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Il. WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKROTOW/ ABBREVIATIONS LIST

AMC —
AMX —
ATCC —

blaZ —
C-—
CFR -
CIP -
DA —
DO -
E -
eta —
etb —
FOX -
GABH —

GN —
MALDI-TOF MS —

MDR —

MIC —

MLSB —

MLST —

MRSA —

MSSA —

MUP —

Amoxicillin/clavulanic acid/ amoksycylina/kwas klawulanowy,
Amoxicillin/ amoksycylina,

American Type Culture Collection/ Amerykanska kolekcja
szczepow,

Beta-lactamase gene/ gen beta-laktamazy,

Chloramphenicol/ chloramfenikol,

Cefadroxil/ cefadroksyl,

Ciprofloxacin/ cefoksytyna,

Clindamycin/ klindamycyna,

Doxycycline/ doksycyklina,

Erythromycin/ erytromycyna,

exfoliative toxin gene A/ gen eksfoliatyny typu A,

exfoliative toxin gene B/ gen eksfoliatyny typu B,

Cefoxitin/ cefoksytyna,

B-hemolytic Streptococcus Group A/ paciorkowce (3-hemolizujgce
grupy A,

Gentamicin/ gentamycyna,

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry/ spektrometria mas oparta na desorpcji/jonizaciji
laserowej wspomaganej wykorzystaniem matrycy oraz
analizatora czasu przelotu jondw,

Multidrug Resistance/ wielolekoopornosg,

Minimum Inhibitory Concentration/ minimalne stezenie hamujgce,
Resistance to macrolides, lincosamides and streptogramin B/
opornos¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B,
Multilocus Sequence Typing/ analiza poréwnawcza sekwenciji
genow,

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus/ gronkowiec ztocisty
oporny na metycyline,

Methicillin  Susceptible Staphylococcus aureus/ gronkowiec
ztocisty wrazliwy na metycyline,

Mupirocin/ mupirocyna,
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PCR —
PVL —

RT -
SCCmec —

sea-seu —
SSR -
SXT -

TE -
TSST-1 -

VA -

Polymerase Chain Reaction / tahcuchowa reakcja polimerazy,
Panton-Valentine Leukocidine / leukocydyna Panton-Valentine,
Recurrent Tonsillitis/ nawracajgce zapalenia migdatkéw,
Staphylococcal Chromosomal Cassette mec/ chromosomalna
kaseta gronkowcowa mec,

enterotoxins genes A-U/ geny enterotoksyn A-U,

Short Sequence Repeats/ krétkie sekwencje repetytywne,
Trimethoprim-sulfamethoxazole/ trimetoprim-sulfametoksazol,
Tetracycline/ tetracyklina,

Toxic Shock Syndrome Toxin-1/ toksyna zespotu wstrzgsu
toksycznego 1,

Vancomycin/ wankomycyna.



lI.LSTRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

1. WPROWADZENIE

Staphylococcus aureus jest szeroko rozpowszechnionym bakteryjnym
patogenem cztowieka, wywotujgcym miedzy innymi infekcje skory, kosci i szpiku,
ropnie wewnatrznarzgdowe, posocznice oraz zapalenia wsierdzia. Problem infekciji
gronkowcowych dotyczy rowniez zakazen uktadu oddechowego (1).

Nawracajgce zapalenie migdatkéw podniebiennych (Recurrent Tonsillitis, RT)
jest jednym z najczestszych schorzenh gornych drég oddechowych wieku dzieciecego
i okresu dojrzewania, a niekiedy dotyczy rowniez osob dorostych. Stany zapalne
migdatkébw majg tendencje do nawrotdw, prowadzgc do zakazeh przewlekitych
i przerostu migdatkdw. Aktywny proces zapalny moze spowodowaé wystgpienie
zarowno odczyndéw lokalnych jak i ogolnoustrojowych, takich jak ropien
okotomigdatkowy, gorgczka reumatyczna, kiebuszkowe zapalenie nerek, zapalenie
ucha srodkowego, a niekiedy sepsa (2).

Podstawowg metodg leczenia nawrotowego =zapalenia migdatkdéw jest
antybiotykoterapia. Witasciwe rozpoznanie etiologii zakazenia i trafny dobdr
antybiotyku sg niezbedne w skutecznej eradykacji patogenu. Pozwala to na szybki
powrét do zdrowia oraz zapobiega nawrotom i powiktaniom. Antybiotykiem z wyboru
w leczeniu RT jest penicylina, a w leczeniu skorygowanym cefalosporyny. Czeste
nawroty choroby zmuszajg do wielokrotnych antybiotykoterapii, ktore na krétko
przynoszg pozgdany efekt. W takich przypadkach uzasadnione jest chirurgiczne
usuniecie migdatkow podniebiennych czyli tonsillektomia. Zgodnie z rekomendacjami
krajowych  Towarzystw  Otolaryngologicznych  podstawowym  wskazaniem
do tonsillektomii sg czeste nawroty choroby; od >4 do >7/rok w ciggu roku
poprzedzajgcego zabieg, =5x/rok w ciggu 2 lat poprzedzajgcych, =3x/rok przez
kolejne 3 lata poprzedzajgce (3-6).

Pomimo, ze za gtbwng przyczyne ostrych zapalen gardta i migdatkow uwaza
sie Streptococcus pyogenes najczesciej izolowang patogenng bakterig jest
gronkowiec ztocisty. Obiektywng ocene roli S. aureus utrudnia czeste nosicielstwo
gronkowcow zaréwno w nosie jak i w gardle. Pomimo, ze ostatnie badania wskazujg
na ich udziat w zapaleniu migdatkéw to rola S. aureus ciggle pozostaje niejasna,

a badania prowadzone na ten temat dos¢ skape (7, 8).
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2. CELE PRACY

1) Analiza czestosci wystepowania S. aureus u dorostych i dzieci poddanych
tonsillektomii z powodu nawrotowego zapalenie migdatkéw podniebiennych, w
wymazach pobranych z powierzchni migdatkdbw przed ich usunieciem, z wnetrza
usunietych migdatkéw oraz z gardfa po zabiegu tonsillektomii.

2) Okreslenie wrazliwosci na antybiotyki wyizolowanych S. aureus od dorostych i
dzieci poddanych tonsillektomii, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich wrazliwosci
na metycyline.

