dodatniej. 

3.5.3. Wykrywanie termostabilnej DNazy 

Hodowle 18-godzinne badanych szczepów na podło	u BHI ogrzewano przez 15 min w 

100 °C. Schłodzone hodowle nanoszono do studzienek wyci
tych w podło	u DNase (Becton-

Dickonson, USA) i inkubowano w 37 °C przez 24 h. Nast
pnie do studzienek dodawano 0,1% 

roztworu bł
kitu toluidyny i inkubowano w temperaturze pokojowej. Pojawienie si
 ró	owe-

go zabarwienia wokół studzienki odczytywano jako wynik dodatni, niebieskiego zabarwienia 

– jako wynik ujemny [109]. Szczepu S. aureus ATCC 25923 u	yto jako kontroli dodatniej. 

3.5.4. Oznaczanie wytwarzania hemolizyny 


Wytwarzanie hemolizyny � prowadzono na podło	u Columbia agar (Oxoid, UK) z do-

datkiem 5% krwi baraniej (Graso, Polska). Badane szczepy wysiewano w postaci podłu	nego 

rozmazu i inkubowano w atmosferze tlenowej przez 24 h w 37 °C. Pojawienie si
 szerokiej, 

ostro oddzielonej strefy odbarwienia podło	a, która w temperaturze 4 °C, przez nast
pne 18 h 

inkubacji, przechodziła w całkowite przeja�nienie, odczytywano jako wynik dodatni [26]. 

Szczepu S. aureus ATCC 25923 u	yto jako kontroli dodatniej. 
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3.5.5. Wykrywanie fibrynolizyny 

Bydl
cy fibrynogen (Sigma, USA) rozpuszczano w 2-krotnie st
	onym, jałowym bulio-

nie od	ywczym (Nutrient Broth no.2; Oxoid, UK) do ko�cowego st
	enia 0,2%, i dodawano 

do 3% rozpuszczonego agaru o takiej samej obj
to�ci. W celu precypitacji fibryny mieszanin


ogrzewano w temperaturze 55 °C w ła�ni wodnej przez 10 min. Nast
pnie do mieszaniny 

dodawano surowic
 psi� (Sigma, USA) do ko�cowego st
	enia 0,5%. Podło	e kontrolne nie 

zawierało surowicy. Badane szczepy wysiewano w postaci podłu	nego rozmazu na podło	e 

testowe i kontrolne. Wynik odczytywano po 24 h oraz 48 h inkubacji w atmosferze tlenowej, 

w temperaturze 37 °C. Wyst
powanie strefy przeja�nienia wokół wzrostu bakterii na podło	u 

testowym i brak takiej strefy na podło	u kontrolnym odczytywano jako wynik dodatni [27]. 

Szczepu S. aureus Wood 46 u	yto jako kontroli dodatniej. 

3.5.6. Oznaczanie wytwarzania białka A  

Hodowl
 badanego szczepu (TSB, 37 °C, 18 h w ła�ni wodnej z wytrz�saniem) o obj
-

to�� 10 µl nanoszono na nitroceluloz
 (Schleicher & Schuell, Niemcy) i suszono 

w temperaturze pokojowej przez 60 min. W celu zablokowania miejsc niespecyficznie wi�	�-

cych przeciwciała, płukano j� w 3% BSA (Serva, Niemcy) przez 60 min w temperaturze po-

kojowej, u	ywaj�c mieszadła uchylnego. Nast
pnie nitroceluloz
 płukano w buforze TBS 

(10 mM Tris, pH=7,4; Serva, Niemcy) trzy razy po 15 min, po czym zanurzano na 60 min w 

roztworze przeciwciał króliczych (1/1.000 w TBS), znakowanych peroksydaz� (DAKO, Da-

nia). Po wypłukaniu nitrocelulozy, wkładano j� do �wie	o przygotowanego substratu dla pe-

roksydazy. Był 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% H2O2 (12,5 µl). Nitroceluloz
 inkubo-

wano przez około 2 min do uzyskania fioletowogranatowego koloru w miejscu naniesionej 

kontroli dodatniej. Reakcj
 przerywano przenosz�c nitroceluloz
 do wody destylowanej. Sił


reakcji odczytywano w zale	no�ci od intensywno�ci zabarwienia. Próby dodatnie miały fiole-

towogranatowe, fioletowe lub niebieskie zabarwienie, a brak zabarwienia w miejscu naniesie-

nia próby odczytywano jako wynik ujemny [53]. Szczepu S. aureus Cowan I u	yto jako kon-

troli dodatniej. 
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3.5.7. Oznaczanie wła�ciwo�ci lipolitycznych 

Wła�ciwo�ci lipolityczne oznaczano na podło	u TSA (Difco, USA) z dodatkiem 1% 

Tween 80 i 0,1% CaCl2 (Serva, Niemcy). Badane szczepy wysiewano w postaci podłu	nego 

rozmazu. Inkubacj
 prowadzono w warunkach tlenowych, przez 24 h w temperaturze 37 °C. 

Pojawienie si
 wyra�nej strefy zm
tnienia wokół wzrostu bakterii odczytywano jako wynik 

dodatni [96]. Szczepu S. aureus ATCC 25923 u	yto jako kontroli dodatniej. 

3.5.8. Badanie wytwarzania biofilmu 

Całonocn� hodowl
 bulionow� badanego szczepu o obj
to�� 3 ml (TSB, 37 °C, 18 h) 

rozcie�czano 1:1000 w podło	u TSB. Rozcie�czon� hodowl
 o obj
to�ci 200 µl przenoszono 

do 96-dołkowej płytki mikrotitracyjnej (Becton-Dickinson, USA). Badanie ka	dego szczepu 

wykonano w trzykrotnym powtórzeniu. Kontrol
 ujemn� stanowiło samo podło	e TSB. Płytki 

inkubowano 24 h w 37 °C. Nast
pnie płukano je dwukrotnie buforem PBS (0,14 M NaCl, 2,7 

mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,2) i suszono odwrócone w temperaturze 

pokojowej. Dalej w celu przyklejenia biofilmu suszono płytki przez godzin
 w 60 °C. Doda-

wano do ka	dego dołka po 200 µl 1% fioletu krystalicznego Hucker’a i barwiono przez 15 

min. Barwnik usuwano pipet�, a płytk
 płukano dwukrotnie pod bie	�c� wod�. Nast
pnie 

suszono i dodawano po 150 µl 95% etanolu do ka	dego dołka. Absorbancj
 mierzono spek-

trofotometrycznie na czytniku Asys Hitech Expert Plus (Biochrom, Wielka Brytania) przy 

długo�ci fal 570 nm (OD570). Dokonywano odczytu dla ka	dego powtórzenia badanego 

szczepu i wyci�gano �redni�. Cutoff OD (ODc) było okre�lane jako trzy standardowe odchy-

lenia powy	ej �redniej OD kontroli ujemnej. Badane szczepy podzielono na cztery kategorie: 

nie wytwarzaj�ce biofilmu (OD�ODc), słabo wytwarzaj�ce biofilm (ODc<OD�2×ODc), 

�rednio wytwarzaj�ce biofilm (2×ODc<OD�4×ODc) i silnie wytwarzaj�ce biofilm 

(4×ODc<OD) [99]. 

�
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3.6. Wykrywanie genów toksyn metod	 PCR  

3.6.1. Wykrywanie genów enterotoksyn S. aureus  

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała po 20 pmol starterów dla genów sea, seb i sec oraz 40 

pmol starterów dla genu sed [68]. Amplifikacj
 prowadzono w automatycznym termocyklerze 

GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) poprzez wst
pn� denaturacj
 w 95 °C 

przez 2 min, dalej w 30 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 95 °C przez 1 min, przył�cza-

nie starterów w 53 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min, w ostatnim 

cyklu przeprowadzono dodatkowo całkowit� polimeryzacj
 w 72 °C przez 7 min. Produkty 

amplifikacji wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisan� w punkcie 

3.4.1.3.

3.6.2. Wykrywanie genów eksfoliatyn i toksyny wstrz	su toksycznego S. aureus  

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała startery dla genów eta (50 pmol), etb (20 pmol) oraz tst 

(20 pmol) [68]. Amplifikacj
 przeprowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp 

PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) poprzez wst
pn� denaturacj
 w 94 °C przez 5 min, 

dalej w 35 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 94 °C przez 2 min, przył�czanie starterów w 

57 °C przez 2 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min (przedłu	aj�c o dodatkowe 6 

minut w ostatnim cyklu). Produkty amplifikacji wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie 

z metodyk� opisan� w punkcie 3.4.1.3.

3.6.3. Wykrywanie genów leukocydyny PV S. aureus

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała startery dla genów lukS-PV (20 pmol) i lukF-PV
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(20 pmol) [63]. Amplifikacj
 prowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR 

System 2400 (Perkin Elmer, USA) w 30 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 94 °C przez 

30 s, przył�czanie starterów w 55 °C przez 30 s, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min. 

Produkty amplifikacji wykrywano w 4% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisan� w 

punkcie 3.4.1.3.

3.6.4. Wykrywanie genów enterotoksyn i toksyny wstrz	su toksycznego w�ród szcze-

pów S. pseudintermedius 

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała startery dla genów: sea (20 pmol), seb (10 pmol), sec 

(20 pmol), sed (20 pmol), see (20 pmol) oraz tst (20 pmol) [11]. Amplifikacj
 przeprowadzo-

no w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) po-

przez wst
pn� denaturacj
 w 95 °C przez 2 min, w 30 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 

95 °C przez 1 min, przył�czanie starterów w 55 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C 

przez 2 min (przedłu	aj�c o dodatkowe 5 min w ostatnim cyklu). Produkty amplifikacji wy-

krywano w 3% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisan� w punkcie 3.4.1.3.

3.6.5. Wykrywanie genu eksfoliatyny S. pseudintermedius 

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna zawierała 

startery siet1 i siet2 zgodnie z opisem Lautz’a [60]. Amplifikacj
 prowadzono w automatycz-

nym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) poprzez wst
pn� de-

naturacj
 w 94 °C przez 3 min, dalej w 30 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 94 °C przez 

30 s, przył�czanie starterów w 56 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min, 

w ostatnim cyklu przeprowadzono dodatkowo całkowit� polimeryzacj
 w 72 °C przez 5 min. 

Produkty amplifikacji wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisan� w 

punkcie 3.4.1.3.



�

��27 – 
�

3.6.6. Wykrywanie genów leukotoksyny S. pseudintermedius 

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2. zawierała startery dla genów lukS i lukF zgodnie z opisem Futa-

gawa-Saito [39]. Amplifikacj
 przeprowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp 

PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) w 35 cyklach obejmuj�cych: denaturacj
 w 94 °C 

przez 1 min, przył�czanie starterów w 57 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 

1 min. Produkty amplifikacji wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisa-

n� w punkcie 3.4.1.3.

3.7. Wykrywanie grup agr w�ród szczepów S. aureus

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała startery reakcji pan-agr, agr I, agr II, agr III i agr IV 

zgodnie z opisem Shopsin [94]. Amplifikacj
 przeprowadzono w automatycznym termocykle-

rze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA) zgodnie ze schematem: 94 °C przez 

5 min dalej w 25 cyklach obejmuj�cych denaturacj
 w 94 °C przez 1 min, przył�czanie starte-

rów w 55 °C przez 1 min, wydłu	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min. Produkty amplifikacji 

wykrywano w 2% 	elu agarozowym zgodnie z metodyk� opisan� w punkcie 3.4.1.3.

3.8. Sekwencjonowanie genu sec 

Amplifikowany fragment sec zgodnie z opisem punkcie 3.6.4 wielko�ci 271 pz został 

poddany analizie sekwencyjnej DNA w automatycznym sekwencjonerze DNA ABI 377 (Ap-

plied Biosystems, Foster City, California) zgodnie z opisem Becker’a [10]. Otrzymane se-

kwencje porównano do sekwencji referencyjnych: seccanine U91526; sec1 X05815; sec2

DQ192646; sec3 X51661. 

�
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3.9. Ró�nicowanie szczepów S. aureus metod	 polimorfizmu fragmentów 
restrykcyjnych (PCR/RFLP) genu coa  

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała po 10 pmol starterów COAG2 i COAG3 [42]. Amplifi-

kacj
 prowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin 

Elmer, USA) poprzez wst
pn� denaturacj
 w 95 °C przez 4 min, dalej w 25 cyklach obejmu-

j�cych: denaturacj
 w 95 °C przez 1 min, przył�czanie starterów w 60 °C przez 1 min, wydłu-

	anie ła�cucha w 72 °C przez 1 min, w ostatnim cyklu przeprowadzono dodatkowo całkowit�

polimeryzacj
 w 72 °C przez 3 min. Produkt amplifikacji o obj
to�ci 10 µl inkubowano przez 

3 h z 5U enzymu AluI i 5 µl buforu. Fragmenty restrykcyjne wykrywano w 4% 	elu agarozo-

wym zgodnie z metodyk� opisan� w punkcie 3.4.1.3.

3.10.Ró�nicowanie szczepów S. aureus metod	 polimorfizmu fragmentów 
restrykcyjnych (PCR/RFLP) genu spa  

DNA izolowano zgodnie z opisem w punkcie 3.4.1.1. Mieszanina reakcyjna przygoto-

wana jak w punkcie 3.4.1.2 zawierała po 10 pmol starterów spa1 i spa2 [36]. Amplifikacj


prowadzono w automatycznym termocyklerze GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, 

USA) poprzez wst
pn� denaturacj
 w 95 °C przez 4 min, dalej w 25 cyklach obejmuj�cych: 

denaturacj
 w 95 °C przez 1 min, przył�czanie starterów w 60 °C przez 1 min, wydłu	anie 

ła�cucha w 72 °C przez 1 min, w ostatnim cyklu przeprowadzono dodatkowo całkowit� poli-

meryzacj
 w 72 °C przez 3 min. Produkt amplifikacji o obj
to�ci 10 µl inkubowano przez 3 h 

z 10 U enzymu HinfI i 5 µl buforu. Fragmenty restrykcyjne wykrywano w 2,5% 	elu agaro-

zowym zgodnie z metodyk� opisan� w punkcie 3.4.1.3.

�
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3.11.Ró�nicowanie szczepów S. aureus metod	 elektroforezy pulsacyjnej  
w zmiennym polu elektrycznym (PFGE)

DNA bakteryjny o wysokiej masie cz�steczkowej uzyskiwano z bloczków agarozowych 

po ich inkubacji w roztworach enzymów hydrolizuj�cych składniki komórki bakterii według 

Chung [20]. Pojedyncz� koloni
 badanego szczepu przesiewano na podło	e MHA II (BBL, 

USA) z dodatkiem 5% krwi baraniej, a nast
pnie inkubowano w warunkach tlenowych przez 

18 godzin w temperaturze 37 °C. Z wyrosłych bakterii sporz�dzano zawiesin
 o g
sto�ci 3,5 

w skali Mc Farlanda w fizjologicznym roztworze soli. Zawiesin
 o obj
to�ci 1,5 ml wirowano 

(8.000 obr./min), osad bakteryjny zawieszono w 150 �l buforu PIV (0,01 M Tris pH=8,0; 1 M 

NaCl). Nast
pnie dodawano 150 �l ogrzanej do temperatury 50 °C płynnej agarozy SeaPlaque 

(FMC, USA) o st
	eniu 2%, i dokładnie mieszano. Mieszanin
 w ilo�ci 20 �l nanoszono na 

płytk
 szklan� powleczon� warstw� parafilmu (Sigma, USA). Krople przykrywano odtłusz-

czonymi, mikroskopowymi szkiełkami podstawowymi na wysoko�ci około 3 mm od para-

filmu, tak by przybrały kształt kr�	ka. Kr�	ki pozostawiono przez 5 minut w temperaturze -

20 °C, nast
pnie przenoszono do probówek typu Eppendorf (Saerstedt, Niemcy) i dodawano 

�wie	o przygotowany roztwór EC (6 mM Tris pH=8,0; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA; 0,2% deok-

sycholan sodu; 0,2% sarkozyl, 50 �g/ml RNAza A; 100 �g/ml lizozym) (Sigma, USA); 50 

�l/ml lizostafiny (AMBI Inc., USA) i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 4 godziny. 

RNAz
 i lizozym dodawano do buforu tu	 przed u	yciem. Roztwór EC usuwano, kr�	ki aga-

rozowe zalewano 1 ml buforu ESP (0,5 M EDTA pH=9; 1% sarkozyl; 1 mg/ml proteinaza K) 

(Boehringer-Manheim, Niemcy). Kr�	ki inkubowano w buforze przez 18 godzin w tempera-

turze 50 °C. Roztwór ESP odrzucano a kr�	ki zalewano 10 ml roztworu TE (10 mM Tris 

pH=7,5; 1 mM EDTA; Sigma, USA) i płukano z łagodnym wytrz�saniem przez 15 minut w 

temperaturze pokojowej. Roztwór TE zlewano, a proces płukania powtarzano jeszcze cztero-

krotnie. Kr�	ki przenoszono do nowych probówek typu Eppendorf, dodawano 1 ml roztworu 

TE i przechowywano w temperaturze 4 °C. 

3.11.1. Trawienie enzymem restrykcyjnym i rozdział elektroforetyczny

Kr�	ek zawieraj�cy wysokocz�steczkowy DNA przeniesiono do probówki Eppendorfa, 

zalano 100 ml buforu Yellow Tango® (MBI Fermentas, Litwa) i inkubowano w temperaturze 
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pokojowej przez 15 min. Nast
pnie bufor odpipetowano, a kr�	ek zalano 50 �l buforu Yellow 

Tango® zawieraj�cego 20 U enzymu SmaI (MBI Fermentas, Litwa). Przeprowadzono trwaj�-

c� 3,5 h inkubacj
 w temperaturze pokojowej. Mieszanin
 odpipetowano, a kr�	ek zalano 

250 �l roztworu TE (Sigma, USA). Nast
pnie próbki chromosomalnego DNA poddawano 

elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym przy wykorzystaniu aparatu CHEF DR-II 

(BioRad, USA). Jednocze�nie stosowano Lambda Ladder PFG Marker (New England Bio-

labs, USA) jako standard wielko�ci liniowych cz�steczek DNA, umo	liwiaj�cy skorygowa-

nie, w procesie komputerowej analizy wzorów restrykcyjnych, efektów nierównomiernego 

rozdziału poszczególnych próbek. 

