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1. Wstep

Cukrzyca stanowi pigtg co do czestosci przyczyne $mierci na swiecie po zakazeniach,
chorobach sercowo-naczyniowych, nowotworach i urazach. Liczba zachorowan na cukrzyce
stale rosnie [133]. Ciezkim powiklaniem cukrzycy jest zespét stopy cukrzycowej (ZSC),
czesto z towarzyszgcym zakazeniem. Owrzodzenia stopy u chorych na cukrzyce stanowig
istotny problem zaréwno zdrowotny, jak i spoteczny.

U chorych z niewydolnoscig naczyniowg zakazenie postepuje szybko i moze prowadzic
do amputacji konczyny, a niekiedy do zagrozenia zycia [60]. Réwniez zmiany neuropatyczne,
powigzane z utratg czucia w stopach, grozg rozwojem owrzodzenh o zaburzonym przebiegu
gojenia.

Obecnos¢ drobnoustrojow w ranie to jedna z gtéwnych przyczyn utrudnionego gojenia
owrzodzen u chorych z ZSC. Powstaje zatem pytanie, w jak duzym stopniu drobnoustroje
izolowane od tej grupy chorych wykazujg cechy chorobotwdrczosci.

Geny wirulencji, bedagce odzwierciedleniem stopnia chorobotwdérczosci bakterii, mogg
stanowi¢ molekularne markery inwazyjnosci umozliwiajgce rozroznienie pomiedzy szczepami
inwazyjnymi i kolonizujgcymi i tym samym dajgce szanse wytypowania oséb szczegdlnie
narazonych na rozwiniecie ciezkiego zakazenia. Z przegladu literatury wynika, ze u chorych
z zespotem stopy cukrzycowej bada sie jedynie obecnosc¢ bakterii i ich lekowrazliwosc,
a nie obecnos¢ gendw wirulenciji. Wyjatek stanowi doniesienie Sotto i wsp. [129], ktérzy
przeprowadzili badania wirulencji genéw bakterii pochodzgcych z owrzodzen u chorych
z zespotem stopy cukrzycowej we Francji. Do badan wigczyli oni jedynie chorych,
u ktérych zakazenie spowodowane byto obecnoscig szczepoéw S.aureus.

W literaturze nie odnotowano doniesien, w ktoérych osobnej analizie poddawano
szczepy pochodzace ze stopy cukrzycowej niedokrwiennej i neuropatycznej. Jedynie
w 2009 r. Gershater i wsp. [50] wykazali, ze wsrdd pacjentdw z niedokrwienng stopa
cukrzycowg wystepowato wiecej niegojgcych sie owrzodzen w poroéwnaniu ze stopag
cukrzycowg neuropatyczng. Zakazenie owrzodzenia stanowito jeden 2z czynnikow
prognostycznych opdznionego gojenia jedynie w grupie chorych z owrzodzeniem
niedokrwiennym. W przypadku stopy cukrzycowej neuropatycznej nie zauwazono takiej
zaleznosci.

Prezentowane w pracy badania wpisujg sie w kierunek rozdzielnego traktowania chorych
ze stopag cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng. Jednoczesnie badania te stanowig
kontynuacje wczes$niejszych prac prowadzonych w Zespole Kliniczno-Badawczym Chirurgii
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izolowanych z powierzchni skory, z ran i tkanek gtebokich hospitalizowanych chorych
[150].

Przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej badania wirulencji bakterii dotyczylty
chorych z cukrzycg nalezacych do grupy neuropatycznej, niedokrwiennej oraz zdrowych
ochotnikédw. Porownania wynikow dokonano w oparciu o kryteria zwigzane
z rodzajem stopy cukrzycowej, a takze w odniesieniu do miejsca pobrania materiatu.

W pracy zbadano réwniez zdolno$¢ bakterii do ekspresji genoéw wirulencji, aby ocenic ich
konstytutywng mozliwos¢ wytwarzania funkcjonalnego biatka.

Okreslenie wystepowania gendw wirulencji chorych z ZSC moze pomdéc w wyborze
optymalnego sposobu leczenia, stanowigcego czesto potgczenie terapii antybiotykowe;j
z zabiegiem chirurgicznym, a takze leczeniem dodatkowym (np. terapig hiperbaryczng).
Obecnie badanie stopnia wirulencji bakterii nie wchodzi w zakres standardowych
procedur leczniczych u chorych z owrzodzeniem stopy cukrzycowe.

W niniejszej pracy zbadano ponadto sposob rozprzestrzeniania sie zakazen
bakteryjnych. W celu sprawdzenia, czy miejsca pobrania materiatow do badanh sg zasiedlane
przez szczepy bakterii o takiej samej czy roznej klonalnosci, wykonano badanie
podobienstwa genetycznego szczepdéw. Dzieki zastosowaniu techniki elektroforezy
w zmiennym polu elektrycznym sprawdzono réwniez, czy dochodzi

do przemieszczania sie szczepdéw bakteryjnych pomiedzy chorymi.

1.1. Epidemiologia stopy cukrzycowej
Cukrzyca stanowi powazny problem zdrowotny wystepujgcy u ok. 6% populacji

na swiecie [56].

U ponad 55% chorych z cukrzycg stwierdza sie niedokrwienie konczyn dolnych
wywotane miazdzycg [75]. Ocenia sie, ze chorzy ci majg o 25% wieksze ryzyko rozwoju
owrzodzen stopy i o 50% zwiekszone ryzyko zakazenia owrzodzenia. Prawdopodobienstwo
owrzodzenia stopy u tych chorych zwieksza sie do 42% w okresie 20 lat trwania
choroby [72]. Moze tez dojs¢ do pojawienia sie kolejnych owrzodzen w nastepnych latach.
Znacznie gorsze statystyki dotyczg krajow rozwijajgcych sie (gtéwnie afrykanskich) [119].

Wiekszos¢ (60-80%) owrzodzeh stopy ulega wygojeniu, ale 5-24% prowadzi
do amputacji w ciggu 6-18 miesiecy [1]. Przecietny czas gojenia sie owrzodzenia miesci sie
w przedziale 11-14 tygodni.

U chorych z cukrzycg ryzyko amputacji jest nawet 40-krotnie wieksze niz u chorych
bez cukrzycy [148]. 40-70% wszystkich przypadkéw zabiegdw odjecia konczyny dolnej,
nie bedacych nastepstwem urazu, spowodowanych jest cukrzyca [1]. Utrata jednej konczyny

zwieksza ryzyko utraty drugiej. Smiertelno$¢ okotooperacyjna siega 10%. Smiertelno$é
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pooperacyjna, w zalezno$ci od poziomu odjecia kohczyny, ksztattuje sie w przedziale 5-40%
[15]. W ciggu roku po zabiegu umiera 13-40% chorych, w ciggu 3 lat 35%—65%, a w ciggu
5 lat- 39%—-80% [148].

W Polsce zapadalnos¢ na owrzodzenie stopy cukrzycowej jest porownywalna
z innymi krajami europejskimi. Zespot stopy cukrzycowej obserwuje sie u ok.100-150 tysiecy
chorych [30]. Jednakze statystyki dotyczgce amputacji konczyn sg bardzo niekorzystne.
Liczba wykonywanych amputacji waha sie w przedziale 5-180/10000 chorych
na cukrzyce/rok [74]. Polska nalezy do krajow, w ktérych obserwuje sie najwiecej takich
zabiegow (14 tysiecy rocznie). Oznacza to, Zze dziennie przeprowadza sie $rednio
38 amputac;ji.

Wysoki wskaznik amputacji w Polsce moze wynika¢ z duzej czestosci wystepowania
cukrzycy, poéznego diagnozowania chorych, matej liczby wyspecjalizowanych osrodkow
medycznych, péznego kwalifikowania chorego do leczenia chirurgicznego i ograniczonych
nakfadéw na leczenie [81].

Leczenie owrzodzen stopy cukrzycowej jest bardzo kosztowne. W krajach
rozwinietych wydatki ponoszone na ten cel przekraczajg 20% catkowitych kosztéw
przeznaczonych na leczenie chorych z cukrzycg [148]. W Polsce 12-15% $rodkow

zwigzanych z leczeniem cukrzycy przeznacza sie na chorych ze stopg cukrzycowg [69].

1.2. Powiktania cukrzycy
Dtugotrwaty wzrost stezenia glukozy we krwi uszkadza $rodbtonek naczyn,

co powoduje swobodne przenikanie biatek osocza poza tozysko naczyniowe. W ten sposob
przenika m.in. fibrynogen, ktéry nastepnie polimeryzuje do fibryny, stanowigc
nieprzepuszczalny dla tlenu i substancji odzywczych ,mankiet” wokét naczynia,
co w konsekwencji prowadzi do martwicy. W wyniku zaburzen w funkcjonowaniu srédbtonka
naczyn krwionosnych dochodzi do zmian w obrebie wszystkich tkanek. Powiktania dotyczg
uktadu kostnego, nerwowego, miedniowego, naczyniowego, warstwy podskérnej i skory.
Sa to czesto zmiany nieodwracalne.

Do gtéwnych powiktan cukrzycowych zalicza sie: mikroangiopatie, makroangiopatie
i zesp6t stopy cukrzycowej. Bata M. i wsp. [10] wskazujg na wysokg czestos¢ wystepowania
choréb  sercowo-naczyniowych, nadci$nienia  tetniczego, udarédw i powikian

mikroangiopatycznych wsréd chorych z cukrzyca.
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1.2.1. Mikroangiopatia
Mikroangiopatia to zaburzenie mikrokrazenia, ktére utrudnia przeptyw krwi przez

witosniczki oraz uszkadza ich $ciany. Mikroangiopatia powigzana jest ze zwiekszong
przepuszczalnoscig naczynh, zwiekszonym cisnieniem i przeptywem krwi oraz wzrostem
jej lepkosci . Procesy te zachodzg najczesciej w siatkdwce (retinopatia), nerkach (nefropatia)
i nerwach obwodowych (neuropatia). Wystepuje u ponad 40% chorych
z 2 typem cukrzycy i jest gtdbwng przyczyng owrzodzen stopy cukrzycowej. Wtosniczki
sg stale narazone na wysokie cisnienie, co prowadzi do pogrubienia btony podstawnej (okoto
8000 nm, poréwnujgc z 1000-3000 nm grubosci u zdrowych oséb) [90]. Konsekwencjg
pogrubienia btony podstawnej jest uposledzona migracja leukocytow do ogniska zakazenia
w tkance [31].

1.2.2.  Makroangiopatia

Makroangiopatia dotyczy zmian miazdzycowych obejmujgcych Sciany duzych tetnic,
w tym tetnic konczyn dolnych. Patofizjologia miazdzycy u pacjentdw z cukrzycg i osob
zdrowych jest taka sama i charakteryzuje sie uszkodzeniem srédbtonka, agregacjg ptytek
krwi i formowaniem ptytek miazdzycowych [124]. Odmienne jest natomiast rozmieszczenie
zmian miazdzycowych w tetnicach konczyn dolnych. Najczestszg lokalizacjg u oséb bez
cukrzycy jest tetnica udowa, a u chorych z cukrzycg zmiany wystepujg w tetnicach ponizej
kolana [31]. Ponadto w cukrzycy zmiany miazdzycowe sg czestsze, bardziej rozsiane
i pojawiajg sie wczesniej [56].

Niedokrwienie 10-krotnie zwigksza ryzyko amputacji [75]. Obnizona zdolnos¢
organizmu do gojenia owrzodzen w niedokrwieniu wynika ze zredukowanej dostepnosci
tlenu i sktadnikdw odzywczych oraz upos$ledzenie procesdéw naprawczych [92]. Martwica
stopy to konsekwencja zaréwno krytycznego niedokrwienia, jak i zakazenia. Poczgtkowo
obserwuje sie martwice suchg, ktéra przy obecnoéci zakazenia moze przeksztatcié sie

w martwice wilgotng [75].

1.2.3. Zespot stopy cukrzycowej
Stopa cukrzycowa (SC) to zakazenie, owrzodzenie i/lub destrukcja tkanek gtebokich

konczyn dolnych (ponizej kostki) w potgczeniu z zaburzeniami neurologicznymi
oraz chorobami naczyn obwodowych o réznym stopniu zaawansowania [30].

Zakazenie owrzodzenia stopy cukrzycowej rozpoznawane jest na podstawie
przynajmniej dwoch sposrod wymienionych objawow: ropien, rumien, bodl, podwyzszona
cieptota [114].
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Zespot stopy cukrzycowej ma ztozong etiologie, w ktérej czynnik dominujgcy moze
stanowi¢ niedokrwienie i/lub neuropatia. Na tej podstawie wyrdznia sie trzy postacie ZSC:
stope cukrzycowg z przewagg czynnika neuropatycznego, stope cukrzycowg z przewagg
zmian niedokrwiennych oraz posta¢ mieszang, w ktérej wystepujg zaréwno cechy stopy
neuropatycznej, jak i niedokrwiennej. Prawie zawsze obserwuje sie zmiany neuropatyczne
w stopie niedokrwiennej [75].

Charakterystyke objawow zwigzanych 2z wystepowaniem stopy cukrzycowej

niedokrwiennej i neuropatycznej przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Objawy wystepujgce u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng

i niedokrwienng [119]

Stopa neuropatyczna Stopa niedokrwienna
P L M—S—S——i———i——_—i—M—y
wywiad dtugotrwata cukrzyca, nefropatia, obecne czynniki ryzyka miazdzycy,
retinopatia hiperlipidemia, dusznica bolesna
lokalizacja | €Z€S¢ podeszwowa czesci grzbietowe, dystalne, boczne
krawedzie
bal nie wystepuje lub maty bardzo nasilony
czucie zaburzone prawidtowe lub przeczulica
badanie stopa ciepta, rozowa, sucha stopa zimna, zmiany troficzne
tetno dobrze wyczuwalne brak

Pomimo rzadkiej czestosci wystepowania zespotu stopy cukrzycowej niedokrwiennej,
to wlasnie u tych chorych wykonuje sie najwiecej wysokich amputacji (powyzej stawu
kostkowego), co w pdzniejszym czasie stwarza ryzyko przedwczesnej smierci, gdyz chorzy
po zabiegu amputacji zyjg przecietnie tylko 3-5 lat [111]. Najtrudniejsza do leczenia

i charakteryzujgca sie najciezszym rokowaniem jest mieszana postac stopy cukrzycowe;.

1.2.3.1. Klasyfikacja owrzodzen stopy cukrzycowej
Istnieje kilka klasyfikacji owrzodzen stopy cukrzycowej, jednak zadna z nich nie jest

uniwersalna.

1. Klasyfikacja Wagnera uwzglednia zaawansowanie zmian w przebiegu ZSC

ze wzgledu na ich gtebokos¢ i zasieg [119, 30].

13



Wstep

Tabela 2. Stadia zmian w przebiegu zespotu stopy cukrzycowej wedtug klasyfikacji

Wagnera [30]
Podziat kliniczny wg Wagnera
stopieri 0 stopa wy§ok|ego ryzyka, o zmienionej morfologii, jeszcze bez
owrzodzenia
stopien 1 powierzchowne owrzodzenie
stopien 2 owrzodzenie ze stanem zapalnym skéry i tkanek podskérnych
stopien 3 zaawansowana zmiana z zajeciem struktur kostnych; ropowica
stopien 4 miejscowa martwica sucha leczona zachowawczo lub zgorzel wilgotna
stopien 5 rozlegta zmiana martwicza, kwalifikowanie do amputac;ji

2. Skala Uniwersytetu w Teksasie okresla obecno$¢ Iub brak zakazenia
i niedokrwienia, nie uwzglednia jednak neuropatii.

3. Klasyfikacja S(AD)SAD (ang. Size (Area and Depth), Sepsis, Arteriopathy and
Denervation) obejmuje 4 kategorie (wielko$¢ rany z jej powierzchnig i gtebokoscig, a takze
obecnos¢ zakazenia, patologii naczyn i odnerwienia) w 4-stopniowej skali.

4. Miedzynarodowa Grupa Robocza ds. Stopy Cukrzycowej (ang. International
Working Group on the Diabetic Foot, IWGDF) zaproponowata klasyfikacie PEDIS, ktéra
réznicuje rany na podstawie 5 cech: przeptywu krwi, rozlegtosci, gtebokosci, obecnosci
zakazenia i odczuwania bodzcéw. Ponadto IWGDF zaleca rézng czestosé badan
kontrolnych w zaleznosci od obecnosci lub braku neuropatii czuciowej/choroby naczyn
obwodowych oraz przebytego owrzodzenia [29,88].

5. Prosty, 4-punktowy system oceny objawéw neuropatii cukrzycowej (ang. diabetic
neuropathy symptom, DNS) zostat zaproponowany przez Meijera i wsp. [75]. Autorzy
kwalifikujg chorych na podstawie  wystepowania nastepujgcych objawow:
nieskoordynowanego chodu, uczucia pieczenia i mrowienia, uczucia kiucia oraz
pogorszonego czucia w obrebie skéry podudzi i stop.

6. Klasyfikacja Fontaine’a opiera sie na ocenie stopnia niedokrwienia uwzgledniajgc
brak objawow Kklinicznych, wystepowanie chromania przestankowego, béle spoczynkowe
oraz wystepowanie martwicy [75].

Kliniczna klasyfikacja zakazen w zespole stopy cukrzycowej dzieli zakazenia tagodne,
umiarkowane i ciezkie. Zakazenia tagodne cechujg sie obszarem wystepowania

ograniczonym do skoéry i tkanki podskoérnej oraz obszarem zaczerwienienia wokot rany
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siegajgcym do 2 cm. W zakazeniu umiarkowanym dodatkowo obserwuje sie jeden
z mozliwych objawéw: zapalenie tkanki fgcznej powyzej 2 cm wokét rany, poszerzenie

naczyn limfatycznych, zgorzel, ropien i brak objawéw ogdlnych zakazenia. Z kolei zakazenia
ciezkie zwigzane sg z wystepowaniem ogolnoustrojowej odpowiedzi organizmu i cechujg sie
rozlegtym, szybko postepujgcym zapaleniem tkanki tagcznej, obumieraniem tkanek gtebokich,
zakazeniami kosci, niedokrwieniem i toksycznoscig ustrojowg. Zakazenia ciezkie zawsze
wymagajg hospitalizacji. Chorzy z zakazeniami w stopniu lekkim, z powierzchownymi
owrzodzeniami, bez zajecia struktur kostnych i tkanek gtebokich, pozostajg pod opieka

ambulatoryjng [60].

1.2.3.2. Neuropatia cukrzycowa

Neuropatia, jedna z gtéwnych przyczyn ZSC, jest obecha w réznym stopniu
u wiekszosci chorych z cukrzycg. Trudno precyzyjnie oszacowaé rzeczywistg czesto$é
wystepowania [143]. Neuropatie stwierdza sie u 70-80% chorych ze stopg cukrzycows,
przy czym az u ok. 50% chorych jest gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwdj
owrzodzenia [75].

Neuropatia najczesciej wystepuje u oséb z dtugo trwajgcg cukrzycag, chociaz jej
objawy mogg by¢ znacznie przesuniete w czasie dzieki wiasciwej kontroli glikemii [59].
U innych neuropatia cukrzycowa pojawia sie dos¢ wczesnie w trakcie trwania choroby,
a u czesci chorych bez wyréwnania glikemii neuropatia nigdy nie wystepuje [75].

Obserwacje te mogg $wiadczy¢ o genetycznym podfozu neuropatii cukrzycowej [75].
Zaburzenia neuropatyczne dotyczg komponenty ruchowej, czuciowej i autonomicznej
nerwow.

Pojawiajg sie zaniki miesni, obserwujemy wystepowanie palcéw mioteczkowatych,
zmiane ksztattu stopy i ograniczong ruchomo$¢ stawdéw na skutek gromadzenia sie
glikozylowanego kolagenu. Deformacje stop przyczyniajg sie do powstania nowych miejsc
nacisku, co dodatkowo naraza stopy na rozwoj zmian troficznych.

Obwodowa neuropatia czuciowa stanowi czesto pézne powiktanie cukrzycy. Cienkie,
bezmielinowe witdkna typu C i zmielinizowane widkna typu A-delta unerwiajgce skore ulegajg
uszkodzeniu w przebiegu neuropatii czuciowej [45].

