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Wykaz stosowanych skréotow

AD - choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease)

Agr — system globalnej regulacji gendéw (ang. accessory gene regulator)

AIP — peptyd, autoinduktor systemu agr (ang. autoinducing peptide)

CA-MRSA — srodowiskowe szczepy MRSA (ang. community-acquired methicillin
resistant S. aureus)

CDC - Centra Kontroli i Prewencji Choréb (ang. Centers for Disease Control and
Prevention)

CIfB — czynnik skupiana B (ang. clumping factor B)

cLPS - lipopolisacharyd charakterystyczny dla C. pneumoniae (ang. chlamydial
lipopolisacharide)

EB — ciatko elementarne C. pneumoniae (ang. elementary body)

eDNA — zewnatrzkomérkowe DNA (ang. extracellular DNA)

ELISA — metoda immunoenzymatyczna (ang. enzyme-linked immuno-adsorbent
assay)

HA-MRSA — szczepy MRSA zwigzane ze srodowiskiem szpitalnym (ang. hospital-
acquired methicillin resistant S. aureus)

hsp — biatka szoku termicznego (ang. heat shock protein)

MHC — kompleks zgodnosci tkankowej ( ang. major histocompatibility complex)

MIF — mikroimmunofluorescencja (ang. microimmunofluorescence)

MRSA — metycylinooporne szczepy S. aureus (ang. methicillin resistant S. aureus)

MS — stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)

MSCRAMMs — biatka powierzchniowe rozpoznajgce czgsteczki macierzy
pozakomorkowej gospodarza (ang. microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules)

MSSA - metycylinowrazliwe szczepy S. aureus (ang. methicillin sensitive
S. aureus)

omp - biatka btony zewnetrznej C. pneumoniae (ang. outer membrane protein)

OUN - osrodkowy ukfad nerwowy

PB — ciatko przetrwate C. pneumoniae (ang. persistent body)

PBP — biatka wigzgce penicyliny (ang. penicillin binding protein)

PCR - polimerazowa reakcja tancuchowa (ang. polymerase chain reaction)



PIA — polisacharydowa adhezyna miedzykomérkowa (ang. polysaccharide
intracellular adhesin)

POChHP — przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PSM — maty peptyd wydzielniczy (ang. phenol soluble modulin)

PVL — leukocydyna Panton-Valentine (ang. Panton-Valentine Leukocidin)

RB — ciatko siateczkowate C. pneumoniae (ang. reticulate body)

SSSS — gronkowcowy zespot oparzonej skéry (ang. staphylococcal scaled skin
syndrome)

TSS — zespot wstrzgsu toksycznego (ang. toxic shock syndrome)

VISA — szczepy S. aureus o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne (ang.
vancomicin intermediate S. aureus )

VRSA - wankomycynooporne szczepy S. aureus (ang. vancomicin resistant

S. aureus)



1. Wstep

Bakterie nalezgce do rodzaju Staphylococcus sg jednymi z najlepiej
zbadanych i poznanych drobnoustrojéw zwigzanych 2z cziowiekiem.
Gronkowce wchodzg w sktad fizjologicznej mikroflory cztowieka. Kolonizujg
przede wszystkim skére i btony Sluzowe goérnych drég oddechowych oraz
przewodu pokarmowego. Rdéwnoczesnie, niektore gatunki mogg byc¢
przyczyng wielu stanéw chorobowych. Najwazniejszym gatunkiem tego
rodzaju jest Staphylococcus aureus (S. aureus). Moze on by¢ czynnikiem
etiologicznym wielu zakazen, zaréwno szpitalnych, jak i pozaszpitalnych [1, 2].
Wysoki potencjat chorobotwdrczy gronkowca ztocistego warunkowany jest
przez szereg czynnikéw wirulencji [3].

Rodzaj Chlamydia obejmuje  kilka gatunkéw  drobnoustrojow
chorobotworczych zarowno dla ludzi jak i dla zwierzat. Najwieksze znaczenie
kliniczne dla cziowieka majg gatunki Chlamydia pneumoniae
(C. pneumoniae), C. trachomatis oraz C. psittaci. Chorobotworczosc
C. trachomatis jest zwigzana gtdwnie 2z ukltadem moczowo-ptciowym.
C. psittaci jest czynnikiem etiologicznym sporadycznie wystepujgcej zoonozy
— ornitozy. C. pneumoniae to gatunek, ktéry wywotuje zakazenia w obrebie
uktadu oddechowego. Jednak wiekszos¢ infekcji o etiologii C. pneumoniae
przebiega bezobjawowo. Sugeruje sie, ze chroniczne zakazenia wywotane
tym drobnoustrojem mogg odgrywaé wazng role w rozwoju schorzen
przewlektych, miedzy innymi astmy, niedokrwiennej choroby serca czy chorob
neurodegeneracyjnych [4, 5].

Bezobjawowa kolonizacja gronkowcem ztocistym i C. pneumoniae moze
stanowi¢ zrodto zakazenia tymi drobnoustrojami. Ocena wystepowania
nosicielstwa tych mikroorganizméw w jamie nosowo-gardtowej jest niezwykle
istotna w kontekscie powiktan, jakie mogg by¢ ich potencjalnymi
nastepstwami. Pomimo roznic wystepujgcych miedzy tymi mikroorganizmami
konsekwencje zakazen nimi mogg prowadzic do standw zagrazajgcych

zdrowiu i zyciu cztowieka.

10



1.1. Staphylococcus aureus

1.1.1. Charakterystyka S. aureus

Gronkowce ztociste to Gram-dodatnie ziarniaki uktadajgce sie
w preparatach wykonanych z hodowli na podtozu statym w charakterystyczne
skupiska przypominajgce grona. W preparatach z podtozy ptynnych przyjmujg
czesciej posta¢ tancuszkow, dwoinek i czworaczkéw. Wielko$¢ komorek
zreguty nie przekracza 1 uym (Ryc. 1.1.). Sg to drobnoustroje wzglednie
beztlenowe, nie wykazujgce ruchu. Gronkowce nie majg duzych wymagan
odzywczych, sg zdolne do wzrostu w szerokim zakresie temperatur
(18 - 40°C) oraz pH, na zwyklych podtozach bakteriologicznych.
Charakteryzujg sie zdolnoscig do produkcji katalazy [6, 7].

Rycina 1.1. S. aureus w preparacie z poditoza statego barwionym metodg Grama [zdjecie

T. Karpinski].
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1.1.2. Budowa i czynniki wirulencji S. aureus

Sciana komoérkowa

Gronkowce otoczone sg sciang komoérkowg sktadajgcy sie z kilkudziesieciu
warstw peptydoglikanu (syn. mureina) — ztozonego polimeru zbudowanego
z reszt kwasu N-acetylomuraminowego i N-acetyloglukozaminy, o grubosci
20 — 35 nm. W syntezie peptydoglikanu biorg udziat enzymy: biatka wigzgce
penicyliny (ang. penicillin binding protein, PBP). Kluczowg rolg sSciany
komorkowej jest ochrona bakterii przed uszkodzeniami zewnetrznymi
I zmianami cisnienia osmotycznego. Tylko u gatunku S. aureus ugrupowania
boczne ulegajg sieciowaniu mostkami pentaglicynowymi. Sg one zdolne
do wigzania sie z L-lizyng jednego i D-alaning kolejnego tancucha
oligopeptydowego, tworzgc w ten sposob kilkadziesigt usieciowanych warstw
usztywniajgcych sciane komorkowg bakterii (Ryc. 1.2.) [8, 9].

Istotnym elementem Sciany komorkowej gronkowcéw sg kwasy tejchojowe,
bedace polimerami swoistymi dla danego gatunku. Wigzg sie one
kowalencyjnie z resztami kwasu N-acetylomuraminowego lub z kwasami
lipotejchojowymi (lipidami zakotwiczonymi w bfonie cytoplazmatycznej).
Potaczenie z oligopeptydami mureiny warunkuje specyficzng aktywnosc¢
immunogenng kwasow tejchojowych. Biorg one rowniez udziat w procesie
adhezji do biatek macierzy pozakomorkowej gospodarza [9, 10].

Kolejny wazny element sSciany komdrkowej, zwigzany 2z btong
cytoplazmatyczng i z peptydoglikanem to biatko A. Wystepuje u wszystkich
szczepow S. aureus. Funkcja tego biatka skorelowana jest z jego
powinowactwem i wigzaniem sie do receptorow Fc réznych podklas
immunoglobulin klasy 1gG. W wyniku tej reakcji dochodzi do inhibicji
odpowiedzi humoralnej gospodarza, co w konsekwencji chroni drobnoustrdj
przed opsonizacjg i fagocytozg. Biatko A odgrywa wiec istotng role w procesie
adaptacji danego szczepu do srodowiska immunologicznego gospodarza
[11, 12].
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Rycina 1.2. Budowa sciany komérkowej bakterii Gram-dodatnich (wg Kayser i wsp. [13],

modyfikacja wtasna).

Otoczka

Zewnetrzng czes$¢ Sciany komorkowej gronkowcow ziocistych pokrywa
cienka, ochronna warstwa zbudowana =z polisacharydow. Zwigzki
te sg zakotwiczone w warstwie peptydoglikanu Sciany komorkowej i tworzg
otoczke. Podstawowg funkcjg otoczki jest ochrona drobnoustroju przed
zmieniajgcymi sie warunkami srodowiska zewnetrznego. W czasie zakazenia
otoczka hamuje opsonizacje i fagocytoze. Polisacharydy otoczki
sg zbudowane z powtarzajgcych sie podjednostek réznigcych sie miedzy
szczepami, co pozwala dzieli¢ je na serotypy. U S. aureus wyrdznia sie
13 serotypoéw otoczkowych. Z zakazen inwazyjnych najczesciej izoluje sie
drobnoustroje z serotypem otoczkowym 5 i 8 [14].
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Czynniki wirulenciji

S. aureus jest zdolny do produkcji wielu toksyn i enzymow
pozakomorkowych, bedgcych gtdwnymi czynnikami warunkujgcymi wirulencje
danego szczepu i odpowiedzialnymi za jego chorobotwdrczos¢. Substancje
wydzielane przez gronkowce ziociste mogg niszczy¢ lokalng bariere
immunologiczng gospodarza oraz zapewniajg drobnoustrojom niezbedne
do wzrostu i rozmnazania sktadniki odzywcze. W konsekwencji toksyny
I enzymy produkowane przez S. aureus utatwiajg bakteriom kolonizacje
miejsca infekcji, a nastepnie rozprzestrzenienie sie w organizmie
gospodarza [15].

Jedna z najlepiej poznanych i zbadanych cytotoksyn to toksyna alfa,
bedgca hemolizyng. Jest ona zdolna do wigzania sie z hydrofobowymi
elementami bton komérkowych i tworzenia w nich poréw, przez ktére mogg
by¢ transportowane mate jony. Proces ten prowadzi do efluksu i smierci
komorki. Dziatanie tej hemolizyny na poszczegdlne komorki jest zalezne od jej
stezenia (Ryc. 1.3.). Udowodniono, ze komorki wrazliwe na dziatanie toksyny
alfa posiadajg na swojej powierzchni receptor — metaloproteinaze zalezng
od cynku (ang. a disintegrin and metalloproteinase 10, ADAM10). Toksyna
alfa dziata letalnie m.in. na erytrocyty, limfocyty T i B, monocyty, trombocyty,

komorki endotelium naczyn krwionosnych [16, 17, 18].
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Rycina 1.3. Odpowiedz wybranych komaérek na intoksykacje toksyng alfa, zalezna od stezenia

toksyny (wg Berube i wsp. [19], modyfikacja wtasna).
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Toksyna beta (sfingomielinaza C) to biatko katalizujgce proces hydrolizy
fosfolipidow zawartych w bitonach komorkowych. Aktywnos¢ ta wynika
z powinowactwa do sfingomieliny i lizofosfatydylocholiny obecnych w btonach
komérkowych. Sfingomielinaza C jest toksyczna przede wszystkim
dla erytrocytéw, limfocytéw, monocytow, neutrofili i keratynocytow. Sugeruje
sie, ze toksyna beta bierze udziat w tworzeniu biofilmu. Za kodowanie tej
toksyny odpowiedzialny jest gen hlb, ale jego ekspresje u wiekszosci
szczepoOw S. aureus hamuje obecnos¢ bakteriofaga $Sa3 [15, 20].

Kolejna hemolizyna — toksyna delta — wykazuje powinowactwo do lipidéw
bton komérkowych i dziatajgc jak surfaktant wywotuje ich lize. Toksyna
ta nalezy do grupy matych peptydow wydzielniczych nazywanych PSM
(ang. phenol soluble modulin). Wyrézniamy wsréd nich dwie podrodziny:
PSMa i PSMp. Peptydy te wykazujg bardzo silng aktywnos$¢ cytolityczng
i sg zdolne do wywotania reakcji zapalnej (zdecydowanie silniejsze
wiasciwosci w tym zakresie wykazujg PSMa). Sugeruje sie, ze PSMs biorg
rébwniez udziat w dojrzewaniu biofilmu. Pozostajg pod kontrolg genow
regulatorowych agr (ang. accessory gene regulator) [17, 21].

Czes¢ szczepow S. aureus produkuje rowniez dwusktadnikowe toksyny
zbudowane z dwoch fancuchéw polipeptydowych — jednego biatka S i jednego
biatka F. Obecnie zidentyfikowano trzy biatka S (HIgA, HIgC, LukS-PV) i dwa
biatka F (HIgB, LukF-PV). Najlepiej poznanymi toksynami z tej grupy
sg toksyna gamma o aktywnosci hemolitycznej oraz cytotoksyczna tylko dla
neutrofili leukocydyna Panton-Valentine (ang. Panton-Valentine Leukocidin
PVL) [11, 21]. Dowiedziono, ze toksyna PVL dopiero w wysokich stezeniach
wykazuje dziatanie toksyczne dla biatych krwinek. Natomiast niewielkie,
sublityczne stezenia, mogg aktywowacC neutrofile i granulocyty oraz
stymulowaé¢ je do produkcji cytokin prozapalnych. PVL jest produkowana
gtéwnie przez Srodowiskowe szczepy metycylinoopornych S. aureus (ang.
community-associated methicillin resistant S. aureus, CA-MRSA) i moze
stuzy¢ jako marker tych szczepdw [22].

Kolejnymi biatkami bedgcymi istotnymi czynnikami wirulencji gronkowcow
ztocistych sg eksfoliatyny. Toksyny te wykazujg aktywnosS¢ proteaz
serynowych. Prowadzg do hydrolizy desmogleiny, odpowiedzialnej

za tworzenie potgczen miedzykomorkowych w warstwie ziarnistej naskoérka,
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powodujgc powstanie pecherzy i petzanie naskoérka. Obecnie znamy dwie
formy eksfoliatyn: ETA i ETB [23].

Szczepy S. aureus bedgce czynnikami etiologicznymi  zatrué
pokarmowych produkujg rowniez enterotoksyny. Do tej pory zidentyfikowano
21 biatek wykazujgcych aktywnos$¢ enterotoksyczng, w tym pie¢ klasycznych
enterotoksyn (SEA — SEE). Sg to pozakomodrkowe proteiny rozpuszczalne
w wodzie, niewrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury oraz enzymoéw
trawiennych — wtasciwosci te warunkujg ich potencjat chorobotwérczy.
Enterotoksyny wptywajgc na receptory neuronalne w jelicie pobudzajg osrodek
wymiotny w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Dodatkowo, wywotujgc
stan zapalny mogg réwniez pobudzaé perystaltyke przewodu pokarmowego
i by¢ przyczyng biegunki [24].

W szczegdlnych warunkach (obojetne pH i podwyzszone stezenie tlenu)
niektore szczepy gronkowcéw zitocistych sg zdolne do produkcji toksyny-1
wstrzasu toksycznego (ang. toxic shock syndrome toxin-1, TSST-1). Biatko
to wykazuje podobienstwo w budowie strukturalnej do enterotoksyn.
W zaleznosci od stezenia toksyna ta moze uszkadzac btony cytoplazmatyczne
komérek badz wywotywaé efekt cytotoksyczny. Ze wzgledu na zdolno$c¢
penetrowania bton sSluzowych TSST-1 moze byC przyczyng zakazen
ogolnoustrojowych. Jednak najwazniejszg funkcjg toksyny wstrzgsu
toksycznego jest indukcja produkcji interleukiny-1, interleukiny-2 i TNFa (ang.
tumor necrosis factor a), ktére dziatajg prozapalnie [17].

Zarébwno enterotoksyny jak i TSST-1 to superantygeny. Sg zdolne
do bezposredniego ftgczenia sie z czgsteczkami kompleksu zgodnosci
tkankowej klasy Il (ang. major histocompatibility complex, MHC)
z pominieciem etapu prezentacji przez komorki prezentujgce antygen. Rola
tych biatek polega przede wszystkim na niespecyficznym pobudzeniu duzej
ilosci limfocytow T, ktore skutkuje produkcjg cytokin prozapalnych.
Superantygeny sg zdolne do stymulacji i gromadzenia m.in. eozynofili
i komérek tucznych. Dzieki tym funkcjom umozliwiajg drobnoustrojom
unikniecie mechanizméw obronnych ze strony gospodarza i skuteczng
kolonizacje [11, 25].

