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WSTEP

Bakterie nalezace do gatunku S. aureus dysponuja bogatym wachlarzem czynnikow wiru-
lencji, ktore — dziatajac samodzielnie badZ w heterogenicznych zestawieniach — odpowiadaja
za zrdéznicowany obraz procesu chorobowego (1). Ponadto doskonale przystosowuja si¢ do
zmiennych warunkdéw otoczenia, czego przyktadem jest wypracowywanie mechanizmow
opornosci chroniacych je przed kazdym nowo wprowadzonym do lecznictwa zwiazkiem
o aktywnosci przeciwbakteryjnej (2). Metycylino-oporny S. aureus (ang. methicillin-resi-
stant S. aureus — MRSA) jest jednym z najczestszych czynnikow etiologicznych zakazen
szpitalnych, wykazujacym dodatkowo ceche wielolekoopornosci, co powaznie ogranicza
mozliwos$ci terapeutyczne omawianych infekcji. Lekami z wyboru pozostaja tu nadal an-
tybiotyki glikopeptydowe, mimo narastajacego juz od kilku lat problemu spowodowanego
pojawieniem si¢ szczepow S. aureus opornych na wankomycyng. Na przestrzeni ostatnich
dwoch dekad zmienit si¢ rowniez profil hospitalizowanych osob. Znakomita ich wigkszo$¢
to bedacy w bardzo powaznym stanie pacjenci ostabieni immunologicznie, ze skrajnych
grup wiekowych, wymagajacy zwykle zastosowania inwazyjnych technik diagnostycz-
no-terapeutycznych (3,4). W potaczeniu z dlugotrwala presja selekcyjna antybiotykow
zwigksza to ryzyko kolonizacji i zakazenia szczepami MRSA (5). Opisano wiele innych
czynnikow ryzyka tych infekcji, zarowno w placowkach stuzby zdrowia, jak i poza nimi
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(3,6-9). W konsekwencji, zwigkszona zachorowalno$¢, $miertelnos¢ i wydhuzona hospi-
talizacja obcigzaja szpitalny budzet. Szczepy MRSA okre$lane mianem ,,drobnoustrojow
alarmowych”, musza pozostawa¢ w polu ciaglego zainteresowania nauk medycznych tak,
aby podlegac statej kontroli, ktora — przy uzyciu odpowiednich narzedzi badawczych — na-
dazataby za ich zmienna natura.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowito 50 szczepdéw S. aureus wyizolowanych w okresie od
01.09.2004 do 31.08.2005, z trzech oddzialow zabiegowych Wojewodzkiego Szpitala Spe-
cjalistycznego im. Pirogowa w Lodzi. Z oddzialu chirurgicznego pochodzito 41 izolatow,
z oddziatu urologicznego — 4, z oddziatu laryngologicznego — 5. Z biezacego materiatu
klinicznego wyizolowano 37 szczepow (w tym: 29 — z rany pooperacyjnej, 4 — z krwi, 2
—z moczu oraz po jednym szczepie z wymazu z ucha i nosa), od personelu medycznego — 12
szczepoéw (W tym: 2 —z wymazow z rak, 10 — z przedsionka nosa). Jeden szczep pochodzit
ze srodowiska szpitalnego: z umywalki znajdujacej si¢ w pokoju opatrunkowym oddziatu
urologicznego. Lekooporno$¢ i wlasciwosci biochemiczne izolatow oceniano przy uzyciu
rutynowych technik mikrobiologicznych (10). Przeprowadzono analiz¢ molekularna izolatow
przy uzyciu metody PCR MP (ang. polymerase chain reaction melting profiles); wykonano
w firmie ,,DNA Gdansk II” (11). Optymalna temperatura denaturacji (80°C) zostata ekspe-
rymentalnie wyznaczona dla kilku wybranych izolatéw S. aureus przy uzyciu termocyklera
gradientowego (Biometra Tgradient Engine) przy zastosowaniu gradientu temperaturowego
(78,3-81,3°C) na etapie denaturacji, w mieszaninie reakcyjnej PCR.

