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Streszczenie

Wstep. Jednym z najczestszych czynnikdéw zakazen skéry i tkanek miekkich sg szczepy Staphylococcus aureus. Wérod
nich najbardziej niebezpieczne i trudne w procesie terapii pacjentdow sg szczepy metycylino-oporne (MRSA). Wiasciwosci
chorobotworcze bakterii w ostatnich latach sg kojarzone ze zdolno$cig do wytwarzania biofilmu. Biofilm to przytwierdzona do
powierzchni ustrukturowana spotecznosé komérek bakteryjnych, wykazujaca cechy fenotypowe rézne od komorek wystepu-
jacych w formie planktonicznej. Biofilm miedzy innymi moze mie¢ wptyw na utrzymywanie sie stanu zapalnego i utrudnienie
gojenia ran.

Materiaty i metody. Badania przeprowadzono na 34 szczepach MRSA izolowanych w latach 2005-2008 z wymazow
skory, tresci ropnej i przedsionka nosa. ldentyfikacje szczepow i badanie ich lekowrazliwo$ci przeprowadzono przy uzyciu
analizatoréw mikrobiologicznych ATB Expression System oraz Vitek2 (bioMérieux).

Zbadano zdolno$¢ wytwarzania biofilmu metoda kolorymetryczng oraz okreslono czestotliwo$¢ wystepowania 6 gendw:
ClfA, clfB, fnbA, fnB, icaA, cna.

Wyniki. Badania technikg PCR wykazaty duze zréznicowanie w czestotliwosci wystepowania badanych genow. Wyrdznio-
no 12 genotypdw, w obrebie ktérych dominowat genotyp GO — obecnos$¢ wszystkich badanych gendw.

W badaniach nad wytwarzanie biofilmu stwierdzono, ze 35,3% szczepow wykazywato stabg, 61,8% Srednig i 2,9% duzg
zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu. Nie stwierdzono wystepowania szczepow o bardzo duzej zdolnosci do wytwarzania bio-
filmu.

Whnioski. 1.Stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy MRSA posiadaty zdolnos¢ do tworzenia biofilmu. 2. Wigekszo$¢ ba-
danych szczepow odpowiedzialnych za zakazenia skory i tkanek miekkich posiadata komplet lub prawie komplet badanych
genodw. 3. Wystepowanie genow odpowiedzialnych za adhezje i ich uktad nie korelowaty ze zdolno$cig do wytwarzania biofil-
mu i iloscig wytworzonej w nim biomasy. 4. Szczepy posiadajace gen icaA — odpowiedzialny za synteze PIA, nie wytwarzaty
wiekszej biomasy w biofilmie od szczepdw, ktére tego genu nie posiadaty.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, metycylino-opornosé, biofilm

Summary

Introduction. One of the most common agents responsible for nosocomial and community-acquired infections is Staphy-
lococcus aureus. Among S. aureus strains the most dangerous and difficult in the process of patient’s therapy are methicillin-
resistant (MRSA). In recent years pathogenicity of bacteria are believed to be connected with its ability to form biofilm. Biofilm
is a bacterial community attached to the surface. Bacteria present in this structure show different phenotypic character from
planktonic ones, and may contribute to prolongation of inflammation and to hindering of the wound healing. The aim of the
study was to determine the presence of chosen pathogenicity genes in the MRSA infecting skin and soft tissues as well as
the potency of biofilm formation by these strains.

Material and methods. In the experiments the uniform group of 34 MRSA strains were used, all isolated in 2005-2008 from
skin swabs All investigated strains were examined for the presence of the following genes cifA, cifB, fnbA, fnB, icaA, cna. The
PCR-technique was performed. Biofilm formation was examined by the use of microtiter plate assay and colorimetric method.

Results. PCR analysis revealed a wide variety of the occurrence of the tested genes. 12 genotypes were identified within
which the genotype GO, with the presence of all investigated the genes — were dominant. 35.3% of the tested strains expres-
sed weak ability to produce biofilm, 61.8% of the strains were medium biofilm producers and only 2.9% of the strains were
strong biofilm producers. None of the strains expressed very strong ability to produce biofilm.
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Conclusions. 1. All of the tested MRSA were able to form biofilm. 2. In most of the examined strains responsible for skin
and soft tissue infection all or almost all of the tested genes were present. 3. Occurrence and configuration of the investigated
genes did not correlate with the ability to biofilm formation and with the amount of biomass in the biofilm structure. 4. icaA
positive strains, which is responsible for PIA synthesis, did not form higher amount of biomass than icaA negative strains.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin-resistance, biofilm

