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W pracy scharakteryzowano, na podstawie wlasciwosci taksonomicz-
nych oraz wrazliwosci na wybrane antybiotyki i chemioterapeutyki, flore
bakteryjng z zewnetrznych powlok ciata karaczandw prusakow wystepujg-
cych w Srodowisku szpitalnym.
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WSTEP

OkreSlony w ramach Ogolnopolskiego Programu Rejestracji Zakazen Szpitalnych Pol-
skiego Towarzystwa Zakazen Szpitalnych wskaznik zapadalnoSci na zakazenia szpitalne
w Polsce wynosi §rednio 1,8% (1), ale uwaza sig, ze jest on trzy lub czterokrotnie zanizo-
ny (2,3). Szacuje si¢, ze w Polsce u od 5% do 10% ogoétu pacjentdw wystapia zakazenia
szpitalne. Uwaza sig¢, ze im szpital jest wiekszy, wykonywane sa bardziej skomplikowane
zabiegi (np.: przeszczep narzadow) i dluzszy jest okres pobytu w szpitalu (>48 godzin),
tym liczba zakazen szpitalnych jest wyzsza (4). Dodatkowe koszty leczenia zakazen szpital-
nych sa ogromne. Modelowo wyliczono, ze w 250 t6zkowym szpitalu sg to kwoty wynosza-
ce od 200 do 600 tys. ztotych rocznie (2). Rozwoj zakazenia szpitalnego wywolanego przez
bakterie jest wypadkowa ogdlnego stanu zdrowia chorego oraz zjadliwo$ci danego szcze-
pu. Rola sterylizacji, dezynfekcji oraz ogdlnej sanityzacji w zapobieganiu zakazeniom szpi-
talnym jest niepodwazalna i wielokrotnie opisywana.

Na Srodowisko szpitalne sktadaja si¢ nie tylko system transportu wody, kanalizacja,
system klimatyzacyjny i/lub wentylacyjny, sprzet medyczny, bielizna poscielowa, ale row-

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego 3 PO5SD 10624 ,,Synantropijne karaczany jako moz-
liwe Zrodto zakazef w Srodowisku szpitalnym. Oszacowanie ryzyka dla pacjentow”. Kierownik projek-
tu: Hanna Styputkowska-Misiurewicz.
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niez szkodniki bytujace w budynku szpitala. Jak dotad, epidemiologiczna rola synantro-
pijnych karaczanéw, owadow obecnych w wielu szpitalach, nie jest wyjasniona. Doniesie-
nia z piSmiennictwa (5,6) sugeruja, Ze moga one istotnie przyczynia¢ si¢ do szerzenia za-
kazen.

Celem pracy bylo zbadanie i scharakteryzowanie flory bakteryjnej obecnej na karacza-
nach prusakach Blattella germanica L. bytujacych w szpitalach. Praca ta stanowi pierwszy
etap realizacji projektu 3 POSD 10624 ,,Synantropijne karaczany jako mozliwe Zrodio za-
kazen w §rodowisku szpitalnym. Oszacowanie ryzyka dla pacjentow”.

MATERIAL I METODY

Materialem do badan byly karaczany prusaki: larwy IV — VI stadium i imagines. Owa-
dy odtawiano za pomoca pulapek (stojow szklanych uprzednio wyptukanych 70% alkoho-
lem lub putapek klejowych) w kuchniach oraz na oddziatach wybranych pieciu szpitali,
oznaczonych odpowiednio literami: A, B, C, D, E.

Posiewy mikrobiologiczne wykonywano z pigciu owadéw wybranych losowo z odlowio-
nych w danym obiekcie. Wykonano je wylacznie w kierunku bakterii tlenowych. Owady
usypiano CO,, a nastegpnie zanurzano w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB) na 1 min.
i kilka razy energicznie wstrzasano probdwka. Po inkubacji (temp. 37°C przez 18-24 h)
bulion wysiewano na wybrane podtoza bakteriologiczne namnazajace oraz namnazajaco-
-réznicujace (7). Przynalezno$¢ do gatunku okreslono wedtug klasycznych metod identy-
fikacyjnych oraz za pomoca komercyjnych zestawdw diagnostycznych, jak Rapid ID 32
Strep, ID 32 Staph i API 20 NE opartych na okreslaniu biochemicznych cech drobno-
ustrojow.