Na chorobotwdrczos¢ S. aureus majg rowniez wptyw produkowane przez

drobnoustréj enzymy. Jednym z najwazniejszych, zarébwno z punktu widzenia
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wirulencji jak i diagnostyki, jest koagulaza. Biatko to, podobnie jak trombina,
przeksztatca fibrynogen w fibryne, wskutek czego nastepuje nieenzymatyczne
wykrzepianie osocza. W organizmie gospodarza mikrokolonie S. aureus
otoczone przez warstwy fibryny sg chronione przed fagocytozg. Koagulaza
odgrywa rowniez wazng role w adhezji do cewnikdw i innych wyrobow
medycznych [26]. Kolejnym istotnym enzymem jest stafylokinaza. Poprzez
aktywacje plazminogenu do plazminy umozliwia ona S. aureus
rozprzestrzenienie sie w organizmie z miejsca pierwotnej infekcji [17].

Gronkowce zitociste produkujg réwniez szereg innych enzymoéw
odpowiedzialnych gtéwnie za degradowanie i niszczenie tkanek. Sg to przede
wszystkim: hialuronidaza, lipazy, fosfolipazy, nukleazy, proteinazy serynowe
i inne [17].

1.1.3. Nosicielstwo S. aureus

Niszg ekologiczng najczesciej zajmowang u cziowieka przez S. aureus
sg nozdrza przednie [1, 27]. Udokumentowano tez mozliwg kolonizacje
m.in. gardta, jelit, skory krocza i odbytu [3]. Ze wzgledu na czestotliwosé
wystepowania gronkowca ziocistego w badaniach przesiewowych,
wyodrebniono dwie kategorie nosicieli:

e nosicieli statych — u pacjenta prawie zawsze stwierdzamy w posiewie
obecnosc¢ tego samego szczepu S. aureus,
e nosicieli okresowych — obecnos¢ S. aureus stwierdza sie z rdzng

czestotliwoscig, z przerwami, mogg by¢ to rézne szczepy [27, 28].

Szacuje sie, ze nosicielstwo state wystepuje u okoto 20 — 30 % populaciji,
czedciej dotyczy dzieci niz oséb dorostych. W Polsce stwierdza sie
nosicielstwo u 28 % spoteczenstwa [29, 30]. ,Wzo6r" nosicielstwa moze sie
zmieni¢ w okresie dojrzewania. Badania wskazujg, ze okoto 60 % populacji
to nosiciele okresowi [27, 28].

Pierwotnym miejscem kolonizacji S. aureus jest przedsionek jamy nosowej
wysScietany nabtonkiem ptaskim, w ktérym znajdujg sie gruczoty tojowe
i mieszki wlosowe. Drobnoustroje stanowigce fizjologiczng mikroflore pokryte

sg produkowang przez gruczoty warstwg $luzu, w sktad ktérego wchodzag
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glikoproteiny, lipidy oraz rézne substancje o dziataniu przeciwdrobno-
ustrojowym (lizozym, laktoferyna, wydzielnicze przeciwciata klasy IgA) [29].
Stwierdzono, Ze mechanizmy wrodzonej odpornosci immunologicznej
gospodarza wptywajg na obnizenie poziomu nosicielstwa. Szczegdlng role
w tym zakresie odgrywajg defensyny [32, 33].

Nabtonek ptaski ulega keratynizacji tworzagc warstwe rogowg. W proces
rogowacenia zaangazowane jest wiele biatek, w tym lorykryna. Sugeruje sie,
ze lorykryna petni istotng role w adherencji S. aureus, gdyz stanowi ligand dla
czynnika skupiania B (ang. clumping factor B, CIfB) znajdujgcego sie
na powierzchni gronkowcéw ztocistych [34]. Oprécz CIfB réwniez kwasy
tejchojowe, szereg adhezyn oraz biatek powierzchniowych rozpoznajgcych
czgsteczki macierzy pozakomérkowej gospodarza (ang. microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMS) bierze
udziat w adhezji do komorek gospodarza. Jako ligandy dla tych czgsteczek
rozpoznano przede wszystkim fibrynogen, elastyne, kolagen i czynnik von
Willebranda [3, 35].

Badania genetyczne nie wykazaty do tej pory istnienia specyficznego
czynnika bakteryjnego zwigzanego swoiscie ze statym nosicielstwem
gronkowca ztocistego [36, 37].

Na bezobjawowg kolonizacje S. aureus wptywa wiele czynnikdw, zaréwno
zwigzanych z gospodarzem jak i z drobnoustrojem. Dowiedziono, ze poziom
nosicielstwa zalezy miedzy innymi od wieku, ptci, poziomu glukozy w surowicy
krwi, stosowania doustnej antykoncepciji, palenia papieroséw, dializowania,
narkomanii. Réwniez choroby, takie jak np. atopowe zapalenie skory czy
ziarniniak Wegenera predysponujg do kolonizacji gronkowcem ziocistym
[3, 27].

Sugeruje sig, ze obecnos¢ niektérych gatunkéw bakterii w fizjologicznej
mikroflorze przedsionka nosa moze redukowacC kolonizacje S. aureus.
Do takich drobnoustrojow mozna zaliczy¢ niektére szczepy Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium psudodiphteriticum czy Pronionibacterium
granulosum. Wigze sie to najprawdopodobniej z wydzielaniem przez
te gatunki substancji hamujgcych wzrost S. aureus [31, 37, 38].

Interakcje miedzy drobnoustrojem, a gospodarzem warunkujgce proces

przylegania i kolonizacji nadal nie sg do konca poznane.
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1.1.4. Chorobotwdrczosé S. aureus

Gronkowiec ziocisty jest zewnagtrzkomérkowym patogenem szeroko
rozpowszechnionym na swiecie. Bezobjawowa kolonizacja S. aureus moze
stanowi¢ endogenne zrodto infekcji oraz przyczynia sie do wzrostu
czestotliwosci zachorowan w populacji poprzez transmisje drobnoustroju
drogg kropelkowg. Do zakazenia moze dojs¢ réwniez na drodze kontaktu
bezposredniego czy posredniego [39].

S. aureus stanowi czynnik etiologiczny wielu chorob, jest zdolny
do wywotania infekcji w kazdym uktadzie ludzkiego organizmu.

Wiele zakazen gronkowcowych dotyczy skory i tkanek miekkich, z reguty
przebiegajgcych z udziatem procesu ropnego. Mozna tu wymieni¢ schorzenia
takie jak czyrak (Ryc. 1.4.), jeczmien, liszajec zakazny, zapalenie mieszkéw
wiosowych, zastrzat, cellulitis oraz gronkowcowy zespot oparzonej skory (ang.
staphylococcal scaled skin syndrome, SSSS) — szczeg6lng role w powstaniu
SSSS odgrywajg wspomniane wczesniej eksfoliatyny. S. aureus jest tez
czynnikiem etiologicznym zakazenh ran pooperacyjnych [26, 40].

Ponadto patogen ten moze by¢é przyczyng infekcji gornych drég
oddechowych, np. zapalenia gardta, migdatkéw, zatok przynosowych, ucha
Srodkowego [25], oraz dolnych drog oddechowych — przede wszystkim
zapalenia oskrzeli, ptuc i optucnej [11].

S. aureus moze stanowi¢ czynnik etiologiczny zakazen ukfadu
moczowego, zapalenia wsierdzia i miesnia sercowego, zapalenia Kkosci
I szpiku kostnego, ropni narzadowych, gtéwnie ropni mozgu. Moze byé
przyczyng zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych, przede wszystkim
u dorostych. U os6b po zabiegach chirurgicznych czy z obnizong odpornoscig
gronkowiec zitocisty moze wywofa¢ posocznice zagrazajgcaj zyciu pacjenta
[40, 41].

Swoistym zespotem chorobowym o etiologii S. aureus jest zespot wstrzgsu
toksycznego (ang. toxic shock syndrome, TSS), ktéry moze by¢ wynikiem
zakazenia szczepem gronkowca ziocistego posiadajgcym gen tst i zdolnym
do produkcji toksyny TSST-1. TSS to ciezka toksykoza, objawiajgca sie

klinicznie gorgczka, wysypka, obnizeniem cisnienia krwi i wstrzgsem. Zespot
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po raz pierwszy zostat opisany u kobiet stosujgcych tampony, obecnie

wystepuje gtownie u oséb po zabiegach chirurgicznych i operacjach [42].

Rycina 1.4. Pacjent z czyrakiem wywotanym przez S. aureus MSSA, ktéry zglosit sie

na badanie do Pracowni Ustugowej Katedry i Zakladu Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu [zdjecie: Joanna Bogajczyk].

Szczegdlnym rodzajem infekcji wywotywanych przez S. aureus
sg gronkowcowe zatrucia pokarmowe. Dochodzi do nich w wyniku spozycia
pokarméw zanieczyszczonych enterotoksynami. Wyrézniamy intoksykacje
o charakterze pierwotnym (produkty spozywcze pochodzgce od chorych
zwierzat, np. mleko czy mieso) oraz wtéornym (zanieczyszczenie zywnosci
w czasie je] produkcji, przede wszystkim przez nosicieli szczepow
enterotoksynotwérczych lub osoby z gronkowcowymi chorobami skory).
Zatrucia  pokarmowe  cechujg sie  krotkim  okresem  wylegania
(od kilkudziesieciu minut do kilku godzin), zwykle ustepuja samoistnie. Czesto

majg charakter epidemiczny [24].
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1.1.5. Biofilm

W ostatnich latach analizuje sie doktadnie powstawanie i role biofilmu
w chorobotwérczosci wielu drobnoustrojéw, w tym rowniez S. aureus. Biofilm
mozna zdefiniowa¢ jako drobnoustroje prowadzgce osiadty tryb zycia,
osadzone w produkowanej przez siebie polimerycznej substanciji
pozakomorkowej. Bakterie zyjgce w biofilmie charakteryzujg sie odmiennym
fenotypem, inng ekspresjg gendéw, produkcjg odrebnego zestawu biatek,
a takze lekowrazliwoscig odmienng niz u drobnoustrojdw w formie
planktonicznej [43].

Udowodniono, ze istnieje $cista korelacja pomiedzy nosicielstwem
gronkowca ziocistego, a ryzykiem wystgpienia zakazen szpitalnych [44].
Sugeruje sie, ze kolonizacja przedsionka nosa zapewnia tym drobnoustrojom
podstawe do rozprzestrzeniania sie na inne powierzchnie ciata, a takze
transmisje do krwioobiegu, np. poprzez uszkodzony naskorek. S. aureus
poczatkowo wykazuje wzrost w formie planktonicznej, ale szybko dochodzi
do wytworzenia czynnikdw adherencji, przylegania do biatek zewngtrz-
komdrkowych gospodarza i produkcji biofilmu [43].

Adhezja jest pierwszym etapem formowania biofilmu, w ktérym
MSCRAMMSs tworzg niekowalencyjne potgczenia z biatkami gospodarza.
Badania in vitro sugerujg, ze istotne w tym procesie sg rowniez kwasy
tejchojowe. W kolejnym etapie — stadium dojrzewania, drobnoustroje
produkujg macierz pozakomodrkowg, ztozong przede wszystkim z egzo-
polisacharydow, w tym PIA (ang. polysaccharide intracellular adhesin), biatek
oraz zewnatrzkomérkowego DNA (ang. extracellular DNA, eDNA).
W strukturze biofilmu tworzg sie kanaty, ktére umozliwiajg dostep sktadnikéw
odzywczych do drobnoustrojow znajdujgcych sie w gtebszych warstwach.
Ostatnig fazg rozwoju biofilmu jest odrywanie sie jego fragmentéow (nazywane
tez zluszczaniem) i rozsiew do innych miejsc. Na rozproszenie biofilmu
wptywajg miedzy innymi dziatajgce na niego sity mechaniczne oraz aktywacja
systemu agr — konsekwencjg tego procesu jest wytworzenie m.in. enzymoéw
degradujacych czgsteczki matrix, takich jak nukleazy i proteazy, oraz PSMs.

Sugeruje sie, ze PSMs sg produkowane juz w fazie dojrzewania biofilmu, a ich
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rola w dyspersji polega na rozrywaniu wigzan niekowalencyjnych pomiedzy

czgsteczkami matrix (Ryc. 1.5.) [45, 46].

A
Czynniki adhezyjne:
MSCRAMMs
bakterie w formie
plankoniczne]j
e
B S ;
Czynniki dojrzewania:
adhezja: fuszczenie:
eDNA PSMs
matrix biofilmu PIA
biatka
EeEeem———mu=——_g]
C
bakterie w formie
planktonicznej
Czynniki dyspers;ji:
matrix biofilmu PSMs
proteazy
nukleazy
s |

Rycina 1.5. Stadia rozwoju biofilmu (wg Le i wsp. [46], modyfikacja wtasna).

A — Faza przylegania: bakterie w formie planktonicznej adherujg do powierzchni biologicznych
za pomocg wigzan niekowalencyjnych pomiedzy biatkami matrix gospodarza i bakteryjnymi
biatkami wigzacymi, np. MSCRAMMs.

B - Dojrzewanie biofilmu: po przytgczeniu komoérek do powierzchni bakterie produkujg
zewnagtrzkomoérkowg matrix biofilmu ztozong gtéwnie z egzopolisacharydéw (np.PIA), eDNA
i biatek. W strukturze biofilmu w wyniku dyspersyjnego dziatania PSMs tworzg sie kanaty.

C - Faza dyspersji: tuszczenia; pojedyncze bakterie badz ich skupiska odrywajg sie
od biofilmu wskutek dziatania sit mechanicznych oraz aktywnosci substancji degradujgcych

biofilm (PSMs, nukleazy, proteazy).
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1.1.6. Globalne systemy regulacji ekspresji genéw

Gronkowca ztocistego mozna nazwac drobnoustrojem uniwersalnym, gdyz
potrafi dostosowa¢ sie do otaczajgcych go, zmieniajgcych sie warunkow
srodowiska. Jest w stanie kolonizowac rézne obszary bton sluzowych i skory,
zarowno u cziowieka, jak i u wielu gatunkow zwierzat. Jako patogen
chorobotworczy potrafi przetrwa¢ w réznych tkankach, takze we krwi, moze
wywotac infekcje miejscowe i uktadowe. Ta ogromna zdolno$¢ do adaptacji
wynika przede wszystkim z obecnosci systemow regulacji genow [47].

Jednym 2z najlepiej poznanych systemow tego rodzaju jest system
globalnej regulacji gendéw agr. Stanowi on typowy dla bakterii Gram-dodatnich
system quorum-sensing, ktory koordynuje ekspresje wielu biatek, przede
wszystkim egzoprotein, odpowiedzialnych za wirulencje. Sg one niezbedne
w inicjacji procesu chorobotworczego. Czynnikiem regulujgcym ekspresje
poszczegoblnych gendw jest zmiana gestosci komorek bakteryjnych, zalezna
od fazy wzrostu drobnoustroju [48, 49].

Locus agr sktada sie z pieciu gendéw: hld, agrB, agrD, agrC i agrA,
kontrolowanych przez promotory P2 i P3. Operon P2 jest odpowiedzialny
za synteze autoinduktora systemu agr — AIP (ang. autoinducing peptide).
AIP jest matym osmioaminokwasowym peptydem powstajgcym w wyniku
posttranslacyjnej modyfikacji propeptydu kodowanego przez agrD.
W modyfikacji tej bierze udziat transbtonowe biatko AgrB. AIP stanowi ligand
dla czgsteczki sygnatowej AgrC [47, 50, 51].

Gen agrC koduje transbtonowg kinaze histydynowg, ktéra jako jedyne
biatko jest zdolna do wigzania AIP. Potwierdza to role receptorowg AgrC
w systemie agr. Aktywne biatko AgrC prowadzi do fosforylacji i aktywowania
biatka efektorowego AgrA, ktére jest niezbedne w procesie aktywacii
promotoréw P2 i P3 [47].

Konsekwencjg autoindukcji agr jest produkcja RNA |l stanowigcego
transkrypt promotora P3. RNA [l jako kolejna czgsteczka efektorowa reguluje
transkrypcje wielu istotnych dla wirulencji danego szczepu egzoprotein [47].
Jedynym bezposrednim produktem translacji RNA Il jest hemolizyna delta
[52]. Pod kontrolg agr znajdujg sie miedzy innymi PSMs [53], toksyna alfa [19],
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toksyny eksfoliatywne, enterotoksyny, PVL, toksyna gamma, TSST-1 [61].
Ponadto sugeruje sie, ze aktywacja systemu agr jest wymagana
do pobudzenia aktywnosci prozapalnej gronkowcow. RNA Ill  hamuje
rownoczesnie synteze biatek powierzchniowych, ktére biorg udziat w procesie
kolonizacji drobnoustroju [53].

W obrebie locus agr stwierdzono znaczny polimorfizm dotyczgcy gendéw
agrD oraz fragmentow gendw agrB i agrC. Na podstawie tej zmiennosci
wyroznia sie obecnie cztery grupy (klasy) specyficznosci agr: agr |, agr I,
agrlll i agr IV (Ryc. 1.6.). Przynaleznos$¢ szczepu do danej klasy
specyficznosci agr ma zwigzek z jego przynaleznoscig filogenetyczng [52].
Sugeruje sie, ze istnieje rowniez korelacja miedzy klasg specyficznosci agr,

a rodzajem wytwarzanych toksyn i w konsekwenciji z wirulencjg szczepu [54].
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Rycina 1.6. Schemat locus agr S. aureus i jego mapa funkcjonalna (wg Novic [47] oraz Dufour i wsp. [52], modyfikacja wtasna).
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1.1.7. Diagnostyka

Gronkowce  ziociste rosng dobrze na  prostych  podtozach
bakteriologicznych w warunkach tlenowych. Tworzg dos¢ duze, gtadkie,
okrggte kolonie, najczesciej o barwie kremowoszarej do kremowozoétte].
Na podtozu agarowym 2z dodatkiem krwi baraniej wiekszos¢ szczepdw
otoczonych jest strefg hemolizy beta (Ryc. 1.7.), zazwyczaj lepiej widocznej
w hodowli 48-godzinnej [6].

