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W pracy oceniono metody typowania molekularnego (rybotypowanie, analize
makrorestrykcyjng i RAPD) na szczepach Pseudomonas aeruginosa izolowanych
z zakazen w polskich szpitalach. Za metode o najwiekszej rozdzielczosci uznano
analize RAPD przy uzyciu dwdch réznych starterow PCR. Ustalono relacje
pokrewienstwa w populacjach szczepdéw pochodzacych z czterech réznych szpitali.

WSTEP

W ostatnich latach obserwuje sie dynamiczny rozwdj zastosowan technik genetyki
molekularnej w badaniach epidemiologicznych (6, 16). Ogot genetycznych metod
typowania sprowadzi¢ mozna do dwéch podstawowych strategii. Pierwsza z nich oparta
jest na analizie polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych DNA (RFLP) i moze
dotyczy¢ catosd chromosomu bakteryjnego (RFLP genomowego DNA/analiza makro-
restrykcyjna/PFGE) (9), plazmidowego DNA (REAP) (15) lub poszczegdlnych loci
(np. locus rRNA - rybotypowanie (2, 11), gen mecA MRSA (3), gen spa MRSA (4)).
Druga strategia opiera sie na analizie produktow tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
uzyskanych z uzyciem starteréw o arbitralnie wybranej sekwencji (AP-PCR, RAPD)
(18). Liczne warianty obu tych strategii wykorzystuje sie z powodzeniem w analizie
epidemiologicznej drobnoustrojéw chorobotworczych.

Pomimo nagromadzenia wielu danych i do$wiadczen wystepuje potrzeba ciggtlej
oceny przydatnosci i wiarygodnosci poszczegolnych metod molekularnych w odnie-
sieniu do konkretnych drobnoustrojow i okreSlonych $rodowisk ich wystepowania.
Wynika to z mozliwosci lokalnego rozprzestrzenienia sie szczepdéw o charakterze
endemicznym, wobec ktorych stosowane wczesniej metody mogg wykazywac niedo-
stateczng moc dyskryminacyjng. Pseudomonas aeruginosa jako jeden z gtownych
drobnoustrojéw powodujacych zakazenia zardbwno wewnatrz-, jak i pozaszpitalne byt
obiektem licznych analiz epidemiologicznych (1, 8, 11). Wsr6d metod molekularnych
stosowano m.in. rybotypowanie (z zastosowaniem enzymdw restrykcyjnych takich
jak Pvul\, £coRI, BaTLl, Clal), analize¢ RFLP genomowego DNA (elektroforeza
pulsacyjna produktow trawienia genomu restryktazami Xbal, Spel, Dral) (7, 10, 14),
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RAPD (z zastosowaniem wielu rodzajéw starterow) (10, 12). Jako metody o wysokiej
czutosd wskazywano najczesciej analize makrorestrykcyjng oraz RAPD, rybotypo-
wanie za$ polecano do ogdlniejszych analiz pokrewienstwa szczepdw (7, 12).

Celem tej pracy byto ustalenie wiarygodnego schematu typowania epidemiolo-
gicznego szczep6w P. aeruginosa izolowanych w polskich szpitalach i zweryfikowanie
go w badaniach populacji tego drobnoustroju w czterech wybranych Srodowiskach
szpitalnych, w tym trzech szpitalach pediatrycznych.

MATERIAL | METODY

Izolaty bakteryjne. Badania obejmowalty trzy szpitale pediatryczne potozone w War-
szawie, £.odzi i Olsztynie, oraz szpital w Siemianowicach Slaskich. W okresie od stycznia
do czerwca 1996 roku zbierano kolejne izolaty P. aeruginosa, zgodnie z zasadg: lizolat
- 1 chory. Uzyskano tacznie 111 izolatow: 39 z Warszawy, 24 z todzi, 20 z Olsztyna
i 28 z Siemianowic Slaskich. Wszystkie izolaty z Siemianowic pochodzily z oddziatu
oparzeniowego. Ws$rod pozostatych - zebranych w szpitalach pediatrycznych - domino-
waly izolaty od chorych z oddziatéw intensywnej opieki medycznej (24), chirurgii (18)
oraz internistycznych (16). Wérdd 39 izolatow ze szpitala warszawskiego 24 pochodzity
od leczonych ambulatoryjnie chorych z mukowiscydoza. Badane szczepy izolowano
z roznych zrédet, gtéwnie z ran oparzeniowych (31), rurek tracheostomijnych (22), gardta
(20), plwociny (15) i ran pooperacyjnych (9).