Neuropatia autonomiczna wyraza sie zanikiem potliwosci na stopie, hiperkeratoza,
tworzeniem sie modzeli, palcéw mioteczkowatych, a takze przetok tetniczo-zylnych.
Czesto$¢ wystepowania neuropatii autonomicznej ocenia sie na okoto 30%,

a $miertelnos¢ z powodu powiktan siega 25-50% w ciggu 5-10 lat [88,91].
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Najczestszg postacig kliniczng neuropatii cukrzycowej jest symetryczna, dystalna
polineuropatia, ktéra zwieksza ryzyko rozwoju zespotu stopy cukrzycowej o 80% [75].
Posta¢ ta rozwija sie skrycie, cho¢ niekiedy moze mie¢ gwattowny poczatek, obejmujgc
cienkie i/lub grube widkna nerwowe [143]. Chorzy z cukrzycg cechujg sie obnizong
zdolnoscig regeneracji aksonéw, a zmiany we wioknach nerwowych zaczynajg sie u nich
w bardzo wczesnym stadium choroby, zanim pojawig sie kliniczne objawy neuropatii.
Dodatkowo niedobdr czynnika wzrostu nerwéw (ang. nerve growth factor, NGF) w cukrzycy
przyczynia sie do nieprawidtowego wzrostu i funkcjonowania widkien nerwowych [74].
Wibkna nerwowe uwalniajg czynniki neurogenne takie jak: neuropeptyd - substancje P, ktory
wptywa na wzrost przepuszczalnosci srédbtonka naczyn, peptyd zwigzany z genem
kalcytoniny (CGRP) i czynnik wzrostu nerwéw NGF. Zmniejszony stopien unerwienia
w przebiegu ZSC oraz obnizona ekspresja czynnikéw neurogennych mogg by¢ powigzane
Z matg liczbg komérek zapalnych naptywajgcych do miejsca zapalenia i wydtuzonym czasem
gojenia sie owrzodzen [45].

Patogeneza neuropatii cukrzycowej nie jest w pelni wyjasniona [75].
Prawdopodobnym czynnikiem odpowiedzialnym za powstanie neuropatii jest hiperglikemia.
Wraz ze wzrostem stezenia glukozy we krwi ro$nie stezenie glukozy w komorkach
nerwowych, uaktywnia sie proces glikolizy, szlak poliolowy i tworzenie péznych produktéw
glikacji (ang. advanced glycation end-product, AGE). Wymienione procesy przyczyniajg sie
do wzrostu stezenia wolnych rodnikdw. W cukrzycy wydolnos¢ systemu obrony przed
wolnymi rodnikami (tzw. sie¢ antyoksydacyjna) jest ostabiona. Stres oksydacyjny moze
odgrywac istotng role w rozwoju zaburzen funkcji naczyn i nadcisnienia tetniczego. Wzrost
stezenia diacyloglicerolu (ang. diacyloglicerole, DAG) pod wptywem hiperglikemii aktywuje
m.in. enzym kinaze biatkowg C (ang.protein kinase C, PKC), co przyczynia si¢ do
zwiekszenia przepuszczalnosci i kurczliwosci $cian naczyh krwionosnych i w ten sposob
upo$ledza mikrokrgzenie. Aktywacja szlaku poliolowego redukuje szybkos$¢ przewodzenia
nerwowego, a nasilona lipoliza prowadzi do apoptozy neuronéw [75]. Aktywacja pdznych
produktow glikacji powigzana jest z tworzeniem blaszek miazdzycowych poprzez stymulacje
makrofagéw oraz przyspieszenie utylizacji tlenku azotu. Nastepuje zwezenie naczyn,
niedotlenienie neurondw i ich uszkodzenie. Receptory dla AGE sg obecne na licznych typach
komorek waznych dla prawidtowego procesu gojenia sie owrzodzen: komorkach srodbtonka,
monocytach, fibroblastach i komérkach miesni gtadkich. W owrzodzeniach cukrzycowych
pozne produkty glikacji stymulujg wydzielanie prozapalnych cytokin, przyczyniajg sie
do kaskady zdarzehn powodujgcych opdznienie naptywu komoérek efektorowych do rany

i do utrzymywania sie stanu przewlektego zapalenia. Plytkowy czynnik wzrostu stymuluje
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receptory na fibroblastach. Aktywowane fibroblasty przyczyniajg sie do szybkiego procesu
granulacji tkanki [59]. Zdolnos¢ fibroblastéw do proliferacji zostaje zahamowana
w Srodowisku hiperglikemicznym [31]. Brak rownowagi w poziomie proteaz i ich inhibitoréw,
spowodowany utrzymujgcg sie produkcjg mediatorow zapalenia i naptywem komorek
efektorowych, uniemozliwia synteze macierzy zewnagtrzkomoérkowej i jej przebudowe, ktére

sg niezbedne w procesie gojenia sie owrzodzenia.

1.2.3.3. Diagnostyka i leczenie zespotu stopy cukrzycowej

Diagnostyka zespotu stopy cukrzycowej obejmuje dane z wywiadu i badania
przedmiotowego. Dane z wywiadu dostarczajg informacji o dolegliwosciach zwigzanych
z neuropatig (pieczenie, mrowienie, ktucie) i zaburzeniami ukrwienia konczyny (chromanie
przestankowe, ucieplenie stopy). Natomiast badania przedmiotowe oceniajg wyglad
i funkcjonowanie stopy (ksztatt, deformacje, otarcia, pekniecia), neuropatie- poprzez badanie
czucia dotyku (wacikiem), ucisku (monofilamentem Semmesa-Weinsteina
o wystandaryzowanej sile zgiecia 10 ), wibracji (kamertonem Rydel-Seiffera), bodlu
(neurotipem), temperatury (termotipem), zaburzenie wydzielania potu (neuropadem),
badanie odruchu sciegna Achillesa, ocene stanu naczyn [30]. W diagnostyce polineuropatii
wykorzystuje sie rowniez badania elektrofizjologiczne: badania elektromiograficzne (EMG)
oraz badania szybkosci przewodzenia nerwowego (elektroneurografia) [75]. Badanie
elektromiograficzne opiera sie na analizowaniu czynnosci elektrycznej miesni; polega na
rejestracji potencjatdbw z miesni w czasie spoczynku, jak réwniez niewielkiego
i maksymalnego skurczu. Elektroneurografia to badanie przewodnictwa impulsow we
widknach czuciowych i ruchowych nerwéw obwodowych.

Standardowe badania elektrofizjologiczne nie pozwalajg wykry¢ zaburzen czynno$ci
drobnych widkien nerwowych, dlatego konieczne sg pomiary progéw pobudliwosci
czuciowej, nerwowo-naczyniowej i autonomicznej [143].

W cukrzycy typu 2 zwolnienie przewodnictwa nerwowego bywa najwczes$niej
rozpoznawanym objawem neuropatii, czesto wystepuje juz w momencie rozpoznania
cukrzycy [143].

U chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng istotne jest okre$lenie wskaznika
kostkowo-ramiennego (ang. ankle-brachial index, ABI), ktére mozliwe jest dzieki pomiarowi
cid$nienia skurczowego w tetnicach stopy przy uzyciu ultrasonografii Dopplera oraz cisnienia
skurczowego w obrebie ramienia (rutynowy pomiar cisnienia tetniczego). Prawidtowe
wartoéci ilorazu cisnienia na tetnicy piszczelowej tylnej lub grzbietowej stopy i tetnicy
ramiennej to 0,9-1,3 [75]. Wartos¢ ABI <0,7 wskazuje na niedokrwienie, a wartos¢ ponizej

0,5 na krytyczne niedokrwienie i jest wskazaniem do operacji [59]. Ocena kliniczna obejmuje
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obecnosc¢ ropnej wydzieliny i typowych objawdw zakazenia. Bdl i wrazliwosé na temperature
mogg nie wystepowaé u chorych z neuropatig, natomiast u chorych z niedokrwieniem
nie obserwuje sie zaczerwienienia [11]. U chorych z podejrzeniem zakazenia nalezy
przeprowadzi¢ badania mikrobiologiczne i laboratoryjne.

W zaleznosci od stanu chorego kolejne etapy postepowania leczniczego obejmuja:
oczyszczenie rany, redukcje zakazenia, zastosowanie opatrunkéw utatwiajgcych gojenie,
rewaskularyzacje niedokrwionych tkanek, zmniejszenie obcigzenia miejsc z owrzodzeniem
[65].

Wiekszos¢ zakazonych owrzodzen wymaga interwencji chirurgicznej, od niewielkiego
chirurgicznego oczyszczania owrzodzenia do duzych amputacji i operacji rekonstrukcyjnych
tetnic [6]. U chorych z martwicg suchg, z bdlami spoczynkowymi i chromaniem
przestankowym operacja rekonstrukcyjna jest zabiegiem z wyboru.

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego w leczeniu ran
tagodnych poczatkowo stosuje sie antybiotykoterapie empiryczng, a nastepnie celowana.
W pierwszym etapie wprowadza sie antybiotyki o szerokim spektrum dziatania obejmujgcym
bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne [15]. Oczyszczanie rany i terapia antybiotykami
powinny byc¢ inicjowane juz na wczesnym etapie rozwoju owrzodzenia, aby nie dopuscié
do powstawania trudno gojgcej sie rany [92].

Poczatkowo poleca sie cefalosporyny | generacji, klindamycyne, fluorochinolony,
amoksycyline z kwasem klawulanowym. W umiarkowanych infekcjach IWGDF zaleca
stosowanie amoksycyliny z klawulanianem, cefalosporyny Il/lll generacji oraz klindamycyne
z ciprofloksacyng. U chorych 2z ciezkimi infekcjami stosuje sie wankomycyne
z imipenemem/cilastyng, wankomycyne lub linezolid z cefalosporyng Ill/IV generacji bgdz
fluorochinolonem i metronidazolem, a takze karbapenemy [75]. Antybiotyki glikopeptydowe:
wankomycyna i teikoplanina sg zwykle stosowane przeciwko wieloopornym gronkowcom.
Ostatnie doniesienia wskazujg na zmniejszong wrazliwos¢ enterokokéw i gronkowcow

na antybiotyki glikopeptydowe [87].

1.2.3.4. Owrzodzenia w zespole stopy cukrzycowej
Najwiekszym problemem w procesie gojenia sie owrzodzen jest wystepowanie
zakazenia. Za powstawanie zakazenia w przewleklych ranach odpowiedzialne jest
wspotwystepowanie martwicy tkanek i niskiego stezenia tlenu, ktére stwarzajg bakteriom
idealne warunki do funkcjonowania [60]. Tlen umozliwia proliferacje fibroblastow, a takze
hydroksylacje proliny i lizyny, co jest niezbedne w uwalnianiu kolagenu z fibroblastéw
i wigczaniu go w budujgcg sie macierz. Uszkodzenie tkanek i zakazenie skutkujg lokalnym

niedotlenieniem. Niedotlenienie (przy cisnieniu parcjalnym tlenu <15mm Hg) wplywa
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na zaburzong produkcje kolagenu, uniemozliwia migracje fibroblastow, przyczynia sie do lizy
komorek i uwolnienia enzymow proteolitycznych powodujgcych uszkodzenie tkanek [77].
Przy wzroscie cisnienia tlenu z wartosci 15 mm Hg do 40 mm Hg produkcja kolagenu
wzrasta 7 razy [113].

Optymalny proces gojenia sie owrzodzenia wymaga kilku etapéw: stanu zapalnego,
proliferacji komérek mezenchymalnych w miejscu rany potaczonej z tworzeniem nowych
naczyn krwionosnych i nabfonka, syntezy kolagenu oraz przebudowy [34]. W proces
regulacji kolejnych etapow gojenia owrzodzen zaangazowanych jest wiele komorek:
keratynocyty, komérki Langerhansa, fibroblasty, komoérki srédbtonka naczyn, makrofagi,
granulocyty i limfocyty [48].

Komorkowa odpowiedz na uszkodzenie obejmuje aktywacje keratynocytow,
fibroblastéw, komoérek srédbtonka, makrofagdéw i ptytek krwi. Wiele czynnikéw wzrostu
i cytokin uwalnianych przez te komorki jest niezbednych do koordynowania procesu gojenia
owrzodzenia [17]. Na brzegu owrzodzenia w zespole stopy cukrzycowej obserwuje sie
wysoka aktywnos¢ proliferacyjng keratynocytow. Jednakze przemieszczanie sie
keratynocytow po utworzonej w tkance ziarninie wykazuje znaczne spowolnienie [44].
Uposledzona migracja leukocytow do miejsca zakazenia utatwia bakteryjng kolonizacje [47].
Na szybkos¢ naptywu leukocytow do miejsca uszkodzenia wptywajg czynniki
chemotaktyczne i czynniki wzrostu uwalniane przez komoérki biorgce udziat w odpowiedzi
immunologicznej, a takze przez keratynocyty, fibroblasty i komorki $rédbtonka [47].
Granulocyty dominujg w pierwszym etapie odpowiedzi immunologicznej i pozostajg w trudno
gojacych sie owrzodzeniach przez dtugi czas. Na brzegu owrzodzenia obserwuje sie
wystepujgce w duzych ilosciach makrofagi, ktére odgrywajg zasadniczg role w granulaciji
tkanki [48]. Gatkowska i wsp. [47] udowodnili, ze w warstwie naskdrka ekspresja czynnikdw
odpowiedzialnych za proliferacje i migracje keratynocytow jest podwyzszona. Ponadto
obserwuje sie niskg ekspresje czynnikdw zwigzanych z tworzeniem nowych naczyn
krwionoénych [47]. Ci sami autorzy [48] zaobserwowali u chorych z owrzodzeniem
w przebiegu ZSC zwiekszone wystepowanie czgsteczek odpowiedzialnych za adhezje
limfocytéw, monocytow, eozynofili i bazofili do srodbtonka naczyn krwionosnych (VCAM-1,
czgsteczka adhezyjna komorek naczyh krwionosnych). Czynnik ten moze stanowi¢ marker
zmian w funkcjonowaniu komorek srédbtonka naczyn krwionosnych chorych z cukrzyca.

W odpowiedzi humoralnej biorg udziat: metaloproteinazy (ang. matrix
metalloproteinases, MMPs), czynniki wzrostu i cytokiny, biatka odpowiedzialne
za komunikacje pomiedzy komérkami [67]. Metaloproteinazy uczestniczg w fazie gojenia sie
ran poprzez usuwanie uszkodzonych tkanek. MMPs obecne w niewielkiej ilosci stanowig

prawidtowy element procesu gojenia i przebudowy ran. Sg rowniez niezbedne w procesie
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tworzenia nowych naczyn krwionosnych, migracji fibroblastow i keratynocytow oraz
wytwarzaniu komoérek Srodbtonka, zas nadmierna ilos¢ MMPs przyczynia sie
do spowolnienia gojenia sie owrzodzen [14]. Obecnos$¢ mikroorganizmdw niekorzystnie
wptywa na te procesy [70].

Niewtasciwe nabtonkowanie w przewlektych owrzodzeniach w zespole stopy
cukrzycowej zwigzane jest z wystepowaniem zmian w $rodowisku dna owrzodzenia

spowodowanych zakazeniem oraz ograniczong dostepnoscig sktadnikow odzywczych [53].

1.3. Bakterie w cukrzycy

Organizm ludzki stanowi Srodowisko zycia dla wielu typow mikroorganizmow [17].
Drobnoustroje bytujgce w réznych niszach organizmu mogg przyczyni¢ sie do zakazen ran
[ owrzodzen. Mikroorganizmy zasiedlajgce uktad pokarmowy
i uktad moczowo-ptciowy stanowig potencjalne zrédto rozwoju zakazenia w innych obszarach
ciata [17]. Kolonizacja organizmu przez szczepy S.aureus MRSA moze stanowi¢ czynnik
ryzyka rozwoju zakazen tymi bakteriami w innym obszarze organizmu, m.in. na stopach.

Bowling i wsp. [17] wykazali, ze szczepy MRSA bytujace w jamie nosowej chorych
i w rejonie stop to te same drobnoustroje.

Zbyt matg role w rozwoju owrzodzen cukrzycowych przypisuje sie wtasnym bakteriom
chorego pochodzacym ze stép i podudzi [150]. Skoéra stop i podudzi stanowi Srodowisko
zycia wielu szczepow bakteryjnych, ktére nie wystepujg w innych obszarach organizmu.
Bakterie te stanowig flore saprofityczng, w wiekszosci nalezacg do koagulazo-ujemnych
gronkowcow. Bakterie pochodzgce z okolic odbytu i narzgdéw piciowych przemieszczajg sie
i kolonizujg skore stop. Ponadto srodbtonek limfatyczny posiada zdolno$¢ transportowania
bakterii, stanowigc ryzyko zakazenia Scian tetnic [150].

Bakterie kolonizujgce stopy, zwilaszcza gronkowce, mogg odgrywac istotng role
w wystepowaniu powiktan naczyniowych [150]. Niedokrwienie konczyny stwarza korzystne
warunki zycia dla mikroorganizméw cechujgcych sie wysokim stopniem patogennosci,
co moze przyczynia¢ do wystgpienia zmian zapalnych. Sama cukrzyca stanowi czynnik
ryzyka rozwoju zakazen bakteryjnych [73].

Profil bakteriologiczny zakazen u chorych z cukrzycg nie zostat jednoznacznie
ustalony. Wielu badaczy zaktada gtéwng role tlenowych, Gram-dodatnich ziarniakow,
a zwlaszcza dominujgcego Staphylococcus aureus. Niektérzy twierdzg, ze to bakterie
beztlenowe (np. Peptostreptococcus) przewazajg u chorych ze stopg cukrzycowa,
ze wzgledu na wystepowanie niskiego poziom tlenu, co sprzyja wzrostowi tych
mikroorganizméw. Wedtug Citron i wsp. gronkowce stanowig ok. 24% zidentyfikowanych

bakterii w owrzodzeniach stopy cukrzycowej, sposrdd ktérych 55% to S.aureus [25,133].
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Badania mikrobiologiczne wykonywane u pacjentéw z owrzodzeniem stopy
cukrzycowej wykazaty obecno$¢ wielu, srednio 5-6 gatunkdw bakterii [125].

Poza S.aureus i S.epidermidis izoluje sie takze inne koagulazoujemne gronkowce
oraz inne bakterie- Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp., Corynebacterium spp.
i Enterobacteriaceae (Proteus spp., E.coli, Klebsiella spp. i Enterococcus spp.) [125].
Enterococcus zazwyczaj nie jest patogenem. Leczenia wymagajg jedynie szczepy VRE
oporne na wankomycyne [75]. Hospitalizacja, zabiegi chirurgiczne i dtugi czas przyjmowania
antybiotykbw o szerokim zakresie dziatania predysponujg pacjentow do kolonizacji i infekgji
bakteryjnej z obecnoscig metycylinoopornych S.aureus (MRSA) i wankomycynoopornych
paciorkowcow.

S.aureus i S.epidermidis, szczegoétowo analizowane w pracy doktorskiej, nalezg
do bakterii najczesciej izolowanych z owrzodzen stopy cukrzycowej. Powyzsze gatunki
bakterii stanowig ogromny problem kliniczny i przyczyniajg do wystepowania zakazen,
czesto opornych na liczne antybiotyki. Obecnosé wymienionych bakterii w owrzodzeniach
moze prowadzi¢ do powaznych probleméw terapeutycznych.

W zlozonym kompleksie trudno jest technicznie oddzieli¢ i zidentyfikowaé wiecej niz
3 do 6 gatunkow. Wynika to z duzej koncentracji bakterii oraz wspotzawodnictwa
miedzygatunkowego. Sekwencjonowanie catego genomu zmniejsza ten problem. Jedynym
ograniczeniem jest fakt, Zze identyfikue ono DNA zaréwno z zywych,
jak rowniez martwych bakterii. Molekularne techniki nie sg wiec powszechnie stosowane
do charakteryzowania sktadu bakteryjnego przewlektych ran.

Badania mikrobiologiczne stanowig w dalszym ciggu standardowe kryterium
rozpoznania infekcji u chorych na cukrzyce. Materiatem obarczonym najmniejszym ryzykiem
zanieczyszczenia przypadkowymi bakteriami jest dno rany z wyskrobinami oraz wycinek
tkanek gtebokich lub kosci. Posiewy z wymazow z owrzodzen nie odzwierciedlajg
faktycznego skfadu mikrobiologicznego, poniewaz sg dodatkowo zasiedlane przez bakterie
pochodzgce z ciata chorego oraz ze srodowiska [125]. Materiat do badan mikrobiologicznych
nalezy pobieraé po chirurgicznym oczyszczeniu rany, ale przed wigczeniem empirycznej
antybiotykoterapii [75].