W celu okreslenia fenotypu wyizolowanych szczepdw badano ich wrazliwo$¢ na wybra-
ne antybiotyki i chemioterapeutyki metoda dyfuzji krazkowej, zgodnie z zaleceniami Na-
tional Committee for Clinical Labratory Standards (NCCLS). Interpretacj¢ odczytanych
stref zahamowania wzrostu przeprowadzano wg tabel NCCLS z 2003 roku.

Wrazliwo$¢ ziarenkowcdw Gram-dodatnich oznaczano wobec: penicyliny (10 IU), am-
picyliny (10 pg), wankomycyny (30 pg), teikoplaniny (30 pg), erytromycyny (15 ug), tetra-
cykliny (30 pg), chloramfenikolu (30 pg), chinupristyny/dalfopristyny (15 pg), oraz linezo-
lidu (30 ug). Dodatkowo oznaczono wrazliwo$¢ — gronkowcow wobec: oksacyliny (1 ug),
amoksycyliny z kwasem klawulanowym (20/10 pg), imipenemu (10 ug), klindamycyny
(2 png), doksycykliny (30 ug), trimetoprimu (1,25 ug), sulfonamidu (25 ug), kotrimoksazo-
lu (1,25/23,75 pug), nitrofurantoiny (300 ug), gentamycyny (10 ug), amikacyny (30 ug), ci-
profloksacyny (30 ug), kwasu fusydowego (10 pg), mupirocyny (5 ug i 200 pg), rifampicy-
ny (5 pg); enterokokdéw wobec: imipenemu (10 pg), doksycykliny (30 pg), minocykliny
(30 ug), nitrofurantoiny (300 ug), gentamycyny (120 pg), streptomycyny (300 ug), cipro-
floksacyny (30 ug), lewofloksacyny (5 ng); paciorkowcow wobec: cefotaksymu (30 pg), ce-
ftriaksonu (30 ug), klindamycycny (2 ug). Identyfikacje indukowanej opornosci na makro-
lidy, linkozamidy i streptograming B w mechanizmie MLS; u gronkowcow wykonano
zgodnie z zaleceniami zamieszczonymi w piSmiennictwie (8).

Wrazliwos¢ paleczek Gram-ujemnych oznaczono wobec: cefuroksymu (30 pg), ampicy-
liny (10 pg), amoksycykliny z kwasem klawulanowym (30 pg), piperacyliny z tazobakta-
mem (110 ug), aztreonamu (30 pg), imipenemu (10 pg), gentamycyny (10 ug), amikacyny
(30 ug), ofloksacyny (5 ug), ciprofloksacyny (5 ug), norfloksacyny (10 pg), kotrimoksazo-
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lu (1,25/23,75 pug), trimetoprimu (5 pg). Produkcja p-laktamaz o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) byta okre§lana za pomoca E-testu (TZ/TZL). Produkcje B-lakta-
mazy typu AmpC okreslano przy uzyciu testu dwoch krazkow (8). Do analizy statystycznej
otrzymanych wynikoéw wykorzystano test Fishera i chi — kwadrat.

WYNIKI

Ogotem wyizolowano 80 szczepow bakteryjnych z powlok zewnetrznych 25 losowo
wybranych karaczanéw prusakéw odtowionych w 5 warszawskich szpitalach. W tabeli I
przedstawiono wyizolowane szczepy bakteryjne, pogrupowane na podstawie podstawo-
wych cech biochemicznych i morfologicznych oraz miejsca odliowienia karaczanow.
W tabeli II zamieszczono zestawienie gatunkdw, do ktdrych zaliczono wyizolowane
szczepy ziarenkowcow Gram-dodatnich, natomiast w tabeli I1I — przynaleznos¢ taksono-
miczng wyizolowanych Gram-ujemnych pateczek. Laseczek Gram-dodatnich nie identy-
fikowano.

