STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Staphylococcus stanowig jedng z wazniejszych grup
drobnoustrojéw odgrywajacych istotng role w patologii zakazen u ludzi. Niektére
z gatunkow sa czesto odpowiedzialne za infekcje o roéznym przebiegu klinicznym,
od tagodnych do ciezkich ogodlnoustrojowych zakazen =zagrazajacych zyciu, zardwno
u pacjentéw leczonych w warunkach szpitalnych, jak i pacjentdw pozaszpitalnych.

Celem pracy byla ocena wystepowania wybranych genoéw warunkujacych opornos¢ na
antybiotyki z grupy makrolidow, linkozamidéw, streptogramin grupy B oraz pleuromutylin.

Material do badan 1 dalszych analiz stanowily szczepy bakteryjne nalezace
do rodzaju Staphylococcus. Wykorzystano przedstawicieli trzech gatunkéw S. aureus,
S. epidermidis i S. hominis z uwzglednieniem podzialu na grupy na podstawie obecnosci lub
braku mechanizmu metycylinoopornosci (metycylinooporne: S. aureus — MRSA,
S. epidermidis — MRSE, S. hominis — MRSH; metycylinowrazliwe: S. aureus — MSSA, S.
epidermidis — MSSE, S. hominis — MSSH). Szczepy pierwotnie zidentyfikowano
przy uzyciu metod biochemicznych i cech hodowlanych, ich przynaleznos$¢ gatunkowsa
potwierdzono przy uzyciu techniki multiplexPCR oznaczajac obecno$¢ odpowiednich genow
(Staphylococcus — gen 16SrRNA, S. aureus — gen nuc, S. epidermidis — gen rdr,
S. hominis — gen nuc) stosujac odpowiednie zestawy swoistych starterow. Produkty reakcji
analizowano z zastosowaniem techniki elektroforezy poziomej na 1,5% zelu agarozowym, a
nastepnie archiwizowano przy uzyciu systemu dokumentacji zeli ChemiDoc XRS.

Mechanizm metycylinoopornosci oznaczano metodg fenotypowa przy uzyciu krazka z
cefoksytyng na podlozu  Mueller-Hintona, a wyniki interpretowano zgodnie
z kryteriami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
(EUCAST). Wykorzystano takze metode biologii molekularnej PCR z zastosowaniem
swoistych starterow w celu wykrycia genu mecA oraz mecC stanowigcych podstawe tego
mechanizmu opornosci. Fragmenty zamplifikowanych genow podobnie rozdzielano
w technice elektroforezy poziome;j.

Fenotypy opornosci Staphylococcus na makrolidy, linkozamidy oraz streptograminy
grupy B byly = oznaczane  przy  uzyciu  metody  dyfuzyjno-krazkowe;j
z zastosowaniem krazkow z erytromycyna i klindamycyng zgodnie z rekomendacjami
EUCAST. W interpretacji wynikow wykorzystywano aktualnie obowigzujace kryteria

i cechy poszczegolnych wariantow, ktore pozwolity okresli¢ fenotypy konstytutywne Kg i



Knup, fenotypy indukcyjne Ip i Ip+ oraz fenotyp MSg i L. Do okreslenia genotypow szczepow
Staphylococcus, zwigzanych z opornoscig na antybiotyki nalezace do grupy makrolidow,
linkozamidow oraz streptogramin grupy B wytypowano nastgpujace geny: erm(A), erm(B),
erm(C), mef(A), msr(A), msr(D) oraz cfr. Przeprowadzono klasyczng reakcje PCR lub
multiplexPCR  wykorzystujac  odpowiednie sekwencje starterow. Produkty reakcji
analizowano z zastosowaniem techniki elektroforezy poziomej na 1,5% zelu agarozowym, a
nastepnie archiwizowano przy uzyciu systemu dokumentacji zeli ChemiDoc XRS.

Kliniczng ocen¢ lekowrazliwosci szczepoéw Staphylococcus dokonano w oparciu o
badanie wykonane przy uzyciu kart GP oraz automatycznego systemu Vitek 2 (bioMerieux),
ktore  przeprowadzono  zgodnie z  instrukcja 1 zaleceniami  producenta.
W analizie uwzgledniono nastgpujace antybiotyki: cefoksytyna, penicylina, tetracyklina,
gentamycyna,  erytromycyna,  klindamycyna,  ciprofloksacyna, = moksyfloksacyna,
wankomycyna, teikoplanina, liznezolid, tygecyklina, trimetoprim/sulfametoksazol,
fosfomycyna oraz kwas fusydowy.

Oceniono aktywno$¢ wybranych antybiotykow z grupy makrolidow i pochodnych
(erytromycyna,  klarytromycyna,  azytromycyna), linkozamidéw  (klindamycyna),
streptogramin  grupy B (chinupristina/dalfopristina), pleuromutylin (tiamulina) oraz
glikopeptydow (wankomycyna) wobec szczepow Staphylococcus w oparciu o wartoSci
minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii (MIC, ang. minimal inhibitory
concentration) przy uzyciu metody dyfuzyjnej z zastosowaniem paskow z gradientem stgzen
antybiotykow. Uzyskane wyniki interpretowano w oparciu o aktualnie obowigzujace kryteria
zalecane przez EUCAST.