3) Okreslenie potencjatu chorobotworczego izolatbw S. aureus w oparciu o
wykrywanie genéw toksyn/ superantygenow gronkowcowych.

4) Analiza epidemiologiczna wyizolowanych S. aureus w oparciu o okreslenie typéw
spa i kompleksow klonalnych.
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3. MATERIAL | METODY

Materiat badan stanowity wymazy pobrane w trzech etapach od chorych
poddanych tonsillektomii z powodu zapalenia migdatkbw podniebiennych.
W pierwszym etapie pobierano wymaz z powierzchni migdatkow przed zabiegiem
tonsillektomii, kolejno z obu rozcietych jatowym nozem migdatkdw bezposrednio po
ich usunieciu na sali operacyjnej oraz na trzecim etapie z tylnej Sciany gardta po
wygojeniu rany pooperacyjnej (2-4 tygodni po zabiegu). Chorzy nie byli poddawani
antybiotykoterapii przez co najmniej 15 dni przed zabiegiem. Materiat zostat zebrany
od 118 osbéb dorostych w latach 2002-2008 (przez dr J. Stromkowskiego) i od 73
dzieci w latach 2016-2017, u ktérych wykonano tonsillektomie w Wojewddzkim
Szpitalu Specjalistycznym w Olsztynie na Oddziale Otolaryngologii i Onkologii
Laryngologicznej oraz w Szpitalu Powiatowym w Bartoszycach na Oddziale Chirurgii
Ogolnej i Miniinwazyjnej. Pacjentow kwalifikowano do zabiegu na podstawie wywiadu
chorobowego zwigzanego z infekcjami gornych drég oddechowych oraz dolegliwosci
wspotistniejgcych. Badanie przedmiotowe obejmowato: badanie ogdlne chorego,
badanie otolaryngologiczne wziernikowe z oceng migdatkédw podniebiennych, ich
wielkosci, ruchomosci, obecnosci wydzieliny na powierzchni i w ich gtebi oraz
szyjnych stanu weztéw chtonnych.

W analizowanej grupie dorostych byto 72 kobiety oraz 46 mezczyzn w wieku
od 18 do 68 lat oraz 28 dziewczat i 45 chtopcow, w wieku od 2 do 17 lat, w badane]
grupie dzieci. Badanie zostato zatwierdzone przez Niezalezng Komisje Bioetyczng
ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (numer zgody
NKBBN/20/2016).

Izolacje i identyfikacje gronkowcéw ziocistych prowadzono klasycznymi
metodami diagnostyki mikrobiologicznej, dodatkowo w przypadku pieciu izolatow
niepewng identyfikacje potwierdzono metodg MALDI-TOF MS. Wrazliwos$é
wyizolowanych S. aureus na 19 wybranych antybiotykow z réznych grup wstepnie
okreslono metodg dyfuzyjno-krgzkowg na agarze Mueller-Hinton wedtug zalecen.
Wazliwo$¢ na wankomycyne i gentamycyne zweryfikowano metodg E- testu, a na
metycyline poprzez detekcje genu mecA. Indukcyjng oporno$¢ na makrolidy-
linkozamidy-sterptograminy (MLSg) okreslono metodg D-testu. Izolacje bakteryjnego
DNA wykonano przy uzyciu zestawu do izolacji genomowego DNA (Sigma-Aldrich,

USA), postepujgc zgodnie z instrukcjg producenta. Geny toksyn/superantygenéw
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gronkowcowych warunkujgce odpowiednio wytwarzanie enterotoksyn (sea-seu),
eksfoliatyn (eta/etb), toksyny wstrzgsu toksycznego TSST-1 (tst) oraz leukocydyny
Panton-Valentine (lukS-PV/lukF-PV) wykrywano metodg multiplex PCR. Typy spa
wyizolowanych S. aureus okreslano po zsekwencjonowaniu krétkich repetytywnych
sekwencji (SSR) polimorficznego regionu X genu kodujgcego biatko A (spa), przy
uzyciu oprogramowania Ridom Staph Type (http://spaserver.ridom.de) zgodnie
z opisang procedurg (9). Do oceny réznic w czestosci wystepowania gronkowcow
w roznych fazach badania chorych oraz réznic w czestosci wykrywania genéw toksyn
zastosowano test Pearsona chi kwadrat, przyjmujgc wartos¢ p < 0.05 jako istotng

statystycznie.
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4. OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Na rozprawe doktorskg skfadajg sie trzy publikacje, w tym dwie prace
oryginalne i jedna przegladowa dotyczace charakterystyki szczepow Staphylococcus
aureus izolowanych od chorych cierpigcych na nawracajgce zapalenie migdatkow
podniebiennych, poddanych tonsillektomii. Pierwsza praca oryginalna dotyczy
czestosci wystepowania i antybiotykowrazliwosci S. aureus wyizolowanych w trzech
etapach badania w grupie dorostych. Druga praca oryginalna obejmuje analogiczne
badanie w grupie dzieci, gdzie wyizolowane S. aureus poddano dodatkowo analizie
epidemiologicznej w oparciu 0 sekwencjonowanie genu spa oraz analizie potencjatu
patogennego poprzez detekcje genow toksyn. Praca przeglgdowa podsumowuje
W pieciu rozdziatach dotychczasowg wiedze na temat roli S. aureus w nawracajgcym

zapaleniu migdatkéw podniebiennych.

1) Staphylococcus aureus isolated from tonsillectomized adult patients with

recurrent tonsillitis. Marta Katkowska, Katarzyna Garbacz, Jozef Stromkowski.

Staphylococcus aureus izolowany od chorych dorostych poddanych tonsillektomii

z powodu nawracajgcego zapalenia migdatkdw podniebiennych.

W pierwszej opublikowanej pracy oryginalnej dokonano retrospektywnej
analizy wystepowania i antybiotykowrazliwosci S. aureus wyizolowanych od
dorostych poddanych tonsillektomii z powodu zapalenia migdatkéw podniebiennych,
zgodnie z metodykg opisang w rozdziale Materiat i Metody.