3.11.2. Analiza wzorów restrykcyjnych

Otrzymane wzory restrykcyjne porównywano i okre�lano ich podobie�stwo przy u	yciu 

programu Molecular Analyst Software, Fingerprinting v. 1.12 (BioRad, USA). Ostateczn�

analiz
 prowadz�c� do uzyskania dendrogramu wykonano na reprezentatywnej grupie wzo-

rów restrykcyjnych, wybieraj�c po jednym przedstawicielu dla ka	dej grupy wzorów uzna-

nych za identyczne. W analizie zastosowano współczynnik podobie�stwa Dice’a oraz metod


grupowania UPGMA [100].  

Typy PFGE definiowano według kryteriów przyj
tych przez Tenovera [103].  

3.12.Typowanie fagowe 

Typowanie fagowe prowadzono według metodyki Blaira i Williamsa [15] z zastosowa-

niem podstawowego zestawu 23 fagów, uj
tych w pi
ciu grupach litycznych:  

− I grupa (29, 52, 52A, 79, 80, 81),  

− II grupa (3A, 3C, 55, 71),  

− III grupa (6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85),  

− V grupa (94, 96),  

− typ 95 (95)  

oraz 3 fagów dodatkowych: 88, 89, 187. Namna	anie fagów przeprowadzono na szczepach 

homologicznych S. aureus (Colindale, Anglia) w bulionie fagowym (2,5% pepton, 0,2% glu-
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koza, 0,3% wyci�g wołowy, 0,5% NaCl pH=7,4, Difco) przez 6 h w 37 °C. Miano faga okre-

�lano przez 10-krotne rozcie�czenie jałow� sol� fizjologiczn� lizatu faga i nanoszenie na agar 

fagowy (1% pepton, 0,1% glukoza, 0,3% wyci�g dro	d	owy, 1,3% agar, 400 mg/ml CaCl2, 

pH=7,4 Difco) pokryty szczepem homologicznym. Typowanie prowadzono wysiewaj�c ba-

dany szczep na agarze fagowym i nanosz�c zawiesiny kolejnych bakteriofagów. Podło	a in-

kubowano w 37 °C przez 18 h. Zlewn� liz
 badanego szczepu przy danym fagu okre�lano 

jako reakcj
 dodatni�. Wzór fagowy szczepu tworzyły numery fagów daj�ce siln� reakcj
. 

3.13.Obliczenia statystyczne 

Analiz
 statystyczn� przeprowadzono przy u	yciu programu Statistica 10 (StatSoft®). 

Do oceny ró	nic w wyst
powaniu czynników chorobotwórczo�ci, genów toksyn i grup agr

zastosowano test Pearsona chi kwadrat oraz test Fishera, przyjmuj�c warto�� p � 0,05 jako 

statystycznie znamienn�. 
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4. OMÓWIENIE WYNIKÓW 

4.1. Ocena wyst�powania wybranych genów toksyn oraz zró�nicowania w 
systemie regulacji ekspresji (agr) w�ród szczepów S. aureus pochodz	-
cych ze zmian chorobowych i od nosicieli u ludzi [Praca 3, 4, 5, 7] 

Pierwszy etap bada� miał na celu okre�lenie wyst
powania genów toksyn o charakterze 

superantygenów w�ród 210 szczepów S.aureus wyizolowanych z ró	nych zmian 

chorobowych od pacjentów szpitalnych. Głównie były to materiały pochodz�cez ran i układu 

oddechowego. Badania obejmowały zarówno szczepy wra	liwe i oporne na metycylin


[Praca 7]. Wykrywano geny czterech podstawowych enterotoksyn (sea-sed) i toksyny 

wstrz�su toksycznego (tst) metod� multiplex PCR. Wykazano, 	e prawie połowa badanych 

szczepów (48%) miała gen entrotoksyny A (sea), podczas gdy geny tst (15,2%), seb (5,2%), 

sec (7,1%) i sed (0,5%) wyst
powały zdecydowanie rzadziej. Wyniki te dowodz�, 	e 

enterotoksyna A (SEA) jest najcz
�ciej wyst
puj�cym superantygenem w�ród gronkowców 

izlowanych ze zmian chorobowych.  

W celu porównania wyst
powania genów toksyn w grupie gronkowców złocistych izo-

lowanych od nosicieli z przedsionka nosa przebadano 321 studentów kierunków medycznych, 

odbywaj�cych zaj
cia w Zakładzie Mikrobiologii Lekarskiej [Praca 4]. Okazało si
, 	e 67 

(20,9%) osób było nosicielami S. aureus. Wyizolowane szczepy S. aureus przebadano na 

obecno�� genów enterotoksyn (sea-sed), toksyny wstrz�su toksycznego (tst), eksfoliatyn (eta i 

etb) oraz leukocydyny PV (lukS/F-PV). Badanie wykazało wyst
powanie u 40,3% szczepów 

przynajmniej jednego genu toksyny. Najbardziej rozpowszechnione okazały si
 geny toksyny 

wstrz�su toksycznego (tst) i enterotoksyny C (sec), stanowi�ce odpowiednio 15% i 13,4%. 

Porównuj�c uzyskane wyniki z grup� szczepów pochodz�cych ze zmian chorobowych wyni-

ka, 	e odsetki tst i seb-sed były zbli	one i ró	niły si
 nieznacznie. Wyra�na ró	nica dotyczy 

enterotoksyny A, której geny wykryto jedynie u 6% szczepów od nosicieli w porównaniu do 

48% szczepów ze zmian chorobowych. W �wietle prezentowanych wyników i bie	�cego 

pi�miennictwa wydaje si
, 	e patogenne działanie SEA dotyczy nie tylko gronkowców 

b
dacych przyczyn� zatru� pokarmowych, ale równie	 szczepów S. aureus izolowanych ze 

zmian chorobowych u ludzi [35, 78]. 

Badanie zró	nicowania szczepów od nosicieli w zale	no�ci od obecnych genów toksyn 

metod� makrorestrykcyjnej analizy DNA z u	yciem elektroforezy w zmiennym polu elek-



�

��33 – 
�

trycznym (PFGE) wykazało du	� heterogenno�� szczepów. Wyró	niono a	 11 typów (A-L) i 

37 podtypów PFGE. Typy B-D były najliczniejsze i obejmowały ponad połow
 badanych 

gronkowców. Klony B, C, D, G, L i K charakteryzowała obecno�� genów toksyn. W oparciu 

o makrorestrykcyjn� analiz
 dowiedziono, 	e w�ród szczepów od nosicieli wyst
puje du	e 

zró	nicowanie klonów nios�cych geny toksyn. Mimo, 	e wykryte geny stanowi� o potencjale 

patogennym gronkowców, to s� one rozproszone w badanej populacji i nie zwi�zane z jed-

nym epidemicznym klonem. 

W kolejnym etapie bada� poddano analizie gronkowce złociste pochodz�ce od chorych 

cierpi�cych na nawrotow� czyraczno�� [Praca 3]. Wywołuj� one gł
bokie, ropne infekcje 

mieszków włosowych, z tendencj� do nawrotów. Mimo, 	e wyst�pieniu choroby ze strony 

gospodarza sprzyja uszkodzenie skóry na skutek otarcia, ucisku czy nadmiernej potliwo�ci to 

jednak cz
�ciej czyraki powstaj� na zdrowej skórze [101]. Patomechanizm nawrotowej czy-

raczno�ci nie jest do ko�ca znany. Prezentowana praca miała zatem na celu okre�lenie wyst
-

powania czynników patogenno�ci w�ród gronkowców wywołuj�cych nawrotow� czyracz-

no��. Badania prowadzono we współpracy z Klinik� Dermatologii, Wenerologii i Alergologii 

GUMed. Szczepy S. aureus wyizolowano z czyraków o ró	nej lokalizacji i przebadano na 

obecno�� genów enterotoksyn (sea-sed), toksyny wstrz�su toksycznego (tst), eksfoliatyn (eta, 

etb) oraz leukocydyny (lukS/lukF-PV). Spo�ród 44 badanych gronkowców 35 (79,5%) miało 

geny lukS/F-PV, a 12 (27,3%) enetrotoksyny seb. Pozostałych genów toksyn nie wykryto. 

Otrzymane wyniki wskazuj� na leukocydyn
 Panton –Valentine (PVL) jako najcz
�ciej wy-

st
puj�cy czynnik patogenno�ci w�ród gronkowców wywołuj�cych nawrotow� czyraczno��. 

Cz
sto�� wyst
powania lukS/F-PV w�ród S. aureus z czyraków ró	ni si
 w zale	no�ci od re-

gionu geograficznego, od 30% w Afryce Zachodniej, 40% w Japonii, a	 do 93% we Francji 

[4, 63, 114]. Nasze badania wykazały równie wysoki jak we Francji odsetek genów PVL w 

populacji gronkowców w Polsce. Mogło mie� to zwi�zek z nawrotowym charakterem zmian 

u badanych pacjentów. Nawrotom czyraków ze strony gospodarza sprzyjaj� takie czynniki 

jak: otyło��, alkoholizm, złe od	ywianie, zaburzenia hematologiczne, leczenie kortykostero-

idami i cytostatykami oraz cukrzyca [48, 62, 66]. W badanej grupie chorych z czyraczno�ci�

tylko u dwóch stwierdzono stan predysponuj�cy do nawrotowych infekcji gronkowcowych, 

była to przewlekła białaczka szpikowa i cukrzyca typu II. Pozostali pacjenci nie byli obci�	e-

ni 	adnymi schorzeniami ogólnoustrojowymi. Couppie dowiódł, 	e a	 92% gronkowców z 

czyraczno�ci nawrotowej wydzielało PVL w porównaniu do 33% szczepów z czyraczno�ci 

sporadycznej [23]. Sugeruje to, 	e obecno�� genów lukS/F-PV w�ród badanych przez nas 
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gronkowców odegrała kluczow� rol
 w nawrotowym charakterze zmian, na które cierpieli 

wszyscy badani pacjenci.  

Tym bardziej jasna wydaje si
 zale	no�� pomi
dzy wyst
powaniem genów leukocydyny 

PV u S. aureus, a zdolno�ci� wywoływania przez nie zmian w nawrotowej czyraczno�ci, 	e w 

badanej grupie gronkowców pochodz�cych od nosicieli nie wykrywali�my genów lukS/F-PV 

[Praca 4]. 

Zwi�zek przyczynowy pomi
dzy nosicielstwem S. aureus a czyraczno�ci� znany jest od 

dawna. Mimo, 	e najcz
stszym czynnikiem etiologicznym zaka	enia u chorych na czyracz-

no�� s� własne szczepy, to w niektórych przypadkach mog� by� to szczepy pochodz�ce z oto-

czenia [111]. Dlatego chorych na nawrotow� czyraczno�� poddano równie	 badaniu na obec-

no�� S. aureus w przedsionku nosa i porównano je z grup� kontroln� szczepów wyizolowa-

nych od 150 nosicieli bez czyraczno�ci [Praca 3]. Okazało si
, 	e wyst
powanie S. aureus u 

chorych dotyczyło 61,3% z nich i było ponad dwukrotnie wy	sze ni	 u nosicieli, którzy nie 

cierpieli na to schorzenie (28,6%). Wyniki te s� zgodne z bie	�cym pi�miennictwem, które 

mówi o wyst
powaniu gronkowców nawet u 100% chorych na czyraczno�� [105]. Wszystkie 

gronkowce wyizolowane z nosa cierpi�cych na nawrotow� czyraczno�� charakteryzował taki 

sam zestaw genów toksyn jak szczepów pochodz�cych z czyraków. Na tej podstawie mo	na 

przypuszcza�, 	e w badanych przez nas przypadkach dochodziło do zaka	e� autogennych.  

Podsumowuj�c, porównanie wyst
powania genów toksyn w�ród gronkowców izolowa-

nych ze zmian chorobowych i od nosicieli u ludzi, ujawnia cz
stsz� obecno�� genu sea w 

grupie szczepów izolowanych z zaka	e� oraz genów lukS/F-PV w�ród szczepów wywołuj�-

cych nawrotow� czyraczno��. 

Celem kolejnego etapu bada� było poszukiwanie zale	no�ci pomi
dzy pochodzeniem 

gronkowców izolowanych z zaka	e� oraz od nosicieli, a przynale	no�ci� do okre�lonej grupy 

agr [Prace 3 i 5]. Badania przeprowadzono na 50 szczepach S. aureus wyizolowanych z 

przedsionka nosa od zdrowych nosicieli oraz na 94 szczepach S. aureus pochodz�cych z ró	-

nych zmian chorobowych, w tym na 44 szczepach z nawrotowej czyraczno�ci. Sekwencje 

zmienne genów agrC i agrD wykrywano metod� multiplex PCR, badaj�c grupy I z III oraz II 

z IV. W�ród gronkowców wyizolowanych z próbek materiału klinicznego od chorych połowa 

reprezentowała grup
 IV oraz kolejno II (24%), I (18%) i III (8%). Były to ró	nice 

statystycznie znamienne, w porównaniu ze szczepami od nosicieli, gdzie grupy IV i II były 

najmniej liczne, a najwi
cej z nich nale	ało do grupy I (38%) i III (30%). Jarraud podaje, 	e 

S. aureus wywołuj�ce zespół oparzonej skóry czy liszajec p
cherzowy reprezentuj� grup
 IV 
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[50]. Dotyczyło to trzech spo�ród pi
ciu badanych w prezentowanej pracy szczepów, 

pochodz�cych z p
cherzycy nowordków. Pojawiła si
 natomiast zale	no�� gronkowców 

izolowanych z czyraków z IV grup� agr. Zainspirowani tymi wynikami dalsze badania 

przeprowadzili�my na wi
kszej grupie szczepów, pochodz�cych jedynie od pacjentów z 

nawrotow� czyraczno�ci� [Praca 3]. Potwierdziły one nasze wcze�niejsze spostrze	enia, 

bowiem prawie wszystkie badane gronkowce (43/44) nale	ały do IV grupy agr. Była to 

ró	nica statystycznie znamienna w porównaniu z kontroln� grup� szczepów pochodz�cych od 

zdrowych nosicieli bez czyraczno�ci. Zgodnie z wiedz� autora jest to pierwsza publikacja 

wykazuj�ca zale	no�� pomi
dzy S. aureus z nawrotowej czyraczno�ci a IV grup� agr. Mo	na 

przypuszcza�, 	e zjawisko to ma zwi�zek z wysok� cz
sto�ci� wyst
pownia genów lukS/F-

PV, których ekspresja podlega locus agr [16].  

Uzyskane wyniki dowodz�, 	e szczepy wywołuj�ce nawrotow� czyraczno�� na ogół re-

prezentuj� grup
 IV agr, w odró	nieniu od szczepów od nosicieli, gdzie przewa	aj� grupy I i 

III. 

4.2. Ocena wyst�powania wybranych markerów chorobotwórczo�ci w�ród 
szczepów S. pseudintermedius pochodz	cych ze zmian chorobowych i 
od nosicieli u psów [Praca 2]  

Obok ludzi psy s� najwi
kszym rezerwuarem koagulazododatnich gronkowców, które 

mog� kolonizowa� zarówno zdrowe zwierz
ta jaki i wywoływa� u nich infekcje [44, 80]. Ce-

lem kolejnego etapu bada� było porównanie czynników patogenno�ci szczepów S. pseudin-

termedius pochodz�cych ze zmian chorobowych i od zdrowych psów [Praca 2]. Badanie 

przeprowadzono na 71 szczepach wyizolowanych od 172 zdrowych psów, nie wykazuj�cych 

od co najmniej roku symptomów zaka	enia i nie leczonych antybiotykami. Wymazy pobiera-

no z nosa, pyska i odbytu zdrowych psów. Od 197 chorych psów z ewidentnymi objawami 

zaka	enia wyizolowano 120 szczepów, materiały pochodziły z: zapale� skóry (piodermia 

powierzchniowa i gł
boka, ropnie, n=109), ucha zewn
trznego (n=31), spojówek (n=18), po-

chwy (n=12), nosa (n=11), gardła (n=10) i moczu (n=6).  

Poddano analizie wyst
powanie genów enterotoksyn (sea-see,), toksyny wstrz�su tok-

sycznego (tst), eksfoliatyny (siet) i leukotoksyny (lukS i lukF). Spo�ród badanych enterotok-

syn wykryto jedynie gen enterotoksyny typu C (sec) w�ród 3 (1,6%) szczepów, dwóch ze 

zmian chorobowych i jednego z nosicielstwa. W celu ustalenia przynale	no�ci do okre�lonego 
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typu sec w dalszym etapie bada� produkt amplifikacji poddano sekwencyjnej analizie DNA. 

Podobnie jak w innych pracach dowiodła ona, 	e amplifikowany fragment sec u wszystkich 

szczepów nale	ał do typu SECpanine [40, 117]. Znane patogenne działanie SECcanine stanowi 

niew�tpliwie o potencjale chorobotwórczym wyizolowanych szczepów.  

W�ród wszystkich szczepów S. pseudintermedius wykryto geny toksyny eksfoliatywnej 

siet jak i leukotoksyny lukS/F. Były obecne zarówno w�ród szczepów pochodz�cych od psów 

zdrowych jak i z wszystkimi rodzajami infekcji. Inne prace, podobnie do prezentowanej, 

wskazuj� na powszechne wyst
powanie siet i lukS/F u gronkowców izolowanych z ró	nych 

zmian chorobowych [43, 60, 90, 115]. W �wietle tych wyników patogenno�� S. pseudinter-

medius determinowana genami siet i lukS/F wydaje si
 niejednoznaczna. Tym bardziej nieja-

sna wydaje si
 by� rola SIET w chorobotwórczo�ci S. pseudintermedius, 	e jak podaje Iyori 

ostatnio przeprowadzona �ródskórna iniekcja rekombinowanej toksyny u trzech psów nie 

wywołała 	adnych zmian klinicznych ani histopatologicznych [49].  

Analiza fenotypowa czynników patogenno�ci dowiodła, 	e ponad 90% szczepów za-

równo od psów zdrowych jak i chorych wytwarzało �-hemolizyn
, koagulaz
, DNaz
 i lipaz
. 

