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Wykaz skrotow

ADSRRS-fingerprinting
(ang.Amplification of DNA fragments Surrounding Rare tReson Siteg — amplifikacja
fragmentow restrykcyjnych DNA
AMP
(ang.antimicrobial peptides— peptydy antybakteryjne
CF
(ang.clumping factoy — czynnik zlepiajcy
CFU
(ang.Colony Forming Units— jednostki tworgce kolonie
FIC
(ang.Fractional Inhibitory Concentration— frakcjonowane gtenie hamujce
hBD3
(ang.human beta defensin 3 ludzka beta defensyna 3
LL- 37
ludzka katelycydyna — peptyd antybakteryjnyzaioy z 37 aminokwaséw
MBC
(ang.minimal bactericidal concentratin- minimalne stzenie bakteriobdjcze
MIC
(ang.minimal inhibitory concentration— minimalne sizenie hamujce
MLSg
oporna¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B
MRSA
(ang. Methicillin Resistant Staphylococcus aureus— oporny ha metycylin
Staphylococcus aureus
MSSA
(ang. Methicillin  Susceptible Staphylococcus aureus— wraliwy na metycylire
Staphylococcus aureus
NCCLS
(ang. National Committee for Clinical Laboratory Standard- Narodowa Komisja do
Klinicznych Standardéw Laboratoryjnych
PCR
(ang.polymerase chain reactipn- polimerazowa reakcjatauchowa
PFGE
(ang. Pulsed Field Gel Electrophore$is— elektroforeza pulsacyjna fragmentéw
restrykcyjnych
RAPD
(ang. Random Amplified Polymorphic DNA- technika PCR unitiwiajaca wykrycie
polimorfizmu genetycznego mikroorganizmow
RDA
(ang.Radial Diffusion Assgy technika radiodyfuzji
RPM
(ang.Rotation Per Minute— ilos¢ obrotéw na minut



1. Wstep

Czyraczné¢ wywotywana przez Staphylococcus aureugest schorzeniem
stwarzajcym wiele trudnéci terapeutycznych nie tylko ze wedu na swoj przewlekly
i nawrotowy przebieg, ale rOwrienarastajca oporné¢ drobnoustrojéw na najegciej
stosowane w tej chorobie leki przeciwbakteryjne.iafty skorne maj charakter guzow
zapalnych wypetnionych téeia ropm, czsto wymagajcych nactcia, ewakuacji trei
i antybiotykoterapii. Antybiotykoterapia ogoélna stovana w tej jednostce chorobowej
czesto nie eliminuje jej catkowicie, przyczyniagsnatomiast do selekcji szczepow
opornych. Przewlekta czyraczito powoduje nie tylko wiele probleméw socjo -
psychologicznych, ale rbwniemoze by przyczym szeregu niebezpiecznych digcia
powiktan (posocznica, zapalenie 4@ i stawow, zapalenie opon mozgowo -
rdzeniowych, zespdt wstgu toksycznego) [64]. Czynniki predysposug
do przewleklego przebiegu choroby ni@ do kaica poznane [32]. Nosicielstwo
Staphylococcus aureusv jamie nosowo — gardiowej jest uznanym czynnikiem
predysponujcym do infekcji, jednake spdréd 35% populacji &dacej nosicielem tego
patogenu jedynie niewielki procent rozwija czyram¥n[104]. Biezace pkmiennictwo
sugeruje, ze w omawianym schorzeniu rzadko obserwuje $ine zaburzenia
immunologiczne i upasledzenie funkcji neutrofiléw [86, 121]. Istnigjez prace, ktére
nie potwierdzaj danych wskazggych na zaburzenia funkcji  neutrofilow
w czyracznéci [19, 74]. Jak dotychczas przeprowadzono niewledela dotyczcych
czyracznéci w populacji polskiej. Problem podejmowany jeshigco szerszym zakresie
w literaturzeswiatowej, jednake nadal wiele kwestii wymaga wyjaenia. Konieczne
jest wkc poszukiwanie nowych, skutecznych metod leczerdacgch trwaty efekt

terapeutyczny.



1.1. Charakterystyka ogolna Staphylococcus aureus

Po raz pierwszyStaphylococcus aureuggronkowiec ztocisty) zostat wykryty
w materiale ropnym przez Pasteura w 1880 r., aalgvzany w czystej hodowli i biej
opisany przez Rosenbacha w 1884 r. [65].

1.1.1. Morfologia

Gronkowce maj ksztatt kulisty, osrednicy 0.8-1um. Uktadaj sic (zwlaszcza w
hodowli na podieach statych) w charakterystyczne, nieregularne iskig
przypominagce winne grona — g nazwa gronkowce. Wrodowiskach naturalnych i
podiazach ptynnych ogsto wystpuja pojedynczo, w postaci dwoinek, czworaczkéw lub
krotkich taacuszkow po 3-4 komorki. Barwisic Gram — dodatnio. Nie wytwarzaj

zarodnikéw i nie wykazajruchu; tylko nieliczne szczepy wytwarzajtoczki [72].

1.1.2. Budowa antygenowa

Gronkowce maj antygeny komérkowe i bardzo liczne antygeny porakdxowe
(toksyny, enzymy i inne czynniki). Antygeny komovke wystpuja przede wszystkim
w scianie komorkowej. Sciana komorkowa odgrywa s role w  zjadliwdici
gronkowcow, zawiera nagiujace sktadniki: peptydoglikan, kwas teichowy, biaka B,
clumping factor i inne bkej nie zbadane czynniki. Szczepy zawigeaj otoczk map
antygeny otoczkowe. U gronkowcéw wyréono:

1. Antygeny grupowe (wspdlne dlaStaphylococcus aureus Staphylococcus
epidermidi3

2. Antygeny gatunkowe (wysgpujace uStaphylococcus aureus

3. Antygeny typowe (na podstawie tych antygenow pdda@ Staphylococcus aureus

na typy serologiczne, stogajodczyn aglutynacji) [65].

1.1.3. Wiasciwo $ci fizjologiczne

Gronkowce rosm na podigach zwyczajnych w temperaturze 6.5 - 46°C, przy
pH 4.2 — 9.3. Optymalna temperatura wzrostu wyB80si 37°C, optymalne pH 7.0 - 7.5.

Sa wzglednymi beztlenowcami, lepiej jednak rasw warunkach tlenowych. W bulionie



tworza jednolite zmgtnienie i osad na dnie. Na agarze wga 24 godzin powstajkolonie

o srednicy 1 — 3 mm, olkigte, wypukie, gtadkie, bltyszaze, wilgotne, zwykle zabarwione
na kolor ztocisty, pomat@zowy lubzotty. Zabarwienie w:éttych odcieniach nie zawsze
wystepuje, czasami kolonieasbiate. Wytwarzanie barwnika zale od sktadu podiza
(mleko, weglowodany, sole nieorganiczne wekszych stzeniach, glicerol, lipidy i inne
zwiazki stymulup wytwarzanie barwnika) i warunkow hodowkw(iatto i temperatura
27 - 30°C sprzyjajwytwarzaniu barwnika) [65].

Gronkowce (zwlaszcza szczepy chorobotwoércze) cechumysoka aktywné
biochemiczna dzki wytwarzanym przez nie enzymom. Na agarze z &riektore
szczepy wywoty hemolizz beta. Wykazuw duza odpornd¢ na dziatanie rinych
czynnikéw fizycznych i chemicznych. Rasw podiazach z dodatkiem 40%0fci i 15%
NaCl. W temperaturze 60°C girdopiero po potgodzinnym lub godzinnym ogrzewaniu.
Wytrzymuj dziatanie 1% roztworu fenolu przez 15 minut. Zakg 2% roztwér fenolu
i zwiazki chloru. Wytrzymate § na wysychanie; mag przery¢ wiele tygodni poza
ustrojem, zwtaszcza w obecod biatka, np. w wyschitej ropie na pgcieli, w kurzu

i w innych miejscach, do ktorych nie dochagromienie stoneczne [67].

1.1.4. Czynniki chorobotwérczo s$ci gronkowca ztocistego

Tab. 1. Aktywnd¢ enzymatyczn&taphylococcus aure(is, 125, 148]

Enzymy wytwarzane

przez Staphylococcus aureus Funkcja enzymu

acetoina Decyduje o zjadliwéci

hialuronidaza Powoduje rozkiad substancji
miedzykomorkowych przez co umldwia w
tkankach penetracje innych czynnikéw

chorobotworczéci
enterotoksyny A-F Odpowiedzialne za zatrucia pokave
fosfataza Determinuje patogento
fosfolipaza Decyduje o zjadlivgoi
katalaza Rozktada nadtlenek wodoru do tlenu i wody
koagulaza Odpowiedzialna za krzegmié krwi
leukocydyny Niszcz leukocyty chronic bakterie przed

sfagocytowaniem

lipazy Odgrywaj szczegola role w patogenezie
zmian ropnych na skoérze




Enzymy wytwarzane

przez Staphylococcus aureus Funkcja enzymu

nukleazy Odpowiedzialne za uszkodzenia kwaséw
nukleinowych
Penicylinaza Odpowiedzialna za rozktadizénia beta-

laktamowego w podstawowej strukturze
antybiotykdéw z grupy penicylin (beta-

laktamowych)
Proteinazy Odpowiedzialne za chorobotwo&ézo
Stafylokinaza Rozpuszcza fibryn

Tab. 2. WHdciwosci toksyn gronkowcowych [26].

Toksyna gronkowcowa Funkcja
Toksynaa Powoduje liz erytrocytow i uszkadza plytki
krwi
Toksynap Uszkadza erytrocyty
Toksynay Uszkadza lizosomy
Toksyna epidermolityczna Odpowiedzialna za uszko@zeaskdrka w

gronkowcowym zespole oparzonej skory
(staphylococcal scaled skin syndrome — SSSS)
i w liszajcu

Toksyny zespotu wstgsu toksycznego 1i 2 Odpowiedzialne za wstitoksyczny

Toksyna pirogenna Odpowiedzialna zaagake

1.2. Identyfikacja Staphylococcus aureus

1.2.1. Preparaty barwione metod g Grama

W preparatach barwionych, zaréwno z hodowli baktety jak i materiatow
klinicznych mana stwierdzi obecné¢ barwihcych s¢ Gram dodatnio ziarniakow
uktadajcych seé w grona (ryc. 7 i 8). Nie jest jednak mtisve odr&nienie gatunkéw
saprofitycznych od chorobotwdérczychtéphylococcus aureufg7].

1.2.2. Posiewy

Prébki materiatu zawiergge gronkowce, posiane na agarze z krimiorza typowe
kolonie po 18 godzinach inkubacji w 37°C, jednaknbéza i barwnik mog pojawi si¢

ze znacznym opieniem. Materiat do posiewu zanieczyszczony innymi



drobnoustrojami mmna wysiewa na podiéa z dodatkiem 7.5% chlorku sodu. Obe&no

soli hamuje wzrost wkszaci drobnoustrojow z wytkiem Staphylococcus aure(ig7].

1.2.3. Préba na obecno $¢ koagulazy

Koagulazascina osocze krwi ludzkiej i kroliczej w obediwd swojego aktywatora.
W wyniku interakcji koagulaza — aktywator powsta@iazek podobny do trombiny,
ktory z kolei dziata na fibrynogen i przemienia gofibryne. W tescie diagnostycznym
jalowe osocze krwi kroliczej w buforze cytrynianawymiesza s z jednoroda
zawiesin, bakterii w wodzie. Pojawiagy sk w ciagu 1 — 6 godzin skrzep (odczyn

dodatni) ledacy wynikiem aglutynacjiwiadczy o obecniwi Staphylococcus aureli87].

1.2.4. Préba na obecno $¢ czynnika zlepiaj gcego

Czynnik zlepiagcy (ang.clumping factor — CJ $cina fibrynogen bez udziatu
aktywatora, dlatego tetest na obecrsé CF daje natychmiastowe wyniki. Rutynowo
przeprowadza sigo w wersji szkietkowej, mieszgj osocze krolicze z wodrzawiesin
bakterii. Jeeli badana zawiesina zawieSgaphylococcus aurews w ciagu 30s powstaj
charakterystyczne wyicenia [162].

1.2.5. Mikrotest Api Staph

Mikrotest stanowi zminiaturyzowan wersg szeregu biochemicznego.
Produkowany w formie paska z tworzywa, na ktorymajdnje s¢ 20 mikroprobéwek
zawieragcych liofilizowane substraty. Zawiesin czystej hodowli bakteryjnej,
przeznaczom do identyfikacji, rozlewa si do mikroprobéwek i do niektorych z nich
dodaje s (zgodnie z instrukg) niezlzdnych odczynnikow, réwnie zahczonych
do zestawow diagnostycznych. Po 12 godzinach infjula37°C dokonuje si odczytu
i porownuje wyniki z tabgl wedtug ktérej ustala siprzynalenos¢ badanego szczepu
do gatunku [72].



1.2.6. Staphyslide — Test

Test ten opiera sina obecngci biatkowych receptoréw btonowych, wypujacych
u wigkszaci gronkowcow koagulazo — dodatnich. Receptory tajamzdolngé
do wiazania s¢ z fibrynogenem. W praktyce wykonanie testu polega dodawaniu
zawiesiny bakteryjnej do stabilizowanych krwinekermzonych owcy, uaktywnionych
fiborynogenem. Natychmiastowe powstanie atétw w wyniku aglutynacji jest

odczytywane jako odczyn dodatni [72].

1.3. Metody fenotypowe identyfikacji gronkowca
zlocistego

Fenotypowe metody klasyfikacji opiegapic na analizie zewgirznych efektow
ekspresji materialu genetycznego drobnoustrojow.ty€ one charakterystyki
morfologicznej i metabolicznej mikroorganizmu, amal cech biochemicznych,

wrazliwosci na bakteriofagi oraz oporém na antybiotyki i chemioterapeutyki.

1.3.1. Profile oporno sci na antybiotyki

Analiza profili oporndci jest jeda z najszerzej stosowanych metod fenotypowej
analizy drobnoustrojow. Do oznaczania opdonomikroorganizméw na antybiotyki
wykorzystuje st ilosciowe i jakdgciowe testy wraliwosci z zastosowaniem techniki
dyfuzyjno — kazkowej Kirby — Bauera, kolejnych rozdiezea i E — testow [67].

Metoda dyfuzyjno - Kkzkowa w agarze polega na zastosowaniu
wystandaryzowanych (wedtug zalacdNCCLS — National Committee for Clinical
Laboratory Standards) dakow bibuty nagczonych odpowiednimi ikeiami
antybiotykow. Antybiotyk dyfunduje promienie do podtaa, tworzc gradient stzen.
Najwicksza koncentracja antybiotyku wgptije przy brzegach ktka i spada wraz
z odlegtécia. W ten sposOb powstgjstrefy zahamowania wzrostu dla wysianej
na podiae zawiesiny drobnoustrojow. Mimporngci badanego szczepu bakterii jest
srednica strefy, na podstawie ktorej charakteryzsife drobnoustrdj jako wrdiwy,
srednio wraliwy czy oporny. Wyniki uzyskane w ten sposobh szsto podstaw
antybiotykoterapii celowanej stosowanej w leczemizewlektej czyraczriei.



W metodzie kolejnych rozaiezen sporadza s¢ seryjne rozcigczenia antybiotyku
w podiazu statym lub ptynnym. Kale rozciéczenie charakteryzujeestakim samym
inokulum, dzeéki czemu mana okréli¢c minimalne stzenie hamujce (MIC)
dla zastosowanego antybiotyku. Waé&dMIC jest mian oporngci badanego szczepu
na antybiotyk.

Metoda E-testow jest metad dyfuzyjno — rozciéczeniova, preferowan
do oznaczania oporia wieloopornych szczepdw bakteryjnych, np. MRSAyothaé
drobnoustroju na antybiotyk oznacza sa pomog wystandaryzowanych paskéw bibuty,
na ktére naniesiony jest antybiotyk, w gradientieesi wzdhuz paska.

Analiza profili oporndci jest metod wystandaryzowayn dzicki czemu
charakteryzuje siwysoky powtarzalnécia i odtwarzalnécia.

Polskie laboratoria diagnostyczne postagsgje migedzynarodowymi standardami
NCCLS. Do wykonania analizy oporst drobnoustroju nie jest koniecznaadna
specjalistyczna aparatura, co pozwala na wykoremadizy w kadym laboratorium.

Nalezy jednak zauway¢, ze analiza opornei na antybiotyki jest metad
identyfikacji o niskiej sile rénicujacej. Zwigzane jest to utratub nabywaniem oporgoi
na drodze plazmidowej. Przekazywanie genOw opainniesionych przez plazmidy
moze ttumaczy réznice we wzorach oporgoi dla szczepow tego samego klonu.

Z tego wzgédu technika typowania przy pomocy analizy profpgiooncci nie mae

by¢ jedyn metod, oceny epidemiologicznej szczepow.

1.3.2. Typowanie bakteriofagowe

Odmienm, metody fenotypows stosowan do r&nicowania szczepow
Staphylococcus aureyesst typowanie przy pomocy bakteriofagéw. Typowamparte jest
na okrdlaniu wrazliwosci szczepu na radzynarodowy zestaw fagow.

Bakteriofagi zostaly zaklasyfikowane do V grup gigwh (tab. 3) na podstawie

ktérych okrdlana jest grupa wediwosci badanego szczepu.

Tab. 3. Podstawowy zestaw fagow stosowany w typaw@taphylococcus aureus

Grupa fagowa Bakteriofagi

I 2952 52A 78 80

Il 3A3B3C5571

Il 6742C 42E 475354 717576 77 83A

v 42D

Vv 94 96




Od lat 80-tych w Polsce utrzymujeg¢sstata dominacja szczepow gronkowca
nalezacych do ll-ej grupy fagowej [110]. Mimo standarygametoda typowania
bakteriofagami ma pewne ograniczenia. Badania wykaze wickszag¢ szczepdw

MRSA nie typuje si za pomog podstawowego zestawu fagow [80].

1.3.3. Zymotypy

Typowanie oparte na analizie zymotypdw polega rmlziale elektroforetycznym
produktéw hydrolizy okrdonych substratow, np. octarmrnaftylu, octanu indoksylu
przez wewntrzkomorkowe esterazy komorkowe. Oznaczanie zynitypznajduje
zastosowanie w diagnostyce epidemiologicznej dowgmia r@nych gatunkow bakterii,
w tym Staphylococcus aureusDowiedziono meliwos¢ zastosowania tej metody
do r&nicowania szczepow gronkowca ziocistego (w tym epéwv MRSA)

nie typowalnych podstawowym zestawem fagow [16].

1.4. Metody genotypowe stosowane w typowaniu
Staphylococcus aureus

Genotypowe metody typowania drobnoustrojéw opiesj na analizie materiatu
genetycznego, ktory jest unikalny i niezmienny dlkazdego organizmu,
w przeciwigistwie do cech fenotypowych. Mioa je zastosowado badania wszystkich
organizmow, dla ktérych hodowla w warunkach labamghych jest utrudniona,aolz nie
jest maliwe réznicowanie ich metodami fenotypowymi.

Réznice medzy genomami szczepdw tego samego gatunku bakterip bycé
wynikiem rekombinacji materiatu genetycznego i najitpowstatych w skutek btow
replikaciji.

Do badania zmienoi genetycznej stosowana sechniki biologii molekularnej
m.in. analiza wielkéci chromosomoéw, trawienie restrykcyjne genomu ludzmidow
i rozdziat elektroforetyczny jego produktow. Wykegstuje s¢ takze sondy molekularne
do odnajdywania sekwencji repetytywnych, lub amaliane DNA poddaje i
sekwencjonowaniu.

W literaturze swiatowej donosi s o0 wielu r&nych metodach identyfikacji

i réznicowania szczepOw gronkowca ztocistego [158].



1.4.1. Analiza profili plazmidowych

Typowanie profili plazmidowych (and?PA- Plasmid Profile Analysigest metod
genotypowania polegiga na izolacji i rozdziale elektroforetycznym DNA
plazmidowego. W zafmosci od wielkaci i ilosci plazmidow w komorce bakterii
otrzymuje s¢ charakterystyczne wzory plazmidowe.

Metody mazna poszerzy o etap trawienia restrykcyjnego plazmidowego DNA,
co pozwala na dalszeaicowanie tych szczepdw.

Analiza profili plazmidowych jest metadczuh, swoist i nieskomplikowan
w wykonaniu. Znalazta zastosowanie jako rdeze epidemiologiczne do typowania
szczepow MSSA (Methicillin Susceptibitaphylococcus aureus MRSA (Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus Metoda jest jednak ograniczona do szczepdéw
posiadajcych plazmid. Przy zastosowaniu tej techniki maleiwzgkdni¢c zdolnag¢

bakterii do spontanicznego nabywania i traceniarpldow [158].

1.4.2. Analiza restrykcyjna DNA chromosomalnego w
potaczeniu z elektroforeza plusow g (RFLP/PFGE)

Analiza polimorfizmu dlugéci fragmentéw traktowana jako metoda ,ztotego
standardu” w molekularnym typowaniu bakterii znédazastosowanie w typowaniu
szczepow Klinicznych Staphylococcus aureusTechnika opiera si na analizie
restrykcyjnej (ang.REA - Restriction Enzyme AnalysiDNA poddanego trawieniu
enzymami restrykcyjnymi.

W wyniku trawienia endonukleazami otrzymuje siagmenty DNA o wielkéci
0od 0.5 kpz do 1000 kpz. Liczba oraz wiglkootrzymanych fragmentéw zale
od charakteru trawionego DNA (skiadu nukleotydowefb stosunku zawarfoi par
G+C do A+T) oraz diugei sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny
W badaniach nadStaphylococcus aureusvykorzystuje si enzymy rzadko ftcte
(np.Smd) co pozwala na rnicowanie genotypéw, na podstawie 10 - 15 fragmentd
restrykcyjnych [93].

Produkty trawienia rozdzielanea sw zelu agarozowym w pulsowym polu
elektrycznym (angPFGE-Pulsed Field Gel Electrophrekis

Mimo wysokiego potencjatu dyskrymirugego metoda ma pewne ograniczenia.

Najistotniejszym czynnikiem ogranicaaym jest czas potrzebny na wykonanie analizy,



procedura zabiera bowiem od 2 do 3 dni Poza tym ég/iskomplikowanej aparatury
i zachowania statych warunkéw analizy powoduje, metoda ta nie jest stosowana
do rutynowych bada

Dodatkows wady tej metody jest trudrio interpretacji wzorow restrykcyjnych.
Zachodzenie na siebie, pokrywanie fsagmentéw o zbtionej wielkaci oraz pojawianie
sic we wzorze fragmentéw pochagzch z plazmidowego DNA magpowodowa
zafatszowanie wynikdéw. Czynnikiem ogranicgdjm $ rowniez wysokie koszty

analizy [93].