S. aureus byt najczesciej izolowang bakterig na wszystkich etapach badania,
zaréwno z powierzchni migdatkéw (11,9%), jak i z ich wnetrza (30,5%) oraz z gardta
po wygojeniu rany pooperacyjnej (5,9%). Byty to roznice statystycznie znamienne,
ktére pokazaty, ze tonsillektomia powoduje 5-krotny spadek czestosci izolacji
S. aureus. Gronkowiec najczesciej wystepowat u chorych na jednym etapie badania
(79,5%), rzadziej na dwéch etapach (18,2%) i tylko u jednej osoby na kazdym etapie
badania (2,3%). Wiek badanych chorych, od ktoérych izolowano S. aureus miescit sie
w przedziale 18-59 lat. S. aureus wystepowat najczesciej u chorych w wieku 21-30 lat
(34,1%), nieco rzadziej u mtodszych w wieku 18-20 lat (25%) i najrzadziej u chorych

powyzej 50 roku zycia (4,5%).
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Paciorkowce B-hemolizujgce grup A, B, C, F i G wystepowaty u 3-12%
chorych, z czego Streptococcus pyogenes zaledwie u 5,1% badanych na
powierzchni migdatkéw, u 1,7% we wnetrzu migdatkow i u jednego pacjenta po
tonsillektomii.

Z wymazow od chorych obok bakterii Gram-dodatnich wyizolowano tez Gram-
ujemne, do ktorych nalezaty: Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa. Wystepowaty
one zdecydowanie rzadziej niz gronkowiec i nie odnotowano istotnych réznic
w czestosci izolacji na kolejnych etapach.

Badanie antybiotykowrazliwosci wyizolowanych S. aureus wykazato, ze
wszystkie byty wrazliwe na gentamycyne, amikacyne, chloramfenikol, kotrimoksazol,
mupirocyne, teikoplaning i wankomycyne, a wiekszo$¢ wrazliwa na 10 z 19 badanych
antybiotykow. Opornosc¢ dotyczyta najczesciej penicylin (83,3%), pojedyncze izolaty z
wnetrza migdatkdw byty oporne na klindamycyne, linkomycyne, erytromycyne
i tetracykline. Wysoki odsetek opornosci na penicyliny wydaje sie potwierdzac
istniejagcy poglad o mozliwosci patogennego oddziatywania gronkowca poprzez
wytwarzanie B-laktamaz, chronigcych patogeny migdatkéw, takie jak S. pyogenes
przed dziataniem antybiotykéw 3-laktamowych (10).

Wyizolowano tylko jeden szczep S. aureus oporny na metycyline (MRSA),
ktory pochodzit z wnetrza migdatkow 35-letniego pacjenta, cierpigcego od 4 lat na
nawracajgce anginy i poddawanego antybiotykoterapii 6-7 razy w roku. Wydaje sie
wiec, ze w nawrotowym zapaleniu migdatkdw, w odrdznieniu od innych infekc;ji
gronkowcowych, metycylinoopornos¢ nie stanowi problemu antybiotykoterapii.
Mozna to ttumaczyC mniejszg presjg selekcyjng antybiotykow w stosunku do
gronkowcdéw namnazajgcych sie wewnatrz komorek migdatkow, jak sugeruje Zautner
i wsp. (11).

Podsumowujgc, wsrdd dorostych kwalifikowanych do tonsillektomii najczesciej
izolowang potencjalnie patogenng bakterig byt S. aureus, ponad dwukrotnie czesciej
niz S. pyogenes. Izolowany byt gtéwnie z wnetrza migdatkéw chorych w wieku 21-30

lat, a czestos$¢ jego izolacji spadata po tonsillektomii.
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2) Rola Staphylococcus aureus w nawracajgcym zapaleniu migdatkéw

podniebiennych u pacjentéw poddawanych tonsillektomii. Marta Katkowska,

Katarzyna Garbacz, Jbézef Stromkowski. Role of Staphylococcus aureus in

tonsillectomized patients with recurrent tonsilitis.

Celem pracy przegladowej byto podsumowanie obecnego stanu wiedzy na
temat roli S. aureus w nawracajgcym zapaleniu migdatkéw podniebiennych
u pacjentow poddanych tonsillektomii. Praca realizuje temat w pieciu nastepujgcych
rozdziatach: 1/ Nawracajgce zapalenie migdatkbw podniebiennych, 2/ Tonsillektomia
i wskazania, 3/ Staphylococcus aureus jako czynnik nawrotowego zapalenia
migdatkédw podniebiennych, 4/ Antybiotykoopornos¢ szczepdéw S. aureus
izolowanych z zapalenia migdatéw podniebiennych, 5/ Rola biofilmu gronkowcowego
w zapaleniu migdatéw podniebiennych.

Podstawowg metodg leczenia nawrotowego zapalenia  migdatkow
podniebiennych jest antybiotykoterapia, jednak w przypadku wielokrotnych nawrotow
choroby uzasadnione bywa chirurgiczne usuniecie migdatkdw czyli tonsillektomia
(12). Pierwszego usuniecia migdatkéw podniebiennych w Polsce dokonat Zygmunt
Srebrny w 1899 r. Na przestrzeni lat zmienialo sie podejscie do zabiegu
tonsillektomii. W pierwszej potowie XX w. zabiegi wykonywano stosunkowo czesto,
w latach 60-tych, po wprowadzeniu na szerokg skale antybiotykdw zaczeto
krytycznie analizowa¢ zasadno$¢ kwalifikowania pacjentow do operacj,
w szczegolnosci dzieci ze wzgledu na role migdatkbw w procesach
odpornosciowych. Obecnie wyrdznia sie trzy typy wskazan do zabiegu tonsillektomii:
obturacyjne, onkologiczne i zapalne. Podstawowym wskazaniem zapalnym jest
nawracajgce zapalenia migdatkéw podniebiennych (13, 14).

W Scottish Intercollegiate Guidelines Network (SIGN) podkresla sie,
ze wskazaniem do zabiegu sg przypadki zaostrzen stanu zapalnego z wystgpieniem
siinego  bolu gardla ograniczajgcego lub  uniemozliwiajgcego normalne
funkcjonowanie chorego. W wytycznych tych podkresla sie tez znaczenie zakazenia
bakteryjnego wywotanego przez paciorkowca ropotwoérczego (S. pyogenes), ktérego
obecnos¢ powinna by¢ potwierdzona w posiewie wymazu z gardta lub w szybkim
tescie lateksowym na obecnos¢ swoistego antygenu (15).