WSTEP

Biofilm bakteryjny

Biofilm bakteryjny definiowany jest jako ustruktury-
zowana spoteczno$¢ komérek bakteryjnych unieru-
chomionych w biopolimerowej macierzy zewnatrzko-
mérkowej wytwarzanej przez te komérki. Biofilm jest na
trwate przytwierdzony do podtoza, na ktérym wzrasta,
moze by¢ nim materia nieozywiona jak réwniez tkanki
organizmu. Wystepowanie w formie biofilmu pozwala
bakteriom na zasiedlanie réznych nisz ekologicznych,
a takze w wielu przypadkach przetrwanie w niesprzyja-
jacych dla pojedynczych komoérek warunkach. W éro-
dowisku naturalnym ponad 99% bakterii wystepuje w
formie biofilmu. W przyrodzie biofilm zazwyczaj tworzo-
ny jest przez kilka gatunkéw drobnoustrojow. Biofilm
powstajacy na powierzchni materiatdbw medycznych,
wprowadzanych do ciata pacjentéw oraz na powierzch-
ni zakazonych tkanek cztowieka ztozony jest gtownie z
jednego gatunku bakterii. W rozwoju biofilmu mozna
wyroznic kilka etapow: adhezje komérek do powierzch-
ni, wytwarzanie mikrokoloni, dojrzewanie biofilmu i od-
rywanie sie powierzchniowych fragmentéw biofilmu
i/lub pojedynczych planktonicznych komaérek. W wyni-
ku adhezji do powierzchni zachodzg istotne zmiany w
metabolizmie komorki, polegajace gtéwnie na wzmo-
zonej ekspresji genéw kodujacych wytwarzanie biatek
zewnatrzkomdérkowych oraz substancji polisacharydo-
wych wydzielanych pozakomérkowo (1, 2). Skutkiem
tego jest unieruchomienie komoérek w macierzy zewna-
trzkomorkowej i umozliwienie dalszego ksztattowania
sie biofilmu.

W toku ksztaltowania sie przestrzennej, tréjwymia-
rowej struktury biofilmu dochodzi do stopniowej jego
polaryzacji. W wyniku tego procesu, po pewnym cza-
sie mozna wyr6zni¢ warstwe komorek potozonych naj-
blizej powierzchni, na ktérej powstat biofilm, warstwe
$rodkowg — w obrebie, ktérej dochodzi do wytworze-
nia tzw. kanatéw wodnych, umozliwiajgcych swobod-
ny przeptyw substancji odzywczych, eliminacje szko-
dliwych produktéw metabolizmu, jak réwniez przeptyw
czgsteczek sygnalnych zaangazowanych w quorum
sensing (3, 4). Trzecia warstwa, to warstwa powierzch-
niowa biofilmu (najbardziej oddalona od podstawy
biofilmu) ztozona z komoérek absorbujgcych substan-
cje odzywcze ze $rodowiska. Jest ona jednoczes$nie
najbardziej narazona na dziatanie r6znego rodzaju
czynnikow fizykochemicznych oddziatujacych na bio-
film, np. przeptyw krwi, srodki dezynfekcyjne, antybio-
tyki. Okresowo, z w petni uksztattowanego biofilmu, z

jego czesci powierzchniowej uwalniane sg pojedyncze
komorki, a niekiedy nawet wieksze skupiska komérek.
W wyniku przemieszczenia, np. z prgdem krwi, mogg
one osiedli¢ sie w nowej lokalizacji i da¢ poczatek no-
wemu biofilmowi.