Rola obecnosci bakterii w patogenezie przewlektych, trudno gojgcych sie owrzodzenh
nie jest jasna. tagodne i umiarkowane rany sg zasiedlane przez Gram-dodatnie bakterie,
ti. S.aureus, S.epidermidis i paciorkowce. Spotykamy takze inne koagulazoujemne
gronkowce, rzadziej E.coli, Proteus spp., Enterobacter spp. czy Pseudomonas spp. [75].
W ostrych i przewlektych ranach Srodowisko mikrobiologiczne jest najczesciej

wielogatunkowe, a populacja bakterii ulega ciggtym zmianom [127].
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Infekcje stop u chorych z cukrzycg zwykle zaczynajg sie od owrzodzeh skory.
Pomimo, ze wiekszos¢é zakazen pozostaje powierzchowna, w ok. 25% dochodzi
do przemieszczania sie bakterii ze skéry do gtebszych tkanek i/lub kosci [11]. Pierwszym
etapem po pojawieniu sie bakterii w owrzodzeniu jest kolonizacja, ktora charakteryzuje sie
obecnoscia namnazajgcych sie bakterii bez widocznej reakcji immunologicznej ze strony
gospodarza. Obecno$¢ powyzej 10° mikroorganizméow/gram tkanki przyczynia sie
do wolniejszego gojenia rany [23].

W sytuacji ostabionego dziatania uktadu immunologicznego gospodarza kolonizacja
moze przeksztatci¢ sie w zakazenie. Kliniczne oznaki zakazenia to bdél, zmiana koloru rany,
gorsza lub nieobecna granulacja tkanki oraz nieprzyjemny zapach rany [54].

Trudno jest okresli¢, ktére bakterie zakidcajg prawidtowe gojenie sie ran, ktére sg
obojetne dla gojenia, a ktore gojenie utatwiajg [23]. Niedokrwienie tkanek w wolno gojgcych
sie owrzodzeniach moze stanowi¢ korzystniejsze Srodowisko dla kolonizacji pewnej grupy
mikroorganizmow w poréwnaniu z innymi drobnoustrojami [52].

Powszechne wystepowanie gronkowcéw w srodowisku skutkuje obecnoscig zakazeh
zarébwno w szpitalach, jak réwniez w pozaszpitalnej populacji chorych. W sSrodowisku
szpitalnym przenoszenie drobnoustrojbw miedzy pacjentami jest bardzo utatwione
ze wzgledu na kontakt z personelem medycznym i innymi pacjentami lub sprzetem
medycznym.

Chorobotworczo$¢ bakterii jest uzalezniona od ich zdolnosci do produkcji czynnikéw
wirulencji wigczonych w kolonizacje i inwazje tkanek gospodarza. Dla lepszej oceny ryzyka
wystepowania patogennych szczepdw istotne jest, poza poznaniem ilosci mikroorganizmaow,

zbadanie obecnosci czynnikow chorobotwdrczosci (wirulencji) [79].

1.3.1.  Staphylococcus aureus
Najbardziej chorobotwdrczym gatunkiem z rodzaju Staphylococcus, wytwarzajgcym

najwiekszg liczbe czynnikédw chorobotworczosci jest Staphylococcus aureus [149].
Stale kolonizuje on okoto 30% populacji, ale ze wzgledu na wytwarzanie wielu czynnikéw
odpowiedzialnych za chorobotwdrczo$¢ nie moze by¢ uwazany za skfadnik normailnej flory
bakteryjnej cztowieka.

S.aureus powoduje ostre, czesto zagrazajgce zyciu infekcje zwigzane
z owrzodzeniami skory i ranami pooperacyjnymi, zakazenia ukfadowe i narzgdowe,
zapalenie wsierdzia, kosci i szpiku, zapalenie ptuc, zatrucia pokarmowe [63]. Bakteria ta
stanowi najczestszy patogen w przypadkach zakazenia stopy cukrzycowej pojedynczym

szczepem bakterii [125].
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1.3.2.  Staphylococcus epidermidis
Koagulazoujemne gronkowce (CoNS) to sktadnik flory bakteryjnej skéry i bton sluzowych

zdrowych ludzi; mogg by¢ takze czynnikiem patogennym u chorych z zakazeniami implantéw
ortopedycznych, zastawek serca, protez naczyniowych i zakazeniami uktadu moczowego
[20].

Najbardziej powszechnym gatunkiem jest S.epidermidis [107]. Przez dtugi czas
S.epidermidis uwazany byt za nieszkodliwy drobnoustrdj. Badania wskazujg jednak, ze jest
to patogen oportunistyczny i w sprzyjajgcych warunkach, przy obnizonej odpornosci
gospodarza, moze przyczynia¢ sie do rozwoju zakazen. S.epidermidis moze zapobiegaé
kolonizacji organizmu gospodarza przez bardziej wirulentne mikroorganizmy, takie jak
S.aureus. Nie potwierdzono jednak, czy S.epidermidis wydziela czynniki majgce wplyw
na kolonizacje innych drobnoustrojow in vivo. Chociaz zakazenia powodowane przez
S.epidermidis nie zagrazajg zwykle bezposrednio zyciu chorego, sg one trudne do leczenia
i stanowig powazny problem zdrowotny. Trudnoéci wynikajg gtéwnie z opornosci
na antybiotyki i zdolnosci do tworzenia biofilmu, czyli kolonii bakterii w macierzy

zewnatrzkomérkowych polisacharydéw (PIA) [138, 110].

1.4. Wirulencja bakterii
W proces zapoczgtkowania zakazenia zaangazowane sg m.in. takie czynniki

bakteryjne jak: zdolnos¢ adhezji do powierzchni komoérek tkanki gospodarza i ewentualne;j
penetracji do wnetrza komorki, rozprzestrzenianie sie miedzy komérkami (inwazyjnosé
patogena), zdolno$¢ do produkcji toksyn, opornos¢ na antybakteryjne czynniki obecne
w surowicy. Adhezyny, polisacharydy otoczkowe, biatka powierzchniowe, endotoksyny oraz
enzymy pozwalajg bakteriom kolonizowa¢ komorki gospodarza, przestrzenie
miedzykomodrkowe i ptyny ustrojowe [141].

Wirulencja bakterii okresla ich stopien zjadliwos$ci. Istotnym czynnikiem, od ktorego
zalezy wptyw bakterii na organizm gospodarza, jest sprawnos$¢ uktadu immunologicznego
gospodarza. Mikroorganizm zazwyczaj nie ekspresjonuje czynnikdw  wirulencji
w organizmie gospodarza o swoistej odpornosci [141]. Czynnikami wirulencji sg: adhezyny,
inwazyny, zewnagtrzkomorkowe enzymy i toksyny, elementy biofilimu. Nagromadzenie
czynnikdw wirulencji przyczynia sie¢ do zwigkszonej opornosci bakterii na powszechnie
stosowane antybiotyki i w ten sposob utatwia przetrwanie bakterii w nieprzychylnym
Srodowisku gospodarza [79].

Bakterie S.aureus mogg produkowaé ponad 30 czynnikéw wirulencji, ktére dzielimy

na 2 gtéwne grupy: 1) czynniki zwigzane z powierzchnig komorki bakteryjnej i 2) enzymy
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degradujgce. Elementy powierzchni rozpoznajgce adhezyjne czgsteczki macierzy
zewnagtrzkomorkowej to biatka powierzchniowe promujgce kolonizacje w wyniku zwigzania
Zz macierzg komorkowg gospodarza. W sktad tej grupy wchodzg biatka wigzgce fibrynogen,
fibronektyne i kolagen. Odgrywajg one zasadniczg role w poczatkowej fazie zakazenia,
a takze decydujg o =zdolnosci bakterii do wigzania sie do tkanek gospodarza
i inicjowania kolonizacji [109].

Bakterie S. aureus w dalszym etapie rozwoju zakazenia mogg wydziela¢ wiele
czynnikow (enzymdw i egzotoksyn) pozwalajgcych na pozyskiwanie sktadnikow odzywczych,
inwazje komoérek gospodarza, przezycie komoérek bakteryjnych w organizmie gospodarza
i ich rozprzestrzenianie sie. Patogenne bakterie produkujg enzymy: proteazy, hialuronidazy,
lipazy. Czynniki te uczestniczg w destrukcji tkanek. Wazng cechg S.aureus jest zdolnosé
do wydzielania toksyn, ktére formujg pory w btonach cytoplazmatycznych i przyczyniajg sie
w ten sposéb do lizy komoérek [109]. S.aureus produkuje toksyne zespotu wstrzgsu
toksycznego (TSST-1), eksfoliatyny, hemolizyny, leukocydyny oraz gronkowcowe
enterotoksyny (SE). Toksyny te majg roézny mechanizm dziatania. Enterotoksyny sag
odpowiedzialne za zatrucia pokarmowe, natomiast eksfoliatyny zluszczajg naskoérek [109].
Eksfoliatyna A (Eta) i eksfoliatyna B (Etb) sg $cisle powigzane z zespotem oparzonej skory.
Hemolizyny (alfa, beta gamma i delta) oraz leukocydyny, dzieki zdolnosciom cytolitycznym,
uszkadzajg komorki gospodarza i utatwiajg inwazje tkanek. Hemolizyna alfa oligomeryzuje
w bfonie komdrkowej tworzac pory umozliwiajgce osmolityczng cytolize [108]. Wsréd
czynnikdw wirulencji S.aureus, biatka powierzchniowe, jak Cna (biatko wigzace sie
do kolagenu) i FnBPA (biatko wigzgce sie do fibronektyny), promujg bakteryjng adhezje
i kolonizacje rany. Bakterie S.aureus produkujg takze liczne toksyny, m.in. eksfoliatyny Eta
i Etd, przyczyniajgce sie do ztuszczania naskorka [103]. Z kolei egzotoksyna, Edin, hamuje
réznicowanie sie komorek naskorka [28].

S.epidermidis produkuje takze adhezyny, m.in. AtlE, stanowigcg gtéwng autolizyne
umozliwiajgcg wigzanie sie bakterii do biatek gospodarza [144]. Bakterie S. aureus
i S. epidermidis przylegajg do owrzodzonej tkanki i sg zdolne do tworzenia biofilmu.
Bakteryjny biofilm odgrywa role m.in. w patogenezie zakazeh, w kolonizacji sprzetéw
medycznych oraz tkanek. Wytwarzanie biofilmu zwigzane jest z obecnoscig operonu
icaADBC [116]. Sekwencja insercyjna 1S256 ma wplyw na wystepowanie inwazyjnego
biofilmu u bakterii S.epidermidis i dlatego moze stanowi¢ marker patogennosci tego gatunku
[77].
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1.4.1. Czynniki wirulencji S.aureus

1.4.1.1. FnBP - biatko wigzace fibronektyne

S.aureus wykazuje ekspresje licznych biatek powierzchniowych rozpoznajgcych
adhezyjne czgsteczki macierzy (ang.microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules, MSCRAMM), ktére odgrywajg znaczgcg role w Kkolonizacji tkanek
gospodarza i wirulencji bakterii [21].

Bakterie mogg przylega¢ do nieuszkodzonych komorek srodbtonka albo poprzez
receptory adhezyjne albo poprzez pomostowe ligandy: fibrynogen, fibronektyne, kolagen,
witronektyne, elastyne, protrombine, czynnik von Willebrandta.

Adhezyny to bakteryjne powierzchniowe biatka rozpoznajgce struktury (receptory)
na powierzchni gospodarza, utatwiajgce kolonizacje, a takze wzrost bakterii w organizmie
gospodarza [39]. Duza liczba adhezyn niezbednych dla rozpoznania réznych receptoréw
wydaje sie stanowi¢ wazny czynnik w rozwoju zakazen i moze zwiekszaC patogennosc
szczepow.

Do gtownych adhezyn nalezg biatka wigzgce fibronektyne (FnBP). Stanowig one
wielofunkcyjne MSCRAMM i petnig kluczowg role w inwazji komérek eukariotycznych
przez bakterie S.aureus. Wiekszos¢ szczepdw bakteryjnych rozréznianych we florze
szpitalnej (77%) koduje dwa biatka wigzgce fibronektyne: FnBPA i FnBPB [27]. Biatka te
sg kodowane przez geny fnbA i fnbB i uczestniczg w wigzaniu si¢ bakterii do sktadnikow
macierzy zewnagtrzkomorkowej [124]. Biatko wigzgce fibronektyne moze funkcjonowac
zarowno jako adhezyna, jak rowniez jako inwazyna w procesie adhezji [76].

Biatka FnBP sg znaczgco powigzane z zakazeniem ogdlnoustrojowym, nagtg utratg
wagi i smiertelnoscig w modelu zwierzecym sepsy u gryzoni. Biatko FnBPA moze utatwiac
kolonizacje zastawek serca, a takze naptyw bakterii do Sledziony, co sprzyja powstawaniu
zakazen tych narzgdow [32].

Domeny biatka FnBPA odgrywajg dwie role: rownolegtg (wigzanie fibrynogenu inicjuje
chorobe) i synergistyczng (zwigzang z rozwojem choroby). Wigzanie fibrynogenu wystepuje
we wczesnym etapie procesu zakazenia, podczas gdy wigzanie fibronektyny nastepuje
w pozniejszym czasie [108].

Sekwencje aminokwasowe fragmentow wigzgcych fibronektyne sg wysoce
konserwatywne u cze$ci szczepow (95% zgodnosci), w przeciwienstwie do domen
wigzacych fibrynogen i elastyne, znacznie roznigcych sie u réznych szczepéw (45%
zgodnosci) [21].

Biatka FnBP, jako czynniki powierzchniowe inicjujgce adhezje bakterii S.aureus

do komoérek gospodarza, wigzg sie z fibronektyng petnigca role czasteczki posredniczace;j
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w wigzaniu sie do integryny asf+. Integryna ta jest gtébwnym receptorem dla wigzania sie
fibronektyny na powierzchni komérek gospodarza. Zwigzanie to aktywuje liczne biatka
strukturalne i enzymy uczestniczgce w przekazywaniu sygnatow w komorce oraz w aktywacji
wielu czasteczek efektorowych powodujgcych polimeryzacje aktyny i rearanzacje
cytoszkieletu komorki. Wynikiem tych proceséw jest endocytoza bakterii do wnetrza komorki

gospodarza [54].

S. dureus
\ FNBP

/

‘fibronektyna

integryna

_—\-\\\
-m endocytoza
FAK regulowana przez

e dynamine
Src) )
s P

aktyna

kortaktyna

rearanzacja
cytoszkieletu

Rycina 1. Wnikanie komodrek bakteryjnych S.aureus do wnetrza komorek

gospodarza- na podstawie [54] - rycina zmodyfikowana
FAK- kinaza adhezji miejscowej, RGD- motyw wigzgcy integryne asB1 (Arg-Gly-Asp), Src—
rodzina kinaz biatkowych biorgcych udziat w przekazywaniu sygnatéw w komoérce

Sekwencja polipeptydu FnBPA sktada sie z 11 r6znych powtdrzehh aminokwasowych,
ktére posredniczg w wigzaniu sie do fibronektyny [32]. Badania przeprowadzone na modelu
zwierzecym sepsy wskazujg, ze liczba powtdrzen ma znaczacy wpltyw na wirulencje.
Bakterie S.aureus wydzielajgce biatka FNBPA bez lub z kilkoma powtdrzeniami sg znacznie

mniej wirulentne w porownaniu z biatkami FnBPA zawierajgcymi wszystkie powtorzenia [32].

1.4.1.2. Biatko wigzace kolagen Cna
Biatko wigzgce kolagen nalezy do adhezyn powierzchniowych i kodowane jest przez
gen cna. Umozliwia bakteriom wigzanie kolagenu oraz tkanek zawierajgcych kolagen
stanowigc czynnik patogenezy zapalenia kosci, stawdw i wsierdzia [109].
Biatko Cna posiada N-kohcowy peptyd sygnalny, a takze region A o masie
55 kDa nie zawierajgcy powtoérzen, region B, w sktad ktérego wchodzg 1-4 powtdrzone
jednostki o masie 25 kDa, region kotwiczgcy biatko w $cianie komdérkowej, segment
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transbtonowy oraz krétki fragment cytoplazmatyczny [58]. Region A zawiera fragment
peptydowy o masie czgsteczkowej 19 kDa, ktory odpowiedzialny jest za wigzanie sie do kilku
typow kolagenu.

Mechanizm dziatania biatka Cna jako czynnika wirulencji nie jest jasny. U szczepow
S.aureus zidentyfikowano trzy rodzaje biatka Cna posiadajgce te samg zdolno$¢ wigzania
kolagenu, lecz rézng mase czasteczkowg. Znaleziono rowniez forme biatka Cna, ktora
nie wigze kolagenu z powodu mutacji punktowej. Biatka petnigce analogiczne funkcje do Cna
odnaleziono rowniez w innych bakteriach m.in. Ace (Enterococcus faecalis),
Acm (Enterococcus faecium), Cne (Streptococcus equi). Biatka te posiadajg domene
podobng do domeny A w biatku Cna, ktéra odpowiada za zdolnos¢ do wigzania kolagenu
[146].

motyw
LPXTG

v

S
Cna l A B B B

WM

Rycina 2. Schemat budowy biatka wigzgcego kolagen.

S- peptyd sygnalny, A, B - domeny, W- region zlokalizowany w $cianie komoérkowej, M-
region znajdujgcy sie w btonie komoérkowej, motyw LPXTG (leucyna, prolina, x-dowolny
aminokwas, treonina, glicyna) — element biatek rozpoznawanych przez sortaze [67]

1.4.1.3. Toksyna Eta
Eksfoliatyny nalezg do rodziny toksyn gorgczkotworczych o aktywnosci superantygendw.
Wyrdznia sie cztery rodzaje: eksfoliatyne A (Eta), B (Etb), C (Etc) i D (Etd) [100].

Eksfoliatyny A i B powodujg gronkowcowy zespo6t oparzonej skory (SSS) i liszajec
pecherzowy. Eksfoliatyne C po raz pierwszy wyizolowano z zakazenia skory u konia.
Eksfoliatyna D jest odpowiedzialna za zakazenia skory u ludzi.

Eksfoliatyny uszkadzajg desmoglobing-1 (Dsg-1), glikoproteing wytwarzang
wytgcznie w skoérze, ktéra wystepuje w potgczeniach pomiedzy keratynocytami
(desmosomami). W wyniku uszkodzenia Dsg-1 nastepuje rozdzielenie keratynocytow,
co skutkuje ztuszczaniem sie naskorka i powstawaniem pecherzy. Bakterie wnikajg

wowczas do gtebszych warstw naskorka [2].
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1.4.1.4. Inhibitor réznicowania sie komoérek naskoérka Edin oraz
eksfoliatyna Etd

Inhibitor réznicowania sie komorek naskoérka to egzotoksyna przyczyniajgca sie
do formowania duzych miedzykomorkowych tuneli, makrootworéw w komérkach srédbtonka,
a takze hamujgca proces réznicowania sie komérek naskorka.

Szczepy S.aureus wytwarzajg egzotoksyny Edin nalezace do 3 typow: Edin-A, Edin-B
lub Edin-C [93]. Egzotoksyna Edin moze wzmacniaé inwazyjng zdolno$¢ szczepdw
S.aureus. Szczepy posiadajgce gen edin czesto sg odpowiedzialne za zakazenia gtebokie
tkanek miegkkich. Toksyna Edin ma wptyw na podstawowe procesy komodrkowe,
m.in. fagocytoze [94].

Geny edin-B i etd stanowig centralng czes¢ wyspy patogenicznosci [42]. Wyspy
patogenicznoéci to duze (10-200 kpz) regiony genomu skupiajgce geny dla czynnikdéw
wirulencji. Zaobserwowano wspotwystepowanie gendw inhibitora réznicowania sie komaorek
naskorka z eksfoliatyng D.

Badanie funkcji eksfoliatyn na mysim modelu wskazuje na indukcje
wewnatrznaskorkowego rozrywania wigzan przez biatko Etd. Petna rola Etd nie zostata
do konhca poznana, trwajg intensywne badania tej eksfoliatyny [83].

Rekombinowana toksyna Edin, a takze toksyna Edin wytwarzana przez S.aureus
dostajg sie do wnetrza komérek na drodze endocytozy i hamujg proces gojenia sie ran

na poziomie komorek srédbtonka [42].

1.4.1.5. Leukocydyna PVL

PVL jest cytotoksyng formujgcg pory w ludzkich komdérkach jedno- i wielojadrzastych,
przyczyniajgcq sie do destrukcji leukocytow i martwicy tkanek. Moze stanowi¢ potencjalny
czynnik wirulencji powigzany z martwiczymi owrzodzeniami skory i tkanek podskérnych.

W Europie Zachodniej leukocydyna PVL jest wykrywana w niewielkiej liczbie
szczepOow S.aureus pochodzgcych od zdrowych ochotnikéw (ok. 5%). Zidentyfikowano
ja natomiast u 55% szczepow pochodzgcych z zapalenia tkanki tgcznej, 50% szczepdw
z owrzodzen skornych i 23% szczepdw z zapalenia kosci. Brak jest tego czynnika
w szczepach odpowiedzialnych za inne zakazenia, takie jak zapalenia wsierdzia, szpitalne

zapalenie ptuc czy zakazenia uktadu moczowego [83].