Do izolacji gronkowcow wykorzystujemy podfoza wybiorcze: podtoze
Chapmana i poditoze Baird-Parkera, ktére bazujg na wysokiej odpornosci
Staphylococcus na stres osmotyczny. Stosowane w mikrobiologii klinicznej
podtoze Chapmana zawiera w swoim sktadzie mannitol oraz 7,5 % NacCl.
Wysokie stezenie soli hamuje wzrost wiekszosci innych drobnoustrojéw.
S. aureus jest zdolny do fermentacji mannitolu, co uwidacznia sie poprzez
zmiane zabarwienia pozywki z tososiowor6zowego na zétte (wskaznikiem jest

czerwien fenolowa)(Ryc. 1.8.) [6].

Rycina 1.7. Hodowla S. aureus na podtozu z 5 % krwig baranig z widoczng strefg beta

hemolizy [zdjecie wtasne].
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Rycina 1.8. Hodowla S. aureus na podifozu wybiorczo-réznicujgcym Chapmana [zdjecie

wilasne].

Gronkowce ztociste sg drobnoustrojami zdolnymi do wytwarzania katalazy.
Produkcje tego enzymu sprawdza sie w prostym tescie: na szkietko
podstawowe nanosi sie krople 0,9 % NaCl, a nastepnie zawiesza sie w nigj
kilka kolonii badanego szczepu i dodaje krople wody utlenionej. Wydzielajgce
sie pecherzyki gazu Swiadczg o pozytywnym wyniku testu [6].

Identyfikacja gatunkowa gronkowcéw ziocistych opiera sie przede
wszystkim na wykazaniu zdolno$ci wytwarzania koagulazy wolnej oraz
zwigzanej. Test na obecnos¢ koagulazy zwigzanej polega na stwierdzeniu
obecnoséci czynnika skupiania (ang. clumping factor A). Jest
to powierzchniowy receptor dla fiborynogenu zwigzany ze $ciang komdrkowa
S. aureus, ktéry przeksztatca go w fibryne bez udziatu aktywatora, dlatego
reakcja ta daje natychmiastowe wyniki. Prébe na obecnosé koagulazy
zwigzanej przeprowadza sie jako test szkietkowy, w ktérym w kropli osocza
krdliczego zawiesza sie¢ badany szczep. O pozytywnym wyniku reakcji
Swiadczy pojawienie sie w ciggu kilkudziesieciu sekund charakterystycznych
strgtéw [6, 55].
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Prébe na obecnos¢ koagulazy wolnej wykonuje sie testem proboéwkowym.
Kilka kolonii badanego szczepu zawiesza sie w osoczu kréliczym w buforze
cytrynianowym. Wytrgcenie sie skrzepu w ciggu 1, 3, 6 lub 24 godzin
Swiadczy o pozytywnym, dodatnim, wyniku reakcji i jest charakterystyczne
tylko dla S. aureus oraz kilku gatunkow Staphylococcus wystepujgcych
u zwierzat (Ryc. 1.9.) [6, 55].

Wazne miejsce w identyfikacji gatunkowej zajmujg komercyjne testy
biochemiczne, np. potautomatyczne ApiSTAPH (bioMérieux) czy STAPHYtest
24 (Erba Lachema). W diagnostyce gronkowcéw ztocistych mozna
zastosowaC rowniez metody biologii molekularnej, takie jak gatunkowo-
specyficzny PCR (polimerazowa reakcja tancuchowa, ang. polymerase chain
reaction). Wykorzystuje sie je przede wszystkim w badaniach

epidemiologicznych [7].

Rycina 1.9. Préba na koagulaze wolng, metoda probéwkowa [zdjecie wiasne].

1.1.8. Leczenie

Gronkowce ztociste naturalnie wykazywaty wrazliwos¢ na wiekszo$¢
antybiotykow wprowadzanych do lecznictwa na przestrzeni lat. Posiadajg
jednak zdolnos¢ do szybkiego nabywania opornosci na antybiotyki,
najczesciej na drodze horyzontalnego transferu gendéw i mutacji

chromosomalnych. Juz kilka lat po wprowadzeniu do lecznictwa penicyliny,
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odkrytej przez Aleksandra Fleminga, szczepy penicylinooporne S. aureus

zaczely stanowiC powazny problem terapeutyczny [56].

Obecnie wyrézniamy u gronkowcow ziocistych dwa mechanizmy
warunkujgce opornos$é na antybiotyki B-laktamowe:

e produkcja P-laktamaz, enzymoéw hydrolizujgcych penicyliny naturalne,
aminopenicyliny i ureidopenicyliny. [-laktamazy s kodowane
na plazmidach (szacuje sie, ze posiada je 80 — 90 % szczepow S. aureus);

e mutacja w genie mecA, znajdujgcym sie na chromosomie w rejonie
zwanym SCCmec (gronkowcowa kaseta chromosomalna mec,
ang. staphylococcal cassette chromosome mec), skutkujgca produkcjg
zmienionych biatek PBP2’, ktére nie wykazujg powinowactwa
do antybiotykow  B-laktamowych.  Szczepy takie  charakteryzujg
sie opornoscig na wszystkie antybiotyki p-laktamowe i okreslamy
je mianem szczepow metycylinoopornych (ang. methicillin - resistant
S. aureus, MRSA) [57]. Odnotowano juz jednak metycylinooporne szczepy
S. aureus z mutacjg w genie mecC [58].

W leczeniu zakazeh wywotanych przez metycylinowrazliwe szczepy
S. aureus (ang. methicillin sensitive S. aureus, MSSA) mozna zastosowac
antybiotyki B-laktamowe, takie jak penicyliny przeciwgronkowcowe, penicyliny
izoksazolilowe, penicyliny z inhibitorami B-laktamaz, cefalosporyny
I i 1l generacji. Skuteczno$¢ wykazujg réwniez antybiotyki innych grup:
makrolidy, linkozamidy, trimetoprim/  sulfametoksazol, tetracykliny,
fluorochinolony czy aminoglikozydy [57].

Pojawienie sie szczepow MRSA odnotowano juz w latach 60’ ubiegtego
wieku, kilka lat po wprowadzeniu do lecznictwa metycyliny. Szczepy te bardzo
szybko rozprzestrzenity sie na Swiecie. Obecnie wyrdznia sie zakazenia
wywotane przez szczepy MRSA zwigzane ze sSrodowiskiem szpitalnym
(ang. hospital-acquired MRSA, HA-MRSA) izolowane przede wszystkim
od pacjentéw  szpitalnych oraz CA-MRSA, izolowane z zakazen
pozaszpitalnych [59]. Szczepy MRSA sg z definicji oporne na dziatanie
wszystkich antybiotykéw z grupy B-laktaméw, nawet na karbapenemy. Jednak
szczepy szpitalne i Srodowiskowe znacznie réznig sie wrazliwoscig
na pozostate grupy antybiotykow. Izolaty CA-MRSA charakteryzujg sie
opornoscig na makrolidy i/lub tetracykliny. Z kolei szczepy HA-MRSA
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sg wielolekooporne, czesto nie wykazujg wrazliwosci na tetracykliny,
makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy, trimetoprim/ sulfametoksazol czy
fluorochinolony [57, 60].

Aktywnos¢ wobec szczepdw MRSA wykazujg leki glikopeptydowe
(wankomycyna i teikoplanina), linezolid, daptomycyna oraz tigecyklina [60].
Pojawity sie jednak szczepy VRSA wykazujgce opornos¢ na antybiotyKi
glikopeptydowe. W Polsce sporadycznie odnotowuje sie szczepy wykazujgce
obnizong wrazliwos¢ na te grupe lekéw, tzw. szczepy S. aureus o obnizonej
wrazliwosci na wankomycyne (ang. vancomycin intermediate S. aureus,
VISA) [57, 61].

Obecnie nie zaleca sie eradykacji bezobjawowego nosicielstwa gronkowca
ztocistego za pomocg antybiotykow, zwlaszcza gdy jest to szczep MSSA.
W uzasadnionych przypadkach stosuje sie mupirocyne w celu likwidaciji

nosicielstwa szczepéw MRSA z przedsionka nosa [57].

1.2. Chlamydia pneumoniae

1.2.1. Charakterystyka rodzaju Chlamydia

Chlamydie to mate, atypowe drobnoustroje przypominajgce ksztattem
ziarniaki, o rozmiarach 0,2 — 1,5 um. Pod wzgledem budowy Sciany
komérkowej zblizone sg do bakterii Gram ujemnych, nie posiadajg warstwy
peptydoglikanu. W $cianie komorkowej znajduje sie lipopolisacharyd
(chlamydial lipopolisacharide, cLPS) o bardzo niskiej toksycznos$ci. Jest
on wspodlny dla wszystkich bakterii z rodzaju Chlamydia i stanowi
jednoczesnie antygen grupowo-swoisty. U C. pneumoniae mozemy réwniez
wyrézni¢ antygen gatunkowo-swoisty: biatka btony zewnetrznej (ang. outer
membrane protien, omp). Omp-1 i omp-2 to biatka bogate w cysteine,
wrazliwe na dziatanie czynnikdw chemicznych i fizycznych [4].

Chlamydia sp. sg obligatoryjnymi pasozytami wewnatrzkomérkowymi,

wiekszos¢ niezbednych do rozwoju substratéw, np. cholesterol, sfingomieline
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czy sfingolipidy [62], pobierajg z komérki gospodarza. Nie sg rowniez zdolne
do samodzielnej syntezy ATP, stad chlamydie nazywa sie tez pasozytami
energetycznymi [63].

Cvkl rozwojowy

Cechg charakterystyczng wszystkich bakterii z rodzaju Chlamydia jest
unikatowy cykl rozwojowy (Ryc. 1.10.). Pierwszy etap tego cyklu stanowi
adherencja i internalizacja ciatka elementarnego (ang. elementary body, EB)
do komorki nabtonka gospodarza. EB sg czgstkami zakaznymi odpornymi
na niekorzystne warunki srodowiskowe panujgce poza komoérkg gospodarza.
EB nie wykazujg aktywnosci metabolicznej i nie sg zdolne do rozmnazania
[70]. Sugeruje sie, ze za udziat w adhezji do komodrek ludzkich jest
odpowiedzialne biatko omcB (ang. outer membrane complex B), a receptorem
dla niego sa glikozaminoglikany [64]. EB wnika na drodze endocytozy
do komorki gospodarza, gdzie przebywa w fagosomie, ktory nie ulega fuzji
z lizosomem (tworzgc inkluzje) [65]. Po 6 — 8 godzinach ulega transformacji
do ciatka siateczkowatego (ang. reticulate body, RB). RB stanowi aktywng
metabolicznie forme zdolng do rozmnazania, ale niezdolng do przezycia poza
komérkg gospodarza. RB jest wieksze od EB i nie posiada nukleoidu.
RB pozostajgc w wakuolach dzielg sie wielokrotnie poprzez podziat podwojny
przez 18 do 24 godzin. Wakuole widoczne w obrazie mikroskopowym
zawierajgce RB nazywane sg wiretami komérkowymi. Kolejng fazg cyklu
zyciowego Chlamydia, trwajgcg ok. 6 godzin, jest transformacja RB do EB,
nastepujgca wskutek zageszczenia RB i wzmozonej syntezy biatek btony
zewnetrznej. Ostatni etap polega na uwolnieniu nowych EB na drodze
endocytozy Iub poprzez lize komoérek gospodarza. Uwolnione ciatka
elementarne sg zdolne do zakazania nastepnych komoérek. Szacuje sie,
ze caty cykl rozwojowy moze trwac do 48 — 72 godzin [4].

Dowiedziono, ze istnieje  rowniez  mozliwos¢  przeksztatcenia
EB znajdujgcego sie w fagosomie w ciatko przetrwate (ang. persistent body
PB). Sugeruje sie, ze czynnikiem wyzwalajgcym powstanie PB jest odpowiedz

immunologiczna ze strony gospodarza [66]. PB mogg przez dtugi czas
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pozostawa¢ w uspieniu w komoédrkach gospodarza i sg odpowiedzialne
za rozwoj zakazen przewlektych [5].

C. pneumoniae sg zdolne do namnazania sie w roznych komoérkach
gospodarza, np. w komorkach nabtonka oddechowego, w makrofagach,
w komodrkach endotelium naczyn krwionosnych, w komorkach miesni gtadkich,

[5] czy w komorkach nerwowych. Drobnoustroje te prowadzg do zahamowania

apoptozy zainfekowanej komorki poprzez niszczenie biatek
proapoptotycznych oraz do hamowania aktywnosci MHC | i MHC |l
[62, 67, 68].
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Rycina 1.10. Cykl rozwojowy Chlamydia pneumoniae (wg Jama-Kmiecik i wsp. [4] oraz Continii
wsp. [66], modyfikacja wiasna).

1. Adherencja EB. 2. Endocytoza EB. 3. Utworzenie fagosomu zawierajgcego EB.
4. Przeksztatcenie EB w RB. 5. Fagosom zawierajgcy RB. 5a. Przeksztatcenie RB w PB oraz
PB w RB. 6. Przeksztatcenie RB w EB. 7. Fagosom zawierajgcy EB 8. Uwolnienie EB.
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1.2.2. Epidemiologia

Zakazenia o etiologii C. pneumoniae majg zasieg ogoélnoswiatowy,
spotykamy je w kazdym klimacie, jednak szczegdlne czesto wystepuja
w krajach rozwinietych, z klimatem cieptym i umiarkowanym. Nie cechujg
sie sezonowoscig. Wystepujg w kazdej grupie wiekowej, a ryzyko kontaktu
z patogenem wzrasta z wiekiem. Najczesciej dochodzi do zakazenia w wieku
miodzienczym, dlatego tez w tym przedziale wiekowym obserwuje
sie najbardziej dynamiczny wzrost stezenia przeciwciat anty- C. pneumoniae
w surowicy krwi [69]. Szacuje sie, ze okoto 1 — 4 % populacji jest nosicielami
tego drobnoustroju [70, 71], a blisko 70 % dorostej populacji ma podwyzszone
miano przeciwciat w klasie 1gG, co $wiadczy o przebyciu infekcji
C. pneumoniae (Ryc. 1.11.) [69].

Odsetek oséb w poszczegdlnych grupach wiekowych
z podwyzszonym stezeniem przeciwciat
anty-C. pneumoniae w klasie IgG
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Rycina 1.11. Szacunkowy odsetek oséb z podwyzszonym stezeniem przeciwciat anty-
C. pneumoniae w Kklasie IgG w surowicy krwi, w poszczegélnych grupach wiekowych

(wg Contini i wsp. [66] oraz Kuo i wsp. [69], modyfikacja wtasna).

Ze wzgledu na wysokie powinowactwo do nabtonka drog oddechowych
infekcje dotyczg przede wszystkim ukfadu oddechowego [72, 73]. Transmisja
drobnoustroju odbywa sie drogg kropelkowa, cztowiek stanowi jedyny

rezerwuar tego patogenu. Formg zakazng jest wspomniane wczesniej
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EB. Zakazenia rozwijajg sie powoli, okres wylegania trwa kilka tygodni.
Sugeruje sie, ze okres zakazenia wsrdd cztonkow rodziny jest krétszy i wynosi
5 do 18 dni [66]. Uwaza sie, ze zakazenia mogg wystepowac zarowno
endemicznie jak i epidemicznie — szczegdlnie w srodowiskach zamknietych

i w duzych skupiskach ludzi [4, 74].

1.2.3. Chorobotwdrczos¢ C. pneumoniae i potencjalne powikiania zakazen

C. pneumoniae moze by¢ czynnikiem etiologicznym pozaszpitalnego
zapalenia ptuc (szacuje sie, ze blisko 10 % wszystkich przypadkow [75]),
zapalenia oskrzeli, zapalenia gardta, zapalenia krtani oraz zapalenia zatok.
Moze tez przyczyni¢ sie do zaostrzenia przewlektego zapalenia oskrzeli czy
astmy [5]. Szacuje sie, ze ok. 70 % tych infekcji przebiega bezobjawowo bgdz
skgpoobjawowo. Ze wzgledu na subkliniczny charakter zakazenh sg one trudne
w diagnostyce [5, 72]. Chlamydiowe atypowe zapalenie ptuc czesto ma postaé
tagodnej, samoograniczajgcej sie infekcji. PostaC ciezkg spotyka sie przede
wszystkim u oséb starszych, wyniszczonych i z obnizong odpornoscig oraz
0sOb ze wspotistniejgcg chorobg serca [76, 77]. W wyniku przebycia
zakazenia C. pneumoniae cziowiek nie nabywa trwatej odpornosci, dlatego
tez mozliwe sg reinfekcje tym patogenem [72].