Izolacja DNA. Genomowy DNA izolowano z 200 /1 nocnej hodowli bakterii,
prowadzonej w 5 ml bulionu tryptozowo-sojowego (Oxoid) w 37°C. Do izolacji
uzywano zestawu Genomie DNA Prep Plus (A & A Biotechnology).

Rybotypowanie (RT). Rybotypowanie przeprowadzono zgodnie z metodg opisa-
ng wczesniej (5). Preparaty catkowitego DNA analizowanych izolatdw trawiono
enzymami restrykcyjnymi EcoRl i Hindlll oraz Pvull (MBI Fermentas).

RAPD. Analize RAPD prowadzono z wykorzystaniem starteréw AP-7 (17)
i AP-4 (18) wedtug procedury przedstawionej wczesniej (5) dla startera AP-7. Reakcje
ze starterem AP-4 przebiegaly w tych samych warunkach co AP-7, przy czym we
wszystkich 35 cyklach w drugiej fazie stosowano temperature 35°C.

Analiza makrorestrykcyjna (PFGE). W analizie makrorestrykcyjnej uzyto prepara-
tow genomowego DNA zatopionego w bloczkach z 1% agarozy (InCert Agarose, FMC
Bioproducts) i trawionego enzymem Xbal (MBI Fermentas). Preparaty DNA otrzymy-
wano zmodyfikowang metoda opisang przez Grundmanna i wsp. (7). Rozdziat elektro-
foretyczny prowadzono w 1% zelu agarozowym (Pulsed Field-Certified, Bio-Rad)
w aparacie CHEF DRII (Bio-Rad). Elektroforeze prowadzono przez 26 h w temperatu-
rze 14°C, w gradiencie potencjatu 6 Y/cm, przy dtugosci impulsu rosnacej od 1sdo 20s.

WYNIKI
Grupa 20 izolatow z Olsztyna postuzyla jako materiat do poréwnania mocy

dyskryminacyjnej trzech metod typowania molekularnego. Wyniki zostaty przedstawione
w tabeli | i na rycinach 1, 2, 3i 4. Rybotypowanie (RT) z uzyciem kombinacji enzymow
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Oba oligomery starterowe zastosowane w analizie RAPD (ryc. 3 i 4) wykazatly
podobng rozdzielczos¢ - kazdy z nich wyr6znit w analizowanym materiale siedem
grup izolatow. Wyniki typowania z uzyciem startera AP-4 nie pokrywaly sie jednak
w peini z otrzymanym przy uzyciu startera AP-7. Obie wersje RAPD pozwolity
wyrdzni¢ jako unikatowe szczepy OL-1 i OL-20 (podobnie jak RT Pvull i PFGE).
Grupa izolatéw OL-10, -15, -17i -18 (typ RT Pvull/e i PFGE/p) pozostata nierozréz-
nialna w typowaniu AP-7 (typ RAPD-7/6), natomiast rozdzielona na 2 typy przy
uzyciu startera AP-4 (typy RAPD-4/V1 i RAPD-4/VIl). W grupie 14 izolatow nale-
zacych do typow RT Pvull/b i ¢ analizy AP-4 i AP-7 dokonaty podziatéw przenika-
jacych sie wzajemnie, ktdére tez niezupeinie pokrywaty sie z typami PFGE i RT.
taczne wykorzystanie danych pochodzacych z typowania RAPD przy uzyciu obu
starterow pozwolito na wyr6znienie w badanym materiale 10 grup izolatow.