Tonsillektomie nalezy ponadto rozwazy¢ w przypadku, gdy nawrotom ostrego

zapalenia migdatkdw towarzyszg nastepujgce powiktania: bolesne powiekszenie
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i ropny stan zapalny szyjnych weztéw chtonnych, choroby zastawek serca, zapalenie
wsierdzia, wystepowanie drgawek gorgczkowych, nie dajgca sie dobrze kontrolowac
cukrzyca (16).

Wykonanie w uzasadnionych przypadkach tonsillektomii poprawia jakos¢
zycia pacjentow. Chorzy operowani z powodow zapalnych potwierdzajg, ze po
zabiegu znacznie maleje liczba nawrotow choroby, ilo$¢ dni z gorgczka, bélem gardta
oraz absencji w szkole czy w pracy (4, 16-19).

Nawracajgce zapalenie migdatkow podniebiennych moze by¢ wywotane przez
wirusy, bakterie, chlamydie oraz grzyby. Proporcje czynnikbw zakaznych zmieniajg
sie w zaleznosci od pory roku, wieku pacjenta i innych warunkow
epidemiologicznych. Niekiedy istnieje trudnos¢ w ustaleniu etiologii RT, ktéra moze
wynikaé z rozbieznosci pomiedzy tym co stanowi flore bakteryjng powierzchni
migdatkéw, a tym co izoluje sie w posiewach z ich wnetrza. Stad znalezienie
rzeczywistej przyczyny procesu zapalnego utatwia badanie flory bakteryjnej wnetrza
migdatkéw po ich usunieciu (20-23).

Za najwazniejszg bakteryjng przyczyne zapalenie migdatkbw uznaje sie
S. pyogenes, niemniej od lat najczesciej izolowang patogenng bakterig jest
S. aureus, ktérego czestos¢ izolacji u chorych z RT moze siega¢ nawet 80%.
Obiektywng ocene sytuacji utrudnia czeste nosicielstwo S. aureus zarbwno w nosie
jak i w gardle. Ocenia sie, ze odsetek statych nosicieli gronkowca w przedsionku
nosa wynosi 20-30%, a czasowych moze siega¢ nawet 60% (24). Nosicielstwo
w gardle jest stwierdzane u 10-40% zdrowej populacji, a w okresach infekcji
wirusowych moze przekracza¢ nawet 40%. Wydaje sie wiec, ze rola S. aureus w RT
nie moze by¢ pomijana i nie sprowadza sie jedynie do bezobjawowego nosicielstwa.
Nalezy podkresli¢, ze zdecydowanie czesciej izoluje sie gronkowce z wnetrza
migdatkéw niz z ich powierzchni. Zautner i wsp. dowiedli, zarbwno przy uzyciu
metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) jak i cytometrii przeptywowe;j
(FACS), ze niemalze wszystkie gronkowce zwigzane z RT majg zdolnosc
wewngtrzkomorkowego przezywania w migdatkach (11). Moze to wyjasnia¢ zaréwno
ich zdolnos¢ unikania mechanizméw odpowiedzi immunologicznej jaki
i przeciwbakteryjnego dziatania antybiotykow. Ttumaczy to krotkotrwaty efekt
powtarzajgcych sie antybiotykoterapii w nawrotowym zapaleniu migdatkow (26).

Podsumowujgc, wydaje sie, ze do skutecznego leczenia antybiotykami

nawrotowych zapalen migdatkéw niezbedna jest nie tylko trafna zindywidualizowana
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ocena stanu pacjenta, ale tez kompleksowa analiza wspotwystepowania patogenow

bakteryjnych i ich antybiotykoopornosci.

3) Genetic diversity and antimicriobial resistance of Staphylococcus aureus

from recurrent tonsillitis in children. Marta Katkowska, Katarzyna Garbacz,

Wactaw Kopala, Justyna Schubert, Jacek Bania. Réznorodno$¢ genetyczna
i antybiotykooporno$¢  Staphylococcus aureus izolowanych od dzieci

Z nawracajgcymi zapaleniami migdatkow.

Celem drugiej pracy oryginalnej byta analiza czestosci wystepowania
S. aureus u dzieci cierpigcych na nawracajgce zapalenie migdatkbw podniebiennych
oraz okreslenie wrazliwosci izolatbw gronkowcowych na antybiotyki, oznaczenie
typdw spa w potgczeniu z detekcjg gendw toksyn/ superantygenéw gronkowcowych.

Najczesciej izolowanymi bakteriami byty ziarniaki Gram-dodatnie, a wsrdod nich
dominowat gronkowiec ztocisty. Najwiecej izolatow S. aureus pochodzito z wnetrza
migdatkéw (63,0%), mniej z ich powierzchni (45,1%) i prawie czterokrotnie mniej z
gardfa po tonsillektomii (18,2%, p=0.007). Wiek badanych dzieci z RT, od ktérych
pochodzity izolaty zawierat sie w przedziale od 2 do 17 lat. Najczesciej
gronkowce izolowano od dzieci ponizej 5 roku zycia (46,3%); a najrzadziej w grupie
11-17 lat (17,5%). Poréwnujgc te wyniki do uzyskanych przez nas w grupie dorostych
mozna stwierdzi¢, ze gronkowce czesciej wystepujg w migdatkach u dzieci (63,0%)
niz u dorostych (30,5%). Uzyskane dane pozostajg w zgodzie z danymi z literatury,
gdzie odsetek izolacji od dzieci waha sie od 39,1% do 65,9% (11, 27, 28).