1.4.1.6. Gen opornosci na metycyline mecA

S.aureus jest powszechnie znany ze swych zdolnosci do szybkiego nabywania

opornosci na antybiotyki. Oporno$¢ bakteryjna ma znaczacy wplyw na wzmocnienie
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wirulencji, opdznione dziatanie terapii leczniczej, dtuzszg hospitalizacje i czas powrotu
do sprawno$ci fizycznej u chorych [87].

Po rozprzestrzenieniu sie opornosci bakterii na penicyline w XX w. metycylina stata
sie antybiotykiem pierwszego wyboru dla zakazen S.aureus. Metycylina jest antybiotykiem
waznym klinicznie, poniewaz opornos¢ na ten lek oznacza opornosc in vivo na wszystkie
antybiotyki B-laktamowe [49].

Po poczatkowym okresie duzej aktywnosci w leczeniu zakazen gronkowcowych,
S.aureus szybko nabyt opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe (juz 2 lata po wprowadzeniu
penicyliny do leczenia), przy czym cecha ta przewaza w szczepach produkujgcych sluz
(81%) w poréwnaniu do szczepdw nie produkujgcych Sluzu (57%) [136]. Obecnie kliniczne
szczepy W ok. 91% sg oporne na penicyling, a u ok. 80% szczepdéw szpitalnych i 30-40%
izolatéw otrzymanych od zdrowych ochotnikéw lub chorych nie hospitalizowanych obserwuje
sie opornos¢ na metycyline. Oporno$¢é na metycyline wystepuje bardzo czesto réwniez
u koagulazoujemnych gronkowcéw, takich jak S.epidermidis [126].

Ponad 50% szczepéw S.aureus izolowanych z owrzodzen stopy cukrzycowej
to MRSA, przewazajg one takze u chorych z zakazong stopg cukrzycowa.

Szczepy S.aureus oporne na metycyline charakteryzujg sie obecnoscig duzego
ruchomego elementu genetycznego nazywanego gronkowcowg kasetg chromosomowg
(SCCmec), ktéra moze by¢ przenoszona pomiedzy poszczegdinymi gronkowcami [148, 101].
Kaseta zawiera gen mecA, ktory koduje zmienione biatko wigzgce penicyling PBP2a, z niskg
zdolnoscig wigzania sie do wszystkich B-laktaméw [61]. PBP2a umozliwia transpeptydacje
warstwy peptydoglikanu w obecnosci antybiotyku, przyczyniajgc sie do utatwionego
wzrastania szczepéw MRSA w srodowisku o0 duzym stezeniu antybiotyku [61].

WSsréd bakterii z rodzaju Staphylococcus opisano piec typow kaset SCCmec (I-V).
Szczepy szpitalne oporne na metycyline charakteryzujg sie wystepowaniem kaset
SCCmec nalezgcych do typow I-lll, natomiast szczepy pozaszpitalne zawierajg kasete
typu IV [12].

Mechanizm odpowiedzialny za transfer genu mecA nie jest znany. Postuluje sie,
ze mozliwy jest horyzontalny transfer genu pomiedzy gronkowcami, a innymi bakteriami

Gram-dodatnimi. Sugeruje sie, ze transfer genu mecA nastepuje od CoNS do S.aureus [53].
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1.4.2. Czynniki wirulencji S.epidermidis

1.4.2.1. AtIE - autolizyna bakterii S.epidermidis

Produkt genu atl (Atl) u szczepdw S.aureus jest gtdbwng autolizyng powierzchniowa.
Odpowiednikiem tego biatka u S.epidermidis jest gen atlE i jego produkt AtIE, ktéry odgrywa
kluczowg role w adhezji, poprzez bezposrednig reakcje z powierzchnig hydrofobowg
protez [16]. Biatko AtIE posiada takze zdolnos¢ do wigzania sie do witronektyny
i fibronektyny [13]. Mutacje w genie atlE przyczyniajg sie¢ do zredukowanej zdolnosci
do kolonizowania powierzchni polimerowych. Poza tym mutanty genu atlE tracg zdolno$¢

do wigzania sie do witronektyny.

Gen atl koduje dwufunkcyjng peptydoglikanowg hydrolaze bakterii S.aureus.
Peptydoglikanohydrolazy sg grupg enzymoéw biorgcych udziat w rozkifadzie i obrocie
peptydoglikanu u bakterii. Odgrywajg wiec role w patogenezie zakazen bakteryjnych.
Wskutek aktywacji specyficznych peptydoglikanohydrolaz zwanych autolizynami, komorki
bakterii ulegajg lizie [80]. Dzieki oddziatywaniom hydrofobowym z powierzchnig AtlE

umozliwia zapoczatkowanie tworzenia biofilmu, czyli pierwotne przyleganie bakterii.

1.4.2.2. Sekwencja insercyjna 1S256

Sekwencja 1S256 nalezy do rodziny sekwencji insercyjnych, ktdére obecne sa
w szerokim kregu bakteryjnych rodzajoéw: Staphylococcus, Enterococcus, Mycobacterium,
Burkholderia, Rhizobium, Rhodococcus, Lactobacillus i Yersinia [57]. Obecnos¢ wielu kopii
1IS256 odpowiada za zdolnos¢ S.epidermidis do adaptowania sie do warunkéw srodowiska.
Genomowe rearanzacje wynikajgce z wstawiania i wycinania sekwencji 1S256 wptywajg na
utatwiong adaptacje bakterii S.epidermidis do srodowiska szpitalnego [61].

Sekwencja insercyjna 1S256 wptywa na ekspresje operonu icaADBC, formowanie
biofilmu i opornos¢ aminoglikozydowg szczepdw S.epidermidis [81]. 1S256 uczestniczy
w fazie réznicowania sie bakterii podczas ekspresji operonu icaADBC [122]. Potwierdzono,
ze niektére szczepy mogg nabywac badz traci¢ zdolnos¢ do produkcji biofilmu poprzez
wstawienie lub wyciecie sekwencji insercyjnej 1S256 do gendw icaA, icaB albo icaC [38].

Obecnos¢ 1S256  skutkuje opornoscig wigkszosci izolatdbw  bakteryjnych
na aminoglikozydy, poniewaz powigzana jest ona z posredniczgcym w opornosci amino-
glikozydowej, transpozonem Tn4001 [41]. Dodatkowo 1S256 tgczy sie z wystepowaniem
opornosci antybiotykowej przeciwko penicylinie, cefalosporynom, makrolidom, chinolonom,

tetracyklinie, klindamycynie, ryfampicynie, jak rowniez opornoséci wielolekowe;.
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Czynniki wirulencji: operon icaADBC, sekwencja 1S256 i oporno$¢ antybiotykowa
wspotistniejg w wiekszosci izolatdow bakteryjnych, ktére sg powszechne w Srodowisku
szpitalnym [91]. Poniewaz sekwencja 1S256 wystepuje czesto w szczepach pochodzenia
klinicznego, uznawana jest za marker rozrézniajgcy szczepy S.epidermidis inwazyjne
od komensalnych [105]. 1IS256 zidentyfikowano jako typowy marker wieloopornych szczepow
szpitalnych, a takze tworzacych biofilm szczepow przyczyniajgcych sie do powstania

oportunistycznych zakazeh [57].

1.5. Biofilm

Biofilm to kompleks wspotistniejgcych mikroorganizméw, umieszczonych w macierzy
miedzykomérkowej, w ktdorym nawet odlegte od siebie szczepy pozostajg we wzajemnej
zaleznosci [85].

Wiekszos¢ bakterii wywotujgcych zakazenia stanowi naturalng mikroflore cztowieka
i jako nieszkodliwe bakterie komensalne wytwarza biofilmy. W takim przypadku biofilm
odgrywa ochronng oraz korzystng role w organizmie gospodarza. W niesprzyjajacych
warunkach srodowiska ,nieszkodliwy” biofilm przeksztatcany jest w patogenny, odgrywajgc
role w patogenezie zakazen przewodu pokarmowego, uktadu moczowego, przewlektym
zapaleniu oskrzeli, zapaleniu wsierdzia [140,77]. Gronkowce produkujgce biofilm
odpowiedzialne sg za zakazenia implantéw naczyniowych, cewnikéw, zastawek serca oraz
stentow wiencowych, co moze stanowi¢ zrédto rozprzestrzeniania sie bakterii S.aureus
do innych miejsc organizmu [106].

Badania przeprowadzone przez Plata i wsp. [109] wskazujg, ze wsrdéd klinicznych
izolatow S.aureus 45-75% szczepdw (w zaleznosci od rodzaju zakazenia) posiada zdolno$é
do formowania biofilmu. Szacuje sie, ze ok. 65% szpitalnych zakazen, a 80% wszystkich
znanych zakazen jest zwigzanych z wystepowaniem tej struktury [137,142].

Wydtuzajgca sie ekspozycja na bakterie tworzgce biofilm w przypadku trudno
gojacych sie ran moze prowadzi¢ do dlugotrwatej odpowiedzi zapalnej i zaburzen
w procesie gojenia sie [104].

Bakterie w biofilmie charakteryzujg sie zmieniong charakterystykg wzrostu. Ponadto
znacznie roznig sie ekspresjg gendéw od bakterii pozostajgcych w formie rozproszonej [130].
W biofilmie rozprowadzanie sktadnikéw odzywczych i witamin jest spowolnione, w zwigzku
z czym czesC bakterii jest metabolicznie nieaktywna. Bakterie wewnatrz biofilmu majg
ograniczong przestrzeh do wzrastania i rosng wolniej. Z tego powodu stanowig trudniejszy

cel dla antybiotykow, ktére dziatajg gtownie na bakterie rosngce szybko [122]. Dodatkowo
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dostepnos¢ bakterii w biofilmie dla uktadu obronnego gospodarza jest utrudniona,
a antybiotyki nie docierajg do miejsca docelowego.

W wiekszosci biofilméw mikroorganizmy stanowig mniej niz 10% suchej masy,
podczas gdy macierz zewngtrzkomérkowa to az 90%.

Macierzg okresla sie konglomerat réznych typow biopolimeréw, znanych jako
zewnatrzkomérkowe  polimery (ang. extracellular polymeric  substances, EPS),
odpowiedzialnych za adhezje do powierzchni, a takze formowanie szkieletu
dla tréjwymiarowej struktury biofilmu. EPS stanowig rowniez zrédto sktadnikow odzywczych,
chronig  mikroorganizmy przed wysychaniem, antybiotykami, kationami metali,
promieniowaniem UV i systemem immunologicznym gospodarza. Poza wielocukrami
macierz zawiera takze biatka, kwasy nukleinowe, ttuszcze i inne biopolimery oraz jest
stabilizowana przez elementy zewnatrzkomérkowe bakterii: pilusy, fimbrie [38].

Macierz wspomaga tworzenie mikrokolonii, a takze umozliwia tworzenie Sciezek
sygnatowych komoérka-komoérka, formuje tunele dla przeptywu ptynéw, doptywu substancii
odzywczych i odptywu produktéw przemiany materii oraz utatwia transfer genéw poprzez
procesy koniugacji, transformacji i transdukcji [85]. Wytwarzanie biopolimeréw stanowi
wyznacznik patogennosci u szczepoéw S.epidermidis zaréwno w zakazeniach implantow,
jak rowniez w zakazeniach nie powigzanych ze sztucznymi materiatami [96].

Rozw¢j biofilmu jest procesem ztozonym i wieloczynnikowym. Mechanizmy
odpowiedzialne za jego powstawanie réznig sie w zaleznosci od warunkoéw srodowiskowych
i specyficznych cech bakterii. Na powstawanie biofilmu u gronkowcow wptywajg liczne
czynniki Srodowiskowe: wzbogacenie podioza hodowlanego w glukoze, NaCl, cytrynian
sodowy, zelazo, heparyne, a ponadto wysoka osmolalnosé, dostepnosé tlenu, obecnosé
etanolu, temperatura [136].

Biofilm wytwarzany jest w krotkim czasie po adhezji komédrek bakteryjnych
do powierzchni (3-4 godziny), gdy wzrost bakterii ulega, po poczatkowym okresie adaptacji,
przyspieszeniu. Rozpoczyna sie formowanie polimerow, co nasila adhezje bakterii
do powierzchni i tworzenie agregatéw [35]. Powstawanie biofilmu jest procesem
dynamicznym i obejmuje cztery etapy:

a) poczatkowag adhezje - autolizyna AtIE, umozliwia zapoczatkowanie tworzenia
biofilmu poprzez oddziatywania hydrofobowe z powierzchnig ,nagq” lub pokrytg biatkami
gospodarza: witronektynag, fibronektyna, fibrynogenem, kolagenem, lamining,

b) agregacje komorek bakteryjnych powigzang z miedzykomérkowg adhezyng
polisacharydowg PIA (ang. polysacccharide intercellular adhesin), biatkami- Bap, Aap, FnBP
i zewnagtrzkomorkowym DNA z bakterii, ktére ulegty lizie,

c) dojrzewanie - wzrost bakterii w warunkach tlenowych i beztlenowych,
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d) dyspersje - odpowiada za rozprzestrzenianie sie zakazenia, obejmuje synteze
proteaz, nukleaz i innych enzymow [35].

Bakterie w biofilmie sg trudne do izolacji, dlatego diagnoza zakazen przez
nie wywotywanych wymaga technik innych od tych, ktére stosowane sg w konwencjonalnej
mikrobiologii [61]. Zakazenia zwigzane z biofilmem tworzonym przez gronkowce sg zwykle
jednogatunkowe. Woyjadnieniem tego zjawiska mogg byé dobrze rozwiniete Sciezki
sygnatowe miedzy komorkami bakteryjnymi gronkowcéw, ktore prowadzg do zahamowania
ekspresji czynnikow wirulencji innych rodzajéw bakterii, bgdz tez ewolucyjna adaptacja

bakterii do specyficznego $rodowiska (np. S.epidermidis do powierzchni skéry) [101].

1.5.1. Operon icaADBC i miedzykomodrkowa adhezyna

polisacharydowa PIA

Bakterie S.aureus posiadajg dwa niezalezne mechanizmy wytwarzania biofilmu:
1) powigzany z adhezyng PIA i 2) niezalezny od PIA (powigzany z biatkami adhezyjnymi
oraz globalnymi regulatorami sarA i agr). Ekspresja regulatora agr umozliwia odrywanie sie
komérek bakteryjnych od biofilmu. Gdy regulator agr nie jest aktywny, bakterie pozostajg
w pierwszej fazie formowania biofimu i przylegajg do powierzchni. Mutacje
w regulatorze agr przyczyniajg sie do zwiekszonej adherencji i wytwarzania stabilniejszych
biofilméw [4].

W formowanie biofilmu u bakterii wigczone sg geny takie jak: operon icaADBC,
autolizyna atlE, fruA (gen kodujgcy fruktospecyficzne permeazy), sarA (biatko kodujgce
regulator) i sigB (gen kodujgcy czynnik sigma) [112].

W skfad operonu icaADBC wchodzg cztery geny: icaA (1238bp), icaD (305 bp),
icaB (869 bp) iicaC (1067 bp) kontrolowane przez gen icaR (557 bp) [29].

IcaA jest transmembranowym Dbiatkiem zawierajgcym 412 aminokwasy,
posiadajgcym homologie do N-acetyloglukozoaminotransferazy. Dla optymalnej aktywnosci
wymaga produktu genu icaD. Kooperacja biatek IcaA i lcaD wzmaga aktywnos$é
glukozotransferazy,  przyczyniajgc  sie do  produkcji  dtuzszych  fragmentéw
N-acetyloglukozoaminy [142]. Gen icaC jest wigczony w translokacje tworzonego
polisacharydu do powierzchni komorki.

Zwigzane z  powierzchnig biatko IcaB odpowiada za  deacetylacje
poli-N-acetyloglukozoaminy [97]. Usuniecie genu icaB z operonu icaADBC szczepdw
S.aureus i S.epidermidis prowadzi do produkcji adhezyny PIA, ktéra wigze sie mnigj

efektywnie do powierzchni komorki, co prowadzi do powstania szczepdw nie wytwarzajgcych
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biofilmu. Nadekspresja genu icaB skutkuje powstaniem trwalszych, grubszych biofiiméw
[117]. Wystepujgcy u S.aureus i S.epidermidis gen icaR, o ukierunkowaniu przeciwnym
do locusu icaADBC, koduje represor odgrywajgcy zasadniczg role w srodowiskowej regulaciji
ekspres;ji operonu icaADBC [97].

Przedmiotem najwiekszej liczby badan jest operon icaADBC, ktory koduje
miedzykomorkowg adhezyne polisacharydowg PIA [36]. Produkcja PIA stanowi obecnie
najlepiej zdefiniowany mechanizm formowania biofiimu u bakterii S.epidermidis
i S.aureus [96]. PIA to [B-(1,6)-glukozoaminoglikan [63]. Wydzielanie PIA umozliwia
poczatkowg adherencje do powierzchni polimerow i pomiedzy bakteriami oraz sygnalizacje
komoérka-komorka, co ufatwia formowanie sie biofilmu. Deacylacja PIA jest niezbedna
w procesie wigzania PIA do powierzchni komorki, jak rowniez do tworzenia biofilmu,
kolonizacji powierzchni i obrony przed odpowiedzig ukfadu immunologicznego gospodarza
[36].

Czes¢ szczepodw izolowanych z biofilméw przy braku operonu icaADBC akumuluje

biofilm dzieki udziatowi biatek Aap i Bap [100].

1.5.2. Quorum sensing

Bakterie majg zdolno$¢ syntezy autoprzekaznikow, ktorych stezenie w Srodowisku
rosnie w miare wzrostu gestosci komorek w danej populaciji [4]. Sygnaly wysylane przez
przekazniki sg rozpoznawane przez wyspecjalizowane biatka receptorowe. Odpowiedzig
komorek w populacji jest zmiana ekspresji roznorodnych genéw kontrolujgcych wazne szlaki
metaboliczne i procesy zyciowe. Funkcje czgsteczek sygnatowych u S.aureus petnig
oligopeptydy, powstajagce w wyniku trawienia wiekszych prekursoréow biatkowych [59].
Powyzsze zjawisko, zalezne od gestosci wystepowania komorek, nosi nazwe
quorum sensing i odgrywa istotng role m.in. w wirulencji, syntezie enzymow, tworzeniu
biofilmu [4]. Quorum sensing kontrolowany jest przez system regulatorowy agr. Wraz ze
wzrostem gestosci wystepowania bakterii, system agr staje sie bardziej aktywny i produkuje
w duzej ilosci zewngtrzkomérkowe egzoenzymy degradacyjne oraz toksyny [145]. Nastepuje
przejscie bakterii ze stanu adhezji i komensalnej kolonizacji do powstawania inwazyjnych

i agresywnych patogendw.

1.6. Ocena stopnia pokrewienstwa miedzy szczepami
Obowigzkowym postepowaniem w monitorowaniu przenoszenia bakterii S.aureus

miedzy nosicielami jest typowanie wyodrebnionych izolatéw. Klonalnos¢ szczepdw S.aureus
umozliwia ocene poziomu pokrewienstwa miedzy izolatami zalezng od czynnikéw

Srodowiskowych [90].
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Mikroorganizmy klonalnie pokrewne majg takie same cechy biochemiczne oraz wiasciwosci
genomowe. Zaliczenie badanych szczepow do tego samego klonu potwierdza epidemiczny
charakter wywotywanych przez nie zakazen.

Typowanie izolatow bakteryjnych stuzy kontroli rozprzestrzeniania sie nosicielstwa
szczepOw S.aureus i S.epidermidis oraz zbieraniu informacji o epidemiach (Panstwowa
Inspekcja Sanitarna, Wojewodzkie Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne).

Ze wzgledu na klonalny charakter rozprzestrzeniania sie zakazen bakteriami
S.aureus i S.epidermidis istotne jest okreslenie stopnia pokrewienstwa analizowanych
izolatow klinicznych na podstawie markerow epidemiologicznych [90].

Ocena stopnia pokrewiehstwa miedzy szczepami ma duze znaczenie z punktu
widzenia prawno-roszczeniowego w przypadkach dochodzenia zrodla zakazen u chorych
hospitalizowanych. Odpowiada  bowiem na pytanie, czy rozwijajgce @ sie
u chorych zakazenie pochodzi z wiasnych bakterii chorego czy tez zwigzane jest
z bakteriami nabytymi w trakcie leczenia szpitalnego.