Biologia biofilmu gronkowcowego

Kluczowe elementy rozwoju biofilmu gronkowco-
wego sg identyczne jak w przypadku innych bak-
terii. W czasie powstawania i dojrzewania biofilmu
zachodzi wiele zmian fizjologicznych w komorkach
Staphylococcus aureus, nieobserwowanych w przy-
padku komorek ,wolno zyjacych”. Pierwszym etapem
jest synteza licznych bakteryjnych powierzchownych
substancji rozpoznajacych adhezyjne molekuty macie-
rzy (Microbial Surface Components Recognizing Adhe-
sive Matrix Molecules — MSCRAMMs), ktére wykazujg
powinowactwo m.in. do fibronektyny oraz fibrynoge-
nu. Adhezyny warunkujg kowalencyjne i niekowalen-
cyjne przytaczanie komérek do powierzchni, na kté-
rej powstaje biofilm. Faza przytgczania sie komoérek
do powierzchni jest pierwszym i kluczowym etapem
tworzenia i dalszego rozwoju biofilmu. S. aureus po-
dobnie jak Staphylococcus epidermidis wytwarza
liczne MSCRAMM, ktére wykazujg zdolno$é do wig-
zania sie z licznymi biatkami cztowieka, np. fibryno-
genem, fibronektyna i innymi. Ekspresja MSCRAMM
jest nasilona gtéwnie w poczatkowym etapie two-
rzenia biofilmu, gdy gestos¢ komorek jest niewielka.
W miare wzrostu liczby komoérek, na drodze quorum
sensing, ekspresjg MSCRAMM ulega obnizeniu w wy-
niku dziatania systemu agr. Po wstepnej fazie przyta-
czania sie komérek S. aureus do powierzchni podtoza
rozpoczyna sie faza dojrzewania. Charakterystycz-
na dla tego etapu jest agregacja komorek, ktéra jest
osiggana dzieki réznym czasteczkom, m.in. biatkom
adhezyjnym oraz polisacharydowym egzopolimerom.
Sposréd nich gtéwnym czynnikiem jest polisacha-
rydowa adhezyna miedzykomérkowa (PIA), bedaca
poli-N-acetyloglukozoaming. Jest to czesciowo deacy-
lowany polimer N-acetyloglukozoaminy z wigzaniami
B-1,6, ktéry wraz z innymi polimerami, takimi jak kwa-
sy tejchojowe i biatka, tworzy gtéwna, pozakomérko-
wa macierz biofilmu gronkowcowego, zwang takze
$luzem. Deacylowane obszary N-acetyloglukozaminy
petnig istotng role, gdyz nadajg elektrododatniego
charakteru czagsteczkom, ktére normalnie sa obojetne.
W konsekwenciji sprzyja to elektrostatycznym oddziaty-
waniom pomiedzy ujemnie natadowanymi powierzch-
niami sasiadujgcych bakterii. Ekspresja operonu ica
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podlega regulacji przez liczne czynniki srodowiskowe,
m.in. stezenie tlenu (w warunkach anaerobowych syn-
teza PIA ulega nasileniu) oraz czynniki autogenne jak
biatka regulatorowe. Jakkolwiek PIA odgrywa kluczowg
role w tworzeniu biofilmu, nie jest on niezbednym czyn-
nikiem do jego wytworzenia. Opisano biofilmotwércze
szczepy S. aureus, w ktoérych nie stwierdzono obec-
nosci gendéw operonu ica. Uwaza sie, ze w przypadku
tych szczepédw, role PIA przejmujg biatka adhezyjne,
wsréd ktdrych istotng role odrywa produkt genu sasG
(Staphylococcus aureus surface protein G), podob-
ny do biatka Aap (accumulation-associated protein)
S. epidermidis, uczestniczacego w miedzykomorkowej
adhezji oraz akumulaciji (5). Cucarella (6), w badaniach
nad biofilmem wytwarzanym przez szczepy S. aureus,
ktore byty izolowane od krow z mastitis opisat inne biat-
ko zaangazowane w tworzenie biofilmu. Biatkiem tym
jest Bap (biofilm-associated protein). Homolog genu
bap gen bhp stwierdzono w szczepach S. epidermidis
izolowanych od ludzi. Jednocze$nie homologie biatka
Bap stwierdzono u innych bakterii, co sugeruje, ze ro-
dzina tych biatek moze mie¢ istotne znaczenie w two-
rzeniu biofilmu (7). W miedzykomdrkowej akumulacji
oraz rozwoju biofilmu, biorg takze udziat biatka wigzace
fibronektyne FnBPA oraz FnBPB (8). Dalsze etapy bu-
dowy wstepnie utworzonego biofilmu, obejmujg ksztat-
towanie sie jego przestrzennej struktury. Przyjmuje sie,
Ze jego organizacja przebiega nieco odmiennie od sto-
sunkowo dobrze scharakteryzowanej struktury biofilmu
P aeruginosa. Wspolna cecha przestrzennego ksztatto-
wania biofilmu jest udziat czgsteczek zaangazowanych
w quorum sensing, ktérymi w przypadku P aeruginosa
sg surfaktanty — ramnolipidy, a u S. aureus peptydy,
réwniez o wtasciwosciach surfaktantéw. Kolejnym eta-
pem rozwoju biofilmu jest jego rozprzestrzenianie. Jest
on Scisle kontrolowany gtéwnie przez system agr (9),
na drodze quorum sensing, czego wynikiem jest utrzy-
manie wiasciwej grubosci juz utworzonego biofilmu
oraz kolonizacja innych obszaréw tkanek. Aktywnos$¢
agr dotyczy gtéwnie komérek w powierzchniowej war-
stwie biofilmu. W przypadku mutantéw agr, ktére sta-
nowig do 25% szczepdw izolowanych z zakazen zwig-
zanych z obecnoscig biofilmu, obserwowano tworzenie
grubszego i bardziej zwartego biofilmu w stosunku do
szczepow dzikich. Jednocze$nie, agr wptywa takze
na poziom toksyny & o wiasciwosciach surfaktantu.
W wytworzonym biofilmie dochodzi takze do obumie-
rania czesci populacji komorek. Kontrolowana $mier¢
komorek bakteryjnych, jako proces analogiczny do
apoptozy komérek eukariotycznych, jest przedmiotem
licznych kontrowersji. Uwaza sie, ze liza okre$lonej puli
komorek biofilmu jest istotna dla jego trwania. Proces
autolizy bakterii jest regulowany m.in. przez CidR - re-
gulator hydrolizy mureiny. W wyniku lizy komérek do-
chodzi do uwolnienia DNA. Uwolnione czasteczki DNA
sg istotnym elementem strukturotwérczym biofilmu,
poniewaz czasteczka DNA jest polianionem, a tym sa-
mym wykazuje zdolno$¢ wigzania innych molekut bio-
filmu, podobnie jak w przypadku kwaséw tejchojowych
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(10, 11). Sposrdéd innych czynnikéw wptywajacych na
powstawanie biofilmu gronkowcowego nalezy wspo-
mnie¢ o elementach insercyjnych zdolnych do inte-
gracji w wybrane obszary DNA. Szeroko rozpowszech-
niony element insercyjny 1S256 moze integrowa¢ do
gendw operonu ica, a tym samym uposledzac a nawet
uniemozliwia¢ produkcje PIA (12, 13). W powstawa-
nie i ksztattowanie biofilmu, zaangazowane sg takze
inne liczne geny i systemu regulatorowe, ktére w miare
postepu badan nad biofilmem gronkowcowym ukazu-
ja ztozono$¢ oraz wieloczynnikowo$¢ tego procesu.
Badania Sambanthamoorthy (14) wykazaty istotng role
genu msa w tworzeniu biofilmu zaréwno w warunkach
in-vitro jak i in-vivo, na drodze modulacji ekspresji sarA
(staphyloccal accessory regulator) — gtbwnego global-
nego regulatora, ktéry wptywa na regulacje ekspre-
sji alsS — syntetazy a-acetylacetazy, altA — autolizyny
orazicaA (15). Szczepy S. aureus z mutacjg w obrebie
genu msa (modulator of sarA) wykazywaty pieciokrot-
nie obnizona transkrypcje genu sarA. W toku badan
nad wytwarzaniem biofilmu przez szczep z mutacjg w
genie msa wykazano, ze mutacja ta wptywa na two-
rzenie dojrzatego biofilmu, a nie wptywa na poczatko-
wy etap jego powstawania, tj. poczatkowg adhezje do
powierzchni. Jednoczes$nie wykazano, ze mutanty w
genie msa nie sg zdolne do wigzania z fibrynogenem
przy zachowanej zdolnosci tgczenia sie z fibronekty-
ng. Jak wiadomo, wigzanie z fibronektyng przyczy-
nia sie do miedzykomoérkowej akumulacji komorek
w biofilmie, co wykazaty badania O’Neill i wsp. (16).
Mutacja w genie msa wptywa istotnie takze na eks-
presje genu arcA kodujacego deaminaze arginiano-
wa, bedacg enzymem szlaku deaminaciji argininy, wy-
korzystywanego do uzyskania energii w warunkach
beztlenowych. W tworzenie biofilmu zaangazowane
sg takze geny tcaR — bedgce regulatorem transkrypciji
oraz spxA — majacego funkcje regulatora transkrypcyiji
(17).