Nie znaleziono pomi
dzy nimi ró	nic istotnych statystycznie. Odmiennie ni	 w przypadku 

wyst
powania białka A, które było wykrywane u 14,2% szczepów ze zmian chorobowych i 

zaledwie u 1,4% szczepów od nosicieli (p=0,004). Białko A (SpA) nale	y do grupy białek 

zwi�zanych ze strukturami adhezyjnymi �ciany komórkowej. Jedna jego cz
�� jest kowalen-

cyjnie poł�czona z murein�, druga za� zawiera miejsca o wysokim powinowactwie do regionu 

Fc przeciwciał klasy IgG. Oddziaływanie białka A powoduje nieprawidłow� orientacj
 prze-

ciwciał, które nie s� rozpoznawane przez receptory neutrofili i białka klasycznej drogi akty-

wacji dopełniacza. To zapewnia jego wła�ciwo�ci antyfagocytarne i decyduje o patogenno�ci 

[75]. Białko A wyst
puje głównie w�ród szczepów S. aureus, w mniejszym odsetku u dawne-

go gatunku S. intermedius [38]. Dot�d było brak danych na temat szczepów S. pseudinterme-

dius. Według wiedzy autora jest to pierwsza praca badaj�ca wytwarzanie białka A metod� dot 

blot, na du	ej liczbie szczepów S. pseudintermedius. Nasze wyniki jednoznacznie pokazuj�, 

	e białko A jest cz
�ciej wytwarzane przez szczepy pochodz�ce z procesów zaka	enia, ni	 od 

zdrowych psów. Dot�d wyniki takie odnotowano dla szczepów S. aureus [75].  

W prezentowanej pracy dodatkowo zbadano wytwarzanie biofilmu, jako istotnego de-

terminanta gronkowcowej patogenno�ci. Biofilm jest polisacharydow� substancj� o charakte-

rze amorficznego �luzu, w którym zanurzone s� komórki bakterii. Gronkowce mog� go two-

rzy� zarówno na powierzchni tkanek gospodarza jak równie	 na powierzchniach abiotycz-

nych. Biofilm sprzyja przetrwaniu bakterii, chroni�c je przed czynnikami fizykochemicznymi 
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oraz mechanizmami odporno�ciowymi gospodarza. W wyniku fragmentacji i odklejania bio-

filmu bakterie rozprzestrzeniaj� si
 w organizmie zasiedlaj�c nowe miejsca, co przyczynia si


do przewlekło�ci i nawrotów zaka	enia [118]. Do�� dobrze zbadane jest wytwarzanie biofil-

mu przez szczepy S. aureus czy S. epidermidis, natomiast tylko nieliczne publikacje dotycz�

badania biofilmu u gronkowców S. pseudintermedius [74]. W prezentowanej pracy zbadano 

zdolno�� wytwarzania biofilmu na du	ej liczbie szczepów S. pseudintermedius, przy zastoso-

waniu metody płytek mikrotitracyjnych. Wykazała ona, 	e badane gronkowce wytwarzały w 

wi
kszo�ci �rednie lub du	e ilo�ci biofilmu i nie było ró	nic statystycznie znamiennych po-

mi
dzy szczepami pochodz�cymi ze zmian chorobowych i od nosicieli. Otrzymane wyniki 

sugeruj�, 	e wytwarzanie biofilmu mo	e odgrywa� rol
 nie tylko podczas infekcji wywoła-

nych przez S. pseudintermedius, ale równie	 w zjawisku nosicielstwa. W prezentowanej pracy 

stwierdzono równie	, 	e szczepy wyizolowane z psich zapale� spojówek wytwarzały du	e 

ilo�ci biofilmu. Dot�d ustalono, 	e biofilm odgrywa niezaprzeczaln� rol
 w infekcjach oka u 

ludzi wywołanych przez gronkowce [118]. Gronkowce z grupy S. intermedius s� najcz
stsz�

przyczyn� zapale� worka spojówkowego u psów [37, 86, 108]. Zgodnie z wiedz� autora jest 

to pierwsza praca dowodz�ca wytwarzania du	ych ilo�ci biofilmu przez szczepy S. pseudin-

termedius wywołuj�ce u psów zapalenia spojówek. 

Podsumowuj�c, geny badanych toksyn wyst
puj� z podobn� cz
sto�ci� w�ród szczepów 

S. pseudintermedius izolowanych ze zmian chorobowych i od nosicieli. Jedyna wykrywana 

enterotoksyna nale	ał do typu SECcanine. W�ród szczepów izolowanych ze zmian chorobo-

wych od psów cz
�ciej wyst
puje białko A ni	 w�ród szczepów pochodz�cych od nosicieli.  

4.3. Wyst�powanie genów toksyn w�ród gronkowców złocistych fagotypu 
187 oraz analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych pta/MboI 
[Praca 6 i 1]  

Do bada� patogenno�ci koagulazododatnich gronkowców pochodz�cych od ludzi i od 

psów wł�czono tak	e gronkowce złociste fagotypu 187, b
d�ce grup� o wła�ciwo�ciach po-

�rednich pomi
dzy biotypem ludzkim i psim. Zgodnie z wiedz� autora nie były one przedmio-

tem bada� od 30 lat. Jedna z cyklu prezentowanych prac miała na celu ocen
 wyst
powania 

genów toksyn w�ród szczepów fagotypu 187 pochodz�cych od ludzi [Praca 6]. Badaniami 

obj
to 16 S. aureus fagotypu 187, wyizolowanych na przestrzeni 15 lat (1991-2005) spo�ród 

904 gronkowców złocistych, typowanych w O�rodku Typowania Fagowego Zakładu Mikro-
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biologii Lekarskiej GUMed. Szczepy pochodziły od 12 pacjentów szpitalnych z ró	nych 

zmian chorobowych oraz od 4 nosicieli.  

Szczepy zakwalifikowane do analizy były niewra	liwe na wszystkie 23 fagi, z wyj�t-

kiem faga 187. Na przestrzeni 15 lat wyizolowano ich zaledwie 16, co potwierdza dane o ich 

sporadycznym wyst
powaniu (1,7%). Wykrywano geny enterotoksyn (sea-sed) i toksyny 

wstrz�su toksycznego (tst). Niemal	e wszystkie posiadały geny sec i tst, tylko jeden szczep 

miał dodatkowo gen seb. Nie stwierdzono ró	nic w wyst
powaniu genów toksyn pomi
dzy 

szczepami izolowanymi ze zmian chorobowych i od nosicieli. Jednorodno�� grupy 187 pod 

wzgl
dem wykrytych czynników patogenno�ci skłoniła do zbadania pokrewie�stwa wyizolo-

wanych szczepów. Homogenno�� fagotypu 187 wykazały jednakowe wzory restrykcyjne

fragmentów zmiennych genu koagulazy (coa) i białka A (spa). Dla coa były to fragmenty: 81, 

162 i 405 pz, a dla genu spa: 140, 170 i 307 pz. Makrorestrykcyjna analiza chromosomalnego 

DNA metod� PFGE potwierdziła klonalny charakter badanej populacji. Niemal	e wszystkie 

szczepy nale	ały do typu A, z siedmioma podtypami, A1-A7. Jeden izolat oznaczony wzorem 

B/B1 był niespokrewniony z pozostałymi, o czym �wiadczyła równie	 obecno�� genu seb. 

Uzyskane wyniki dowdz�, 	e gronkowce typu 187 s� izolatami jednego szczepu, który jest 

rozprzestrzeniony na terenie Polski od co najmniej kilkunastu lat. Nieznaczne zró	nicowanie 

typu A na siedem podtypów mo	e �wiadczy� o stopniowej ewolucji epidemicznego szczepu. 

Klonalna natura S. aureus fagotypu 187 wydaje si
 wyja�nia� ich jednorodny potencjał cho-

robotwórczy. Wcze�niejsze badania nad patogenno�ci� fagotypów S. aureus wykazały, 	e 

gronkowce fagotypu 71 wytwarzaj� eksfoliatyny, fagotypu 29 produkuj� TSST-1, a nale	�ce 

do III grupy fagowej cechuje wytwarzanie enterotoksyn [76]. Wydaje si
, 	e podobna zale	-

no�� istnieje w�ród gronkowców fagotypu 187 nios�cych geny tst i sec. Wymagałoby dal-

szych bada� ustalenie czy wykryta w prezentowanej pracy korelacja ma zwi�zek jedynie z 

opisywanym klonem gronkowców, czy odnosi si
 do całej populacji fagotypu 187.  

W badaniach prowadzonych przez Kry�skiego ustalono, 	e gronkowce fagotypu 187, 

izolowane od ludzi maj� jednocze�nie wła�ciwo�ci gronkowców biotypu ludzkiego (A) i 

psiego (E) [56, 57]. W celu sprawdzenia czy cecha ta utrzymuje si
 nadal w badanej populacji 

gronkowców, w prezentowanej pracy okre�lono wytwarzanie fibrynolizyny, hemolizyny 
 i �, 

czynnika zlepnego, białka A, DNazy, acetoiny i ureazy, koagulowanie plazmy ludzkiej, psiej i 

króliczej oraz fermentacj
 mannitolu. Wszystkie szczepy, w sposób charakterystyczny dla 

gatunku S. aureus wytwarzały złocisty barwnik, czynnik zlepny, DNaz
, koagulowały plazm


ludzk� oraz fermentowały mannitol. Cz
�� z nich produkowała białko A (93,8%), fibrynoli-

zyn
 (87,5%), koagulowała plazm
 królicz� (75%) oraz wytwarzała hemolizyn
 
 (62,5%). 
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Mimo, i	 pochodziły od ludzi wykazywały równocze�nie wła�ciwo�ci typowe dla gronkow-

ców psich, nie wytwarzały ureazy (100%), acetoiny (37,5%), koagulowały plazm
 psi�

(37,5%) i wytwarzały hemolizyn
 � (18,8%). Dowodzi to, 	e izolowane obecnie od ludzi 

gronkowce fagotypu 187 wykazuj� wła�ciwo�ci gronkowców psich z grupy S. intermedius.  

Uzyskane wyniki skłoniły nas do porównania gronkowców fagotypu 187 z innymi  

S. aureus izolowanymi od ludzi i od psów oraz ze szczepami grupy S. intermedius

izolowanymi od psów, w oparciu o inn� metod
 ni	 fenotypowa [Praca 1]. Wybrano do tego 

technik
 polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych genu pta (PCR-RFLP), która od czterech 

lat jest najcz
�ciej wykorzystywan� metod� identyfikacji gatunków w obr
bie grupy S. inter-

medius [7, 43, 91, 115, 116, 117]. Technika ta opiera si
 na polimorfizmie fragmentów re-

strykcyjnych fragmentu zmiennego genu acetylotransferazy fosforanowej (pta) przy u	yciu 

restryktazy MboI [7]. Amplifikowany fragment wielko�ci 320 pz szczepów gatunku S. pseu-

dintermedius jest ci
ty na dwa fragmenty restrykcyjne 213 pz i 107 pz, w odró	nieniu od 

szczepów S. intermedius i S. delphini, które nie podlegaj� ci
ciu restryktaz� MboI. Dodatko-

wo, w przypadku szczepów S. aureus, fragment genu pta podlega odmiennemu ci
ciu na 

fragmenty 156 pz i 164 pz, co pozwala je odró	nia� od szczepów grupy S. intermedius (SIG). 

Przeprowadzona analiza restrykcyjna dała zaskakuj�cy wynik w grupie gronkowców fa-

gotypu 187. Okazało si
, 	e w przypadku wszystkich szczepów amplifikowany fragment genu 

pta nie podlegał ci
ciu restryktaz� MboI. Porównano te wyniki z grup� kontroln� 150 szcze-

pów S. aureus o innych fagotypach. U wszystkich z nich produkt amplifikacji pta podlegał 

typowemu ci
ciu MboI. S. pseudintermedius pochodz�ce od psów równie	 miały typowe 

fragmenty restrykcyjne. Wynika z tego, 	e fragment zmienny genu pta gronkowców fagotypu 

187 jest podobny do szczepów S. intermedius, a nie do S. aureus. Sugeruje to, 	e pewne wła-

�ciwo�ci genotypowe tego fagotypu, podobnie jak fenotypowe, s� bli	sze psiemu gatunkowi 

S. intermedius, ni	 S. aureus, do którego formalnie nale	�.  

Drugim istotnym aspektem prezentowanych bada� jest dowiedzenie, 	e metoda frag-

mentów restrykcyjnych pta/MboI, ze wzgl
du na istnienie takich szczepów jak S. aureus typu 

187 mo	e dawa� wyniki fałszywe. Do momentu wprowadzenia tej techniki jedynym sposo-

bem rozró	niania szczepów w obr
bie grupy S. intermedius było sekwencjonowanie genów 

sodA i hsp60 [92]. �adna fenotypowa metoda nie pozwala na trafn� identyfikacj
 tych gatun-

ków. Dlatego szybka i łatwa technika PCR-RFLP znalazła szerokie zastosowanie i jest obec-

nie najpowszechniej stosowan� metod� identyfikacji gatunków w obr
bie grupy S. interme-

dius [7, 43, 91, 115, 116, 117]. Jak dowodz� nasze badania, przy jej u	yciu, szczepy gatunku  

S. aureus i S. intermedius mog� zosta� mylnie zidentyfikowane. Zdaniem Slettemeås’a meto-
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da pta/MboI mo	e bł
dnie identyfikowa� niektóre szczepy z grupy S. intermedius [97]. Bada-

ne przez nas gronkowce typu 187 mogłyby zosta� pomylone z gatunkiem S. intermedius b�d�

S. delphini. Tym bardziej, 	e typ 187 mo	e by� izolowany od psów, podobnie jak gronkowce 

grupy S. intermedius.  

Przeprowadzone badania nad szczepami fagotypu 187 dowodz�, 	e stanowi� one klon 

gronkowców nios�cych geny enterotoksyny C i TSST-1. Dotychczasowa wiedza na ich temat 

i uzyskane przez nas wyniki analizy polimorfizmu genu pta dowodz�, 	e s� grup� o odr
b-

nych wła�ciwo�ciach zarówno fenotypowych jak i genotypowych od S. aureus. By� mo	e, 

odmienno�� gronkowców fagotypu 187, ma zwi�zek z mo	liwo�ci� jego alternatywnej adap-

tacji do dwóch ró	nych gospodarzy, jakimi s� człowiek i pies. Wymaga dalszych bada�

okre�lenie czy stanowi�, jak to ju	 wcze�niej postulowano, odr
bn� jednostk
 taksonomiczn�. 



�

��41 – 
�

5. PODSUMOWANIE 

Cykl prezentowanych prac miał na celu analiz
 wyst
powania czynników patogenno�ci 

w�ród koagulazododatnich gronkowców w odniesieniu do populacji pochodz�cej ze zmian 

chorobowych i od nosicieli. Okre�lenie ró	nic pomi
dzy szczepami bytuj�cymi w zdrowym 

organizmie a wywołuj�cymi zmiany chorobowe daje mo	liwo�� poznania pewnych uwarun-

kowa� chorobotwórczo�ci koagulazododatnich gronkowców. Nie ograniczaj�c si
 jedynie do 

gronkowców wywołuj�cych zaka	enia u ludzi, przedstawiona analiza dotyczy równie	 gatun-

ków wywołuj�cych zaka	enia u psów oraz gronkowców złocistych fagotypu 187, mog�cych 

zaka	a� zarówno ludzi jak i psy. Przeprowadzone badania dowodz�, 	e gronkowce złociste 

pochodz�ce ze zmian chorobowych u ludzi cz
�ciej cechowała obecno�� genu enterotoksyny 

A (sea) ni	 szczepy od nosicieli. S. aureus wywołuj�ce nawrotow� czyraczno�� nios� na swo-

im chromosomie geny leukocydyny Panton-Valentine, podczas gdy w grupie od nosicieli nie 

wykrywa si
 ich wcale. Ró	nica pomi
dzy gronkowcami izolowanymi od ludzi dotyczyła te	

polimorfizmu w systemie regulacji ekspresji genów toksyn – agr. Grupy I i III agr wyst
po-

wały statystycznie rzadziej w�ród szczepów ze zmian chorobowych, w szczególno�ci doty-

czyło to szczepów z nawrotowej czyraczno�ci, które reprezentowały grup
 IV. Prezentowana 

publikacja jest pierwszym doniesieniem na ten temat w dotychczasowym pi�miennictwie. 

Szczepy gronkowców izolowane ze zmian chorobowych od psów cz
�ciej cechowała pro-

dukcja białka A ni	 szczepy pochodz�ce od nosicieli. Pozostałe markery patogenno�ci wyst
po-

wały z podobn� cz
sto�ci� w obu grupach. Jedyna wykrywana enterotoksyna nale	ała do typu 

SECcanine. Szczepy wywołuj�ce u psów zapalenia spojówek wytwarzały du	e ilo�ci biofilmu. 

Unikatowe badania gronkowców fagotypu 187 dowiodły, 	e zarówno szczepy od 

nosicieli jak i pochodz�ce ze zmian chorobowych stanowi� klon nios�cy geny enterotoksyny 

C i TSST-1. Dotychczasowa wiedza na ich temat i uzyskane przez nas wyniki analizy 

polimorfizmu genu pta dowodz�, 	e s� grup� o odr
bnych wła�ciwo�ciach zarówno fenoty-

powych jak i genotypowych od S. aureus. 

Przeprowadzone badania pokazały, 	e pewne determinanty patogenno�ci maj� zwi�zek 

ze szczepami gronkowców wywołuj�cymi zmiany chorobowe, za� inne mog� wyst
powa�

zarówno w grupie od nosicieli jak i ze zmian chorobowych. Bior�c pod uwag
 zło	ono�� i 

wieloczynnikowo�� procesu infekcji mo	na przypuszcza�, 	e obok czynników patogenno�ci 

gronkowca istotnym elementem pozostaj� predyspozycje i mechanizmy obronne gospodarza. 
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6. WNIOSKI 

1. W�ród S. aureus pochodz�cych ze zmian chorobowych od ludzi cz
�ciej wyst
pu-

j� geny enterotoksyna A (sea) ni	 w�ród szczepów od nosicieli. 

2. Geny leukocydyny PV (lukS/F-PV) s� zwi�zane ze szczepami S. aureus wywołu-

j�cymi nawrotow� czyraczno�� u ludzi i nie wyst
puj� w�ród gronkowce pocho-

dz�cych od nosicieli. 

3. Szczepy wywołuj�ce nawrotow� czyraczno�� reprezentuj� grup
 IV agr, w odró	-

nieniu od szczepów od nosicieli, gdzie przewa	aj� grupy I i III. 

4. Szczepy S. pseudintermedius wywołuj�ce zaka	enia u psów cz
�ciej wytwarzaj�

białko A ni	 szczepy kolonizuj�ce zdrowe zwierz
ta. 

5. Gronkowców złociste fagotypu 187, pochodz�ce zarówno ze zmian chorobowych i 

od nosicieli stanowi� jeden klon, nios�cy geny enterotoksyny C i TSST-1.

