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STRESZCZENIE

Staphylococcus aureus jest jednym z najwazniejszych czynnikow etiologicznych zaréwno zakazen szpitalnych,
jak i pozaszpitalnych. Czgsto izolowane sg szczepy wielolekooporne, co jest zwigzane ze stosowang na danym
oddziale antybiotykoterapia, sprzyjajaca m. in. selekcji szczepow opornych. Szczepy charakteryzujace si¢ wie-
lolekoopormoscia i wysoka zjadliwo$cig, moga klonalnie rozprzestrzenia¢ si¢ zar6wno wewnatrz szpitala, jak
i pomigdzy szpitalami. Badania wykazujg czgsto dominacj¢ konkretnego klonu na terenie danego panstwa, jak
i rozprzestrzenienie si¢ tego klonu na tereny sasiednich panstw.

Metody typowania drobnoustrojow sa narzedziami pomocnymi w kontroli zakazen. Nowoczesne metody, bazu-
jace na sekwencjonowaniu, stajg si¢ uzyteczne przy racjonalizacji programow kontroli zakazen i ograniczaniu
szerzenia si¢ infekcji. Za ztoty standard w typowaniu Staphylococcus aureus uwazana jest elektroforeza pulsa-
cyjna w zmiennym polu elektrycznym (PFGE), polegajaca na rozdziale fragmentow DNA uzyskanych wskutek
cigcia genomu bakteryjnego za pomocg enzymu restrykcyjnego Smal. Metoda MLST (ang. Multi Locus Sequence
Typing) opiera si¢ na pordéwnaniu konserwatywnych sekwencji genow ,.housekeeping”, ktére kontroluja podsta-
wowe funkcje zyciowe komorki. Dzigki metodzie MLST jest mozliwe wykazanie szerokiego, czesto miedzy-
narodowego zasiegu konkretnych szczepow. Jednak dla dochodzen epidemiologicznych MLST wydaje si¢ zbyt
pracochtonne i kosztowne do zastosowania jako podstawowe narzedzie do typowania. Metoda uzupetniajaca jest
typowanie spa, bazujace na sekwencjonowaniu krotkich sekwencji repetytywnych z polimorficznego regionu X
genu kodujacego biatko A. Metoda ta moze by¢ wykorzystana zaré6wno do studiowania molekularnej ewolucji
S. aureus, a takze do badania epidemii szpitalnych. Jest metoda szybsza i tansza, niz MLST. Niezbedne staje si¢
subtypowanie mobilnych elementéw odpowiedzialnych za oporno$¢ na metycyling (SCCmec), ktore pozwalaja
na rozroznianie klonéw MRSA (ang. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) posiadajacych wspolnego
przodka, ale r6zne pochodzenie epidemiologiczne. Typowanie drobnoustrojéw obejmuje metody, ktdre pozwalaja
odtworzy¢ drogi szerzenia si¢ patogenow, a takze poréwnac je z globalnym rozprzestrzenianiem si¢ szczepdw
szczegoblnie zjadliwych. Nalezy pamictac, ze nie ma jednej uniwersalnej metody typowania dobrej w kazdym
przypadku, wszystkie za§ obarczone sg swoistymi wadami i zaletami.
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Staphylococcus aureus pozostaje jednym z waz-
niejszych drobnoustrojéw potencjalnie patogennych,
obecnych we florze komensalnej cztowieka. Niszg naj-
czesciej zasiedlang przez S. aureus jest ciepte i wilgotne
srodowisko s$luzowek, szczegolnie przedsionka nosa,
gdzie znajduja si¢ jego receptory. Dane literaturowe
wskazujg rowniez, ze kolonizacja przedsionka nosa
(stwierdzana nawet u 58% pacjentow badz rezydentow)
zwykle wigze si¢ z przejsciowa kolonizacjg gardia
(1,2). Wczesniejsza kolonizacja tym drobnoustrojem

jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju zakazenia.
Rézne szczepy sa zdolne do produkceji rozmaitych tok-
syn i czynnikdéw wirulencji, ktore utatwiajg bakteriom
inwazje¢ oraz negatywnie wplywaja na uktad immuno-
logiczny gospodarza (3). Wiele szczepdw jest opornych
na liczne antybiotyki, co ogranicza mozliwoSci terapii
i powoduje rozprzestrzenianie gendw opornosci na
szczepy wrazliwe (3). Metycylinooporny S. aureus (ang.
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)
stanowi istotng przyczyne zaré6wno zakazen pozasz-
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pitalnych (community-acquired MRSA, CA-MRSA),
jak i nabytych w placéwkach opieki zdrowotnej (health
care-associated MRSA, HA-MRSA) (4). Szczepy
CA-MRSA, w odréznieniu od szczepow HA-MRSA,
pozostaja zazwyczaj wrazliwe na wiele lekow, poza
beta-laktamami, (5). Munckhof zaproponowatl nawet,
aby wprowadzi¢ wrazliwo$¢ na wiecej niz 2 leki nie-
B-laktamowe jako kryterium rozpoznania CA-MRSA
(6). CA-MRSA s3 jednak zazwyczaj duzo bardziej
wirulentne, a wiele z nich ma zdolno$¢ wytwarzania
leukocydyny Panton-Valentine (5).

Z punktu widzenia epidemiologii szpitalnej i nadzo-
ru nad zakazeniami najistotniejsze sg zakazenia skory
i tkanek migkkich, zakazenia krwi oraz zapalenia pluc.
Zakazenia te mogg pojawic si¢ u pacjentow w oddziale
szpitalnym czy u rezydentow opieki dtugoterminowe;
jako zakazenia endemiczne, jak i stawac si¢ przyczyng
epidemii. Szacuje si¢, ze S. aureus jest najczgsciej
identyfikowanym czynnikiem etiologicznym zakazen
(7) 1 jest powodem okoto 1% wszystkich przypadkow
zakazen szpitalnych (zaktadowych, instytucjonalnych,
ang. nosocomial infections). Okolo polowa zakazen
o tej etiologii w$rod pacjentow hospitalizowanych to
zakazenia szpitalne (8,9). W Stanach Zjednoczonych
zachorowalno$¢ na zakazenia o etiologii S. aureus
szacowana jest na 9,13/1000 przyje¢, z czego 43% to
przypadki zwigzane ze szczepami metycylinoopornymi
MRSA (8). Zazwyczaj S. aureus jest najwazniejszym
patogenem w zakazeniach na oddziale intensywne;j
terapii (OIT), zardwno dorostych (10), jak i noworod-
kow (11).

Nadzor nad obecnos$cig MRSA, a co za tym idzie:
obnizenie czesto$ci pojawiania si¢ zakazen o tej
etiologii, moze mie¢ bezposrednie przetozenie na po-
wszechno$¢ wystepowania MRSA w populacji ogélnej,
a wigc 1 ryzyko kolonizacji personelu oddzialow, tym
bardziej ze MRSA jest rownie czgsto obserwowany
w zakazeniach pozaszpitalnych (12). Nalezy pamigtac,
ze znaczacym czynnikiem ryzyka zakazenia o etiologii
MRSA jest kolonizacja takim szczepem (3).

Coraz wigcej krajow wprowadza powszechny
obowiazek badan przesiewowych w kierunku MRSA
w stosunku do pacjentow przyjmowanych w trybie
planowym do szpitali (z wyjatkiem pobytow dzien-
nych, dermatologii i innych) (13). Prowadzony jest
takze obowigzkowy nadzor nad metycylinoopornymi
izolatami gronkowca zlocistego, ktory jako patogen
znaczacy w epidemiologii szpitalnej podlega obowigz-
kowi szczegdlnego nadzorowania w ramach kontroli
zakazen szpitalnych. Dzieje si¢ tak w polskich szpita-
lach i od wielu juz lat w Finlandii, Norwegii, Szwecji
czy Holandii (14).