Zmiany fizjologiczne w biofilmie — znaczenie
dla chemoterapii

W wytworzonym biofilmie zachodzg réwniez zmia-
ny fizjologiczne reprezentowane przez obnizenie ak-
tywnosci biosyntetycznej dotyczacej DNA, biatek oraz
$ciany komorkowej, ktére sg charakterystyczne gtéw-
nie dla komoérek wolno rosngcych. Ponadto zachodzg
zmiany w obrebie metabolizmu oddechowego, ktére
zwigzane sg z niskg zawarto$cig tlenu — szczegdlnie
w gtebszych warstwach biofilmu — w wyniku czego
uruchamiane sg zastepczo rézne fermentacyjne szla-
ki metaboliczno-oddechowe, np. fermentacji acetoiny.
Niezmiernie istotne z medycznego punku widzenia
sg zmiany fizjologiczne komorek tworzacych biofilm
prowadzace do wzrostu opornosci na antybiotyki i
substancje biobojcze biofilmu. Gtéwnymi czynnikami
ograniczajgcymi oddziatywanie wspomnianych sub-
stancji na komorki tworzace biofilm sg: ograniczenie
przez macierz biofilmu dyfuzji substanciji biobdéjczych
do komorek bakterii, zmiany w przebiegu i nasileniu
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proceséw metabolicznych, ktérych celem dziatania sg
antybiotyki, wystepowanie subpopulacji opornych na
dziatanie lekéw przeciwbakteryjnych.

Rola biofilmu w zakazeniach ran i tkanek miekkich

W wyniku przerwania ciggtosci tkanek, np. podczas
Zranienia rozpoczynajg sie procesy gojenia, w przebie-
gu ktérych wyrézni¢ mozna fazy: zapalna, proliferacji
i remodelowania (18). Liczne czynniki moga zaburzyé
prawidtowy proces gojenia. Zalicza sie do nich m.in.
obecnos$¢ choroby podstawowej, niedozywienie, a tak-
ze zakazeniabakteryjne. W zakazeniachran dominujaca
role ogrywajg bakterie z rodzaju Pseudomonas, gtéwnie
P aeruginosa oraz z rodzaju Staphylococcus, gtéwnie
S. aureus (19), ale takze S. epidermidis i inne gronkow-
ce koagulazo-ujemne. W przypadkach uposledzenia
funkcji odpornosciowych organizmu, obronna faza za-
palna moze nie by¢ wystarczajgco skuteczna dla elimi-
nacji drobnoustrojow. W takich przypadkach nastepu-
je szybki rozwdj bakterii, a takze wytwarzanie przez nie
biofilmu. Wytworzony w ranie biofilm, nie tylko nie jest
skutecznie zwalczany przez sity obronne organizmu,
ale takze wykazuje zwiekszong oporno$¢ na dziatanie
antybiotykéw i antyseptykéw. Przyczynia sie to do roz-
woju zakazenia przewlektego i utrudnionego gojenia
rany, ze wzgledu na stale utrzymujacy sie stan zapal-
ny. Wedtug szacunkéw Narodowego Instytutu Zdrowia
w Wielkiej Brytanii, 80% przewlektych zakazen zwigza-
nych jest z powstaniem biofilmu (20).

CEL PRACY

Ocena zdolnosci do wytwarzania biofilmu przez
metycylino-oporne szczepy Staphylococcus aureus
(MRSA) hodowane z zakazen ran, skory i tkanek
miekkich. Ponadto okres$lenie czestotliwosci wy-
stepowania wybranych genéw zaangazowanych w
proces adhezji i potencjalnie warunkujacych wy-
twarzanie biofilmu.