Stwierdzono, ze najczeSciej izolowano ziarenkowce Gram-dodatnie (34 szczepy) oraz
pateczki Gram-ujemne (31 szczepow). Ogolem zidentyfikowano bakterie nalezace do 26
gatunkéw (18 — wsrdd ziarenkowcdw Gram-dodatnich i 8 — wérdd paleczek Gram-uje-
mnych). Na poziomie rodzaju zidentyfikowano 7 szczepow: 2 szczepy Leuconostoc sp. oraz
5 szczepOw Serratia sp. Stwierdzono, ze zrdznicowanie gatunkowe wyizolowanych ziaren-
kowcow Gram-dodatnich (32 szczepy zaliczane do 18 gatunkéw) jest wyzsze niz paleczek
Gram-ujemnych (26 szczep6éw nalezacych do 8 gatunkdow).

Wykazano statystycznie znamienne roznice w udziale bakterii zaliczanych do po-
szczegblnych grup wyizolowanych z powierzchni karaczandéw odfowionych w szpitalu
AiDorazBiC (Po <0,05). W szpitalu A karaczany odtawiane byly na oddziale chi-
rurgii, w szpitalu D —w kuchni szpitalnej; w szpitalu B — na oddziale kardiologii, w szpi-
talu C - ortopedii. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych rdznic w procentowym
udziale bakterii zaliczanych do poszczeg6lnych grup izolowanych z owadow tapanych
na oddziatach ogdtem (szpitale A, B, C) oraz w kuchniach (szpitale D i E) (Po=0,22).

Tabela I.  Grupy drobnoustrojow wyizolowanych w posiewach zewnetrznych z karaczanéw pru-
sakow odtowionych w szpitalach.

Table I. Groups of bacteria isolated from the body surface of German cockroaches collected
in hospitals.

Liczba wyizolowanych szczepow (%)

Grupy bakterii Szpital A Szpital B Szpital C Szpital D Szpital E
(chirurgia) |(kardiologia)| (ortopedia) | (kuchnia) | (kuchnia)
Ziarenkowce Gram (+) 4(33,3%) - 2(14,3%) - 2(9,5%)

katalazo (+)

Ziarenkowce Gram (+) 1(8,3%) 3(375%) | 5(357%) | 9(36,0%) | 8(38,1%)
katalazo (-)

Pateczki Gram (-) 5(41,7%) | 5(62,5%) | 2(14,3%) | 10 (40,0%) | 9 (42,9%)
Laseczki Gram (+) 2(16,7%) - 5(35,7%) | 6(24,0%) 2(9,5%)
Razem 12 (100%) | 8(100%) | 14 (100%) | 25 (100%) | 21 (100%)
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Tabela II. Ziarenkowce Gram-dodatnie wyizolowane z powlok zewngtrznych ciata karaczanow
prusakéw odlowionych w szpitalach.

Table II.  Gram-positive cocci strains isolated from the body surface of German cockroaches
collected in hospitals.

Staphylococcus hominis

Grupy . Liczba szczepow bakteryjnych w szpitalach:

baktorii Szczepy bakteryjne A B c o E Razem

Streptococcus oestobularis - 1 - - - 1

0 Streptococcus salivarius - 1 - - - 1

g Streptococcus mitis - - 2 - - 2

g Streptococcus oralis - - - 1 - 1

= Enterococcus durans 1 - - - 1 2

‘;’ Enterococcus casseliflavus - - 1 - 2 3

g Enterococcus avium - 1 1 2 4 8

ot Enterococcus faecalis - - - 1 - 1

é Enterococcus faecium - - - 3 - 3

% Leuconostoc sp. - - 1 - 1 2

N Aerococcus viridans - - - 1 - 1

Lactococcus garvieae - - - 1 - 1

1

1

2

1

1

1
E Staphylococcus equorum 1 - - - -
§ m Staphylococcus epidermidis 1 - 1 - -
% E Staphylococcus haemolyticus - - 1 - -
£ s e T T T
.;:; Staphylococcus xylosus - - - - 1 1
Micrococcus luteus 1 - - - - 1
Razem 5 3 7 9 10 34