Izolaty z todzi, Warszawy i Siemianowic Slaskich analizowane byty tylko metoda
RAPD z uzyciem starterow AP-7 i AP-4. Oznaczenia literowe typéw RAPD stosowano
niezaleznie dla kazdej kolekcji szczepow. Wsrdd 24 izolatdw z todzi (tabela Il1) pierwszy
z nich pozwolit wyrézni¢ 18, drugi za$ 19 réznych wzorow amplifikacji. Kombinacja
danych dzieli materiat na 20 typdw z dwoma zawierajgcymi po trzy izolaty (typy

Tabela Il. Zestawienie wynikéw typowania
izolatéw pochodzacych ze szpitala w todzi

Oznaczenia nadano jedynie typom ztozonym z co naj-
mniej 2 izolatow.
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Tabela V. Zestawienie wynikéw typowania izolatéw po-
chodzacych ze szpitala w Siemianowicach Slaskich

RAPD-4/RAPD-7: I/A i 11I/B). Do typu RAPD-7/A nalezaly ponadto 2 inne szcze-
py, jeszcze inne 2 reprezentowaly pojedynczy typ RAPD-4 (typ RAPD-4/11).

Ws$rod dwudziestu czterech izolatdw pochodzacych od chorych na mukowiscy-
doze leczonych ambulatoryjnie w szpitalu warszawskim (tabela 1V) ujawniono przy
uzyciu kazdego ze starteréw po 21 r6znych wzordw, tacznie za$ - 23 wzory. Typowa-
nie za pomocy startera AP-4 ujawnito trzy pary izolatow o identycznych wzorach,
z uzyciem startera AP-7 za$ - jedng pare ijedng grupe trzech izolatéw o jednakowych
wzorach. Zaledwie jedna para izolatow miata identyczne obydwa wzory RAPD
(typ I11/A). Pietnascie izolatow od chorych hospitalizowanych w tym samym szpitalu
(tabela 111) dato sie podzieli¢ kazdg z wersji RAPD na 13 typow, kombinacja metod
za$, rozdzielita wszystkie izolaty z wyjatkiem jednej pary (typ V/D).

Wsrod 28 izolatow z Siemianowic Slaskich metoda RAPD z uzyciem startera
AP-4 pozwolita podzieli¢ ogot izolatéw na 8 typow, z uzyciem startera AP-7 za$ - na
10 typdéw (tabela V, rycina 5). £acznie wyrdzniono 10 typow RAPD. Dla 4 izolatow
(SI-1, -9, -11 i -22) stwierdzono unikatowe wzory produktow RAPD przy uzyciu obu
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starterow. Kolejne dwa (S1-3 i SI-24) byly nie do rozroznienia obydwoma wersjami
RAPD (typ II/B). Grupa pozostatych 22 izolatow charakteryzowata sie wzorami
RAPD obejmujacymi duzg liczbe jednakowych prazkdw, zarébwno dla startera AP-4
(rycina 4), jak i AP-7. W jej ramach wyrozni¢ mozna byto 3 typy RAPD-4 i 5 typow
RAPD-7 i typowanie obydwoma wersjami RAPD dato bardzo zbiezne rezultaty.
Najliczniejszy typ RAPD-4/1 grupowat 14 izolatéw, z ktérych 13 stanowito jedno-
czesnie typ RAPD-7/A (lacznie typ I/A). Reprezentowany przez 6 izolatow typ
RAPD-4/11l rozpadat sie na typy RAPD-7/C i RAPD-7/D (typy HII/C i lII/D).
Zawierajacy dwa izolaty typ RAPD-4/TV byt tozsamy z typem RAPD-7/E (typ IV/E).