Dowiedziono, ze przewlekte zakazenia wywotane przez C. pneumoniae
mogg przyczyni¢ sie do rozwoju wielu powaznych schorzen przewlektych.
Antygeny lub materiat genetyczny tego drobnoustroju wykryto miedzy innymi
w plytce miazdzycowej [78], w ptynie modzgowo-rdzeniowym czy tkance
mozgowej 0sOb z chorobami neurodegeneracyjnymi [67, 76]. Ponadto,
chroniczny stan zapalny indukowany przez C. pneumoniae moze przyczynic

sie do rozwoju astmy czy przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POChP) [76].

Astma

Pierwsze doniesienia 0 zwigzku pomiedzy wystepowaniem ostrej infekcji
o etiologii C. pneumoniae i astmy pojawity sie na poczagtku lat 90" ubiegtego
wieku. Udowodniono, ze pacjenci z objawami astmy, zarowno ci, u ktorych

zdiagnozowano chorobe po raz pierwszy, jak i ci z kolejnymi atakami, majg
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istotnie podwyzszone miano przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie 1gG
I IgA [79]. Sugeruje sie, ze patomechanizm tego procesu polega na stymulacji
silnej odpowiedzi zapalnej gospodarza, miedzy innymi przez biatka szoku
termicznego (ang. heat shock protein, hsp) produkowane przez
C. pneumoniae. Przewaza odpowiedz cytokinowa ze strony limfocytow Th2.
Dodatkowo drobnoustrdj uszkadza funkcje nabtonka rzeskowego [4]. Procesy

te prowadzg do remodelingu scian drog oddechowych [76].

Przewlekta obturacyjna choroba ptuc

Réwniez w przypadku POChP stwierdzono zwigzek z przetrwatym
zakazeniem C. pneumoniae. U pacjentéw wykazano wzrost miana przeciwciat
anty-C. pneumoniae w klasie IgA [4]. Podobnie jak w patogenezie astmy,
drobnoustrdj ten przyczynia sie do uszkodzenia nabtonka rzeskowego oraz
do nasilenia przewlektego stanu zapalnego wywotanego produkcjg cytokin

prozapalnych [76].

Miazdzyca i choroba niedokrwienna serca

C. pneumoniae moze byc¢ tez jednym z czynnikdw stymulujgcych proces
aterogenezy. Chlamydie z uktadu oddechowego, ktéry jest pierwotnym
miejscem infekcji tym patogenem, przedostajg sie do tkanki limfatycznej
w ptucach, gdzie mogg zosta¢ wychwycone przez monocyty krwi obwodowe;j.
Wewnatrz monocytéow C. pneumoniae sg transportowane po catym
organizmie. Zainfekowane monocyty ulegajg proliferacji [80], mogg przylegac
do komorek endotelium naczyn i infekowac¢ kolejne komorki. Zakazone
komorki naczyn krwionosnych produkujg chemokiny oraz liczne biatka
prozapalne. Sugeruje sie, ze cLPS stymuluje powstawanie komorek
piankowatych, a hsp60 bierze udziat w oksydacji lipoprotein i aktywacji
molekut adhezyjnych przyczyniajgcych sie do tworzenia ptytki miazdzycowej.
U pacjentow z chorobg wiencowg stwierdzono podwyzszone stezenie
przeciwciat anty-C. pneumoniae w surowicy krwi, a w ptytce miazdzycowej

wykazano obecnos¢ DNA tych drobnoustrojow [78, 81].
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Choroby neurodegeneracyjne

Roéwniez w chorobie Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease, AD) wykazano
zwigzek z przetrwatym zakazeniem wywotanym przez C. pneumoniae.
Drobnoustréj ten wykazuje powinowactwo do komorek endotelium, astrogleju,
mikrogleju oraz neuronow. W badaniach immunohistochemicznych moézgow
0s6b z AD o p6znym poczgtku dowiedziono wewnatrz- i zewnatrzkomorkowej
obecnosci antygendw chlamydii w hipokampie i korze srodwechowej. W korze
czotowej i skroniowej wykazano zarowno antygeny C. pneumoniae, jak i ztogi
amyloidu. Rola C. pneumoniae w patomechanizmie AD nie jest jeszcze
doktadnie zbadana [66, 67].

U pacjentéw cierpigcych na stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis,
MS) stwierdzono podwyzszone miano przeciwciat anty-C. pneumoniae
w klasie IgG w ptynie mozgowo-rdzeniowym. Sugeruje sie, ze rola chlamydii
w tym procesie polega gtéwnie na stymulacji procesow zapalnych w OUN,
te z kolei prowadzg do postepujgcej demielinizacji. Jednak zwigzek

z patogenezg MS pozostaje nadal bardzo kontrowersyjny [66, 82].

1.2.4. Diagnostyka zakazen C. pneumoniae

Diagnostyka zakazen wywotanych przez C. pneumoniae rutynowo opiera
sie przede wszystkim na badaniach serologicznych oraz wykrywaniu materiatu
genetycznego drobnoustroju (PCR). Jednak czutosci i swoistosci dostepnych
testéw rdéznig sie znacznie miedzy sobg, a na wyniki prob ma wptyw wiele
czynnikbw zwigzanych gtéwnie z pobraniem i przygotowaniem materiatu
do badan. Dlatego tez diagnostyka zakazen C. pneumoniae jest dosc trudna,
a wyniki wymagajg doktadnej i wnikliwej interpretacji w oparciu o stan kliniczny

pacjenta [73].

Diagnostyka serologiczna

Serologia zajmuje istotne miejsce w diagnostyce zakazen o etiologii
C. pneumoniae, jest najczesciej wykorzystywang metodg. Pozwala na dos¢
doktadng analize infekcji, jednak wyniki czesto nie korelujg z obecnoscig

drobnoustroju w organizmie. Materiat diagnostyczny stanowi surowica
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pacjenta. Prawidlowa ocena mian przeciwciat w klasach 1gG, IgM czy IgA
pozwala na okreslenie czy badany ma infekcje ostrg czy przewlekts.
Podwyzszone stezenie przeciwciat w klasie IgM swiadczy o Swiezym,
pierwotnym zakazeniu. Pojawiajg sie one w surowicy krwi okoto 2 — 3 tygodnie
po zakazeniu i zanikajg po 2 do 6 miesigcach (Ryc. 1.12.). Przeciwciata
w klasie 1gG, jako wskazniki przebytej infekcji, osiagajg najwyzsze stezenie
okotfo 6 tygodni po zakazeniu. Okres poftrwania tych przeciwciat wynosi kilka
miesiecy (Ryc. 1.13.). W przypadku reinfekcji dochodzi do szybkiego wzrostu
miana przeciwciat w klasie IgG bez wzrostu w klasie IgM [83]. Badania
dowodza, Zze podwyzszone stezenie przeciwciat w klasie IgA jest

spowodowany infekcjg przewlektg bgdz przetrwatg [84].

Stezenie przeciwciat anty-C. pneumoniae
w klasie IgM
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Rycina 1.12. Dynamika narastania stezenia przeciwciat przeciwko C. pneumoniae

w klasie IgM w surowicy krwi w czasie (wg Miyashita i wsp. [85], modyfikacja wtasna).
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Stezenie przeciwcial anty-C. pneumoniae
w klasie IgG
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Rycina 1.13. Dynamika narastania stezenia przeciwciat przeciwko C. pneumoniae
w klasie IgG w surowicy krwi w czasie (wg Miyashita i wsp. [85], modyfikacja wtasna).

W badaniu miana specyficznych przeciwciat anty-C. pneumoniae klasach
IgG, IgM czy IgA mozna zastosowac¢ mikroimmunofluorescencje (MIF) lub
metody immunoenzymatyczne (ang. enzyme-linked immuno-adsorbent assay,
ELISA). Testy te jednak, do postawienia dokladnej diagnozy, wymagajg
dwukrotnego badania, tzw. parg surowic [6, 73]. Z powodu wymaganego
4 — 8 tygodniowego odstepu miedzy pobraniami krwi badania te stuzg z reguty
jako diagnostyka retrospektywna [86].

Wedlug zalecen Centréw Kontroli i Prewencji Choréb (ang. Centers
for Disease Control and Prevention, CDC) testy MIF, ze wzgledu na wysoka
specyficznosé, stanowia metode referencyjng w  serodiagnostyce.
Aby stwierdzi¢ ostre zakazenie o etiologii C. pneumoniae nalezy stwierdzic
w pojedynczym badaniu miano przeciwciat w klasie IgM powyzej 1:16 lub
czterokrotny wzrost stezenia przeciwciat w klasie 1gG w podwdjnym
badaniu [83].

Metody biologii molekularnej

Obecnie dostepne sg gotowe, komercyjne zestawy PCR do diagnostyki

C. pneumoniae. Roéznig sie zaréwno rodzajem metody (PCR monoplex
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lub multiplex) jak i poszukiwanym fragmentem genu (16S rRNA, ompA, Pstl,
PmP4), a takze sposobem amplifikacji materialu genetycznego
(konwencjonalny, nested-PCR, real-time PCR). W diagnostyce molekularnej
istotny jest dobdr odpowiedniego materiatu do badania (przy infekcjach drog
oddechowych wskazany jest wymaz z gardta) oraz izolacja kwasu
nukleinowego [6, 73].

Zaleta metody PCR jest jej wysoka specyficznos¢ oraz mozliwosé
uzyskania wyniku jeszcze przed serokonwersjg. Charakteryzuje sie jednak
mniejszg czutoscig niz metody serologiczne [87], a sama obecnos¢ DNA

drobnoustroju nie $wiadczy o aktywnym zakazeniu ani o jego fazie [88].

Hodowla

Drobnoustroje  z rodzaju Chlamydia to bezwzgledne patogeny
wewnatrzkomorkowe, dlatego tez nie namnazajg sie na sztucznych
podtozach. Mozna je hodowac jedynie na liniach komorkowych. Dla gatunku
C. pneumoniae najbardziej odpowiednie sg linie HeLa i Hep-2. Hodowla
tkankowa pozwala na ocene morfologii poszczegdolnych form rozwojowych
chlamydii dzieki zastosowaniu odpowiednich barwien czy immuno-
fluorescencji. Cechg charakterystyczng C. pneumoniae sg duze
EB, przypominajgce ksztattem gruszke oraz liczne, drobne inkluzje

zlokalizowane wokot jgdra komérkowego [6].

1.2.5. Leczenie

Poniewaz chlamydie sg drobnoustrojami  wewngtrzkomorkowymi
w leczeniu stosuje sie antybiotyki, ktére osiggajg wysokie stezenia wewnatrz
komoérek. Patogeny te wykazujg wrazliwos$¢ przede wszystkim na makrolidy,
tetracykliny i fluorochinolony [86].

Makrolidy i tetracykliny charakteryzujg sie bardzo dobrg aktywnoscig
in vitro, dlatego tez sag najczesciej wykorzystywane w terapii zakazen
chlamydiami. Badania wskazujg, ze najwyzszg aktywno$¢ wykazujg
klarytromycyna i azytromycyna. Makrolidy sg lekiem pierwszego rzutu

w leczeniu zakazen o etiologii C. pneumoniae zaréwno u dzieci, jak
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i dorostych. Dobrg aktywnosécig cechujg sie réwniez chinolony i fluoro-
chinolony. Najskuteczniejsze sg lewofloksacyna oraz moksifloksacyna [86,
89].

Eradykacja C. pneumoniae polega na dtugotrwatej antybiotykoterapii —
3 do 4 tygodni. Leczenie zakazen przewlektych jest duzo trudniejsze, trwa
nawet ponad 6 tygodni. Niestety brak jednoznacznych dowodow
wskazujgcych na skutecznos¢ antybiotykoterapii zakazen chronicznych [76].
Niektore doniesienia wskazujg réwniez na zasadno$¢ zastosowania

makrolidow w leczeniu astmy [90].
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2. Cele pracy

S. aureus i C. pneumoniae sg mikroorganizmami 0 zasiegu
ogoélnoswiatowym. Mogg bezobjawowo kolonizowac¢ nabtonek gornych drog
oddechowych cziowieka. Gronkowiec ztocisty to drobnoustrdj powszechnie
spotykany w srodowisku. Moze by¢ przyczyng zaréwno zakazen szpitalnych,
jak i pozaszpitalnych, szczegodlne niebezpiecznych, gdy sg wywotane przez
szczepy wielolekooporne. C. pneumoniae =z kolei jest czynnikiem
etiologicznym zakazen najczesciej o tagodnym, subklinicznym przebiegu,
ale ze wzgledu na unikatowy cykl rozwojowy moze wywotywac infekcje
o charakterze przetrwatym, ktére skutkujg rozwojem choréb przewlektych,
czesto o podtozu autoimmunologicznym. RozwaZzajgc  potencjalne
konsekwencje i powikfania zakazen tymi drobnoustrojami wazna jest ocena

stopnia ich nosicielstwa.

Gtéwnym celem niniejszej pracy jest okreslenie wystepowania nosicielstwa
w jamie nosowo-gardtowej dwoch drobnoustrojéw istotnych z klinicznego
punktu widzenia: S. aureus oraz C. pneumoniae, w grupie zdrowych,
dorostych osob.

Cele szczegdtowe:

1. Dokonanie oceny czestosci wystepowania nosicielstwa S. aureus
u zdrowych, dorostych osob.

2. Ocena lekowrazliwosci szczepow S. aureus izolowanych od zdrowych,
dorostych osob.

3. Ocena wystepowania grup specyficznosci gendéw regulatorowych
agr u szczepow S. aureus izolowanych od zdrowych, dorostych oséb.

4. Dokonanie oceny czestosci wystepowania nosicielstwa C. pneumoniae
u zdrowych, dorostych osob.

5. Dokonanie oceny wystepowania przeciwciat anty-C. pneumoniae

w surowicy krwi u zdrowych, dorostych oséb.
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3.

Materiat i metody

3.1.

Materiat

3.1

.1. Dobdér pacjentow

Pobieranie materiatu, jego przygotowanie i diagnostyka zostaty
przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Wszystkie badania
laboratoryjne zostaty wykonane samodzielnie przez autorke pracy. Protokét
badawczy zostat zrecenzowany i zaakceptowany przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata
nr 146/14 — Zatgcznik nr 1.).

Materiat do badan zbierano od lutego 2014 roku do wrzesnia 2015 roku.
Grupe badang stanowita grupa 264 zdrowych, dorostych oséb w wieku
19 — 24 lata (Srednia wieku 21,2 lata), w tym 143 kobiety (54,2 %) i 121
mezczyzn (45,8 %). Zdecydowang wiekszo$¢ badanych stanowili studenci
poznanskich uczelni. Zaden z ochotnikéw nie byt pracownikiem stuzby
zdrowia. W momencie badania zaden z pacjentow nie zgtaszat objawow
chorobowych dotyczgcych goérnych badz dolnych drég oddechowych, nie byt
w trakcie antybiotykoterapii ani nie przyjmowat antybiotykdw przez ostatnie
dwa tygodnie przed pobraniem materiatu. Badanie stomatologiczne pozwolito
wykluczy¢ osoby z potencjalnymi ogniskami infekcji w jamie ustnej. Badanie
stomatologiczne zostato wykonane przez lekarza stomatologa dr. hab.
Tomasza Karpinskiego. Do doswiadczen nie zaklasyfikowano réwniez osob
podajgcych w wywiadzie choroby przewlekte oraz choroby genetyczne,
z wadami anatomicznymi nosa, palaczy, o0sOb stosujgcych doustng
antykoncepcje i przyjmujgcych dozylnie leki, narkotyki.

W celu oceny stopnia nosicielstwa S. aureus pobierano od ochotnikow
jatowg, bawetniang wymazowkg wymaz z przedsionka jamy nosowej
dwukrotnie w odstepie 2 do 3 miesiecy [91]. Od wszystkich badanych
pobierano jednokrotnie wymaz z tylnej sciany gardta (wymazoéwkg z dakronu)

w celu stwierdzenia obecnosci C. pneumoniae. Od 92 ochotnikdw sposrod
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badanych 264 oséb, w tym 54 kobiet (58,7%) i 36 mezczyzn (41,3 %),
pobrano réwniez ok. 10 ml krwi zylnej na skrzep, w celu oceny miana
przeciwciat anty-C. pneumoniae. Oceny obecnosci DNA C. pneumoniae

I przeciwciat anty-C. pneumoniae dokonano u tych samych pacjentow.

3.1.2. Izolaty S. aureus

Szczepy S. aureus uzyskano dzieki hodowli drobnoustrojow z wymazow
z przedsionka jamy nosowej. W ponizszych analizach wykorzystano tylko
szczepy S. aureus pochodzgce od nosicieli statych, tj. szczepy o tej samej
lekowrazliwosci wyizolowane od tego samego pacjenta w dwukrotnym
badaniu. Wszystkie analizowane szczepy zostaty zachowane w hodowlach

na skosach agarowych.

3.1.3. Materiat genetyczny

Do diagnostyki molekularnej w celu identyfikacji gatunkowej S. aureus oraz
w kierunku oceny wystepowania grup specyficznosci genéw regulatorowych
agr wykorzystano DNA wyizolowany z uzyskanych izolatéw S. aureus.

Do diagnostyki molekularnej w kierunku wykrycia nosicielstwa
C. pneumoniae wykorzystano DNA wyizolowany z wymazow z tylnej $ciany
gardfa.

Wyizolowany  materiat genetyczny przed wykonaniem  badan

molekularnych przechowywano zamrozony w temperaturze -20°C.