Wigksza liczba wyizolowanych szczepdw bakteryjnych z zewngtrznych powlok ciala
owadow odiowionych w kuchniach moze si¢ wigza¢ z przeprowadzang tam obrobka
Zywnosci.

Wszystkie wyizolowane szczepy gronkowcow byly wrazliwe na wigkszo$¢ zastosowanych
antybiotykow. Badane szczepy, z wyjatkiem S. hominis 1 jednego szczepu S. epidermidis,
wykazywaly wrazliwo$¢ na penicyling i ampicyling. Opornos$¢ na metycyling wykazywaty
trzy z badanych szczepdw gronkowcowych: S. hominis, S. xylosus i S. equorum. Sposrdd ba-
danych szczepdw gronkowcdw tylko dwa (S. epidermidis i S. equorum) wykazywaly opor-
no$¢ na erytromycyne i klindamycyne w mechanizmie MLS. Na gentamycyne, kwas fusy-
dowy i kotrimoksazol oporny byt tylko jeden z badanych szczepoéw — S. hominis; na tetra-
cykliny oporno$¢ wykazywaly tylko dwa badane szczepy S. epidermidis. Wszystkie wyizolo-
wane szczepy enterokokdw byly wrazliwe na antybiotyki B-laktamowe, na wysokie stezenia
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Tabela III. Paleczki Gram-ujemne wyizolowane z powlok zewngtrznych ciata karaczanéw prusa-
koéw odtowionych w szpitalach.

Table III. Gram-negative rods isolated from the body surface of German cockroaches collected
in hospitals.

Grupy . Liczba szczepow bakteryjnych w szpitalach:

bakterii Szczepy bakteryjne A B c o 5 Razem

Citrobacter freundii 1 2 - - 1 4

Enterobacter cloacae 3 - 1 5 - 9

. Enterobacter sakazakii - - - - 1 1

\é’ Klebsiella oxytoca 1 - 1 - - 2

g Serratia marcescens - 1 - - 5 6

% Serratia liquefaciens - - - - 2 2

< Serratia sp. - - - 5 - 5

= Pseudomonas putida - 1 - - - 1

Pseudomonas aeruginosa - 1 - - - 1

Razem 5 5 2 10 9 31

aminoglikozyd6éw, chloramfenikol, nitrofurantoing, oraz linezolid. Nie wykryto réwniez
szczepow opornych na glikopeptydy. Szczepy E. casseliflavus wykazywaly $rednia wrazli-
wos¢ na wankomycyne, chinupristing/dalfopristing, fluorochinolony oraz erytromycyne.
Szczepy E. faecium wykazywaly oporno$¢ tylko na erytromycyne. Szczep E. faecalis cha-
rakteryzowal si¢ opornoScia na antybiotyki z grupy tetracyklin oraz byl Srednio wrazliwy
na ciprofloksacyne i erytromycyneg.

Wyizolowane pig¢ szczepéw paciorkowcowych z grupy , viridans” charakteryzowato si¢
wrazliwoScig na: antybiotyki z grupy tetracyklin, glikopeptydy, linezolid oraz erytromycy-
ne. Natomiast byly one oporne na klindamycyne i chinupristing/dalfopristing.