Ponad 67% wszystkich izolatbw S. aureus syntetyzowato penicylinaze
kodowang przez gen blaZ, a jedynie 6,3% charakteryzowata opornos¢ typu MRSA.
|zolaty oporne na metycyline pochodzity od dzieci w wieku 5 i 7 lat, ktére
zakwalifilkowano do zabiegu z powodu przewleklych zapalen migdatkow
z podejrzeniem przerostu migdatka gardtowego. Obojgu chorym towarzyszyty czeste
infekcje, trudnosci w oddychaniu, chrapanie. Wyizolowane szczepy MRSA
charakteryzowata wielolekoopornos¢ (MDR). Obok opornosci na [-laktamy, izolaty
bytlty oporne na erytromycyne, ciprofloksacyne, gentamycyne, doksycyklinge
i tetracykline. Mimo, Ze problem gronkowcowej metycylinopornosci jest coraz
powszechniejszy wydaje sig, ze nie dotyczy on S. aureus zwigzanych z nawrotowym

zapaleniem migdatkéw. Wskazujg na to nasze badania jak rowniez wyniki z innych
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kontynentow, gdzie odsetek MRSA z RT nie przekracza kilku procent (11, 12, 30,
31).

Wiasciwosci patogenne S. aureus izolowanych z RT sg stabo poznane,
dlatego w pracy podjeto probe oceny ich potencjatu toksynotworczego. Geny toksyn
wykryto u ponad potowy badanych izolatéw (56,3%), jednoczesnie wykazano, ze
seg, sei, sem, sen, seo and seu zgrupowane W operonie egc, byty najczesciej
obecne wsrod badanych izolatéw S. aureus (38,8%). Wydaje sie, ze moze miec to
zwigzek z wynikami Nowrouzian i wsp., ktorzy okreslajg operon egc jako
warunkujgcy kolonizacje u pacjentéw pediatrycznych (32). Kolejne geny toksyn byty
wykrywane z nizszg czestoscig, gen warunkujgcy produkcje TSST-1 - na poziomie
8,8%. Toksyna TSST-1 jest superantygenem gronkowcowym etiologicznie
zwigzanym z zespotem wstrzgsu toksycznego (33, 34). Toksyna ta dziata miejscowo,
mitogenne, prowadzgc do szybkiego namnazania sie limfocytow i szybkiego
pobudzania stanu zapalnego. TSST-1 moze petni¢ istotng role w patogenezie
dzieciecego zapalenia migdatkdéw podniebiennych, indukuje bowiem silng odpowiedz
humoralng i komorkowg u dzieci. Autorzy sg zgodni, ze wymaga dalszych badan czy
nie jest ona kluczowym czynnikiem patogennosci S. aureus w nawracajgcym
zapaleniu migdatkéw podniebiennych (35, 36).

Zidentyfikowane 24 typy spa grupowaty sie w 8 kompleksach klonalnych
(CC5, CC7, CCY9, CC15, CC25, CC30, CC45, i CC398). Najczestsze cztery
kompleksy CC7, CC45, CC30 i CC5 obejmowaty ponad potowe izolatow (64%). Typy
spa t091, t084, and t002 byty wykrywane najczes$ciej i stanowity odpowiednio, 22,5%,
11,3% i 10%. Pozostate typy spa wystepowaty odpowiednio rzadziej, dotyczyty
pojedynczych izolatéw. Zidentyfikowano cztery nowe typy spa. Dominujgcy u nas
t091-CC7 jest jednym z najczesciej wykrywanych klonbw MSSA w Europie i byt
wczesniej izolowany zaréwno z nosicielstwa jak i z gronkowcowych zakazen u dzieci
(37). Najnowsze badania inwazyjnych infekcji u dzieci w Polsce pokazujg, ze typ t091
jest powszechnie reprezentowany przez izolaty S. aureus pochodzgce od starszych
dzieci. Pozostaje to w zgodzie z naszymi wynikami, gdzie w badanej grupie nie byto
noworodkow i niemowlgt. Warto tez podkresli¢, ze jest to klon rozpowszechniony
w zakazeniach inwazyjnych nie tylko u dzieci w Europie, ale rowniez poza nig.
Ostatni raport z Chin dowodzi, ze klon spa t091-CC7 byt wykrywany w szpitalnych
dzieciecych pneumoniach (38). Poréwnujgc uzyskane wyniki do analiz klonalnych

gronkowcoéw z roéznych zakazen i z nosicielstwa mozna stwierdzi¢, ze nie
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wyodrebniono swoistych klondw S. aureus scisle zwigzanych jedynie z nawrotowym
zapaleniem migdatkow.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki pokazujg, ze wsrdd dzieci kwalifikowanych
do zabiegu tonsillektomii najczesciej izolowanym drobnoustrojem jest S. aureus.
|zolaty gronkowca ztocistego zwigzane z RT wykazujg potencjat patogenny oraz
charakteryzuje je duza roznorodnos¢ genetyczna. Nie wyodrebniono swoistych
klonbw zwigzanych jedynie z badang grupg chorych, co moze swiadczy¢, ze

gronkowcowe zakazenia migdatkdw majg charakter endogenny.
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5. WNIOSKI

1) Zarbwno ws$rdod dorostych jak i dzieci kwalifikowanych do tonsillektomii
z powodu nawrotowego zapalnia migdatkow podniebiennych najczesciej
izolowang potencjalnie patogenng bakterig jest Staphylococcus aureus.

2) S. aureus kolonizuje w obu grupach zaréwno powierzchnie migdatkéow jak i ich
wnetrze, niemniej we wnetrzu migdatkow wykrywa sie go statystycznie czesciej,
a czestosc jego izolacji spada po tonsillektomii.

3) Gronkowce ztociste zwigzane z RT, izolowane zaréwno od dorostych jak
i dzieci, wykazujg najczesciej zdolnos¢ produkcji penicylinaz, rzadziej opornosé
typu MLSs czy MRSA.

4) S. aureus izolowane z migdatkow u dzieci wykazujg potencjat patogenny, ponad
potowa z nich niesie geny toksyn gronkowcowych.

5) Gronkowce ziociste izolowane z migdatkow u dzieci cechuje duza ré6znorodnos¢
genetyczna, a dominujgce wsrdéd nich typy spa (1091, t084, t002) sg

niespecyficzne, co moze dowodzi¢ endogennego pochodzenie S. aureus.
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IV. SUMMARY IN ENGLISH

1. INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is a widespread bacterial pathogen in humans that
causes skin, bone and bone marrow infections, internal abscesses, sepsis and
endocarditis. The problem of staphylococcal infections also concerns to respiratory
infections (1).