W analizie statystycznej wykorzystano nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala-
Wallisa  oraz test post-hoc ~ wielokrotnych ~ poréwnan srednich  rang
dla wszystkich prob. Zastosowano takze test Chi-kwadrat niezalezno$ci. Wyniki istotne
statystycznie uznano na poziomie p < 0,05. Zastosowano pakiet Statistica 13 firmy StatSoft.

W grupie S. aureus u prawie polowy szczepdéw nie wykazywano zadnego fenotypu
opornosci MLSg. Fenotyp konstytutywny Kgr odnotowano u 21,31% szczepow, Kyp U 18,03%
szczepoéw, fenotyp indukcyjny Ip u 3,28%, a Ip+ u 6,56%, a fenotyp L
u 1,64%. Zaden z nich nie wykazywat opornosci typu MSg. Szczepy MRSA posiadaty
opornos¢ MLSg tylko w wariancie konstytutywnym — 40,00% typ Kg i 36,67% typ Kyp. U
MSSA najczesciej] wystepowal fenotyp Ips (12,91% szczepow), ale u prawie 75%
nie wykazywano opornos$ci zwigzanej z antybiotykami MLSg. Sposrod S. epidermidis

dominujacym wzorem opornosci byt fenotyp konstytutywny MLSg typu Kgr (27,45%) oraz



fenotyp MSg (19,61%). Oba warianty fenotypow indukcyjnych Ip oraz Ip. stwierdzono
odpowiednio z czestoscia 5,88% 1 7,84%, a fenotyp L z czgstoscig 3,92%. W grupie MRSE
najczestszym byl wariant Kr 45,17%, a w grupie MSSE typ MSg 40,00%. Najliczniej
wystepujacym wzorem opornosci u S. hominis okazatl si¢ by¢ Ip+ (45,83%), a nastepnie Kg
(12,50%). Fenotyp Ip oraz MSg wystepowat u takiej samej liczby szczepdéw, co odpowiadato
po 4,17% wszystkich izolatow. W grupie MRSH dominowata opornos¢ typu Ip+ (66,66%),
za$ w grupie MSSH odnotowano obecno$¢ tylko jednego wzoru opornosci u 11,11%
szczepow, tj. Ips+.

Czestos¢ wystgpowania gendéw u MLSg-dodatnich szczepdéw S. aureus wynosita: gen
erm(A) u 32,26% szczepow, erm(B) u 61,29% szczepow i erm(C) u 3,23%. U MRSA
stwierdzono obecno$¢ genu erm(A) u 26,09% szczepow i erm(B) u 73,91% szczepow.
Determinanta erm(B) byta powigzana zar6wno z fenotypem Kg, jak i Kyp, a determinanta
erm(A) tylko z fenotypem Kg. U 8 fenotypowo-dodatnich MSSA gen erm(A) byt obecny u 1
z 2 szczepow Ip, U 3 2 4 Ip+, gen erm(B) byt obecny u dwoch szczepow (pojedyncze Ip+ i KR)
oraz gen erm(C) u jednego szczepu. Sumarycznie czesto$¢é wystgpowania genéw u S.
epidermidis przedstawiata si¢ nastgpujaco: msr(D) — 84,85%, erm(C) — 51,52%, msr(A) —
33,33%, erm(A) — 30,30% oraz erm(B) — 9,09% szczepéw. U MRSE najczestszym genem
okazat si¢ by¢ gen msr(D) (81,82% szczepow) oraz erm(C) (59,09%) i w dalszej kolejnosci
erm(A) (40,91%). Gen msr(D) wystepowal u wszystkich szczepow z indukcyjnymi
fenotypami MLSg. U MSSE najczegsciej wystgpujacym genem byt msr(D), ktorego
stwierdzano u 90,91% szczepOdw z fenotypem opornosci
na antybiotyki MLSg. Przewazajacym genem w grupie szczepow MRSH byt erm(C), ktory
wystgpit u wszystkich wytypowanych szczepow z obecnym fenotypem opornosci MLSg (1
Ip, 10 Ip+, 3 Kr i 1 MSg). Pojedynczy szczep MSSH z fenotypem opornos$ci Ip+ posiadat tylko
gen erm(C). Podsumowujac, u badanych szczepoéw Staphylococcus, stwierdzono, ze gen
erm(C) wystepowat u 42,50% szczepoéw, a w dalszej kolejnosci msr(D) (36,25%), erm(B)
(27,50%), erm(A) (25,00%) oraz msr(A) (15,00%). Najczestszym w grupie MRS byt gen
erm(C) (46,67% szczepow), a w grupie MSS gen msr(D) (50,00% szczepow). U zadnego ze

szczepodw Staphylococcus nie wykryto genow mef(A) i cfr.