1.4.3. Metody genotypowania oparte o reakcj e PCR

Rozwinita w latach osiemdziegych technika PCR (angPolymerase Chain
Reaction PCR naladujpca zjawisko replikacji DNA in vivo stata st jedm
z podstawowych technik badawczych i diagnostycznych

Technika ta stosowana jest do amplifikacji glaaych fragmentéw badanego DNA
przy wyciu odpowiednio skonstruowanych oligonukleotyd&artrow.

Kolejnym etapem analizy jest ocena liczby i wiglkio zamplifikowanych
fragmentow na podstawie rozdziatu elektroforetygmproduktow reakcji PCR [159].

Techniki PCR znalazly szeroki zastosowanie w k#ng diagnostyce
mikrobiologicznej do:

» wykrywania drobnoustrojow;
» identyfikacji drobnoustrojow na poziomie gatunkaztzepu oraz
» okreslania powazan filogenetycznych.
Dzieki zaletom takim jak czuk@ i szybka¢ analizy technika PCR — w #dych

wariantach- jest stosowana przez laboratoriadki naukowe.

1.4.3.1. Amplifikacja znanych regionéw genomu pot  gczona
z analiz g restrykcyjn g (PCR/RFLP)

Polczenie techniki amplifikacji materialu genetycznegoanalia restrykcyjm
pozwolito na analig filogenetyczm, identyfikacg do gatunku, oraz #dicowanie
na poziomie szczepow.

Jako cel molekularny w t@uchowej reakcji polimerazy wybieragssekwenaci
DNA specyficza dla danego gatunku, a ngstie uzyskane produkty amplifikacji

poddaje trawieniu restrykcyjnemu.
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Taka procedura prowadzi do otrzymania specyficzndigo badanego szczepu
polimorfizmu dtugdci fragmentéw restrykcyjnych.

W badaniach nadStaphylococcus aureupodejmowano proby emicowania
szczepodw na podstawie amplifikacji fragmentéw genkemagulazy ¢oa) i proteiny
A (produktu genu spg. Uzyskane produkty amplifikacji trawiono enzymami
restrykcyjnymiHadl i Alul.

Uzyskane wyniki pozwolity na zédicowanie badanej kolekcji szczepow MRSA,
a metoda zyskata uznanie laboratoriow badawczykh giobrze powtarzalna, cechoa
si¢ wysolk sita dyskryminacji oraz tatwaeia w interpretacji wynikow [158].

1.4.3.2. Amplifikacja losowych fragmentow DNA
(AP PCR, RAPD, DAF)

W 1990 roku opisana zostata technika typowania kubé&nego zwizana
z amplifikacp losowych fragmentéw genomu bakteryjnego.

Teoretyczne podstawy metody opiardiic na zastosowaniu startera (starterow),
ktory faczy sk losowo z mniej lub bardziej homologicznymi sekwjant bakteryjnego
DNA. Amplifikacja w reakcji PCR powoduje powstaniekreslonego profilu
genotypowego, pozwakgjego na analigi poréwnanie izolatow.

W odmianie metody zwanej AP-PCR (amgtbitary Primed PCR uzywa sk
jednego 6-8 nt startera, w RAPD (arigandom Amplified Polymorphic D)NAzsto
stosuje si 2, 3 i wicej 9-10 nukleotydowych starteréw o dowolnej sekejien

Uzyskane w ten sposob wyniki ceclugic bowiem wiksz powtarzalnécia,
a wigksza liczba amplikonéw pozwala na wnikliwszermigowanie szczepdw.

Zarowno AP jak i RAPD znalazly zastosowanie do &mdpo rd&nicowania
szczepbwStaphylococcus aureus

Mozliwos¢ zautomatyzowania metody i jej wysoka sita dyskryacii oraz
relatywna szybka i tatwos¢ wykonania spowodowalye stata si niezwykle uyteczna
w badaniach epidemiologicznych. Cechyg jednak pewne ograniczenia, wyniiee
z niskiej odtwarzalni uzyskiwanych wynikow w rinych laboratoriach [158].
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Ryc. 1. Strategia metody RAPD. Wykorzystanie jefinstartera (czerwona strzatka)
niespecyficznie przytzapcego st do wielu miejsc w DNA. Pozwala na uzyskanie
specyficznego wzoru #icujacego badane genomy (A i B).

1.4.3.3. Multipleks PCR

Odmiana techniki PCR okilana jako multipleks (zimny) PCR polega
na rownoczesnej amplifikacji dwoch lub ekszej liczby ragnych fragmentow DNA
w jednej mieszaninie reakcyjnej.

Amplifikacja wybranych regionéw nitiwa jest dz¢ki zastosowaniu wielu par
starterow, determinagych amplifikacg produktow ranej dlugaci. Celem
molekularnym s najczsciej geny specyficzne dla danego gatunku drobnousioraz
fragmenty genomowego DNA odpowiedzialne za czynwikulencji szczepu w okbie
gatunku.

Przykladem takiego uktadu diagnostycznego jest tgmirty na rénicowaniu
szczepoOw gronkowca ziocistego.

Opracowany uktad pozwala na identyfikacjStaphylococcus aureusraz
oznaczenie jego oporém na metycylig. Mozliwe jest to dzgki rownolegtej amplifikacii
fragmentu genunug specyficznego dla gatuni&taphylococcus aureusraz genumecA

determinujcego oporn& na metycylig dla szczepéw MRSA [46].

1.4.3.4. Rybotypowanie

Rdéznicowanie mikroorganizmOw opiera ¢siczsto na genach kodigych
rybosomalny RNA (rRNA) malej i diej podjednostki rybosomu. Geny te, idoe
w operonrm sa charakterystyczne dla wszystkich organizmow bgktgch. Miedzy
sekwencjami odpowiedzialnymi za syntgzodjednostek rybosomalnych 16S, 23S i 5S
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rRNA wyskpuja regiony polimorficzne o zedicowanej wielkéci i sekwencji.
Te regiony operonow stanoywiloskonaty cel molekularny wykorzystywany w badahia

filogenetycznych.

Promotory Terminatory

Produkty

ekspresii.  16SrRNA tRNA 23STRNA  5STRNA  tRNA

genow

Ryc. 2. Organizacja operonu rybosomalnego rrr wdtota.

Rdéznicowanie bakterii z zastosowaniem metod rybotypowa mana
przeprowadz z zastosowaniem klasycznych metod hybrydyzacyjmyala technik PCR.
Nowoczesne techniki rybotypowania wykorzystalement amplifikacji wybranych
regionow operonurr w reakcji PCR, gtdéwnie:
* polimorficznych sekwencji poradzy genamirrs i rrl- technika ITS PCR
(ang.Internal Transcribed Spacgr
e wewrgtrznego regionu zmiennego genu kagejgo podjednostkl6S rRNA
e regionu zawieracego genyrrs i rrl oraz rozdzielacego je fragmentu
polimorficznego
* regionu kodujcego tRNA
Wielokrotnie wykorzystuje sianaliz restrykcyjra amplifikowanych fragmentéw
operonu rybosomalnego, w tzw. technice ARDRA (aAgplified Ribosomal DNA
Restriction Analysjs Takie podejcie pozwala na zwkszenie potencjatu #gdicujacego
metody.
Techniki rybotypowania znalazly zastosowanie doznidowania szczepdw
klinicznych MRSA [158].

1.4.3.5. Techniki fingerprinting

Wspélma cechy wszystkich odmian techniki fingerprinting jest pelenie
polimorficznego regionu DNA w reakcji PCR z zastwaoiem odpowiednio
zaprojektowanych starterow. Startery gwykle krotkie i majg dowolnie dobram
sekwena, w zwiazku z czym przydczap si¢ z nisky specyficznécia w wielu miejscach

genomu.
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Dzigki temu uzyskuje si unikalny wzér pszkow (od kilku do okoto 100),
tak zwany ,odcisk palca” (andingerprinting, co pozwala na uwidocznienie zroc
genetycznych poradzy spokrewnionymi ze saborganizmami, np. szczepami tego

samego gatunku.

1.4.3.5.1. Rep - PCR

Celem molekularnym w technice PCR-fingerprinting gnoby¢ repetytywne
sekwencje wysgpujace w genomie mikroorganizmow w wielu kopiach.

Najwczeniej zostaly one odkryte i opisane Enterobacteriacae Przyktadem
takiego regionu polimorficznega 88- nukleotydowe sekwencje REP (aigpetitive
Extragenic Palindroms Elementa Escherichia coli czy 126-nukleotydowe sekwencje
ERIC (ang. Enterobacterial Repetitive Intregenic Consensgbarakterystyczne dla
genomow bakterii Gram- ujemnych [127].

Dla typowaniaStaphylococcus aureumiozna wykorzystd obecnéé w genomie
tandemowych sekwencji repetytywnych (VNTR, ang. iglale- Number Tandem
Repeat), wrdd nich regiondow gendwsp coa, spa, sdf149]. Jednoczesna amplifikacja
tych regionéw w reakcji PCR pozwata na uzyskaniecgficznych profili, na podstawie
ktorych r@nicowane g szczepy bakterii.

Technika Rep-PCR jest szybk metod wskpnego typowania bakterii.
Charakteryzuje 8i wyzsz sita dyskryminacji w poréwnaniu do analizy profili
plazmidowych, czy technik fingerprinting zastosowemn dla catego genomu, a nawet
analizy restrykcyjnej regionu 16S rRNA.

1.4.3.5.2. AFLP

Metoda AFLP (angAmplified Fragment Leght Polymorphigfest jedma z odmian
techniki PCR-fingerprinting, Opieragsbna na analizie catego genomu mikroorganizmu
i jest stosowana do batladznego typu DNA bez wzgtu na jego pochodzenie i stofie
skomplikowania.

Polczenie dwéch metod — RFLP oraz selektywnej ampldik PCR pozwala
na zastosowanie jej jako nadzia w badaniach taksonomicznych i epidemiologichny

Strategia metody polega na selektywnej amplifikadjpowiednio przygotowanych

fragmentéw DNA genomowego.
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Przygotowanie fragmentéw do reakcji PCR obejmujg étawienia totalnego DNA
przy wyciu dwoch racjonalnie dobranych enzyméw restryikggh oraz reakcji ligacji
produktow trawienia z adaptorami.

Produkty reakcji ligacji poddaje csiselektywnej amplifikacji z izyciem pary
starteréw homologicznych do sekwencji adaptor- saiejrestrykcyjne. Istgtmetody jest
ograniczenie liczby produktow reakcji PCR w wynikjawiska supresji, a czynnikiem
ograniczajcym amplifikacg jest niekomplementardé startera na 3 kau.

Mimo takich warunkéw w wyniku amplifikacji powstajguza liczba produktow,
co czyni elektroforogramy trudnymi do interpretacji

Najistotniejszymi zaletami techniki AFLPy svysoka sita dyskryminacji, wysoka
powtarzalné¢ i odtwarzalné¢ wynikdw, maliwos¢ czsciowej automatyzaci,

oraz tworzenia bazy danych na podstawie komputgramadizy wynikéw [95].

1.4.3.5.3. ADSRRS - fingerprinting (ang. Amplification of DNA fragments
Surrounding Rare Restriction Sites)

Jednn z obiecujcych metod genotypowania opartych na reakcji PCB je
ADSRRS-fingerprinting. Jest to nowa technika, wyk@tupca zjawisko supres;ji
(zahamowania) amplifikacji fragmentow DNA.

Procedura wykonania typowania szczepu bakteriiarta jest z czterech gtéwnych
etapow:

» trawienie genomowego DNA przy zyciu dwoéch odpowiednio dobranych
enzymow restrykcyjnych (enzymu rzadko RC i enzymmgsio tmcego FC
w obrebie badanego genomu)

» ligacja fragmentow restrykcyjnych z odpowiednio magktowanymi adaptorami

» selektywna amplifikacja produktow ligacji

» elektroforeza poliakrylamidowa produktow reakcjiRC

Wyizolowane z mikroorganizmu genomowe DNA poddawgast trawieniu
enzymatycznemu z zastosowaniem dwaéch racjonalrieadgch restryktaz.

Jeden z pary enzymow (tzw.gsto tracy) rozpoznaje sekwengjktéra powtarza si
setki razy w obgbie badanego genomu. Sekwencja rozpoznania dlaegugnzymu
(rzadko tacego) obecna jest w genomie w kilkunastu lub kikadiciu powtdrzeniach.

W wyniku jednoczesnego trawienia totalnego DNA tyanzymami powstajtrzy

rodzaje produktow trawienia, o zZidicowanej dtugéci i lepkich kacach.
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Najliczniejsz grupg reprezentuj fragmenty powstate w skutek trawienia enzymem
czesto trpcym. Kolejmm, co do ilgci produktow grup jest pula fragmentow
zakaiczonych dwoma rymi wiszicymi koncami, z ktorych jeden powstat w wyniku
reakcji trawienia restryktazrzadko taca, a drugi cgsto traca. Trzeci, najmniej liczra
grupe stanows fragmenty genomowego DNA powstate po trawieniuyemam rzadko
tnacym w obebie genomu.

Mieszanirg fragmentéw DNA poddaje sinastpnie reakcji ligacji z odpowiednio
przygotowanymi  adaptorami. Wykorzystuje ¢ si dwa rodzaje adaptoréw-
oligonukleotydow- o rénej diugaci. Adaptory krotki (angshor)) i diugi (ang.long)
powstate w wyniku hybrydyzacji oligonukleotydow digganego i pomocniczego.

W wyniku reakcji ligacji dochodzi do modyfikacja kwdw restrykcyjnych
powstatych po trawieniu eznymatycznym genomowegdADQtrzymuje st¢ trzy grupy
produktéw, z przyczonymi na 5 kacu adaptorami:

 short, po obu stronach fragmentu powstalego po i¢éraw enzymem
czesto tracym

 long, po obu stronach fragmentu powstalego po &awi enzymem
rzadko tacym

* long po jednej stronie, i short po drugiej strofi@gmentu otrzymanego przez
trawienie pag enzymow RT i FC

Produkty ligacji poddaje si amplifikacji w reakcji PCR z wykorzystaniem
odpowiednio zaprojektowanych starterow, komplemayeh do sekwencji adaptorow.
W pierwszym etapie reakcji PCR dki aktywnasci polimerazy DNA naspuje
wypetnianie 3" kacéw, a w dalszych etapach wéava amplifikacja fragmentéw DNA.
Istota metody ADSRRS-fingerprinting opiera sia ograniczeniu ikei powstagcych
produktow reakcji PCR. Ograniczenie to jest wymkisupresji, zwizanej ze zjawiskiem
wewnmtrzczsteczkowej hybrydyzacji fragmentow homologicznych.

Hybrydyzacji takiej ulegaj produkty ligacji zawierace sekwencje dtugiego
adaptora na obu keach. W jej wyniku powstaje stabilna struktura jedi tenisowej”,
uniemaliwiajaca przyhczanie startera do komplementarnej sekwencji, a $amym
amplifikaci fragmentu DNA.

Struktura rakiety tenisowej powstaje rownig przypadku produktow ligacji DNA
z krotkim adaptorem na obu koach. W tym przypadku zachodzi jednak efektywna
amplifikacja fragmentow. Powstgja w wyniku wewntrz czsteczkowej hybrydyzacji

struktura jest bowiem niestabilna, ze wezlyl na zbyt krétk sekwencje homologican
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Prawidtowa amplifikacja fragmentéw zachodzi zekw przypadku produktow
ligacji z dwoma ranymi adaptorami. W ich sekwencji brak jest fragndant
homologicznych, ktére mogtyby hybrydyzotvaze soh i ograniczé przylkczanie
starteréow. W efekcie selektywnej amplifikacji ngmije ograniczenie liczby produktéw
reakcji PCR. Utatwia to znacznie interpretaajynikdw, analiz i roznicowanie szczepow
bakteryjnych [96].

Zastosowano ja do genotypowania szczepow klinidzr§erattia marcencef/9]
oraz wankomycynoopornych izolat@wnterococcus faeciufi8].

W prezentowanej pracy po raz pierwszy zastosowardpjtypowania szczepow

Staphylococcus auretimolowanych od pacjentow z czyracZom nawrotovd.

1.5. Rola Staphylococcus aureus w chorobach skory

Staphylococcus aureugest najczstszym czynnikiem etiologicznym ropnych
chordb skoéry. Wytwarza on szereg enzymoéw i toksyrekszapcych jego inwazyjn&
w stosunku do skéry. Nosicielstwo tego drobnoustnj jamie nosowo-gardtowej jest
cz¢sto pierwszym etapem w rozwoju infekcji. Najézie] spotykan cecly zakaen
gronkowcami jest proces ropny i jego umiejscowierd@zwyczaj opisywan drog
inwazji tych bakterii do organizmu svrota zakaenia zlokalizowane w skérze i btonach
sluzowych, szczegdlnie w miejscach uszkodzenia tkabe najczstszych chordb nate
zakaenia skérne charakteryage sé intensywnym, ropnym zapaleniem z miejsqow
martwica tkanki, a take zapalenia drég oddechowych czy zapalenie zat®. [7
Staphylococcus aureysosiada liczne struktury powierzchniowe, ktérecliziwiazaniu
sie¢ z biatkami surowicy i macierzy zewtnzkomorkowej umeliwiaja mu przyleganie
I w nastpstwie kolonizag tkanek zywiciela [36]. Czsciowo poznano ji i opisano
mechanizmy oddziatywagronkowcow z immunoglobulinami [154], fibrynogend i8]
i szeregiem innych biatek [150]. Udowodniono rowniee zarowno biatko A, ddace
integralnym biatkiem btonowynStaphylococcus aureugak i jego cukrowa otoczka
wpltywaja hamugco na fagocytog gronkowcow przez wielafrowe krwinki biate [117].
Ponadto wytwarzanie przez te bakterie zeju liczby produktéw sekrecyjnych
o charakterze enzymow i toksyn wysoko aktywnycHdgjizznie, pozwala gronkowcom
nie tylko na wnikn¢cie do organizmu gospodarza i oportunistyckolonizacg jego

tkanek, ale take na ich efektywne uszkodzenie [5, 37, 40]. Wykazanostatnich latach
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biologicznego dziatania egzotoksyn, enterotoksyroksyny wstrasu toksycznego,
charakterystycznego dla superantygenddwiadczy o wyptkowej zjadliwgci
Staphylococcus aureugrdd innych drobnoustrojow.

Do choréb skoéry o etiologii gronkowcowej zalicze: si

zapalenie mieszkéw wtosowych
» figowka

e czyracznéc (ryc. 415)

» liszajec pcherzowy

* ropnie mnogie pach

* ropnie mnogie niemowt

» zapalenie gcherzowe i zluszczage skory noworodkow

Ryc. 4. Czyrak w okolicy prawej pachy.

W liszajcu gcherzowym oraz w zapaleniwggherzowym i ztuszczagym skory
noworodkow niewtpliwa rolg¢ patogenetyczn odgrywa toksyna epidermolityczna,
podczas gdy w czyraczém czy zapaleniu mieszkow witosowych nie stwierdzono
jednoznacznie czynnika, ktory bytby odpowiedzialpg indukcg zmian. Uwaa sk,

ze jest za to odpowiedzialny zespét enzymow i todyd].
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Ryc. 5. Liczne czyraki na skérze brzucha.

1.6. Mechanizmy oporno $ci Staphylococcus aureus
na srodki przeciwbakteryjne

1.6.1. Mechanizmy genetyczne warunkuj gce oporno s¢
gronkowcow na $rodki przeciwdrobnoustrojowe

Drobnoustroje  maj zdolng¢ obrony przed szkodliwymi substancjami jak
np. antybiotyki, srodki dezynfekcyjne czy sole metali. Opoftota mae by
warunkowana w riny sposob. W niektorych przypadkach zmopowstd w wyniku
spontanicznej mutacji w szczepie, bez kontaktu engbterapeutykami. Bakteryjne
antybiotykooporne mutanty spontaniczne mpgwstawa w srodowisku naturalnym jak
i w warunkach laboratoryjnych z estotliwoscia 10° do 10° na komoérk. Oporngé
gronkowcow na takie antybiotyki jak np. fluorochiowy, mupirocyna, trimetoprim,
streptomycyna, rifampicyna czy kwas fusydowyzedy¢ spowodowana np. mutacjami
odpowiednich gendéw chromosomalnych lub nabyciemezprbakterie odpowiednich

plazmidow [89]. Przy stosowanisrodkéw przeciwdrobnoustrojowych obserwuje si

20



zjawisko opornéci krzyzowej. Dotyczy ono gtdéwnie substancji naleych do jednej
grupy chemicznej, ale czasem spotykane jestetak przypadku rinych zwiazkoéw
(np. chlorheksydyna, amidy i IV<¢dowe zwazki amoniowe). Istotp role odgrywa
rébwniez sprzzenie gendéw w olbie jednego elementu — plazmidu czy transpozonu.
Przykladem mpe by obecné¢ u Staphylococcus aureusgendédw oporngci

na IV-rzgdowe zwizki amoniowe @ac na tzw. plazmidach gentamycynowych
i penicylinazowych. Jest to zjawisko bardzo niekstme, gdy coraz szersze stosowanie
chemioterapeutykOw prowadzi do rownoczesnegoeksgienia oporngi na srodki
dezynfekcyjne wréd drobnoustrojow [89].

Bezparednh przyczyr oporndgci bakterii na ranego rodzaju zvazki jest
obecnd¢ i ekspresja odpowiednich genéw w komorce. Opé@rn&onstytutywna
jest zwhzana z cigta ekspresj odpowiednich gendéw, natomiast indukcyjnazendoy¢
inicjowana obecnizia antybiotykbw. Geny oporsoi na r&ne zwhizki
przeciwbakteryjne mag by¢ zlokalizowane na chromosomie, a zakna elementach
pozachromosomalnych takich jak plazmidy czy tramepg [39].

Plazmidy g to czsteczki DNA zdolne do samodzielnej replikacji w kimkach
bakteryjnych i dziedziczone niezatee od chromosomu. Oprécz gendw
odpowiedzialnych za niezaiea replikacg i genow regulatorowych, plazmidy mpg
zawier& szereg genow odpowiedzialnych zazné® cechy fenotypowe bakterii
np. oporné¢ na zwazki przeciwbakteryjne, zdolgé do koniugacji czy produkcji toksyn.
Wiekszai¢ naturalnie wysipujacych szczepovistaphylococcus aureymsiada jeden lub
kilka plazmidéw. Plazmidy gronkowcowe zostaly padane na trzy podstawowe klasy
oraz prowizorycza klaz czwart, zawierajca plazmidy nie dajce s¢ sklasyfikowa
w zadnej z trzech pierwszych [107, 115].

Klasa | zawiera mate plazmidy (1.3-4.6 kbp; 1 klbynacza tysic par zasad),
wystepujace w 10-50 kopiach na komdérkzawieray najczsciej jedra, rzadko dwie
determinanty oporrigi. Naleza tu plazmidy warunkuagce oporné¢ na chloramfenikol,
tetracykliny, aminoglikozydy, kationy kadmu, IVedowe zwizki amoniowe, makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B.