6. Gronkowców złociste fagotypu 187 wykazuj� wła�ciwo�ci fenotypowe i genoty-

powe po�rednie pomi
dzy gatunkami S. aureus i grup� S. intermedius.
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Abstract The aim of this study was to useMboI restriction

of pta gene fragment to compare the strains of Staphylococcus

aureus phage type 187 and other phage types of S. aureus

isolated from humans and dogs, as well as canine S. interme-

dius group strains. The study included 395 human and canine

staphylococcal strains representing S. aureus, S. intermedius,

and S. pseudintermedius species. The strains were identified

with classic phenotypic methods and by the presence of spe-

cies-specific thermostable nuclease (nuc SA) gene. All the

strainswere subjected to the analysis ofMboI restriction site of

ptagene fragmentwithPCR–RFLPmethod.Nearly, all human

and animal strains of S. aureus possessed 156- and 164-bp

restriction fragments. One of the human strains lacked the

320-bp amplification product. In the case of all S. aureusphage

type 187, the amplification product of pta gene was insus-

ceptible to cutting with MboI restrictase. None of S. interme-

dius strains possessed restriction sites present in the product of

amplification of pta gene, while all the strains of S. pseudin-

termedius had 213- and 107-bp restriction fragments. In con-

clusion, our findings regarding S. aureus phage type 187 reveal

that within the population of strains of S. aureus species, these

bacteria represent a group with distinct properties.

Introduction

Staphylococcus aureus phage type 187 strains occur spo-

radically [9] and are characterized by specific properties

described as early as in 1970 s by Live [10] and Kryński

et al. [8], who postulated to classify them into a separate

taxonomic unit. These staphylococci are characterized by

insusceptibility to all phages of human and bovine staph-

ylococci other than 187 phage, as well as by the cross

susceptibility to the phages of canine staphylococci [7, 8].

Moreover, they show different biochemical and antigenic

properties than other representatives of S. aureus [7, 10].

The ability to infect both humans and dogs is a particular

pathogenicity trait of phage type 187 [7, 10]. Depending on

the origin, this phage type shows biochemical differences

on the basis of which they were previously classified as an

intermediate type between human (A) and canine (E) bio-

types. In 1976, the canine biotype of S. aureus was classi-

fied as a new species, S. intermedius [5]. Currently, it is

classified in S. intermedius group, together with two other

species, S. pseudintermedius and S. delphini [17]. Based on

the present classification, the strains of S. aureus phage type

187 may be described as intermediate between S. aureus

species and S. intermedius group.

A rapid and simple polymerase chain reaction-restric-

tion fragment length polymorphism (PCR–RFLP) method,

enabling the differentiation between species included in the

S. intermedius group, was published in 2009 [1]. This

method is based on MboI restriction of the pta gene, which

encodes the enzyme phosphoacetyltransferase. MboI

restriction identifies S. pseudintermedius species on the

basis of the presence of two restriction fragments, 213 and

107 bp, which in contrast to S. intermedius and S. delphini

species, are not cut by MboI. In addition, S. aureus strains

contain a unique MboI site, resulting in restriction frag-

ments of 156 and 164 bp, which distinguish them from

strains belonging to S. intermedius group (SIG) [1].

The aim of this study was to use MboI restriction of pta

gene fragment to compare the strains of S. aureus phage
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type 187 and other phage types of S. aureus isolated from

humans and dogs, as well as S. intermedius group strains

isolated from dogs.

Methods

Bacterial Strains

The study included 395 staphylococcal strains: 150 human

and 17 canine strains of S. aureus, 4 canine strains of

S. intermedius, 204 canine strains of S. pseudintermedius,

and 19 strains of S. aureus phage type 187 isolated from

humans. The 16 strains of S. aureus phage type 187 and all

the canine strains were collected and identified as previ-

ously described [4, 15]. Three, previously not described

strains of phage type 187, were isolated between October

2008 and December 2009 from three patients hospitalized

in various Gdansk clinics (Clinic of Traumatology, Clinic

of Intensive Therapy, Clinic of Cardiology) and originated

from wound, blood, and intubation tube, respectively. In

order to compare the phage type 187 with other phage

types of S. aureus, a total of 150 staphylococci belonging

to various phage groups were selected from the collection

of the Center of Phage Typing of Staphylococci in Gdansk

(Table 1). The reference strains were isolated from various

human clinical materials: wounds (n = 36), pus and

purulent lesions (n = 28), throat (n = 21), blood (n = 9),

bronchial fluid (n = 5), genital tract (n = 5), ear (n = 4),

eye (n = 3), urine (n = 2), and nose swabs (n = 37) of

patients/carriers.

Phenotypic Identification of Staphylococcal Isolates

Specimens were subcultured onto Columbia blood agar and

incubated at 35 °C for 24 h. Suspected staphylococcal

isolates were identified on the basis of colony character-

istics, pigment production, Gram-stained appearance, and

hemolysis. The results were confirmed by API ID 32

Staph-system (bioMeriux, Poland) used in accordance with

the manufacturer’s recommendations.

Phage Typing

Bacteriophage typing was performed at the Center of

Phage Typing of Staphylococci in Gdansk using the

international set of typing phages for human strains [13]

according to the method of Blair and Williams [3]. Ini-

tially, all strains were typed at routine test dilution (RTD);

strains not typeable at RTD, were typed at 100 x RTD. The

strains were subdivided into phage groups according to

Parker [13] and Renneberg and Rosdahl [16]: group I,

Table 1 Phage patterns of S.

aureus strains other than page

type 187

NT non-typeable

Phage group Phage patterns of human

S. aureus strains

Number of strains

(n = 150)

Phage patterns of

canine S. aureus strains

Number of strains

(n = 17)

Group I 52/52A 10 29/52/52A 2

29/52 6 29/79/81 2

80/81 2 29/52/52A/79 1

29/52/52A/81 1 80/81 1

Group II 3C 11 3C/55/71 2

3C/55 7 3C/55 2

55 6 – –

3C/71 5 – –

71 3 – –

55/71 1 – –

3A/3C/55 1 – –

Group III 6/42E/47/75/83A 3 84/85/88/89 1

53/75/83A/84 2 – –

75 1 – –

other 28 – –

Group V 94/96 11 94 1

94 1 – –

Type 95 95 15 95 1

Mixed

group

I ? III 10 – –

I ? V 5 – –

I ? II ? V 2 – 2

NT 19 – 2
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group II, group III, group V, type 95, mixed group (strains

belonging to different lytic groups), and NT (not-typeable

at 100 x RTD). The lytic pattern was determined after 18 h

of incubation at 30 °C.

Detection of nuc Gene

In addition, all strains identified as S. aureus were analyzed

for the presence of species-specific thermostable nuclease

(nuc SA) gene by the method described by Baron et al. [2].

MboI Restriction Site of pta Gene Fragment

Genomic DNA was extracted using a commercially avail-

able kit in accordance with the manufacturer’s instructions

for Gram-positive bacteria (Sigma-Aldrich, Poland). PCR

amplification of the 320-bp fragment of the pta gene was

carried out as described by Bannoehr et al. [1]. 20 ll of

PCR mixture was incubated with 5 U of MboI and 5 ll of

digestion buffer for 18 h; the resultant digestion products

were resolved in 2 % agarose by electrophoresis. S. inter-

medius PCM 2405 and S. aureus ATCC 6538P served as

control strains.

Results

The phage typing of animal S. aureus revealed that they

belonged to various phage groups, which were character-

ized by sequences presented in Table 1.

All analyzed human and canine strains of S. aureus,

including those of phage type 187, carried the species-

specific nuc gene.

Nearly all human and animal strains of S. aureus analyzed

with PCR–RFLP method possessed 156- and 164-bp restric-

tion fragments. One of the human strains lacked the 320-bp

amplification product. In the case of all S. aureus phage type

187, the amplification product ofpta genewas insusceptible to

cutting with MboI restrictase. None of S. intermedius strains

possessed restriction sites present in the product of amplifi-

cation of pta gene, while all the strains of S. pseudintermedius

had 213- and 107-bp restriction fragments (Fig. 1).

Discussion

Staphylococcus aureus phage type 187 occurs rarely and

represents only 2 % of strains isolated from humans [9,

14]. It may be isolated from both the carriers and various

pathogenic lesions. Most strains analyzed in our study

originated from infected sites [15].

The characteristics of phage type 187 suggest that it

represents a group of strains with properties that are

intermediate between human and canine staphylococci.

This is mostly suggested by their ability to infect humans

and dogs, as well as biochemical properties that are

in-between former human and canine biotypes according to

Hajek and Marsalek [6]. The strains originating from canine

sources are characterized by the lack of mannitol degrada-

tion, synthesis of fibrynolysin, and coagulation of human

plasma, whereas the strains isolated from humans are

incapable of coagulating canine plasma [7, 10]. In other

cases, the strains of type 187 are characterized by simulta-

neous occurrence of the properties of human and canine

biotype [15]. Contrary to other S. aureus, they are not

usually able to produce urease, acetoin, and fibrinolysin [8].

Phage susceptibility of S. aureus type 187 is different

than in typical representatives of S. aureus. Contrary to

other staphylococci, strains of type 187 are mainly typeable

with certain canine phages and also adsorb them. The

susceptibility to phage 187 never coincides with the sus-

ceptibility to phages from human and bovine sets. There is

lack of not only cross-typability but also of cross-adsorp-

tion [8, 10].

Antigenic differences of type 187 pertain mostly to the

presence of galactosamine (instead of glucosamine) as a

determinant of teichoic acid of the bacterial wall. Conse-

quently, Oeding [12] proposed to refer to this antigen as

‘‘polysaccharide 187.’’ Other serological differences

include the presence of capsular antigens, K1 and 17–61.218,

which were not detected in any other staphylococci origi-

nating from humans [10]. Furthermore, our previous study

revealed a wide prevalence of sec and tst toxin genes, which

were observed not to occur as frequently in other represen-

tatives of S. aureus isolated from humans [15].

The identification of staphylococcal species based on

MboI restriction gene of the pta fragment performed within

the framework of our study, revealed absolutely surprising

results. In contrast to other representatives of S. aureus,

both human and canine, all phage type 187 staphylococci

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of MboI restriction digest of pta

PCR products. M molecular size marker (pUC19 DNA/MspI enzyme;

Fermentas, Lithuania); lane 1 PCR product of human S. aureus

strains; lane 2 human S. aureus strains, MboI digested; lane 3 PCR

product of canine S. aureus strains; lane 4 canine S. aureus strains,

MboI digested; lane 5 PCR product of human S. aureus strains of

phage type 187; lane 6 human S. aureus strains of phage type 187,

MboI digested; lane 7 PCR product of canine S. intermedius strains;

lane 8 canine S. intermedius strains, MboI digested; lane 9 PCR

product of canine S. pseudintermedius strains; lane 10 canine

S. pseudintermedius strains, MboI digested
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were insusceptible to cutting with MboI restrictase.

Although these strains originated from humans, this char-

acteristic is typical for the canine species of S. intermedius

rather than S. aureus to which they formally belong. Pre-

vious studies conducted by Bannoehr et al. [1] and

Slettemeås et al. [18] revealed that S. aureus strains possess

156- and 164-bp restriction fragments. It can be concluded

that the lack of restriction sites in phage type 187 staphy-

lococci, different biochemical and antigenic properties, and

cross susceptibility to phages used for the typing of canine

staphylococci confirm that they represent a group with

characteristics that are different than those possessed by

other S. aureus. Based on these properties, phage type 187

staphylococci seem to represent an intermediate group

between S. aureus and S. intermedius species. Perhaps

these above-mentioned differences are associated with the

possibility of alternative adaptation of type 187 staphylo-

cocci to two distinct hosts, human and canine.

Another important aspect of our study pertained to

revealing that due to the presence of such strains as

S. aureus phage type 187, the pta/MboI restriction fragments

method may produce false results. Before the implementa-

tion of this technique, the sequencing of sodA and hsp60

genes was the only method enabling distinguishing between

the strains within S. intermedius group [17]. Since there is no

phenotypic method able to accurately classify these species,

the rapid and easy PCR–RFLP technique found wide

application and is currently the most frequently used method

of identifying species within S. intermedius group [11, 19,

20]. Our study confirmed that the strains of S. aureus and

S. intermedius species can be misclassified using this

method. Also, Slettemeås et al. [18] revealed that the PCR–

RFLP method misclassified a small fraction of the S.

pseudintermedius population. The type 187 staphylococci

analyzed in our study could be potentially misclassified as S.

intermedius or S. delphini, particularly in view of the fact

that similarly to S. intermedius group staphylococci, type

187 can also be isolated from dogs.

Previous evidence regarding S. aureus phage type 187

and the findings of our PCR–RFLP analysis confirm that

within the population of strains of S. aureus species, these

bacteria represent a group with distinct properties. Conse-

quently, further research is needed to verify whether they

represent a distinct taxonomic unit, as has been previously

postulated.
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The aim of this study was to compare the 
pathogenicity potential of Staphylococcus 
pseudintermedius strains isolated from 
healthy dogs and dogs with evident symp-
toms of infection. Nearly all examined 
strains synthesized β-hemolysin, clump-
ing factor, coagulase, DNase, protein A, 
and lipase. The only statistically signifi-
cant intergroup difference pertained to 
protein A, synthesized more frequently 
in infected dogs. All strains were positive 
for siet and lukS/F genes. No sea, seb, sed, 
see and tst genes were detected. The sec 
gene was detected in 1/71 (1.4%) strains 
obtained from a healthy dog and in 2/120 
(1.6%) strains from infected animals. 
The subsequent DNA sequencing analysis 
revealed that the amplified sec genes in all 
the S. pseudintermedius isolates were sub-
grouped into the type SEC

canine
.

In 1976, V. Hajek identified a new spe-
cies, Staphylococcus intermedius, within 
animal biotype of S. aureus (E and F), 
based on its biochemical properties and 
G+C content.1 This species was consid-
ered a predominant cause of canine infec-
tions until 2005 when Devriese et al.2 
identified another new species, S. pseudin-
termedius, based on the sequential analysis 
of 16S rRNA. In 2007, sequential analysis 
of sodA and hsp60 genes confirmed close 
relatedness of three species, S. intermedius, 
S. pseudintermedius and S. delphini, which 
are currently referred to as the S. inter-
medius group.3 Recent studies confirmed 
that S. pseudintermedius, corresponding to 
previous S. intermedius species, is the most 
commonly isolated canine staphylococ-
cus.4 S. pseudintermedius can be obtained 
from the nose, oral mucosa, anus, groin, 
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and skin of healthy dogs. Moreover, it 
often leads to opportunistic purulent der-
matitis, otitis externa and conjunctivitis.4,5

Similarly to S. aureus, S. pseudinter-
medius synthesizes an array of invasion 
and virulence factors. These include fac-
tors enabling adhesion to host’s cells or 
extracellular matrix (clumping factor and 
biofilm), toxins, and factors modulating 
host’s immune system (hemolysins, leuko-
toxin, exfoliative toxins and enterotoxins). 
Another group includes factors enabling 
the microorganism to spread within host’s 
body, such as coagulase, DNase, protein 
A or lipases.6

However, our knowledge on the patho-
genesis of S. pseudintermedius is very lim-
ited; to date, the majority of virulence 
factors have not been characterized in 
detail. Consequently, the aim of this study 
was to compare the pathogenicity poten-
tial of S. pseudintermedius isolated from 
healthy dogs with no history of any infec-
tion-related symptoms for at least one year 
preceding the study, to that obtained from 
dogs with evident symptoms of infection.

The study included 71 isolates of S. 
pseudintermedius obtained from healthy 
dogs and 120 S. pseudintermedius iso-
lates from diseased dogs. The strains 
were obtained from 369 dogs of both 
genders from ten veterinary practices, 
between February 2008 and December 
2011, in four cities of Northern Poland 
(Gdansk, Gdynia, L!bork and Pruszcz 
Gdanski). The study included 172 com-
pletely healthy dogs with no history of any 
infection-related symptoms for at least 
one year prior to sampling. Three swabs 
were taken from each dog from this group. 

One cotton-tipped culture swab was taken 
from one anterior nostril, the second from 
the mouth, and the third from the perineal 
region. Additionally, samples from 197 
diseased dogs were obtained by swabbing 
diseased sites with a sterile cotton swab or 
by urinary bladder catheterization in the 
case of cystitis. The samples were taken 
only from dogs with evident symptoms of 
infection: dermatitis (superficial pyoder-
matitis, abscess, and deep pyodermatitis, 
n = 109), external otitis (n = 31), conjunc-
tivitis (n = 18), vaginitis (n = 12), rhinitis 
(n = 11), pharyngitis (n = 10) and cystitis 
(n = 6). In order to avoid duplication of 
results, only one isolate was considered if 
various isolates belonged to the same spe-
cies and characterized by similar suscepti-
bility were obtained from a particular dog. 
The examined strains were preserved with 
Tryptic Soy Bullion (TSB) and 15% glyc-
erol at a temperature of -70°C.

Specimens were subcultured onto 
Columbia blood agar and incubated at 
35°C for 24 h. Suspected staphylococ-
cal isolates were identified on the basis 
of colony characteristics, Gram-stained 
appearance, and hemolysis. For the iden-
tification of S. pseudintermedius species, 
polymerase chain reaction – restriction 
fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method was used. This method is 
based on MboI restriction gene of the pta 
fragment.7

The abilities to synthesize β-hemolysin, 
coagulase and clumping factor (CF) were 
tested as previously described.8 DNase 
activity was detected by flooding DNase 
test agar with toluidine blue O (Merck).9 
Lypolytic properties of examined strains 
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dissolved in 150 μL of 95% ethanol. The 
absorbance of the adherent biofilm at 570 
nm (OD

570
) was measured in a microplate 

reader. For each isolate, the result was cal-
culated by subtracting the median OD

570
 

of the triplicates of the negative control 
from the median OD

570
 of the triplicates 

of the samples. Three independent experi-
ments were performed and the mean of the 
three experiments was calculated based on 
the median from each experiment. Based 
on the OD produced by bacterial films, 
strains were classified into the following 
categories: no biofilm producers (OD ≤ 
ODc), weak biofilm producers (ODc < 
OD ≤ 2 × ODc), moderate (2 × ODc < 
OD ≤ 4 × ODc) and strong biofilm pro-
ducers (4 × ODc < OD), as proposed by 
Stapanovic et al.16 The cutoff OD (ODc) 
was defined as three standard devia-
tions above the mean OD of the negative 
control.