WYNIKI

Wtasciwosci fenotypowe szczepdw S. aureus oceniano na podstawie prezentowanych
przez nie wzoréw lekoopornosci oraz profili biochemicznych. W tabeli I przedstawiono
wyniki analizy antybiotykooporno$ci. Metycylino-oporno$¢ wykazano u 24 sposroéd 50
izolatow, z czego 21 szczepow MRSA pochodzito z oddzialu chirurgicznego, 2 szczepy
—z oddzialu urologicznego i 1 szczep — z oddziatu laryngologicznego. Sposrod 24 szczepdw
MRSA - 19 wyizolowano z materiatu klinicznego, 4 szczepy — od personelu medycznego
i 1 szczep — z nieozywionego Srodowiska szpitalnego. Wigkszo$¢ izolatow MRSA (19 z 24)
posiadata cechg wielolekoopornos$ci, zdefiniowana jako oporno$¢ na badane antybiotyki
B-laktamowe i jednoczesnie opornos$¢ na trzy lub wigcej sposrod pozostatych badanych
grup antybiotykow. W przypadku metycylino-wrazliwych szczepow S. aureus wigkszosc,
tj. 18 z 26, nie byla wielolekooporna. Profil biochemiczny wszystkich izolatow oceniano
W oparciu o prezentowana przez nie aktywnos¢ enzymatyczng tego samego zestawu enzy-
méw — wg testu API Staph (bioMérieux). Kazdy rézniacy si¢ od pozostatych kod numeryczny
API Staph traktowano jako odrgbny profil aktywnosci biochemicznej. W ten sposéb dla
S. aureus wyodrebniono 12 odmiennych biotypow (tabela IT). Wyodrebniono grupy izolatow
S. aureus o bardzo zblizonych charakterystykach fenotypowych zaktadajac, iz te wlasnie
szczepy wykazuja pokrewienstwo genetyczne. Dlatego wszystkie izolaty poddano analizie
genetycznej przy uzyciu nowej techniki biologii molekularnej PCR MP. Wéréd izolatow
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Tabela I.  Antybiotykooporno$¢ szczepow S. aureus
TableI.  Antibiotic resistance of S. aureus strains

Szczepy S. aureus (N=50)

Oporne Sredniowrazliwe Wrazliwe
Antybiotyk n % n % n %
FOX 24 48,00 0 0,00 26 52,00
p 40 80,00 0 0,00 10 20,00
E 30 60,00 0 0,00 20 40,00
CcC 29 58,00 0 0,00 21 42,00
CIP 19 38,00 3 6,00 28 56,00
SXT 15 30,00 1 2,00 34 68,00
GM 22 44,00 0 0,00 28 56,00
TE 36 72,00 0 0,00 14 28,00
FA 1 2,00 0 0,00 49 98,00
VA 0 0,00 0 0,00 50 100,00
TEC 0 0,00 0 0,00 50 100,00
MUP 0 0,00 0 0,00 50 100,00

FOX — cefoksytyna, P — penicylina, E — erytromycyna, CC — klindamycyna, CIP — ciprofloksacyna,
SXT — kotrimoksazol, GM — gentamicyna, TE — tetracyklina, FA — kwas fusydowy, VA — wankomy-
cyna, TEC — teikoplanina, MUP — mupirocyna

Tabela II. Profile biochemiczne prezentowane przez szczepy S. aureus
Table II.  Biochemical profiles demonstrated by S. aureus strains

Szczepy S. aureus

Kod numeryczny testu API n %
6736 153 28 56,00
6736 151 5 10,00
6736113 3 6,00
6732153 3 6,00
63 16 153 3 6,00
6336153 2 4,00
6736 152 1 2,00
67 36 053 1 2,00
6736051 1 2,00
67 16 153 1 2,00
6716 151 1 2,00
63 36 053 1 2,00
Razem 50 100,00