Antybiotykoterapia stosowana na oddziale wywiera
presje i sprzyja selekcji szczepow opornych. Szczepy
charakteryzujace si¢ wielolekoopornoscia, a takze

wysoka zjadliwoscig, mogg klonalnie rozprzestrzenia¢
si¢ zar6wno wewnatrz szpitala, jak i pomiedzy szpi-
talami. Na terenie danego panstwa dominuje czesto
jeden konkretny klon. Z czasem moze dochodzi¢ do
rozprzestrzenienie si¢ tego klonu na tereny sasiednich
panstw i calego kontynentu. Dzicki metodzie MLST
(ang. Multi Locus Seqence Typing) istnieje mozliwos¢
wykazania szerokiego, czesto migdzynarodowego
zasiggu konkretnych klonow. Moze ona takze by¢
zastosowana do badania molekularnej ewolucji S. au-
reus (15) 1 jest metodg referencyjng dla okreslenia
podstawowej struktury genetycznej populacji S. aureus,
zdominowanej przez kilkanascie najwigkszych kom-
pleksow klonow i obejmuje kilkaset typow sekwencji
(ang. Sequence Type, ST) (16). Metoda MLST opiera
si¢ na porownaniu konserwatywnych sekwencji genow
»housekeeping”, ktore kontroluja podstawowe funkcje
zyciowe w kazdej zywej komorce. Pierwszy etapem
reakcji sekwencjonowania jest przeprowadzenie am-
plifikacji siedmiu genow (arcC, aroE, gipF, gmk, pta,
tpi, yqiL) z siedmioma parami starterow (16). Uzyskane
sekwencje nukleotydowe sa nastepnie porownywane
do znanych alleli dla kazdego locus genu przy uzyciu
oprogramowania dostepnego w bazie MLST (http://
www.mlst.net/). Dla kazdego izolatu generowanych jest
siedem cyfrowych profili allelicznych, ktére definiuja
dany typ ST. Poniewaz w kazdym z siedmiu badanych
loci znajduje si¢ wiele alleli, nie jest mozliwe, by dwa
izolaty posiadaty ten sam profil przypadkowo. Izolaty
o tym samym profilu mogg zatem by¢ sklasyfikowane
do tego samego typu klonalnego (17). Profile uzyska-
ne dzigki metodzie MLST mozna tatwo porownywac
pomigdzy laboratoriami. W przypadku gronkowcow,
stosowanie metody MLST moze by¢ czasochtonne
i wymaga sekwencjonowania duzej liczby nukleotydow
(18). Dla celéw dochodzen epidemiologicznych, MLST
wydaje si¢ zbyt pracochtonne i kosztowne do zastoso-
wania jako podstawowego narzedzia do typowania. Do
tej pory opisano ponad 2400 typow ST dla gronkowca
ztocistego.

Jako metode uzupetniajacg typowanie MLST,
proponuje si¢ typowanie spa (ang. Spa Typing). Ba-
zuje ono na sekwencjonowaniu krotkich sekwencji
repetytywnych (ang. short sequence repeats, SSR)
z polimorficznego regionu X genu kodujacego biatko
A (spa) (18,19). W tym regionie zachodzi¢ mogg liczne
spontaniczne mutacje (wiacznie z utratg lub pozyska-
niem catych sekwencji repetytywnych) (20). Do tej pory
opisano okoto 600 réznych jednostek repetytywnych
i ponad 11000 typow spa (15). Réozne warianty SSR
koreluja z patogenno$ciag i wirulencja bakterii (21).
Réznorodnos¢ w obrebie genu spa, ktory sklada sie
gléwnie z 24-zasadowych powtdrzen, jest spowodo-
wana mutacjami punktowymi (zaréwno delecjami, jak
i duplikacjami) (22). Poréwnanie typow spa w obrebie
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Europy oraz calego $wiata mozliwe jest dzigki mig-
dzynarodowej bazie danych Ridom StaphType (Ridom
GmbH, Niemcy, http://spaserver.ridom.de). Dostepne
na wymienionej stronie internetowej oprogramowanie
automatycznie wykrywa liczbg sekwencji repetytyw-
nych i przypisuje do odpowiedniego typu spa. Metoda
typowania spa moze by¢ wykorzystana zarowno do
studiowania molekularnej ewolucji S. aureus, a takze
do badania epidemii szpitalnych. Jest metoda szybsza

i tansza, niz MLST. Nalezy jednak podkresli¢, ze po-

tencjat dyskryminacyjny typowania spa jest nizszy, niz

metody PFGE. Najczesciej identyfikowanym typem

spa jest t032, pojawiajacy sie z czgstoscia ok. 11%

w wielu réznych krajach Europy (ale nie w Polsce),

a takze w Stanach Zjednoczonych czy Australii. Ko-

lejne czgsto wystepujace typy o zasiggu globalnym to

t003, t002 1 t008, wszystkie identyfikowane na terenie

naszego kraju (23).