Recurrent Tonsillitis (RT) is one of the most common upper respiratory tract
disorders in childhood and adolescence, and sometimes also affects adults.
Inflammation of tonsils tends to recur, leading to chronic infections and tonsils
hypertrophy. An active inflammation process can cause both local and systemic
reactions such as peritonsillar abscess, rheumatic fever, glomerulonephritis, otitis
media, and sometimes sepsis (2).

Antibiotic therapy is the primary method of treatment for recurrent tonsillitis.
Proper diagnosis of infection etiology and the correct antibiotic selection are essential
for effective pathogen eradication. This allows for a quick recovery and prevents
relapses and complications. The antibiotic of choice in RT treatment is penicillin, and
cephalosporins in adjusted treatment. Frequent recurrence of the disease forces
repeated antibiotic therapies, which briefly bring the desired effect. In such cases,
surgical removal of the palatine tonsils or tonsillectomy is justified. According to the
recommendations of National Society of Otolaryngologists, the main indication for
tonsillectomy are frequent relapses; from <4 do >7/year during the year preceding the
procedure, 25x/year during 2 preceding years, =3x/year during 3 preceding years
(3-6).

Although Streptococcus pyogenes is considered the main cause of acute
pharyngitis and tonsillitis, the most commonly isolated pathogenic bacterium is
S. aureus. An objective assessment of S. aureus role is hindered by the frequent
carriage of staphylococci in both the nose and throat. Although recent studies
indicate their involvement in tonsillitis, the role of S. aureus is still unclear and

research on this subject is scarce (7, 8).
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2. OBJECTIVES OF THE STUDY

1) Analysis of S. aureus prevalence in adults and children suffering from recurrent
tonsillitis subjected to tonsillectomy, in swabs taken from tonsillar surface prior to
tonsillectomy, from tonsillar core at the time of surgery, and from the throat after
tonsillectomy.

2) Determination of sensitivity to antibiotics of S. aureus isolated from sick adults and
children subjected to tonsillectomy, with particular regard to their methicillin
sensitivity.

3) Determination of pathogenic potential of S. aureus isolates based on the detection
of staphylococcal toxin genes/ superantigens.

4) Epidemiological analysis of isolated S. aureus based on spa gene typing and

clonal analysis.
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3. MATERIAL AND METHODS

The study material consisted of swabs taken in three stages from the patients
subjected to tonsillectomy due to tonsillitis. The first, preoperative stage, included
microbiological examination of swabs obtained from tonsillar surface. The second,
intraoperative stage, included surgical specimens of both palatine tonsils; upon
resection, the specimens were cut with a sterile scalpel and core swabs was
subjected to microbiological examination. The third, postoperative stage, included
microbiological examination of swabs from posterior pharynx, obtained after
complete healing of surgical wound, 2-4 weeks post-surgery. Patients were not
subjected to antibiotic therapy for at least 15 days before the procedure. The
material was collected from 118 adults in the years 2002-2008 (by Dr. J.
Stromkowski) and from 73 children in the years 2016-2017, who underwent
tonsillectomy at the Provincial Specialist Hospital in Olsztyn at the Department of
Otolaryngology and Laryngological Oncology and at the District Hospital in
Bartoszyce at the Department of General and Minimally Invasive Surgery. Patients
were qualified for the surgery based on medical history associated with upper
respiratory tract infections and comorbidities. The physical examination included:
general examination of the patient, speculum otolaryngological examination with
the assessment of palatine tonsils, their size, mobility, the presence of secretion
on the surface and inside them and the condition of the cervical lymph nodes.

In the analyzed group of adults there were 72 women and 46 men aged 18 to
68 years and in the examined group of children 28 girls and 45 boys, aged 2 to 17
years. The study was approved by the Independent Bioethics Committee for
Scientific Research of the Medical University of Gdansk (approval number
NKBBN/20/2016).

Isolation and identification of S. aureus isolates were carried out by classical
microbiological diagnostic methods, in addition in the case of five isolates uncertain
identification was confirmed by the MALDI-TOF MS method. The sensitivity of the
isolated S. aureus to 19 selected antibiotics from various groups was initially
determined by disk diffusion method on Mueller-Hinton agar as recommended,
sensitivity to vancomycin and gentamicin was verified by E-test, and methicillin by
detection of the mecA gene. Induced resistance to macrolide-lincosamide-

streptogramin (MLSs) was determined by D-test. Bacterial DNA isolation was
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performed using genomic DNA isolation kit (Sigma-Aldrich, USA) following the
manufacturer's instructions. Genes of staphylococcal toxins/superantigens
determining the production of enterotoxins (sea-seu), exfoliatins (eta/etb), toxic shock
syndrome toxins TSST-1 (fst) and Panton-Valentine leukocidins (lukS-PV/IukF-PV)
respectively, were detected by multiplex PCR method. Spa types of isolated
S. aureus were determined after sequencing short sequence repeats (SSR) of the
polymorphic X-region of the protein A gene (spa) using Ridom Staph Type software
(http://spaserver.ridom.de) according to the described procedure (9). Pearson's chi-
squared test was used to assess differences in the prevalence of staphylococci
at different study stages and differences in the frequency of toxin genes detection,

assuming a p < 0.05 value as statistically significant.
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4. REVIEW OF PUBLICATIONS INCLUDED IN THE DOCTORAL DISSERTATION

The doctoral dissertation consists of three publications, including two original
articles and one review on the characteristics of Staphylococcus aureus strain
isolated from tonsillectomized patients suffering from recurrent tonsillitis. The first
original article concern the prevalence and antibiotic sensitivity of S. aureus isolated
in three stages of the study in adult patients group. The second original article
includes analogous study in the children group, where the isolated S. aureus was
additionally subjected to epidemiological analysis based on spa gene typing and
analysis of pathogenic potential through toxin genes detection. The review
summarizes in five chapters the current knowledge about the role of S. aureus in

recurrent tonsillitis.

1) Staphylococcus aureus isolated from tonsillectomized adult patients with

recurrent tonsillitis. Marta Katkowska, Katarzyna Garbacz, Jézef Stromkowski.

In the first published original article, a retrospective analysis of the prevalence
and antibiotic sensitivity of S. aureus isolated from tonsillectomized adults due to
tonsillitis was carried out, in accordance with the methodology described in the
chapter Material and Methods.