OMOWIENIE

Celem analiz epidemiologicznych jest ustalenie stopnia pokrewieristwa pomiedzy
izolatami danego gatunku drobnoustroju. W badaniach takich warto jest dysponowac
wiarygodnymi metodami typowania o zr6znicowanej czulosci. Metody genetyczne
0 wysokiej rozdzielczosci dajg mozliwo$é wykrywania nawet znikomych zmian w DNA
1sg w zwigzku z tym bardzo uzyteczne w dochodzeniach epidemiologicznych, zwiaszcza
w opracowywaniu epidemii lokalnych i dopiero rozpoczynajacych sie. Z kolei, metody
onizszej czutosci wykrywajg z reguty jedynie powazne roznice genetyczne, pozwalajac
$ledzi¢ ewentualne pokrewienstwo szczepdw, dla ktérych czas dywergencji ewolucyjnej
mogt by¢ stosunkowo diugi. Nadajg sie wobec tego do charakteryzowania populacji
drobnoustrojéw wystepujacych w wiekszych regionach geograficznych lub populacji
szczepow danego gatunku ,,zasiedziatych” w danym $rodowisku.

Sposrod metod wykorzystanych do typowania szczep6w P. aeruginosa z Olsztyna
wysoka czutoscig charakteryzowala sie analiza PFGE (9 wzoréw) i metoda RAPD,
zwiaszcza oparta na kombinacji danych uzyskanych z uzyciem dwdch réznych starte-
row (10 typow). Nizszg czutos¢ wykazywato rybotypowanie przy uzyciu restryktazy
Pvu\ (5 typow). Wersja rybotypowania z wykorzystaniem kombinacji enzymow
EcoKl+ Hindlll (2 typy) okazata sie praktycznie nieprzydatna, co szczeg6lnie uwidocz-
nito sie w braku wyréznienia szczepéw OL-1 i OL-20, ktorych unikatowos¢ wykazaty
wszystkie inne metody. Uzyskane wyniki sg zasadniczo zgodne z publikowanymi
wczesniej wynikami badan epidemiologicznych. Wskazywaty one na wysoka moc
dyskryminacyjng analizy makrorestrykcyjnej (7). Metoda RAPD czesto dorownywata
jej rozdzielczoscia (13) przy jednoczesnie mniejszej pracochtonnosci i czasochtonnosci.
Rybotypowanie jedynie w wyjatkowych przypadkach wykazywato czutos¢ podobng do
analizy RFLP genomowego DNA (1) znajdujac raczej zastosowanie do badania
zasadniczego pokrewienstwa i struktury populacji P. aeruginosa (13).

Obydwa schematy typowania oparte na metodach o wysokim stopniu czutosci
majg swoje wady i zalety. Analiza PFGE goruje nad RAPD powtarzalnoscig. We
wzorach produktow RAPD czesto pojawiajg sie prazki o niskiej intensywnosci,
ktérych amplifikacja moze by¢ niepowtarzalna. Interpretacja dwoch wzoréw RAPD
roznigcych sie takimi prazkami staje sie subiektywna i przykfady takiej sytuacji
wystapity w niniejszych badaniach. Dla metody PFGE istniejg ponadto powszechnie
akceptowane kryteria ustalania stopnia pokrewienstwa miedzy analizowanymi wzo-
rami (izolatami). W przypadku jednak badan szczepdw P. aeruginosa, ktérych DNA



Nr 4 Zastosowanie metod biologii molekularnej 437

trawiony jest restryktazg Xba\, doktadna analiza podobienstw wzorow jest praktycz-
nie niewykonalna ze wzgledu na nagromadzenie duzej liczby stosunkowo niewielkich
fragmentéw DNA (maksymalnie 350 kb). W zwiazku z tym, w niniejszej pracy, jako
typy PFGE przyjmowano wzory rdznigce sie¢ w jakimkolwiek stopniu od pozosta-
tych. Z kolei, wielka zaleta RAPD w konfrontacji z PFGE jest tatwos¢ i krotki czas
wykonania analizy. Wziecie pod uwage wynikow badan izolatéw z Olsztyna, oraz
wszystkich oméwionych aspektdw technicznych spowodowato, ze w prezentowanych
badaniach potgczong analiz¢ RAPD uznano za optymalng metode typowania
P. aeruginosa o wysokiej czutosci i dlatego postuzono sie nig wylacznie w badaniach
szczepOw z pozostatych osrodkow.