The fractions of staphylococcal isolates 
were presented as number and percent-
age distributions and compared among 
the studied groups of dogs with Pearson’s 
chi-square test and Fischer’s exact test. 
All calculations were performed with the 
Statistica 10 (StatSoft®) package, with the 
level of significance set at p ≤ 0.05.

products were analyzed on 2% agarose 
gel (Sigma) in the presence of ethidium 
bromide.

For sequencing the 271-bp sec, ampli-
cons of the three S. pseudintermedius strains 
were purified by gel filtration (Centri-
Sep columns, Princeton Separations). 
The sequencing was performed by DNA 
sequencer (PerkinElmer Corp.). The 
investigated sequences were compared 
with sec

canine
 and sec

1–3
 sequences.15

The ability of the isolates to form 
biofilm was investigated by a method 
described by Stapanovic et al.16 with some 
modifications. Bacteria were cultivated 
overnight in TBS (Gras). Each culture 
was diluted 1:100 in the same medium 
and, subsequently, 200 μL of the diluted 
bacterial suspension was transferred, in 
triplicates, into the wells of sterile 96-well 
polystyrene microtiter plates (Becton 
Dickinson) and incubated at 37°C for 24 
h. The negative control contained only the 
growth medium. The plates were washed 
twice with 200 μL of PBS (pH 7.2) and 
dried at room temperature prior to add-
ing 1% Hucker crystal violet solution. The 
plates were incubated at room temperature 
for 15 min before excess dye was removed 
by washing with water. The bound dye was 

were tested in TSA medium (Difco) with 
1% Tween 80 and 0.1% CaCl

2
 (Serva).10

Protein A was estimated with the dot 
blot method. Namely, 10 μL of overnight 
broth cultures were spotted onto nitrocel-
lulose (Schleicher and Schuell) sheets and 
air-dried. Non-specific binding sites were 
blocked with 3% bovine serum albumin 
(Serva) in PBS for 1 h at room tempera-
ture; next, peroxidase-conjugated rabbit 
anti-human IgG (DAKO) was added to a 
concentration of 1/1,000 for another hour. 
After washing in PBS and in TBS (10 
mM, pH 7.4), the sheet was immersed in 
freshly prepared 4-chloronaphtol reagent 
to develop the color. The amount of color 
was assumed to be dependent on the bind-
ing of gamma globulin by protein A.11 S. 
aureus Cowan I strain served as positive 
control strain.

Detection of enterotoxins (sea, seb, 
sec, sed and see) and tst (toxic shock syn-
drome toxin) genes was performed as 
described previously.12 The amplification 
of lukS/F (leukotoxin) and siet (exfoliative 
toxin) genes was performed according to 
Futagawa-Saito et al.13 and Lautz et al.14 
respectively (Table 1). DNA amplifica-
tion was performed in a Perkin Elmer 
2400 thermocycler (Norwalk). The PCR 

Table 1. Primer sequences and thermal conditions of PCR analysis

Gene Oligonucteotide sequence (5'-3') Temperature of annealing Size of PCR product (bp) Reference

Pta
AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA

GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG
53°C 320 Bannoehr et al.7

Sea
CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG

TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C
55°C 127 Becker et al.15

Seb
TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG

GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC
55°C 477 Becker et al.15

Sec
CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG

TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
55°C 271 Becker et al.15

Sed
CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG

TTA ATG CTA TAT CTT ATA GGG TAA ACA TC
55°C 319 Becker et al.15

See
CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC

TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC
55°C 178 Becker et al.15

Tst
AAG CCC TTT GTT GCT TGC G

ATC GAA CTT TGG CCC ATA CTT T
55°C 445 Becker et al.15

Siet
ATG GAA AAT TTA GCG GCA TCT GG

CCA TTA CTT TTC GCT TGT TGT GC
56°C 359 Lautz et al.14

lukS
TGT AAG CAG CAG AAA ATG GGG

GCC CGA TAG GAC TTC TTA CAA
57°C 503 Futagawa-Saito et al.13

luk F
CCT GTC TAT GCC GCT AAT CAA

AGG TCA TGG AAG CTA TCT CGA
57°C 572 Futagawa-Saito et al.13
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orientation. This explains the anti-phago-
cytic effect of protein A in vitro and the 
reason for constituting a virulence factor 
in several models of animal infection.18 
Protein A is encoded by spa gene, located 
on chromosome. Despite wide utiliza-
tion of the polymorphism of this gene 
for epidemiological studies of staphylo-
cocci, including S. pseudintermedius,5 the 
synthesis of protein A has not been stud-
ied in S. pseudintermedius isolates thus 
far. Futagawa-Saito et al.17 were the only 
ones to observe that 54.5% of canine S. 
intermedius strains show the expression of 
protein A and CF on latex agglutination 
test. Our study is the first to examine the 
expression of protein A by means of dot 
blot in a large number of canine strains. 
We have unambiguously confirmed that 
the strains from infected dogs synthesize 
protein A markedly more frequently than 
those from healthy dogs. Protein A was the 
only phenotypic pathogenicity factor that 
distinguished infected and non-infected 
dogs. This finding is not surprising in 

coagulase, DNase and lipase. The pres-
ence of these factors is consistent with 
the characteristic of new S. pseudinter-
medius species, published by Devriese 
et al.2 According to this description, S. 
pseudintermedius strains are CF-negative. 
In contrast, our study revealed that nearly 
20% of isolates are CF-positive. On the 
other hand, Futagawa-Saito et al.17 ana-
lyzed strains of S. intermedius group and 
revealed that more than half of them were 
CF-positive. Plausibly, the discrepan-
cies can result from insufficient evidence 
with regards to the pathogenicity of newly 
established species S. pseudintermedius; 
further research is required in this matter.

Staphylococcal protein A is a wall-
anchored surface protein with four or 
five domains that can each bind to the Fc 
region of IgG. The interaction between 
protein A and IgG coats the surface of 
the cell with IgG molecules that cannot 
be recognized by the neutrophil Fc recep-
tor and activate the complement by the 
classical pathway as a result of incorrect 

Both S. pseudintermedius strains 
isolated from healthy dogs and those 
obtained from infected dogs synthesized 
β-hemolysin, CF, coagulase, DNase, pro-
tein A and lipase. The only statistically 
significant intergroup difference pertained 
to protein A (Table 2).

All isolates were positive for siet and 
lukS/F genes. No sea, seb, sed, see and tst 
genes were detected. The sec gene was 
detected in 1/71 (1.4%) strains obtained 
from a healthy dog and in 2/120 (1.6%) 
strains from infected animals (p = 0.689). 
The subsequent DNA sequencing analysis 
revealed that the amplified sec genes in all 
the S. pseudintermedius isolates were sub-
grouped into the type SEC

canine
 (Fig. 1).

No significant differences with regards 
to biofilm formation were documented 
between the strains isolated from healthy 
and infected dogs; most of these strains 
synthesized medium or high amounts of 
biofilm (Table 3). All strains isolated from 
conjunctivitis synthesized large amounts 
of biofilm. No association between the 
isolation site and the intensity of biofilm 
synthesis was observed for the strains iso-
lated from other clinical materials.

Analysis of the prevalence of phe-
notypic virulence factors among the 
examined isolates of S. pseudintermedius 
revealed that nearly all of them were char-
acterized by the presence of β-hemolysin, 

Table 2. Expression of phenotypic pathogenicity factors in S. pseudintermedius isolates

Source Beta-hemolysin Clumping factor Coagulase DNase Protein A Lipase

Healthy dogs (n = 71) 70 (98.6%) 10 (14.1%) 66 (92.9%) 71 (100%) 1 (1.4%) 70 (98.6%)

Infected dogs (n = 120) 118 (98.3%) 23 (19.2%) 116 (96.6%) 120 (100%) 17 (14.2%) 117 (97.5%)

p 0.890 0.396 0.242 - 0.004 0.611

Figure 1. Alignment of DNA sequences for sec genes of three investigated isolates of S. pseudintermedius and reference sequences of S. intermedius 

canine subtype, and S. aureus sec 1–3 subtype. The EMBL accession numbers of the sec nucleotide sequences used for the alignment are as follows: sec-

canine
, U91526; sec

1,
 X05815; sec

2
, DQ192646; sec

3
, X51661. The sequences of the three S. aureus subtypes were merged, since there were not di!erences in 

the aligned region as showed here. Dots indicate identity.

Table 3. Formation of biofilm by S. pseudintermedius isolates

Formation of biofilm Healthy dogs (n = 71) Infected dogs (n = 120) p

No biofilm producer 0 0 -

Weak biofilm producer 3 (4.2%) 8 (6.6%) 0.484

Moderate biofilm producer 45 (63.4%) 63 (52.5%) 0.143

Strong biofilm producer 23 (32.4%) 49 (40.8%) 0.245
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sac of clinically normal dogs as well as in 
dogs with ulcerative keratitis.26,27 Previous 
studies confirmed that biofilm plays an 
undisputable role in various ophthalmic 
infections in humans, including staphy-
lococcal infections.24 However, to the 
best of our knowledge this study is the 
first to document the synthesis of large 
amounts of biofilm by S. pseudintermedius 
strains isolated from canine conjunctivi-
tis. Previous studies revealed that bacterial 
biofilms may participate in ocular infec-
tions by allowing bacteria to persist on 
abiotic surfaces that come in contact with, 
or are implanted, in the eye and by direct 
biofilm formation on the biotic surface of 
the eye.24 Since the abiotic surfaces were 
not found in any dogs with conjunctivitis 
included in our study, it can be supposed 
that the enhanced synthesis of biofilm by 
studied S. pseudintermedius strains could 
play a role in the course of ocular inflam-
mation in vivo.

In conclusion, our comparative analy-
sis of pathogenicity factors of S. pseud-
intermedius has shown that infected and 
healthy dogs differed significantly in 
terms of protein A formation; this sug-
gests that this protein may potentially play 
a role in the pathogenicity of S. pseudin-
termedius. Moreover, we have documented 
for the first time that S. pseudintermedius 
strains isolated from canine conjunctivi-
tis are able to synthesize large amounts of 
biofilm.
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and TSST-1, revealed solely the sec gene. 
In previous studies, the prevalence of sec 
ranged between 24.3%20 and 0.6%;21 this 
gene was identified in 1.6% of all dogs 
included in our study. Edwards et al.23 have 
identified a canine type SEC from canine 
pyoderma isolates, distinct from other 
staphylococcal enterotoxins, but sharing 
their ability to induce vomiting and T cell 
proliferation. Our DNA sequencing anal-
ysis revealed that the amplified sec genes 
in all the S. pseudintermedius isolates rep-
resented SEC

canine
 type, which confirmed 

their enteropathogenic potential.
Staphylococci form biofilm on the 

surface of host’s tissues as well as on abi-
otic surfaces, where bacterial cells are 
immersed within polysaccharide excre-
tion of amorphic mucus. Biofilm pro-
motes the survival of bacteria, protecting 
them against physicochemical factors 
and immune mechanisms of the host. 
As a result of biofilm fragmentation and 
detachment, the bacteria spread through-
out the body and colonize new sites, lead-
ing to the chronic and recurrent character 
of resultant infection. Bacteria that are 
immersed in biofilm show higher resis-
tance to antibiotics, whose effective con-
centrations have to be many times higher 
than in the case of planktonic cells.24 
While the synthesis of biofilm by various 
strains of S. aureus and S. epidermidis has 
been quite extensively studied, only sparse 
studies have dealt with the problem in 
question in staphylococci isolated from 
dogs.25 We tested a large number of S. 
pseudintermedius isolates for their biofilm 
formability. The method of microtiter 
plates used in this study is one of the most 
frequently applied screening methods, and 
is considered both reliable and sensitive. 
Our study revealed that the majority of S. 
pseudintermedius strains generated moder-
ate or large amounts of biofilm. However, 
there were no statistically significant dif-
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An important finding of our study is the 
observation that all strains isolated from 
conjunctivitis cases synthesized large 
amounts of biofilm. S. intermedius group 
is one of the most frequently encountered 
staphylococcal species in the conjunctival 

view of the evidence that protein A is a 
significant and established pathogenicity 
factor of S. aureus.18 Our findings suggest 
that the same pertains to the newly estab-
lished S. pseudintermedius species.

Panton-Valentine leukocidin of S. 
aureus is a cytotoxin that causes leukocyte 
destruction and tissue necrosis. A similar 
toxin, biocomponent leukotoxin Luk-I, 
encoded by two genes, lukS/F, is also pro-
duced by S. pseudintermedius.17 All strains 
analyzed in our study, both from healthy 
and infected dogs, had both leukotoxin 
genes, lukS/F. Also, in research published 
by other authors all analyzed clones were 
positive for leukotoxin genes, suggesting 
clone-specific ability of toxin synthesis.5,13 
However, in view of our findings, the 
determination of given pathogenicity of S. 
pseudintermedius based on the presence of 
lukS/F genes seems less unambiguous.

All strains of S. pseudintermedius 
included in our study, isolated from both 
healthy and infected dogs, possessed exfo-
liative toxin genes. S. pseudintermedius 
exfoliative toxin (SIET), first described 
by Terauchi et al.,19 plays a potential role 
in the pathogenesis of canine pyoderma 
and chronic otitis.19 The dog injected with 
SIET developed clinical signs such as ery-
thema, exfoliation, and crusting, which 
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pyoderma and human staphylococcal 
scaled skin syndrome.19 However, similarly 
to our study, a number of other authors 
confirmed the presence of siet gene in all 
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gene is present in all S. pseudintermedius, 
even those isolated from healthy dogs. The 
role of SIET in pathogenicity of the spe-
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in a recent study, the intradermal injection 
of recombinant SIET in three dogs did not 
cause any clinically- or histopathologically 
evident lesions.6

Superantigens are a class of antigens 
that cause non-specific activation of T 
cells resulting in polyclonal T cell pro-
liferation and massive cytokine release. 
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enterotoxins, responsible for the signs of 
food poisoning, as well as the toxic shock 
syndrome toxin (TSST-1). Similar to 
previous studies,20-22 our study analyzing 



©
2
0
1
3
 L

a
n
d
e
s
 B

io
s
c
ie

n
c
e
. 

D
o
 n

o
t 

d
is

tr
ib

u
te

.

www.landesbioscience.com Virulence 5

21. Futagawa-Saito K, Suzuki M, Ohsawa M, Ohshima 
S, Sakurai N, Ba-Thein W, et al. Identification 
and prevalence of an enterotoxin-related gene, se-
int, in Staphylococcus intermedius isolates from dogs 
and pigeons. J Appl Microbiol 2004; 96:1361-6; 
PMID:15139930; http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-
2672.2004.02264.x.

22. Youn JH, Koo HC, Ahn KJ, Lim SK, Park YH. 
Determination of staphylococcal exotoxins, SCCmec 
types, and genetic relatedness of Staphylococcus inter-
medius group isolates from veterinary staff, companion 
animals, and hospital environments in Korea. J Vet 
Sci 2011; 12:221-6; PMID:21897094; http://dx.doi.
org/10.4142/jvs.2011.12.3.221.

23. Edwards VM, Deringer JR, Callantine SD, Deobald 
CF, Berger PH, Kapur V, et al. Characterization of the 
canine type C enterotoxin produced by Staphylococcus 
intermedius pyoderma isolates. Infect Immun 1997; 
65:2346-52; PMID:9169773.

24. Zegans ME, Becker HI, Budzik J, O’Toole G. The 
role of bacterial biofilms in ocular infections. DNA 
Cell Biol 2002; 21:415-20; PMID:12167244; http://
dx.doi.org/10.1089/10445490260099700.

25. Osland AM, Vestby LK, Fanuelsen H, Slettemeås 
JS, Sunde M. Clonal diversity and biofilm-forming 
ability of methicillin-resistant Staphylococcus pseudin-
termedius. J Antimicrob Chemother 2012; 67:841-
8; PMID:22258925; http://dx.doi.org/10.1093/jac/
dkr576.

26. Prado MR, Rocha MF, Brito EH, Girão MD, 
Monteiro AJ, Teixeira MF, et al. Survey of bacte-
rial microorganisms in the conjunctival sac of clini-
cally normal dogs and dogs with ulcerative keratitis in 
Fortaleza, Ceará, Brazil. Vet Ophthalmol 2005; 8:33-7; 
PMID:15644098; http://dx.doi.org/10.1111/j.1463-
5224.2005.04061.x.

27. Varges R, Penna B, Martins G, Martins R, Lilenbaum 
W. Antimicrobial susceptibility of Staphylococci 
isolated from naturally occurring canine external 
ocular diseases. Vet Ophthalmol 2009; 12:216-20; 
PMID:19604336; http://dx.doi.org/10.1111/j.1463-
5224.2009.00701.x.

13. Futagawa-Saito K, Sugiyama T, Karube S, Sakurai N, 
Ba-Thein W, Fukuyasu T. Prevalence and characteriza-
tion of leukotoxin-producing Staphylococcus intermedius 
in Isolates from dogs and pigeons. J Clin Microbiol 
2004; 42:5324-6; PMID:15528733; http://dx.doi.
org/10.1128/JCM.42.11.5324-5326.2004.

14. Lautz S, Kanbar T, Alber J, Lämmler C, Weiss R, 
Prenger-Berninghoff E, et al. Dissemination of the 
gene encoding exfoliative toxin of Staphylococcus inter-
medius among strains isolated from dogs during routine 
microbiological diagnostics. J Vet Med B Infect Dis 
Vet Public Health 2006; 53:434-8; PMID:17062121; 
http://dx.doi.org/10.1111/j.1439-0450.2006.00999.x.

15. Becker K, Keller B, von Eiff C, Brück M, Lubritz 
G, Etienne J, et al. Enterotoxigenic potential of 
Staphylococcus intermedius. Appl Environ Microbiol 
2001; 67:5551-7; PMID:11722906; http://dx.doi.
org/10.1128/AEM.67.12.5551-5557.2001.

16. Stepanovic S, Vukovic D, Hola V, Di Bonaventura 
G, Djukic S, Cirkovic I, et al. Quantification of 
biofilm in microtiter plates: overview of testing con-
ditions and practical recommendations for assess-
ment of biofilm production by staphylococci. APMIS 
2007; 115:891-9; PMID:17696944; http://dx.doi.
org/10.1111/j.1600-0463.2007.apm_630.x.

17. Futagawa-Saito K, Ba-Thein W, Sakurai N, Fukuyasu 
T. Prevalence of virulence factors in Staphylococcus 
intermedius isolates from dogs and pigeons. BMC 
Vet Res 2006; 2:4; PMID:16438708; http://dx.doi.
org/10.1186/1746-6148-2-4.