S.aureus to jeden z gtownych czynnikéw etiologicznych zakazen szpitalnych
i wystepowanie szczepow MRSA wigzano w przesziosci z hospitalizacjg chorego.
W ostatniej dekadzie szczepy MRSA pojawily sie w srodowisku pozaszpitalnym
i przyczyniajg sie do wystepowania zakazeh wsrod osob, u ktdrych nie zastosowano leczenia
szpitalnego. Szczepy te okreslamy jako CA-MRSA (pozaszpitalne szczepy MRSA). Szczepy
CA-MRSA posiadajg gen pvl i gronkowcowg kasete chromosomowg typu IV lub V. Te typy
kaset charakteryzujg sie obecnoscig genu mecA bez dodatkowych gendw opornosci
antybiotykowej. Ich cechg charakterystyczng jest zdolno$¢ przemieszczania sie wsrdd
szczepdbw S.aureus, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia populacji szczepdw MRSA u 0sdb,
ktére nie sg zwigzane ze s$rodowiskiem szpitalnym. Genotypowanie szczepéw MRSA
umozliwia przydzielenie bakterii do odpowiednich typdéw, a tym samym ustalenie

pochodzenia: szpitalne lub srodowiskowe [132].
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2. Cel pracy

Celem pracy byla ocena stopnia wirulencji wybranych gronkowcéw u chorych
z owrzodzeniem stopy cukrzycowej niedokrwiennej oraz neuropatycznej, a takze zbadanie

podobienstwa genetycznego izolatéw S.aureus i S.epidermidis u poszczegolnych chorych.
Szczegotowe cele pracy obejmowaly:

1) zbadanie czestosci wystepowania gendéw wirulencji u bakterii S.aureus
i S.epidermidis izolowanych od chorych z cukrzycg z uwzglednieniem:
- réznic pomiedzy stopg niedokrwienng a neuropatyczng
- miejsca pobrania materiatu do badan

- opornosci szczepow na metycyline

2) wstepng ocene przydatnosci badan wirulencji bakterii S.aureus i S.epidermidis

u chorych z zespotem stopy cukrzycowej w postepowaniu terapeutycznym.

3) ocene mozliwosci przenoszenia sie zakazenia pomiedzy chorymi na podstawie

okreslenia podobienstwa genetycznego szczepdw S.aureus oraz S.epidermidis
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3. Materiaty

Materiat do badan mikrobiologicznych pochodzit od 50 chorych z owrzodzeniem stopy
cukrzycowej leczonych w Klinice Gastroenterologii i Chordb Metabolicznych WUM
w Warszawie. Szpitalnie leczonych byto 16 chorych, a ambulatoryjnie 34 chorych. Materiat
kontrolny pochodzit od 20 zdrowych wolontariuszy bez cukrzycy.

Badania prowadzono za zgodg Komisji Bioetycznej Nr KB/172/2005

3.1. Kryteria wiaczenia chorych do badan

Kryteria wigczenia chorych do badan to:
- zdiagnozowana cukrzyca typu 2 z ustabilizowanym farmakologicznie poziomem cukru,
- owrzodzenie stopy w stadium 3 klasyfikacji Wagnera bez klinicznych objawow zapalenia
wokot owrzodzenia,
- podstawowe parametry morfologiczne i biochemiczne krwi:
e leukocytoza w normie (4000-10000 leukocytéw w 1mm? krwi),
e OB (Odczyn Biernackiego) w normie (w zaleznosci od pitci i wieku ponizej
8-20 mm/h),
o okreslenie stezenia hemoglobiny glikowanej HbA1c (dobra kontrola glikemii-
HbA1c <7%),
e okreslenie stezenia biatka CRP (norma 0-10 mg/l),
- indeks kostkowo/ramienny (ABI) potwierdzajgcy lub wykluczajgcy zaburzenia przeptywu
krwi w stopie- u chorych z niedokrwieniem ABI<0,9 ( norma: 0,9-1,2),
- badania dla potwierdzenia/wykluczenia zmian w unerwieniu czuciowym:
e badanie obecnosci neuropatii autonomicznej - neuropad,
e badanie czucia wibracji- neurotensjometr,

e Dbadanie czucia ucisku - monofilament Semmesa-Weinsteina.

Do grupy niedokrwiennej przypisano chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng
i mieszana/neuroniedokrwienng. Podziat ten opublikowany zostat wcze$niej przez
Gatkowska i wsp. [46]. Chorzy ze stopg mieszang cechowali sie bardzo znacznym
niedokrwieniem, ktére stanowito dominujgcg komponente przyczyniajgcg sie do rozwoju
owrzodzenia.

Grupy chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng nie roznity sie
istotnie wiekiem (Srednia odpowiednio 55 i 61 lat), czasem trwania cukrzycy (16,9 i 15,6 lat)
oraz parametrami laboratoryjnymi takimi jak: poziom leukocytow we krwi obwodowej,
stezenie biatka CRP, stezenie glikowanej hemoglobiny HbA1c. Badane grupy roznity sie
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znamiennie indeksem kostkowo-ramiennym (ABI| odpowiednio 1,17 i 0,61). Indeks stanowit
gtébwne kryterium podziatu. Chorzy z wartosciami ABI<0,9 przypisani zostali do grupy
chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienna.

U 13 z 29 chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng zastosowano leczenie
antybiotykowe przed pobraniem materiatu do badan. Stosowane u chorych antybiotyki to
gtobwnie amoksycylina i karbapenemy, a takze ciprofloksacyna, piperacylina
i klidamycyna. Czas stosowania antybiotykow wynosit od 3 dni do 4 tygodni.

Osmiu chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng leczono antybiotykami,
u 13 chorych leczenie nie obejmowato antybiotykoterapii. Zastosowane antybiotyki to:
ciprofloksacyna, amoksycylina i kindamycyna. Czas stosowania antybiotykéw wynosit od

4 dni do 2 miesiecy.

Tabela 3. Demograficzne, kliniczne i laboratoryjne parametry chorych z cukrzycg

Stopa cukrzycowa Stopa cukrzycowa
neuropatyczna niedokrwienna
Liczba chorych (n) 29 21
Sredni wiek chorych 55+11" 61 +11°
(lata)
Liczba mezczyzn (n) 26 (89,6%) 13 (61,9%)
Czas trwania cukrzycy 16 +8" 15+ 12"
(lata)
Wskaznik kostkowo- 1,17 £0,22" 0,61+0,12')
ramienny (ABI)
SteZenie biatka C- 15,8 +14,7'1 22,0 24,01
reaktywnego (mg/l)
HbA1c (%) 8,0+1,71 7,7 £2,31

"-odchylenie standardowe $redniej
T warto$¢ powyzej normy
I warto$é ponizej normy

3.2. Podziat grupy badanej

Miejsca pobrania materiatu:

Tkanki do badan mikrobiologicznych pobierane byty z trzech miejsc od chorych
z owrzodzeniem stopy cukrzycowej po wykonaniu planowego zabiegu opracowania
chirurgicznego rany:
- z wyskrobin z dna owrzodzenia [W],
- z biopsiji skory z brzegu owrzodzenia [SK],

- z wymazdw z powierzchni skory z okolicy miedzypalcowej [MP].
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Materiat kontrolny pochodzit od 20 zdrowych wolontariuszy bez cukrzycy, od ktérych

pobierano wymazy z powierzchni miedzypalcowej stopy.

Materiat od chorych zostat podzielony na dwie grupy:

- izolaty bakteryjne od pacjentow ze stopg cukrzycowg neuropatyczng (46 izolatow)

- izolaty bakteryjne od pacjentow ze stopg cukrzycowg niedokrwienng (29 izolatéw)

Materiat kontrolny od wolontariuszy bez cukrzycy pobierany z wymazow z powierzchni

stanowity 23 izolaty.

Zbiorcze dane dotyczgce izolatéw od chorych zebrane sg w Zatgczniku 1.

Zastosowane w badaniach zestawy i odczynniki przedstawione zostaty w Zatgcznikach 2-7.

Zastosowane w badaniach startery reakcji PCR przedstawione zostaty w Zatgcznikach 8-9.
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4. Metody

Izolacje szczepodw S.aureus i S.epidermidis z materialu klinicznego,
ich identyfikacje i bankowanie, a takze okreslanie opornosci szczepow na antybiotyki oraz
opornosci wielolekowej szczepow MRSA i MRSE wykonano w Zaktadzie Mikrobiologii

Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie.

4.1. Izolacja S.aureus i S.epidermidis z materiatu klinicznego,
identyfikacja i bankowanie

Wymazy i fragmenty tkanek pobrane od chorych z owrzodzeniem stopy
cukrzycowej i od zdrowych ochotnikéw transportowano w probowkach z podtozem
transportowym. Kolejne etapy obejmowaty inkubacje pobranego materiatu w ptynnym
podtozu BHI (nazwy producentéw uzytych odczynnikéw i innych materiatobw zebrano
w Zatgcznikach nr 2-7) w 37°C przez 24 godziny, posiew redukcyjny na ptytki z podtozem
statym wybidrczo-réznicujgcym Chapmana firmy Oxoid i inkubacje w 37°C przez
24 godziny w celu wyodrebnienia bakterii rodzaju Staphylococcus.

Gronkowce réznicowano na podstawie zdolnosci rozktadu mannitolu w podtozu
Chapmana. Podtoze to dodatkowo zawiera chlorek sodu hamujgcy wzrost innych
mikroorganizmdéw, poza gronkowcami. Do szczepow rozktadajgcych mannitol nalezg
S.aureus i S.saprophyticus. Mannitolu nie rozktadajg szczepy S.epidermidis.

W celu réznicowania szczepow S.aureus i S.saprophyticus zastosowano test
oceniajgcy zdolnos¢ do wytwarzania koagulazy- Slidex Staph-kit firmy bioMérieux. Bakterie
S.aureus dajg w tescie wynik dodatni (koagulazododatnie), a S.saprophyticus- ujemny
(koagulazoujemne).

Szczepy nie rozktadajgce mannitolu i dajgce watpliwe wyniki w tescie
Slidex Staph-kit identyfikowano biochemicznie za pomocg mikrotestow APl STAPH firmy
bioMérieux. Testy wykonywane byly wedlug procedury do nich zatgczonej, a wyniki
odczytywano w zatgczonej ksigzce kodow.

Zidentyfikowane szczepy S.aureus i S.epidermidis przenoszono na podtoze
Mueller-Hinton firmy Oxoid i inkubowano w 37°C przez 24 godziny, a nastepnie

zamrozono w amputkach Cryobank i przechowywano w temperaturze - 80° C [46].
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4.2. Okreslanie opornosci na antybiotyki oraz opornosci
wielolekowej szczepow MRSA i MRSE

Wysoki wskaznik wystepowania MRSA i szczepdéw wieloopornych u chorych
ambulatoryjnych odzwierciedla obecnos¢ szpitalnych szczepéw MRSA w populacji, u ktérych
wieloopornosc jest bardziej powszechna niz w izolatach srodowiskowych [53].

Szczepy klasyfikuje sie jako wielooporne, gdy sg oporne na 3 lub wiecej ré6znych klas
antybiotykdéw (wytgczajgc B-laktamy). W obecnych badaniach bazowano na wrazliwosci
na erytromycyne (antybiotyk makrolidowy), gentamycyne (antybiotyk aminoglikozydowy),
klindamycyne (antybiotyk linkozamidowy), lewofloksacyne (fluorochinolon), tetracykling
(antybiotyk tetracyklinowy) i kotrimoksazol (zawiera sulfonamid). W przypadku
wyizolowanych bakterii S.aureus i S.epidermidis sprawdzano opornos¢ na nastepujgce
antybiotyki:  penicyline, kotrimoksazol, gentamycyne, erytromycyne, klindamycyne,
tetracykliny, = minocykline, = wankomycyne, teikoplaning, ryfampicyne, chinoliny,
lewofloksacyne, kwas fusydowy, nitrofurantoine, oksacyline, chinuprystyne/dalfoprystyne.

Wrazliwosé na antybiotyki badano przy zastosowaniu komercyjnego testu
ATB-STAPH 5 zgodnie z metodykg producenta (bioMérieux). Wyniki odczytywano przy
pomocy programu komputerowego ATB STAPH.

W 0,85% NaCl przygotowywano zawiesine badanego szczepu odpowiadajgca
zmetnieniu 0,5 jednostki w skali McFarlanda (1 jednostka McFarlanda odpowiada
2,5-3x10° CFU (jednostka tworzgce kolonig)). Zawiesine przenoszono na poiptynne
podioze ATB. Po wymieszaniu nakraplano do studzienek w ptytce zawierajgcych
standardowe stezenia antybiotykow. Po 18 godzinach inkubacji odczytywano wynik
przy uzyciu czytnika. Spadek stopnia zmetnienia wskazywat na dziatanie leku. Podtoze

przezroczyste oznaczato zahamowanie wzrostu bakterii.

4.3. Izolacja DNA i wykrywanie obecnosci genéw kodujacych

czynniki wirulencji szczepow S.aureus i S.epidermidis

Ponowna hodowla zamrozonych bakterii prowadzona byta w celu izolacji DNA
oraz na potrzeby rozdziatu DNA przy zastosowaniu elektroforezy PFGE.

Podtoze BHI rozlewano po 40 ml do kolbek o pojemnosci 100ml i sterylizowano
w autoklawie. Izolaty przenoszono z amputek Cryobank do kolbek, gdzie wzrastaty przez
24 godziny w wytrzgsarce w temperaturze 37°C. Nastepnie wykonywano posiew

redukcyjny na podtoze Chapmana i state podioze BHI w celu sprawdzenia, czy nie ulegty
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one zakazeniu. Hodowle przenoszono do probéwek typu Falcon i wirowano przez
10 minut przy RCF 6010xg (Relative Centrifugal Force = wzgledna sita od$rodkowa,
g-przyspieszenie ziemskie, 9,80665 m/s? ) w 4°C. Supernatant usuwano, a osad komoérek
bakteryjnych rozpuszczano w 2 ml buforu stanowigcego dogodne $rodowisko
dla aktywnosci enzymu lizostafyny (50 mM Tris-HCI, 145 mM NaCl, pH 7,5). Zawartos¢
przelewano do prébowek typu Eppendorf. Nastepnie do 0,5 ml zawiesiny dodawano
20 pl enzymu lizostafyny firmy Sigma (1mg/ml), energicznie wytrzgsano i wstawiano
do inkubatora do 37°C na 1 godzine [46].

4.3.1. lzolacja genomowego DNA

Izolacje DNA przeprowadzano przy uzyciu zestawu High Pure PCR Template
Preparation Kit firmy Roche Applied Science.

Do mieszaniny bakteryjnej z lizostafyng dodawano 200 pul buforu wigzgcego
(Binding Buffer), 40 pl Proteinzy K i inkubowano w 70°C przez 40 min. Nastepnie
zawartos¢ wirowano przy RCF 6010xg przez 4 min., aby osiadty resztki $cian
komorkowych i do osadu dodawano 100 pl izopropanolu. Zawartos¢ przenoszono
na kolumny ze ztozem krzemionkowym wigzgcym DNA, wirowano przy RCF 11363xg
przez 2 min., nadsgcze po kolejnych wirowaniach zbierano do nowych prébowek. Kolejne
etapy obejmowaty dodawanie 500 pl buforu usuwajgcego inhibitor (Inhibitor Removal
Buffer), wirowanie przy RCF 11363xg przez 2 min, dwukrotne dodawanie 500 pl buforu
ptuczgcego (Wash Buffer) i wirowanie przy RCF 11363xg przez 2 min. Po usunieciu
nadsgczu kolumny wirowano przy RCF 11363xg przez 2 min., przenoszono do prébowek
typu Eppendorf, dodawano 100 ul buforu elucyjnego (Elution Buffer) w celu wymycia
DNA. Stezenie i czystos¢ DNA mierzono spektrofotometrycznie przy zastosowaniu
urzgdzenia NanoDrop (Baylor College of Medicine Microarray Core Facility) [46]. Probki
charakteryzujgce sie duzym zanieczyszczeniem biatkami oczyszczane byly metodg
fenolowa.

Do prébek z wyizolowanym DNA dodawano 400 ul buforu do elucji, pochodzgcego
z zestawu High Pure PCR Template Preparation Kit firmy Roche Applied Science oraz
500 pl mieszaniny fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (25:24:1), catos¢ doktadnie
mieszano i nastepnie wirowano przy RCF 10000xg przez 3 minuty. Gérng faze
przenoszono do nowych probowek i ponownie dodawano 500 pl mieszaniny fenol-
chloroform-alkohol izoamylowy (25:24:1). Po doktadnym wymieszaniu wirowano probki
przy RCF 10000xg przez 3 minuty. Gérng faze przenoszono do nowych probdéwek

i dodawano 1 ml alkoholu etylowego (96%) oraz 100 uyl 3M octanu sodu. Prébdéwki
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inkubowano w temperaturze -12°C przez 30 minut. Po inkubacji probki wirowano przy
RCF 10000xg przez 10 minut. Powstaty osad DNA przemywano 1 ml 70% etanolu.
Prébki wstrzasnieto kilka razy i wirowano przy RCF 11000xg przez 3 minuty. Usuwano
supernatant, a pozostaty osad suszono w komorze z laminarnym przeptywem powietrza.

DNA rozpuszczano w 100 pl jatowej wody.

4.3.2. Wykrywanie obecnosci gendéw kodujgcych czynniki wirulencji
przy zastosowaniu techniki tancuchowej reakcji polimerazy
PCR

tancuchowa reakcja polimerazy to technika powielania fragmentéw DNA.
Mieszanina reakcyjna zawiera termostabilng polimeraze, oligonukleotydowe startery,
wolne deoksynukleotydy trifosforanu (dNTPy). Wymaga takze optymalnego pH (8,3-8,4)
i stezenia magnezu (2 mM). Kopie wyjsciowej czgsteczki DNA sg okreslane amplikonami.
Do najwazniejszych parametrow reakcji PCR nalezg odpowiednio dobrane sekwencje
starteréw, a takze temperatury ich przytgczenia [98].

Reakcje amplifikacji wykonywano z zastosowaniem specyficznych starterow,
wyprodukowanych przez Pracownie Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (Zatgcznik 9), uzyskujgc nastepujace
produkty (Tabela 4).

Tabela 4. Produkty amplifikacji genéw fnbA, eta, cna, icaAB, atlE, 1S256 oraz funkcje
kodowanych przez nie biatek

Gatunek Nazwa Dtugosé produktu I Pismien-
al L . Funkcje biatka :
bakterii genu amplifikacji [kpz] nictwo
I ——
fnbA 1362 adhezja do fibronektyny [99]
cha zmienna (1739, 1179, 619) adhezja do kolagenu [99]
S.aureus eta 190 ztuszczanie naskorka [58]
etd 376 ztuszczanie naskoérka [140]
edin 625 hiperplazja naskoérka [58]
atle 682 adhezja do witronektyny [39]
S.epider- icaAB 546 tworzenie biofilmu [39]
midis % i
1S256 1102 zdolnosé c.io'wytwarzanla [144]
biofilmu

Sktad mieszaniny PCR dla genéw fnbA, cna, eta, icaAB, atlE
Mieszanina PCR zawierata: bufor Tag DNA Polymerase Buffer (10X) 2,5 ul,

antyinhibitor PCR 0,5 pl, mieszanine deoksynukleotydow (stezenie wyjsciowe 200uM)
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0,5 pl, polimeraze (1U/pl, DNA polymerase, Roche Applied Science) 1 pl, GC-Rich 5 pl;
2,5 pl (25 pmol) kazdego startera, wode sterylng- do objetosci 20 pl oraz 5 pl matrycy
DNA.

Modyfikacie w sktadzie mieszaniny PCR dla genu [S256 obejmowaly
zastosowanie polimerazy RedAllegroTaqg DNA polymerase, Novazym w ilosci 0,4 pl
(2,5 U/pl). Mieszanine reakcyjng dodatkowo wzbogacono o 5xGC-Rich. DNA bakteryjne
zawiera duze ilosci heterocyklicznych zasad: guaniny (G) i cytozyny (C), a w skiad
mieszaniny deoksynukleotydéw wchodzg cztery zasady w rownych ilosciach. Dodatek
5xGC-rich zapewnienit wtadciwe proporcji poszczegdlnych zasad w celu prawidtowego
przebiegu reakcji PCR.

Warunki reakcji PCR zostaty przedstawione w Zatgczniku 11.

Amplifikacja PCR prowadzona byla przy uzyciu MJ Research PTC-200 DNA
Thermal Cycler.

Kolejnym etapem byta elektroforeza w 2% zelu agarozowym.

Produkt reakcji PCR, w ilosci 15 pl, zostat umieszczony w zelu agarozowym.
Parametry elektroforezy:

- napiecie pradu- 60 mV

- czas elektroforezy- 60 minut

Fragmenty DNA uwidaczniane byty przy zastosowaniu 0,5% bromku etydyny. Wyniki

wizualizowano przy uzyciu UV light box Gene Genius z oprogramowaniem Gene Shop

(Syngen).