MATERIAL | METODY

Szczepy bakteryjne. 34 szczepy MRSA
wyhodowane z wymazdédw z ran i owrzo-
dzen (n = 31), aspiratow tresci ropnej
(n=2), przedsionek nosa (n=1) (bada-
nie w kierunku nosicielstwa szczepow
MRSA), ktére badano w Zaktadzie Mi-
krobiologii Lekarskiej Szpitala Klinicz-
nego Dziecigtka Jezus Centrum Lecze-
nia Obrazen w Warszawie w okresie
od czerwca 2005 roku do lutego 2008
roku.

Hodowle bakterii prowadzono przy zastosowaniu
standardowych metod mikrobiologicznych. Wrazli-
wos$¢ na metycyline okreslono wg zalecen KORLD (39)
metoda dyfuzyjno-krgzkowg z zastosowaniem krgz-
kéw antybiogramowych z cefoksytyng 30 ug (Oxoid,
Anglia).

Identyfikacje drobnoustrojéw przeprowadzono przy
uzyciu testow ID 32 Staph kart GP do identyfikacji bak-

terii Gram-dodatnich oraz testu aglutynacji lateksowej
Staph Slide Kit oraz aparatéw: ATB Expression System
i analizatora bakteriologicznego Vitek 2. Wszystkie te-
sty byty produkciji bioMérieux, Francja. Ocene zdolno-
$ci wytwarzania biofilmu przeprowadzono przy zasto-
sowaniu 96 studzienkowych, mikrotitracyjnych ptytek
polistyrenowych, do ktérych dodawano 190 ul pozywki
TSB i inokulowano 10 ul 18-godzinnej hodowli bakte-
ryjnej prowadzonej na pozywce TSB. Ptytki inkubowa-
no przez 48 godzin, przeptukiwano jatowym roztworem
soli, osuszano w czasie 2 godzin w temperaturze 37°C
i wybarwiano roztworem fioletu krystalicznego. Zaad-
sorbowany przez biofilm barwnik ekstrahowano 96%
alkoholem etylowym. Ekstrakt fioletu krystalicznego
przenoszono do nowej ptytki i dokonywano odczytu
absorbanciji przy dtugosci fali L = 595 nm, spektofo-
tometr z filtrem A = 595 nm (Dynex Technology, USA),
warto$¢ tta oznaczono wobec préby odczynnikowe;.
Szczepy wykazujgce absorbancje od 0,100 do 0,299
okreslono jako ,+” (staba zdolno$¢ do wytwarzania
biofilmu), w przedziale od 0,300 do 0,499 okreslono
jako ,,++" ($rednia zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu),
w przedziale od 0,500 do 0,699 okreslono jako ,+++”
(duza zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu) i powyzej
0,700 okreslono jako ,++++" (bardzo duza zdolno$¢
do wytwarzania biofilmu).

Wykrywanie obecnosci genéw: icaA — kodujacy po-
liasacharydowg adhezyne miedzykomoérkows, fnbA
— kodujacy A biatko wigzace fibronektyne, fnbB — ko-
dujacy biatko B wigzgce fibronektyne, clfA — kodujacy
biatko A wiazgce fibrynogen (clumping factor A), cIfB
— kodujacy biatko B wigzace fibrynogen (clumping fac-
tor B), cna — kodujacy biatko wigzace kolagen przepro-
wadzono z zastosowaniem techniki PCR. Wykorzysta-
no sekwencje starteréw oraz warunki reakcji opisane
przez Ando i wsp. (21, 22).

WYNIKI

Whyniki uzyskane przy uzyciu techniki PCR wykaza-
ty, ze wérdd badanych szczepdw mozna byto wyréznic
12 wzoréw genowych, ktére nazwano od GO do G11
(tab. 1). Dominowat genotyp GO, zawierajacy wszystkie
badane geny, ktory zidentyfikowano wséréd 14 szcze-
pow oraz G4, u ktérego wystepowat brak genu icaA,
zidentyfikowany u 7 szczepow. Wystepowanie genow
CIfA oraz icaA stwierdzono u 73,5% badanych szcze-
pow, genu cna u 85,3% szczepdw, gendw clfB i fnbB u
91,2% szczepow, a genu fnbA u 94,1%.

Zbadano zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu przez
szczepy MRSA przy uzyciu metody spektrofotome-
trycznej.

Stwierdzono, ze wsréd badanych szczepéw 35,3%
szczepow wykazywato stabg, 61,8% Srednig i 2,9%
duzg zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu. Nie stwier-
dzono wystepowania szczepéw o bardzo duzej zdol-
nosci do wytwarzania biofilmu. Najnizszg zdolno$¢ do
wytwarzania biofilmu wykazywaty szczepy izolowane
z aspiratow tresci ropnej oraz przedsionka nosa, dla
tych szczepdéw uzyskano wartosci absorbanciji wyno-
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Tabela 1. Genotypy szczepéw MRSA.