Opornos¢ S. aureus na metycyling jest wynikiem
syntezy transpeptydazy PBP2a. Biatko to ma mate
powinowactwo do antybiotykow B-laktamowych i w re-
zultacie nawet w obecnosci tych antybiotykow budowa
$ciany komodrkowej nie jest zaburzona, w zwiazku
z czym bakterie sa zdolne do przezycia (15). Gen mecA,
kodujacy PBP2a, jest zlokalizowany we wngtrzu opero-
nu mec wraz z genami regulatorowymi (15). Poniewaz
coraz wigcej szczepow S. aureus cechuje si¢ obecnoscia
genu mecA, niezbg¢dne staje si¢ wigc takze subtypowa-
nie mobilnych elementéw odpowiedzialnych za opor-
no$¢ na metycyling. Te elementy, nazywane chromoso-
malng gronkowcowg kasetg mec (ang. staphylococcal
chromosomal cassette mec, SCCmec), pozwalajg na
rozroznianie klonow MRSA (ang. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) posiadajacych wspolnego
przodka, ale r6zne pochodzenie epidemiologiczne (16).
Cechy charakterystyczne elementéw SCCmec to:

1. obecnos¢ kompleksu genu mec, ktory sktada sie
z genu opornos$ci na metycyling mecA i genow
regulatorowych (mecR1 oraz mecl) oraz sekwencji
insercyjnych (IS/272 oraz 1S431),

2. obecno$¢ kompleksu genu ccr, sktadajacego si¢
z genow kodujacych rekombinazy, ktore katalizuja
wycinanie i integracje elementow SCCmec do chro-
mosomu bakteryjnego, a tym samym sa odpowie-
dzialne za mobilnos$¢ tego elementu oraz elementow
otaczajacych,

3. obecnosc¢ charakterystycznych sekwencji powtorze-
niowych i odwrotnych sekwencji komplementarnych
na obu koncach (trzy regiony J — J1 zlokalizowany
z prawej strony catej kasety, J2 zlokalizowany
pomiedzy kompleksami mec i ccr oraz J3, zlokali-
zowany po lewej stronie kasety). Regiony te moga
wiacza¢ plazmidy lub transpozony, niosace deter-
minanty oporno$ci na antybiotyki lub jony metali
cigzkich (24),

4. zdolno$¢ do integracji na koncu 3’ otwartych ramek
odczytu (ORF, ang. open reading frame).

Po raz pierwszy elementy SCCmec zostaty opisa-
ne i scharakterzowane w 1999 roku (25). Dotychczas
zidentyfikowano w sumie jedenascie réznych typow
SCCmec (26). Studia epidemiologiczne dowodza, ze
aby prawidlowo zaklasyfikowac klon, nalezy wykona¢
nie tylko MLST i typowanie spa, ale takze SCCmec
(15,26). Mozna wyrdzni¢ trzy réozne podejscia w ty-
powaniu elementow SCCmec: metody oparte o tan-
cuchowg reakcje polimerazy (ang. Polymerase chain
reaction, PCR) 1 jej odmiang w czasie rzeczywistym
(ang. Real-time PCR) lub metody bazujgce na trawieniu
restrykcyjnym. Jednak najbardziej obiecujaca jest me-
toda zaproponowana przez Kondo et al. (27), bazujaca
na sze$ciu reakcjach multipleks-PCR:

e M-PCR 1 amplifikuje ccr (1-4) wraz z genem mecA

e M-PCR 2 amplifikuje klasy mec A, B i C2

e M-PCR 3 amplifikuje ORF z regionu J1 SCCmec
typow 111V

e M-PCR 4 amplifikuje ORF regionu J1 z SCCmec
typow 1L, II11V

e M-PCR 51 6 amplifikuja geny zlokalizowane w re-
gionach J21J3

Metoda ta jednak jest czasochtonna i wymaga
przeprowadzenia duzej ilosci reakcji. W wickszosci
wypadkow do celow epidemiologicznych wystarcza
jednak przeprowadzenie reakcji M-PCR 1 i 2. Reakcje
M-PCR 3 14 stuza do subtypowania rdznic w regionie
J1, za§ M-PCR 5 i 6 identyfikuja zintegrowane kopie
transpozondw i plazmidéw. Jak dotychczas, nie opra-
cowano jednak metod typowania SCCmec typu VII,
X1XIL

Przeprowadzenie analizy genotypowego podobien-
stwa S. aureus mozna wykonywaé takze przy pomocy
elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (ang.
Pulsed Field Gel Electrophoresis, PEGE). W przypadku
typowania S. aureus, jest ona uznawana za ztoty stan-
dard. PFGE polega na rozdziale elektroforetycznym
w zmiennym polu elektrycznym fragmentow DNA
uzyskanych wskutek ciecia genomu bakteryjnego za po-
moca wybranego enzymu restrykcyjnego (dla S. aureus
jest to Smal). Rozdzielone na zelu fragmenty DNA wi-
doczne s w formie prazkow, ktore formujg specyficzny
dla danego szczepu wzor prazkowy. W przypadku wigk-
szo$ci bakterii, rozdzielane fragmenty majg wielkos¢
od 30kb do 1Mb. Uzyskane wzory restrykcyjne moga
by¢ nastepnie analizowane przy pomocy kryteriow za-
proponowanych przez Tenovera et al. w celu wyodrgb-
nienia grup klonalnych (28) z uzyciem odpowiedniego
oprogramowania do analizy pokrewienstwa szczepow
(np. GelCompar firmy Applied Maths, GeneProfiler
i inne). Dodatkowo, w przypadku inercji lub delecji
duzych mobilnych elementéw genetycznych do genomu
bakteryjnego, widoczne beda zmiany we wzorach praz-
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kowych (29). Co wigcej, plazmidowe DNA o wielkosci
do 50kb nie zaburza rozdziatu elektroforetycznego
i pozniejszych analiz, ze wzglgdu na zbyt maty rozmiar
plazmidow (29). Metoda PFGE jest wykorzystywana do
analizy genotypowego podobienstwa miedzy izolatami,
gtownie w dochodzeniach epidemiologicznych. Jest wy-
soce dyskryminacyjna, ale czasochtonna i wymagajaca
odpowiedniej aparatury, za§ dodatkowym problemem
moze by¢ brak miejsc cie¢ restrykcyjnych u niektorych
szczepow, co czyni je niemozliwymi do typowania tg
metoda (30). Ponadto, rezultaty z r6znych laboratoriow
czgsto nie moga by¢ poréwnane miedzy soba.
Typowanie drobnoustrojow obejmuje metody, ktore
pozwalaja odtworzy¢ drogi szerzenia si¢ patogenow,
a takze porownac je z globalnym rozprzestrzenianiem
si¢ szczepow szczegblnie zjadliwych. Daje to mozli-
woS$¢ poznania zjawiska zakazen o etiologii S. aureus
w roéznych populacjach pacjentow, a takze przyczynia
si¢ do ich ograniczania. Nalezy pamigtac, ze nie ma jed-

nej uniwersalnej metody typowania, dobrej w kazdym
przypadku, wszystkie za$ obarczone sa swoistymi wa-
dami i zaletami. Kolejng istotng informacjg jest fakt, ze
réznice znajdowane przy pomocy jednej z metod wcale
nie musza by¢ wykryte, gdy zastosowana zostanie inna
technika. Dlatego, w niektorych sytuacjach, zalecane
jest zastosowanie jednocze$nie kilku metod typowania
w celu uzyskania bardziej szczegétowych informacji
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