4.3.2.1. Wykrywanie  obecnosci genu  kodujgcego  opornosé
na metycyline (mecA)
Obecnos¢ genu kodujgcego opornos¢ na metycylineg (mecA) okreslano w oparciu
o reakcje PCR z zastosowaniem specyficznych starteréw (Zatgcznik 9) uzyskujac
produkty (Tabela 5).

Tabela 5. Produkty amplifikacji gendw mecA, PVL, Staph756 oraz funkcje kodowanych

przez nie biatek

Dtugosé¢ I
Gatunek Naezr\]/\(]a produktu Funkcja biatka P|§T|en
bakterii 9 amplifikaciji [kpz] nictwo

P ————S—§—§—§—m—_—_—(—§_—,
Odpowiedzialne za opornosé

mecA 310 .
S.aureus na metycyling
i potwierdzenie, ze szczep [84]
. - staph756 756 . .
S.epidermidis nalezy do gronkowcéw
PVL 433 cytotoksyna
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Mieszanina PCR zawierata: bufor Taqg DNA Polymerase Buffer (10X) 2,5 pl,
antyinhibitor PCR 0,5 pl, mieszanine deoksynukleotydéw (200uM) 0,5 pl, polimeraze
(1U/ul,DNA polymerase, Roche) 1ul, GC-Rich 5 pl; 1,5 pl (15 pmol) kazdego startera,
wode sterylng- 1,5 yl oraz 5 yl matrycy DNA.

Warunki reakcji PCR zostaty przedstawione w Zatgczniku 11.

4.3.2.2. Warunki reakcji PCR dla genu etd i edin

W celu uzyskania specyficznosci reakcji PCR przeprowadzono optymalizacje
temperatury przytgczania sie starteréw do matrycy.
Sprawdzano temperatury:

-dlagenu etd 35°C; 36,7°C; 40,5°C; 46,7°C; 51,8°C; 55°C
- dla genu edin 45°C; 46,7°C; 50,5°C; 56,7°C; 61,8°C; 65°C.

Jako matrycy uzyto DNA kilku losowo wybranych szczepéw od chorych
z cukrzyca.

Mieszanina PCR zawierata: bufor Tag DNA Polymerase Buffer (10X) 2,5 pl,
antyinhibitor PCR 0,5 ul, mieszanine deoksynukleotydow (200uM) 0,5 ul, polimeraze
(2,5 U/ul, RedAllegroTag DNA polymerase, Novazym) 0,4 ul; GC-Rich 5 pul; 3 ul (30 pmol)
kazdego startera, wode sterylng- 5,1 ul oraz 5 pl matrycy DNA.

Tabela 6. Warunki reakcji PCR-GRADIENT dla gendw etd i edin

Gen Etap PCR Temperatura Czas L(':;itl)ia
P —

wstepna 95°C 5 minut
denaturacja
denaturacja w 94°C 1 minuta
cyklu

etd. | przytaczanie | etd: 35°C; 36,7°C; 40,5°C; 46,7°C; 51,8°C; 55°C . 35

din | starterow , . . . . . . 1 minuta

edin edin: 45°C 46,7°C; 50,5°C; 56,7°C; 61,8°C; 65°C
wydtuzanie 72°C 1 minuta
wydtuzanie 72°C 10 minut
koncowe

Najbardziej optymalng temperaturg przylgczania sie starterow okazata sie
temp. 35°C (dla genu etd) i 46,7°C (dla genu edin).

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie z zastosowaniem 2% zelu
agarozowego. Fragmenty DNA wizualizowano przy uzyciu 0,5% bromku etydyny

i UV light box Gene Genius z oprogramowaniem Gene Shop (Syngen).
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Dla wszystkich szczepow pochodzacych od pacjentdow z cukrzyca
przeprowadzono reakcje PCR-etd i PCR-edin w zoptymalizowanych warunkach (zgodnie
z Tabelg 6).

4.4. Badanie ekspresji genow kodujacych czynniki wirulenciji
szczepOw S.aureus przy zastosowaniu techniki RT-PCR

Badanie miato na celu sprawdzenie, czy badane geny wirulencji ulegajg ekspresiji.

4.4.1. lzolacja RNA
Zasada dziatania zastosowanego zestawu do izolacji RNA firmy A&A Biotechnology

opierata sie na zmodyfikowanej metodzie Chomczynskiego [24].

Pierwszy etap obejmowat lize komoérek i inaktywacje endogennych RNA-z za pomoca
odczynnika o nazwie Fenozol wchodzgcego w skiad zestawu do izolacji RNA. Koagulant ten
stanowit mieszanine soli chaotropowych i fenolu.

Kolejny etap uwzgledniat rozdziat RNA i DNA. Do mieszaniny dodawano chloroform
i odwirowano przy RCF 11363xg przez 2 min. W gornej warstwie pozostawato RNA, dolng
warstwe zajmowaty DNA i biatka. Gdérng warstwe poddawano dziataniu izopropanolu
i nanoszono na minikolumne ze ztozem krzemionkowym, na ktorym osadzato sie¢ RNA.

W ostatnim etapie oczyszczone RNA wymywano z mikrokolumny wodg wolng od RNAz.

4.4.1.1. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Podtoze BHI rozlewano po 40 ml do kolbek o pojemnosci 100 ml i sterylizowano
w autoklawie.

Izolaty przenoszono z amputek Cryobank do kolbek, ktére nastepnie umieszczano
w wytrzgsarce w 37°C na 24 godziny. W kolejnym etapie wykonywano posiew redukcyjny
na podfoze Chapmana i state podtoze BHI, w celu sprawdzenia, czy izobaty nie ulegty
zakazeniu. Hodowle przenoszono do probdéwek typu Falcon i wirowano w 4°C przy RCF
6010xg przez 10 minut. Supernatant usuwano, a osad komorek bakteryjnych uzywano
do dalszej analizy.

Do 1,5 ml bakteryjnej zawiesiny dodawano 0,8 ml Fenozolu. Zawartos¢ mieszano
doktadnie przez pipetowanie, az do catkowitej lizy komorek bakteryjnych. Mieszanine
inkubowano w 50°C przez 5 min., dodawano 0,2 ml chloroformu, mieszano delikatnie
i pozostawiano w temp. pokojowej na 3 min. Cato$¢ wirowano przy RCF 11363xg przez

10 min. Gdérng (wodng) warstwe przenoszono do nowej prébéwki o pojemnosci 1,5 ml,
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dodawano 0,25 ml izopropanolu, energicznie mieszano i przenoszono na minikolumne
ze zlozem wigzgcym RNA. Nastepnie wirowano przy RCF 11363xg przez 1 min.,
przenoszono minikolumne z osadem do nowej probowki, dodawano 0,7 ml roztworu
ptuczacego A1. Zawartos¢ ponownie wirowano przy RCF 11363xg przez 1 min.,
minikolumne z osadem przenoszono do nowej probowki, dodawano 0,2 ml roztworu
ptuczgcego A1, wirowano przy RCF 11363xg przez 2 min.. Minikolumne kolejny raz
przenoszono do nowej prébéwki o pojemnosci 1,5 ml, dodawano 100 pl jatowej wody.
Mieszanine inkubowano w temperaturze pokojowej przez 3 min. i wirowano przy RCF

11363%g przez 1 minute. Catkowite RNA wymywano ze ztoza do nowej probowki.

4.4.2. Odwrotna transkrypcja

W reakcji odwrotnej transkrypcji RNA ulega przepisaniu na jednoniciowe
komplementarne DNA (cDNA), ktére wykorzystuje sie w kolejnym etapie (PCR) jako matryce
do syntezy z uzyciem specyficznych starterow. Powstate cDNA charakteryzuje sie wiekszg
stabilnoscig niz RNA.

Odwrotna transkryptaza cechuje sie bardzo duzg czutoscig i termostabilnoscig. Mozliwa
jest synteza dtugich fragmentéw DNA (do 14 tys. pz) w temp. do 65°C. Transkryptaza
posiada aktywnosé RNazy H, ktéra degraduje RNA w hybrydach RNA:DNA. Nie jest zatem
konieczna czasochtonna inkubacja z RNazg H. Przyczynia sie to do redukgji czasu reakgc;ji
i ponoszonych kosztow. Mieszanina starteréw oligo(dT) zawiera oligomery tymidylanu i jest
wykorzystywana do wybidrczego przepisywania jedynie mMRNA — posiadajgcego na jednym
koncu powtérzenia deoksyadenylanu, zwane ogonem poli (A).

Zestaw First Strand cDNA Synthesis Kit firmy Roche Applied Science stuzyt przepisaniu
informacji genetycznej z RNA na cDNA.

Catkowite RNA (1 pg/ul), random hexamer primer (600 pmol/ pl) i jatowa woda (9,5 pl)
mieszano na lodzie, a nastepnie inkubowano w 65°C przez 10 min. Procedura ta zapewnita
denaturacje struktury drugorzedowej RNA. Nastepnie do mieszaniny dodawano bufor
transkrypcyjny (Transcriptor RT Reaction Buffer), inhibiotor RNaz (Protector RNase
Inhibitor), mieszanine doeksynukleotydéw (Deoxynucleotide Mix) i odwrotng transkryptaze
(Transcriptor Reverse Transcriptase), mieszano przez pipetowanie, inkubowano kolejno
w 25°C przez 10 min., w 55 °C przez 30 min. i w 85 °C przez 5 min.

Otrzymane cDNA wykorzystywano jako matryce w reakcji PCR.

47



Metody

4.4.3. PCRdla genéw eta, fnbA, cna

Powstate jednoniciowe cDNA amplifikowano w reakcji PCR ze specyficznymi starterami
(sekwencje w Zatgczniku 8).

PCR mix zawierat: bufor Tag DNA Polymerase Buffer (10X) 2,5 pl, antyinhibitor PCR
0,5 ul, mieszanine deoksynukleotydow 0,5 pl (200uM), polimeraze (1U/ul; RedAllegroTaq
DNA polymerase firmy Novazym) 0,4 ul, GC-Rich 5 pl; 2,5 ul (25 pmol) kazdego startera,
wode jatowa 6,1 ul, oraz 3 pl matrycy RNA.

Warunki reakcji PCR dla genéw wirulencji przedstawiono w Zatgczniku 10.

Kolejny etap obejmowat rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym wedtug
procedury opisanej w rozdziale 4.3.2. Fragmenty DNA wizualizowano przy zastosowaniu
0,5% bromku etydyny i UV light box.

4.5. Badanie podobienstwa genetycznego szczepdéw technikag

elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE)

Technika PFGE (elektroforeza pulsacyjna w zmiennym polu elektrycznym) stanowi
obecnie ,zloty standard” w$réod molekularnych metod stuzgcych do badan
epidemiologicznych. Jej gtdbwnymi zaletami sg: wysoka zdolnos¢ rdznicujaca
(sita dyskryminacji), rozdzielczos¢, powtarzalnos¢, mozliwos¢ oceny faktycznego
pokrewienstwa miedzy szczepami oraz mozliwos¢ porownywania wynikéw pomiedzy
réznymi osrodkami.

Do wad techniki PFGE nalezy czasochtonnos¢ i subiektywna interpretacja wynikow.

W technice PFGE wyizolowany caty materiat genomowy drobnoustroju poddaje sie
trawieniu rzadko tngcymi endonukleazami. Otrzymuje sie 10-30 duzych fragmentow,
charakterystycznych dla danego mikroorganizmu, o dtugosci od 20-30 pz do 1000 kpz.
Elektroforeza polega na wymuszonej zmianie kierunku migracji czgsteczek DNA i ich
rozdziale zaleznym od wielkosci, pod wptywem zmieniajgcego sie pola elektrycznego.

Pole elektryczne jest wigczane i wylgczane w krétkich odstepach czasu. Kiedy pole
elektryczne jest wlgczone, czgsteczki migrujg zgodnie ze swojg wielkoscig, a gdy zostaje
wylgczone, majg tendencje do relaksacji i zwijania sie w przypadkowe petle. Czas
wymagany do relaksacji jest wprost proporcjonalny do dtugosci tancucha czasteczki.

Nastepnie kierunek pola elektrycznego jest zmieniany o 90 lub 180 stopni w stosunku
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do poprzedniego. Diuzsze czgsteczki poruszajg sie woéwczas wolniej niz krétsze.
Powtarzajgce sie zmiany kierunku pola powodujg rozdzielanie sie czgsteczek.

Analize podobienstwa otrzymanych wzorow genetycznych szczepdw, z minimalng
liczbg 10 prazkow w rozdziale elektroforetycznym, mozna przeprowadzi¢ wizualnie wedtug
kryteriow Tenovera [134]. Szczepy, ktore nie wykazujg roznic w liczbie i uktadzie prgzkow
okresla sie jako identyczne (izolat pochodzi z epidemii).

Szczepy uznaje sie za blisko spokrewnione, jedli miedzy wzorami wystepuje roéznica
najwyzej 3 pragzkow (izolat prawdopodobnie pochodzi z epidemii). Zalicza sie je wéwczas
do tego samego podtypu i oznacza takim samym symbolem literowym wraz z cyframi
arabskimi.

Wzory uznaje sie za nalezgce do tego samego typu (izolaty prawdopodobnie
spokrewnione), gdy miedzy wzorami jest réznica od 4 do 6 prazkéw; oznacza sie je takim
samym symbolem literowym, ale réznymi cyframi arabskimi.

Wzory réznigce sie wiekszg niz 6 liczbg prazkéw oznacza sie réznymi literami (izolaty
niespokrewnione, izobaty nie pochodzg z epidemii) [86].

Badania technikg PFGE wykonywano wg metody opracowanej przez deLencastre [26]
i zmodyfikowanej przez E. Mtodzinska i R. 1zdebskiego z Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego w Warszawie.

Zamrozone w amputkach Cryobank bakterie poddawano hodowli z wytrzgsaniem
w probowkach typu Eppendorf w 37°C przez 20 godzin. Po odwirowaniu zawiesiny
bakteryjnej przy RCF 6010xg przez 5 min. i usunieciu supernatantu, wykonywano posiew
redukcyjny na ptytki z agarem sojowym Trypticase i inkubowano w 37°C przez 20 godzin.
Bakterie zawieszano w 0,9% roztworze chlorku sodu do uzyskania gestosci optyczne;j
3,5 jednostki w skali McFarlanda.

Do prébowek typu Eppendorf przenoszono 1,5 ml zawiesiny, wirowano przy RCF
6010%g przez 2 min., odrzucano supernatant, a osad zawieszano w 150ul buforu PIV.
Do zawiesiny bakteryjnej dodawano 150 pl ochtodzonego do temp. 50°C roztworu
zawierajgcego 0,1 g agarozy, 5 ml TE (Tris-EDTA) i 0,05 ml SDS (sodium dodecyl (lauryl)
sulfate). Catos¢ doktadnie mieszano i nanoszono w postaci kropli o objeto$ci 20 ul
na ptytke szklang, powleczong parafilmem i odtluszczong etanolem. Naniesione krople
przykrywano odttuszczonymi szkietkami podstawowymi, w celu ich sptaszczenia, tak, aby
przybraty ksztatt krgzka. Ptytke z krgzkami pozostawiano w temp. -20°C na 5 min. Krgzki
przenoszono do probéwek jednorazowych o objetosci 15 ml i dodawano 1 ml sSwiezo
przygotowanego roztworu EC z 50 pg/ml RNAzy firmy Sigma, 100 pg/ml lizozymu firmy
Sigma i 50 pg/ml lizostafyny firmy Sigma. RNAza, lizostafyna i lizozym byty dodawane
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do buforu bezposrednio przed uzyciem. Catos¢ inkubowano w temp. 37°C przez
4 godziny.

W kolejnym etapie odrzucono roztwor EC, a krazki zalewano 1 ml roztworu ESP
z dodatkiem 1 mg/ml proteinazy K firmy Sigma. Proteinaze dodawano do buforu
bezposrednio przed uzyciem. Krgzki inkubowano w buforze w temp. 50°C przez noc.

Po odrzuceniu roztworu ESP krgzki zalewano 10 ml roztworu TE i ptukano
z wytrzgsaniem w temp. pokojowej przez 15 min.. Po usunieciu roztworu TE ptukanie
powtarzano jeszcze 2 razy. Nastepnie odrzucano roztwér TE, a krgzki umieszczano
w 1ml buforu TE z dodatkiem 0,1 M PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu). Probowki
inkubowano w temp. pokojowej przez 15 min. Nastepnie ptukano krgzki w roztworze TE
(3-krotnie), przenoszono do prébowki typu Eppendorf i zalewano 1 ml roztworu TE.
Krgzki przechowywano w temp. 4°C.

W kolejnym etapie jeden krgzek przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf,
dodawano 100 ul buforu Yellow Tango firmy Roche (10xstezony) i inkubowano w temp.
pokojowej przez 15 min. Po usunieciu buforu krgzek umieszczano w 50 ul buforu Yellow
Tango z dodatkiem 10 U enzymu Smal firmy Fermentas. Catos¢ inkubowano w temp.
pokojowej przez 3,5 godziny. Po usunieciu buforu krgzek zalewano 250 ul roztworu TE.

Nastepnie krazki poddawano elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym
w aparacie CHEF DR-IIl (BioRad). Krazki umieszczano w zelu agarozowym o stezeniu
1% (agaroza Pulsed Field Certified firmy Biorad). Sktad Zzelu agarozowego: bufor TBE
(Tris/kwas borowy/EDTA) i woda MQ (woda z aparatury MilliQ, najwyzszej jakosci do badan
laboratoryjnych) w stosunku 1:1. W pierwszej studzience umieszczano wzorzec masy
molekularnej DNA (50 pg/ml, Lambda Ladder PFG Marker firmy BioLabs ). Elektroforeza

prowadzona byta w 0,5xstezonym buforze TBE. Parametry elektroforezy:

- temperatura- 11°C

- napiecie pradu- 6V/cm

- poczatkowy czas pulsu- 1 sek.

- koncowy czas pulsu- 30 sek.

- czas elektroforezy- 22 godziny

Po zakonczeniu elektroforezy zel barwiono w 0,5 % bromku etydyny przez 30 min.,
a nastepnie odbarwiano przez 30 min. w buforze, ktéry byt wykorzystywany wczesniej
w elektroforezie. Wyniki wizualizowano w UV light box.

Podobienstwo  genetyczne  szczepdw  okreslano technikami  komputerowymi
(GeneDirectory, Syngen; procent tolerancji- 5%, wspoétczynnik podobienstwa- Dice,

dendrogram typu UPGMA) wg kryteriow Tenovera [134].
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4.6. Metody statystyczne

Znamiennos¢ statystyczna réznic pomiedzy badanymi grupami byta oceniana
przy pomocy programu Statistica 7,0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Dla analizy proporcji
przy ocenie czestosci wystepowania gendw wirulencji zastosowano test Chi-kwadrat

i dokfadny test Fischera. Wyniki uznawano za istotne statystycznie przy p<0,05.
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5. Wyniki
5.1. Flora bakteryjna chorych leczonych ambulatoryjnie

| w warunkach szpitalnych

Wyizolowane szczepy pochodzity od 50 chorych z zespotem stopy cukrzycowej,
w tym 29 chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng i 21 chorych ze stopg cukrzycowa
niedokrwienng. 34 osoby leczono w przychodni przyszpitalnej, a 16 w szpitalu.

Wyizolowano 56 szczepédw S.aureus z roéznych miejsc. Jedenascie szczepdw
(19,6%) pochodzito od chorych leczonych szpitalnie, a 45 (80,4%) od pacjentéw
ambulatoryjnych. Opornoscia na metycyline charakteryzowato sie 54,5% izolatéw
szpitalnych oraz 44,4% izolatow ambulatoryjnych.

Wyizolowano 20 szczepéw S.epidermidis z réznych miejsc. Pie¢ szczepow (25%)
pochodzito od oséb hospitalizowanych, a 15 (75%) od pacjentéw ambulatoryjnych. W obu
grupach odsetek szczepdw opornych na metycyline byt bardzo wysoki (odpowiednio
100% i 93,3%).

Wyizolowano rowniez 37 szczepdw innych gatunkéw. Od chorych leczonych
szpitalnie pochodzg szczepy gronkowcédw koagulazoujemnych: S.capitis- 3, S.hominis- 2,
S.haemolyticus-1 i S.luteus- 1. Od chorych leczonych ambulatoryjnie wyizolowano
gronkowce koagulazoujemne: S.xylosus-9, S.capitis- 6, S.simulans-4, S.sciuri-1,
S.chromogenes-1, S.cohnii-1, a takze inne bakterie: Pseudomonas spp. -3, Enterococcus

faecalis-2, Proteus spp.-2 i Klebsiella pneumoniae-1.
Zbiorcze dane przedstawione sg w Tabeli 7.