Whikliwa analiza szczep6w pochodzacych ze szpitala w Olsztynie pozwolita sg-
dzi¢, ze od dtuzszego czasu wystepujg tam dwie subpopulacje P. aeruginosa, ktére juz
w $rodowisku szpitalnym ulegty dywergencji ewolucyjnej w stopniu pozwalajacym na
wykrycie metodami typowania molekularnego. Spojng grupe stanowig izolaty OL-IO,
OL-15, OL-17 i OL-18 (typ RT Pvull/e), ktore zroznicowano jedynie w przypadku
typowania z uzyciem startera AP-4 (2 typy). lzolaty te z pewnoscig byly bardzo
blisko spokrewnione i nalezy sadzi¢, ze wywodzity sie z jednego szczepu pochodzenia
szpitalnego. Drugg grupe, 0 mniejszym stopniu wewnetrznego spokrewnienia, stano-
wito 14 izolatéw typéw RT Pvull/bi c. O ile wszystkie zastosowane metody typowa-
nia tgcznie pozwolity podzieli¢ P. aeruginosa z Olsztyna na grupy liczace co najwyzej
3izolaty, to jednak przenikanie sie (a nie naktadanie) grup wyréznionych poszczegol-
nymi metodami sugeruje wyraznie istnienie pokrewienstwa pomiedzy nimi. Najpraw-
dopodobniej wiec, izolaty te sa pochodng pojedynczego szczepu P. aeruginosa, od
dawna obecnego w S$rodowisku omawianego szpitala, ktéry zdazyt ulec znacznej
dywergencji ewolucyjnej. Wyraznie mozna wyodrebni¢ szczepy OL-1 i OL-20 jako nie
spokrewnione wzajemnie ani z pozostatymi izolatami. Jedynie rybotypowanie z uzy-
ciem kombinacji restryktaz .EcoRI i Hindlll nie pozwolito na ich odrdznienie od
czesci pozostatych szczepow.

Wsrdd 24 szczepow pochodzacych z todzi jedynie 2 grupy po 3 izolaty typowaly sie
identycznie z uzyciem obu starteréw (typy I/A i I11/B), co oznacza, ze w szpitalu t6dzkim
klonalne rozprzestrzenianie sie P. aeruginosa nie jest istotnym zrodlem zakazer wywoty-
wanych przez ten drobnoustréj. Wsrdd 39 szczepdéw uzyskanych ze szpitala warszawskie-
go 24 izolaty pochodzity od chorych na mukowiscydoze leczonych ambulatoryjnie.
Chorzy tacy bardzo czesto cierpig na przewlekte zakazenia P. aeruginosa, przy czym
szczepy je wywotujace zwykle sg pochodzenia Srodowiskowego (10, 13). Tylko dwa
izolaty miaty identyczne wzory RAPD (typ I1I/A). Pozostatych 15 izolatow pochodzito
z zakazen szpitalnych. Kazda z wersji RAPD ujawnita dwie pary identycznych wzoréw,
przy czym tylko jedna z par (typ V/D) byta wspélna dla obu wersji. Tak wiec zaréwno
w populacji chorych na mukowiscydoze, jak i wsréd oséb hospitalizowanych, jedynie
sporadycznie wystapity pary szczepow nierozréznialnych wykorzystang metodg. Obydwie
populacje szczepdw byty wiec bardzo heterogenne i nie mozna byto wskaza¢ na istnienie
szpitalnego szczepu P. aeruginosa rozprzestrzenionego w tym Srodowisku.