Plazmidy klasy 1l g§ wicksze (15-46 kbp) i wyspuja w mniejszej liczbie kopii
na komoérk (4-6). Nalea tu migdzy innymi liczne plazmidy penicylinazowe, ktére
oprécz genow odpowiedzialnych za prodgkd}-laktamaz, zawieraj tak’e r&ne

kombinacje genéw oporfo na jony metali a@zkich (kadm, arseniany, arseniny,
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antymon, bizmut, &), a take plazmidy warunkace oporné¢ na aminoglikozydy
i trimetoprim.
Do klasy lll nalea duze plazmidy (30-60 kbp) koniugacyjne zawiaca czsto
determinanty oporrsgi na aminoglikozydy, mupirocyn srodki dezynfekcyjne.
Transpozony oraz sekwencje insercyjne mmlelo genetycznych elementéw
translokacyjnych, magprzenosi sic w obrbie tego samego replikonu (chromosomu lub
plazmidu) albo pomedzy replikonami [39]. Na transpozonach zlokalizowam geny
warunkupce zdolné¢ do transpozycji oraz szereg genow strukturalnyatiulgcych np.
produkcg enzymow, toksyn, opordé na leki czy zdoln& do koniugacii.

1.6.2. Oporno s$¢ Staphylococcus aureus na antybiotyki

1.6.2.1. Inaktywacja enzymatyczna

W inaktywaciji antybiotykow biar udziat najczsciej enzymy z grupy hydrolaz lub
transferaz. Wiksza¢ izolowanych szczepdw Staphylococcus aureus80-90%)
ma zdolné¢ do produkcji indukowanej beta-laktamazy pochodaeplazmidowego,
co prowadzi do wysgpienia opornéci na penicylig/ampicylire. Z tego wzgidu
w zakaeniach pozaszpitalnych stosuje ¢ sipenicyliny péisyntetyczne oporne
na penicylinag gronkowcow oraz cefalosporyny | i Il generacji [162]. Prodjgc
B-laktamaz u gronkowcow ziocistych kodowana jest cndriej przez geny
zlokalizowane na plazmidach i w transpozonach,ziggev chromosomie, dlategozgest
cechy fatwo przekazywan pomidzy szczepami. Wksza¢ plazmidéw kodujcych
B-laktamaz nalezy do Il klasy plazmidéw wysgpujacych uStaphylococcus aure(i89].
Inaktywacja chloramfenikolu u szczepd®: aureusopornych na ten lek odbywagsi
na drodze unieczynniania go przez acetylazhloramfenikolow. Kodowana jest
wytaczne przez grupmatych wielokopiowych plazmidow.

Najczstszym mechanizmem opodtd gronkowcOw na aminoglikozydy jest
modyfikacja  antybiotykbw przez enzymy komorkowe: etgtotransferazy,
fosfotransferazy i nukleotydylotransferazy. Detaranity tej opornéci zlokalizowane $
zwykle na wikszych plazmidach o matej liczbie kopii. Na plazatdt penicylinazowych

mog znajdowa sie determinanty oporrigi na niektére aminoglikozydy [89, 99].
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1.6.2.2. Zmiana powinowactwa do leku lub dublowanie funkcji miejsca
docelowego

Mutacja w obg¢bie genu kodujcego biatko stanowce cel dla antybiotyku nie
wywota¢ zmniejszenie jego powinowactwa doamania st z antybiotykiem. Przykladem
tego jest mutacja gendw kodaych gyraz lub inne topoizomerazy bakteryjnegdaca
przyczyra oporngci bakterii na chinolony, a tak mutacje gendw odpowiedzialnych
za biatka wizace penicyliny powoduge obnienie powinowactwa antybiotykow
B-laktamowych do tych biatek i w konsekwencji oparhma te antybiotyki. Mutacje
w obrebie genéw kodujcych odpowiednie enzymy madakze decydowé o oporndci
bakterii na trimetoprim, sulfonamidy, mupiroytub rifampicyre.

O jednym z mechanizméw oporiud S. aureusma antybiotyki aminoglikozydowe
moze decydowa mutacja w genie kodagym biatka rybosomalne, prowaga do zmian
w strukturze rybosomu i w efekcie do unieiliwienia wiazania antybiotyku. Mechanizm
ten wykryto u izolatéw klinicznychStaphylococcus aureus wysokim poziomie
oporngci na streptomycyn[89].

Oporna¢ gronkowcow na kwas fusydowy powstaje na skutekagjutv komérce
drobnoustroju, ktéra powoduje zmniejszenie powindwa miejsca docelowego
(czynnika elongacji) do leku. Znacznie rzadziej typsja dapce tego typu oporrso
determinanty zlokalizowane na plazmidach penicylavaych lub plazmidach kodagych
opornd¢ na aminoglikozydy.

Niski poziom opornéci gronkowcoéw na mupirocgnjest wynikiem mutacji genu
kodujacego syntetazizoleucylo-tRNA. Oporn& na wysokie stzenia mupirocyny jest
wynikiem nabycia przez szczepy plazmidu agego genmupA, kodupcy syntetag
izoleucylo-tRNA o bardzo niskim powinowactwie do pmocyny. Jest on znajdowany
w roznych, czsto niespokrewnionych plazmidach. Wykryto zakszczepy, u ktoérych
kopia tego genu jest zlokalizowana w chromosomie {20].

Najpowszechniejszym  mechanizmem  opéono gronkowca  ziocistego
na fluorochinolony jest zmiana miejsca doceloweda tych zwazkoéw. Jest ona
spowodowana mutacjami w genigyrA, ktéry koduje podjednostk A gyrazy
(topoizomerazy 11) igrlA (topoizomerazy 1V), stanowte cel ataku tej grupy lekow.
Opornd¢ ta jest konstytutywna [143].

Opornd¢ na makrolidy, linkozamidy 1 streptograminB (tzw. ML)
spowodowana jest enzymatyazamodyfikach miejsca docelowego przez metylaBrr).

Indukcyjna oporngt typu MLSs u Staphylococcus aureumoze by kodowana przez
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mate, wielokopiowe plazmidy (niase genermC) lub chromosomalnie (geermA
zlokalizowany na transpozonie Tn554). Konstytutyw@orngé na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B jest kodowana pladowo (genermC w matych
plazmidach oraz gearmB zlokalizowany w transpozonie Tn551 na plazmidzi25gl)
lub chromosomalnie (Tn 551) [89].

Makrolidy oraz linkozamidy $ alternatywnym wyborem w leczeniu zaka
gronkowcowych, gdy szczepy ®porne na penicylin lub gdy pacjent jest uczulony
na penicylir, jezeli nie wystpuje oporn& Staphylococcus aureusa te leki.
Opornag¢ maze by zwiazana ze zmianami w RNA (metylacja miejscaaz@nia
antybiotyku na podjednostce 50S, co uniglmoa wiazanie makrolidow i linkozamidow
z rybosomem — oporié krzyzowa) [162].

Opornag¢ na metycylim (MRSA - Methicillin ResistantStaphylococcus aureus
wystepuje gtdwnie wrdd szczepdw izolowanych od chorych z zadmaami szpitalnymi.
Wiegkszas¢ szczepow gronkowcOw opornych na metyoylma identyczny gemec A
kodujacy wytwarzanie biatka PBP2a o niskim powinowactwdn wszystkich
antybiotykow beta-laktamowych. Ten typ opoftioma istotne znaczenie Kkliniczne,
gdyz zaden antybiotyk beta-laktamowy nie 780 by uwzyty w leczeniu zaksen
wywotanych przez szczepy MRSA. Gronkowce opornenegycyling czesto & oporne na
erytromycyr, klindamycyr i gentamycyn. Wysoky aktywnacia wobec tych szczepow

odznacza giwankomycyna i kotrimoksazol [31].

1.6.2.3. Aktywne usuwanie zwi gzku z komorki

Waznym i szeroko rozpowszechnionymséndéd drobnoustrojow mechanizmem
opornaci na r&nego rodzaju zvaizki (w tym chemioterapeutyki) jest czynne usuwanie
ich z wrgtrza komorki (pompa btonowa — ,efflux mechanismJest to spowodowane
obecndcia transporterow btonowych (biatek) zatgch od energii pochodeej z ATP
lub z pompy protonowej (PMF — proton motive forcdsroéd biatek btonowych mina
wyrézni¢ kilka rodzin, ktore rénia si¢ liczba segmentéw transmembranowych [84, 102].

Do biatek zalenych od ATP nalgy rodzina transporteréw wiacych ATP,
tzw. transportery kasetonowe ABC, o charakterzdikeygrotein [113]. Uczestniczone
w aktywnym usuwaniu licznych zwakéw przeciwnowotworowych z komoérek
zmienionych, niektére warunkupporndé na antybiotyki, np. u gronkowcéw opogso

na makrolidy i streptograminy B [103].
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Wazna role w oporndci gronkowcéw na fluorochinolony odgrywa ich aktysvn
usuwanie z komorki. Odpowiedzialne za to jest lwaNorA, zlokalizowane w btonie
cytoplazmatycznej i dwlace produktem genoorA [69, 70]. Naley ono do rodziny MFS
(Major Facilitator Superfamily) biatek transportosty Wykazanoze wzrost iléci biatka
NorA u gronkowcéw w rezultacie zekszonej transkrypcji genu powoduje nie tylko
opornag¢ na fluorochinolony, ale obi wraliwos¢ na r@&ne strukturalnie zwaizki jak
cetrymid, bromek etydyny czy akryflawina [69, 128].

W przypadku tetracyklin jeden z mechanizméw opécn&taphylococcus aureus
zwigzany jest ze zmniejszeniem ich wetrmkomorkowego stenia na skutek
specyficznego mechanizmu usuwania [89]. Odpowidukzizza ni jest biatko tetK
nalezace do rodziny MFS transporterow btonowych. Opéénadukcyjna na tetracykliny
(z wyjatkiem potsyntetycznej minocykliny) kodowana jestzgx mate plazmidy,
natomiast oporrig konstytutywna (na wszystkie tetracykliny) przeztedminanty
chromosomalndetM i nie jest zwgzana z pomyp btonowa tylko z aktywry ochrom
rybosomu [42, 89].

1.7. Staphylococcus aureus a naturalne peptydy
antybakteryjne

1.7.1. Czym s g naturalne peptydy antybakteryjne?

Ludzki organizm wyposany jest w szereg peptyddéw antybakteryjnych
(powyzej 24), ktére s integralnym skiadnikiem odporéd wrodzonej [44].
Produkowane ssw duzych ilosciach w miejscu infekcji i w warunkach stanu zapglo.
Ich szczegdlam wiasciwoscia jest szerokie spektrum antybakteryjne, niektémach z&
wykazup aktywna¢ przeciwwirusowy, przeciwpasgytnicza i przeciwgrzybicz [14].
Sktadaj si¢ z 12 — 50 aminokwasowsmod ktdrych dominyj arginina, lizyna i histydyna.
Posiadaj tadunek dodatni od +2 do +7, co ma bardzo istatreezenie w oddziatywaniu
z ujemnie natadowan btora komoérkows bakterii. Ponad 50% ma wlaEwosci
hydrofobowe, co rownieodgrywa bardzo istosnrole w interakcji z komork bakteryjr.
Ich rola w warunkach stanu zapalnego polega ngamjiclizy komoérek bakteryjnych
i uwalnianiu bakteryjnych mediatoréw stanu zapatndfpopolisacharydéw i kwasu
lipoteichojowego), degranulacji komorek tucznych wélniania  histaminy
i wazodylatacji) i stymulacji chemotaksji neutrofiv. Ponadto wptywaj na hamowanie
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fibrynolizy przez tkankowy aktywator plazminogenstymulup gojenie poprzez
zwigkszenie chemotaks;ji fibroblastow i ich wzrostu oha@muj niszczenie tkanek przez
inhibicje proteaz bakteryjnych [54].

Maja zdolna¢ zabijania bakterii poprzez przenikanie i niszceemch btony
komorkowej, a nie jak tradycyjne antybiotyki pomzeviazanie s¢ ze specyficza
struktuy, komérkows. Brak konkretnego celu molekularnego w komorce tdrginej
minimalizuje ryzyko rozwoju oporrci, std tez peptydy antybakteryjne staty ¢si

przedmiotem intensywnych badkboratoryjnych w ostatnim dziesioleciu [14].

1.7.2. Wiasciwo sci wybranych peptydow antybakteryjnych

Spardod bardzo diej liczby naturalnych peptydow antybakteryjnychb(tat.)
do bada w prezentowanej pracy wybrano ludzkatelycydyr LL-37, ludzky beta —
defensyr 3 (hBD3), laktoferryn i lizozym.

Jakkolwiek laktoferryna i lizozymasznane ja od dawna to LL-37 i hBD3
Sa przedmiotem intensywnych badad ok. 10 lat.

Laktoferryna jest protein wiazaca zelazo; wykazuje dziatanie bakteriobojcze
w stosunku do bakterii G(+) i G(-) natomiast lizozyto termostabilna, kationowa
muramidaza obecna w ludzkich neutrofilach, osocizgch, wydzielinach bton
sluzowych; aktywna w stosunku do drobnoustrojéw g64), 119, 151].

W ludzkim organizmie katelycydyna hCAP18 jest piakicana przez proteiraz
3 w aktywny peptyd LL-37 o strukturze alfa-helikajn wykazujcy wiasciwosci
bakteriobojcze w stosunku do drobnoustrojéw Gram@dam(-) [133]. Peptyd ten zostat
zbadany i opisany stosunkowo niedawno, bo w 1982 pozez Zanetti i wsp. [161].

LL-37 jest obecny w neutrofilach [161], subpopuéat] limfocytow
i monocytach [2]. Ponadto stwierdza ¢ sigo w nasieniu [92], wydzielinie
drzewa oskrzelowego [3, 9] i keratynocytach w w&agah stanu zapalnego [43].

Niezwykle interesujcym jest fakt, ze wysoki poziom LL-37 stwierdzony
w naskorku chorych na tuszczychroni ich przed infekcjami bakteryjnymi skory,
podczas gdy wyraie obnzony poziom tego biatka u pacjentéw z atopowym zamaim
skory sprzyja ogstym nadkaeniom bakteryjnym [43, 161]. Nosicielstv@iaphylococcus
aureus stwierdzane u ponad 90% chorych z atopowym zapaterskéry wydaje si

réwniez mie¢ zwiazek z obntonym poziomem omawianego peptydu w naskoérku.
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Ludzka beta defensyna 3 (hBD3) zostata wyizolowpoaraz pierwszy z tusek
luszczycowych. Reprezentuje geupeptydow o strukturzep-kartki. Jest obecna
w keratynocytach, neutrofilach i wszystkich nabtack. Wykazuje wysakefektywndé
bakteriobdjcz w stosunku doStaphylococcus aureysoprzez wiazanie st z ujemnie
natadowan sciam komorkows bakterii, jej uszkodzenie powodag wyciek zawartei
oraz destrukej na zasadzie osmolizy [60]. Podobnie jak w przypadk-37, ekspresja
hBD3 u chorych z atopowym zapaleniem skory jestizibra, co prawdopodobnie
przyczynia si do czstych infekcji bakteryjnych w tej grupie pacjentfilo6].

Ekspresja LL-37 i hBD3 u chorych z nawragaj czyracznécia nie byla
dotychczas badana, jednak pawsze obserwacje pozwadajvysuraé przypuszczenie,
ze mae by ona obniona.

Struktura omawianych powgj peptydow jest dosydobrze poznana i obecnie
trwaja prace nad otrzymaniem ich syntetycznych prototypgwcelu wprowadzenia

na rynek farmaceutyczny.

Tab. 4. Charakterystyka peptydow i protein demaigtych dziatanie antybakteryjne (AMP)
wystepujacych w skorze ssakow.

AMP obecne w komérkach organizmu

Katelycydyny Frohm i wsp. (1997)
Marchini i wsp. (2002)

B- defensyny Harder i wsp. (2001)
Liu i wsp. (2003)

BPI (bactericidal/permeability — increasing projein Takahashi i wsp. (2004)

Laktoferryna Cumberbatch i wsp. (2000)
Lizozym Marchini i wsp. (2002)
dermicydyna Schittek i wsp. (2001)
Murakami i wsp. (2004)
RNaza 7 Harder i Schroder (2002)

AMP obecne w komérkach nacieku zapalnego

Katelycydyny Gallo i wsp. (1994)

Marchini i wsp. (2002)
a- defensyny Harwig i wsp. (1994)
Laktoferryna Caccavo i wsp. (2002)
Granulizyna Stenger i wsp. (1998)
Perforyna Stenger i wsp. (1998)
eozynofilowa proteina kationowa/ RNaza 3 Domacheanisksp. (1998a)
eozynofilowa neurotoksyna / RNaza 2 Domachowsked. W1998b)
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AMP obecne w komérkach nacieku zapalnego

regulowane podczas aktywacji, normalne limfocytyrézentowane i

wydzielane (RANTES)

Tang i wsp. (2002)

czynnik ptytkowy 4 (PF-4)

Tang i wsp. (2002)

peptyd 3 aktywujcy tkanle taczrg (CTAP-3)

Tang i wsp. (2002)

podstawowa proteina ptytkowa

Tang i wsp. (2002)

tymozynaB-4 (Tp-4)

Tang i wsp. (2002)

fibrynopeptyd B (FP - B)

Tang i wsp. (2002)

fibrynopeptyd A (FP — A)

Tang i wsp. (2002)

AMP zidentyfikowane jako inhibitory proteinaz

hCAP18/LL-37 prosekwencja

Zaiou i wsp. (2003)

Antyleukoproteaza

Wingens i wsp. (1998)

elafina

Simpson i wsp. (1999)
Meyer — Hoffert i wsp. (2003)

P — cystatyna

Takahashi i wsp. (1994)

cystatyna C

Blankenvoorde i wsp. (1998)

AMP zidentyfikowane jako chemokiny

Psoriazyna

Glaser i wsp. (2001)

monokina indukowana przez IFNEMIG/CXCL9)

Cole i wsp. (2001 a)

proteina 10 kDa indukaga IFN+v (IP-10/CXCL10)

Cole i wsp. (2001 a)

chemoatraktant limf. T indukagy IFN-y (I - TAC/CXCL11)

Cole i wsp. (2001 a)

AMP zidentyfikowane jako neuropeptydy

hormon stymulujcy melanocyty (a- MSH)

Cutuli i wsp. (2000)

substancja P

Kowalska i wsp. (2002)

Bradykinina

Kowalska i wsp. (2002)

Neurotensyna

Kowalska i wsp. (2002)

wazostatyna 1 i chromofungina (chromogranina

A)  dmmski i wsp. (2002)

sekretolityna (chromogranina B)

Tasiemski i wsp 020

proenkefalina A

Tasiemski i wsp. (2002)

Ubiquitina

Kieffer i wsp. (2003)

neuropeptyd Y

Lambert i wsp. (2002)

polipeptyd YY

Lambert i wsp. (2002)

Adrenomedullina

Allaker i wsp. (1999)

AMP zidentyfikowane na podstawie innych funkgciji

peptydy wywodace s¢ z hemoglobiny

Parish i wsp. (2001)

kalprotektyna (MRP8/MRP14)

Sohnle i wsp. (2000)
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AMP zidentyfikowane na podstawie innych funkgciji

lipokalina zwihzana z neutrofilowzelatynaz (NGAL)

Goetz i wsp. (2002)

epidermalny histon H1

Kashima i wsp. (1991)

Mieloperoksydaza

Rosen i Michel (1997)
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2. Cele pracy

1. ldentyfikacja fenotypowa szczepdw Staphylococcus —aureus izolowanych
od pacjentéw z czyraczigia nawrotov.

2. Zastosowanie technik biologii molekularnej (ADSRR&yerprinting, RAPD-PCR
i PFGE) do analizy materialu genetycznego badangztzepdéw Staphylococcus
aureus

3. Poszukiwanie nowych metod terapeutycznych altewraggh dla konwencjonalnej

antybiotykoterapii w czyraczioi nawrotowej.
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3. Materiaty i metody

3.1. lzolaty Staphylococcus aureus

Kolekcja 81 szczepovstaphylococcus aureusostata uzyskana od 48 chorych:
25 kobiet i 23 mzczyzn z czyraczri@ia nawrotows i czionkéw ich rodzin (8 osob)
zgtaszagcych sg do Kliniki Dermatologii, Wenerologii i AlergologihMG oraz Zaktadu
Mikrobiologii Klinicznej SPSK1 w Gdasku w okresie od 01.01.2001 do 31.12.2003 roku
(w sumie 56 o0soOb). W badanej grupie bylo 9 przypadkczyracznéci rodzinnej
(o czyracznéci rodzinnej méwimy, gdy co najmniej 2 cztonkow eady cierpi z powodu
choroby). W dwdch rodzinach wykwity wyslity w tym samym czasie podczas gdy
w pozostatych siedmiu choroba pojawiatae¢ siw rdznych odstipach czasu
u poszczegolnych domownikow. W badaniach wykorzystaszczep referencyjny
Staphylococcus aureuSTCC 29213. Od wszystkich chorych pobierano wymazosa,
gardta oraz aspiraty z czyrakéw natomiast od czenkch rodzin wymazy z nosa
i z gardta. Niestety nie udatogsztbad@ kolonizacji rodzinnej u ponad 50% chorych gdy
pacjenci nie wyrazili céci stawienia & na badania. Grup kontrolm stanowito
30 studentow IV roku medycyny od ktérych pobranonayy z nosa i z gardta.

Wiek pacjentéw: od 3 do 97 latrédnia wieku 34 lata i 7 miegy), (tab. 5). Czas
trwania choroby w badanej grupie wynosit od 4 miesido 18 lat. U wszystkich
pacjentow wykono badania podstawowe: morfadogkrwi z rozmazem, OB.,

transaminazy, poziom glukozy, mocznik, kreatgromaz badanie ogélne moczu.

Tab. 5. Czas trwania choroby w badanej grupie pa@ye

Czas trwania choroby Liczba chorych
3 miesice — 11 miescy 10
12 miesecy — 3 lata 25
4 -6 lat 9
> 7 lat 4
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Identyfikacji Staphylococcus aurea®konano na podstawie:
* morfologii kolonii i rodzaju hemolizy (ryc. 6)
e preparatu barwionego metpGrama (ryc. 7 i 8)

» produkcji katalazy i koagulazy (ryc. 9)

» rozktadu mannitolu w warunkach tlenowych i beztlegoh

Ryc. 7 i 8.Staphylococcus aurews barwieniu Grama, po lewej poskiszenie 800x, po prawej
1600x.