S. aureus was the most often isolated bacterium at all stages of the study both
from the surface of the tonsils (11.9%) and from the inside (30.5%) and from the
throat after healing of the postoperative wound (5.9%). These differences were
statistically important, and showed, that tonsillectomy causes a 5-fold decrease in the
frequency of S. aureus isolation. Staphylococcus most often occurred in patients at
one stage of the study (79.5%), less often at two stages of the study (18.2%) and
only in one person on each stage of the study (2.3%). The age of the examined
patients from whom S. aureus was isolated ranged from 18-59 years. S. aureus was
most common in patients aged 21-30 (34.1%), slightly less often in young people
aged 18-20 (25%) and least often in patients over 50 (4.5%).

Groups A, B, C, F and G of B-hemolytic streptococci occurred only in 3-12% of
patients, of which Streptococcus pyogenes was present in 5.1% of examined patients
on the surface of the tonsils, only in 1.7% inside the tonsils and in one

tonsillectomized patient.
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Apart from Gram-positive bacteria, Gram-negative were isolated from swabs
from patients, which included: Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa. They were
present much less frequently and no significant differences in the frequency of
isolation at subsequent stages were noted.

Antibiotic susceptibility testing of isolated S. aureus showed that they were all
sensitive to gentamicin, amikacin, chloramphenicol, cotrimoxazole, mupirocin,
teicoplanin and vancomycin, and the majority were sensitive to 10 of the 19 tested
antibiotics. Resistance occurred mostly to penicillins (83.3%), individual isolates from
the inside of the tonsils were resistant to clindamycin, lincomycin, erythromycin and
tetracycline. The high percentage of resistance to penicillins seems to confirm the
existing view of the pathogenic effect of staph by producing p-lactamases that protect
tonsil pathogens such as S. pyogenes against the action of B-lactam antibiotics (10).

Only one methicillin-resistant S. aureus strain (MRSA) was isolated, which
originated from the inside of the tonsils from the 35 years old patient, who suffered
from recurrent angina for 4 years and was treated with antibiotic therapy 6-7 times a
year. Although the problem of methicillin resistance is common in staphylococcal
infections, it does not apply to S. aureus associated with recurrent tonsillitis. This can
be explained by the smaller selective pressure of antibiotics against staphylococci
that proliferate inside tonsil cells, as suggested by Zautner et al. (11).

In summary, among adult patients qualified for tonsillectomy the most common
potentially pathogenic bacterium was S. aureus, more than twice as often as
S. pyogenes. S. aureus are present mostly within tonsillar core in patients aged 21-
30, and the frequency of its isolation decreased after tonsillectomy.

2) Role of Staphylococcus aureus in tonsillectomized patients with recurrent

tonsillitis. Marta Katkowska, Katarzyna Garbacz, Jozef Stromkowski.

The purpose of the review was to summarize the current state of knowledge
about the role of Staphylococcus aureus in recurrent tonsillitis in tonsillectomized
patients. The study implements the topic in the following five chapters: 1/ Recurrent

tonsillitis, 2/ Tonsillectomy and indications, 3/ Staphylococcus aureus as a factor of
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recurrent tonsillitis, 4/ Antibiotic resistance of S. aureus strains isolated from
tonsillitis, 5/ Biofilm role in staphylococcal tonsillitis.

The primary method of treating recurrent tonsillitis is antibiotic therapy,
although in repeated relapses cases surgical removal of the tonsils or tonsillectomy
may be justified (12). The first removal of palatine tonsils in Poland was carried out
by Zygmunt Srebrny in 1899. Over the years the approach to tonsillectomy has
changed. In the first half of the twentieth century, the procedures were performed
relatively often, in sixties, after the introduction of antibiotics on the large scale,
critical analysis of the legitimacy of qualifying patients for the surgery began, in
particular children because of the role of tonsils in immune processes. Currently three
types of indications for the tonsillectomy are distinguished: obstructive, oncological
and inflammatory. The primary inflammatory indication is recurrent tonsillitis (13, 14).

In Scottish Intercollegiate Guidelines Network (SIGN) it is emphasized that the
indication for the surgery are inflammation flare-up cases with severe sore throat
limiting or preventing the normal patient functioning. These guidelines also
emphasize the importance of bacterial infection with pus-forming streptococcus
(Streptococcus pyogenes), whose presence should be confirmed in the throat swab
culture or in a rapid latex test for the presence of a specific antigen (15).

Tonsillectomy should also be considered when the recurrence of acute
tonsillitis is accompanied by the following complications: cardiac valve disease,
endocarditis, painful enlargement and purulent inflammation of cervical lymph nodes,
the occurrence of febrile seizures, uncontrollable diabetes (16).

Performing tonsillectomy in justified cases improves the patient's quality of life.
Patients operated due to inflammation confirm that after the surgery the number of
relapses, of days with fever, sore throat and absence at school or work decreases
significantly (4, 16-19).

Recurrent tonsillitis can be caused by viruses, bacteria, chlamydia and fungi.
The proportions of infectious factors change depending on the season, the patient's
age and other epidemiological conditions. Sometimes there is a difficulty in
establishing RT etiology, which may result from the discrepancy between what
constitutes the bacterial flora of tonsils surface and what is isolated in the cultures
from inside them. Therefore in order to find the real cause of the inflammation

process the bacterial flora from the tonsils inside is often examined (20-23).
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S. pyogenes is considered the most important bacterial cause of tonsillitis, but
for years the most commonly isolated pathogenic bacterium from the patients with RT
is S. aureus, whose isolation frequency can reach up to 80%. An objective
assessment of the situation is hindered by the frequent carriage of S. aureus in both
the nose and throat. It is estimated that the percentage of permanent carriers of S.
aureus in the nasal vestibule is 20-30%, and of temporary carriers may reach up to
60% (24). Carriage state in the throat is found in 10-40% of the healthy population,
and in periods of viral infections may even exceed 40%. Therefore it seems, that the
role of S. aureus in RT cannot be omitted and is not limited to the asymptomatic
carrier. It should be emphasized, that staphylococci are isolated more often from the
inside of the tonsils than from their surface. Zautner has proven, using both
fluorescence in situ hybridization (FISH) and flow cytometry (FACS), that almost all
RT related staphylococci have the ability to survive in the tonsils (11). This may be
explained both by their ability to avoid immune response mechanisms and as well as
the antibacterial activity of antibiotics. This can explain the lack of effect of repeated
antibiotic therapy (26).