3.1.4. Surowica

Surowice do oznaczania stezenia przeciwciat anty-C. pneumoniae
uzyskano poprzez odwirowanie krwi zylnej pobranej na skrzep (warunki
wirowania: 5 minut, 1 000 RPM). Materiat przed poddaniem dalszej

diagnostyce przechowywano w temperaturze -20°C.
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3.2.

Metody badawcze

3.

2.1. Hodowla, identyfikacja i oznaczenie lekowrazliwosci S. aureus

3.2.1.1. Hodowla S. aureus

Wymazy 2z przedsionka nosa pobierano jednorazowymi, sterylnymi
wymazowkami i niezwiocznie po pobraniu zaktadano hodowle na podtozu
agarowym z dodatkiem 5 % krwi baraniej. Hodowle prowadzono
w nastepujgcych warunkach:

e Temperatura: 37°C,
e C(Czas: 18 — 24 godz.,

e Atmosfera tlenowa.

W przypadkach, gdy po dobie inkubacji posiewy byty jatowe, hodowle
prowadzono kolejne 18 — 24 godz.

Po okreslonym czasie inkubacji dokonywano odczytu. Wyroste na podtozu
agarowym z dodatkiem 5 % krwi baraniej kolonie ziarniakow Gram-dodatnich
przesiewano na podtoze Chapmana (Ryc. 3.1.).

Hodowle na podtozu Chapmana prowadzono w nastepujgcych warunkach:

e Temperatura: 37°C,
e Czas: 18 — 24 godz.,

e Atmosfera tlenowa.
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Rycina 3.1. Hodowla ziarniakdw Gram dodatnich, pochodzgcych od badanych oséb,

na podtozu Chapmana [zdjecie wtasne].

3.2.1.2. Identyfikacja gatunkowa S. aureus

Przynaleznos¢ gatunkowg uzyskanych szczepow okreslano na podstawie
oceny wytwarzania katalazy oraz oceny testow na obecno$¢ koagulazy
zwigzanej (test aglutynacji szkietkowej) i wolnej (test probéwkowy) oraz testem
biochemicznym STAPHYtest 24, dziatajgcym w systemie MICROLATEST®
(Erba Lachema) z odczytem automatycznym w programie TNW Pro Auto 6.5
(Ryc.3.2.).

Dodatkowo potwierdzano przynaleznos¢ gatunkowg S. aureus za pomocg
gatunkowo-specyficznego PCR dla genu femB (patrz punkt 3.2.3.2.).

45



B ™MW Pro Auto 6.5 - modut automatycznego odczytu

Matryca i zestaw Porniar Wivniki te st
Etykieta szczepu
Phvtka 1 Szczep A Set | STAPHYtest 24

Takson zidentyfikowany Wimik identyfikacji T - indeks E]

Staphylococcus aureus subsp. aureus 99 12 n.971 E]

Staphylococcus chromogenes n.a7z 0.692

Staphylococcus caprae n.01 0.2e64 EJ

Staphylococcus piscifermentans 0.0on 0.4148 E]

Staphylococcus intermedius 0.0on 0.162

Staphylococcus delphini 0.0o0 0.003

Staphylococcus epidermidis 0.oo 0.177

Szczep zostat zrdznicowany doskonale. -

Ozezep odpowiada Staphiococcua gurena albapn. aulrela - typowy
Znakomita identyfikacja Wiigos..
Informacja o taksonach Lista weatpliwaych sweynikow [ Testy réfricUjace ]
Staphylnrnerns aureis subhsp W Staphylnrnerns aurens subhsp W [ S ]

Rycina 3.2. Odczyt automatyczny testu biochemicznego STAPYtest24 w programie TNW Pro
Auto 6.5.

3.2.1.3. Oznaczanie lekowrazliwosci

Oznaczenie  lekowrazliwosci  uzyskanych izolatbw S.  aureus
przeprowadzono metodg dyfuzyjno - krgzkowg wg rekomendacji EUCAST
(Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci, ang. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), wersja 5.0. Na podtoze
Mueller-Hinton agar nanoszono rownomiernie jaltowg wymazowkg zawiesiny
poszczegoblnych izolatbw o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Na suche
podioza nanoszono krgzki z antybiotykami przedstawionymi w tabeli 3-1.
Po 15 minutach preinkubacji w temperaturze pokojowe] nastepowata
inkubacja wtasciwa w warunkach:

e Temperatura: 33-35°C,

e C(Cuzas: 16 — 18 godz. (dla cefoksytyny — 24 godz.),

e Atmosfera tlenowa [92].
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Tabela 3-1. Antybiotyki wykorzystane w okre$leniu lekowrazliwo$ci izolatow S. aureus.

Oznaczenie Antybiotyk Krazek (ug)
FOX Cefoksytyna 30
E Erytromycyna 15
Da Klindamycyna 2
SXT Trimetoprim/ sulfametoksazol 1,25/ 23,75
Te Tetracyklina 30
P Penicylina 10 (V)

W celu wykrycia ewentualnego wystepowania mechanizmu opornosci
indukowanej na makrolidy i linkozamidy typu MLSg, krgzki z erytromycyng
15 ug i klindamycyng 2 ug naktadano w odlegtosci 15 — 26 mm od krawedzi
krazkow [57].

3.2.1.4. Podtoza hodowlane

Podtoza stafe:
e Agar z dodatkiem 5 % krwi baranie]
= Sktad: - agar wzbogacony,
- 5 % odwtdkniona krew barania
= pH75%0,1

e Podtoze Chapmana

= Skiad: - mannitol
- NaCl
- wycigg wotowy
- trzustkowy hydrolizat kazeiny
- pepsynowy hydrolizat tkanki zwierzecej
- 0,2% alkoholowy roztwor czerwieni fenolowej
- agar
- woda destylowana

= pH7,4+0,2
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e Podtoze Mueller — Hinton agar (MHA)
= Sktad: - wycigg wotowy
- kwasny hydrolizat kazeiny
- skrobia
- agar
- woda destylowana
= pH7,3%10,2

Wszystkie podioza hodowlane wykorzystane w badaniach zostaty

przygotowane w Pracowni Pozywek Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.2.2. Izolacja genomowego DNA

Materiat genetyczny drobnoustrojow wykorzystany w badaniach
molekularnych zostat wyizolowany za pomocg komercyjnych zestawow
do izolacji kwaséw nukleinowych. W zestawach tych wykorzystywana jest
metoda kolumienkowa, opierajgca sie na zdolnosci genomowego DNA
do wigzania sie do zt6z krzemionkowych w obecnosci wysokich stezen soli

chaotropowych.

3.2.2.1. lzolacja genomowego DNA ze szczepdw S. aureus

DNA szczepow S. aureus zostat uzyskany poprzez izolacje za pomocag
zestawu do izolacji DNA ze Sladow biologicznych Sherlock AX firmy A&A
Biotechnology. Do izolacji wykorzystano kolonie S. aureus pochodzgce
z 24-godzinnej hodowli na podtozu agarowym.

Postepowano wg nastepujgcego schematu, zalecanego przez producenta:

1. Przygotowanie zawiesiny kolonii S. aureus (gesto$¢ 4 w skali

McFarlanda) w buforze sktadajgcym sie z 0,3 ml buforu L1.4 i 0,3 ml
jatowej wody, w probdéwkach typu Eppendorf.

2. Dodanie 10 pl lizostafiny o stezeniu 1 mg/pl, inkubacja przez 10 minut

w temp. 37°C
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3. Dodanie 20 pl Proteinazy K, doktadne wymieszanie prébek, inkubacja
w temp. 50°C przez 1,5 — 2 godz.

4. Przeniesienie zawartosci probéwek na mikrokolumny Filtr 1.

5. Wirowanie: 1 minuta, 5 000 RPM, temp. pokojowa.

6. Przeniesienie przesgczu na wiasciwe mikrokolumny oczyszczajgce
Spin 10AX.

7. Wirowanie: 1 minuta, 5 000 RPM, temp. pokojowa.

8. Wymiana probowek wirowniczych, dodanie 600 pl roztworu ptuczgcego
K2.

9. Powtdrzenie punktow 7 i 8.

10.Wirowanie: 1 minuta, 5 000 RPM, temp. pokojowa.

11.Wymiana probéwek wirowniczych, dodanie 350 ul roztworu elucyjnego
K3, inkubacja 2 minuty w temp. pokojowej.

12.Wirowanie: 1 minuta, 5 000 RPM, temp. pokojowa.

13.Dodanie 350 ul roztworu elucyjnego K3, inkubacja 1 minute w temp.
pokojowej.

14.Wirowanie: 1 minuta, 5 000 RPM, temp. pokojowa.

15.Przeniesienie eluatéw (ok 700 ul) do probowek typu Eppendorf,
dodanie 5 upl wzmacniacza precypitacji oraz 600 pl izopropanolu,
dokfadne wymieszanie prébek.

16. Wirowanie: 10 minut, 12 000 RPM, temp. pokojowa.

17.Zlanie supernatantu, dodanie do niebiesko zabarwionego osadu DNA
500 pl 70% etanolu, wymieszanie prébek.

18.Wirowanie: 5 minut, 12 000 RPM, temp. pokojowa

19.Zlanie supernatantu, osuszenie probéwek 15 minut w temp. pokojowej.

20.Zawieszenie osadu DNA w 100 ul jatowej wody destylowane;j

3.2.2.2. lzolacja genomowego DNA z wymazow z gardta

Materiat genetyczny do badan na obecnos¢ DNA C. pneumoniae zostat
wyizolowany z wymazdw z tylnej Sciany gardta pacjentow przy uzyciu zestawu
Swab firmy A&A Biotechnology.

Prébki byty izolowane w ciggu 24 godzin od momentu pobrania materiatu.

Postepowano wg schematu zalecanego przez producenta:
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Umieszczenie wymazowek z wymazem 2z tylnej Sciany gardia
w probowkach typu Eppendorf zawierajgcych 0,7 ml buforu lizujgcego
RL.

Dodanie 20 ul proteinazy K, zworteksowanie prébki i inkubacja w temp.

37°C przez 20 minut.

3. Przeniesienie zawartosci probowek na mikrokolumny.

Wirowanie: 1 minuta, 12 000 RPM, temp. pokojowa.

5. Wymiana proboéwek wirowniczych, dodanie 500 ul buforu ptuczgcego

Al.

6. Powtdrzenie punktow 4 i 5.

9.

Wirowanie: 2 minuty, 12 000 RPM, temp. pokojowa.
Przeniesienie mikrokolumn do probowek typu Eppendorf, dodanie
150 ul jatowej wody destylowanej ogrzanej do temp. 75°C.

Inkubacja w temp. pokojowej przez 3 minuty.

10.Wirowanie: 1 minuta, 12 000 RPM, temp. pokojowa.

11.Materiat zebrany w probéwce typu Eppendorf zawiera wyizolowany

DNA.

3.2.3. Diagnostyka molekularna

3.2.3.1.

Pomiar ilosci i ocena jakosci DNA

Jakos¢ wyizolowanego DNA oceniono na aparacie NanoDrop 2000,

za pomocg pomiaru spektrofotometrycznego. Okreslono réwniez stezenie

uzyskanego materiatu. Pomiary poziomu absorpcji wodnego roztworu DNA

wykonano przy dlugosciach fal 260, 280 i 320 nm, przy drodze

optycznej 1 cm.

Stezenie DNA obliczono wg wzoru:

C (ng/ml) = (Azs0 — As20) X 50 X rozcienczenie

Gdzie:

C — stezenie DNA w danej prébie
Azso — absorbancja przy dtugosci fali A = 260 nm
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Asz0 — absorbancja przy dtugosci fali A = 320 nm

50 (pg/ml) — stezenie DNA odpowiadajgce 1 OD

Stopien odbiatczenia prébek okreslono na podstawie stosunku:

Az60/A2g0
Gdzie:
Azso — absorbancja przy dtugoéci fali A = 260 nm (maksimum absorpcji
dla kwaséw nukleinowych)
Azgo — absorbancja przy dtugosci fali A = 280 nm (maksimum absorpcji
dla biatek)

Na prawidtowy stopien oczyszczenia probki z biatek wskazuje wartos¢
wspotczynnika preparatu miedzy 1,8 — 2,0 [93].

Ocene czystosci DNA na aparacie NanoDrop 2000 wykonano dzieki
uprzejmosci mgr Aleksandry Romaniuk w Katedrze i Zakfadzie Biochemii

Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu,.

3.2.3.2. tancuchowa reakcja polimerazy

Uzyskany genomowy DNA poddano amplifikacji za pomocg tancuchowych
reakcji polimerazy (PCR) z okreslonymi starterami, specyficznymi dla danej
reakcji. Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w termocyclerze
Mastercycler Pro S (Eppendorf).

Gatunkowo specyficzny PCR dla S. aureus

Uzyskany z izolatow S. aureus DNA poddano gatunkowo-specyficznej
reakcji PCR dla gronkowcéw ztocistych, polegajgcej na klasycznej amplifikacji
fragmentu genu femB charakterystycznego dla S. aureus. W reakcji
zastosowano startery o nastepujgcej sekwencji:

e femB-F -5 —TTACAGAGTTAACTGTTACC -3
e femB-R -5 — ATACAAATCCAGCACGCTCT - 3’

W wyniku reakcji powstaje produkt o dtugosci 651 pz [94].
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Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 ul. Skiad

mieszaniny byt nastepujacy (objetos¢ na 1 probke) (Tab. 3-2.):

Tabela 3-2. Skfadniki mieszaniny reakcyjnej gatunkowo-specyficznego PCR dla S. aureus

Skiadnik Objetos¢ (pl)
bufor PCR 2,5
d-NTPs 2,5
MgCl, 1,5

Startery po 0,5

polimeraza Taq 0,5
woda destylowana 15
badane DNA 2

Amplifikacje przeprowadzono w nastepujgcych warunkach:

e Denaturacja wstepna:  94°C 4 minuty )

e Denaturacja: 94°C 45 sekund

e Przylgczenie starterow: 50°C 45 sekund > 30 cykli
e Synteza: 72°C 1 minuta

e Synteza koncowa: 72°C 10 minut )

Oznaczenie gendw requlatorowych agr w szczepach S. aureus

W celu wykrycia gendéw regulatorowych agr i oznaczenia grup
specyficznosci agr w izolatach S. aureus pochodzacych od nosicieli wykonano
dwie reakcje w ukfadzie duplex PCR. W kazdej reakcji jednym
z zastosowanych primeréw byt wspdlny starter forward odpowiadajgcy
sekwencji konserwatywnej genu agrB:

e agrfF: 5, - ATGCACACTGGTGCACATGC -3'.

Sekwencje pozostatych starterow oparto o polimorfizm genéw agrC
(primery dla klas specyficznosci agr 1l i 1V) oraz agrD (primery dla klas
specyficznosci agr 1 i lll):

e agrl 5'- GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT - 3'
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- wielko$¢ produktu 440 pz;

e agrll 5 - GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC - 3
- wielkos¢ produktu 572 pz;

e agrlll 5 - CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC - 3
- wielkos¢ produktu 406 pz;

e agrlv 5'- CGATAATGCCGTAATACCCG - 3
- wielkos¢ produktu 588 pz.

Ze wzgledu na zblizone wielkosci produktow jedna reakcja duplex PCR
zawierata startery dla klas specyficznosci agr | i agr Il, druga dla klas
specyficznosci agr Il i agr 1V [95].

Catkowita objetoS¢ mieszaniny reakcyjnej PCR wynosita 25 pl. Skfad
mieszaniny byt nastepujacy (objetos¢ na 1 probke) (Tab. 3-3.):

Tabela 3-3. Skiadniki mieszaniny reakcyjnej PCR reakcji okreslajagcej klasy specyficznosci

gendw regulatorowych agr.

Sktadnik Objetosc¢ (pl)
bufor PCR 2,5
d-NTPs 2,5
MgCl; 1,5

Startery po 0,6
polimeraza Taq 0,5
woda destylowana 14,2
badane DNA 2

Amplifikacje przeprowadzono w nastepujgcych warunkach:
e Denaturacja wstepna: 94°C 5 minut )
e Denaturacja: 94°C 1 minuta
e Przylgczenie starterow: 55°C 1 minuta > 35 cykli
e Synteza: 72°C 2 minuty

e Synteza koncowa: 72°C 2 minuty
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Wykrywanie obecnosci DNA C. pneumoniae w wymazach z gardta

Genomowy DNA uzyskany z wymazow z gardta poddano amplifikacji
za pomocg reakcji PCR wykorzystujgc zestaw diagnostyczny Chlamydia
pneumoniae firmy DNA Gdansk. W zestawie tym wykrycie materiatu
genetycznego drobnoustroju polega na powieleniu fragmentu genu ompA
C. pneumoniae w ukfadzie nested-PCR. Ten typ reakcji polega na wykonaniu
po sobie dwoch reakcji PCR, przy czym produkt PCR pierwszej reakcji stanowi
matryce dla kolejnej reakcji PCR. Startery w drugiej reakcji PCR
sg komplementarne do sekwencji znajdujgcych sie wewngtrz powielanego
wczesniej fragmentu DNA [93].

W zastosowanym zestawie w pierwsze] reakcji powstaje produkt
o dtugosci 424 pz, natomiast w drugiej — 147 pz.

Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR-OUT wynosita

50 ul. Sktad mieszaniny byt nastepujgcy (objetos¢ na 1 probke) (Tab. 3-4.):

Tabela 3-4. Skfadniki mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR-OUT dla C. pneumoniae

Skiadnik Objetosc¢ (pl)
Master Mix PCR-OUT 40,5
d-NTPs 5
polimeraza Taq (PCR-OUT) 1,5
badane DNA 3

Amplifikacje ,OUT” przeprowadzono w nastepujgcych warunkach:

e Denaturacja wstepna: 94°C 5 minut )

e Denaturacja: 94°C 30 sekund

e Przylgczenie starterow: 55°C 45 sekund > 35 cykli
e Synteza: 72°C 30 sekund

e Synteza koncowa: 72°C 5 minut y

Catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR-IN wynosita
50 pl. Sktad mieszaniny byt nastepujacy (objetos¢ na 1 prébke) (Tab. 3-5.):
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Tabela 3-5. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR-IN dla C. pneumoniae.

Sktadnik Objetos¢ (ul)
Master Mix PCR-IN 40,5
d-NTPs 5
Polimeraza Tag (PCR-IN) 15
Produkt PCR-OUT 3

Amplifikacje ,IN” przeprowadzono w nastepujacych warunkach:
e Denaturacja wstepna: 94°C 5 minut )
e Denaturacja: 94°C 30 sekund
e Przytgczenie starteréw: 48°C 45 sekund > 35 cykli
e Synteza: 72°C 20 sekund

e Synteza koncowa: 72°C 2 minuty )

3.2.3.3. Elektroforeza

Wszystkie produkty poszczegdlnych reakcji PCR naniesiono w 1,5% zel
agarozowy z dodatkiem bromku etydyny w celu sprawdzenia ich jakosci.
Do kieszonek naktadano mieszanine 4 ul produktow PCR i 2 pl 2x stezonego
buforu obcigzajgcego. Ocena wielkosci uzyskanych produktow zostata
dokonana na podstawie markera wielkosci DNA M100-500 w Swietle

ultrafioletowym.

3.2.4. Diagnostyka immunoenzymatyczna

W testach immunoenzymatycznych swoiste przeciwciata sg znakowane
enzymem. Testy te, w tym ELISA, znalazty szerokie zastosowanie
w diagnostyce laboratoryjnej, zarowno do oznaczania antygendéw, jak i miana
przeciwciat. Charakteryzujg sie zwykle bardzo wysokg czutoscia.

Odczytu absorbancji substancji ocenianych tg metodg dokonano uzywajgc

czytnika mikroptytek Reader 250 (bioMérieux) (Ryc. 3.3.).
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Rycina 3.3. Czytnik mikroptytek Reader 250 (bioMérieux) [zdjecie T. Karpinski]

Oznaczenie miana przeciwciat anty-C. pneumoniae

Stezenie przeciwciat anty-C. pneumoniae w surowicy krwi oznaczano
za pomocg zestawu Chlamydia pneumoniae 1gG ELISA firmy Demeditec
Diagnostics GmbH (Ryc. 3.4.). Antygeny wykorzystane do optaszczenia
studzienek odpowiadajg antygenom EB C. pneumoniae. Zestaw ten stuzy
do ilosciowej oceny miana przeciwciat w ludzkiej surowicy i osoczu

cytrynianowym. Czuto$¢ testu wynosi 90,2 %, swoistosc¢ 91,7 %.
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Rycina 3.4. Zestaw diagnostyczny ELISA Chlamydia pneumoniae 1gG ELISA firmy Demeditec

Diagnostics GmbH [zdjecie wiasne]

Postepowano wedtug zalecen producenta:

1.

Przygotowanie rozcienczenia badanych surowic 1:101 w IgG Sample

Diluent.

. Umieszczenie w studzienkach ptytki titracyjnej po 100 pl kontroli

dodatniej, kontroli ujemnej, 2 prébek cut-off oraz 92 prébek badanych
surowic.

Inkubacja 1 godz., temp. 37°C.

4. Aspiracja zawartosci studzienek, ptukanie 3 razy 300 pl roztworu

ptuczacego.

. Dodanie 100 pl koniugatu anty-IlgG C. pneumoniae do kazdej

studzienki.

6. Inkubacja w zaciemnionym miejscu, 30 min., temp. pokojowa

7. Aspiracja zawartosci studzienek, ptukanie 3 razy 300 pl roztworu

8.
9.

ptuczgcego.
Dodanie 100 pl roztworu TMB Substrate do kazdej studzienki.
Inkubacja w zaciemnionym miejscu, 15 min., temp. pokojowa.

10.Dodanie 100 pl roztworu Stop hamujgcego reakcje do kazdej

studzienki.
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11.Pomiar absorbancji poszczegodlnych prébek przy diugosci fali A=492
nm.

Interpretacja wyniku:

Aby wyliczy¢ poziom surowiczych przeciwciat w jednostkach U (units)
wykorzystano wzor:

(Abs x 10)/ cut-off = U
Gdzie:

Abs — warto$¢ absorbancji danego pacjenta

cut-off — wartos¢ cut-off uzyskana w badaniu; dla przeprowadzonych
badan wartos¢ ta wynosita 1,07.

3.3. Analiza statystyczna

W celu analizy statystycznej uzyskanych w badaniach danych
wykorzystano program komputerowy Statistica 8 dla systemu operacyjnego
Windows.

W analizie poréwnawczej danych uzyskanych w celu oceny wystepowania
klas specyficznosci agr u szczepow S. aureus zastosowano test
nieparametryczny chi-kwadrat.

Dla poréwnania poziomow nosicielstwa S. aureus wsrod kobiet i mezczyzn
wykorzystano doktadny test Fishera.

Warto$¢ p nizszg niz 0,01 uznawano za statystycznie istotna.
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4. Wyniki

4.1.

S. aureus

4.1.1. Ocena stopnia nosicielstwa S. aureus

W badanej grupie stwierdzono obecnos¢ S. aureus w dwukrotnym
wymazie z przedsionka nosa u 74 o0sOb, co daje nosicielstwo state
na poziomie 28 %. 46 wyhodowanych izolatbw pochodzito od kobiet,
a 28 od mezczyzn (Tab. 4-1.).

Tabela 4-1. Liczba badanych i nosicieli z podziatem na pte¢ oraz ocena istotnosci réznicy

pozioméw nosicielstwa ws$rdéd kobiet i mezczyzn (z wykorzystaniem doktadnego testu

Fishera).
_ Szczepy S. aureus
Liczba badanych : Wartos¢ p
liczba %
Kobiety 143 46 17
0,1302

Mezczyzni 121 28 11
Ogoétem 264 74 28

Legenda: wartos¢ p < 0,01 uznawano za statystycznie istotna.

4.1.2. Ocena lekowrazliwo$ci uzyskanych izolatow S. aureus

Wszystkie badane izolaty S. aureus to szczepy metycylinowrazliwe,
w analizowanej grupie nie stwierdzono wystepowania szczepow MRSA. Kazdy
badany szczep charakteryzuje sie réwniez wrazliwoscig na trimetoprim/
sulfametoksazol. Stwierdzono niewielki odsetek izolatbw opornych
na tetracykline — 6,8 %. U 13,5 % badanych szczepéw S. aureus wykryto

wystepowanie mechanizmu opornosci indukowanej na makrolidy i linkozamidy
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B)- Sposrod analizowanych szczepow , o) CharakKieryzowato Si¢
(MLSg). 13 sposréd anali h 5w (17,6 %) charakt o si

wrazliwoscig na penicyline (Tab. 4-2.).

Tabela 4-2. Lekoopornos¢ wyizolowanych szczepow S. aureus.

Antybiotyk Wrazliwe (S) Oporne (R)
Liczba % Liczba %
FOX 74 100 0 0
E 64 86,5 10 13,5
Da 63 85,1 11 14,9
SXT 74 100 0 0
Te 69 93,2 5 6,8
P 13 17,6 61 82,4

Legenda: FOX — cefoksytyna, E — erytromycyna, Da — klindamycyna, SXT — trimetoprim/

sulfametoksazol, Te — tetracyklina P — penicylina.

4.1.3. Ocena grup specyficznosci genéw regulatorowych agr

Na podstawie przeprowadzonej reakcji PCR zaklasyfikowano badane
izolaty S. aureus do poszczegdlnych grup specyficznosci genow
regulatorowych agr. Sposrod 74 analizowanych szczepdw u 39 (52,7 %)
wykazano obecnos¢ klasy specyficznosci gendéw regulatorowych agr |,
u 16 szczepow — agr I, u 11 szczepow — agr lll, u 2 szczepdw — agr 1V. Jeden
izolat wykazat obecno$¢ klas specyficznosci agr | i agr IV. U 5 szczepow
nie stwierdzono obecnosci zadnej z klas gendéw regulatorowych agr (Ryc. 4.1.,
Ryc. 4.2., Tab. 4-3.).
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5 8 20 28 30 36 43 44 45 52 53 K- M

Rycina 4.1. Analiza elektroforetyczna reakcji PCR dla gendw regulatorowych agr klasy | i Il.

M — marker, K- — kontrola ujemna, pozostate kieszonki - pacjenci.

A
-

M K- 61 73 91 98 113 11 40 116 127 M

Rycina 4.2. Analiza elektroforetyczna reakcji PCR dla genéw regulatorowych agr klasy Il i IV.

M — marker, K- — kontrola ujemna, pozostate kieszonki - pacjenci.
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Tabela 4-3. Podziat szczepow S. aureus na klasy specyficznosci genéw regulatorowych agr.

Szczepy S. aureus

Klasa agr
Liczba %

Klasa agr | 39 52,7
Klasa agr Il 16 21,6
Klasa agr Il 11 14,9
Klasa agr IV 2 2,7
Klasa agr | + agr IV 1 1,4
brak agr 5 6,7

Analiza statystyczna czestosci wystepowania poszczegolnych klas
specyficznosci gendéw regulatorowych wykazata, ze istotnie czesciej

niz pozostate grupy wystepuije klasa agr | (Tab. 4-4.).

Tabela 4-4. Ocena istotnosci réznic czestosci wystepowania poszczegdlnych klas

specyficznosci genéw regulatorowych agr (z wykorzystaniem testu chi-kwadrat).

Klasa | I 1l W, |+ IV brak
agr

I <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Il - 0,3359 <0,01 <0,01 0,0164

[l - - 0,0126 <0,01 0,1336

v - - - 0,5637 0,2568
|+ 1V - - - - 0,1025
brak

Legenda: W tabeli podano wartosci p, wartos¢ p < 0,01 uznawano za statystycznie istotng.
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4.2. C.pneumoniae

4.2.1. Ocena wystepowania C. pneumoniae

Na podstawie przeprowadzonych reakcji PCR nie stwierdzono obecnosci
DNA C. pneumoniae w wymazach z tylnej sciany gardta u zadnego badanego
(Ryc. 4.3.).

Rycina 4.3. Analiza elektroforetyczna reakcji PCR dla C. pneumoniae. M — marker,

K- — kontrola ujemna, K+ — kontrola dodatnia, pozostate kieszonki - pacjenci.

4.2.2. Ocena wystepowania przeciwciat anty-C. pneumoniae

W badaniu ELISA okreslajgcym miano przeciwciat anty-C. pneumoniae
w klasie IgG w surowicy krwi przyjeto kryteria oceny i interpretacji wynikow

wedtug producenta zestawu diagnostycznego, {j.:

Wynik pozytywny > 11 Ul
Wynik watpliwy 9-11 Ul
Wynik negatywny <9 Ul

W  zwigzku z powyzszym, stwierdzono podwyzszone stezenie

przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG w surowicy krwi u 26 pacjentow,
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tj. 28,3 %. U 61 osdb, czyli 66,3 % badanych miano przeciwciat miescito sie
w granicach  wartoéci  prawidtowych. Wynik  watpliwy  stwierdzono
u 5 badanych (5,4 %) (Wyk. 4-1.). Oznaczenia stezenia przeciwciat dokonano

u tych samych pacjentéw, u ktérych oceniano nosicielstwo C. pneumoniae.

Procentowy rozktad stezenia przeciwciat
anty-C. pneumoniae w klasie IgG w surowicy krwi

m>11Ul
<9 Ul

9-11 Ul

Wykres 4-1. Procentowy rozkiad stezeh przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie
IgG w surowicy krwi badanej grupie.
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5. Omoéwienie wynikow i dyskusja

Nadrzednymi celami niniejszej rozprawy sg ocena stopnia nosicielstwa
S. aureus w przedsionku jamy nosowej oraz ocena stopnia nosicielstwa
C. pneumoniae na tylnej S$cianie gardia, a takze okreslenie czestosci
wystepowania zakazen tym patogenem na podstawie analizy stezen
przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG w surowicy krwi.

Badang grupe w niniejszych analizach stanowili w zdecydowanej
wiekszosci studenci | i |l roku studiujgcy na poznanskich uczelniach. Statg
kolonizacje przedsionka jamy nosowej gronkowcem ztocistym stwierdzono
w tej pracy u 28% przebadanych, zdrowych ochotnikdw. Wyniki
te korespondujg z innymi badaniami europejskimi, np. Akmatova i wsp. [96]
oraz Gamblina i wsp. [97]., chociaz zastosowano w nich odmienng metodyke.
Wspomniani autorzy zaprojektowali badania tak, aby pacjenci samodzielnie
pobierali sobie wymazy. Niesie to jednak ze sobg duze ryzyko btedu
przedlaboratoryjnego. Podobny poziom nosicielstwa w analizowanych przez
siebie grupach badanych uzyskali rowniez Andersen i wsp. — 26,3 % [98] oraz
Mehraj i wsp. — 21,9 % [99].

Wspomniani autorzy stwierdzili rownoczesnie, ze kolonizacja S. aureus
wsrod mezczyzn jest istotnie wyzsza niz u kobiet (u Andersena i wsp.
np. poziom nosicielstwa wsrod mezczyzn wynosi 30,1 %, a u kobiet 22,6 %)
[98, 99]. W niniejszej pracy zaobserwowano odmienne wyniki: poziom
nosicielstwa jest wyzszy w populacji kobiet. Jednak analiza statystyczna
wykazata, ze nie jest to rdznica istotna statystycznie, w zwigzku z czym nie
stwierdzono korelacji pomiedzy ptcig a nosicielstwem gronkowca ztocistego.

Interesujgca jest praca Kocka i wsp., ktérzy uzyskali w swoich badaniach
nosicielstwo S. aureus w przedsionku jamy nosowej na poziomie 41 %, w tym
1,7 % stanowity szczepy MRSA. Wysoki poziom kolonizacji, odbiegajgcy
od wyniku uzyskanego w niniejszej pracy, moze wynika¢ z duzej rozpietosci
wiekowej grupy badanej (7-97 lat) oraz obecnosci w niej oséb bedacych
pracownikami stuzby zdrowia, a takze majgcych czesty kontakt ze stuzbg

zdrowia. Autorzy nie podali poziomdw nosicielstwa dla wyodrebnionych przez
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siebie grup wiekowych, dlatego tez trudno poréwna¢ je z wynikami
uzyskanymi w niniejszej pracy [100]. Esposito i wsp. réwniez stwierdzili
wyzszy poziom nosicielstwa w przedsionku jamy nosowej niz okreslony w tej
pracy (39,2 %). Rozbieznos¢ wynika prawdopodobnie z faktu, iz ocena
dotyczyta mtodszej populacji, a mianowicie dzieci w wieku szkolnym, u ktérych
poziom nosicielstwa jest wyzszy niz u dorostych [101].

Rezultaty niniejszej pracy korelujg natomiast z doniesieniami naukowcéw
ze Stanéw Zjednoczonych, ktorzy na przestrzeni lat okreslali nosicielstwo
S. aureus w granicach 30 % [102, 103]. Nieco nizszy poziom kolonizacji
stwierdzili w swoich doniesieniach badacze azjatyccy — 20,2 - 23,4 % [104,
105, 106]. Niespodziewane wyniki uzyskali natomiast Sharma i wsp. —
nosicielstwo wsroéd ludnosci w Delhi w Indiach na poziomie 12 %, w tym
u pracownikow stuzby zdrowia 13,3 % [107]. Badacze Ci zastosowali rutynowe
procedury i metody diagnostyczne, pobierajgc od badanych tylko jednorazowo
wymaz z przedsionka jamy nosowej. Sg to dos¢ zastanawiajgce rezultaty,
szczegolnie  biorgc  pod uwage gesto$¢  zaludnienia,  warunki
socjoekonomiczne oraz dostep do opieki medycznej w analizowanych
rejonach. Poziom kolonizacji gronkowcem ztocistym analizowano rowniez
w krajach afrykanskich. Okamo i wsp. uzyskali wyniki zblizone do Sredniej
ogolnoswiatowej (21%), a grupe badang stanowili studenci [108]. Z kolei Aiken
i wsp. stwierdzili nosicielstwo u 8,9 % badanych. Rezultat ten byt
zaskoczeniem dla samych badaczy, zakfadali oni bowiem, ze kolonizacja
S. aureus w analizowanej przez nich populacji bedzie zdecydowanie wyzszy
ze wzgledu na niski poziom higieny oraz gestos¢ zaludnienia [109].

Wszystkie izolaty pochodzgce od nosicieli w niniejszych badaniach
charakteryzujg sie wrazliwoscig na metycyling, nie zaobserwowano kolonizaciji
szczepami MRSA. Wyniki te korelujg czesciowo z rezultatami wspomnianego
juz wczesniej Bischofa i wsp., ktorzy w analizowanej przez siebie populacji
studentow stwierdzili obecnos¢ dwoch szczepow  sredniowrazliwych
na metycyline. Nie okreslili jednak doktadnie mechanizmu tej opornosci [102].
Natomiast dane europejskie uzyskane przez przytoczonych uprzednio
Gamblina i wsp. oraz Kocka i wsp. sugerujg poziom nosicielstwa szczepow
MRSA w granicach 0,7 — 1,9 % [97, 100]. Wyniki te réwniez tylko w niewielkim

stopniu mozna odnies¢ do niniejszej pracy ze wzgledow na duze

66



zréznicowanie wiekowe badanych populacji oraz réznice metodologiczne
w protokotach badawczych.