DNA genomowego wyrdzniono 15 odmiennych profili genetycznych (A-O). Najliczniej
reprezentowany byt profil A, ktoéry zarejestrowano u 20 szczepow. Dla pigciu kolejnych
szczepow ustalono wspdolng PCR MP-grupg C. Profil F byt charakterystyczny dla czterech
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Ryc. 1.  Dendrogram ilustrujacy bliskie pokrewienstwo 15 izolatéw S. aureus nalezacych do MP
PCR-grupy A oraz odmienne genotypy 4 izolatow S. aureus z MP PCR-grup: F (nr 155),
G (nr 33), L (nr 153)1 O (nr 167)

Fig. 1. Dendrogram that shows close relatedness of 15 S. aureus isolates belonging to MP PCR-
group A and distinct genotypes of 4 S. aureus isolates from MP PCR-groups: F (no. 155),
G (no. 33), L (no. 153), and O (no. 167)
a) Elektroforogram MP PCR stanowiacy podstawe do wyznaczenia dendrogramu;
M — marker wielko$ci; 4 ... 167 — numery wybranych szczepdw S. aureus; b) Dendro-

gram
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izolatow. Kazdy z profili D, H, i O byt reprezentowany przez trzy rézne szczepy. Po dwa
izolaty wykazywaly profile K, L i M. Pozostate PCR MP-grupy stwierdzano u pojedynczych
szczepOw S. aureus. Szczepy z tej samej PCR MP-grupy wywodzity si¢ od tego samego
szczepu macierzystego. Podjeto probe wytypowania szczepéw dominujacych na oddziatach
zabiegowych, ich potencjalnych zrodet i drog transmisji. W tabeli III zestawiono pelne
informacje zebrane w toku badan szczepow o profilu genetycznym A, dla ktorych profil
lekoopornosci byt taki sam badz bardzo zblizony i korelowat z profilem genetycznym. Dla
poréwnania, w tabeli IV przedstawiono pelna charakterystyke fenotypowa, a takze profil
genetyczny szczepow S. aureus, ktore najliczniej reprezentowaty pozostate grupy, tj. C, D,
F, Hi O (brak tu dodatniej korelacji pomigdzy ich charakterystyka fenotypowa i genotypo-
wa). W celu zobrazowania stopnia pokrewienstwa, dla wybranych 19 izolatéw wyznaczono
dendrogram (ryc. 1). Wérdd nich 15 nalezalo do PCR MP-grupy A (izolaty nr, 4, 16, 18,
21,26, 27, 38, 39, 40, 43, 50, 54, 68, 69 i 144). Pozostate cztery szczepy (nr 33, 153, 155
1 167) wykazywaly genetyczna odrebnos$¢ w stosunku do izolatow o profilu A i nalezaty do
odregbnych genotypdéw (odpowiednio: G, L, F i O).