In conclusion, it seems that for effective antibiotic treatment of relapsed
tonsillitis not only accurate individualized assessment of the patient's condition but
also a comprehensive analysis of bacterial pathogens concomitance and their

antibiotic resistance is necessary.

3) Genetic diversity and antimicriobial resistance of Staphylococcus aureus

from recurrent tonsillitis in children. Marta Katkowska, Katarzyna Garbacz,

Wactaw Kopala, Jacek Bania, Justyna Schubert.

The aim of the study, in the second published original article, was to analyze
the prevalence of Staphylococcus aureus in the tonsils of children subjected
tonsillectomy due to RT and to determine the spa types of the pathogens, carriage of
virulence genes and antimicrobial resistance profiles.

The most commonly isolated bacteria were Gram-positive cocci, and among
them S. aureus. Most S. aureus strains (63.0%) were isolated from the tonsillar core,
next from the tonsillar surface (45.1%) and almost four times less from the throat
after tonsillectomy (18.2%, p=0.007). Age of adult patients with RT who carried S.

aureus in the palatine tonsils and/or throat ranged between 2 and 17 years.
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Staphylococci were most commonly isolated from persons between 5 and 8 years of
age (46.3%) and were slightly less often detected from children 11-17 years of age
(17.5%). Our findings are also consistent with the results reported by other authors
where the prevalence of S. aureus isolates was from 39.1% to 65.9%. Comparing
these results with data from adults, it can be concluded that S. aureus is more often
isolated from children with RT (63.0%), than from the adults with RT (30.5%) (11, 27,
28).

Up to 67.5% of the isolates synthesized penicillinases (blaZ-positive isolates),
and only 6.3% S. aureus isolates were resistant to methicillin (MRSA). In this study,
we identified five S. aureus isolates resistant to methicillin (MRSA) (6.3%). The
MRSA isolates were obtained from two children, aged 5 and 7 years, respectively.
Both patients were subjected to tonsillectomy due to hypertrophy of palatine tonsils
and concomitant pharyngeal tonsil hypertrophy. Both patients had a history of
frequent infections, difficulty breathing and snoring, and the boy was previously
treated for a peritonsillar abscess. The MRSA isolates showed multidrug resistance
(MDR). Next to B-lactam antibiotics resistance also resistance to erythromycin,
ciprofloxacin, gentamycin, doxycycline and tetracycline. Although the problem of
MRSA resistance is becoming more common, it does not appear to affect S. aureus
associated with recurrent tonsillitis. The results of our studies and studies from other
authors, conducted in Europe and other continents, also suggest that the proportion
of MRSA strains isolated from RT is no greater than a few per cent (11, 12, 30, 31).

We still know little about the pathogenicity of staphylococcal isolates and their
role in RT. Our present study demonstrated that some virulence factors, such as
enterotoxin genes seg, sei, sem, sen, seo and seu organized within the egc cluster,
were the most frequently present in S. aureus isolates from children with RT (38.8%).
In line with Nowrouzian et al. findings, egc may be a virulence factor that promotes
colonization with S. aureus in pediatric patients (32). The tst genes were isolated with
less frequency in the studied S. aureus isolates (8.8%). TSST-1, the main
staphylococcal exotoxin, is involved in the etiology of toxic shock syndrome (33, 34). It
produces local mitogenic effect, stimulating replication of lymphocytes and rapid
inflammatory response. TSST-1 may also play an important role in the pathogenesis
of pediatric tonsillitis, as it was shown to induce strong humoral and cellular response
in children. Researchers agree that future studies should center around the role of

TSST-1 as a potential key virulence factor of S. aureus in RT (35, 36).
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In this study represented a total 24 spa types and 8 clonal complexes (CC5,
CC7, CC9, CC15, CC25, CC30, CC45, i CC398). The most common four complexes
CC7, CC45, CC30 and CC5 grouped more than half of the isolates (64%). The most
commonly found spa types, t091, t084 and t002 were represented by 22.5%, 11.3%
and 10% of the isolates, respectively. Other spa types were observed less often and
represented by single isolates. The examined material included four new spa types.
A predominant spa type in our series, t091-CC7, is one of the most often found
MSSA clones in Europe, isolated not only from carriers but also from invasive
staphylococcal infections in children (35). A recent study of S. aureus clones isolated
from Polish pediatric patients with invasive infections demonstrated high prevalence
of the spa type t091, especially among isolates obtained from older children. Our
findings are consistent with this observation, as the group of children with RT who
tested positively for staphylococci did not include newborns and infants. It needs to
be also stressed that this clone is commonly isolated from invasive pediatric
infections not only in Europe but also in other continents; according to a recent
report, the spa clone t091-CC7 was isolated from children with pneumonia
hospitalized in Shanghai (China) (38). Comparing the results obtained to clonal
analysis of staphylococci from various infections and from carriers, it can be
concluded that specific S. aureus clones were not specifically associated with
recurrent tonsillitis.

In conclusion, this study demonstrates that S. aureus is the predominant
bacterial pathogen colonizing tonsils of children underwent tonsillectomy. S. aureus
associated with RT in children showed pathogenicity potential and considerable
genetic diversity, and no clones were found to be specific for this condition, which
may indicate the endogenous character of S. aureus.
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5. CONCLUSIONS

1) Staphylococcus aureus is the most commonly isolated potentially pathogenic
bacterium in both adult and pediatric patients qualified for tonsillectomy due to
recurrent tonsillitis.

2) S. aureus colonizes both the surface of the tonsils and their core, nevertheless it is
detected statistically more often inside the tonsils, tonsillectomy results in less
frequent isolation of S. aureus.

3) S. aureus isolated both from adult and pediatric patients with RT most often show
penicillinase production, less often MLSs or MRSA resistance.

4) S. aureus isolated from tonsils of children with RT have pathogenic potential, more
than half of them carry genes of staphylococcal toxins.

5) Golden staph isolated from RT is characterized by high genetic diversity, and the
dominant spa (t091, t084, t002) types among them are non-specific, which may

prove the endogenous origin of S. aureus.
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