18. Palmqvist N, Foster T, Tarkowski A, Josefsson E. 
Protein A is a virulence factor in Staphylococcus aureus 
arthritis and septic death. Microb Pathog 2002; 33:239-
49; PMID:12473438; http://dx.doi.org/10.1006/
mpat.2002.0533.

19. Terauchi R, Sato H, Hasegawa T, Yamaguchi T, Aizawa 
C, Maehara N. Isolation of exfoliative toxin from 
Staphylococcus intermedius and its local toxicity in dogs. 
Vet Microbiol 2003; 94:19-29; PMID:12742712; 
http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1135(03)00048-8.

20. Yoon JW, Lee KJ, Lee SY, Chae MJ, Park JK, Yoo JH, 
et al. Antibiotic resistance profiles of Staphylococcus 
pseudintermedius isolates from canine patients in 
Korea. J Microbiol Biotechnol 2010; 20:1764-8; 
PMID:21193835.

5. Ruscher C, Lübke-Becker A, Semmler T, Wleklinski 
CG, Paasch A, Soba A, et al. Widespread rapid emer-
gence of a distinct methicillin- and multidrug-resistant 
Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) genetic lin-
eage in Europe. Vet Microbiol 2010; 144:340-6; 
PMID:20181441; http://dx.doi.org/10.1016/j.vet-
mic.2010.01.008.

6. Bannoehr J, Guardabassi L. Staphylococcus pseudin-
termedius in the dog: taxonomy, diagnostics, ecology, 
epidemiology and pathogenicity. Vet Dermatol 2012; 
23:253-66, e51-2; PMID:22515504; http://dx.doi.
org/10.1111/j.1365-3164.2012.01046.x.

7. Bannoehr J, Franco A, Iurescia M, Battisti A, Fitzgerald 
JR. Molecular diagnostic identification of Staphylococcus 
pseudintermedius. J Clin Microbiol 2009; 47:469-
71; PMID:19091817; http://dx.doi.org/10.1128/
JCM.01915-08.

8. Devriese LA. A simplified system for biotyping 
Staphylococcus aureus strains isolated from animal spe-
cies. J Appl Bacteriol 1984; 56:215-20; PMID:6373707; 
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.1984.
tb01341.x.

9. Waller JR, Hodel SL, Nuti RN. Improvement of 
two toluidine blue O-mediated techniques for 
DNase detection. J Clin Microbiol 1985; 21:195-9; 
PMID:3972986.

10. Sierra G. A simple method for the detection of lipolytic 
activity of micro-organisms and some observations on 
the influence of the contact between cells and fatty 
substrates. Antonie Van Leeuwenhoek 1957; 23:15-
22; PMID:13425509; http://dx.doi.org/10.1007/
BF02545855.

11. Kerr S, Kerr GE, Mackintosh CA, Marples RR. A 
survey of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
affecting patients in England and Wales. J Hosp 
Infect 1990; 16:35-48; PMID:1974905; http://dx.doi.
org/10.1016/0195-6701(90)90047-R.

12. Becker K, Roth R, Peters G. Rapid and specific detec-
tion of toxigenic Staphylococcus aureus: use of two mul-
tiplex PCR enzyme immunoassays for amplification 
and hybridization of staphylococcal enterotoxin genes, 
exfoliative toxin genes, and toxic shock syndrome 
toxin 1 gene. J Clin Microbiol 1998; 36:2548-53; 
PMID:9705390.



© John Libbey Eurotext, 2011

d
o
i:
1
0
.1
6
8
4
/e
jd
.2
0
1
0
.1
1
5
1

EJD, vol. 21, n◦ 1, January-February 2011 43
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Poland
2 Department of Dermatology,
Venereology and Allergology,
Medical University of Gdańsk,
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Staphylococcus aureus isolated from patients
with recurrent furunculosis carrying
Panton-Valentine leukocidin genes represent
agr specificity group IV

Recurrent furunculosis (RF) caused by Staphylococcus aureus presents a
difficult clinical problem and causes significantmorbidity. The study aim
was to characterise agr groups and detect toxin genes among S. aureus
strains isolated fromRF patients. Microbiological material was obtained
from evacuated furuncules of 44 RF patients. Nasal swabs were obtained
from both the RF patients and the controls (150 healthy volunteers
with no history of RF). All strains were screened for the presence of
lukS/lukF-PV, tst, sea, seb, sec, sed, eta, and etb genes. Moreover, agr
specificity groups (I-IV) were identified. Antibiotic-susceptibility tests
were performed by disk diffusion method and methicillin susceptibility
was verified by mecA gene amplification. The investigated strains were
resistant to penicillin, clindamycin, erythromycin, and tetracycline. All
showed susceptibility to methicillin. Thirty-five of 44 strains tested were
positive for leukocidin lukS/lukF-PV genes and 12/44 for enterotoxin
seb gene. The coexistence of PVL genes and seb gene concerned 7/44
strains. The remaining toxin genes were not found. Forty-three strains
belonged to agr specificity group IV including all strains with lukS/lukF-
PV genes. Nasal carriage of S. aureus was observed in 27/44 (61.3%)
RF patients and in 43/150 (28.6%) controls (p= 0.001). In all RF sub-
jects, nasal strains did not differ from those isolated from furuncules in
terms of lukS/lukF-PV gene status and agr specificity. To the best of our
knowledge, it is the first study that shown such a predominance of agr
group IV strains in RF patients.

Key words: Staphylococcus aureus, recurrent furunculosis, agr group,
Panton-Valentine leukocidin

F
uruncles are acute, usually necrotic infections of
hair follicles caused by Staphylococcus aureus.
Furunculosis is diagnosed when multiple furuncles

at different stages of development are found on the patient
[1]. The clinical presentation varies greatly, from small
follicular nodules to large nodules with varying degrees of
erythema, swelling, and central necrosis [2]. The infection
tends to be recurrent in many patients and often spreads
to other family members [3]. Recurrent furunculosis (RF)
constitutes a difficult clinical problem because it may
require incision, drainage and antibiotic therapy [4]. The
tendency for certain individuals to develop RF is not fully
understood [5].
The pathogenicity of S. aureus is associated with the pro-
duction of a number of extracellular toxins, enzymes and
cell-surface-associated proteins. The expression of most of
these virulence factors is controlled by the locus agr (acces-
sory gene regulator). Based on the polymorphism of agrC
and agrD genes, S. aureus strains may be divided into four
major groups (I-IV) [6]. Associations between a peculiar
agr type and specific staphylococcal syndromes have been

shown for toxic shock syndrome (TSS) and staphylococcal
scalded-skin syndrome (SSSS). Toxic shock syndrome
toxin-1 (TSST-1) produces isolates belonging to agr speci-
ficity group III, whereas most exfoliatin-producing strains
responsible for SSSS belong to the agr group IV [7, 8].
The aim of the study was to characterise agr groups and
detect toxin genes among S. aureus strains isolated from
patients with recurrent furunculosis.

Materials and methods

Bacterial strains

Forty-four patients suffering from RF, reporting to four
dermatological clinics within the city of Gdańsk (Poland)
between 2004 and 2005, were included in the study. The
control group comprised 150 healthy volunteers with no
history of RF. These were students of the Medical Univer-
sity of Gdansk, examined during their 2008/2009 classes at
the Department of Medical Microbiology. Microbiological
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material was obtained from evacuated furuncules and the
swabs were inoculated directly onto 5% sheep blood agar
(Oxoid, England). One strain of S. aureuswas isolated from
every subject. Additionally, for the purpose of S. aureus
carrier state identification, nasal swabs were obtained both
from RF patients and from the controls. S. aureus identifi-
cation was performed on the basis of colony morphology,
Gram staining, Staphyslide agglutination test (BioMerieux,
France) and by the API ID32Staph system (BioMerieux,
France). Control strains for PCR detection of genes of
virulence factors and agr groups were obtained from the
National Institute of PublicHealth (NIPH,Warsaw, Poland)
and from the National Staphylococcus Reference Centre
(Gdańsk, Poland). Both the control and examined strains
were stored in Triptic SoyBroth (Oxoid, England) at –70 ◦C
and supplemented with 15% glycerol.

Toxin gene detection by PCR technique

DNA was isolated according to Barski et al. [9]. DNA
amplification was carried out in Perkin Elmer 2400 ther-
mocycler (Norwalk, USA). Primers for enterotoxins (SEA,
SEB, SEC and SED), TSST-1 and exfoliative toxins (ETA,
ETB) were used as described previously [10]. Bacterial
DNA (50-100 ng) of S. aureus isolates was amplified in
two sets of multiplex PCR. Set A contained 20 pmol (each)
of sea, seb, and sec primers and 40 pmol of sed primer,
while set B contained 50 pmol of eta and 20 pmol (each)
of etb, and tst primers. Detection of the genes was per-
formed in 50 mL of a mixture consisting of: 5 mL bacterial
DNA (5 ng/mL), 5ml 10X Reaction Buffer (Fermentas,
Germany), primers sea, seb, sec, sed or eta, etb and tst
(Sigma-Proligo, USA), 200 mM (each) dNTP, 2.5 U of Taq
polymerase (Fermentas, Germany) and sterile water. DNA
amplification was carried out with the following thermal
cycling profile: an initial denaturation at 94 ◦C for 5min
was followed by 35 cycles of amplification (denaturation at
94 ◦C for 2min, annealing at 57 ◦C for 2min, and exten-
sion at 72 ◦C for 1min) and a final extension at 72 ◦C for
7min. The amplification of PVL genes (lukS/lukF-PV) was
performed as described by Lina et al. [11]. Agr specificity
groups were identified by PCR amplification of the hyper-
variable domain according to Shopsin et al. [12]. The PCR
products were analysed on 2% agarose gel (Sigma, USA) in
the presence of ethidium bromide and photographed under
UV illumination.

Antimicrobial susceptibility test

The antibiotic-susceptibility test included eight antimicro-
bial agents: clindamycin, ciprofloxacin, co-trimoxazole,
erythromycin, gentamicin, oxacillin, penicillin, and tetracy-
cline (Becton Dickinson, USA), and was performed by the
disk diffusion method in accordance with the guidelines set
by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
[13]. Interpretation of the results was performed according
to CLSI recommendations [13]. Methicillin susceptibility
was verified by mecA gene amplification [9].

Statistical analysis

Continous variables were presented as medians and ranges.
Association between the presence of lukS/lukF-PV genes

and agr group IV specificity was verified with Fisher exact
test, similar to the significance of differences in S. aureus
nasal carriage rates between RF patients and the controls.

Calculations were performed using Statistica 8 (StatSoft®,
Poland) software, and statistical significance was defined
as p ≤ 0.05.

Results

Themedian age of patients was 29 years (range 5-45 years).
Most patients (14/44) studied were aged 21 to 30, whereas
only 2 patients were between the ages of 0 and10. There
were 24 males and 20 females. Median time from RF diag-
nosis was 24 months (range 4-120 months). Furuncules
were present on the buttocks (20/44), lower limbs (19/44),
chest (14/44), upper limbs (11/44), back (8/44) and face
(1/44). Nearly half of RF patients (21/44) had furuncules
in more than one location (usually in two or three anatom-
ical regions). Nine subjects declared familial history of RF
(two or three relatives affected). Only two patients in the
examined group suffered from predisposing factors of RF:
diabetes type 2 or chronic myeloid leukaemia.
The strains isolated from furuncules were resistant to peni-
cillin (42/44), clindamycin (3/44), erythromycin (9/44), and
tetracycline (5/44). The number of the strains simultane-
ously resistant to two (penicillin, erythromycin) or three
antibiotics (penicillin, erythromycin, clindamycin) totalled
7/44 and 3/44, respectively. All strains showed susceptibil-
ity to methicillin, confirmed either with the use of the disc
diffusion method or by means of PCR.
Thirty-five out of 44 strains tested were positive for leuko-
cidin lukS/lukF-PV genes and 12/44 for enterotoxin seb
gene (figure 1). The coexistence of PVL genes and seb gene
concerned 7/44 strains. The remaining toxin genes were not
found.
Forty-three strains belonged to agr specificity group IV and
one strainwas classified asagrgroup II (figure 2).All strains
with lukS/lukF-PV genes belonged to agr specificity group
IV (35/43 vs. 0/1 in agr group II, p= 0.205).
Nasal carriage of S. aureus was observed in 27/44 (61.3%)
RF patients and in 43/150 (28.6%) controls (p= 0.001).
Characteristics of the nasal strains ofS. aureus isolated from
RF patients and the controls are summarized in table 1.
In all the RF subjects, nasal strains did not differ from

M 1    2    3    4    5    6   7    8    9  10   M

433 pz lukS-PV/lukF-PV

Figure 1. PCR detection of lukS-PV/lukF-PV gene.
M–molecular size marker (pUC19 DNA/MspI enzyme, Fer-
mentas, Lithuania); lane 1–positive control; lane 2–negative
control; lanes 3 to 10–representative PVL positive S. aureus
strains from recurrent furunculosis.
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Figure 2. Multiplex PCR detection of S. aureus from
recurrent furunculosis agr group. M–molecular size marker
(GeneRulerTM 50 bpDNALadder, Fermentas, Lithuania); lane
1–negative control; lane 2–S. aureus strain agr group II; lanes
3 to 10–representative S. aureus strains agr group IV.

Table 1. Agr and toxin gene characteristics of the nasal strains
of S. aureus isolated from patients with recurrent furunculosis
and from healthy controls

Agr/toxin genes RF patients Controls p value*

Agr I 0 17/43 0.001

Agr II 0 7/43 0.269

Agr III 0 13/43 0.001

Agr IV 27/27 6/43 < 0.001

sea 0 3/43 0.225

seb 6/27 1/43 0.011

sec 0 5/43 0.080

sed 0 1/43 0.614

tst 0 3/43 0.225

eta 0 2/43 0.374

etb 0 1/43 0.614

lukS/lukF-PV 21/27 0/43 < 0.001

* Fischer exact test

those isolated from furuncules in terms of lukS/lukF-PV
gene status and agr specificity.

Discussion

Recurrent furunculosis frequently occurs among young
people and is characterised by a complex pathogenesis
which has not yet been fully explained [2, 5]. Many risk
factors contribute to the recurrence of furuncles, includ-
ing: obesity, alcoholism, bad dietary habits, haematological
disorders, immunosupression, AIDS, and diabetes [1].
However, only two patients in the group we examined suf-
fered from predisposing factors of RF. Similar to our study,
other authors have also shown that young adults without
underlying systemic diseases predominate among furuncu-
losis patients [2, 3, 5].
Similar to previous experiments [1, 5, 14], this study
showed that the fraction of S. aureus nasal carriers is higher
amongst RF patients than in healthy controls. According
to Toshkova et al. [15], nasal carriage may occur in up
to 100% of RF subjects. Many previous studies showed

that staphylococci isolated from invasive infections, bac-
teremia, pneumonia, bone infections or meningitis belong
to agr groups I-III, and group IV specificity is sporadic
[8, 16-18]. However, S. aureus strains causing SSS or
impetigo belong to group IV and are characterised by their
ability to produce exfoliative toxin [7, 19]. In the present
study, we found that 43/44 strains isolated from recurrent
furunculosis and only 6/43 strains from nasal carriers of S.
aureuswhowere free of RF belonged to agr group IV. It has
been previously reported that only 39.6% of strains found
in skin abscesses or furuncles belong to this group [20]. To
the best of our knowledge, wewere the first study to observe
such a predominance of agr group IV strains in RF patients.
Additionally, a high percentage of the strains from RF
patients (but none from the controls) encoded Panton-
Valentine leucocidin and all of them belonged to agr group
IV. PVL is a cytotoxin that causes leukocyte destruction and
tissue necrosis. ThePVLgenehas beendetected inS. aureus
strains associated with community-acquired, severe, necro-
tizing pneumonia and also with furunculosis [11]. The
frequency of PVL gene positive strains isolated from RF
patients varies with geography. The high fraction (35/44)
that we reported is similar to the results of other European
studies [11]. According to the literature, PVL gene-positive
strain occurrence ranges from 30% inWestern Africa, 40%
in Japan, up to 93% in France [2, 11, 21].
Producing leukocidin also has an impact on the recurrence
of furuncles. Couppie et al. [22] reported that 92% of S.
aureus strains isolated frompersonswith recurrent furuncu-
losis produced PVL, compared to only 33%of strains found
in sporadic furuncles. These results are consistant with the
high frequency of PLV positive strains found during our
study on RF patients. The occurrence of lukS/F-PV genes
constitutes a risk of a more severe course of furunculosis.
According to Yamasaki et al. [2], furuncles caused by PVL
gene-positive S. aureus have been associated with more-
intense erythema around the lesions, reflecting a strong
inflammation caused by polymorphonuclear cells and cap-
illary dilation.
A few studies have shown that the PVL locus is a
stable genetic marker of community-acquired methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) [23]. However, resistance to
methicillin is also typical of PVL positive strains isolated
frompneumonia, septicemia or other systemic infection and
not from furunculosis. Along with our investigations, Nolte
et al. [20], Wiese-Posselt et al. [24], and Perez-Roth et al.
[25] also found that PVL positive S. aureus isolated from
furunculosis were susceptible to methicillin (MSSA), in
contrast to strains isolated from severe infections. However,
our study revealed a high frequencyof strains encodingPVL
toxin among methicillin-susceptible staphylococci isolated
from RF patients. This finding proves that the diagnosis of
such infections should not be limited to antibiotic suscep-
tibility testing.

Conclusion

Nasal carriage of S. aureus in RF patients is significantly
more frequent than in healthy individuals. Methicillin-
susceptible strains of agr specificity group IV, most of them
with lukS/lukF-PV genes, predominate amongst S. aureus
strains isolated from RF patients. �
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Abstract Three hundred twenty-one students (156 students

with no clinical exposure and 165 students with clinical

exposure) were screened for nasal colonization by Staph-

ylococcus aureus; 20.9% of students were S. aureus nasal

carriers, and 40.3% of S. aureus isolates harbored toxin

genes. The most prevalent genes were tst (15.0 %) and sec

(13.4 %). Isolates with multiple genes were only found

among clinical students (p=0.045). Six of 11 PFGE clones

were positive for toxin genes. Methicillin-resistant (MRSA)

isolates were only detected in the clinical students (4.5 %).

The exposure of students to the hospital environment

neither radically increased S. aureus nasal carriage, nor

the frequency of clinically important toxin gene presence,

but it could have influenced the positive selection of

toxigenic MRSA strains.