Symbol Wzér genowy Liczba szczepow (%) Numer szczepu
GO: clfA*, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA*, cna* 14 (41,2) 2,3,4,5,8,9,13, 14,16, 17, 20, 22, 23, 25
G1: clfA*, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA*, cna 3 (8,8) 18, 19, 34
G2: ClfA*, clfB*, fnbA-, fnbB*, icaA*, cna* 1(2,9) 28
G3: ClfA, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA*, cna* 2 (5,9) 24,32
G4: ClfA*, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA", cna* 7 (20,6) 6,7,10, 11,12, 15, 21
G5: ClfA,, clfB*, fnbA*, fnbB-, icaA*, cna* 1(2,9) 26
G6: CIfA,, clfB-, fnbA*, fnbB-, icaA*, cna 1(2,9) 1
G7: CIfA-, clfB*, fnbA-, fnbB-, icaA*, cna* 1(2,9) 27
G8: CIfA*, clfB-, fnbA*, fnbB*, icaA*, cna* 1(2,9) 29
G9: CIfA, clfB-, fnbA*, fnbB*, icaA-, cha* 1(2,9) 30
G10: clfA-, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA-, cna* 1(2,9) 31
G11: CIfA, clfB*, fnbA*, fnbB*, icaA*, cna 1(2,9) 33

szgce odpowiednio: 0,161; 0,178; 0,197. Analogiczne
oznaczenia wykonano dla szczepéw o genotypie G4,
w przypadku ktérego nie stwierdzono wystepowania
genu icaA. Stwierdzono, ze w przypadku genotypu G4
28,6% szczepow wykazywato staba, a 71,4% szcze-
pow Srednig zdolno$é do wytwarzania biofilmu. Wyniki
badan przedstawiono na rycinie 1.

DYSKUSJA | WNIOSKI

Narastajacy problem wystepowania zakazen wy-
wotanych przez szczepy MRSA zwiagzany jest w du-
zej mierze z wytwarzaniem przez nie biofilmu. Po-
nadto wrazliwo$¢ na antybiotyki bakterii wystepujacych
w biofilmie, rézni sie od wrazliwosci form planktonicz-
nych czesto wzrostem wartos$ci MIC przekraczajgcym
ponad 100 razy maksymalng dawke antybiotyku moz-
liwg do zastosowania u pacjenta (23). Stad w przy-
padku obecnosci biofilmu bakteryjnego przewaz-
nie obserwuje sie brak skutecznosci antybiotykdow,
bez rownolegtej interwencji chirurgicznej, polega-
jacej na radykalnym oczyszczeniu miejsca zaka-
zenia wraz z usunieciem przylegajacych tkanek,

a w przypadku wystapienia biofilmu na powierzchni
implantu lub cewnika jego usunieciu. Badania nad
biofilmem, w szczegolnosci in-vivo sg bardzo trudne,
stad najpowszechniej stosowang metodg badania
zdolnosci wytwarzania biofilmu przez bakterie jest me-
toda wykorzystujgca polistyrenowe ptytki do hodowli
komorkowych. Metoda ta jest tatwa i powszechnie sto-
sowana, jednakze niejednorodnos¢ w zakresie miedzy
innymi: rodzajéw podtdz, stosowanych odczynnikow,
metod pomiarowych i innych parametréw stwarza
duza trudnosé w ocenie analogicznych lub zblizonych
jakosciowo i ilosciowo wynikdw prezentowanych przez
réznych autoréw, czy tez rézne laboratoria lub placow-
ki naukowe.

Celem poznawczym pracy byto réwniez okresle-
nie czestotliwosci wystepowania wybranych genéw
potencjalnie odgrywajacych role w procesie tworze-
nia biofilmu. Podjeto rowniez probe oceny korelacji
miedzy wystepowaniem genu lub gendw, a zdolnoscig
do wytwarzania biofilmu.

W licznych badaniach wykazano, ze gronkowcowe
biatka: wiazgce kolagen, fibronektyne oraz fibrynogen