Wiekszo$¢ wyizolowanych paleczek Gram-ujemnych byla wrazliwa na wymienione
antybiotyki i chemioterapeutyki z wyjatkiem ampicyliny i amoksycyliny z kwasem klawu-
lanowym. Ponadto szczepy Serratia sp. oraz P. aeruginosa, P. putida okazaly si¢ oporne
na trimetoprim (5 ug), paleczki niefermentujace wykazywaly opornos¢ takze na kotri-
moksazol. Stwierdzono, ze 12 sposrod 31 szczepéw Gram-ujemnych paleczek wytwarza
B-laktamazy typu AmpC. Byly to szczepy okreSlone jako E. cloacae (7 szczepdw), C.
freundii (3 szczepy) i S. liquefaciens (2 szczepy). Wérdd wymienionych szczepow nie
stwierdzono mutantdw trwale derepresorowanych. Ponadto 1 szczep C. freundii
i2 szczepy S. liquefaciens wykazywaly fenotypowo, oprdcz B-laktamaz AmpC, aktywno§¢
ESBL.

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wskazuja na duza réznorodnos¢ flory bakteryjnej wystepujacej na po-
wlokach ciala karaczanéw prusakow bytujacych w szpitalach. Zwigzane jest to m. in. ze
specyfika miejsca odlowienia np.: pateczki z rodzaju Serratia izolowano gtéwnie z owadow
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odtowionych w kuchniach, za§ gronkowce izolowano z owadéw ziowionych na oddziale
chirurgii i ortopedii. Stosunkowo niskie zroznicowanie gatunkowe wyizolowanych pate-
czek Gram-ujemnych moze by¢ zwigzane z kolonizacja srodowiska szpitalnego przez te
bakterie. Moze by¢ takze efektem wielokrotnego izolowania bakterii nalezacych do jedne-
go szczepu — to zagadnienie zostanie wyja$nione metodami biologii molekularnej w dal-
szych etapach projektu.

Jednym z probleméw wspdtczesnej antybiotykoterapii jest rozpowszechnienie leko-
opornych szczepoéw bakteryjnych np.: wytwarzajacych p-laktamazy, szczegdlnie tych o sze-
rokim lub rozszerzonym spektrum substratowym. Geny kodujace B-laktamazy nalezace do
klasy C1, zwane B-laktamazami AmpC sa obecne w genomie takich paleczek jak: C. freun-
dii, M. morgani, P. rettgeri oraz nalezacych do rodzaju Serratia, Enterobacter. Ekspresja
tych B-laktamaz ma charakter indukowany. Roznia si¢ one preferencjami substratowymi
w zaleznoSci od gatunku ale mozna przyjaé, ze sa aktywne wobec penicylin (z wyjatkiem
temocyliny), cefalosporyn i monobaktaméw (9). Oznacza to, ze wyizolowane przez nas
szczepy o fenotypie AmpC (+) nalezy traktowac jako oporne takze na cefotaksym i aztre-
onam, mimo wykazywanej in vitro wrazliwosci. B-laktamazy o rozszerzonym spektrum sub-
stratowym (ESBL) sa najczgsciej kodowane plazmidowo i sa bardzo zréznicowane pod
wzgledem preferencji substratowych. Uwaza sig, ze szczepy o fenotypie ESBL (+) nalezy
traktowac jako oporne lub potencjalnie oporne na penicyliny (bez inhibitoréw), cefalospo-
ryny (z wyjatkiem cefamycyn) i monobaktamy (9).