Tabela 7. Flora bakteryjna chorych leczonych szpitalnie i ambulatoryjnie

Szczepy od Szczepy od
chorych chorych
leczonych leczonych
szpitalnie ambulatoryjnie
S.aureus 11 45
S.epidermidis 5 15
S.capitis 3 6
S.hominis 2 -
S.haemolyticus 1 -
S.luteus 1 -
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K.pneumoniae -

Pseudomonas spp. -

S.xylosus - 9
S.sciuri - 1
S.simulans - 4
S.chromogenes - 1
S.cohnii - 1
E.faecalis - 2

1

3

2

Proteus spp. -

5.2. Flora bakteryjna chorych z cukrzyca oraz zdrowych
ochotnikéw. Uwzglednienie rodzaju stopy cukrzycowej i

miejsca pobrania materiatu do badan

Wszyscy chorzy ze stopa cukrzycowa

Flora bakteryjna ré6znych miejsc pobrania materiatu od chorych

S.aureus przewazat ws$rdéd bakterii izolowanych od chorych z cukrzycag
z wyskrobin z dna owrzodzenia- 19/38 szczepdw (50%), z biopsji z brzegu owrzodzenia —
18/35 szczepow (51,4%) i z wymazéw z powierzchni miedzypalcowej 19/39 szczepow
(48,7%).

S.epidermidis wystepowat czesSciej w wymazach z powierzchni miedzypalcowej
pacjentow z zespotem stopy cukrzycowej (11/39 szczepdw), co stanowito 28,2% .

Wsréd 14 szczepow obecnych w wyskrobinach z dna owrzodzenia wystepuja:
S.xylosus-3, S.simulans-2, S.capitis-2, Pseudomonas spp.-2, E.faecalis-2, Proteus spp.-1,
S.sciuri-1, K. pneumoniae-1.

Ze skoéry z brzegu owrzodzenia wyizolowano 13 szczepdw: S.capitis-5, S.xylosus-3,
S.simulans-1,  S.cohnii-1,  S.hominis-1, Pseudomonas spp.-1, Proteus spp.-1,
K. pneumoniae-1.

W wymazach z powierzchni miedzypalcowych dominowaty: S.capitis-2, S.xylosus-2,

S.simulans-1, S.chromogenes-1, S.hominis-1, S.haemolutycus-1, S.luteus-1.

Zbiorcze wyniki przedstawione sg w Tabeli 8.
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Tabela 8. Czesto$c wystepowania szczepow bakteryjnych u chorych z zespotem stopy

cukrzycowej (ZSC) w zaleznosci od miejsca pobrania materiatu

Liczba szczepoéw izolowanych . - .
7 miejsca pobrania S.aureus S.epidermidis Inne bakterie
P —
wyskrobiny z dna owrzodzenia o o o
chorych z ZSC (n=38) 19 (50%) 5 (13,2%) 14 (36,8%)
biopsja z brzegu owrzodzenia o o o
chorych z ZSC (n=35) 18 (51,4%) 4 (11,5%) 13 (37,1%)
wymazy z powierzchni
miedzypalcowej chorych z ZSC 19 (48,7%) 11 (28,2%) 9 (23,1%)
(n=39)
wymazy z powierzchni
miedzypalcowej zdrowych 10 (58,9%) 3 (17,6%) 4 (23,5%)
ochotnikéw (n=17)

Flora bakteryina od chorych =ze stopg cukrzycowa z podziatem na stope

neuropatyczng i niedokrwienng

Stopa cukrzycowa neuropatyczna

Od 29 chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng wyhodowano 69 szczepéw
gronkowcowych. Szczepy S.aureus stanowity 57% izolatéw, S.epidermidis - 13%, a inne
gronkowce koagulazoujemne - 30% szczepdw wyizolowanych gronkowcow. Wsréd
gronkowcow koagulazoujemnych przewazaty: S.xylosus- 8 izolatéw, S.capitis- 6,
S.hominis- 2, S.haemolyticus- 1, S.sciuri- 1, S.chromogenes- 1, S.cohnii- 1,
i S.luteus- 1. W biopsji skéry z brzegu owrzodzenia wystepowato 9 szczepow
gronkowcow koagulazoujemnych (S.xylosus-4, S.capitis-3, S.hominis-1, S.cohnii -1),
w  wyskrobinach z dna owrzodzenia- 5  szczepébw  (S.xylosus- = 2,
S.capitis-1, S.sciuri-1, S.simulans-1), w wymazach z powierzchni skoéry z okolicy
miedzypalcowej- 7 szczepow (S.xylosus- 2, S.capitis- 1, S.hominis-1, S.chromogenes-1,
S.luteus -1, S.haemolyticus- 1).

WsSréd szczepow pochodzgcych z wyskrobin z dna owrzodzenia chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng S.aureus stanowit 64,7%, S.epidermidis 5,9%, a inne
gronkowce koagulazoujemne 29,4%. W skoérze z brzegu owrzodzenia potwierdzono
obecno$¢ S.aureus- 50% szczepow, S.epidermidis- 12,5%, innych gronkowcow
koagulazoujemnych- 37,5% W wymazach z powierzchni miedzypalcowych dominowat
S.aureus- 57,1% szczepdw, poza tym obecne byly szczepy S.epidermidis- 17,9% i inne

gronkowce koagulazoujemne- 25%.
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Stopa cukrzycowa niedokrwienna

Z materiatu pochodzacego od 21 chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng
wyhodowano 36 szczepow gronkowcow. Szczepy S.aureus stanowity 47% izolatow,
S.epidermidis- 30%, a inne gronkowce koagulazoujemne - 23% szczepdw wyizolowanych
gronkowcow. Wsrod gronkowcow koagulazoujemnych przewazaty: S.capitis- 3 izolaty,
S.simulans- 3 izolaty i S.xylosus- 2 izolaty. Dodatkowo potwierdzono obecnos¢ innych
bakterii: Pseudomonas — 3 szczepy, Proteus- 3 szczepy, Enterococcus faecalis- 2
szczepy i Klebsiella pneumoniae- 1 szczep. W biopsji skory z brzegu owrzodzenia
wystepowato 5 szczepow: 3 szczepy gronkowcow koagulazoujemnych (S.xylosus-1,
S.capitis-1, S.simulans-1) oraz po 1 szczepie Pseudomonas i Proteus spp.,
w wyskrobinach z dna owrzodzenia- 9 szczepdw (3 szczepy CoN- S.xylosus-1, S.capitis-
1, S.simulans-1), po 2 szczepy Pseudomonas i E.faecalis oraz po 1 szczepie Klebsiella
pneumoniae oraz Proteus spp., w wymazach z powierzchni skéry z okolicy
miedzypalcowej- 2 szczepy gronkowcoéw koagulazoujemnych: S.capitis i S.simulans.

Wsrod szczepdw pochodzacych z wyskrobin z dna owrzodzenia chorych ze stopa
cukrzycowg niedokrwienng S.aureus stanowit 53%, S.epidermidis 27%, a inne gronkowce
koagulazoujemne 20%. W skorze z brzegu owrzodzenia wykazano obecnos¢ szczepow
S.aureus- 60%, S.epidermidis- 10%, innych gronkowcéw CoN- 30% W wymazach
z powierzchni miedzypalcowych przewazat S.epidermidis- 54,5%. Ponadto wyizolowano

szczepy S.aureus- 27,3% i inne gronkowce koagulazoujemne- 18,2%.

Grupa kontrolna

Od 20 osob z grupy kontrolnej wyizolowano 17 szczepdéw bakteryjnych,
3 posiewy nie wykazaty obecnosci bakterii. Obecnos¢ S.aureus potwierdzono
w 10 przypadkach (58,9%), S.epidermidis w 3 przypadkach (17,6%), a inne gronkowce

koagulazoujemne w 4 przypadkach (23,5%, 2 razy S.cohnii, S.sciuri i S.saprophyticus).

Zbiorcze wyniki przedstawione sg w Tabeli 9.
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Tabela 9. Klasyfikacja szczepdw izolowanych od chorych z zespotem stopy cukrzycowey i
zdrowych ochotnikow

Stopa cukrzycowa Stopa cukrzycowa Zdrowi

neuropatyczna niedokrwienna ochotnicy
Wyskrobiny z | Biopsje z Wymazy z Wyskrobiny| Biopsje z Wymazy z Wymazy z
dna brzegu powierzchni zdna brzegu powierzchni powierzchni

owrzodzenia

owrzodzenial

migdzypalcowej

owrzodzenial

owrzodzenial

migdzypalcowej

miedzypalcowej

gronkowce 17 24 28 15 10 11 17
S.aureus |11 (64,7%)[12 (50%)| 16 (57,1%) |8 (53,3%)| 6 (60%) | 3 (27,3%) | 10 (58,9%)
MRSA 4 (36,4%) |4 (33,3%)| 10 (62,5%) |3 (37,5%)| 3 (50%) | 3 (100%) 0 (0%)
S.epidermidis | 1(5,9% |3 (12,5%)| 5 (17,9%) |4 (26,7%)| 1 (10%) | 6 (54,5%) | 3 (17,6%)
inne gronkowce 5(29,4%) 9 (37,5%)| 7 (25%) | 3(20%) | 3 (30%) | 2 (18,2%) | 4 (23,5%)
MRSE 0 (0%) |[3(100%)| 5 (100%) |4 (100%)[1 (100%)| 5 (83,3%) 0 (0%)

MRSA-metycylinooporny S.aureus, MRSE-metycylinooporny S.epidermidis

5.3. Opornos¢ na metycyline i opornos¢ wielolekowa szczepéw

S.aureus i S.epidermidis

Opornos¢ na metycyline

Opornos¢ na metycyling, oceniana testem ATB-STAPH 5, przewazata ws$rdd

szczepdw S.aureus izolowanych z wymazdéw z powierzchni miedzypalcowej chorych

w porownaniu ze szczepami pochodzgcymi z wyskrobin z dna owrzodzenia i biopsji z brzegu

owrzodzenia (68,4%, 36,8% i 38,9%, odpowiednio). Metycylinooporne szczepy S.epidermidis

przewazaty wsrod wszystkich izolatow tego gatunku pochodzgcych od chorych niezaleznie

od miejsca pochodzenia: wyskrobiny z dna owrzodzenia, biopsje z brzegu owrzodzenia

i wymazy z powierzchni miedzypalcowej (odpowiednio 80%, 100% i 91%). Szczepy MRSA

i MRSE byly nieobecne u zdrowych ochotnikéw. Zbiorcze wyniki

sg w Tabeli

10.

przedstawione
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Tabela 10. Czesto$¢ wystepowania opornosci na metycyline u szczepéw S.aureus
i S.epidermidis izolowanych z owrzodzen stopy cukrzycowej z réznych miejsc

pobrania

Liczba szczepéw S.aureus Liczba szczepéw S.epidermidis

Miejsce pobrania
MRSA MSSA MRSE MSSE
P —
wyskrobiny z dna
owrzodzenia 7 (36,8%) 12 4 (80%) 1
chorych z ZSC
biopsja z brzegu
owrzodzenia 7 (38,9%) 11 4 (100%) 0
chorych z ZSC
wymazy z
powierzchni
miedzypalcowej
chorych z ZSC
wymazy z
powierzchni
miedzypalcowej 0 (0%) 11 0 (0%) 3
zdrowych
ochotnikéw
ZSC-zespot stopy cukrzycowej, MRSA- metycylinooporny S.aureus, MSSA- metycylinowrazliwy

13 (68,4%) 6 10 (91%) 1

S.aureus, MRSE- metycylinooporny S.epidermidis, MSSE- metycylinowrazliwy S.epidermidis

Opornos¢ wielolekowa

Ws$&rdéd szczepdw MRSA pochodzgcych od chorych (n=27) zaobserwowano
w poréwnaniu do szczepow MSSA (n=29) zwiekszony odsetek szczepdédw opornych
na inne antybiotyki: gentamycyne (odpowiednio 74% i 17,2%), erytromycyne (85%
i 31%), klindamycyne (77,7% i 37,9%), tetracykline (74% i 37,9%), norfloksacyne (70,3%
i 27,5%), lewofloksacyne (55,5% i 13,7%). Szczepy MSSA pochodzgce od ochotnikow
z grupy kontrolnej charakteryzowata wysoka oporno$¢ na penicyline (90%), erytromycyne
(40%) i tetracykline (20%).

Szczepy MRSE pochodzgce od chorych odznaczaty sie w poréwnaniu do izolatéw
z grupy kontrolnej wysokg opornoscig na kotrimoksazol (odpowiednio 60% i 33,3%),
gentamycyne (55% i 0%), erytromycyne (95% i 33,3%), klindamycyne (80% i 0%) oraz
tetracykling (75% i 33,3%).

Zaréwno szczepy MRSA, jak réwniez MRSE izolowane od chorych z ZSC
wykazaty opornos$¢ wielolekowg (odpowiednio 70,3% i 88,8%). Opornos¢ na trzy grupy
antybiotykéw byta ponad trzy razy wyzsza u szczepoéw MRSE niz u szczepow MRSA [40].
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Wyniki przedstawiono w Tabeli 11 i na Rycinie 3. Opornoscig wielolekowg charakteryzuje
sie 19 z 27 szczepow MRSA (Rycina 3a) oraz 16 z 18 szczepow MRSE (Rycina 3b).

Tabela 11. Opornos¢ wielolekowa szczepow MRSA i MRSE izolowanych od chorych

Z owrzodzeniem stopy cukrzycowej

Liczba szczepéw opornych na metycyline i na dane grupy
Liczba antybiotykow
zastosowanych MRSA MRSE
klas antybio- n=19 n=16
tykow (% wszystkich szczepow (% wszystkich szczepow
S.aureusz S.eBidermidisZ

0-2 8(29.7) 2 (11,1)

3 2(7,4) 5(27,8)

4 4 (14,8) 3(16,7)

5 7 (25,9) 3 (16,6)

6 6 (22,2) 5(27,8)

3 leki b

6 lekdw 3 leki
4leki o) ®)
@)

5 lekdw 3 lekaw
@ 33 €))

Rycina 3. Oporno$c wielolekowa szczepéw MRSA (a) i MRSE (b) izolowanych od chorych

Z owrzodzeniem stopy cukrzycowej

5.4. Obecnos¢ genow kodujagcych czynniki wirulencji

oraz czestos¢ ich wystepowania

Obecno$¢ wybranych gendéw wirulencji bakterii S.aureus i S.epidermidis
przedstawiono na Rycinach 23-30 (dla S.aureus) i Rycinach 31-33 (dla S.epidermidis)
oraz zbiorczo w Tabelach 12 i 13. Wszystkie zamieszczone Ryciny obrazujg rozdziat
elektroforetyczny produktow reakcji PCR w zelu agarozowym i umieszczone s3
w Zatgczniku 12.
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Tabele przedstawiajgce obecnosé gendéw wirulencji u szczepdw S.aureus
i S.epidermidis pochodzgcych od osob chorych i zdrowych ochotnikédw umieszczone sg

w Zatgcznikach 13 i 14.

54.1. Czestos¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepow MRSA i
MSSA pochodzacych od chorych ze stopg cukrzycowg z
podziatem na stope neuropatyczng (SCNeur.) oraz

niedokrwienng (SCNied.)

U chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng obecnos¢ genu eta byta czesciej
zwigzana ze szczepami MRSA niz MSSA (44,4% i 23,8% odpowiednio: p<0,05),
natomiast u chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng odwrotnie- czesciej
ze szczepami MSSA niz MRSA (50,0% i 22,2%, odpowiednio; p<0,05).

Obecno$¢ genu fnbA byta bardziej zwigzana ze szczepami MSSA niz MRSA
u chorych z SCNied. (75,0% i 33,3%, odpowiednio; p<0,05).

Gen edin nieco czesciej wystepowat u szczepow MSSA niz MRSA
u chorych z SCNeur. (42,8% i 27,7%, odpowiednio; p<0,05).

Czesto$¢ wystepowania pozostatych gendw byta poréwnywalna u chorych
z SCNeur. i SCNied.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czestosci wystepowania

gendéw cna i etd w badanych szczepach.

Wyniki zbiorczo przedstawiono w Tabeli 12 oraz na Rycinie 4 (a,b). Wykresy
oznaczone literg a obrazujg czestos¢ wystepowania gendw wirulencji eta, fnbA i edin,
a wykresy oznaczone literg b obrazujg czesto$¢ wystepowania gendw wirulencji dla genoéw
cnai etd.

Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci okre$lajgce obecnos$¢ okreslonych

czynnikdw w badanej grupie.
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a
00+ A * I SCNeur. n=39
? @ * * B SCNied. n=17
% X . ! SCNeur.
70 , +SCNied. n=56
*
60 E mecA+
g0 4
404
30 4
20 4
104
0
eta fnbA edin
b
.AIOD-
b " SCNeur. n=39
s04 g =
il = B SCNied. n=17
70 § SCNeur.
o = +SCNied. n=56
50 % = mecA+
40+ %
104 =
20 4 g
104 =
) 4 - S

cha etd

Rycina 4. CzestoS¢ wystepowania genow wirulencji u szczepow MRSA w poréwnaniu

ze szczepami MSSA pochodzgcymi od chorych z SCNeur. i SCNied.
Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci okreslajgce obecnos¢ okreslonych czynnikow
w badanej grupie.
Pary oznaczone * wykazywaty roznice istotne statystycznie przy p<0,05
SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna; SCNied.- stopa cukrzycowa niedokrwienna,
SCNeur.+ SCNied.- wszyscy chorzy z cukrzyca,

mecA+ gen oporno$ci na metycyline.
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5.4.2. Czestos¢ wystepowania genow wirulencji u szczepéw MRSE i
MSSE pochodzagcych od chorych ze stopg cukrzycowg z
podziatem na neuropatyczng (SCNeur.) oraz niedokrwienng
(SCNied.)

Czestos¢ wystepowania sekwencji insercyjnej 1S256 byla znaczgco wyzsza
u szczepdw MRSE w poréwnaniu ze szczepami MSSE, zaréwno u chorych z SCNeur.
(75,0% i 0%, odpowiednio, p<0,05), jak réwniez u chorych z SCNied. (70,0% i 0%,
odpowiednio; p<0,05).

Czestos¢ wystepowania gendéw atlE i icaAB byta bardzo wysoka i poréwnywalna,
zarowno u chorych z SCNeur., jak réwniez z SCNied, a takze pomiedzy wszystkimi

szczepami MRSE i MSSE . Wyniki przedstawiono zbiorczo w Tabeli 12 i na Rycinie 5 .

%
. __ = ¥ SCNeur. n=9
o = | * . W SCNied. n=11
70 = = = SCNeur.
60 E = = +SCNied. n=20
50 ; f ? E mecA+
0 E s S

atlE icaAB 1S256

Rycina 5. Czesto$¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepow MRSE | MSSE

pochodzgcych od chorych z SCNeur. i SCNied.

Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci obecnosci okreslonych czynnikéw w badanej
grupie.

Pary oznaczone * wykazywaty roznice istotne statystycznie przy p<0,05

SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna; SCNied.- stopa cukrzycowa niedokrwienna,

SCNeur.+ SCNied.- wszyscy chorzy z cukrzyca, mecA+ gen opornosci na metycyline.
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5.4.3. Czesto$¢ wystepowania gendéw wirulencji u szczepow
S.aureus od chorych z zespotem stopy cukrzycowej (ZSC) i
zdrowych ochotnikow w zaleznosci od miejsca pobrania

materiatu

Wystepowanie genow eta, fnbA i edin byto czestsze u szczepéw S.aureus
pochodzgcych z wyskrobin z dna owrzodzenia (47,4%, 78,9% i 47,4%, odpowiednio;
p<0,05) i biopsji z brzegu owrzodzenia (38,9%, 61,1% i 38,9%, odpowiednio; p<0,05)
niz u szczepdw z wymazow z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC (16,7%, 44,4%
i 16,7%, odpowiednio; p<0,05), co przedstawia Tabela 13 i Rycina 6. Czestos¢

wystepowania innych gendéw (cna i etd) byta poréwnywalna w badanych grupach.

% 100, L.
%04 B W n=19
B0 4 SK n=18
B VP n=18
2 MP kontrola n=3
a0 4
404
30 4
10 4
ok - >

eta fnbA edin cha etd
Rycina 6. Czesto$¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepow S.aureus izolowanych

Z roznych miejsc pobrania od chorych z ZSC i zdrowych ochotnikow

Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci obecnosci okreslonych czynnikéw w badane;j
grupie.

Pary oznaczone * wykazywaty roznice istotne statystycznie przy p<0,05

W-wyskrobiny z dna owrzodzenia, SK-biopsja skéry z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni
skory z okolicy miedzypalcowej, MP kontrola -wymaz z powierzchni skéry z okolicy miedzypalcowej

zdrowych ochotnikow.
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54.4. Czestos¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepow
S.aureus od chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng
(SCNeur.) oraz niedokrwienng (SCNied.) w zaleznosci od

miejsca pobrania materiatu

Czestos¢ wystepowania genéw fnbA i cna byla znaczaco wyzsza
u szczepow pochodzacych z wymazéw z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC
(44,4% i 94,0%, odpowiednio; p<0,05) w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami
(0% i 10,0%, odpowiednio; p<0,05).