0,600 =

0,500 +

0,400 +

0,300 +

0,200 +

0,100 1

0,000 +—+—"F—"—>F—"TF—""—""""—""T—"—T—r1

1 6 1 16

21 26 31

Ryc. 1. Wytwarzanie biofilmu. O$ Y: warto$¢ absorbancji, o$ X: numer szczepu.
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oddziatujg i wigzg sie z istotnymi biatkami macierzy
miedzykomérkowej na zewnatrz komorki zwierzecej
(24, 25, 26). Role wigzania powyzszych biatek w proce-
sie patogenezy wykazano zaréwno in-vitro, jak i w ba-
daniach na modelach zwierzecych. Biatka Cna i FnbA
odgrywajag duzg role w kolonizacji tkanek podczas pro-
cesobw chorobowych, takich jak np.: zapalenie rogéw-
ki, zapalenie kosci, a takze w zakazeniach zwigzanych
z implementacja ciata obcego. Biatko CIfA odgrywa
kluczowa role w wigzaniu do fibryny oraz do fibryno-
genu (27). W komoérkach S. aureus biatka adhezyjne,
takie jak FnbA, FnbB, Cna, CIfA, CIfB wystepujg wspol-
nie z innymi molekutami, obecnymi na powierzchni
komorki bakteryjnej, np. PIA — polisacharydowa ad-
hezyna zewnatrzkomérkowa lub biatkiem Bap — zwig-
zanym z procesem tworzenia biofilmu. Zdzalik i wsp.
(28) przeprowadzili badania poréwnawcze na szcze-
pach izolowanych od pacjentéw hospitalizowanych
(wymazy z powierzchni skéry, ran i zmian gtebokich)
oraz od pacjentéw niehospitalizowanych (wymazy tyl-
ko z powierzchni skory). Stwierdzili, ze gen fnbA i cna
wystepowaty czesciej w przypadkach ran u pacjentéw
hospitalizowanych. Wséréd pacjentéw hospitalizowa-
nych gen fnbA wystepowat w ranach i zmianach gtebo-
kich u 50,0% szczepdw, a gen cna u 72,5% szczepow.
Campbell i wsp. (29) w badaniach poréwnawczych na
szczepach MSSA i MRSA (n = 12 MSSA z Ameryki,
34 MSSA z Afryki Potudniowej i 44 MRSA z Ameryki)
izolowanych od pacjentow z powiklanymi zakazeniami
skory i tkanek podskérnych stwierdzili, ze wéréd szcze-
pow MSSA nie byto istotnych réznic w czestotliwosci
wystepowania gendw fnbA, fnbB, clfA, clfB, icaA. Na-
tomiast odnotowano réznice w odsetku wystepowania
genu cna - 91,0% u pacjentow z Afryki i 75,0% z Ame-

PISMIENNICTWO

1. Otto M: Staphylococcal biofilms. Curr Top Microbiol Immunol
2008; 322: 207-28.

2. Patti J, Moore C, Justice A et al.: Virulent combinations of adhe-
sion and toxin genes in natural populations of Staphylococcus
aureus. Infect Immunol 2002; 70: 4987-96.

3. Kong K, Vuong C, Otto M: Staphylococcus quorum sensing in
biofilm formation and infection. Int J Med Microbiol 2006; 296:
133-39.

4. Yarwood J, Bartels D, Volper E et al.: Quorum sensing in Staphy-
lococcus aureus biofilms. J Bacteriol 2004; 186: 1836-50.

5. Geoghegan J, Corrigan R, Gruszka D et al.: Role of surface
protein SasG in biofilm formation by Staphylococcus aureus.
J Bacteriol 2010; 192: 5663-73.

6. Cucarella C, Solano C, Valle J et al.: Bap, a Staphylococcus
aureus surface protein involved in biofilm formation. J Bacteriol
2001; 183: 2888-96.

7. Tormo M, Ubeda C, Marti M et al.: Phase-variable expression of
the biofilm-associated protein (Bap) in Staphylococcus aureus.
Microbiology 2007; 153: 1702-10.

8. Palma M, Haggar A, Flock J: Adherence of Staphylococcus
aureus is enhanced by an endogenous secreted protein with
broad binding activity. J Bacteriol 1999; 181: 2840-45.

9. Boles B, Horswill A: agr mediated dispersal of Staphylococcus
aureus biofilms. PLoS Pathog 2008; 4: e1000052.

ryki. W tych samych badaniach oceniono wystepowa-
nie wyzej wymienionych gendéw w szczepach MRSA
pochodzgcych tylko z Ameryki. Stwierdzono, ze geny
clfA, clfB i icaA wystepowaty u wszystkich badanych
szczepdw, gen fnbB wykazano u 98,0% i gen cna u
55,0% szczepow. Ci sami autorzy wykonywali badania
na duzej liczbie szczepéw MRSA pochodzacych z 21
krajow (522 szczepy) z szesciu kontynentéw. Stwier-
dzili wystepowanie genu fnbA w 90,2%, clfA w 99,8%,
clfB 94,6%, fnbB 95,2%, icaA 96,9% i cna w 6,5% ba-
danych szczepéw (30). Inni badacze (31) w badaniach
nad CA-MRSA stwierdzili wystepowanie genu fnbA u
16,7% szczepdw, a fnbB u 2,8% szczepdw. Jednocze-
sne wystepowanie obu genéw stwierdzono w 2,8%
przypadkéw. Powyzej przytoczone wyniki badan,
mimo ze nie pozwalajg na jednoznaczne skorelowanie
konkretnych gendéw ze zdolnoscig bakterii do powodo-
wania ropnych zakazen skoéry i ran, to jednak wskazuijg
na prawdopodobny udziat catego ich kompleksu.

WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy MRSA
posiadaty zdolno$¢ do tworzenia biofilmu.

2. Wiekszos¢ badanych szczepow odpowiedzialnych
za zakazenia skoéry i tkanek miekkich posiadata
komplet lub prawie komplet badanych gendw.

3. Wystepowanie genéw odpowiedzialnych za ad-
hezje i ich ukfad nie korelowaty ze zdolnoscia do
wytwarzania biofilmu i ilo$cia wytworzonej w nim
biomasy.

4. Szczepy posiadajace gen icaA, odpowiedzialny za
synteze PIA, nie wytwarzaty wiekszej biomasy w
biofilmie od szczepoéw, ktére tego genu nie posia-
daty.

10. Huseby M, Kruse A, Digre J et al.: Beta toxin catalyzes formation
of nucleoprotein matrix in staphylococcal biofilms. Proc Natl
Acad Sci U S A 2010; 107: 14407-412.