Ryc. 9. Po lewej stronie szkietka: kontrola ujemipa.prawej stronie: rozktad nadtlenku
wodoru w obecn&i gronkowca ztocistego wytwarzagego katalag— widoczne
pecherzyki gazu.
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3.2. Okreslenie lekooporno s$ci badanych szczepow
Staphylococcus aureus

Do badania lekooporsoi wybrano metoel dyfuzyjno - kazkowa w agarze. Polega
ona na rozprowadzeniu zawiesiny bakteryjnej w fiaJologicznej o s¢zeniu 0.5 mF
na paywce Mullera — Hintona Il w ptytce Petriego i aéniu na niej kazkow bibuty
osrednicy 6 mm nasyconych antybiotykami. Antybiotyk/fuhduje promieriicie
do podi@a, tworac gradient sizen. Najwicksza koncentracja antybiotyku wystije
przy brzegach kgka i spada wraz z odledia. W ten sposOb powstgjstrefy
zahamowania wzrostu dla wysianej na padtozawiesiny drobnoustrojow. Miar
oporndgci badanego szczepu bakterii jestednica strefy, na podstawie ktérej
charakteryzuje sidrobnoustroj jako wrdiwy, srednio wraliwy czy oporny (ryc. 10).
Do oceny lekoopornei badanych szczepoBtaphylococcus aurewgybrano nasfpujace
antybiotyki: penicylig, oksacylir, doksycyklire, erytromycyr, klindamycyn,
chloramfenikol i ciprofloksacyn

é.'quw_u\s;

Ryc. 10. Antybiogram na podta Muller - Hintona Il.

Po umieszczeniu kzkdéw z antybiotykiem na agarze przechowywano piyptizez
30 min w temperaturze pokojowej, a rgstie inkubowano w cieplarce w 37°C przez 18
godzin. Nastpnie dokonywano pomiaru strefy zahamowania wzrdslaterii wokot

krazkow (w mm).
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3.3. Typowanie bakteriofagowe szczepéw
Staphylococcus aureus

Bakteriofagi g to wirusy bakteryjne, ktore zakaja wrazliwe bakterie i powoduj
ich smier¢. Bakteriofagi podzielono na dwie z®I grupy: fagi zjadliwe, powodage
zawsze liz zakaonej komorki z rébwnoczesnym wydostawaniera db otaczajcego
srodowiska nowych csteczek fagowych, oraz fagi tagodne, ktore po wigikn
do wraliwej komorki bakteryjnej nie namuaja sie. Kwas dezoksyrybonukleinowy faga
zaczepia s na chromosomie bakterii. Proces reduplikacjiasteczek faga jest
zahamowany. Zjawisko praygia i zaczepienia sikwasu nukleinowego faga w komérce
bakteryjnej nazywa ei lizogeni, czyli zdolngcia komorki do rozpuszczenia ¢si
po zadziataniu czynnikow, np. promieni nadfiolet@odblokowujcych syntez faga.

Ryc. 11. Przykiad typowania fagowego.

Metoda ta jest cennym nadziem w badaniach epidemiologicznych.
Na powierzchng podtaza, na ktore jednolicie rozprowadzono uprzednio gotgwan,
hodowk okreslonego szczepu gronkowca, posiewa® 1 kropli zawiesiny zawiergjej
odpowiedniego faga typagego. W celu wytypowania szczepu wysiewagd podobnie
jak w przypadku antybiogramow na gywke stah, a nasipnie nakrapla si rézne
bakteriofagi. W miejscach, w ktérych bakterie zbsteaatakowane przez fagi powstaje

liza. Wedtug schematu lizy gronkowce ma podziek na grupy fagowe.
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3.4.

Metody biologii molekularnej zastosowane
w analizie szczepow Staphylococcus aureus

3.4.1. lzolacja genomowego DNA

DNA:

I technika ADSRRS-fingerprinting

Genomowe DNAStaphylococcus aureusozyskano na drodze izolacji zgodnie

z procedus zahczary do zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology, Pol3ka

Materiaty:

hodowle bakteryjne-szczepy klinicz8¢aphylococcus aureus
bufor lizujacy LT

bufor ptucacy

roztwor proteinazy K

lizostafyna

lizozym

bufor Tris (10 mM, pH=8.0)

Aparatura, drobny sprzet laboratoryjny:

wirdwka

pipety automatyczne

cieplarka 37C

termoblok 78C

prébéwki eppendorfa

tipsy

kolumny ze zigem krzemionkowym

worteks

Procedura wykonania (na podstawie protokotu Genomidlini A&A Biotechnology):

Zebra szczepy bakteryjne z ptytki za pomgatowego tipsa i zawiesiw 100puL
10 mM Tris-HCI

Doda 20 uL lizostafyny oraz lizozym na kKméwce tipsa. Wymieszacatas¢
i inkubowa 60 minut w temperaturze 32

Doda 200pL uniwersalnego buforu lizagego LT oraz 2QiL Proteinazy K
Przenié¢ probke do 75C — termobloku i inkubowaprzez 5 min.
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* Intensywnie worteksowaprobke przez 20 sekund i wirowaprzez 3 min. przy
10-12 RPM.

e Pobr& supernatant i nani€ na mikrokolume do oczyszczania genomowego
DNA. Wirowa¢ przez 1 min. przy 10-12 tys. RPM.

*  Wyja¢ mikrokolumny wraz z prébkami i dodado kolumny 500uL buforu
ptuczacego. Wirowa przez 1 min. przy 10-12 RPM.

* Przenié¢ mikrokolumny do nowej probowki 1.5 ml i dod&800 uL buforu
lizujacego. Wirowa przez 2 min. przy 10-12 tys. RPM.

* Umiesci¢ osuszon mikrokolumre w nowej probéwce 1.5 ml i dodanie do zo
znajdupcego st na dnie kolumny 10QL buforu elucyjnego (10 mM Tris-HCI)
ogrzanego w termobloku do temp.°Z5

* Inkubow& prébki przez 5 min. w temperaturze pokojowej. Wiad przez 1 min.
przy 10-12 tys. RPM. Usuat kolumny i pozostawi oczyszczone DNA

znajdupce s¢ w prébéwce do dalszych analiz.

Zasada izolacji

Zaproponowana procedura izolacji genomowego DNAer@pse na zdolnéciach
DNA do wiazania st do specjalnie spreparowanych zt&rzemionkowych. DNA
przechodzc przez zige osiada na nim, w przeciwigwie do zanieczyszcaamateriatu
genetycznego, ktorey siezwihzywalne ze ztgem. Whzanie DNA nasfpuje w wysokich
stezeniach soli chalotropowych.

Sole chalotropowe obok detergentéw niejonowych wehow skiad buforu
lizujacego LT.

Dodatkowo liz komoérek wspomaga enzym o édavosciach proteolitycznych-
proteinaza K, ktory powoduje degradacjszystkich biatek eksprymowanych przez

komorke bakterii.

3.4.1.1. Elektroforeza agarozowa

Elektroforeza w zelu agarozowym jest technik stuzaca do rozdzielania,
identyfikacji oraz oczyszczania #ich fragmentow DNA. Rozdziat ggteczek wzelu
zachodzi pod wptywem przeptywugolu elektrycznego i polega nazrdcach w migracji

bioczsteczek réniacych s¢ mag czasteczkova.
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W celu wizualizacji wynikow (do barwienia gakéw DNA w zelu) uzywamy
roztworu bromku etydyny o gteniu 5 pL/ml dodawanego przed wylaniemalu na
plytke.

Bromek etydyny jest zwrzkiem interkalujacym pomdzy pary zasad w kwasie
nukleinowym, a jego wkziwosci fluorescencyjne pozwalgj na wykrycie nawet
kilkudzieskciu ng DNA wzelu, przy ayciu lampy UV.

Uwaga! Bromek etydyny jest silnym mutagenem. Kgpalstosowa rekawiczki
gumowe i unika bezpdredniego kontaktu zwkku ze skdi.

W celu sprawdzenia efektywfm izolacji genomowego DNA bakterii produkty
izolacji rozdzielamy metadelektroforezy agarozowej. Stosujemy ¥ agarozowy, a

elektroforez prowadzimy zgodnie z przedstawioprocedus.

Materiaty:
* materiat genetyczny — genomowe DMaphylococcus aureus
e agaroza (Sigma, USA)
» bufor do elektroforezy ¥ TAE (przygotowano na bazie roztworu 80@AE)
e roztwdr bromku etydyny (5uL/ml)
* bufor do nanoszenia probek (40% roztwdér sacharoayodzie, 0.25% roztwor
biekitu bromofenolowego)

* rekawiczki lateksowe

Aparatura:
« zestaw do elektroforezy agarozowej (aparat, tagiabid, zasilacz)
e transiluminator

* kuchenka mikrofalowa

Procedura wykonania:
* Przygotowa 1% zel agarozowy w buforze XTAE. Agaroz rozpuszczono w
kuchence mikrofalowej doprowadzeajdo pocztku wrzenia.
* Ostudz¢ zel do temp.30°C, dodabromku etydyny, wyl&zel na plytke, wstawe
grzebie.
* Po czasie okoto 20 minut(czas na zastygeizelu) wyja¢ grzebié; wstawt zel
do aparatu do elektroforezy.

* Napelnt aparat buforem-T'AE do wysokdci 5mm nad powierzchatzelu
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* Do prébek DNA doda buforu do nanoszenia, zmiegzaimigci¢ za pomosg
pipety automatycznej w studzienkaaiu.

* Wiaczy¢ zasilanie ze stabilizatoragolu do aparatu do elektroforezy (60V).

» Elektroforez zakaczy¢ wytaczapc zasilanie, gdy barwnik agjnie przeciwlegty

konieczelu,podwietli¢ zel lamp UV i obserwowa powstate pgzki DNA.

3.4.1.2. Trawienie restrykcyjne genomowego DNA

Materiaty:
* materiat genetyczny- DNA genomov&aphylococcus aureus
» Bufor SH do trawienia (SIGMA)
* endonukleazXbal (SIGMA)
* endonukleaz8amHI (SIGMA)

Aparatura i sprzet laboratoryjny:
» Pipety automatyczne
e Tipsy
* Prébéwki eppendorfa
» Cieplarka 37C

Uwagi do reakcji trawienia
Bufor SH jest rekomendowanym przez fgr8IGMA buforem do trawienia DNA

przy wyciu restryktazyXbal.

Skfad buforu SH:
¢ 50mM Tris-HCI
e 100 mM NaCL

10 mM MgCh
« 1mM ditiotreitol
e pH75

Bufor SH stwarza dobre warunki buforowe dla trawaemestryktaza BamHI.
SIGMA gwarantuje 50%wydajsé trawienia. Dztki temu trawienie enzymanBanHl
i Xba mozna przeprowadzi jednoczénie, unikagc koniecznéci przygotowywania

osobnych reakcji trawienia i etapu precypitacjitgawieniu pierwsz z restryktaz.
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Procedura:
W probowce eppendorfa przygotowujemy mieszanimczynnikéw do reakcji

trawienia o poriszym sktadzie:

Odczynnik llo$¢ na 1 préb e trawienia [ pL]
TE 2
Bufor SH 2
EnzymXbal 0.5
EnzymBanH| 0.5
Przygotowujemy mastermix proporcjonalnie dggio
prébek DN/

Z przygotowanego mieszaniny pobieramy ppgd 5L mieszaniny i przenosimy
do nowych prébéwek eppendorfa, oznaczonych kolejmoerami szczepow. Do k@dej z
nich dodajemy po 2L genomowego DNAStaphylococcus aureus.

Trawienie prowadzimy przez 2 godziny w temperat87Z& w obgtosci koncowej

25 pL/proékbe.

TE
Bufor SH
Enzym Xbal
Enzym BamHI
L SuL

T 1

20H,L 2OML 2OH,L e
DNA genomowe odpowiednich szczepow

Ryc. 12. Reakcja trawienia DNA
W wyniku zastosowania trawienia enzymaxiial i BanH| uzyskujemy trojakiego

rodzaju produkty. EnzynXbd o sekwencji rozpoznania

5 TICTAGA 3
3'AGATG/T &’
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jest enzymem rzadkod4aym (RT).
EnzymBam Hljest széstkowym enzymemesto tracym (CT) w obgbie genomu
Staphylococcus aureusla on nasfpujaca sekwengj rozpoznania:

5'G/GATCC 3
3’ CCTAG/G ¥’

W wyniku trawienia tymi enzymami powssaprodukty o ranych dtugdciach i
zréznicowanych lepkich kacach.

3.4.1.3. Precypitacja po trawieniu

Materiaty:
* Produkty trawienia enzymatycznego genomowego DBtAphylococcus aureus
restryktazamiXbd i BanHI
» Etanol 96%
* Etanol 70%
* Glikogen
» 3M octan sodu

* Woda jatowa

Aparatura, sprzet laboratoryjny
* pipety automatyczne
o zamraarka
o tipsy
e wirdwka
Przebieg precypitaciji

Po zakaczeniu reakcji trawienia restrykcyjnego uzupetniapmgbke 175 puL TE.
Kolejno produkty reakcji poddajemy reakcji precwgii, w celu zagszczenia
potrawionego DNA w probce.

W tym celu do kadej probowki z produktami trawienia dodajemwyl2 glikogenu-
wzmacniacza precypitacji, 1/10 gtgsci probki wyjciowej 3M roztworu octanu sodu-
20uL, oraz 96% alkohol etylowy w ofgjosci rownej 2 obgtoscia probki do precypitaciji-
czyli 400 pL. Po wymieszaniu probek, w celu stworzenia jeddosp mieszaniny do

precypitacji, wktadamy je do zansanika o temp. -20C 2 godziny.
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Nastpnie probéwki wirujemy przez 15 minut przy 12 tyBPM. Zlewamy
supernatant i osad przemywamy 30070% etanolu. Wirujemy prébki kolejne 10 minut
przy obrotach 12 tys. RPM.

Po wirowaniu zlewamy supernatant i osad suszymgmpt pokojowe].

Po wysuszeniu, osad zawieszamy w20wody jatowej- otrzymujc w ten sposob

prébki przygotowane do reakcji ligacji z adaptorami

Uwagi do precypitacji:
Precypitag prowadzimy przez 2 h w temp —2G, ma@emy je take precypitywé
w zamraarce przez catnoc, lub tylko 10 minut umieszcaaj probéwki w suchym

lodzie.

3.4.1.4. Reakcja ligacji

Materiaty:
Sprecypitowane produkty trawienia enzymatycznegonogmwego DNA

Staphylococcus aureusstryktazamKba i BanHl

Oligonukleotydy:
* Xbal pomshort
* bisshort
* BanHIpomlong
e primerlong
» Ligaza faga T4 (firmy Fermentas)

« Bufor do ligazy (firmy Fermentas)

Aparatura:
*  Wiréwka
» Pipety automatyczne
» Cieplarka 37C
» Termoblok 90C

Przygotowanie adaptorow do reakcji ligacji
Adaptory short i long do reakcji ligacji przygotohémy hybrydyzugc ze soh

odpowiednie oligonukleotydy wedtug paskej tabeli:
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o4
OLIGONUKLEOTYD OLIGONUKLEOTYD E
POMOCNICZY LIGOWANY <D(
<
ENZYM | g g g
RESTRYK| ¥ Sekwencja N Sekwencja N
-CYJNY < =z <

5

S -
@ ) b=
Xbal | § | B5CTAGGTCGACGTT | § 5CCTTCATCCACCAACGTCGAC 2
% el

o]

<

(@)]

C

o
BamHI g 5’ GATCCGTCGACCACGTT £ 5GGATGGTAGACGAAGGAACGCC 2
%‘ TCCTTCCTGTCTACCATCC ® GTTGTCGACG S

1]

o

Hybrydyzacja oligonukleotydow do postaci adaptoest jmaliwa dzigki ich
specjalnie zaprojektowanej sekwencji.

W skiad kadego z adaptorow wchodzi oligonukleotyd pomocni(zgmlong lub
pomshort), ktory w etapie ligacji do trawionego D dAnomowego, pomaga haaganie
si¢ wiasciwego oligonukleotydu, tzw. oligonukleotydu ligomego (bisshort lub liglong)
lepkich kaicéw pozostawionych po trawieniu restryktazami néryeg.

Dzicki komplementarnéci oligonukleotydéw zawsze pomlong hybrydyzuje
z liglong, a pomshort z bisshort.

Otrzymanie adaptoréw polega na spozeniu réwnomolowych mieszanin
odpowiednich oligonukleotydow w wodzie. Mieszanitakie inbkubuje s w 90°C
przez 1 minut, a nastpnie chtodzi przez kolejne 10 minut w temperatyrakojowe].

W naszym déwiadczeniu przygotowujemy po 5QL adaptora short i long

mieszagc odpowiednio:
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SuL oligonukleotydu Xbalpomshort
SuL oligonukletotydu bisshort ,:> short adaptor

40uL wody

5uL oligonukleotydu liglong
5uL oligonukletotydu BamHIpomlong ‘::> long adaptor

40uL wody
Ryc. 13. Reakcja otrzymywania adaptoréw

Reakcja ligaciji
Reakcg ligacji prowadzimy w probowkach eppendorfa zawaggz osad

po precypitacji w olgtosci 20 UL sporzdzonego masterimixu do ligaciji.

skladnik llos¢ na 1 préb e ligacji [ pL]
Woda 13
bufor do ligazy 2
Adaptor long 2
Adaptor short 2
Ligaza 1

Ligacje prowadzimy w temperaturze pokojowej, tj. okotd ZX) przez 1.5 h.

3.4.1.5. Precypitacja po ligacji

Materiaty
e lzopropanol
* 3M octan sodu
» Etanol 70%
* Bufor TE

* Produkty ligacji trawionego DNA z adaptorami

Aparatura:
* Pipety automatyczne
e Wiréwka
Przebieg precypitaciji:
Do probowek z mieszaninligacyjma dodajemy bufor TE rozciezapc proke

do obgtosci 100 pL. Precypitacg prowadzimy z zastosowaniem réwnej @bjci
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alkoholu izopropylowego i obeckd wzmacniacza precypitacji-3M octanu sodu végio

1/10 préby. Probki inkubujemy w temperaturze polegp przez 10 min. Nagbnie

prébéwki wirujemy przez 10 minut przy 12 tys. RPMlewamy supernatant i osad

przemywamy 20QuL 70% etanolu. Wirujemy prébki kolejne 10 minut prabrotach

12 tys. RPM. Osad suszymy w temp. pokojowej¢pase rozpuszczamy w TE (20.).

3.4.1.6.

Reakcja PCR

Aparatura

Termocykler(Perkin- EImer GENEMAMP®PCR SYSTEM 2004)

Cienkascienne probowki do PCR (0.1 ml)

Pipety automatyczne
Tipsy
Worteks

Materiaty i wykonanie mastermixu

Préby do reakcji PCR przygotowujemy w specjalnyabbpwkach do ktérych

rozporcjowujemy mastermix, przygotowany w r@asijacych proporcjach:

Sktadnik llos€ [uL] na 1 préb e
Mieszanina ligacyjna 4
Woda do reakcji PCR 32.8
Bufor do reakcji PCR 5
dNTPs 5
Polimeraza DNAtermostabilna 0.3
Starter bissshort 0.5
Starter primelong 0.5

Do kazdej probowki przenosimy po 4@L mieszaniny reakcyjnej i dodajemy

po 4L odpowiedniej mieszaniny ligacyjnej.

Reakcg PCR przeprowadzamy zatem w gbgci proby 50uL, w termocyklerze,

zgodnie z nagpujacym profilem termicznym:

Temperatura [ °C] Czas [s] llo $¢€ cykli
94 300
72 300 prePCR
94 300

44



Temperatura [ °C] Czas [s] llo $¢€ cykli
94 30
60 30 20 cyin
72 90
72 420
4 )

W reakcji teywamy starterow o steniu 100uL i nastpujacych sekwencjach:

Bisshort5" CCTTCATCCACCAACGTCGAC
Primelongs” GGATGGTAGACGAAGGAACGC

3.4.1.7. Elektroforeza poliakrylamidowa

W celu rozdzielenia produktow reakcji PCR stosujeteghnile elektroforezy
poliakrylamidowej.

Jest to metoda do rozdziatu i analizy matych fragide DNA, o wielkaci
do 1000 pz.

Zel poliakrylamidowy powstaje przez polimeryzacjermomeréw akrylamidowych
w dilugie tarcuchy. G one nasfpnie kowalencyjnie zvgzywane przez N,N’-metyleno-
bisakrylamid. Polimeryzacjaelu inicjowana jest przez wolne rodniki, dostarezgnzez
nadsiarczan amonu i stabilizowane prze TEMED.

Wielkos¢ por w zelu zaley od zawartéci akrylamidow. Zwgkszenie
procentowéci w zelu pocaga za sofh zmniejszenie por. Dlatego naje dobra&
odpowiedni procentowé¢ zelu dla rozdziatu fragmentéw o przewidywanej wigtkio

W przypadku naszej procedury zastososmayi elektroforez poliakrylamidova
w zelu 6%.

Do przygotowania 40 mdelu wzylismy:

e 28 ml wody

e 8 ml 30% roztworu akrylamidow
* 4 ml Buforu 10xTBE

e 300puL 10% nadsiarczanu amonu
« 30uL TEMED-u

Elektroforez prowadzilsmy w aparacie Hoefera, przy negiu 170 V i w czasie
3h. Po zakaczeniu rozdziatuzel barwilismy w kapieli barwhce] — woda z dodatkiem

bromku etydyny, w celu wizualizacji wynikow.
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Wyniki rozdzialu produktow PCR obserwowadiy na transiluminaturze,

podswiattem UV.

3.4.1.8. ODCZYNNIKI - sktady buforéw i roztworéw

Zestaw do izolacji genomowego DNA
* Proteinaza K (20 mg/ml)
* Roztwor LT
e Bufor plucacy
e Bufor TE (na 50 ml - 0.5 ml 0.1 M roztworu Tris10nl 0.5 M roztworu EDTA)

Odczynniki do trawienia restrykcyjnego
e SH bufor (50 mM Tris-Hcl, 100 mM NacCl, 10 mM MgCI2nM DDT, pH=7.5)

* Enzym restrykcyjny Xbal
* Enzym restrykcyjny Bam Hi
* Roztwor TE
Odczynniki do ligaciji
* T4 DNA Ligaza (Fermentas) 5ul/
e 10 x bufor do ligacji (Fermentas) (400 mM Tris-HCI, 160M MgCl,, 100 mM
DTT, 5 mM ATP, pH=7.8)

Odczynniki do reakcji PCR
» Bufor do reakcji PCR 18 stzony (100 mM Tris-HCI pH=8.0 500 mM KClI, 1%
Triton X-100, 20 mM MgGJ)
» Deoksynukleotydy (dATP, dCTP, dGTP, dTP po 2.5 mM)
* Polimeraza Pwo

» Startery

Odczynniki do elektroforezy poliakrylamidowe]
* Bufor 10x TBE (na 500 ml: Kwas borowy - 27.5 g; EDTA - 4.69gis - 54 q)
* Roztwoér bromku etydyny w wodzie ¢genie 5uL/ml)
e 30% roztwor akrylamidowy (akrylamidy 29%: bis-alkagiidy 1%)
* nadsiarczan amonu
« TEMED
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Trawienie genomowego DNAenzymami

Genomowe Xbal,
DNA = BamHI

{ ) Amplifikacja

Supresja Struktura
stabilna

Struktura l

niestabilna
Amplifikacja

Ryc. 14. Technika ADSRRS-fingerprinting.