Staphylococcus aureus is a major cause of hospital and

community-acquired infections worldwide (Chambers

2001). Approximately 20% of healthy adults humans are

S. aureus nasal carriers persistently, while as many as 60%

can be colonized intermittently (Kluytmans et al. 1997).

More recent studies have reported rates of ≈27% in healthy

adult populations (Munckhof et al. 2009; Wertheim et al.

2005). It was found that the nasal carriage of S. aureus has

been between 29% and 43% among medical students, but

higher carriage rates can appear during epidemics (Bischoff

et al. 2004; Kingdom et al. 1983; Stubbs et al. 1994). The

nasal carriage of S. aureus among hospital personnel as

well as medical students represents a major risk factor for

subsequent nosocomial infections and transmission of this

pathogen (Wenzel and Pearl 1995; Sivaraman et al. 2009).

S. aureus strains isolated from nasal carriers may be

resistant to methicillin (MRSA). There are generally

community-associated MRSA (CA-MRSA) which differ

from hospital-associated (HA-MRSA) strains in terms in

epidemiology, microbiology, and clinical manifestations

(Millar et al. 2007; French 2009).

S. aureus produces a variety of extracellular toxins and

virulence factors that contribute to its virulence potential.

Some of them may play important roles in specific

pathogenic processes. Exfoliative toxins are characteristic

for isolates causing staphylococcal scalded-skin syndrome

(SSSS), while toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1)

often appears together with septic shock and toxic shock

syndromes (Bohach and Foster 2000; Kondo et al. 1975;

Opal et al. 1988). Panton–Valentine leukocidin (PVL) is a

cytotoxin that causes leukocyte destruction and tissue

necrosis. The PVL gene has been detected in S. aureus

strains associated with community-acquired, severe, necro-

tizing pneumonia, and also furunculosis (Lina et al. 1999).

The aim of this study was to investigate: (1) the carriage

rate of S. aureus among a preclinical and a clinical group of

students, (2) the distribution of toxin genes in S. aureus

isolates from both groups, (3) their susceptibility to

antibiotics, and (4) the clonal relationships between these

strains.

Materials and methods

Bacterial strains A total of 321 Gdańsk Medical University

students were screened for nasal colonization by S. aureus
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during a 1-month period in 2007. The group was

comprised of 156 first-year preclinical medical students

with no clinical exposure (Group PC), and 165 third-year

clinical medical students who were exposed to a hospital

environment 1 day/week for 9 months (Group C). One

isolate from each person was included. The nasal swabs

were inoculated directly onto 5 % of sheep blood agar

(Oxoid, UK) then incubated for 48 h at 37°C. The final S.

aureus identification was performed on the basis of the

API ID32Staph system (bioMérieux, France). Control

strains for the PCR detection of virulence factor genes

were obtained from the National Institute of Public Health

(Warsaw, Poland).

Toxin genes detection DNA was isolated according to

Bania et al. (2006a). DNA amplification was carried out

in a Perkin Elmer 2400 thermocycler (USA). The primers

for enterotoxin (SEA, SEB, SEC, and SED), TSST-1, and

exfoliative toxin (ETA, ETB) genes were used (Mehrotra et

al. 2000). The amplification of the PVL gene was

performed according to Lina et al. (1999). The PCR

products were analyzed on 2% agarose gel (Sigma, USA)

in the presence of ethidium bromide.

Molecular typing Chromosomal grade genomic DNA

preparation and SmaI (Fermentas, Lithuania) digestion

were done according to de Lencastre et al. (1994). The

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) results were inter-

preted according to Tenover et al. (1995). SmaI PFGE

patterns were created using Molecular Analyst Software

database (Applied Math/BioRad, USA) and analyzed using

the Dice coefficient-UPMGA. The PFGE types were

marked with capital letters and the subtypes indicating

closely related isolates received an additional Arabic

number.

mecA gene detection and antibiotic susceptibility

testing Detection of the gene (mecA) for methicillin

resistance was done according to Barski et al. (1996).

Antibiotic susceptibility testing of S. aureus was performed

by the disk diffusion method according to the guidelines of

NCCLS (1994) and Hryniewicz et al. (2001). Antibiotics

tested were: gentamicin, erythromycin, clindamycin,

ciprofloxacin, tetracycline, chloramphenicol, rifampicin,

cotrimoxazole, vancomycin, and fusidic acid (Becton

Dickinson, USA).

Statistical analysis Association between the presence of

certain S. aureus isolates and student group (preclinical vs.

clinical one) was verified with Fisher’s exact test. Calcu-

lations were performed using Statistica 8 (StatSoft®,

Poland) software, and statistical significance was defined

as p≤0.05.

Results and discussion

The nasal carriage of S. aureus among medical personnel,

such as students during their clinical practice, is an

important source of nosocomial infections (Wenzel and

Pearl 1995). The infection caused by toxigenic staphylo-

coccal strain exposes patient to the danger of severe disease

with toxemia. S. aureus nasal carriage rates in students may

increase with their clinical exposure (Güçlü et al. 2007).

For that reason, the purpose of the first part of our work

was to estimate S. aureus nasal carriage rates among

preclinical and clinical groups of medical students. Analysis

of the 321 nasal swabs showed that 67 (20.9%) medical

students were S. aureus nasal carriers, including 30 (19.2%)

and 37 (22.4%) isolates from the PC and C groups,

respectively (p=0.482). The carriage of PC and C groups

was similar. The same phenomenon was observed by

Kingdom et al. (1983) in Ireland, Stubbs et al. (1994) in

Australia, and Bischoff et al. (2004) in the USA.

Detection of virulence-associated genes in S. aureus

nasal isolates revealed that 27 (40.3%) of all S. aureus

isolates were positive for at least one toxin gene. The most

prevalent genes were tst (15.0%) and sec (13.4%; Table 1).

Other investigators have also reported that about 20% of S.

Table 1 Prevalence of Staphylococcus aureus with single and

multiple toxin genes among 67 nasal isolates from preclinical (Group

PC) and clinical students (Group C)a

Toxin genes Group PC

(n=30)

Group C

(n=37)

p Valueb Total

(n=67)

Single gene

sea 0 0 4 10.8 0.086 4 6.0

seb 0 0 1 2.7 0.552 1 1.5

sec 4 13.3 4 10.8 0.520 8 11.9

sed 0 0 1 2.7 0.552 1 1.5

tst 2 6.7 3 8.1 0.600 5 7.5

eta 2 6.7 0 0 0.197 2 3.0

etb 1 3.3 0 0 0.448 1 1.5

lukS/lukF-PV 0 0 0 0 – 0 0

Total single 9 30.0 13 35.1 0.429 22 32.8

Multiple genes

sea/tst 0 0 3 8.1 0.162 3 4.5

sec/tst 0 0 1 2.7 0.552 1 1.5

sed/tst 0 0 1 2.7 0.552 1 1.5

Total multiple 0 0 5 13.5 0.045 5 7.5

Total positive 9 30.0 18 48.6 0.097 27 40.3

sea staphylococcal enterotoxins SEA, seb SEB, sec SEC, sed SED,

eta exfoliative toxins ETA, etb ETB, tst TSST-1, lukS/lukF-PV

leukocidine PV
a First columns—number, second columns—percentage
b Fisher’s exact test
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aureus strains from nasal carriers harbored the tst gene and

about 7.5–17.5% were positive for the sec gene (Mehrotra

et al. 2000; Peacock et al. 2002; Bania et al. 2006b).

Nosocomial infections with aforementioned strains causing

toxic shock syndrome, staphylococcal scarlet fever, and

neonatal toxic shock-like exanthematous diseases were

described (van der Mee-Marquet et al. 2003). Thus, from

the clinical point of view, these strains must nevertheless be

considered potentially toxigenic. The remaining genes (sea,

seb, sed, eta, etb) were also detected (between 1.5% and

6.0%; Table 1). The detected combinations were: tst gene

with sea (n=3), tst with sec (n=1), and tst with sed (n=1).

The isolates with multiple genes were found only among S.

aureus from clinical students (p=0.045, Table 1). Accord-

ing to van Leeuwen et al. (2005), the virulence potential is

reflected by the number of virulence genes per strain. It

thereby follows that S. aureus isolates from the clinical

students have a higher virulence potential than the isolates

from the preclinical group. Additionally, despite exfoliative

toxins are associated with SSSS we found strains from

nasal carriers harbored the eta/etb gene, similar results

received Peacock et al. (2002).

A high heterogeneity of SmaI macrorestriction profiles

was found in all of the S. aureus isolates. A 58% similarity

cutoff value gave 11 different (A–L) PFGE clusters and 37

distinct PFGE patterns (subtypes), including genetically

related isolates. The isolates positive for toxin genes were

detected in six (B, C, D, G, L, and K) clones. Three of them

(B, C, and D) were the most numerous (15, 10, and 10

isolates, respectively) and comprised 52.2% of all S. aureus

isolates. These clones were found both in preclinical and

clinical students (Fig. 1).

The presence of some genes was correlated with the

PFGE types. The clone C was specific only for sec-positive

isolates, similarly to clone D with eta/etb-positive isolates.

Other research groups have reported that certain staphylo-

coccal toxin genes are associated with particular clonal

lineages (Holtfreter et al. 2007).

Antimicrobial resistance rates ranged from 3.2% for

chloramphenicol to 80.6% for penicillin. Tetracycline

resistance was found in 29%, and erythromycin and

clindamycin resistance in 25.8% of isolates. All strains

showed susceptibility to gentamicin, ciprofloxacin, rifam-

picin, cotrimoxazole, vancomycin, and fusidic acid. We

found three S. aureus isolates resistant to methicillin

(MRSA; 4.5%). Taking in account all investigated medical

students (321), the prevalence of MRSA strains was 0.9%.

They were resistant to tetracycline, erythromycin, clinda-

mycin, and chloramphenicol (n=1), or erythromycin and

clindamycin (n=2). The MRSA strains belonged to clones

Fig. 1 PFGE dendrogram of 67

S. aureus nasal isolates generated

by the UPGMA algorithm. Toxin

genes: sea staphylococcal

enterotoxin SEA, seb staphylo-

coccal enterotoxin SEB, sec

staphylococcal enterotoxin SEC,

sed staphylococcal enterotoxin

SED, see staphylococcal

enterotoxin SEE, eta exfoliative

toxin ETA, etb exfoliative toxin

ETB, tst TSST-1, PC S. aureus

from preclinical group of stu-

dents, C S. aureus from clinical

group of students, % percentage

of similarity
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K (subtype K1) or C (subtype C1)and were positive for seb

or sec genes.

The prevalence of MRSA nasal carriage in student

community ranges from 0 (Stubbs et al. 1994) to 1.8–

2.4% (Prates et al. 2010; Rackham et al. 2010) and seems to

be similar to that which has been reported in general

population (1.5%) (Rackham et al. 2010). Our results

(0.9%) are consistent with these findings; however, it

should be stressed that our MRSA strains were detected

only in the clinical students. They showed a susceptible to

most antibiotics, characteristic to community-associated

MRSA strains isolated in student community (Prates et al.

2010; Rackham et al. 2010; Rohde et al. 2009; Shrestha et

al. 2010).

In conclusion, the nasal colonization of preclinical and

clinical students with S. aureus strains expressing various

virulence genes make us consider them to be strains of

potential virulence. However, the exposure of medical

students to the hospital environment did not radically affect

an increase in S. aureus nasal carriers or the frequency of

clinically important staphylococcal toxin genes, though it

could influence the positive selection of toxigenic MRSA

strains.

We would like to thank Professor Waleria Hryniewicz

from the National Institute of Public Health in Warsaw,

Poland for providing the toxin-producing S. aureus

reference strains used in this study.
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Abstract

The aim of this study was to examine the genotype properties of Staphylococcus aureus of phage type 187 strains that

constitute a separate group among the strains of S. aureus. Sixteen strains were collected from the hospital patients

(n ¼ 12) and the healthy carriers (n ¼ 4) in 13 medical centres in Poland during 1991 and 2005. Biotyping, antibiotic

susceptibility, phage typing, detection the genes of enterotoxins and toxic shock syndrome toxin, genotyping of

chromosomal DNA by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), also amplification and restriction analysis of the

coagulase (coa) and the protein A genes (spa) (PCR/restriction fragment length polymorphism (RFLP)) was tested.

The results of this study showed that all staphylococcus of phage type 187 belonged to the human biotype (A) and

appeared to be sensitive to all of the tested antibiotics, including methicillin (MSSA). Finding out the toxin genes

showed that almost all of them (93.8%) had the enterotoxin C gene (sec) and TSST-1 gene (tst). The PFGE typing

proved that the phage type 187 strains (except for one) constitute one PFGE type. These results and the identical

restriction patterns in the PCR/RFLP method, also the same biotype, sensitivity to antibiotics and the presence genes

of the same type of toxins confirmed that the phage type 187 strains constitute one clone within our country.

Additionally, the fact that almost all of them have the enterotoxin genes and tst gene allows to consider them the

strains of potentially high virulence.

r 2007 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Staphylococcus aureus; Phagotype 187; Enterotoxin; Toxic shock syndrome toxin-1; RFLP; PFGE

Introduction

Staphylococcus aureus is worldwide recognized as a

causative of various purulent diseases in both humans

and animals. Among S. aureus sensitive to phage 187

there are two groups of strains. One of them derived

from people is included in biotype A, and the other one

isolated from dogs belongs to biotype E (Kryński et al.,

1981). The strains isolated from sick dogs were differed

from those of human origin in respect of lack of ability

to coagulation human plasma while possessing the

ability to coagulation of canine plasma (Live, 1973). It

should be pointed out that there are strains of biotype E

isolated from people (Kryński et al., 1981).

The strains of phage type 187 from human origin are

isolated from lesions as well as healthy carriers. They

constitute approximately about 2% of the strains, hence

there are few studies regarding their cases (Krzywińska

et al., 1999; Piechowicz et al., 2005). These strains differ
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from other S. aureus not only in exclusive sensitivity to

phage 187 but also in the presence of galactosamine

(not glucosamine) on the cell wall as well as the

biochemical and serologic properties. Contrary to

other S. aureus, they are not usually able to ferment

mannitol and produce urease, acetoin and fibrinolysin

(Kryński et al., 1976).

From the above a question arises whether the phage

type 187 should be also classified as a separate group

with regard to genetic properties, such as the presence of

genes for toxins production or differentiation in

chromosomal DNA and in the variable areas of

species-specific genes. The above properties of phage

type 187 strains have not been the subject of investiga-

tion so far.

The aim of the work was to determine whether

S. aureus of phage type 187 possess the genes of

enterotoxins and toxic shock syndrome toxin. Second,

to estimate whether the strains of homogenous phage

type isolated from different medical centres in Poland

are also genetically homogenous based on determination

of pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) patterns of

chromosomal SmaI digests and based on amplification

(PCR) of the variable regions of the coagulase gene (coa)

and protein A gene (spa) followed by restriction enzyme

digestion and analysis of restriction fragment length

polymorphism (RFLP) patterns.

Materials and methods

Bacterial strains

Sixteen S. aureus strains belonging to phage type 187

were isolated between 1991 and 2005 from various

clinical materials: wounds [n ¼ 4], throats [n ¼ 3],

sputum [n ¼ 1], tracheal secretion [n ¼ 1], urine

[n ¼ 1], an ear [n ¼ 1], an eye [n ¼ 1] and nose swabs

from out-patients (carriers) [n ¼ 4]. The strains came

from 11 medical centres located within Poland and were

obtained during the investigation of nosocomial out-

break of S. aureus (Table 1). The following control

strains were used in the study: S. aureus ATCC 25923

to test the antibiotics susceptibility by the disk diffusion

method; S. aureus Cowan I and Wood 46 (from

professor Oeding from Bergen) to test the level

of protein A. S. aureus strains: 14004 NIPH, a positive

control strain for sea, tst genes; 14005 NIPH, a

positive control strain for seb gene, 14006 NIPH, a

positive control strain for sec, sed genes, mecA-positive

control, a highly resistant homogenous MRSA strain

BM52 were kindly provided from National Institute of

Public Health (Warsaw, Poland).

The examined and control strains were preserved with

the use of TSB and 15% glycerol in the temperature of

ÿ70 1C (Fritsch and Maniatis, 1989).

Biotyping

The clumping factor was tested with Staphyslide (Bio

Merieux, France). The coagulation of human, rabbit

and dog plasma was examined by mixing 0.8ml of the

strain broth culture (TSB, 37 1C 24 h) with 0.2ml of

plasma, and was incubated in 37 1C. The result was

checked after 2, 4, 6, and 24 h of the incubation.

Biochemical identification was carried out with the API

ID32Staph system (Bio Merieux, France). For the

demonstration of fibrinolysin 12% citrated plasma was

added to nutrient agar. After standing in water bath at

56 1C for 15min, the mixture was poured in Petri dishes.

The production of fibrinolysin reduces the turbidity of
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Table 1. Characteristics of isolation of phage type 187 strains

Strain Location of hospital Ward Site of isolation Year of isolation

1 Siemianowice Burns Wound 1991

2 Tczew Surgical Wound 1993

3 Wejherowo Probationary Nose* 1993

4 Człuchów Neonatal Urine 1993

5 Słupsk Laryngology Throat 1993

6 Wejherowo Probationary Throat 1993

7 Kraków 1 Ambulatory Nose * 1999

8 Kraków 1 Ambulatory Nose * 1999

9 Kraków 1 Ambulatory Nose * 2000

10 Gdańsk 1 Pulmonic Sputum 2001

11 Gdańsk 1 ICU Bronchial secretion 2001

12 Gdańsk 2 Radiotherapy Wound 2002

13 Lębork Pediatric Throat 2004

14 Gdańsk 3 Dermatology Wound 2004

15 Gdańsk 4 Laryngology Ear 2004

16 Gdańsk 5 Ophthalmic Eye 2005

* – carrier.
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the medium, resulting – after incubation at 37 1C for

18–22 h – in clear zone around staphylococcal colonies

(Vogelsang et al., 1962). Production of a-, b-, and

d-hemolysins was noted on rabbit, sheep and human

blood agar plates, respectively (Haque and Baldwin,

1964). Protein A was estimated with a dot blot method.

10 ml of overnight broth cultures were spotted onto

nitrocellulose sheets and air-dried. Non-specific binding

sites were blocked with 3% bovine serum albumin in

PBS for 1 h at room temperature after which peroxidase

conjugated rabbit plasma was added to a concentration

of 1/1000 for a further hour. After washing in PBS and

in TBS (10mM, pH 7.4), the sheet was immersed in

freshly prepared 4-chloronaphtol reagent to develop the

color. The amount of color was assumed to be

dependent on the binding of gamma globulin by protein

A (Kerr et al., 1990). DNase activity was detected by

flooding DNase test agar with toluidine blue O (TBO)

(Waller et al., 1985).