DYSKUSJA

Opisano kilka istotnych zrodet bakterii S. aureus powodujacych zakazenia szpitalne,
w$rod nich personel medyczny, powierzchnie i sprz¢t szpitalny oraz florg¢ mikrobiologiczng
pacjentow (3,6,7), co potwierdzily badania wtasne. Duze znaczenie ma tu réwniez wza-
jemna wymiana, nabywanej przez osoby hospitalizowane, szpitalnej flory gronkowcowe;j.
Kontrola nad zakazeniami szpitalnymi o etiologii S. aureus jest nie tylko obowiazkiem,
ale i konieczno$cia. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w badaniach epidemiologicznych
szpitalnych szczepdw S. aureus zastosowanie moze znalez¢ nastgpujace rozwiazanie:
W pierwszym etapie — wstgpne rdéznicowanie i wytypowanie puli szczepdw podejrzanych
o pokrewienstwo epidemiczne w oparciu o analiz¢ ich lekowrazliwosci, a takze biorac pod
uwagg czas, miejsce i zrodto izolacji; w drugim etapie — weryfikacja postawionej hipotezy
poprzez potwierdzenie badz wykluczenie pokrewienstwa genetycznego izolatow przy uzyciu
techniki PCR MP. Opierajac sig¢ na profilu lekoopornosci izolatéw MRSA, mozna z duzym
prawdopodobienstwem wskaza¢ subpopulacj¢ szczepdw epidemicznych. Dla wielu pracowni
mikrobiologicznych typowanie na podstawie antybiogramu jest niewatpliwie najbardziej
dostepnym z narzgdzi do badan epidemiologicznych, jednak w takim przypadku konieczna
jest weryfikacja uzyskanych rezultatdow metodami biologii molekularnej. Na podstawie
uzyskanych wynikéw nie mozna niestety sformutowac¢ jednoznacznych wnioskéw na temat
rezerwuaru patogenow, ktore wywotaty wykryta endemig, natomiast transmisja z pewnos-
cia miata charakter krzyzowy i najprawdopodobniej odbywata si¢ poprzez rece personelu.
Programy kontroli zakazen szpitalnych koncentruja si¢ gléwnie na dwoch rodzajach ogniw
fancucha epidemicznego, mianowicie na pacjentach oraz na personelu medycznym, czgsto
umniejszajac znaczenie srodowiska szpitalnego. Autorom niniejszej pracy blizsze jest jed-
nak stanowisko aktywnego nadzoru takze i nad tym ogniwem, szczego6lnie w oddziatach
zabiegowych, ktore sa obszarem podwyzszonego ryzyka nabycia zakazenia szpitalnego, co
znajduje potwierdzenie w prezentowanych wynikach badan wtasnych.
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WNIOSKI

1. Szczepy S. aureus stanowiace przedmiot badan charakteryzuja si¢ wysoka opornos-
cia na antybiotyki przeciwgronkowcowe i wykazuja czgsto wielolekoopornos¢ wraz
z oporno$cig na metycyling.

2. Genetycznie spokrewnione metycylino-oporne szczepy S. aureus w wigkszosci posiadaja
podobny profil lekoopornosci.

3. Wykryto klonalna transmisj¢ metycylino-opornego szczepu S. aureus w oddziale chi-
rurgicznym i urologicznym.

4. Stwierdzono, ze dyfuzyjno-krazkowa metoda badania oporno$ci na antybiotyki oraz
technika PCR MP moga by¢ wykorzystywane w badaniach epidemiologicznych nad
S. aureus.

M Broda, I Ciebiada, A Denys

CLONAL TRANSMISSION OF METHICILLIN-RESISTANT S. AUREUS (MRSA) STRAIN IN
TWO SURGICAL WARDS IN LODZ

SUMMARY

Objective: Phenotypic and genotypic characteristics of S. aureus strains isolated from selected op-
erative wards

Methods: A group of 50 strains were analysed. Bacterial strains were isolated from three operative
wards of Pirogow Specialistic Hospital in £6dzZ in a year. Biochemical properties and drug resistance
were estimated using standard microbiological techniques. PCR MP technique was used for genotypic
analysis.

Main observations: A convergence of genotyping results and antibiotic resistance profiles among
MRSA strains was observed. Thus, the antibiogram may serve as the instrument for the preliminary
typing of S. aureus strains that may be related. However, this hypothesis has to be verified, for example
by using PCR MP technique.

Results: Methicillin-resistance was demonstrated in 24 out of 50 S. aureus isolates. Most MRSA
strains (19 out of 24) presented multidrugresistance. Twelve various profiles of enzymatic activity and
fifteen different genotypes (A-O) were singled out among the investigated strains. Profile A, recorded
in 20 strains, was most frequent (Dice Coefficient: 0,80-0,94).

Conclusions: 1. S. aureus strains present high resistance to antibiotics frequently showing multidrug-
resistance coupled with methicillin-resistance 2. Genetically related MRSA strains present a stable
drug-resistance pattern 3. Clonal transmission of MRSA strain was observed in two operative wards
4. The disc-diffusion method for testing antibiotic-resistance and PCR MP technique are useful in
epidemiological investigation for S. aureus.
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