3.4.2. Technika RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorphic DNA)

Metods ta otrzymujemy wzor ,odcisku palca” d#i dowolnie wybranym
starterom, ktore przytzap sie losowo do jednoniciowej matrycy DNA. To losowe
przylaczanie i amplifikacja umdiwia wykrycie polimorfizmu genetycznego
mikroorganizmow. Wykrywanie produktéow PCR odbywa sa drodze elektroforezy

w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Anajizzdje¢ zeli elektroforetycznych
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mozemy wykong& wizualnie albo cyfrowo, za pom@c specjalistycznego
oprogramowania, w zataeosci od liczby produktéw PCR. Powtarzakdowynikow
RAPD-PCR jest trudna do aginiccia, ale nie niemdiwa. Konieczna jest standaryzacja
postpowania na kadym etapie, tj. stosowanie tej samej metody izoRaBJA, uzywanie
podobnej iléci badanego DNA w PCR, zastosowanie takich samwgctii pdczynnikéw,
polimerazy DNA i takiego samego termocyklera. ggzitemu osagamy zadawalaga
powtarzalné¢ w obrbie jednego laboratorium. Powtarzaléamigdzylaboratoryjna tej
metody nie jest praktycznie mava [97].

Amplifikacje przeprowadzono z 1 pL DNA w koowej obgtosci 25 pL.
Mieszanina reakcyjna zawierata 2.5 puL buforu regleryo (Finnzymes Inc., Espoo,
Finland), 1.5 uL dNTP, 1 uL startera 5’- AAG AGC GT — 3’ (RAPD Analysis Primer
Set, Pharmacia Biotech) i 19 pL wody. Zastosowandé (L polimerazy DNA
DyNAzyme Il (Finnzymes) Zhermus brockianudJstalono nagpujacy profil termiczno
— czasowy reakcji: 2 min w 94°C, 5 cykli — 30s ww@45 min w 30°C, 1 min w 72°C,
a dalej 25 cykli — 30s w 94°C, 1 min w 30°C, 1 mirv2°C. Amplifikacg konczy ostatni
cykl trwajacy 5 min w 72°C. Wywano termocyklera Biometra T1. Produkty PCR
rozdzielono elektroforetycznie w 1%&lu agarozowym (1 g z 99 ml 1xTBE) (10xTBE —
pH 8.0 — 10.8 Tris, 5.5g kwasu borowego, 4 ml 0.HATA, pH 8.0), barwiono
bromkiem etydyny i fotografowano stosgjtransiluminator UV. Ji badane izolaty
mialy jednakowe wzory elektroforetyczne zamplifimego DNA uznawano
je za naleace do tego samego klonu. Gdy wyxiwaly niewielkie rénice (2-3 p#zki)
uwazano izolaty za spokrewnione. W celu standaryzaspystkie reakcje RAPD — PCR
przeprowadzono w jednym termocyklerze, postagsk ta sana parta polimerazy DNA
i odczynnikéw. Przeprowadzono jednogizie PCR dla kilkudziesciu izolatéw, by méc
poréwna wzory elektroforetyczne uzyskane w tym samym ezaddziki temu,
ze Wigkszai¢ izolatow zostata przebadana kilkakrotnie i viemgch ods¢pach czasowych,
uzyskano pewnig co do powtarzalri@i otrzymanego typowania. W poréwnaniu
z RAPD — PCR technika ADSRRS-fingerprinting chagaktuje s¢ znacznie wiksz
powtarzalnécia wynikow i wieksz sita roznicujaca.
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3.4.3. Elektroforeza pulsacyjna
fragmentow restrykcyjnych — PFGE

Metody referencyjm w wigkszaci dochodzé epidemiologicznych jest PFGE,
polegajca na rozdzielaniu w zmiennym polu elektrycznynzydin fragmentow DNA
uzyskanych dzki trawieniu chromosomu bakteryjnego rzadkacymi enzymami
restrykcyjnymi. Zaletami tej metody jest wysoka parzalnd¢ i dobry potencjat
roznicujacy, a wadami drogi spez, duzy stopier skomplikowania i czas trwania nawet
do 7 dni. 1zolacja DNA i trawienie restryktazamibysva s¢ w bloczkach agarozowych
co zabezpiecza chromosom bakteryjny przed fragropntdechnik t¢ zastosowano
do typowania szczepdéw Staphylococcus aureusizolowanych od pacjentdow
z czyracznécia rodzinp w celu potwierdzenia wynikéw otrzymanych technikam
ADSRRS-fingerprinting i RAPD-PCR.

Pojedyncz kolonie przenoszono do bulionu LB i inkubowano przez noc
w temperaturze 37°C. Komoérki wirowano i zawieszanduforze TE [136]. Do takiej
zawiesiny dodawano buforu EC (6 mM Tris-HCIl, 1 M@al00 mM EDTA, 0.5%
Brij 58, 0.2% deoksycholan sodu, 0.5% sarkozyl) tynpej agarozy o obnonej
temperaturze topnienia w celu otrzymania bloczk@arazowych. Bloczki umieszczano
w buforze lizupcym (bufor EC z 10 mg/ml RNazyA i lizozymem - 12506/50 ml)

i inkubowano przez 16 h, w 37°C. Ngstie bloczki agarozowe inkubowano w roztworze
proteinazy K (20 mg/ml) przez noc, w 50°C. Nasiego dnia bloczki oczyszczano
w buforze ptucacym TE, cztery razy po 60 min. Trawienie enzymerstrggcyjnym
Xbd (SIGMA), w ilosci 25u (170 pL H20, 30 pL buforu Yellow Tango i R gnzymu),
przeprowadzano przez noc w 37°C wrtiawodnej. Bloczki nagpnie umieszczano na
grzebieniu do elektroforezy i przyklejano agarar obnizonej temperaturze topnienia.
Tak przymocowane bloczki, razem z grzebieniem, waih® agarox by otrzyma
wiasciwy zel. Fragmenty DNA rozdzielano elektroforetyczniépssipc zmienne pole
elektryczne (pulsacyjne) w aparacie CHEF DRIl (BadR CA, USA), w 1%zelu
agarozowym, przy nagiu 6V/cm i pulsie 1 do 30s przez 28h. Wyniki anaWano
wizualnie wg kryteridbw Tenover po barwieniu DNA bmkiem etydyny [146].
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3.5. Oznaczanie wra zliwo $ci szczepow Staphylococcus
aureus w stosunku do naturalnych peptydow
antybakteryjnych

3.5.1. Peptydy

Kationowy peptyd LL-37 0 sekwencji aminokwasow
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (MW 4492) zaat
zsyntetyzowany przez Innovagen AB (Lund, Szwecfagystad¢ i masa molekularna
peptydu zostata potwierdzona przez aradigektrala (MALDI. TOF Voyager). Lizozym
uzyskany z biatka jaja kurzego i laktoferryna wy@mana z mleka ludzkiego zostaty
dostarczone przez fign Sigma-Aldrich (St Louis, USA). Ludzka beta defemsy
3 (hBD-3) zostata zsyntetyzowana przez PeproTecliUsA).

3.5.2. Technika radiodyfuzji

Jedna kolonia bakteryjna pobrana z krwawej ptytiarawej zostata umieszczona
w bulionie sojowym (10 ml, TSB) i inkubowana prz&2 godzin w cieplarce w 37°C,
5% CQ.

Technika radiodyfuzji zostata przeprowadzona zgednzasadami podanymi przez
Lehrera i wsp. [82]. Szczep$taphylococcus aureusyly inkubowane do uzyskania
srodkowej fazy wzrostu logarytmicznego w 10 ml w 3¥&B (Becton-Dickinson,
Cockeysville, MD). Mikroorganizmy byly raz ptukane 10 mM Tris, pH 7.4. 4x10
jednostek bakteryjnych twageych kolonie (cfu — colony forming units) dodawado
5ml zelowego podiga agarozowego, skladapgo st z 0.03% TSB,
1% nisko-elektroendoosmotycznej (Low-EEO) agara@igifha, St Louis MO) i 0.02%
Tween 20 (Sigma). Podte to bylo wylewane do ptytek petriegd 85 mm.
Po zastygniciu agarozy wykonano 4 metrednicy rynienki przy pomocy ugdzenia do
biopsji skornych i nanoszono do nichuy& badanego peptydu (laktoferryny, lizozymu
i LL-37 w skzeniu 50 i 100puM), kombinacji peptyd — peptyd fyto wowczas
mieszaniny ztgonej 3 pL lizozymu i 3 pL LL-37 w skzeniu 50 i 100 M),
antybiotykow: erytromycyny, doksycykliny i klindaroyny (w stzeniu 50 i 100uM)
oraz kombinacji peptyd — antybiotyk Awmwajac mieszaniny 3uL antybiotyku i 3L
LL-37 w skzeniu 50 i 100uM). Piytki inkubowano w 37C przez 3 godziny aby
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umazliwi ¢ dyfuzje peptydéw, antybiotykéw i badanych kombinacji pebpeptyd
i peptyd- antybiotyk. Nasgpnie na ptytki z badanymi substancjami wylewanel
skladajcy sk z 6% TSB i 1.0% nisko-elektroendoosmotycznej (LBBEO) agarozy
(Sigma, St Louis MO) rozpuszczonych w wodzie destgnej. Aktywndc¢
antybakteryja badanej substancji oceniano jako stre@hamowania podie wzrostu

wokoét kazdej z rynienek po 18-24 godzinach inkubacji @7

3.5.3. Metoda jednostek tworz acych kolonie
(CFU- Colony Forming Units)

Szczepy Staphylococcus aureusyty inkubowane do uzyskanigrodkowej fazy
wzrostu logarytmicznego w bulionie Todd-Hewitt (THBecton-Dickinson, Cockeysville,
MD). Bakterie byly ptukane i rozchezone w 10 M Tris pH 7.4 zawieggym 5 mM
glukoz. Nastpnie Staphylococcus auregS0 pL; 2x16 bakterii w ml) byt inkubowany
w 37°C przez 2 godziny z lizozymem, LL-37 jak ré@nikombinacy obu peptyddw
w stzeniach od 0.03 to 60 pM. W celu dmowego okrélenia aktywndci
bakteriobdjczej badanych substancji, seryjne r@ozienia inkubowanej mieszaniny byty
wysiewane na plytki petriego z agarem Todd-HewiftH) (Becton-Dickinson,
Cockeysville, MD), nagpnie inkubowane w 37°C przez 18 godzin, po czymol@a byta
liczba jednostek tworrych kolonie (cfu). O aktywrigi bakteriobojczej badanej

substancji bdz mieszaniny substancjwiadczyt brak kolonii bakteryjnych na ptytce.

3.5.4. Metoda jednostek tworz acych kolonie dla oceny
aktywno sci przeciwbakteryjnej hBD3

W przypadku badania weiwosci bakteriobdjczych hBD3 w  stosunku
do Staphylococcus aureysowyzsza metoda zostala nieco zmodyfikowana ze gazgl
na hamujce wiaciwosci niektorych podtay i buforéw w stosunku do badanego peptydu.
SzczepyStaphylococcus aureus/ty inkubowane do uzyskaniodkowe) fazy wzrostu
logarytmicznego w bulionie Todd-Hewitt (TH, Bect@iekinson, Cockeysville, MD).
Bakterie byly ptukane i rozciezone w 10 mM buforze — fosforanie sodu o pH 7.4.
Nastpnie w ilaici 2x10 bakterii/ml inkubowane w 37°C z hBD3 (weséniach
0.25-10pg/ml) przez 3 godziny (3 pL zawiesiny baftej i 12 pL peptydu
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w odpowiednim sgzeniu). Pozostate etapy byly analogiczne jak w ma®wpisanej

powyzej.

3.5.5. Technika frakcjonowanych st ezen hamuj acych

W celu oceny aktywni@i przeciwbakteryjnej kombinacji LL-37 z lizozymem
I erytromycyra zastosowano metedszachownicy [63]. Byto nasgpujacych stzen
badanych substancji (w mg/L): LL-37: 0.125, 0.2%,Q@.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0, 64.0,
128.0; lizozym: 4.0, 8.0, 16.0, 32.0, 64.0, 128ddyitromycyna: 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5,
1.0, 2.0, 4.0. Peptydy zostaly rozmeone w 0.01% kwasie octowym zawigjm 0.2%
wotowej albuminy. Erytromycyna zostata rozpuszczenavodzie destylowanej. zyto
ptytek zawieragcych 96 rynienek o pojemia 200 pL kada. Badane substancje
nanoszono w nagiujacy sposob: 50 pL badanej substancji antybakteryjAej
(nanoszonej wzdiuszeregoéw), 50 pL substancji antybakteryjnej B @saonej wzdta
kolumn) i 10 pL inokulum rozpuszczonego w MHB (lomié Muller — Hintona) (4.6x£0
CFU/ml). Wszystkie eksperymenty powtérzono dwukietriPtytki inkubowano w 37°C
przez 16-20 godzin. Minimalneggenie hamujce (MIC) byto definiowane jako najrsze
stezenie badanej substancji hamug widoczny wzrost bakterii. Minimalne egénie
bakteriobdjcze (MBC) bylo definiowane jako napie st¢zenie badanej substancji
uniemaliwiajace tworzenie Kkolonii po przeniesieniu probki na tkdy agarowg
(po inkubacji 1 pL inokulum z kalej z 96 rynienek byt wysiewany na krwaptytke
agarowg, po czym owe plytki inkubowano przez 24 godziny8wWC). Uzyskane wyniki
zostaly przedstawione jako frakcjonowaneszshie hamujce (FIC index), ktére
wyliczono w nasipujacy sposéb: FIC = [A]/MIG + [B]/MICg, gdzie MIG i MICg
sa minimalnymi s¢zeniami hamujcymi substancji A i B gytymi indywidualnie
natomiast [A] i [B] @ minimalnymi s¢zeniami hamujcymi substancji A i B aytymi w
kombinacji. FIC index rowny 1.Gwiadczy o aktywnéci addytywnej (podwojne
zmniejszenie MIC kadego skitadnika iytej kombinacji), index <0.5swiadczy o
synergizmie, natomiast FIC > 4 obrazuje efekt aomésiyczny.
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4. Wyniki

4.1. Analiza lekooporno $ci badanych izolatéw
Staphylococcus aureus

Wrazliwosci 81 szczepdw Staphylococcus aureusia antybiotyki badano
wykorzystupc penicylire (P), oksacylir (OX), klindamycyr (CC), erytromycyr (E),
doksycyklirg (D) i ciprofloksacyr (CIP). Uzyskane wyniki przedstawionea s
w tabeli nr 6a. W tabeli 6b przedstawiono zakrepprodci szczepow na antybiotyki

(strefy zahamowania wzrostu podane w mm).

Tab. 6a. Strefy zahamowania wzroStaphylococcus auref& mm)uzyskane meted
dyfuzyjno-kmzkowa w agarze.

Nr szczepu P OoX CC E D CIP
1 11 18 29 25 29 24
2 18 20 32 30 19 28
3 18 21 30 31 33 31
4 18 21 18 30 30 30
5 22 18 30 30 30 30
6 16 20 28 26 30 30
7 14 19 24 25 30 32
8 12 23 24 23 26 30
9 19 20 33 30 30 30
10 30 22 29 26 27 30
11 15 21 28 21 26 32
12 10 20 26 21 27 27
13 32 26 30 27 12 30
14 33 24 24 25 12 30
15 20 22 30 30 24 34
16 11 24 27 30 24 27
17 11 20 30 30 30 30
18 13 21 23 24 14 29
19 14 23 6 6 12 32
20 18 20 30 30 12 30
21 19 21 29 30 30 32
22 16 22 30 28 32 30
23 15 21 25 26 27 25
24 16 20 6 6 32 32
25 20 19 6 6 32 32
26 16 18 6 6 15 32

27 17 18 21 ML§ 6 32 31

28 17 19 22 ML§ 6 32 32
29 30 20 30 28 30 31
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Nr szczepu P OoX CC D CIP
30 16 20 30 26 25 31
31 34 21 24 26 27 30
32 32 21 22 24 25 22
33 30 23 33 34 12 30
34 17 20 32 30 30 34
35 15 24 28 30 28 30
36 16 20 29 29 31 33
37 13 21 6 6 12 25
38 15 22 22 ML§ 6 28 32
39 16 21 25 ML§ 6 31 28
40 15 22 32 30 12 30
41 18 21 28 ML§ 6 30 28
42 15 21 28 26 15 33
43 18 20 30 30 32 32
44 12 18 30 27 25 31
45 16 22 30 28 22 32
46 16 20 26 27 30 31
47 15 19 30 28 30 31
48 13 20 30 25 30 30
49 15 19 23 23 30 32
50 14 19 22 24 28 31
51 12 16 25 21 30 32
52 12 18 27 24 27 26
53 11 18 29 25 29 24
54 26 21 27 28 28 24
55 19 21 32 31 21 31
56 18 19 21 ML§ 6 32 32
57 19 18 6 6 16 32
58 12 20 24 23 26 27
59 12 19 24 23 24 29
60 14 18 24 24 25 28
61 15 17 24 24 25 27
62 16 20 29 ML§ 6 12 22
63 18 17 6 6 18 28
64 22 19 24 23 25 30
65 10 18 20 23 25 27
66 14 19 20 21 20 30
67 14 18 23 20 26 30
68 12 20 25 20 24 29
69 30 23 24 23 10 31
70 30 22 23 23 11 28
71 12 20 25 23 20 32
72 26 20 6 6 24 32
73 14 20 30 23 22 26
74 16 20 22 26 22 30
75 32 16 21 23 20 32
76 14 20 22 21 22 30
77 12 16 22 23 10 32
78 13 22 24 23 26 30
79 17 21 28 17 29 29
80 14 20 25 16 18 30
81 14 20 25 16 18 30
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Tab. 6b. Wraliwoé¢ szczepow na antybiotyki.

Antybiotyki oporny $rednio wra zliwy wra zliwy
P poniej 28 powyej 29
OX poniej 9 pomedzy 10 — 13 powsej 21
CC ponkej 14 pomgdzy 10 - 20 powsej 21
E poniej 13 pom¢dzy 14 - 22 powyej 23
D poniej 12 pomgdzy 13 - 17 powsej 18
CIP poniej 15 pomgdzy 16 - 20 powsej 21
MLSg szczep oporny na makrolidy, linkozamidy i strepsoginy B

Wszystkie badane szczepy okazatywsiazliwe na oksacylin, coswiadczy o braku
szczepow metycylinoopornych (MRSA) w badanej grupMajbardziej aktywnym
antybiotykiem wobec badanych izolatéw byta ciprkflacyna — nie byto ani jednego
szczepu wykazggego oporng w stosunku do tego antybiotyku.

Na podstawie wzoru lekooporsm wyodrbniono 10 fenotypow spgood 81

badanych szczepow, ktére przedstawiono w tabéli nr

Tab. 7. Fenotypptaphylococcus aurewgyodrebnione na podstawie wzordw lekoopodcio

Fenotyp Wz6r lekooporno  sci Liczba szczepéw
WW 5
P op 40
D op
P op D op
P op D sw
P op E sw
P op CC sw
P op E op CC op
PopEop CCopDop
P op Eop CCopD sw

Rl wloo[Nw|9

N W|lo

S@m\lmmwaH

Skréty: WW — szczep wielowzbwy (wykazujacy wrazliwos$é na wszystkie testowane
antybiotyki); op — szczep oporny; sw — szcgzegmnio wraliwy.

Najczsciej obserwowanym wzorem opodwd byt fenotyp nr 2 (oporny
na penicylim i wrazliwy w stosunku do pozostatych testowanych antytkow),
stwierdzony dla 48% badanych szczepow.

W przypadku identyfikacji fenotypu oporim na makrolidy i linkozamidy
u Staphylococcus aureusalezy ocené czy jest to oporng konstytutywna czy
indukcyjna. Jeeli badany szczep jest wiavy na erytromycye a oporny
na klindamycyn nie powinno si stosowa linkozamidow. W przypadku gdy
analizowany szczep jest oporny na erytromyciklindamycyrge mowimy o opornéci
MLSg konstytutywnej, ktora uniembwia zastosowanie w teraphadnych makrolidow

czy linkozamidow. W sytuacji, gdy analizowany sztzest oporny na erytromycgn
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a wrzliwy na klindamycyr ale obserwujemy sptaszczenie strefy zahamowaniasiwe
mowimy o opornéci MLSg indukcyjnej, ktéra réwnie wyklucza zastosowanie
makrolidow i linkozamidoéw (wytyczne zawarte Miikrobiologia Medycyna nr 3 (40)
2004. W badanej puli 81 szczepéw opostoMLSg indukcyjma stwierdzono w 7
przypadkach (szczepy nr: 27, 28, 38, 39, 41, 59.i 6

45

40 48%

35

30

25

20

Liczba obs.

15

10

\

6%

%m&%&%m

\3

Ryc. 15. Wystpowanie poszczegodlnych fenotypéw opdmiav badanej puli szczepdw.

W grupie 46 chorych izolaty pochagz z czyraka oraz nosa i/lub gardta
prezentowaly identyczny wzor lekoopokod Tylko u 2 pacjentéw materialy te ardity
sig¢ pod wzgédem wraliwosci na antybiotyki (szczepy nr 75 i 77 oraz 35 i.42)
Interesujgcym wydaje si fakt, ze czas trwania choroby nie wplywal na opatno
badanych izolatéw — szczepy oporne nacej niz dwa testowane antybiotyki izolowane
byly od chorych z krétkim wywiadem chorobowym (3% miesgcy). Natomiast szczepy
wielowrazliwe i oporne na penicylinwysipowaty u pacjentéw choragych rok i dhiej,

a co st z tym whze, przyjmujcych wiksze ilgci antybiotykdw.

Wsrod 81 badanych szczepdédw opornych na penigylbyto 72 (88.9%),
klindamycyrg 15 (18.5%), erytromycynl5 (18.5%), z&na doksycyklig 11 (13.5%).

Szczep referencyjny ATCC 29213 byt oporny na pdimieya wraliwy w stosunku

do pozostatych analizowanych antybiotykdw.
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Ryc. 16. Analiza oporrigi na antybiotyki szczepo®taphyloc rewzyskanych od
grupy kontrolnej.

Grupe kontrolm stanowito 30 studentow IV roku medycyny, od ktdrymobrano
wymazy z nosa i gardta. Nosicielstwo gronkowca iskego stwierdzono u 12 0s6
a oporné¢ uzyskanych szczepdéw przedstawia ryc. 16. Nie eobm&ano na tomiast

szczepow opornych na klindamyeymiprofloksacyr i oksacylire.