Antibiotic susceptibility

Antibiotics susceptibility testing was performed by the

disk diffusion method according to NCCLS (National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 1994) on

Mueller-Hinton agar (Oxoid), for: oxacillin (1 mg),

penicillin (10UI), cephalothin (30 mg), carbenicillin

(100 mg), erythromycin (15 mg), clindamycin (2 mg),

doxycyclin (30 mg), ciprofloxacin (5 mg), vancomycin

(30 mg), gentamycin (10 mg), cotrimoxazole (23.75 mg/

1.25 mg), rifampicin (10 mg), chloramphenicol (30 mg),

bacitracin (10 mg), mupirocin (200 mg), fusidic acid

(10 mg) (Becton–Dickinson).

Phage typing

Bacteriophage susceptibility testing was performed at

the Center of Phage Typing of staphylococci in Gdańsk

according to the method of Blair and Williams (1961)

using the international set of typing phages and

additional phages: 88, 89, and 187. The phages in

concentration of routine test dilution (RTD), as well as

in 100�RTD were used. The strains were subdivided

into phage groups I, II and III according to Parker

(1983). All strains of phage-type 95 were recorded

separately, as well as strains belonging to phage type

88/89, phage type 187, and phage – group V (combina-

tion of 94, 96 phages). A miscellaneous group included

strains belonging to different lytic groups. A non-

typable strains (NT) were not sensitive to phages at

100�RTD. The lytic pattern was determined after 18 h

of incubation at 30 1C.

DNA isolation

DNA was isolated according to Barski et al. (1996).

Detection of gene (mecA) for methicillin resistance by

PCR

Detection the gene (mecA) of methicillin resistance

was detected according to Barski et al. (1996).

Multiplex PCR conditions for detection of enterotoxins

and toxic shock syndrome toxin genes

Detection the genes of enterotoxins A–D (sea-sed)

and TSST-1 (tst) was performed in 50 ml of the mixture

which consisted of: 5 ml of bacterial DNA (5 ng/ml), 5 ml

10� of the reaction buffer (Fermentas), 20 pmol (each)

of sea, seb, sec, sed and tst (Genset Oligos according to

Mehrotra et al. (2000), 200 mM (each) dNTP, 2.5U of

Taq polymerase (Fermentas) and sterile, deionised

water. DNA amplification was carried out in Perkin-

Elmer 2400 thermocycler with the following thermal

cycling profile: an initial denaturation at 94 1C for 5min

was followed by 35 cycles of amplification (denaturation

at 94 1C for 2min, annealing at 57 1C for 2min, and

extension at 72 1C for 1min) and a final extension at

72 1C for 7min.

Amplification and restriction analysis of the coagulase

gene (coa) – PCR/RFLP

Strains were analyzed as described previously

(Schwarzkopf et al., 1993) by using the primers

COAG-2 and COAG-3 as described by Goh et al.

(1992) (Genset Oligos). The PCR products were

analyzed on 2% agarose gel. Restriction analysis of

the PCR products was performed with AluI (Fermentas)

according to the manufacturer’s instructions. The

restriction digest fragments were detected on 4%

agarose gel in the presence of ethidium bromide and

photographed under UV illumination.

Amplification and restriction analysis of the protein A

gene (spa) – PCR/RFLP

The amplification of protein A gene (spa) was

preformed with using the primers spa-1 and spa-2 as

described by Schwarzkopf et al. (1993). PCR was

preformed by adding 5 ml of bacterial DNA (5 ng/ml),

5 ml 10� of the reaction buffer (Fermentas), 50 pmol of

each primer (Genset Oligos), 200 mM (each) dNTP,

2.5U of Taq polymerase (Fermentas) in total volume of

50 ml of sterile, deionised water. The amplification was

carried out in Perkin-Elmer 2400 thermocycler with the

following thermal cycling profile according to Frenay et

al. (1996): at 95 1C for 4min and 25 cycles, each of which

consisted of 95 1C for 1min, 60 1C for 1min, 72 1C for

1min, in the last cycle at 72 1C for 3min. Restriction

analysis of the PCR products was performed with HinfI

(Fermentas) according to the manufacturer’s instruc-

tions. Both the PCR products and the restriction digest

fragments were analyzed on 2.5% agarose gel in the

presence of ethidium bromide and photographed under

UV illumination.
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PFGE typing

Chromosomal grade genomic DNA preparation and

SmaI (New England, Biolabs, Beverly Mass.) digestion

were carried out as described previously (De Lencastre

et al., 1994). PFGE was run in an CHEF-DR II system

(BioRad, USA). The PFGE results were interpreted

according to Tenover et al. (1995). For classification of

the isolates, those with identical patterns were consid-

ered representatives of a single PFGE type designated

with capital letter, and isolates that differed by one to six

bands were identified as subtypes of the same type,

marked by additional Arabic number.

Results

Biotyping

All strains tested in this study produced a yellow–

orange pigment, a clumping factor, thermostable

nuclease and coagulated human plasma. The majority

of them also produced protein A (93.7%), fibrynolisin

(87.5%) and coagulated rabbit plasma (75%), however 6

(37.5%) of the 16 strains produced alpha hemolysin.

The above-mentioned properties of these strains has

been typical of the human biotype A. It should be

stressed that some group of the examined strains showed

at the same time the properties typical of staphylococcus

of canine biotype E, such as: coagulation canine plasma

(37.5%), beta hemolysin production (18.7%), the lack of

the fibrynolysin production (12.5%) and the lack of the

protein A production (6.2%). All examined strains,

in the specific way typical of the biotype E, did not

produce urease, and 10 out of 16 strains (62.5%) –

acetoin (Table 2).

Sensitivity to antibiotics

All examined strains occurred to be sensitive to

antibiotics were used (penicillin, cephalothin, carbeni-

cillin, erythromycin, clindamycin, doxycyclin, ciproflox-

acin, vancomycin, gentamycin, cotrimoxazole,

rifampicin, chloramphenicol, bacitracin, mupirocin,

fusidic acid) (Fig. 6).

It is necessary to stress that they were sensitive to

methicillin with the use of disc diffusion and the PCR

methods (the lack of the gene mec A) (Fig. 4).

Phage typing

All strains showed only sensitivity to phage 187.

These strains were never found to be susceptible to other

phages from the basic set.

Amplification of sea, seb, sec, sed, and tst genes

Of the 16 strains were tested, 15 (93.8%) had the sec

gene. The PCR product had molecular mass approxi-

mately 450 pairs of bases (bp). One strain had both the

sec gene and seb gene (PCR product 164 bp). Fifteen

strains (93.8%) had the tst gene (PCR product 326 bp),

and one strain which did not have the tst gene had the

sec gene (Table 3, Fig. 1).
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Table 2. Biotyping of phage type 187 strains

Properties Strains

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fibrinolysin + + + ÿ + ÿ + + + + + + + + + +

Pigment + + + + + + + + + + + + + + + +

Coagulase-human plasma + + + + + + + + + + + + + + + +

Coagulase-dog plasma ÿ ÿ ÿ + + + + ÿ ÿ ÿ - + ÿ ÿ ÿ +

Coagulase-rabbit plasma ÿ + + + + + + ÿ + + ÿ + ÿ + + +

Hemolysin alpha + ÿ + + ÿ + ÿ ÿ + + ÿ + + ÿ + +

Hemolysine beta ÿ ÿ ÿ + ÿ + ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ + ÿ ÿ ÿ ÿ

Crystal violet type ca c c c c c c c c c c c c c c c

Clumping factor + + + + + + + + + + + + + + + +

Thermonuclease + + + + + + + + + + + + + + + +

Protein A + + + ÿ + + + + + + + + + + + +

Acetoin production + ÿ + ÿ + ÿ + + + ÿ + + ÿ ÿ + +

Urease production ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ ÿ

Fermentation of mannitol + + + + + + + + + + + + + + + +

Biotype according to Hájek and Maršálek Ab A A A/Ec A A/E A A A A A A A A A A

ac – Violet colored growth on crystal violet agar (the negative reaction).
bBiotype A – characteristic in staphylococci obtained from human origin.
cBiotype A/E – biotypes intermediate, with properties characteristic both for Staphylococci obtained from human and animal origin (dogs, horses,

minks).
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Amplification and restriction analysis of the coagulase

gene

As a result of the amplification the homogenous

products of the PCR reaction were obtained. The

products constituted approximately 740 bp. The restric-

tion analysis of these products with the use of the

restriction enzyme Alu I allowed to differentiate three

restriction fragments: 81, 162, 405 bp. All strains had the

homogenous restriction patterns (Table 3, Fig. 2).

Amplification and restriction analysis of the protein A

gene

Primers were derived from that part of the spa gene

that encodes IgG-binding domains and were used for

amplification. As a result of the amplification the

homogenous products (622 pb) of the reaction were

obtained. Restriction with HinfI of the amplification

products showed the presence of three restriction

fragments: 140, 170 and 307 bp. All strains had

the homogenous restriction patterns (Table 3, Fig. 3)

(Fig. 4–6).

PFGE typing

The 16 S. aureus strains of phage type 187 were typed

by PFGE. Two different PFGE types, designated from

A to B were distinguished among strains (Fig. 5). The
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Table 3. Genotypic analysis of phage type 187 strains

Strain Genes of toxins Gene mec Coagulase gene

(coa) RFLP

pattern (bp)

Protein A gene

(spa) RFLP

pattern (bp)

PFGE

subtypes
sea seb sec sed tst

1 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

2 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

3 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A2

4 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

5 ÿ + + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 B1

6 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A2

7 ÿ ÿ + ÿ ÿ ÿ 81, 162,405 140,170,307 A3

8 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A3

9 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A4

10 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

11 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A5

12 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

13 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A6

14 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A4

15 ÿ ÿ + ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A1

16 ÿ ÿ ÿ ÿ + ÿ 81, 162,405 140,170,307 A7

Total

(%)

0 6.2 93.8 0 93.8 0 100 100

M 1     2 3 4      5    6   7     8    9 10  11   12  13 14    15  16   17   18  19  

501 bp 

331 bp 
242 bp 
147 bp 
110 bp 

67 bp

451 bp (sec)
326 bp (tst) 
278 bp (sed)
164 bp (seb)
102 bp (sea)

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of phage type 187 S. aureus strains of the amplified PCR fragments for the toxin genes (sea, seb,

sec, sed, tst). Lane M – molecular size marker (pUC19DNA/MspI enzyme, Fermentas); lanes 1–16 – strain numbers; lanes 1–4, 6,

8–15-(sec+/tst+) strains; lanes 5 – (sec+/tst+/seb+) strain; lane 7 – (sec+) strain; lane 16 – (tst+) strain. lane 17 – (sec+/sed+) control

strain; lane 18 – (seb+) control strain; lane 19 – (sea+/tst+) control strain.
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most frequent PFGE type was A, characterized 15 of 16

isolates (93.8%). The PFGE type A was split into seven

subtypes (A1–A7) that constitute one clone. The PFGE

type B included only one strain of S. aureus (Fig. 5,

Table 3). This strain was not genetic relation with the

strains of PFGE type A and had both the sec gene and

seb gene of enterotoxins.

Discussion

Previous investigation of various authors have shown

that in phage type 187 there are strains having the

properties typical of human and canine biotypes

simultaneously (Kryński et al., 1981). Kryński et al.

(1981) even postulated to classify the type 187 as a

separate and independent biotype, intermediate between

biotypes A and E staphylococci. In our experience this

phenomenon (biotypes A/E) was related to two strains.

On the one hand these strains coagulated canine plasma,

produced beta-hemolysin and fibrynolysin (as a staphy-

lococci from biotype E) and on the other hand they

utilized mannitol in anaerobic conditions, produced

alpha-hemolysin and had negative reaction with cristal

violet (as a staphylococci from biotype A. However

basic propreties of biotype A (according to Hájek and

Maršálek, 1976) such as: mannitol fermentation, coa-

gulation of human plasma, alpha hemolysin production,

could induce to classify all the examined strains as a

member of human biotype Additionally, this is con-

firmed by the fact that they are isolated from human

origin. The results of the genotyping with the use of

digestion of chromosomal DNA with SmaI and separa-

tion of the DNA by PFGE showed that phage type 187

strains constitute one clone. Additionally, it was

confirmed by the same restriction patterns with the use

of PCR/RFLP method. Next, it was proved, that strains

collected from different centers of Poland in the course
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 M 1  2    3     4     5     6 7    8   9   10   11  12 13   14   15  16   17  18   M    

 700 bp 

 500 bp 

 200 bp 

100 bp 

740 bp

405 bp

162 bp

  81 bp

Fig. 2. Restriction enzyme digestion (Alu I) of PCR products of the coa gene from phage type 187 S. aureus strains. Lanes M –

molecular size marker (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas); lanes 1 to 16-Alu I restriction of PCR products for 16 strains of

phage type 187; lane 17 – negative control of PCR; lane 18 – uncut PCR-amplified coa gene product.

 M  1   2    3  4    5   6  7    8   9    10 11   12  13 14    15  16    17   18   M     

600 bp

300 bp

150 bp

50 bp

620 bp 

307 bp 

170 bp 
140 bp 

Fig. 3. Restriction enzyme digestion (HinfI) of PCR products of the spa gene from phage type 187 S. aureus strains. Lanes

M – molecular size marker (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas); lanes 1–16 –HinfI restriction of PCR products for 16 strains

of phage type 187; lane 17 – negative control of PCR; lane 18 – uncut PCR-amplified spa gene product.
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of several years constitute homogenous group not

only with regard to phenotypic properties as a suscept-

ibility to phage 187, but also with regard to genotypic

ones.

None of the strains were resistant to methicillin or the

other antibiotics tested for us, though the strains were

isolated from various wards for several years. It is

known, that S. aureus strains of high sensitivity to

antibiotics are rather rarely isolated from hospitalized

patients (Matynia et al., 2005). It should be stressed that

in the last years the resistance to methicillin of S. aureus

strains has not shown increasing tendency which was

involved probably with effective prevention of infections

(Matynia et al., 2005).
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 M     1    2      3     4     5     6      7     8     9    10    11   12    13  14    15    16    M 

         A1   A1   A2  A1 B1   A2  A3  A3  A4 A1   A5  A1 A6  A4 A1   A7       

Fig. 5. PFGE image with the SmaI restriction pattern of the 16 phage type 187 S. aureus strains. Lanes 1–4 and lanes 6–16-PFGE

subtypes A1–A7, lane 5 – PFGE subtype B1. M – molecular size marker (DNA-Lambda Ladder PFGMarker, New England Biolabs,

USA).

M    1 2  3     4   5   6   7    8   9    10 11   12  13 14    15  16   17   18   M    

501 bp 
331 bp 

  34 bp 

533 bp

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of phage type 187 S. aureus strains of the amplified PCR fragments for the mecA gene. Lanes M –

molecular size marker (pUC19DNA/MspI enzyme, Fermentas); lanes 1 to 16 – mecA (ÿ) strains of phage type 187; lane 17-negative

control of PCR; lane 18 – mecA (+) control strain.
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S. aureus produced numerous virulence factors,

including the enterotoxins or toxic shock syndrome

toxin. These toxins are powerful superantigenes that

stimulate non-specific T-cell proliferation. In this study,

a presence of genes of enterotoxins belonging to four

different serotype groups were tested (SEA-SED). The

research regarding the appearance of the enterotoxin

genes among the strains of S. aureus isolated form

people prove that about half of them have the

enterotoxin genes (Hazariwala et al., 2002; Melconian

et al., 1983), however, the enterotoxin gene A (sea)

dominates and about 25% of them have the tst gene

(Balaban and Rasooly, 2000; Mehrotra et al., 2000).

Almost all of phage type 187 strains tested had genes of

enterotoxin C and toxic shock syndrome toxin. Previous

investigation of various authors have shown that the

staphylococcus of phage type 187 differ from the typical

representatives of S. aureus, as almost all of them have

the enterotoxin gene, and this is the enterotoxin C gene

(sec). Zschöck et al. (2000) found that the majority of

the bovine strains of staphylococci had enterotoxin C

gene. Similar strains from bovine and goat origins in

Brazil were found by da Silva et al. (2005). It is very

important to find out whether there is a relation between

strains of phage type 187 and strains isolated from

animals and if so what is the reason for this relation. On

the other hand enterotoxin C was a predominant type of

enterotoxin produced by staphylococci isolated from

foods (Rosec et al., 1997) as well as staphylococci

isolated from human origin (Mempel et al., 2003).

The relation between sensitivity of S. aureus to the

phages and the toxin production are well known. The

epidemiological tests conducted with the use of the phages

prove that certain phage types are more frequently

isolated from a given type of infections than others. S.

aureus causing the skin infections, such as the Staphylo-

coccal Scalded Skin Syndrome (Ritter’s disease) most

frequently belongs to the phage type 71. The strains

forming the enterotoxin most frequently belong to the III

phage group, similarly to the staphylococcus of the phage

type 29 participating in forming the TSST (Parker, 1983).

According to the results obtained by us, there is a

question whether there is a relation between the

sensitivity of phage 187 and the presence of the genes

determining the formation of enterotoxins C and TSST-

1 that can be a marker of the virulence of the examined

strains. The data seem to show the necessity to examine

the reason of such an analogy.

In conclusion, previous investigation of phage type

187 strains showed, that they constitute a group,
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E 

CC

CF

  CB

 SXT

RA

B 

Mup 

C 

CiP 

Fa

D 

   P

Va

GM 

Fig. 6. Typical antibiogram of phage type S.aureus strains. Explanation of letters: P – penicillin, CB – carbenicillin, CF – cephalotin,

E – erythromycin, CC – clindamycin, GM – gentamycin, CiP – ciprofloxacin, D – doxycycline, RA – rifampicin, SXT –

trimethoprim-sulfamethoxazole, Va – vancomycin, B – bacitracin, Mup-mupirocin, Fa – fusidic acid, C – chloramphenicol.
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different from typical S. aureus strains with regard to

sensitivity to phage 187, intermediate properties between

biotypes A and E, and the serological ones (Kryński

et al., 1976; Live, 1973). Our investigation proved

additionally, that the strains of phage type 187

represented one clone of S. aureus with the presence of

both: enterotoxin C and TSST-1 genes which allows to

consider them the strains of potentially high virulence.
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