W przypadku szpitala siemianowickiego uwage zwrdcita grupa 22 izolatéw
(na 28 wszystkich), charakteryzujaca sie bardzo podobnymi wzorami produktow RAPD
(typy /A, I/F, 111/C, III/D, IV/E). Obecno$¢ we wzorach amplifikacji duzej liczby
jednakowych prazkdw (rycina 5) wskazata na mozliwe pokrewienstwo wewnatrz calej
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grupy. Mozna wobec tego twierdzi¢, ze w Srodowisku szpitala siemianowickiego
dominuje stosunkowo jednorodna populacja P. aeruginosa, przy czym jest ona tam
obecna na tyle dtugo, ze doszto juz do dywergencji poszczegolnych szczepéw, mozliwej
do wykrycia metodami typowania molekularnego. Istnienie grupy 13 nierozréznialnych
izolatow (typ I/A) wykazato takze okresowe wystepowanie zjawisk rozprzestrzeniania
klonalnego (epidemii) szczepéw P. aeruginosa majacych swoj poczatek w rezerwuarze
drobnoustrojéw stale obecnych w $rodowisku szpitalnym. Zjawiska te sg o tyle
prawdopodobne, ze analiza dotyczy oddziatu oparzeniowego, na ktérym szczegdlnie
tatwo moze dochodzi¢ do szerzenia sie zakazen, utrzymywania sie szczepow drobno-
ustrojéw i selekcji szczepdw opornych na leki. Warto zauwazyé¢, ze izolaty P. aeruginosa
z Siemianowic w zdecydowanej wigkszosci charakteryzowaty sie opornoscig na wiele
lekéw przeciwbakteryjnych (z grup ~-laktamdw, aminoglikozydéw i chinolonéw),
oraz, ze uzyskane wyniki typowania bardzo dobrze korelowaty z profilami wrazliwosci
na szeroki zestaw antybiotykow i chemioterapeutykdw (dane nie prezentowane).

WNIOSKI

Podsumowujac nalezy uznac, ze sposréd wysoko rozdzielczych metod typowania
P. aeruginosa, najbardziej racjonalna w warunkach polskich jest kombinowana meto-
da RAPD z uzyciem starterow AP-4 i AP-7. Rybotypowanie przy uzyciu restryktazy
Pvull, ze wzgledu na mniejszg moc dyskryminacyjng, moze okazywaé sie przydatne
do charakteryzowania populacji P. aeruginosa w badaniach o wiekszym zasiegu tery-
torialnym lub prowadzonych przez dtuzszy czas. W dwdch sposréd analizowanych
szpitali (Warszawa, +6dz) zakazenia wywoltywane przez P. aeruginosa jedynie spora-
dycznie miaty charakter rozprzestrzenienia klonalnego. W szpitalach w Olsztynie
i Siemianowicach Slaskich stwierdzono obecno$¢ szczepéw P. aeruginosa wyraznie
wykazujacych pokrewieAstwo, co wskazuje na utrzymywanie sie od dluzszego czasu
szpitalnej populacji tego drobnoustroju.
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MOLECULAR TYPING OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS RECOVERED
FROM NOSOCOMIAL INFECTIONS CAUSED BY PSEUDOMONAS AERUGINOSA

SUMMARY
Different methods of molecular typing (ribotyping, genomic DNA RFLP and RAPD) were

tested on Pseudomonas aeruginosa strains isolated in Polish hospitals in order to elaborate a reliable
typing scheme for epidemiological investigations. The combined RAPD analysis with the use of two
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different primers, RAPD-4 and RAPD-7, was found to have the highest discriminatory power which
considering also the easiness and low time - consumption has suggested its high usefulness in studies
of outbreaks caused by P. aeruginosa. Ribotyping was shown to be the least discriminatory, however,
especially with the use of the Pvull restriction enzyme, this method can be very useful in revealing
the genetic structure of P. aeruginosa populations persisting in hospital environments over longer
periods. Clonal relations within populations of strains isolated in four different hospitals were
revealed. In two of the hospitals P. aeruginosa populations demonstrated a very high diversity which
suggested that infections had been caused by strains of different origins, probably introduced from
other environments. P. aeruginosa strains from two remaining hospitals were found to form some
clonally related clusters what revealed that in these hospitals epidemic strains of this microorganism
have been circulating for prolonged periods and infecting predisposed patients.
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