4.2. Rezultaty typowania fagowego

Tab.8. Wyniki typowania bakteriofagowego szcze@aphylococcus aureimolowanych
od pacjentéw z czyraczigia hawrotow.

b

Nr szczepu Zestaw fagow podstawowych

2,3,4,5, 8, 16, 23, 33, 34, 35, 36, 3C++

37,42, 54, 55, 58, 59, 60, 61

6, 7,31, 32,43, 56, 62, 69, 70, 72 NT//NT

11,12, 49 NT//95+

13,14,17,64,73,74,76,79,80,81 3C++, 71+

18, 19 29+, 52++, 52A++/53++, 75++, 83A++, 84++77T
lizogenny

22,52 3A+, 3C++

24, 25,27, 28, 29, 41 81+//81++, 75++

20, 44,45, 75 3At, 3C++

21, 46, 47 804, 81++

48, 65, 67 6+, 42E++, 47++, 53+, 83A++, 85++

15, 30, 50, 53, 78 187++

9, 26,51 95++

63, 66, 68 NT//3C++, 71++

1,10,71 55+, 71++

38, 39 6++, 47++, 53++, 83A++, 89++/ 94+, 96++
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Nr szczepu Zestaw fagéw podstawowych

57 53+, 83A+, 89+// 81++, 3C+/42E++, 53++, 83A++889++
77 29++, 52++, 52A++, 79+, 80++, 81++/ 94++, 9596,

40 53++, 75++, 83A++

ATCC 29213 A2E++, 47++, 53++, 77++, 85++, 89++

Objasnienia: ++ silna reakcja, +, + staba reakcja

Tab. 9. Zestawienie grup fagowych analizowanyclkzeaéw bakteryjnych.

Grupa fagowa Szczepy

I 21, 46, 47

Il 1,2,3,4,5, 8,10, 13, 14, 16, 17, 20, 22,23 34, 35, 36, 37, 42, 44, 45,
52, 54, 55, 58, 59, 60, 61, 63, 64, 66, 68, 7174375, 76, 79, 80, 81

Il 40, 48, 65, 67, ATCC 29213

v -

V 9, 26,51

[+I11 18, 19, 24, 25, 27, 28, 29, 41

+V 77

"+v 38, 39

Mieszana 57

Fag dodatkowy 15, 30, 50, 53, 78

Nietypowalna 6,7,11,12, 31, 32, 43, 49, 56,882,70, 72

®b

dddddd
mieszana

Ryc. 17. Typy fagowe wysgpujace w puli badanych szczep@taphylococcus aureus.

Na podstawie uzyskanych wynikow typowania baktegoivego mana stwierdz,
ze W puli badanych szczepow dominuje |l grupa fagowi@ra stwierdzono u 41
szczepOw. 13 analizowanych szczepow nie poddado tygpowaniu przy pomocy
standardowego zestawu fagéw. | gfdi@agows stwierdzono w 3 przypadkach, Il grup

5 przypadkach (wznie ze szczepem referencyjnym), V w kolejnycm&omiast tzw.
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4.4. Rodzinne wyst epowanie czyraczno sci w srod
pacjentOw z czyraczno $cig nawrotow g

W badanej grupie 56 0sOb znalazi@ € rodzin z czyraczrigia nawrotovg
w wywiadzie. W 5 rodzinach zmiany skérne wymiwaly u 2 czionkéw rodziny,
w 3 rodzinach u 3 cztonkéw a w jednej z rodzin wzonkéw rodziny. Tylko w 2
rodzinach zmiany wysgpowaty u dwoch ich cztonkéw jednoczee w dniu zgtoszenia si
na badanie. W pozostatych siedmiu rodzinach zmpojgwialy s¢ u poszczegoélnych
cztonkobw w r@nym czasie, w odgpach od 1.5 miesta do 8 miegscy. W dwoch

obserwowanych rodzinach czyraki nawracaty od Jtatinio 2 razy w roku.

4.5. Badanie zale znosci mi edzy czasem trwania choroby
a oporno scig na antybiotyki i fagotypem
u pacjentow indywidualnych i chorych
Z czyraczno scig rodzinn g

Na podstawie testu U Manna-Whitneya (p=0.6) nieiestizono ra@nic w czasie
trwania choroby midzy chorymi ze stwierdzanrodzinm czyracznécia i u pacjentéw
indywidualnych z czyraczr$oia przewlekh.

12

10

czas trwania w latach

2 u] u]
0
O Mediana
-2 - [ 25%-75%
tak nie T Min.-Maks.

rodzinna czyraczno$¢

Ryc. 19. Wykres przedstawia braknic statystycznych mdzy czasem trwania choroby
(w latach) u pacjentéw indywidualnych i pacjentéwzyracznécia rodzinra.
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Ponizszy wykres (ryc. 20) przedstawia brak zal&ci migdzy czasem trwania
choroby (w latach) a oporécia na antybiotyki wyliczony przy pomocy testu Kruskal
Wallisa:

H (4, N=81) =14.20106 p = 0.0067

; 1
- o
S 4
8
2
E T [a] 1
g L
H
@
8 2 u} o
1 =}
L \T 1
0 p
o Srednia
-1 [ Srednia+Btad std
0 1 2 3 4 T Srednia+Odch.std

lekoopornos¢ ile

Ryc. 20. Wykres przedstawia brak wpltywu czasu tiev@horoby na oporr$é na antybiotyki
izolowanych szczep6Btaphylococcus aureiisa osi X 0 oznacza szczep
wielowrazliwy (WW), 1- oporny na 1 antybiotyk, 2- oporny Baantybiotyki, 3- oporny
na 3 antybiotyki i 4 — oporny na 4 antybiotyki).

14

12

o

czas trwania w latach
(o2}

n
—
,
»

0 Srednia
-2 [ SredniatBtad std
1 1l v \ Vil \Y| IX Vi T Srednia+Odch.std
nr rodziny

Ryc. 21. Wykres przedstawia czas trwania chorolposzczegolnych rodzinach (I-1X)
Z czyracznécia przewlekh (Test Kruskala-Wallisa: H (8, N= 33) =18.08014
p = 0.0206).

61



4.6. Wyniki uzyskane przy pomocy metod genetycznych

Genotypowaniu za pomactechnik ADSRRS - fingerprinting, RAPD — PCR
i PFGE poddano odpowiednio 81, 40 i 13 izolatowd$tawows metod, typowania byt
ADSRRS - fingerprinting, a dla potwierdzenia otramach wynikdéw zastosowano dwie

kolejne metody.

Tab. 10. Zestawienie genotypow uzyskanych przy pgnechniki ADSRRS — fingerprinting
i odpowiadaicych im szczepdévtaphylococcus aureus

Genotyp Nr szczepu

A 10, 11,12

B 20, 38, 39

C 6,8, 75

D 32,21

E 3, 57, 58, 59, 60
F 13, 14,15, 27,42,45, 77
G 17, 80

H 33,70

| 69, 74

J 81

K 73,76, 79

L 5

M 19, 31

N 2

O 9, 22, 24, 36
P 18, 41, 44, 48, 56
Q 1

R 4, 54, 55, 66, 68
S 7

T 37

U 16, 40

w 78

X 63, 65, 67

Y 71

Z 34, 35
AA 29, 46, 47
AB 49
AC 43, 51
AD 25, 26
AE 52
AF 53

Technika ADSRRS - fingerprinting urdowita rozréznienie 31 genotypdw
oznaczonych od A do AF (tab 10). W przypadku 8 aumh nie uzyskano rozdziatu
elektroforetycznego w 6%zelu poliakrylamidowym umdiwiajacego precyzyjne
okreslenie genotypu. Bt najczstszych genotypow to F (7 izolatow), E, P i R
(po 5 izolatow kady) oraz O (4 izolaty). Szess@e kolejnych genotypéw magych od 2
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do 3 izolatéw, grupowato 39 izolatéw. Pozostategehotypdw byto charakterystycznych

dla pojedynczych izolatow.

M1 M2 3 56 38 39
—

-— A
H-‘ g g
— :
- e '!
— - T

my -

-
—

—
- . - ..-
h ™
- ..--'--; )

Ryc. 22. Przyktadowyel elektroforetyczny wynikdw uzyskanych przy pomaeghniki
ADSRRS - fingerprinting.. Kolumna oznaczona M1 zzraimolekularny marker
wielkosci DNA(501, 489, 404, 331, 242 i 190 pz), natomM&t- molekularny marker
wielkosci (1008, 883, 615, 517, 466 i 396 pz). Numery kaldmnami odpowiadaj
szczeponStaphylococcus aureuSzczepy 38 i 39 reprezenfugn sam genotyp.

W grupie kontrolnej obejmagej 12 szczepow Staphylococcus aureus
wyodrebniono 5 ré@nych genotypow przy pomocy techniki ADSRRS — firpgarting.

Szczep referencyjny ATCC29213 identyfikowany przpmocy tej metody
prezentowat odmienny genotypzngzczepy uzyskane od pacjentéw z czyraéziqo
nawrotows i grupy kontrolne;j.

Wyniki uzyskane przy pomocy techniki RAPD — PCRybybodne w wikszaci
przypadkdéw z otrzymanymi przyzyciu ADSRRS — fingerprinting (przykiadowe zdje
przedstawione jest na ryc. 22). Widaze sita r&nicujaca tej metody jest mniejsza
niz ADSRRS-fingerprinting.
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Ryc. 23. Wyniki uzyskane technilADSRRS — fingerprinting dla dwdéch kolonizacji
(szczepyStaphylococcus aureugyskane odpowiednio ze zmiany skérnej, nosa
i gardfa): | (szczepy 13, 14 i 15) przedstawia tgemnne genotypy w odidieniu
od Il (szczepy 79, 80, 81) reprezentowanej przeag@enotypy oraz rodziny nr X,
w obrebie ktorej kady izolat reprezentuje inny genotyp (szczepy 75,78j.
M2 - molekularny marker wiellszi (1008, 883, 615, 517, 466 i 396 pz).
K- — kontrola ujemna.

Ryc. 24. Przyktadowyel elektroforetyczny wynikow uzyskanych technRAPD - PCR. M2-
molekularny marker wielkiai DNA (1008, 883, 615, 517, 466 i 396 pz), studkierO,
69, 81, 80, 79, 76, 73, 56, 55, 60, 67, 63 odpoafadolatomStaphylococcus aureus.

Do genotypowania wybranych 13 izolatbw uzyskanycld g@acjentow
z czyracznécia rodzinra wykorzystano technik PFGE. Rezultaty uzyskane techniky
zestawiono z wynikami otrzymanymi metoADSRRS — fingerprinting (ryc. 23 i 24)
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i przeanalizowano doktadnie podtém wynikéw uzyskanych przy pomocy metod feno-
i genotypowych w tabeli nr. 11.

Ryc. 25. Przyktadowyel elektroforetyczny wynikéw typowania metpd
ADSRRS-fingerprinting uzyskanych dla czterech radziczyraczngcia rodzinr.
Kolumna oznaczona M1 zawiera molekularny marketkeiei DNA (501, 489, 404,
331, 2421190 pz), K- - kontrola ujemna. Rodzimeprezentyj szczepy 58, 59, 60;
Il — 54, 55, 56; lll- 65, 66, 67, 68 i IV- 76, 734.

Tabela 11 ilustruje przyktadowe zestawienie 13 spowv bakteryjnych uzyskanych
od czionkéw 4 rodzin ze zdiagnozowanzyracznécia. Poréwnano wyniki uzyskane
przy pomocy metod fenotypowych (oznaczanie Awasci na antybiotyki i typowanie
fagowe) i1 genotypowych (identyfikacia DNA bakterggo technikami ADSRRS-
fingerprinting i PFGE).

W jednej spérod prezentowanych czterech rodzin czyraki wyswaty w dniu
badania u dwoéch czionkow rodziny. W pozostalycledie rodzinach aktywne zmiany
skorne wystpowaty u jednego z domownikdw, u pozostatych bytjazie gojenia i nie
udato s¢ uzyska tresci ropnej do badania. Od tych osob pobrano tylkdab&éa w

kierunku nosicielstwa z jamy nosowo — gardtowej.
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Ryc. 26. Przykladowyele elektroforetyczny wynikow typowania PFGE uzyskadla czterech
rodzin z czyracznieia rodzinrg. M- molekularny marker wielkéei fragmentéw DNA
(konkatamery faga, Biodra 170-3635). Rodzn reprezentyj szczepy 58, 59, 60;

Il — 54, 55, 56; llI- 65, 66, 67, 68 IV- 76, 734.

W rodzinie | zmiany skorne wywotywat ten sam szcbagteryjny co potwierdzaj
wszystkie uzyskane wyniki — identyczny wzor lekoopsci, przynalenos¢ do tej samej
grupy fagowej i identyczny genotyp zidentyfikowadwiema niezalenymi metodami.
W rodzinie Il zmiany wywolywaly 2 rine szczepy rhniace s¢ zarébwno wzorem
opornaci jak i grum fagowa (szczep nr 56 nie poddatgstypowaniu przy pomocy
standardowego zestawu fagoéw). Niespodziewanie teghRFGE nie rozrénita tych
szczepoOw (na ryc. 26 szczepy 54, 55 i 56 prezgmndentyczny wzor elektroforetyczny)
podczas gdy naelu uzyskanym przy pomocy techniki ADSRRS-fingamprig r&nica
migdzy szczepem nr 56 a 54 i 55 jest ewidentna.
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Tab. 11. Tabela przedstawia analréwnawcz szczepowstaphylococcus aureimolowanych
od poszczegdlnych cztonkéw 4 rodzin z czyraderporodzinr.
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= O = =
I Pacjent | 58 czyrak P 1 E a
I Pacjent Il 59 czyrak P Il E a
I Pacjent Il 60 nos P Il E a
Il Pacjent | 54 czyrak P Il R b
Il Pacjent Il 55 czyrak P Il R b
Il Pacjent Il 56 nos P, E, CQ NT P b
[l Pacjent Il 65 gardio P, CCsw i X c
[l Pacjent Il 66 czyrak P, Esw Il R b
[l Pacjent | 67 nos P, CCsw i X C
[l Pacjent Il 68 nos P, Esw Il R b
v Pacjent | 74 nos P, Esw I I d
v Pacjent Il 73 czyrak P Il K e
v Pacjent Il 76 gardto P Il K e

W rodzinie Il izolaty uzyskane z gardia i nosa a6ch oséb (szczepy 65 i 67)
prezentuj identyczny fenotyp i genotyp, podczas gdy izolatyskane z czyraka i nosa
(szczepy 66 i 68) przynale rowniez do jednego fenotypu i genotypuzn@go jednak ri
szczep izolowany z nosa.

W rodzinie IV pacjent z aktywnym czyrakiem jest mogsem w nosie tego samego
szczepu, ktory odpowiedzialny byt u niego za zmiskgrne (szczepy 73 i 76), natomiast
drugi czlonek rodziny ma stwierdzone nosicielst®taphylococcus aureus nosie,
ale badany szczep (nr 74) prezentuje inny genoiypondentycznéci fenotypowej.

Podsumowujc wyniki uzyskane przy pomocy metod PCR zm@ stwierdz,
iz w wiekszaici przypadkéw szczepy bakteryjne izolowane od jegdnepacjenta
(ze zmiany skornej, nosa i/lub gardta) prezentowajgnetyczne podohistwo

umazliwiajace zaliczenie ich do tego samego genotypu.
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4.7. Ocena wra zliwo $ci szczepdw Staphylococcus
aureus w stosunku do naturalnych peptydow
antybakteryjnych

Do bada nad aktywnécia bakteriobdjcz wybranych peptydow antybakteryjnych
wybrano 21 szczepdéw bakteryjnych reprezextggh 21 régnych genotypéw. Oceniano
wiasciwosci antybakteryjne laktoferryny, lizozymu, LL-37 iBB3 w stosunku
do szczepOvtaphylococcus aureugolowanych od chorych z czyracom nawrotowvy.

Aktywnos¢ antybakteryja laktoferryny, lizozymu i LL-37 oceniano przy ponyoc
techniki radiodyfuzji stosaf stzenia 10, 50 i 10@M kazdego z peptydow, natomiast
hBD3 i LL-37 przy pomocy metody jednostek twagrygch kolonie.

Wszystkie badane szczepy byty wirave na LL-37 w s¢§zeniu 50uM, podczas gdy
tylko 3 spdréd badanych szczepdéw byly viliave na lizozym w tym samym gteniu.
(tab. 12). Wszystkie analizowane szczepy byly oponnstosunku laktoferryny nawet
przy stzeniu 100uM. W metodzie jednostek twageych kolonie sizenia bakteriobdjcze
LL-37 w stosunku do badanych szczepdéw byly znaczmiesze ni w technice
radiodyfuzji i migcity si¢ w granicach od 0.6 do @M. Dla szczepu referencyjnego
ATCC29213 warté¢ ta wynosita 1M.

W przypadku oznaczania zdoktd antybakteryjnej hBD-3 ustalonae stzenia
bakteriobdjcze tego peptydu w stosunku do analinywela szczepowStaphylococcus

aureuswynosz od 3 do sug/ml, natomiast dla szczepu referencyjnegainl.

4.7.1. Poszukiwanie korelacji mi edzy wra zliwo $cig badanych
szczepOw na antybiotyki i peptydy antybakteryjne

Przeprowadzono anafizmazliwych zaleznosci migdzy wraliwoscia/oporndgcia
na antybiotyki a wraiwoscia/opornGcia na naturalne peptydy antybakteryjne. Wyniki
uzyskane przy pomocy techniki radiodyfuzji (RDA)zpmlity na wyodegbnienie trzech
szczepow wraiwych na lizozym w sgzeniu 50uM spasrod 21 badanych szczepow.
Te same trzy szczepy demonstrowatyggdwrazliwos¢ w stosunku do LL-37 (tab. 12).
Pozostate izolaty oporne na lizozym prezentowalylizebe wielkdcia strefy
zahamowania wzrostu po zastosowaniu LL-37, zio& nie byly istotne statystycznie.
Ponadto szczepy wikwe na lizozym nie odznaczaly ¢siwicksza wrazliwoscia
w stosunku do testowanych antybiotykow (penicylingksacyliny, doksycykliny,

erytromycyny, klindamycyny czy ciprofloksacynyyrizczepy oporne na lizozym.
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Ryc. 27a. Wykres prezentuje brak korelacjedaiy wrazliwoscia na LL- 37 i lizozym. @ X
przedstawia wrdiwos¢ badanych szczepdw w stosunku do lizozymu odpoviegla
srednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii w RDAtomiast § Y odpowiada
wrazliwosci na LL-37 wyraonejsrednie zahamowania wzrostu (w mm).
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Ryc. 27b. Wykres ten przedstawia brak korelacgidny wraliwoscia (W) i oporndgcia (O)
na erytromycyn a wraliwoscia na LL-37 w RDA.

Podobnie nie znaleziono korelacji qdezy wraliwoscia na penicylis,
klindamycyrg i erytromycyr a wraliwoscia na LL-37 (w RDA). Ryc. 27a i 27b

przedstawigj aktywnagé LL-37 w stosunku do szczepoOwtaphylococcus aureus
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wrazliwych i opornych na erytromycyn Niezalenie od opornéci na poszczegdlne
antybiotyki, wszystkie badane szczepy byty #ivee na LL-37.

4.7.2. Badanie interakcji mi edzy peptydami oraz peptydami
I antybiotykami

Mechanizm dziatania lizozymu polega na aktywacfiodry komorki bakteryjnej
podczas gdy dziatanie antybakteryjne LL-37 wynikabezpdredniego wiazania s¢
z blora komérkowa patogenu i zwgkszenie jej przepuszczakth poprzez tworzenie
poréw, co prowadzi do destrukcji drobnoustroju.rdznica sktania do postawienia sobie
pytania, czy te dwa peptydydnce skiadow ludzkiej odpornéci wrodzonej § w stanie
dziata&t synergistycznie w obliczu infekcji. Po przeprowed serii déwiadczeé przy
uzyciu RDA stwierdzono zmniejszenie aktywieo bakteriobdjczej LL-37 w obecko
lizozymu w stzeniu 50uM (tab. 12, ryc. 28c). Podobne wyniki uzyskano pypciu CFU
badajc zarowno szczepy wibwe jak i oporne na lizozym. Przy zastosowaniuhteki
jednostek tworzcych kolonie uzyskano nieznaczny efekt antybakigrylizozymu
w stosunku do szczepowStaphylococcus aureusktére nie prezentowaty stref

zahamowania wzrostu w RDA.

Tab. 12. Wraliwos¢ szczepowstaphylococcus aureus lizozym, LL-37 i mieszaninlizozymu
i LL-37 w skzeniu 5QuM uzyskana przy pomocy techniki radiodyfuzji $k&d
prezentowanych szczepow tylko 3 byly wivae na lizozym (15, 17 i 18); wszystkie
z nich prezentowaly zmniejszomwrazliwos¢ na LL-37 w obecn&xi lizozymu (mniejsza
strefa zahamowania wzrostuw o wyciu samego LL-37).

Lp. szczepdw Lizozym 50 uM LL-37 50puM + LII_I-Z3?7Z)E/3r8pM
S. aureus (mm) (mm)

(mm)
1 0 2.0 14
> 0 1.8 0.9
) 0 18 0.5
7 0 1.9 1.0
9 0 3.0 17
10 0 2.4 0
11 0 2.0 0
12 0 3.3 18
14 0 6.8 4.0
15 4.0 3.0 2.5
16 0 1.5 0
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Lp. szczepdw Lizozym 50 uM LL-37 50puM + LII_I-Z3?7Z)E/3r8pM
S. aureus (mm) (mm) (mm)
17 2.0 3.6 1.4
18 4.7 3.0 2.3
20 0 2.0 1.0
51 0 2.8 2.2

W technice CFU dla szczepéw wliawych na

100

a0 4

60

o preezycia

20

—— -7
—¥— LL-3Ir+Lizozym

0,01

Log stezenia (uM)

lizozym uzyskano efekt
bakteriobojczy przy steniu 30 M omawianego peptydu, natomiast dla szczepow
opornych na lizozym (w RDA) uzyskano ~ 50% zmniejse liczby kolonii przy tym
samym sizeniu (30uM). Wyzsze dawki lizozymu (10QM) pozwolity na zabicie ~ 60%
kolonii Staphylococcus aureuysyc. 28a i 28b). Wycie metody FIC w celu weryfikacji
wynikow otrzymanych przy pomocy RDA i CFU pozwolifa ustalenie MIC (minimal
inhibitory cocentration, minimalnegoegenia hamujcego) dla LL-37 w granicach 8-32
mg/L w zalendici od badanego szczepu. Dodanie lizozymugksayto MIC LL-37

do wartgci 32-128 mg/L.