11. Tetz V, Tetz G: Effect of extracellular DNA destruction by DNase | on
characteristics of forming biofilms. DNA Cell Biol 2010; 29: 399-405.

12. Arciola C, Campoccia D, Gamberini S et al.: Search for the inser-
tion element 1S256 within the ica locus of Staphylococcus epi-
dermidis clinical isolates collected from biomaterial-associated
infections. Biomaterials 2004; 25: 4117-25.

13. Hennig S, Nyunt Wai S, Ziebuhr W: Spontaneous switch to
PIA-independent biofilm formation in an ica-positive Staphylococ-
cus epidermidis isolate. Int J Med Microbiol 2007; 297: 117-22.

14. Sambanthamoorthy K, Schwarts A, Nagarajan V et al.: The role
of msa in Staphylococcus aureus biofilm formation. BMC Micro-
biol 2008; 8: 221-31.

15. Tormo M, Marti M, Valle J et al.: SarA is an essential positive
regulator of Staphylococcus epidermidis biofilm development.
J Bacteriol 2005; 187: 2348-56.

16. O'Neill E, Pozzi C, Houston P et al.: A novel Staphylococcus
aureus biofilm phenotype mediated by the fibronectin-binding
proteins, FNBPA and FnBPB. J Bacteriol 2008; 190: 3835-50.

17. Rohde H, Knobloch J, Horstkotte M et al.: Correlation of Sta-
phylococcus aureus icaADCB genotype and biofilm expression
phenotype. J Clin Microbiol 39: 4595-96.

867



Robert Tomasz Kuthan, Mirostaw tuczak, Grazyna Mtynarczyk

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Gurtner G, Werner S, Barrandon Y et al.: Wound repair and re-
generation. Nature 2008; 453: 314-21.

Fazli M, Bjarnsholt T, Kirketerp-Mgller K et al.: Nonrandom di-
stribution of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus au-
reus in chronic wounds. J Clin Microbiol 2009; 47: 4084-89.
Rhoads D, Wolcott R, Cutting K et al.: [In:] Biofilms: Coming of
Age. Evidence of biofilms in wounds and potential ramifications.
Wielka Brytania, The Biofilm Club, Manchester University, 2007;
http://www.woundspecialist.com/images/Rhoads_et_al_%20
BFC_2007.pdf

Ando E, Monden K, Mitsuhata R et al.: Biofilm formation among
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates from pa-
tients with urinary tract infection. Acta Med Okayama 2004; 58:
207-14.

Nemati H, Hermans K, Devriese L et al.: Screening of genes ad-
hesion factors and biofilm formation in Staphylococcus aureus
isolated from poultry. Avian Pathol 2009; 38: 513-7.
Bartoszewicz M, Secewicz A: Skuteczno$¢ wybranych antybio-
tykow i antyseptykéw wobec MRSA w zakazonych ranach. Za-
kazenia 2007; 6: 89-93.

Arciola C, Campoccia D, Gamberini S et al.: Prevalence of cna,
fnbA and fnbB adhesin genes among Staphylococcus aureus
isolates from orthopedic infections associated to different types
of implant. FEMS Microbiology Letters 2005; 246: 81-6.
Dickinson R, Nagel J, McDevitt D et al.: Quantitative compara-
tion of clumping factor and coagulase-mediated Staphylococ-

otrzymano/received: 18.08.2011
zaakceptowano/accepted: 14.09.2011

868

26.

27.

28.

29.

30.

31.

cus aureus adhesion to surface bound fibrinogen under flow.
Infect Immun 1995; 63: 3143-50.

Patti J, Allen B, McGavin M: MSCRAMM-mediated adherence of
microorganisms to host tissues. Annu Rev Microbiol 1994; 48:
585-617.

Hartford O, Wann E, Hook M et al.: Identification of residues
in the Staphylococcus aureus fibrinogen-binding MSCRAMM
clumping factor A (CIfA) that are important for ligand binding.
J Biol Chem 2001; 276: 2466-73.

Zdzalik D, Dominiak A, Gatkowska H et al.: Charakterystyka mo-
lekularna szczepdw Staphylococcus aureus i Staphylococcus
epidermidis wyizolowanych z materiatu klinicznego. Med Do$w
Mikrobiol 2006; 58: 269-74.

Campbell S, Deshmukh H, Nelson C et al.: Genotypical charac-
teristics of Staphylococcus aureus isolates from a multinational
trial of complicated skin and skin structure infections. J Clin Mi-
crobiol 2008; 46: 678-84.

Bae |, Tonthat G, Stryjewski M et al.: Presence of genes encod-
ing the Panton-Valentine leukocidin exotoxin is not the primary
determinant of outcome in patients with complicated skin and
skin structure infections due to methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus: results of a multinational trial. J Clin Microbiol
2009; 47: 3952-57.

Nejma B, Mastouri M, Frih S et al.: Molecular characterization of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolated in Tunisia.
Diagn Microbiol Infect Dis 2006; 55: 21-26.

Adres/address:

*Robert Tomasz Kuthan

Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej,

Szpital Kliniczny Dziecigtka Jezus
Centrum Leczenia Obrazen w Warszawie
ul. Chatubinskiego 5, 02-004 Warszawa
tel.: (22) 502-19-22

e-mail: rkuthan@yahoo.com