Szczepy S. aureus analizowane w tej pracy charakteryzujg sie dobrg
wrazliwoscig na pozostate antybiotyki, ktére sg rutynowo stosowane w terapii
zakazen wywotanych przez szczepy MSSA. Stwierdzono 100 % wrazliwo$¢
na trimetoprim/ sulfametoksazol oraz niewielki odsetek izolatow opornych
na tetracykliny (6,8 %). 13,5 % szczepow wykazato mechanizm opornosci
indukowanej na makrolidy i linkozamidy typu MLSg, co automatycznie
wyklucza wymienione leki (oraz streptograminy B) z terapii. Lall i wsp.
w swoich badaniach stwierdzili wystepowanie mechanizméw opornosci
na te antybiotyki u 20,3 % szczepow gronkowcow ziocistych. Autorzy
analizujgc szczepy MSSA i MRSA pochodzgce z zakazeh zauwazyli,
ze zdecydowanie czesciej mechanizm opornosci na makrolidy i linkozamidy,
zarowno indukowanej jak i konstytutywnej, wystepuje u szczepéw MRSA.
We wspomnianych badaniach mechanizm opornosci indukowanej MLSg
wykryto u 6 % izolatéw MSSA [110]. Podobne rezultaty badan uzyskali Aamot
i wsp., ktoérzy wykryli oporno$¢ na te antybiotyki u 5 % szczepdw
metycylinowrazliwych. Autorzy Ci jednak nie okre$lali typu mechanizmu
opornosci [111]. Przytoczone wyniki sg znacznie nizsze niz uzyskane
W niniejszej pracy. Prawdopodobnie wynika to ze zbyt czestego stosowania
makrolidow i linkozamidéw w lecznictwie otwartym w Polsce. Niniejszych
badan natomiast nie mozna w petni odnies¢ do wspominanych wczes$niej
analiz Bischoffa i wsp., ktérzy okreslali wrazliwos¢ tylko na azytromycyne,
uzyskujgc blisko 26 % szczepdw opornych [102].

W niniejszych badaniach oceniano réwniez wrazliwo$¢ analizowanych
szczepow na penicyline. Antybiotyk ten nie jest rekomendowany w leczeniu
zakazenh gronkowcowych ze wzgledu na wysoki odsetek szczepow opornych,
ktéore produkujg p-laktamazy. Celem byla jedynie szacunkowa ocena
wystepowania takich izolatéw u nosicieli S. aureus. Stwierdzono 17,6 %
szczepoOw wrazliwych na penicyling. Rezultaty tych badan korelujg z wynikami
uzyskanymi przez Chen B. i wsp., ktorzy stwierdzili 17,5 % szczepdw
wrazliwych na ten antybiotyk [104]. Nieco wyzszy odsetek izolatéw
charakteryzujgcych sie wrazliwoscig na penicyline stwierdzili Aamot i wsp.

(25 %) [111]. Wyniki te odbiegajg jednak znacznie od doniesien niemieckich,
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gdzie autorzy wyizolowali 35,7 % [100] oraz 42,3 % [99] szczepow
penicylinowrazliwych. Otrzymane wyniki sg zapewne rezultatem dobrze
prowadzonej polityki antybiotykowej w tym kraju.

Gronkowiec Zziocisty jest drobnoustrojem, ktory posiada zdolnosc
bezobjawowej kolonizacji bton $luzowych i/lub skéry cziowieka, ale moze
tez stanowiC czynnik etiologiczny wielu schorzen, o zroznicowanym przebiegu
I nasileniu, ktére mogg rozwija¢ sie zaréwno miejscowo, uktadowo, jaki
i ogolnoustrojowo. Wtasciwosci te sg wynikiem miedzy innymi obecnosci
w materiale genetycznym S. aureus globalnych systemdw regulacji gendéw
warunkujgcych produkcje toksyn i czynnikow przylegania. W niniejszej pracy
analizowano system agr. Jest on odpowiedzialny za kontrole ekspresji wielu
substancji niezbednych w procesach adherencji oraz adaptacji gronkowcéw
do nowego srodowiska (gospodarza) i jego kolonizacji. System ten warunkuje
rowniez produkcje egzotoksyn, odgrywajgcych kluczowg role
W rozprzestrzenianiu sie i wirulencji gronkowca ztocistego. Na podstawie
polimorfizmu kilku gendéw wchodzgcych w sktad kompleksu agr wyrdznia sie
cztery klasy specyficznosci genéw regulatorowych agr.

Badane w tej pracy szczepy S. aureus pochodzace od nosicieli, w celu
okreslenia wspomnianych klas specyficznosci agr, zostaty poddane analizie
za pomocg reakcji PCR duplex. Stwierdzono, ze ponad potowa szczepow —
52,7 % - nalezy do klasy specyficznosci agr I. 21,6 % izolatbw wykazato
obecnos¢ gendw klasy agr Il, a 14,9 % - agr lll. Klasa specyficznosci agr IV
zostata stwierdzona tylko u pojedynczych szczepdédw (w tym u jednego
wykazano obecnos¢ klas agr | i agr IV). Na podstawie analizy statystycznej
stwierdzono, ze w poréwnaniu z pozostatymi grupami specyficznosci klasa agr
| wystepuje w analizowanych szczepach istotnie czescie,j.

Wyniki te korelujg czesciowo z badaniami Garbacz i wsp., ktorzy
stwierdzili przynaleznos¢ analizowanych przez siebie szczepow gronkowca
ztocistego pochodzgcych od nosicieli przede wszystkim do grup
specyficznosci agr | i agr lll [112]. Podobne rezultaty w badanej grupie
nosicieli uzyskali rowniez Collery i wsp. [113]. Z kolei van Leeuwen i wsp. nie
stwierdzili w ogdle wystepowania klasy specyficznosci agr 1ll wsréd
analizowanych przez siebie izolatéw [114]. Uzyskane wyniki mozna odnie$¢

tez do pracy Jarrauda i wsp., ktérzy badali kliniczne szczepy MSSA
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pochodzgce z zakazen. Stwierdzili oni, ze izolaty nalezgce do klasy agr Il
sg najczesciej odpowiedzialne za TSS, natomiast klasy agr IV — za zakazenia
skorne, w tym liszajec i SSSS [115]. Potwierdza to niejako fakt wystgpienia
niewielkiego odsetka szczepow tych klas specyficznosci agr w niniejszych
badaniach. Mozna réwniez zauwazy¢ pewng korelacje pomiedzy powyzszymi
badaniami, a pracg Yoon i wsp. Naukowcy Ci analizujgc szczepy MRSA
pochodzace z zakazen zaobserwowali, ze infekcje wywotane przez szczepy
Srodowiskowe (nie szpitalne) nalezg gtownie do klasy agr | [116].
Na podstawie cytowanych badan mozna zatem wnioskowac, iz grupa
specyficznosci agr | jest odpowiedzialna przede wszystkim za kodowanie
substancji i czynnikéw, ktore umozliwiajg gronkowcom ztocistym przetrwanie
oraz rozprzestrzenianie sie w srodowisku, a takze bezobjawowg kolonizacje
organizmu gospodarza.

C. pneumoniae to drobnoustréj atypowy bedgcy obligatoryjnym pasozytem
wewnatrzkomoérkowym. Zakazenia wywofane przez ten patogen dotyczg
przede wszystkim uktadu oddechowego. C. pneumoniae charakteryzuje
sie unikatowym cyklem rozwojowym, w ktorym mozliwe jest przejscie tego
mikroorganizmu w forme przetrwatg, utajong. Moze to skutkowac¢ rozwojem
zakazen przewlektych, a te 2z kolei stanowig jeden 2z czynnikdw
predysponujgcych do rozwoju réznych choréb, czesto o podtozu
autoimmunologicznym (m.in. niedokrwiennej choroby serca, miazdzycy czy
astmy) [117].

W niniejszych badaniach nie wykryto obecnosci DNA C. pneumoniae
w wymazach z tylnej sciany gardta u zadnego z 264 zdrowych ochotnikow,
zatem nie stwierdzono nosicielstwa tego drobnoustroju w analizowanej grupie
wiekowej, tj. 19 — 25 lat. Wyniki te korelujg z badaniami Karpinskiego i wsp.,
ktérzy rowniez nie stwierdzili obecnosci DNA C. pneumoniae w wymazach
z tylnej sciany gardta ani w osadzie sliny zdrowych osob w zblizonym
przedziale wiekowym [118]. Rowniez Min-Chul i wsp. nie wykryli materiatu
genetycznego C. pneumoniae w wymazach z nosogardta ani w plwocinie,
chociaz grupe badang stanowity osoby z zapaleniem dolnych drog
oddechowych [119]. Zaréwno uzyskane w niniejszej pracy jak i przytoczone
powyzej wyniki sg jednak dos¢ zastanawiajgce. Jedne z pierwszych doniesien

0 bezobjawowej kolonizacji gardta tym drobnoustrojem pochodzg sprzed 20 lat
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[120] a w wiekszosci badan stwierdza sie obecnos¢ DNA C. pneumoniae
u niewielkiego odsetka analizowanej populacji. Myging i wsp. wyKryli
te chlamydie u 2,2 % badanej grupy przy zastosowaniu zarowno
konwencjonalnej metody PCR jak i real-time PCR [121]. Podobnie Sidal i wsp.
uzyskali w reakcji PCR wyniki dodatnie w 0,9 % wymazach z tylnej $ciany
gardta, grupe badang stanowity osoby =z infekcjami gornych drég
oddechowych [122], a Bielicka i wsp. badajgc grupe dzieci przed adenektomig
okreslili nosicielstwo tego drobnoustroju na poziomie 5,5 % [123]. Zaréwno
uzyskane w tych badaniach jak i cytowane wyniki odbiegajg jednak znacznie
od rezultatdw doswiadczenia Normanna i wsp., ktorzy stwierdzili obecnos¢
DNA C. pneumoniae u 22 % badanej przez siebie populacji, aczkolwiek
analizowang grupg byty dzieci uczeszczajgce do ztobkéw. Niemniej badania
te potwierdzajg fakt wystepowania tego mikroorganizmu gtéwnie wsréd oséb
przebywajgcych czesto w zamknietych skupiskach [124].

Warto zwréci¢ uwage na badania Apfaltera i wsp., ktérzy przeanalizowali
wyniki uzyskane z tych samych prébek, ale badanych w réznych laboratoriach,
przy zastosowaniu réoznych metod izolacji DNA oraz réznych technik PCR.
Naukowcy Ci stwierdzili, ze wykorzystane metody roznig sie czutoscig
specyficznoscig, co ma znaczgcy wptyw na koncowy efekt analizy.
Szczegolnie istotny jest dobdr odpowiedniego sposobu izolacji DNA dla
poszczegolnych materiatdw klinicznych [125]. Podobne wnioski wyciggneli
ze swoich badan Fukano oraz Smieja i wsp.; ustalili, ze lepszg czutoscig
charakteryzujg sie metody nested-PCR [126, 127]. Jest to jednak metoda
obarczona znacznym ryzykiem kontaminacji analizowanej prébki, ze wzgledu
na wykonywanie dwoch nastepujgcych po sobie reakcji PCR, gdzie produkt
pierwszej reakcji stanowi substrat drugiej [128]. W innych swoich badaniach
Apfalter i wsp. poréwnujgc rozne techniki PCR okredlili jako najbardziej czute
te metody, w ktorych wykrywano sekwencje genu ompA [129]. Mozna zatem
przyjac, ze w niniejszych badaniach zastosowano wystarczajgco czutg metode
detekcji DNA C. pneumoniae (wykorzystano zastaw diagnostyczny
zawierajgcy startery do amplifikacji genu ompA).

Badania dowodzg, ze metody PCR, w szczegdlnosci ilosciowe, sg dobrym
narzedziem do oceny obecnosci C. pneumoniae w badanym materiale

klinicznym. Ich zaletg jest przede wszystkim szybki czas wykonania
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w poréwnaniu z metodami serologicznymi, gdzie wymagane jest dwukrotne
badanie surowicy krwi (tzw. parg surowic). Jednak samo wykrycie materiatu
genetycznego drobnoustroju nie daje nam informacji czy jest to nosicielstwo
czy zakazenie, a dzieki badaniu miana przeciwciat mozliwe jest okreslenie
fazy choroby. [130, 131].

W grupie obejmujgcej 92 zdrowych ochotnikbw oznaczono w surowicy
krwi réwniez miana przeciwciat w klasie IgG przeciwko C. pneumoniae
(metodg ELISA) Podwyzszone stezenie tych przeciwciat stwierdzono
u 28,3 %, natomiast u 5,4 % analizowanej populacji wynik byt watpliwy.
Swiadczy to o przebyciu w przeszioéci zakazenia drég oddechowych
wywotanego przez C. pneumoniae. Pacjenci poddani badaniu, u ktérych
wykryto podwyzszone miano przeciwciat anty-C. pneumoniae nie zgfaszali
przebycia epizodu zapalenia ptuc w ciggu ostatnich kilku lat, co potwierdza
fakt wywotywania przez ten patogen gtéwnie infekcji tagodnych, o przebiegu
subklinicznym.

Wyniki te korespondujg z analizami cytowanych juz Karpinskiego i wsp.
Stwierdzili oni podwyzszone stezenie przeciwciat przeciwko C. pneumoniae
w klasie IgG u 29,4 % badanej populacji (rowniez metoda ELISA) [118].
Zaréwno jedne jak i drugie wyniki sugeruja, ze ok. 30 % polskiej populacji
do 25 roku zycia ma podwyzszone miano przeciwciat anty-C. pneumoniae
w klasie IgG w surowicy krwi. Wskazuje to jednoznacznie na przebycie
zakazenia o etiologii C. pneumoniae.

Warto zwrdci¢é uwage jak ksztattujg sie wyniki podobnych badan
przeprowadzonych w innych krajach. Ben-Yaakov i wsp. analizujgc stezenie
przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG wsrod populacji izraelskiej
stwierdzili ich podwyzszone miano u blisko 52 % badanych w grupie wiekowe]
19 — 30 lat. Grupe badang stanowity osoby zdrowe bez objawdw infekciji
oddechowych. Jako metode badawczg zastosowano MIF [132]. Podobne
wyniki uzyskat Al-Younes badajgc pacjentéw w Jordanii w przedziale
wiekowym 20 - 29 lat, réwniez nie wykazujgcych objawéw infekcji
oddechowych. Zaobserwowat on podwyzszone stezenie przeciwciat anty-
C. pneumoniae w klasie 1gG w surowicy krwi u blisko 50 % badanych
we wspomnianej grupie wiekowej. Podobnie jak w pracy Ben-Yaakova i wsp.

w celu oznaczenia poziomu przeciwciat wykorzystano metode MIF [133].
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Z powyzszymi pracami korespondujg réwniez wyniki Koh i wsp.
przeprowadzone w Singapurze, ktérzy stwierdzili podwyzszone miano
przeciwciat anty-C. pneumoniae u 46,5 % badanych, w przedziale wiekowym
18 — 29 lat. Jako metode badawczg réwniez zastosowano MIF [134].
Tak znaczaca réznica wynikow miedzy niniejszymi, a cytowanymi badaniami
[132, 133, 134] moze by¢ konsekwencjg wiekszej rozpietosci wieku
w analizowanych grupach wiekowych, a takze wykorzystaniem réznych metod
serodiagnostycznych (ELISA i MIF). Metody te réznig sie nie tylko czutoscig
i swoistoscig, ale rowniez wykrywajg odmienne przeciwciata, skierowane
przeciwko odmiennym antygenom. W skutek tego nie mozna doktadnie
porownac uzyskanych dzieki nim wynikow. Mikroimmunofluorescencja jest
metodg z wyboru, zalecang przez CDC w serodiagnostyce zakazen
C. pneumoniae ze wzgledu na wysokg czutos¢ i specyficznosc. Opierajgc sie
na badaniach Phoon i wsp. oraz Hermann i wsp. mozna przypuszczac,
ze zastosowana w niniejszej pracy metoda (ELISA) nie charakteryzuje sie
wystarczajgco wysokg czutoscig oraz specyficznoscig w poréwnaniu z MIF
[135, 136]. Obie te metody wymagajg precyzji i doktadnosci wykonania, ktore
to rzutujg na ostateczny wynik badania. W metodzie MIF dodatkowo wazng
role odgrywajg umiejetnosci osoby wykonujgcej i analizujgcej oznaczenie. Jak
dowodzg inne badania Hermann i wsp. wyniki uzyskane za pomocg metod
ELISA i MIF korelujg ze sobg i charakteryzujg sie dos¢ zblizong czutoscig
I specyficznoscig, przy czym ELISA jest testem szybszym i mniej obarczonym
mozliwoscig wystgpienia btedu laboratoryjnego wynikajgcego z subiektywnej
oceny o0soby oceniajgcej badanie [137].