Ryc. 28a. Wraliwos¢ na LL-37, lizozym i mieszanigobu peptydéw dla szcze@taphylococcus

aureusopornego na lizozym uzyskana ¢gkdimetodzie jednostek twagzych kolonie.
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Ryc. 28b. Wraliwo$¢ na LL-37, lizozym i mieszangnobu peptydéw dla szczefBiaphylococcus
aureusdla szczepu wediwego na lizozym uzyskana dki metodzie jednostek
tworzacych kolonie.

Ryc. 28c. Zmniejszenie aktywfm bakteriobdjczej LL- 37 w obectai lizozymu w RDA.

72



Badania aycia kombinacji LL-37 z antybiotykami (erytromycynklindamycym
i doksycyklim) w stosunku do szczepow izolowanych od chorychzygraczndcia
nawrotowa w RDA pokazalyze spdrod testowanych antybiotykéw tylko erytromycyna
zwigkszala aktywn& bakteriobdjcz LL-37. Dla potwierdzenia tych obserwacii
zastosowano met@dfrakcjonowanych sten hamupcych stosowan dla wykrywania
interakcji synergistycznych. Ustalonge wartéci MIC dla LL-37 i erytromycyny
miescity si¢ w granicach 8 — 64ig/ml dla LL-37 i 2 — 4ug/ml dla erytromycyny
(w przypadku szczepdéw wiwych na ten antybiotyk). Wargsi MBC (minimal
bactericidal concentration — minimalnezgtnie bakteriobdjcze) byly takie same jak MIC.

Do dalszych eksperymentow wykorzystano jeden sz&t@phylococcus aureus
oporny (MIC dla erytromycyny > 4g/ml) i jeden wraliwy na erytromycyr (MIC dla
erytromycyny ~ 2ug/ml). Badano mdiwos$¢ wystpienia efektdw synergistycznych
zLL-37 w obydwu przypadkach. Dla obu testowanyatzepdw uzyskano index
FIC < 0.5, cawiadczy o oddziatywaniu synergistycznymeaizy erytromycyn i LL-37.

73



5. Omoéwienie i dyskusja

Czyraczné¢ nawrotowa wywotywana prze3taphylococcus aureysst jednostk
chorobow o ziazonej i nie do kaca wyjanionej patogenezie, sprawndej wiele
problemow terapeutycznych lekarzomzmgch specjalnici. W prezentowanej pracy
dokonano identyfikacji szczepoBtaphylococcus aureugolowanych od pacjentéw
z czyracznécia nawrotowa przy pomocy metod fenotypowych (analizy lekoopéono
i typowania fagowego) oraz genotypowych (ADSRRSirprinting, RAPD-PCR oraz
PFGE). Zastosowanie technik biologii molekularnej ahalizy materialu genetycznego
szczepow bakteryjnych odpowiedzialnych za czyragézrgtwarza nowe miwosci
diagnostyczne w tym schorzeniu. Przeprowadzono igawnowatorskie badania nad
wrazliwoscia omawianych szczepdw gronkowca ztocistego w stasuohk naturalnych
peptydéw antybakteryjnych podatem zastosowania ich jako alternatywnych metod
terapeutycznych.

Czyraczné¢ jest gekboka infekcja mieszkéw wiltosowych wywotywan przez
Staphylococcus aureu$Vystapieniu choroby sprzyja uszkodzenie integratmoskory
wskutek podraznienia, otarcia, ucisku, nadmiernej potlégg oparzenia czy stanu
zapalnego. Ggciej jednak czyraki powstajna uprzednio zdrowej skorze [1, 137].
O czyracznéci przewlektej méwi si wowczas, gdy doszto do 3 lub ase] wysiewow
zmian skornych utrzymagych s¢ diuzej niz 3 miesice [32]. Odebny problem stanowi
czyraczné¢ rodzinna, ktdg rozpoznaje si wowczas, gdy zmiany skorne wystija
u co najmniej 2 cztonkow rodziny. Czynnikiem etiglcznym mog by¢ zaréwno wtasne
szczepy gospodarza (zakaie autogenne), jak i szczepy poch@dzod innych cztonkdéw
rodziny czy otoczenia. Zarazki rozprzestrzensig gtdwnie drog kropelkows, rzadziej
przez zakaone powietrze, kurz, przedmioty.

Nawrotom czyrakow sprzyjajrézne czynniki ogélne ze strony gospodarzat@
otytos¢, alkoholizm, zte oglywianie, zaburzenia hematologiczne (w tym nieprovic

czynnag¢ neutrofilow i niedokrwisté), hipogammaglobulinemia, immunosupresja
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(leczenie kortykosteroidami i cytostatykami), zdsp@bytego niedoboru odporiw
i cukrzyca [32, 41, 62, 86, 91].

Wigksza¢ pacjentdw z nawracgja czyracznécia jest jednak ogolnie zdrowa,
a przyczym zmian mae by samozakzenie i rozsiew wewdtrz rodziny [10]. W badanej
grupie 48 chorych z czyraczsud nawrotowy tylko u dwodch stwierdzono choroby
predysponujce do nawrotowych infekcji gronkowcowych: przewtgkbiataczk
szpikows i cukrzye: typu Il. Pozostali pacjenci nie byli olageni zadnymi schorzeniami
ogolnoustrojowymi. Byli to ludzie miodzisfednia wieku 34 lata i 7 miegy),
nie demonstrugcy zadnych odchyle w wynikach podstawowych baldaboratoryjnych.
Obserwacja ta wskazuje na koniecgn@oszukiwania predyspozycji do nawraca]
czyracznéci w zaburzeniach immunologicznych na poziomie gmanskorno-
naskorkowej, a nie ogélnoustrojowych jak dotychazaszano.

Nosicielstwo gronkowca ztocistego w jamie nosowodgave] przytaczane
w licznych publikacjach jako czynnik predysposoy do infekcji [11, 20, 104, 135]
zostalo stwierdzone u 60.8% badanych chorych. Jedna39.2% pacjentow
Z czyracznécia nie byto nosicielami tego patogenu, a mimo to rfestowato skionng
do nawrotowéci zmian skornych.

Wieloosrodkowe badania epidemiologiczne  dow®dz zwiazku  midzy
nosicielstwem a infekcjami gronkowcowymi w pewnygtupach pacjentow. Zakania
te dotyca przede wszystkim chorych przewlekle dializowanyghp zabiegach
operacyjnych oraz z obtong odporndcia [76, 156].

Kluytmans i wsp. przeprowadzit kontrolowane badame grupie chorych
poddawanych operacjom kardiochirurgicznym, u ktbrgoszto do zakenia w obgbie
rany pooperacyjnej. Sprawdzano nosicielst®taphylococcus aureus nosie oraz
poréwnywano czy szczep wyizolowany z nosa i z pangperacyjnej naly do tej samej
grupy fagowej. ldentyczrié fenotypows badanych szczepéw uzyskano w 92%
przypadkow[76]. Wyniki te wskazagjna konieczn& badania nosicielstwa gronkowca
zlocistego u chorych poddawanych zabiegom chirargim i przeprowadzenia
eradykaciji patogenu przed przyseniem do operacji.

Niewiele pisze & na temat zwizku nosicielstwa Staphylococcus aureus
z epidemiologi i patogenez gronkowcowych choréb skéry. W czyraczaooi zapaleniu
mieszkow witosowych stwierdzono koincydencjawrotowdci zmian z nosicielstwem.
Tulloch juz 49 lat temu stwierdzit na podstawie typowania faggo,ze ten sam szczep
u danego pacjenta jest izolowany ze zmiany skorrjejmy nosowo-gardiowej [147].
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Leigh podaje,ze w obebie jednej rodziny madiwe jest wysipienie kilku typow
fagowych Staphylococcus aureuf83], podczas gdy Zimakoff i wsp. w badaniu
przeprowadzonym na 6 rodzinach z problemem czymcenrodzinnej dowiddt,
ze podczas dwuletniej obserwaciji typy fago®taphylococcus aurews obrebie rodziny
byly takie same [163]. W przedstawionych badaniatisnych u 45 chorych szczepy
izolowane ze zmiany skérnej oraz nosa i/lub gaudtéianego pacjenta prezentowaty taki
sam wzér oporniei na antybiotyki. Jedynie u trzech chorych uzyskanzbieznosci

w antybiogramach dla szczepow izolowanych z nagadta (szczepy nr 75 i 77 oraz 35
i42 a take 66 i 68). Nieco odmiennie przedstawiale stmawiane zaleosci

w przypadku czyraczioi rodzinnej. W wgkszasci rodzin szczepy odpowiedzialne
za zmiany skorne u poszczegOlnych cztonkéw preretio razne fenotypy. Jedynie
w obrebie jednej rodziny (szczepy 58, 59 i 60) zaobseramw identyczny fenotyp
odpowiedzialny za wykwity chorobowe u wszystkichtockkéw rodziny. W 80%
przypadkéw szczepgptaphylococcus aureugolowane od danego pacjenta ze zmiany
skornej i/lub gardta nakaly do tej samej grupy fagowej natomiast w 20% padkow
uzyskano szczepy prezenitg przynalenos¢ do ré&nych grup fagowych. Otrzymane
rezultaty korespondaj z obserwag wysunkta przez Leigh’a, wskazaga
na zr@nicowanie szczepow izolowanych od poszczegolnyciep&dw.

Wigksza¢ analizowanych szczepdéw demonstrowata przymak€ do Il grupy
fagowej co jest porownywalne z danymi Zmiennictwa [83, 110, 139].

W literaturze podawane asrozne modele leczenia nawragajch infekcj
gronkowcowych, niewielk jednak uwag przywiazuje sé¢ do problemu kolonizacji
rodzinnej i konieczni leczenia domownikdéw w celu eliminacji potencjath zrodet
zakaenia.

Zimakoff i wsp. propagowali leczenie czyraczaiorodzinnej jedynie przy pomocy
preparatdw miejscowych, zalegajkapiele z dodatkiem 4% chlorheksydyny i aplikacj
1% chlorheksydyny welu do nosa w celu zwalczenia nosicielstwa przeeoB tygodni
[163]. Dodatkowo zalecali poprawwarunkéw higienicznych w otoczeniu pacjenta
argumentujc to spostrzeeniem,ze szczepy patogenne wystija nie tylko u chorego,
ale rbwnieg w jego otoczeniu (na poieli, recznikach, ubraniach). Taki schemat
postpowania zastosowano u 6 rodzin (28 os6b) z bardibwydh efektem klinicznym.
W ciagu 2 lat obserwacji nie odnotowano nawrotéw chorabiyno, ze nosicielstwo
Staphylococcus aureusv nosie stwierdzono ponownie w domigeg] liczbie
przypadkow.
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Wieksza¢ autorOw zaleca jednak terapiskojarzom (miejscowa i o0golm).
Szarmach proponuje claforan i autoszczepjorfR40], Hoss zaleca kombinacj
cephaleksyny i rifampicycny [61], Hedstrom rekomejed model terapii skojarzonej
z wyciem kwasu fusydowego w @ donosowej i ogdlnego podania flukloksacyliny
[58], z kolei Levy jest zwolennikiem 30 dniowej lagji 500 mg witaminy C [86].
Jako prewengj nawracajcych gronkowcowych chorob skory Klempner proponuje
trzymiestczm kuracg niskimi dawkami klindamycyny [74].

Najbardziej spektakularne efekty lecznicze obseramwjednak po zastosowaniu
skojarzonego leczenia rifampicyt300 mg co 12 h) i klindamycyn(300 mg co 12 h)
przez 10 tygodni [53]. Rifampicyna najedo antybiotykow szerokospektralnych, jednak
zbyt czste jej stosowanie prowadzi do szybkiego wytwamaseczepOw opornych.
Zjawisko to jest obserwowane w sytuacjach, gdy mipa&yna jest stosowana
w monoterapii. Skojarzenie z innymi chemioterapkatyi, np. z klindamycys pozwala
na wyeliminowanie tego efektu.

Mechanizm dziatania rifampicyny polega naxaniu i inaktywacji DNA-zalenej
bakteryjnej polimerazy RNA [126].

Na podstawie wieloletnich ballzaobserwowana,e rifampicyna jest szczegdlnie
efektywna w stosunku d&taphylococcus aureugdyz dobrze penetruje do wiiza
fagocytow w ktorych ten drobnoustroj ma zdakhprzezywania w fazie utajenia. 8t tez
antybiotyki, ktore nie maj mozliwosci przenikania do fagocytdow (np. penicyliny)
sa mato skuteczne w infekcjach o etiologii gronkowep\i22].

Klindamycyna natomiast wie st z podjednostk 50s rybosomu bakteryjnego
hamujc wczesne stadia syntezy biatek bakteryjnych. Rpiagma wraz z klindamycyn
sa zwiazkami lipofilnymi i oshgaja wysokie s¢zenia wewtrz fagocytow, dziki czemu
tak skutecznie dziatgjna Staphylococcus aureusdowodnionoze 3 miesiczna kuracja
niskimi dawkami klindamycyny (150mg/d) zabezpieezy82% badanych pacjentéw
przed nawrotami czyrakow przez 3 migs po zakaczeniu terapii. Nie zaobserwowano
tez zadnych niekorzystnych reakcji u chorych stasy¢h ten model terapii [74].
Oczywiscie oporné¢ bakterii na ten antybiotyk wyklucza movosé zastosowania go
w terapii. Naley podkréli¢, ze w cagu ostatnich lat obserwujeggnarastanie oporsoi
szczepOw gronkowca zilocistego na antybiotyki [138)V latach 1998-2001
zaobserwowano §od szczepOw izolowanych ze zmian skornych narastgorngci na
erytromycyre i klindamycyre od 4.7% w 1998, poprzez 6% w 1999, 8% w 200p@
11% w 2001 roku [108]. Wynika to z naguvania antybiotykow przez lekarzyadych
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specjalnéci w ciagu ostatnich lat, a tym samym indukowania szczepparnych. Zatem
przed zastosowaniem kuracji antybiotykowej wskazgest wykonanie badania
bakteriologicznego téei ze zmiany i wdczenie terapii celowanej.

Wsrod analizowanych szczepow gronkowca ztocistegoskeamyych od chorych
z czyracznécia nawrotows byto 18.5% opornych na erytromyeyn klindamycyre
w przeciwieistwie do grupy kontrolnej w ktérej w ogoéle nie otvgewano szczepow
opornych na klindamycyn natomiast oporrsé na erytromycya wynosita 33.3%.
Badania przeprowadzone na mniejszej grupie charyctyracznécia (29 oséb) w latach
1998-2000 dowodg istnienia mniejszej liczby szczepdédw opornych naliazowane
antybiotyki: 7.1% opornych na erytromyeyin4.7% na klindamycyn[109].

Istniejs doniesienia na temat korzystnego wptywu witaminy@awkach 0.5 do
1.0g na dob w leczeniu czyraczrci. Wptywa ona na nie tylko na popraviunkciji
neutrofiléw ale rownig na przebieg choroby [86].

Natura defektu funkcji neutrofildbw u pacjentéw zycaczndcia nie jest do kaca
poznana i udowodniona. Dziatanie witaminy C na @goz i chemotaksj neutrofilow
zwigzane jest najprawdopodobniej z jej efektem antyd&syjnym [85].

Inng interesujca obserwacg jest korzystny wpltyw pentoksyfiliny na leczenie
przewlekiej czyraczniwi. Chocia nie wywiera ona bezpgredniego dziatania
antybakteryjnego w stosunku @®iaphylococcus aureusvptywa na wzrost aktywrsoi
fagocytarnej neutrofilbw. Opisano interesty przypadek kliniczny ugpienia zmian
skornych w przebiegu czyraczwd po zastosowaniu pentoksyfiliny w dawce 400mg trz
razy na dob przez okres 6 miegy u chorego z cukrzyctypu Il i niedoborem
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Pacjent t@gmbprzednio wielokrotnie leczony
antybiotykami z grupy penicylin i cefalosporyn beizkszego efektu klinicznego [7].

Istniep tez doniesienia dowodze zwhzku midzy czyracznécia a niskim
poziomemzelaza w surowicy krwi [29]. Wiadomage niedoborzelaza sprzyja wkszej
podatndci na infekcje, prawdopodobnym wydaje siicc iz moze tez predysponowado
czyracznéci. Weijmer i wsp. dowiedli remisji zmian skornycli pacjentow
z czyracznécia po suplementacjielazem [150]. W badaniach wiasnych nie stwierdzono
niedoboruzelaza u analizowanych chorych.

Nadal otwarty pozostaje problem pgsiwania z pacjentami, u ktorych mimo
kilkakrotnego zastosowania antybiotykoterapii datha@o nawrotéw choroby.

Przedstawione powyj strategie mage na celu prewenghawrotow czyracznai,

pocawszy od poprawy warunkéw higienicznych poprzez steya i 0golm
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antybiotykoterag nie stanowg ztotego srodka u wszystkich chorych. Eliminujone
objawy chorobowe i nosicielstwo patogenu tylko naiedony czas, natomiast nawrot
nosicielstwa jest obserwowan$§rednio po miesicu od zakaczenia terapii [155].
Skomplikowana patogeneza omawianego schorzenianigklwigcc do poszukiwania
nowych technik diagnostycznych pozwatajch udzielé odpowiedzi na pytanie czy to
nie wybitna patogené konkretnych szczepdéw gronkowca ziocistego jesyqaym
nawrotowdci zmian u poszczegoélnych pacjentow.

W celu doktadnej analizy materialu genetycznego absdh szczepow
wykorzystano trzy techniki PCR: ADSRRS-fingerpmgj RAPD-PCR i PFGE. Technika
PFGE uznana jest za ,ztoty standard” w typowanialatow bakteryjnych jednak
istnieje kilka obiektywnych przyczyn, dla ktérychenjest maliwe jej wykorzystanie
w kazdych warunkach. Jest metpa&nacznie bardziej czasochtanm kosztowr niz
omawiana technika fingerprinting, dodatkowos zaaze by przeprowadzona tylko
w laboratoriach referencyjnych przez przeszkolonyedjo celu personel.

W prezentowanej pracy po raz pierwszy zastosowagthnikk ADSRRS-
fingerprinting do typowaniu szczepod8taphylococcus aureysechnika ta nie wymaga
wczesniejsze] znajomgi analizowanej sekwencji, wyniki magby¢ z tatwdcia
analizowane naelu poliakrylamidowym wybarwionym bromkiem etydyrag jeden
zestaw adaptoréw i enzymoOw wystarcza do analizy Dé¢&regu gatunkow bakterii;
ponadto jest efektywa szybk i niedrogr metod molekularm typowania izolatow
bakteryjnych) [96]. Wyodibnita ona 31 genotypow (od A do AF) z puli 81 szrne
co dowodzi daego zrégnicowania wrod badanych szczepdw i jednogzie nakazuje
poszukiwania innych przyczyn nawrotoégo omawianego schorzeniaznpatogennét
konkretnego szczepu. Technika RAPD-PCR zastosowland0 szczepdw potwierdzita
wigkszas¢ wynikow uzyskanych przy pomocy metody fingerprgti Wyniki typowania
PFGE wybranych izolatdw o znanym genotypie RAPD-FCADSRRS-fingerprinting
réznity sie tylko w jednym przypadku. Ciekawym spostrgeiem wydaje si fakt,
ze w 57.8% przypadkdéw szczepy izolowane ze zmiaryrmelf oraz nosa i/lub gardia
prezentowaly ten sam genotyp podczas gdy w 42.28¢ppdkow rénity si¢ one pod
wzgledem genotypu. \8fdd analizowanych 9 rodzin z czyraczaoia rodzinry tylko w 2
rodzinach szczepy izolowane ze zmian skérnych pegginych cztonkéw nataty do
tego samego klonu (szczepy 58 i 59 (genotyp E) #zine | oraz szczepy 54 i 55
(genotyp R) w rodzinie Il). W pozostalych rodzinacie stwierdzono zammosci
epidemiologicznej megidzy zmianami skornymi u domownikéw a wywealoym je
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szczepenstaphylococcus aureushVydaje st wigc, ze wigksze znaczenie ma osobnicza
podatné¢ na infekcje gronkowcowe hpatogenn& konkretnego szczepu.

Réznice medzy fenotypem oporrsgi na antybiotyki a genotypem wynilgaj
z mechanizmow oporioi gronkowca ztocistego. Oporfotych bakterii na antybiotyki
jest kodowana chromosomalnie lubawe st z obecnécia w komorce plazmidu
niosacego geny oporrici. W zwiazku z tym lekooporn@& szczepow gronkowca nie jest
jednorodna. Pewne plazmidy mpdy¢ nabywane, inne spontanicznie tracone (np.
podczas diugiego przechowywania szczepdéw), co wplyma zmienn& profilu
oporngci oraz obraz elektroforetyczny w technikach PCRzyKadem oporngi
warunkowanych przez geny plazmidu jest mechanizomrapci na penicylinazy, za ktory
odpowiadag tzw. plazmidy penicylinazowe Kklasy Il, zawieteg gen blaZ oraz
transpozony w olgbie plazmidéw. Innym przyktadem opoigad gronkowcow zwizanej
z transpozonami jest mechanizm opdmma aminoglikozydy [131].

W badaniach witasnych oceniano przede wszystkimiomte genomowe DNA
bakterii. Maliwe jest wkc, ze r&@nice opornéci zwiazane § z wyshpieniem
transpozonu w genomie lub tylko w ruchomych streddth plazmidéw.

Nalezy réwniez pamktaé, ze genotyp danego szczepu odpowiedzialnego za zmiany
skérne u jednej osoby me zmienig sie na skutek genomowych reataaji
i rozprzestrzenia np. w obebie rodziny dac nieco inny wzér na zelu
elektroforetycznym. Mdiwa jest rOwnie sytuacja,ze osoby podatne na nosicielstwo
Staphylococcus aureusabywaj go innymi drogami i przez kontakt z cztonkami
rodziny, co sprawia,ze bakterie izolowane od choregozm& sie fenotypowo
i genotypowo od patogendw izolowanych od domownifga®. Udowodniono ponadto,
7€ U pacjentow cierpcych z powodu przewlektych chordb infekcyjnyclestp dochodzi
do zmian w genomie gronkowca ztocistego na skutdkaj, konwersji lub mobilizacji
fagow [51].

Badanie porowndpe wiksz grup szczepow gronkowca ztocistego trzema
metodami, ADSRRS-fingerprinting, RAPD-PCR i PFGEyzwoli na wycagniecie
jednoznacznych wnioskéw co do dyskryminacji i zgmdn metod opartych na PCR
z metod analizy restrykcyjnej catego genomu gajest PFGE. Dotychczasowe wyniki
wskazujp na przydatng€ RAPD-PCR i ADSRRS-fingerprinting do bada
epidemiologicznychStaphylococcus aureusla ostatnia metoda me by bardziej
atrakcyjna w przypadku poréwnywania wynikéw typoveamtrzymanych w rénych
laboratoriach i w rénych odstpach czasowych. Dodatkowo niewielkie koszty jej
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stosowania i poréwnywaldé wynikow uzyskanych innymi metodami wysuwgp na
czotowa pozycg w typowaniu izolatéw bakteryjnych.