Stwierdzona wrazliwo$¢ gronkowcéw na penicyliny wskazuje na niewytwarzanie przez
te szczepy penicylinazy. Nalezy podkreSli¢, ze wytwarza ten enzym ponad 90% szczepdw
gronkowcow izolowanych od ludzi. Oporno$¢ wyizolowanych 3 szczepéw gronkowcow na
metycyling wymaga potwierdzenia metodami biologii molekularnej, poniewaz oznaczanie
wrazliwosci na metycyling metoda dyfuzyjno-krazkows koagulazo-ujemnych gronkowcow
(innych niz S. epidermidis) moze dawa¢ wyniki falszywej opornosci na ten antybiotyk.
W zwigzku z tym zalecane jest stwierdzenie obecnoSci genu mec A, warunkujacego opor-
nos$¢ na metycyling metodg PCR (10). Badanie to zostanie wykonane w toku dalszej pra-
cy. Podobnie dla paciorkowcow z grupy ,,viridans” nalezy wykonaé oznaczenia wartosci
MIC dla antybiotykéw B-laktamowych, poniewaz brak jest kryteriow interpretacyjnych dla
oznaczenia wrazliwoSci na te antybiotyki metoda dyfuzyjno-krazkowa.

Stwierdzenie $redniej wrazliwoSci szczepow E. casseliflavus na wankomycyne jest zwig-
zane z prezentowaniem przez ten gatunek fenotypu Van C, charakteryzujacego si¢ opor-
noscia na niskie stezenia wankomycyny, przy zachowanej wrazliwosci na teikoplanine.
Chinupristina/dalfopristina — nowy antybiotyk przeznaczony do leczenia zakazen o etiolo-
gii E. faecium — hamowal wzrost wyizolowanych szczepdw tego gatunku.

Mozna przypuszczac, ze wyizolowane bakterie, oporne na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki sa rezerwuarami gendw opornosci, ktdre moga by¢ przenoszone na inne drobnoustro-
je. Obecnos¢ tych bakterii na powierzchni ciaf ruchliwych owadow, przemieszczajacych sie
swobodnie migdzy pomieszczeniami w szpitalu moze stwarza¢ warunki do ich fatwego roz-
przestrzeniania si¢ w tym Srodowisku.

WNIOSKI

1. Na powierzchni ciata karaczandéw prusakdéw odlowionych w szpitalach stwierdzono wy-
stepowanie zroznicowanej flory bakteryjnej.
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2. Drobnoustroje z rodzaju Enterococcus, uznawane za jeden z gtownych czynnikow etio-
logicznych zakazen szpitalnych, stanowily 50% wszystkich wyizolowanych ziarenkow-
cow Gram-dodatnich z powlok zewnetrznych karaczandw prusakdow.

3. Wyizolowane bakterie, oporne na antybiotyki i chemioterapeutyki sa rezerwuarami ge-
néw opornosci, ktore mogg by¢ przenoszone na inne drobnoustroje. Obecno$¢ ich na
powierzchni ciata karaczanéw prusakdw, owaddéw o duzej mobilnosci, moze stworzyé
warunki do ich tatwego rozprzestrzeniania si¢ w Srodowisku szpitalnym.

E Czajka, K Pancer, M Kochman, A Gliniewicz, B Sawicka, D Rabczenko,
H Styputkowska-Misiurewicz

CHARACTERISTICS OF BACTERIA ISOLATED FROM BODY SURFACE
OF GERMAN COCKROACHES (BLATTELLA GERMANICA L.)
COLLECTED IN HOSPITALS

SUMMARY

The objective of the study was to identify bacterial flora from external parts of German cockro-
aches caught in hospitals. The susceptibility of the bacteria to the most important groups of anti-
microbial agents was also examined. 80 strains of bacteria were isolated, among them 34 strains of
Gram-positive cocci and 31 strains of Gram-negative rods. One of isolated strains of Citrobacter
freundii and two strains of Serratia liquefaciens showed ESBL mechamism of resistance and exten-
ded level of AmpC - type B-lactamases. Two Staphylococcus strains (S. epidermidis and S. equ-
orum) were resistant to erythromycin and clindamycin (MLS; mechamism of resisance). Such stra-
ins, resistant to antibiotics and chemioterapeutics may be reservoirs of resistance genes which can
be transmitted into other bacteria. Presence of such pathogens on the body surface of German coc-
kroaches, very mobile insects, might create conditions for easy dissemination of them in hospital
environment.
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