W kontekscie dos¢ wysokiego odsetka populacji z podwyzszonym
stezeniem przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie 1gG, wzrastajgcego wraz
z wiekiem, oraz obrazu klinicznego infekcji wydawatoby sie oczywiste wykrycie
materiatu genetycznego chlamydii w wymazach z gardta. Uzyskanie wynikow
ujemnych sugeruje wystgpienie btedu przedlaboratoryjnego lub laborato-
ryjnego. Mozliwe jest, ze pobrano zbyt mato materialu do badan lub
w probkach znajdowata sie zbyt mata liczba kopii DNA C. pneumoniae,
co uniemozliwito jego detekcje. Mozliwe tez, ze zastosowano nieodpowiednig
metode izolacji DNA lub wybrana metoda PCR nie byta wystarczajgco czuta
I specyficzna [119, 138].
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C. pneumoniae posiada unikatowy cykl rozwojowy. Jest to wewnatrz-
komorkowy drobnoustroj odpowiedzialny gtéwnie za infekcje gérnych i dolnych
drog oddechowych przebiegajgce bezobjawowo Ilub skgpoobjawowo,
konsekwencjg czego moze by¢ niewtasciwe leczenie badz jego brak. Cechy
te determinujg zdolno$¢ C. pneumoniae do wywotywania zakazen
przewlektych. Badania dowodzg, ze mogg one stanowic istotny czynnik ryzyka
rozwoju wielu chorob zwigzanych z chronicznym stanem zapalnym o podtozu
autoimmunologicznym. Jednak schorzenia te, takie jak niedokrwienna choroba
serca [139, 140], miazdzyca [141], choroby neurodegeneracyjne [142] czy
astma [143], charakteryzujg sie ztozong, wieloczynnikowg etiologig
a C. pneumoniae stanowi tylko jeden z wielu czynnikow predysponujgcych
do ich rozwoju. Powyzsze badania ukazujg jak trudna i ztozona jest
diagnostyka oraz interpretacja uzyskanych wynikow w kontekscie nosicielstwa
oraz zakazeh C. pneumoniae, a co za tym idzie rowniez ocena ryzyka
wystgpienia powiklan zwigzanych z zakazeniem tym patogenem. Okreslenie
obecnosci DNA C. pneumoniae oraz miana przeciwciat anty-C. pneumoniae
w klasie 1gG w surowicy krwi nie jest wystarczajgce. Wykrycie materiatu
genetycznego $wiadczy jedynie o aktualnej obecno$ci tego mikroorganizmu
w komodrkach gospodarza, niekoniecznie o zakazeniu (mozliwa bezobjawowa
kolonizacja), z kolei podwyzszone stezenie przeciwciat w klasie IgG sugeruje
przebycie infekcji. Niezbedne wydaje sie natomiast oznaczenie miana
przeciwciat w klasie IgA, ktérych poziom wzrasta przy reinfekcjach,
a to wkasnie ich obecnos$¢ predysponuje do rozwoju chronicznego stanu

zapalnego i wystgpienia mozliwych powikian [144].
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6. Whioski

. Nosicielstwo nosowe S. aureus stwierdzono u blisko 1/3 badanej grupy
zdrowych, dorostych oséb, co koreluje z danymi europejskimi.

. Nosiciele S. aureus w badanej grupie sg skolonizowani przez szczepy
MSSA charakteryzujgce sie dobrg wrazliwoscia na wszystkie grupy
antybiotykow stosowanych rutynowo w leczeniu zakazen gronkowcowych.

. U szczepéw S. aureus kolonizujgcych przedsionek jamy nosowej
u bezobjawowych nosicieli wystepujg wszystkie klasy specyficznosci agr,
przy czym najczesciej jest to grupa agr |.

. Mozna przypuszczac, ze polimorfizm agr | warunkuje obecnos¢ czynnikow
utatwiajgcych gronkowcom ztocistym rozprzestrzenianie sie w srodowisku
I bezobjawowg kolonizacje gospodarza.

. Obecnos¢ przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie 1IgG w surowicy krwi
stwierdzono u prawie 1/3 badanej populacji i jest to poziom nizszy niz
w porownywalnych grupach wiekowych w innych krajach.

. Nie wykrycie obecnosci DNA C. pneumoniae w wymazach z gardta
w badanej grupie sugeruje konieczno$¢ podjecia dalszych badan majgcych

na celu ocene nosicielstwa tego drobnoustroju.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Wstep
Staphylococcus aureus to drobnoustréj wszechobecny w Srodowisku,

zdolny do bezobjawowej kolonizacji bton Sluzowych i skoéry cziowieka, ale
mogacy tez by¢ czynnikiem etiologicznym wielu powaznych schorzen
dotyczacych réznych ukfadéw organizmu. Zakazenia gronkowcowe mogg
mie¢ zrodto zaréwno szpitalne jak i srodowiskowe. Wirulencja szczepow
warunkowana jest miedzy innymi szerokg gamg toksyn i enzymodw, ktoérych
produkcja kontrolowana jest przez globalne systemy regulacji genow.
Nosicielstwo S. aureus jest uznanym czynnikiem ryzyka wystgpienia zakazen
tym drobnoustrojem.

Chlamydia pneumoniae to obligatoryjny patogen wewngtrzkomorkowy
charakteryzujgcy sie unikatowym cyklem rozwojowym. Ten atypowy
drobnoustrdj jest odpowiedzialny gtéwnie za infekcje drog oddechowych,
jednak przewlekte zakazenia mogg skutkowacC rozwojem choréb o podtozu
auto-immunologicznym.

Ze wzgledu na konsekwencje jakie moze nieS¢ ze sobg bezobjawowa

kolonizacja tymi drobnoustrojami istotna jest ocena ich nosicielstwa.

Cele

=

Dokonanie oceny czestosci wystepowania nosicielstwa S. aureus

u zdrowych, dorostych osob.

2. Ocena lekowrazliwosci szczepow S. aureus izolowanych od zdrowych,
dorostych oséb.

3. Ocena wystepowania grup specyficznosci gendéw regulatorowych agr
u szczepow S. aureus izolowanych od zdrowych, dorostych osoéb.

4. Dokonanie oceny czestosci wystepowania nosicielstwa C. pneumoniae
u zdrowych, dorostych oséb.

5. Dokonanie oceny wystepowania przeciwciat anty-C. pneumoniae

w surowicy krwi u zdrowych, dorostych oséb.
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Materiaty i metody

Grupe badang w ocenie nosicielstwa S. aureus w wymazach z przedsionka
jamy nosowej oraz C. pneumoniae w wymazach z tylnej Sciany gardta
stanowito 264 zdrowych, dorostych ochotnikéw, w wielu 19 — 25 lat. Ocene
miana przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG dokonano w prébkach
surowicy krwi u 92 zdrowych, dorostych ochotnikéw wytonionych z w/w grupy.

Metody wykorzystane w badaniach:

e Metody bakteriologiczne (hodowla, izolacja, identyfikacja biochemiczna
drobnoustrojow oraz oznaczenie lekoopornosci metodg dyfuzyjno-
krazkowa);

e Metody molekularne (izolacja genomowego DNA drobnoustrojéw,
gatunkowo specyficzny PCR dla S. aureus oraz C. pneumoniae, PCR
dla oznaczenia klas specyficznosci agr);

e Metody immunoenzymatyczne (ELISA dla oznaczenia miana

przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG w surowicy krwi).

Wyniki

W analizowanej grupie stwierdzono state nosicielstwo S. aureus u 28 %
badanych. Wszystkie izolaty sg szczepami MSSA, charakteryzujg sie tez
dobrg wrazliwosciag na trimetoprim/ sulfametoksazol oraz doksycykline.
Wiekszosc izolatow nalezy do klasy specyficznosci agr .

Nie stwierdzono obecnosci DNA C. pneumoniae w wymazach z tylnej
Sciany gardta u zadnego badanego ochotnika. Podwyzszone miano
przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie IgG w surowicy krwi zaobserwowano

u 28,3 % badanych, u 5,4 % wynik byt watpliwy.

Whioski

1. Nosicielstwo nosowe S. aureus stwierdzono u blisko 1/3 badanej grupy
zdrowych, dorostych oséb, co koreluje z danymi europejskimi.

2. Nosiciele S. aureus w badanej grupie sg skolonizowani przez szczepy
MSSA charakteryzujgce sie dobrg wrazliwoscia na wszystkie grupy

antybiotykow stosowanych rutynowo w leczeniu zakazen gronkowcowych.
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. U szczepéw S. aureus kolonizujgcych przedsionek jamy nosowej

u bezobjawowych nosicieli wystepujg wszystkie klasy specyficznosci agr,
przy czym najczesciej jest to grupa agr |.

Mozna przypuszczac, ze polimorfizm agr | warunkuje obecnos¢ czynnikow
utatwiajgcych gronkowcom ztocistym rozprzestrzenianie sie w srodowisku
I bezobjawowg kolonizacje gospodarza.

Obecnos¢ przeciwciat anty-C. pneumoniae w klasie 1gG w surowicy krwi
stwierdzono u prawie 1/3 badanej populacji i jest to poziom nizszy niz
w porownywalnych grupach wiekowych w innych krajach.

Nie wykrycie obecnosci DNA C. pneumoniae w wymazach z gardia
w badanej grupie sugeruje konieczno$¢ podjecia dalszych badan majgcych

na celu ocene nosicielstwa tego drobnoustroju.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim/ Abstract

Introduction

Staphylococcus aureus is a ubiquitous microorganism, able to colonize
human mucosa and skin asymptomatically. It also could be the etiological
factor of many several illnesses. Staphylococcal diseases may be acquired
in a hospital or in community. The strains virulence is conditioned by a vast
range of toxins and enzymes, whose production is controlled by the global
genome regulatory systems. The carrier of S. aureus is a known risk factor
of possible development of staphylococcal diseases.

Chlamydia pneumoniae is an obligate intracellular bacterium with a unique
developmental cycle. This pathogen is mainly responsible for common
respiratory tract infections, however the chronic chlamydial infections may
result in development of autoimmune diseases.

The assessment of carrier of S. aureus and C. pneumoniae is important
in view of potentially consequences of asymptomatically colonization by these
pathogens.

Goals

1. The assessment of the prevalence of carriers of S. aureus in healthy
individuals.

2. The analysis of the susceptibility of S. aureus strains isolated from
healthy individuals.

3. The assessment of the occurrence of agr regulatory gene specificity
groups in S. aureus strains isolated from healthy individuals.

4. The assessment of the prevalence of carriers of C. pneumoniae
in healthy individuals.

5. The assessment of the incidence of serum antibodies in IgG class

against C. pneumoniae in healthy individuals.
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Materials and methods

The study group in research for presence of S. aureus in the anterior nasal
swabs and C. pneumoniae in the posterior throat wall swabs were 264 healthy
adult individuals of 19 to 25 years. The evaluation of levels of antibodies anti-
C. pneumoniae in IgG class was made in serum samples of 92 healthy adult

volunteers.

Methods used in researches:

e Bacteriological (culture, isolation and biochemical identification
of microorganisms, determination of susceptibility — disc diffusion
method);

e Molecular (DNA isolation, PCR species-specific for S. aureus and
C. pneumoniae, PCR for determination specificity group of global
regulatory genes agr);

e Immunoenzimatic (ELISA to determine the level of serum anti-

C. pneumoniae antibodies).

Results

Within the analyzed group of 264 healthy individuals, 28 % of subjects are
carriers of S. aureus. Every isolated strain was methicillin-susceptible and
sensitive to trimethoprim/ sulfamethoxazole. Most of them was also sensitive
to doxycycline. Majority of isolated strains belong to agr | group specificity.

The DNA of C. pneumoniae in swabs from the back of the throat was not
detected in any of the test volunteer. Elevated levels of serum antibodies anti-
C. pneumoniae in IgG class were observed in 28.3 % of patients, in 5.4 %

the result was doubtful.

Conclusions

1. The nasal carriage of S. aureus was found in nearly 1/3 of the exanimated
group of healthy adults and it correlates with other European data.

2. All isolated strains of S. aureus derived from the carriers are MSSA. This
strains characterized by good sensitivity to other groups antibiotics used

routinely in treatment staphylococcal infections.
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. In S. aureus strains isolated from healthy individuals there are all class
of specificity agr but the most common is class agr I.

. We can assume, that polymorphism agr | determines the presence
of factors facilitating the spread of S. aureus in the environment and
asymptomatic colonization of the host.

. Anti-C. pneumoniae antibodies in IgG class in the blood serum occurred in
almost 1/3 of the exanimated group of healthy adults and it is lower than in
comparable age groups in the other countries.

. Failure to detect the presence of C. pneumoniae DNA in throat swabs
in analyzed group of healthy individuals suggests to need for further

studies to assess the carrier of C. pneumoniae.
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Zatgcznik nr 1.

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
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Uchwata nr 146/14

Na pulstiawis preepisiw Usimwy 1 dvda 5 gradwi 1996 r. o mmdmh lekarza i Mm dlenipsty (.Da [1F LT TN M }."? m lﬂf £ pofn. nuj Ragporypdzenin Ministra Zolrowi | Upieki
dipaleczng ¢ dmia 11 maja 1999, w sprawie orag irybu iz homizi bi h Dz U. Nr 47, por d8u); Ustawy ¢ dria §
wezednia 2000r. Prawo furmaoceuiycone (De. U, ¢ 20047, M‘ 53, poz 513 :pm )i Rmvagduma Ministra ﬁumsdw I dnia 30 kwietnia 2004r. W sprawie obuwiyzkowego
wbeipiceani odpowiedialnoiel epwilnaj Mﬂ-ﬂ i poakien r’B(. LU, 2004 ar 161, pog 1044 ¢ péin. sm); Rogporzqizenia Ministra Finansiw ¢ dnia 18 maju 2005, trlERioE

rugporjlzenie w sprawie ob fnodei cywilre] badacea | sponsora (Dz U, Nr 101, poz. 845); Rozporggdzenin Minisira Zdrowia ¢ duiu 30 kwicinia
Joidr. w Amm ww\bu P iz amru- el h g mepnkn duleralch (Do U, 2004 Nr 194, poz 1108); Rorporupdienio Ministra Zdrowia £ deda 30 kvietnia J004e s
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(e U 2000k nr 227 pue 1453, z paldn. mi )} U‘mnvy g dnia .’ﬂ'm 20l 4 mruh::h mﬂi,mn;rﬁ (e U 2018, mr J07 poz 679, 1 pdfn. um); Emwrwul‘umfmuqr-*w n..um»- €
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wprwbda (e L. 2000, Nr 194 poz 1290); Ustawa .:dum 18 marea 201) r, n Urspulzie Rejestrocii Produkidw Leczniczyeh, Wyrobdw Medyezryeh i lew&dwb ED;H 2001
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Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 13 lutego 2014 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu:
prof. dr hab. Andrzej Szkaradkiewicz

Miejsce prowadzenia badan:
Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Agata Sikora
Czlonkowie zespolu
badawezego: prof. dr hab. Andrzej Szkaradkiewicz

dr hab. Tomasz M. Karpirski
dr Izabela Chudzicka- Strugafa
dr Agnieszka Zeidler

Temat badani:
»Ocena wystepowania nosicielstwa Staphylococcus aureus i Chlamydia
pneumoniae w jamie nosowo- gardfowej u zdrowych dorosfych oséb”.

Komisja wydata uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku
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/Itlé {4% z dnia 13.02.2014r.

Podpisy czlonkéw Komisji Bioetycznej - Dotyezy Uchwaly nr ...
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prof. dr hab. Janusz Wiéniewski

Lp Imig i Nazwisko Specjalnosé Miejsce Pracy

. Przewodniczgcy Komisji ﬁ{;:';fi'sif?lna’ Klinika Chirurgii Ogélnej i Naczyniowej oraz
prof. dr hab. Pawel Checinski angiologia ?;ﬁ:;og" UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,

2. |Z-caPrzewodniczacego Komisji | filozof Wydziat Nauk Politycznych i Dziennikarstwa

UAM, ul. Umultowska 89A, Poznan

3. | prof. dr hab. Zygmunt Adamski

dermatologia
i wenerologia

Katedra i Klinika Dermatologii UM
ul. Przybyszewskiego 49, Poman

Okrggowa Izba Radeéw Prawnych w Poznaniu,

4 dr Krystyna Babiak prawnik ul. Chwaliszewo 69, Poznan
L. . genetyka kliniczna, Katedra i Zaklad Genetyki Medycznej UM
5. |drhab. Maciej Krawczyfiski prof. UM okulistyka ul. Grunwaldzka 53, Poznan
Pielggniarka Oddzialowa [zby Przyjeé Pediatrii
6. | mgr Jolanta Lojko-Kotodziejezak pielggniarka Szpitala Klinicznego im. Karola Jonschera UM w
Poznaniu, ul. Szpitalna 27/33, Poznan
7. | mgr Krystyna Malinger farmaceuta Apteka Ginekologiczno-Poloiniczego Szpitala
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8. |prof. dr hab. Andrzej Marszalek

patomorfologia

Zaklad Patologii Nowotworéw UM
ul. Garbary 15, Poznan

Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii

9. | prof. dr hab. n. med. Maciej Owecki choroby wewnglrzne, | ; Choréb Wewngtrznych UM,
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12. | dr med. Piotr Tomczak
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Klinika Onkologii UM,
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13 prof. dr hab, Joanna Twarowska-
" | Hauser

psychiatria
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14. | ks. prof. dr hab. Jerzy Troska
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15. | prof. dr hab. Henryk Wysocki
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