Uzyskane w badaniach wtasnych wynikwiadczice o duej ré&znorodndci
genotypowej patogennych szczepdéw gronkowca zigmsteoresponduaj z rezultatami
typowania molekularnego szczepéw MRSA techri#GE, ktére spméd 14 izolatéw
MRSA wyodrbnity 6 raznych genotypow [66].

Inne badania przeprowadzone na grupie szczepéw M&®anych i wraliwych
na gentamycyn przy pomocy techniki PFGE rowniedowiodto duego polimorfizmu
genetycznego vdd szczepdw gronkowcowych. Uzyskano & genotypow w grupie
266 szczepow opornych na gentamycy®8 genotypow w grupie 238 wiavych na ten
antybiotyk [93]. Niezwykle interesaga i wazna obserwacj wynikajaca z tych bada jest
bardzo due zr&nicowanie genetyczne szczepOw opornych na gentamayaysrod
ktorych wszystkie byly chorobotwoércze w przeciagevie do szczepow wrwych na
gentamycyn prezentujcych wyranie mniejszy polimorfizm.

Zmiennag¢ profilu oporndci szczepdédw gronkowcowych na antybiotykiagie
ewoluuje przyczyniai sk do rozprzestrzenianiagsnowych klonéw bakteryjnych [118].

Ostatnie badanie dotygze czyraczn&i wywotywanej przez szczepy MRSA na
potudniowym zachodzie Alaski dowiodta, wigksza¢ szczepdw izolowanych z czyraka
i nosa odpowiedzialnych za infekcjvykazywata genetyczne podohstwo w PFGE
w odr&nieniu od duo wigkszej r&norodndci szczepow MSSA (Methicillin Susceptible
Staphylococcus aureugzolowanych od pacjentéw z gronkowcowymi chorobakory.
W pierwszej grupie spodd 79 szczepow wyoelbniono 2 dominujce profile genetyczne
wsrod ktorych wyselekcjonowano 4 podgrupy podczas wgddrugiej grupie ztgonej
z 78 szczepow stwierdzono 26zngch genotypow. Badanie kolonizacji rodzinnej nie
wykazato przenoszeniaesszczepdw z osoby na osotwsrod domownikéw pacjentéw
z czyracznécia MRSA, co wykazano rowniew wickszaci przypadkéw w badaniach
wilasnych. Dua jednorodn& szczepow patogennych MRSA w przytaczanej pracy
zwigzana byta z prawdopodobnynrddiem infekcji, ktérym byly sauny, gdzie
zidentyfikowano analogiczne szczepy bakteryjne yakrupie badanej. Pacjenci @bj
dochodzeniem epidemiologicznym é&do czsto korzystali z sauny, a lokalizacja
wykwitéw na pdladkach i udach w tej grupie chorych rown@zemawia za sadrjako
miejscem nabywania infekcji. Dla kontrastu w grugientrolnej zmiany skorne miaty

charakter rozsiany i nie wykazywaty predylekcjildmkretnych okolic ciata [8].
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W prezentowanej pracy do identyfikacji materiatu nggcznego szczepow
bakteryjnych wykorzystano trzy metody oparte necteehowej reakcji polimerazy (PCR).

PCR jest szybk metod, diagnostycza — wystarczy kilka godzin by powiéli
badany materiat genetyczny i go zanalizéwo analizy potrzebna jest niewielkasito
materiatu, a reakcja jest tatwa do przeprowadzdP@optymalizacji warunkow reakcji
zapewniajcej jej powtarzalng i czutes¢ PCR staje i niezasipiomna technily
diagnostycza w laboratorium [100].

Metoda ta ma te jednak wady. Wysoka czui® PCR stwarza zagrenie
powielenia materiatu genetycznegediicego zanieczyszczeniem (DNA przeniesione do
mieszaniny reakcyjnej np. poprzez zakae mikropipety, czy niesterylne probowki).
W diagnostyce medycznej o to prowadz do takich pomytek jak np. stwierdzenie
obecndci wirusa HIV we krwi niezakanego pacjenta, czy #Aedo stwierdzenia
monoklinalngci przemawiajcej za nowotworem w chorobach nienowotworowych.
Aby temu zapobiec laboratorium w ktorym przeprovaadgt tancuchova reakcg
polimerazy musi mie kilka pomieszcz@ (jedno do izolacji DNA,
inne do przeprowadzenia reakcji PCR, kolejne ddiang]j produktéw), a pracownicy
musz dba o sterylnd¢ sprztu i odziery ochronnej [116].

Waznym zjawiskiem jest mdiwos¢ uzyskania fatszywie negatywnych wynikow.
Decydupca jest ild¢ matryc i ewentualne wygtowanie inhibitorow reakciji.
Do najistotniejszych zanieczyszézealeza SDS, EDTA, heparyna (co ma szczegoélne
znaczenie przy badaniu krwi), DMSO, fenol i solgerdnie na PCR m@ tez wptynac
zbyt duwa liczba matryc — w tej sytuacji sama matrycazencstd sig starterem
i doprowadzt do powstania kilku produktow PCR. Zbyt mata liczimatryc prowadzi
do zahamowania reakcji PCR. Do degradacji matrygow2NA dochodzi nawet podczas
prawidtowego przechowywania prébek — z czasem otyayany produkt bdzie krotszy
lub w ogéle nie wysipi. Wazne te jest, aby startery nie byly do siebie komplemargar
gdyz beda tworzy¢ dimery, co obriy wydajnagé reakcji. Jéli temperatura wizania
starterow hdzie zbyt niska, to powstarprodukty nieswoiste, co utrudni analiPCR.
Niezwykle istotny jest te wybor takiego uktadu restrykcyjnego, ktéry cechugie
najwigkszym potencjatem démicujacym — daje nie za do ale i nie za mato pzkow na
zelu elektroforetycznym. Gdy amplikonéw (produktovCH®) jest zbyt mato nie jest
mozliwe precyzyjne zrénicowanie szczepu, hatomiast gdy jest ich zbyiodio trudna

jest interpretacja wyniku [130, 153].
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Pomimo tych wad PCR jest metpdhetnie stosowasm w diagnostyce izolatow
bakteryjnych. Istnieje bardzo wiele zrych metod opartych na PCR stosowanych
w analizie Staphylococcus aureusOprocz czutéci i swoistgci techniki naley
rozpatryw& mazliwosci diagnostyczne danego laboratorium, ponieweadko badacz nie
jest ograniczony finansowo i ma wmiwos¢ wyboru dowolnej spadd wszystkich
dostpnych naswiecie metod. Wzne jest te doswiadczenie badacza. Czasem lepszym
narzdziem badawczym jest technika azskej czutdci i swoistaci, ale wykonywana
wielokrotnie prawidtowo. Poréwnywaldé wynikdw uzyskanych przy pomocy trzech
réznych technik PCR w badaniach wtasnyebfiadczy o prawidtowym przeprowadzeniu
eksperymentow.

Dysponujc dobrze zdefiniowanym fenotypowo i genotypowo matem
bakteryjnym podjto sk w badaniach wlasnych oceny wtieosci roznych szczepéw
Staphylococcus aurews stosunku do naturalnych peptydéw antybakteryjnych

Peptydy antybakteryjneasntegralm sktadows odporndci wrodzonej i wywieraj
silny efekt przeciwbakteryjny, przeciwwirusowy izgciwgrzybiczy. Ponadto modyfikyj
miejscows odpowied zapalm i aktywujp mechanizmy odporgoi komérkowej
i humoralnej. Katelycydyny i defensyny stangwdwie najwegksze rodziny peptydow
antybakteryjnych obecnych w skorze, chadiane peptydy skérne takie jak inhibitory
proteinaz, chemokiny i neuropeptydy rownaemonstryj aktywnaé przeciwbakteryja.
Podsumowujc, wszystkie wymienione peptydy antybakteryjne pelmezwykle istotn
role w obronie miejscowej i patogenezie choréb skébj.[1

W miejscu przerwania gitosci skory na skutek urazu czyztev miejscu infekciji
obserwowany jest znamienny wzrost ekspresji peptydatybakteryjnych w zwizku
ze zwkkszory ich syntez przez keratynocyty i uwalnianiem przez naphage)
do miejsca infekcji neutrofile. Konstytutywna i mkbwana ekspresja zarowno ludzkich
katelycydyn (hCAP18/LL-37) jak ip-defensyn (hBD-1, hBD-2 i hBD-3) jest
obserwowana w naskorkowych keratynocytach [35, 4Rjdczas gdy katelycydyny
i defensyny s najlepiej znane z wéaiwosci antybakteryjnych, wiele innych peptydow
réwniez demonstruje aktywrié bakteriobdjcz (tab. 4).

Narastanie oporr§ai bakterii na konwencjonalne antybiotyki stanowowazny
problem wspoiczesnej medycyny i sklania do poszakie nowych metod
terapeutycznych wykorzystigych maliwosci obronne ludzkiego ustroju. Z klinicznego
punktu widzenia cele pogte w badaniach wtasnych mdgilka implikacji. W ostatnich

latach zwrdécono uwag iz naduywaniesrodkow dezynfekcyjnych indukuje powstawanie
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coraz wegkszej liczby szczepow opornych i rozwijanie mechamdw opornéci
krzyzowej nasrodki antyseptyczne i antybiotyki [17]. Bigr pod uwag fakt, ze pacjenci
cierpiacy na czyraczrig@ przewlekh czsto § poddawani antybiotykoterapii nasuwa si
pytanie czy niekontrolowane stosowanie antybiotykdmdukcja szczepdw opornych jest
zwigzana z krzyowa oporndgcia na peptydy antybakteryjne w tej grupie chorych.
W badaniach wilasnych nie znaleziono dowodu na rpzegorngci na peptydy
antybakteryjne w relacji do oporfm w stosunku do konwencjonalnych antybiotykdw.
Zarbwno szczepy wgdwe na wszystkie testowane antybiotyki jak i opprna 3 i 4

z nich prezentowaly wysakwrazliwos¢ na bakteriobdjcze dziatanie LL-37 i hBD-3.
Wynika to najprawdopodobniej z catkowicie innegocimenizmu dziataniu omawianych
grup zwhzkéw antybakteryjnych. Uzyskane w prezentowanegyprayniki koresponduj

ze spostrzeeniem,ze Pseudomonas aeruginogaadaptowany do chlorku benzalkonium
prezentuje oporrig na inne btonowo aktywn&odki, ale nie tradycyjne antybiotyki [88].

Duza aktywnd¢ bakteriobdjcza LL-37 i hBD3 w stosunku dgtaphylococcus
aureuswysuwa je na czotoyvpozycg w prowadzeniu dalszych badaapcych na celu
opracowanie ich jako miejscowyckrodkow terapeutycznych w gronkowcowych
chorobach skory.

Niezwykle interesujca obserwag uzyskam w badaniach wilasnych jest
potencjalizugcy wplyw erytromycyny na antybaktergjraktywna¢ LL-37. Wydaje st,
ze wynika to z rénych mechanizméw dziatania omawianych substangwpdzcych
w rezultacie do efektu synergistycznego. W przegistwie do stymulacji niszczenia
btony komorkowej przez LL- 37 [30, 38], erytromyeyriziala na podjednostko0S
rybosomu hamudg translagi poprzez blokowanie reakcji peptydylotransferazy &iap
translokacji [25].

Podobny efekt synergistyczny zaobserwowanadmy makrolidami i innymi
kationowymi peptydami antybakteryjnymi [43taphylococcus aurewssymuluje wzrost
poziomu LL-37 poprzez naptyw i degranukaogutrofilow oraz aktywagjkeratynocytow
w warunkach stanu zapalnego vivo. Hipoteza wysurta na podstawie wynikow
wilasnych sugerujeze nawet izolaty gronkowca ziocistego oporne naremnyycyre
In vitro moga by¢ wrazliwe na ten antybiotykn vivo. Jest to zwizane z bardzo wysokim
poziomem LL-37 w miejscu infekcji. Mma to udowodri poprzez zastosowanie
miejscowe erytromycyny na ognisko zakmia i obserwagj efektu terapeutycznego.

Poprawa kliniczna przemawiataby za stuszonppostawionej hipotezy.

84



Ostatny obserwacj wynikajaca z bada wiasnych jest zmniejszona aktywsdo
bakteriobojcza LL-37 w stosunku do analizowanychzepow Staphylococcus aureus
w obecndci lizozymu. Podczas gdy LL-37 wchodzi w interakzjécznymi sktadowymi
sciany komoérkowej gronkowca ztocistego, takimi jakds teichojowy i peptydoglikany
oraz btor komorkows bakterii i grupami fosfolipidowymi, lizozym aktyvel grug
endogennych enzymoOw autolitycznyébiany komaorkowej bakterii (przede wszystkim
muramidazy, ktére w warunkach fizjologicznych kahiija normalne podziaty komérek)
prowadac do hydrolizy i autolizyéciany komorkowej bakterii [48].

U bakterii Gram(+) gtébwnym regulatorem aktywobd autolizyn jest kwas
lipoteichojowy (LTA) [49]. Wsrod badanych szczepdwekisza¢ byta oporna na lizozym
(prawdopodobnie z powodu obeénbgrup O — acetylowych w peptydoglikanie i/lub
obecndci wolnych aminokwaséw na cukrach) [68]. Mechanizodpowiedzialny
za hamowanie aktywroi LL-37 przez lizozym nie jest dotychczas poznawfadomo
jednak,ze te dwa peptydy nie wia Si¢ ze soh, co sprawdzono przy pomocy techniki
western-blot (dane nie prezentowane w badaniachsnyédn). Uzyskane wyniki
koresponduj z obserwag swiadczica o braku synergizmu rilzy czterema klasami
strukturalnymi peptydéw antybakteryjnyckp-Kartkami, o-helisami, przestrzennymi
i liniowymi) a lizozymem w stosunku do metycylinaopych szczepdvtaphylococcus
aureus[59].

Zrbéznicowana ekspresja peptydéw antybakteryjnych wydijedgrywa duza role
w podatndci pacjentéw z przewlektymi zapalnymi chorobami skéna infekcje
bakteryjne. Dla przykladu LL- 37 jest produkowany mwigkszonych ildciach
w ludzkich keratynocytach w tuszczycy, toczniu ramowatym i kontaktowym
zapaleniu skoéry [43]. W keratynocytach ze zmiarzéagcowych g rowniez nadmiernie
syntetyzowane hBD-2 i hBD-3 [55, 105].

Zwiekszona ekspresja peptydéw antybakteryjnych w tugzczoreluje z mat
podatndcia zmian skérnych w tej chorobie na infekcje bakteeyjDiametralnie rina
sytuacja jest obserwowana u pacjentow z atopowymaleaiem skéry u ktorych
obnizony poziom LL-37 i hBD-2 sprzyja egtym infekcjom bakteryjnym i wirusowym
[111]. Poziom LL-37 jest réwnie podwyzszony w zmianach zapalnych w rumieniu
toksycznym noworodkéw [94] oraz brodawkach zwyktydykcinach kaiczystych [24].
Dowiedziono rownie, ze bardzo wysoki poziom hBD-2 jest obecny w zmianach

skornych o charakterze folliculitis wywotywanychepe Staphylococcus aureli12].
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Przytoczone badania dowadduzej roli protekcyjnej peptyddéw antybakteryjnych,
bedacych integrala sktadows odporndci wrodzonej, na choroby infekcyjne skory.

Jest to pierwsza praca przedstawdajdoktada analiz szczepéwStaphylococcus
aureus izolowanych od pacjentéw z czyracZom przewlekh w populacji polskie;.
Zostata ona wykonana w oparciu o analitekoopornéci, typowanie fagowe
i diagnostyle molekularm, natomiast seria eksperymentow dotgyxh wraliwosci
omawianych szczepOw na peptydy antybakteryjne naaiakler catkowicie nowatorski,
a uzyskane wyniki pozwalgj na prowadzenie dalszych badanapcych na celu
opracowanie nowych metod terapeutycznych skuted¢enycstosunku do patogendéw

bakteryjnych.
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6. Wnioski

1. W wigkszaici przypadkow stwierdzono zwdiek miedzy nosicielstwem
Staphylococcus aurews jamie nosowo-gardiowej a infelcj

2. Nie wyodrbniono specyficznego genotypu odpowiedzialnego zgracznaédé
nawrotow.

3. W obrbie rodzin wysipity przypadki identycznai szczepdw, ale zaobserwowano
tez przypadki rozbienosci genotypow, co mae swiadczy o nabyciu szczepow
innymi drogami nt przez kontakt z rodzin

4. Naturalne peptydy antybakteryjne wysglajsic interesujca alternatyvs dla
konwencjonalnej antybiotykoterapii.

5. Opornag¢ na antybiotyki nie koreluje z oporféma w stosunku do LL-37 i hBD3
(nawet szczepy oporne naesej niz 3 testowane antybiotyki wykazywaly du
wrazliwos¢ na omawiane peptydy).

6. Uzyskane wyniki daj mozliwos¢ opracowania nowych metod terapeutycznych
skutecznych w stosunku do patogendw bakteryjnych.
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7. Streszczenie

Czyraczné¢ wywotywana przez Staphylococcus aureugest schorzeniem
stwarzajcym wiele trudnéci terapeutycznych nie tylko ze wedu na swoj przewlekly
i nawrotowy przebieg, ale rOwrienarastajca oporné¢ drobnoustrojéw na najegciej
stosowane w tym schorzeniu leki przeciwbakteryjieoniecznym wydaje si
poszukiwanie nowych skutecznych, pozbawionych dziahiepazadanych metod
terapeutycznych. Celem pracy byla identyfikacjaofgpowa i genotypowa szczepow
Staphylococcus aureugolowanych od pacjentdbw z czyracZom nawrotowy oraz
poszukiwanie nowych nitiwosci terapeutycznych opartych na wdavosciach
naturalnych peptydéw antybakteryjnych.

Od kadego chorego pobierano wymaz ze zmiany skornej,a nogyardia.
Identyfikacji gronkowca ztocistego dokonano na padge morfologii kolonii i rodzaju
hemolizy, preparatu barwionego mefoGrama, produkcji katalazy i koagulazy oraz
rozkladu mannitolu w warunkach tlenowych i beztlegoh. Nastpnie okrélono
lekooporné¢ badanych szczepdédw metpddyfuzyjno-kazkowa i przeprowadzono
typowanie bakteriofagowe celem ollenia przynalenosci szczepdw do grup fagowych.
Kolejnym etapem badabyta analiza szczepdBtaphylococcus aureusrzy pomocy
technik PCR (ADSRRS-fingerprinting, RAPD i PFGE)abr ocena wrdiwosci
poszczegllnych genotypéw na naturalne peptydy ahktgbyjne (LL-37, hBDS3,
laktoferryre i lizozym) przy pomocy metody radiodyfuzji, jedmels tworzcych kolonie
i frakcjonowanych stzen hamujcych.

Wsréd badanych 81 szczepow opornych na penieybiyto 88.9%, klindamycyan
18.5%, erytromycy® 18.5% z& doksycyklirg 13.5%. Wszystkie szczepy byty wiliave
na oksacylin i ciprofloksacyr. Stwierdzono dominagjll grupy fagowej obecnw 51%
badanej puli izolatdbw. Na podstawie badgenetycznych wyodbniono 31 genotypdéw
(od A do AF). Wszystkie analizowane szczepy byhgaiwe na LL-37 i hBD3 natomiast
wykazywaly oporné na laktoferryq. Tylko 3 szczepy wykazywaly wiBwosé w

stosunku do lizozymu. Nie znaleziono korelacjedzy wrazliwoscia na antybiotyki
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i LL-37, zaobserwowano natomiast zmniejszenie aktyei bakteriobdjczej LL-37 w
obecndci lizozymu (wzrost MIC dla LL-37 z 8-32 mg/L do 328 mg/L po dodaniu
lizozymu). Stwierdzono ponadto efekt synergistycaniedzy erytromycyn a LL-37.
Doksycyklina i klindamycyna natomiast nie zkszaty aktywnéci bakteriobdjczej LL-
37.

Podsumowuyjc mazna stwierdzi, ze nie ma specyficznego genotypu
odpowiedzialnego za czyraczgonawrotows. Wrazliwos¢ wszystkich analizowanych
szczepOw na LL-37 i hBD3 stanowi intereguj alternatyws dla konwencjonalnej

antybiotykoterapii.
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8. Summary

Furunculosis caused b$taphylococcus aureupresents a difficult therapeutic
problem not only because of chronic and recurrentse but also increasing resistance
of microorganisms against the most frequently usetibacterial agents. It is necessary
to look for a new effective therapeutic methode fof undesirable effects of antibiotics.

The aim of the investigation was phenotypic and ofgric identification
of Staphylococcus aureustrains isolated from the patients with recurrimtinculosis
and looking for new therapeutic methods based aibauierial activity of natural
antimicrobial peptides.

The swabs obtained from the each patient from ke Iesions, nose and throat
were studied. Identification ddtaphylococcus aurewsas based on colony morphology
and the kind of hemolysis, Gram positive stainipgnduction of catalase and coagulase
and the decomposition of mannitol in aerobic anédeaobic conditions. Then the
susceptibility of investigated strains to antilestiwith diffuse-disk assay and the phage
typing were established. The next step was theysisabf Staphylococcus aurewstrains
by PCR techniques (ADSRRS-fingerprinting, RAPD #&tGE) as well as investigation
of susceptibility of subsequent genotypes to naamtimicrobial peptides (LL-37, hBD3,
laktoferrin and lysozyme) by radial diffusion, cojo forming units and fractional
inhibitory concentration assays.

Among investigated 81 strains we have found 89.8%tstant to penicillin, 18.5%
to erythromycin, 18.5% to clindamycin and 13.5%dtxycyclin respectively. All strains
were susceptible to oxacillin and ciprophloxacironidination of Il phage group was
observed in 51% of investigated strains. PCR patéor 81lisolates found 31 unique
profiles (from A to AF). All strains were suscepéilto LL-37 and hBD3 but resistant
to lactoferrin. Only 3 strains demonstrated susbgiy to lysozyme. We did not identify
any correlation between susceptibility to antilwstiand LL-37. We detected that
lysozyme decreased the antimicrobial activity of-3T when have been used together
(increase of MIC of LL-37 from 8-32mg/L to 32-128fhgafter addition of lysozyme).

90



In the presence of antibiotics, only erythromyciotgmtiated the bactericidal activity
of LL-37. We did not observe any synergy between-37/A. and doxycyclin
or clindamycin.

To sum up | would say that there is no specificaj@me which is responsible for
recurrent furunculosis and susceptibility of alestigated strains to LL-37 and hBD3

makes them an interesting alternative in relatibadnventional antibiotic therapy.
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