Przeciwnie, gen etd wystepowat znacznie czesciej u szczepéw S.aureus
pochodzgcych z wymazow z przestrzeni miedzypalcowej zdrowych ochotnikow
(70,0% vs. 38,8%; p<0,05).

Przewaga genow eta, fnbA, etd i edin wystepowata w wyskrobinach z dna
owrzodzenia chorych z SCNeur. (54,5%, 90,9%, 36,4% i 63,6%, odpowiednio; p<0,05)
w poréwnaniu z SCNied. (37,5%, 62,5%, 12,5% i 25,0%, odpowiednio; p<0,05).

Dla izolatéw pochodzgcych z biopsji skory czestosé wystepowania dwdch gendw
(etd i edin) byta znaczgco wyzsza u bakterii S.aureus pochodzgcych od chorych
z SCNeur. (33,3% i 58,3%, odpowiednio; p<0,05) w poréwnaniu z SCNied. (16,7% i 0%,
odpowiednio; p<0,05).

Geny eta, etd i edin wystepowaty znacznie czesciej u szczepow pochodzgcych
z wymazow z powierzchni miedzypalcowej chorych z SCNied. (33,3%, 66,7% i 33, 3%,
odpowiednio; p<0,05) w poréwnaniu z SCNeur. (13,3%, 33,3% i 13,3%, odpowiednio;
p<0,05).

Szczepy pochodzgce od zdrowych ochotnikow charakteryzowaty sie niskg
czestoscig wystepowania badanych gendéw, z wyjatkiem genu etd (70,0%).

Czestos¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepdw S.aureus izolowanych
od chorych z SCNeur. w poréwnaniu z chorymi z SCNied. i zdrowymi ochotnikami

przedstawia Tabela 13 i Rycina 7.
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SK n=18
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Rycina 7. Czesto$¢ wystepowania gendéw wirulencji u szczepéw S.aureus izolowanych
od chorych z SCNeur. w porownaniu z chorymi z SCNied. i zdrowymi ochotnikami
Wykresy oznaczone literg a obrazujg czesto$¢ wystepowania gendéw wirulencji eta, fnbA i edin,
a wykresy oznaczone literg b obrazujg czestos¢ wystepowania gendéw wirulencji dla genéw cna i etd.
Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci obecnosci okreslonych czynnikow w badanej
grupie.
Pary oznaczone * wykazywaty roznice istotne statystycznie przy p<0,05
W-wyskrobiny z dna owrzodzenia, SK-biopsja skéry z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni
skory z okolicy miedzypalcowej, MP kontrola -wymaz z powierzchni skéry z okolicy miedzypalcowe;j
zdrowych ochotnikdw, SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna; SCNied.- stopa cukrzycowa

niedokrwienna.
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5.4.5. Czestos¢ wystepowania gendéw wirulencji u szczepow
S.epidermidis od chorych z zespotem stopy cukrzycowej
(ZSC) i zdrowych ochotnkéw w zaleznosci od miejsca

pobrania materiatu

Czesto$¢ wystepowania sekwencji insercyjnej 1S256 byla znaczgco wyzsza
u szczepow pochodzgcych z wyskrobin z dna owrzodzenia (80%) i biopsji z brzegu
owrzodzenia (100%) w poréwnaniu z wymazami z powierzchni miedzypalcowej (45%)
chorych z ZSC. Szczepy pochodzace od zdrowych ochotnikéw nie posiadaty sekwencji
insercyjnej 1S256, co przedstawia Tabela 13 i Rycina 8.

Czestos$¢ wystepowania innych gendw (atlE i icaAB) byta wysoka i poréwnywalna

pomiedzy izolatami pochodzgcymi z r6znych miejsc pobrania.

*
e
s B W n=5

%01 SK n=4
60 BMP n=11
701 MP kontrola n=3
B0 4
04
404
A4
X4
104

atlE icaAB 1S256

Rycina 8. Obecno$¢ gendéw wirulencji u szczepéw S.epidermidis izolowanych z réznych

miejsc pobrania od chorych z ZSC i zdrowych ochotnikow

Przedstawione wyniki stanowig procentowe wartosci obecnosci okreslonych czynnikéw w badanej
Pary oznaczone * wykazywaty roznice istotne statystycznie przy p<0,05

W-wyskrobiny z dna owrzodzenia, SK-biopsja skéry z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni
skory z okolicy miedzypalcowej, MP kontrola -wymaz z powierzchni skéry z okolicy miedzypalcowej

zdrowych ochotnikow
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5.4.6. Analiza szczepow S.aureus i S.epidermidis pobranych od
chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng (SCNeur.)
i niedokrwienng (SCNied.) oraz od zdrowych ochotnikow pod

katem czestosci wystepowania gendw wirulenciji

Szczepy pochodzace od chorych z SCNeur. charakteryzowaty sie obecnoscig 4 do 5
badanych genéw wirulencji w porownaniu do chorych z SCNied. i zdrowych ochotnikow.
Szczepy pochodzgce od zdrowych ochotnikow wykazywaty tylko 1 do 2 badanych genow
wirulencji. Czestos¢ wspdtwystepowania gendw wirulencji pomiedzy szczepami S.aureus
przedstawia Rycina 9. Zbiorcze wyniki przedstawione sg na Rycinach 10-19 i w Tabelach
12,131 14.

% 100
90 4 SCNeur.
f0 1 B SCNied.
704

I kontrola
50

50 4

o | J i l Lo

liczba genow wirulencji

Rycina 9. Czesto$¢ wspotwystepowania gendw wirulencji pomiedzy szczepami S.aureus.

Na osi Y oznaczono procent szczepow posiadajgcych okreslong liczbe gendéw wirulencji

SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna; SCNied.- stopa cukrzycowa niedokrwienna
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Rycina 10. Czestos¢ wystepowania genow wirulencji szczepéw S.aureus u zdrowych

ochotnikow w zalezno$ci od miejsca pobrania materiatu (%)

I | B3
“l -I 15. .fnbA

Brzeg Powierzchnia .
Owrzodzenia migdzypalcowa edm

Dno owrzodzenia

Rycina 11. Czestos¢ wystepowania genow wirulencji szczepow S.aureus u chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng leczonych ambulatoryjnie w zaleznosci od migjsca

pobrania materiatu (%)
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Brzeg Powierzchnia
Owrzodzenia migdzypalcowa

%9 - .etd

Dno owrzodzenia

Rycina 12. Czestos$¢ wystepowania genow wirulencji szczepdéw S.aureus u chorych ze stopg
cukrzycowg niedokrwienng leczonych ambulatoryjnie w zaleznosci od migjsca

pobrania materiatu (%)

B et
I 67 .fnbA
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Brzeg Powierzchnia edin
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Rycina 13. Czesto$¢ wystepowania genéw wirulencji szczepéw S.aureus u chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng leczonych szpitalnie w zalezno$ci od migjsca
pobrania materiatu (%)
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Rycina 14. Czestos¢ wystepowania gendéw wirulencji szczepow S.aureus u chorych ze stopg
cukrzycowg niedokrwienng leczonych szpitalnie w zaleznosci od migjsca

pobrania materiatu (%)

Nie analizowano 100 100 0 atle
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Nie analizowano

Dno owrzodzenia

Rycina 15. Czesto$¢ wystepowania genéw wirulencji szczepéw S.epidermidis u zdrowych

ochotnikéw w zalezno$ci od miejsca pobrania materiatu (%)
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Rycina 16. Czesto$¢ wystepowania genow wirulencji szczepdéw S.epidermidis u chorych
ze stopg cukrzycowg neuropatyczng leczonych ambulatoryjnie w zalezno$ci

od miejsca pobrania materiatu (%)

Nie analizowano 80 100 . atiE
icaAB
Brzeg Powierzchnia
Owrzodzenia miedzypalcowa . 1S256

Dno owrzodzenia

Rycina 17. Czestos¢ wystepowania genow wirulencji szczepow S.epidermidis u chorych
ze stopg cukrzycowg niedokrwienng leczonych ambulatoryjnie w zalezno$ci

od migjsca pobrania materiatu (%)
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' icaAB
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Rycina 18. CzestoS¢ wystepowania genow wirulencji szczepow S.epidermidis u chorych
ze stopg cukrzycowag neuropatyczng leczonych szpitalnie w zaleznosci
od migjsca pobrania materiatu (%)

100 100 0 0 o0 atle
icaAB

Brzeg Powierzchnia

Owrzodzenia miedzypalcowa . 1S266

100 100

Dno owrzodzenia

Rycina 19. Czestos¢ wystepowania genow wirulencji szczepow S.epidermidis u chorych
ze stopg cukrzycowg niedokrwienng leczonych szpitalnie w zaleznoSci

od migjsca pobrania materiatu (%)
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Tabela 12. Czesto$¢ wystepowania genow wirulencji u metycylinowrazliwych

i metycylinoopornych szczepow S.aureus i S.epidermidis pochodzgcych
od chorych z SCNeur. i SCNied.

SCNeur. (%) SCNied. (%) Wszyscy chorzy (%)
S.aureus n=39 n=17 n=56
gen mecA+ (n=18)|mecA- (n=21) nzr?gg\; Tf:g r(r:]e:czé-)r '(Tr]]i%g‘)
cna 88,8 85,7 88,8 87,5 88,8 86,2
eta 444 * 23,8 222** 50,0 * 37,0 31,0
etd 38,8 28,5 22,2 25,0 33,3 27,5
edin 27,7* 42,8 22,2 25,0 25,9 37,9
S.epidermidis n=9 n=11 n=20
mecA+ mecA- mecA+ mecA- mecA+ mecA-
gen (n=8) (n=1) (n=10) (n=1) (n=18) (n=2)
atle 87,5 100,0 90,0 100,0 88,8 100,0
icaAB 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1S256 750" 0 70,0 * 0 72,2* 0

*p< 0,05 mecA+ vs. mecA- ( test Chi-kwadrat, test Fischera)
* p<0,05 SCNied. mecA+ vs. SCNeur. mecA+ (test Chi-kwadrat)
*p < 0,05 SCNied. mecA- vs. SCNeur. mecA- (test Chi-kwadrat, test Fischera)
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Tabela 13. Czesto$¢ wystepowania genow wirulencji u szczepéw S.aureus i S.epidermidis

izolowanych z tkanki owrzodzenia i wymazdéw z powierzchni miedzypalcowej

chorych z ZSC oraz zdrowych ochotnikow

Czestos¢ wystepowania (%)

Wymazy z
S.aureus _ Ch_orzy. zZSC powierzchni
Wyskrobiny z Biopsje z Wymazy z miedzypalcowej
dna brzegu powierzchni zdrowych
Gen : : ; 2
owrzodzenia | owrzodzenia | miedzypalcowej ochotnikow
n=19 n=18 n=18 n=10
P —
fnbA 78,9~ 61,1* 44 .4 0*
cha 84,2 88,9 94,0 10,0*
eta 474* 38,9* 16,7 10,0
etd 26,3 27,8 38,8 70,0%
edin 474 % 38,9* 16,7 10,0
S.epidermidis Chorzy z ZSC Wymazy z_
' _ . powierzchni
Wyskrobiny z Biopsje z Wymazy z miedzypalcowej
Gen dna brzegu powierzchni zdrowych
owrzodzenia | owrzodzenia | miedzypalcowej ochotnikéw
n=5 n=4 n=11 n=3
|
atle 100,0 100,0 81,8 100
icaAB 100,0 100,0 100,0 100
1S256 80,0 * 100,0 * 45,5 0

*p< 0,05 biopsje i wyskrobiny vs wymazy z powierzchni miedzypalcowe;j (test Chi-kwadrat)

*p<0,05 wymazy z powierzchni miedzypalcowej chorych vs wymazy z powierzchni miedzypalcowej
zdrowych ochotnikéw (test Chi-Kwadrat, test Fischera)

Tabela 14. Czesto$¢ wystepowania gendw wirulencji u szczepéw S.aureus izolowanych

od chorych z SCNeur. i SCNied. oraz od zdrowych ochotnikow

Zrédto izolatéw
Chorzy z ZSC Wymazy z
: : : : -| powierzchni
Gen| Wyskrobiny z_dna Biopsje z brz_egu Wymrflzy z p0W|erzc_:hn| miedzypalcowej
owrzodzenia owrzodzenia miedzypalcowej zdrowych
SCNeur. | SCNied. | SCNeur. | SCNied. | SCNeur. | SCNied. (n=10)
(n=11) (n=8) (n=12) (n=6) (n=15) (n=3)
fnbAl 90,9 * 62,5 66,7 50,0 46,7 * 33,3~ 0
cna| 81,8 87,5 90,9 83,3 93,3~ 100,0 * 10,0
eta| 545* 37,5 417 33,3 13,3~ 33,3 10,0
etd] 36,4* 12,5 33,3* 16,7 33,3** 66,7 70,0
edinf| 63,6~ 25,0 58,3 * 0 13,3~ 33,3* 10,0

*p< 0,05 SCNeur. vs SCNied. (test Chi-kwadrat, test Fischera)
*p<0,05 wymazy z powierzchni miedzypalcowej chorych vs wymazy z powierzchni miedzypalcowej

zdrowych ochotnikéw (test Chi-kwadrat, test Fischera)
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5.5. Ekspresja genéw kodujacych czynniki wirulencji
szczepdw S.aureus

Sposréd 61 szczepdw S.aureus ekspresje gendw wirulencji badano jedynie
u szczepdw z potwierdzong obecnoscig poszczegolnych gendéw wirulenciji.

Ekspresje genow wirulencji obserwowano u roznej liczby szczepéw: dla - fnbA
(64,7%), cna (49%), a dla genu eta (15,8%), podczas gdy obecnos¢ gendw wirulenciji

wynosita dla fnbA (61,8%), cna (89,1%), eta (34,5%).

Czestos¢ ekspresji genoéw wirulencji fnbA, cna i eta w Tabelach 15, 16 i 17 dotyczy

jedynie szczepow, ktore posiadajg powyzsze geny wirulencji.

Tabela 15. Obecnosc¢ i ekspresja gendw wirulencji u szczepow S.aureus

fnbA cna eta
Wvni Obecnosé Ekspresja Obecnosé Ekspresja Obecnosé Ekspresja
ynik enu genu enu genu enu genu
analizy 9 . wirulencji 9 .. |wirulencji 9 .. | wirulencji
wirulencji (n=34) wirulencji (n=49) wirulencji (n=19)
obecnos¢| 34 (61,8%) | 22 (64,7%) | 49 (89,1%) | 24 (49%) | 19 (34,5%) | 3 (15,8%)
brak 21 (38,2%) | 12(353%) | 6(10,9%) | 25(51%) | 36 (65,5%) | 16 (84,2%)

Ekspresja genu fnbA przewazata w wyskrobinach z dna owrzodzenia i biopsji

z brzegu owrzodzenia w poréwnaniu do wymazow z powierzchni miedzypalcowej (78,9%
i 61,1% vs 44,4%)..

Ekspresja genu cna we wszystkich trzech miejscach pobrania materiatu nie réznita

sie, dla genu eta zaobserwowano ekspresje jedynie dla nieznacznej ilosci izolatéw

pochodzgcych z wyskrobin i biopsji z brzegu owrzodzenia (22,2% i 14,3%)

Zbiorcze wyniki przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Ekspresja gendéw wirulencji u szczepow S.aureus w zalezno$ci od miejsca

pobrania materiatu

Zrodto izolatow

fnbA cna eta
Gen Obecnos¢ | Ekspresja | Obecnos¢ | Ekspresja | Obecnos¢ | Ekspresja
genu genu genu genu genu genu
wirulencji wirulencji wirulencji | wirulencji | wirulencji | wirulencji
(n=34) (n=22) (n=49) (n=24) (n=19) (dla n=3)
Wyskrobiny z dna
owrzodzenia 15 (78,9%) | 11 (73,3%) | 16 (84,2%) | 9 (56,3%) | 9 (47,4%) | 2 (22,2%)
(n=19)
Biopsje z brzegu
owrzodzenia 11 (61,1%) | 7 (63,6%) | 16 (84,2%) | 7 (43,8%) | 7 (38,9%) | 1 (14,3%)
(n=18)
Wymazy z
Pomerzchm . 8 (44,4%) 4 (50%) 17 (94,4%) | 8 (47,1%) | 3 (16,7%) 0 (0%)
miedzypalcowej
(n=18)

Ekspresja genu fnbA przewazata u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng

w poroéwnaniu do chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng (72% vs 44,4%).

Dla gendéw cna i eta nie zaobserwowano roéznic w czestosci ekspresji genow wsréd

chorych z roznym rodzajem stopy cukrzycowej (Tabela 17).

Tabela 17.

Ekspresja gendéw wirulencji u szczepéw S.aureus w zalezno$ci od rodzaju

stopy cukrzycowej

Zrédio izolatow

fnbA cna eta
Obecno$¢ | Ekspresja | Obecnos¢ | Ekspresja | Obecnos¢ | Ekspresja
genu genu genu genu genu genu
wirulencji wirulencji | wirulencji | wirulencji | wirulencji | wirulencji
(n=34) (n=22) (n=49) (n=24) (n=19) (dla n=3)
SCNeur. | 25 (65,8%) | 18 (72%) |34 (89,5%) |17 (50%) | 13 (34,2%) | 2 (15,4%)
(n=38)
SCNied. | 9 (52,9%) 4 (44,4%) | 15(88,2%) | 7 (46,7%) | 6 (35,3%) | 1(16,7%)
(n=17)

Czesto$¢ ekspresjonowania genow wirulencji

wsrod  wszystkich szczepdw

S.aureus (posiadajgcych i pozbawionych gendéw wirulencji fnbA, cna, eta) przedstawia

Tabela 18.
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Ekspresja genéw fnbA i cna byta bliska 40%, dla genu eta jedynie 5,4%.

Najczesciej obserwowano ekspresje genu fnbA w wyskrobinach z dna owrzodzenia

(57,9%). Ekspresja bliska 40% wystgpita rowniez w biopsjach z brzegu owrzodzenia

dla genu fnbA i we wszystkich trzech miejscach pobrania materiatu dla genu cna.

Podziat chorych ze wzgledu na rodzaj stopy cukrzycowej pokazuje, ze ekspresja

genu fnbA przewaza (47,4%) w stopie cukrzycowej neuropatycznej. Ekspresja genu cna

ksztattuje sie na podobnym poziomie w obydwu badanych grupach chorych (ok. 40%).

Ekspresja genu eta jest bardzo niska w kazdej z badanych grup chorych

i w kazdym miejscu pobrania materiatu do badan (0%-10,5%).

Tabela 18. Ekspresja genéw wirulencji u szczepéw S.aureus

Wynik analizy

Obecnosé (dla
n=55)

fnbA cna eta
Obecnosé |Ekspresja|Obecnosé| Ekspresja| Obecnos¢ | Ekspresja
genu genu genu genu genu genu
wirulencji |wirulencji|wirulencji|wirulencji| wirulencji | wirulencji

34 (61,8%)

22 (40%)

49 (89,1%)

24 (43,6%)

19 (34,5%)

3 (5,4%)

Brak (dla n=55)

21 (38,2%)

33 (60%)

6 (10,9%)

31 (56,4%)

36 (65,5%)

52 (94,6%)

Wyskrobiny z

dna owrzodzenia| 15 (78,9%) |11 (57,9%)(16 (84,2%)| 9 (47,4%) | 9 (47,4%) | 2 (10,5%)
(n=19)
Biopsje z brzegu
owrzodzenia | 11(61,1%) |7 (38,9%) (16 (84,2%)| 7 (38,9%) | 7 (38,9%) | 1 (5,5%)
(n=18)
Wymazy z
powierzchni | 8(44,4%) |4 (22,2%) |17 (94,4%)| 8 (44,4%) | 3 (16,7%) 0 (0%)
miedzypalcowej
(n=18)
SCNeur. (n=38) | 25 (65,8%) |18 (47,4%)|34 (89,5%)|17 (44,7%)| 13 (34,2%) | 2 (5,3%)
SCNied. (n=17) 9(52,9%) | 4 (23,5%) |15 (88,2%)| 7(41,2%)| 6(35,3%)| 1(5,9%)
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5.6. Badanie podobienstwa genetycznego szczepéw
technikg PFGE

436,5 pz—>
339,5 pz—>

242,5 pz—>

194 pz—>

97 pz—>

48,5 pz—>

Rycina 20. Podobienstwo genetyczne szczepow zbadane przy zastosowaniu techniki PFGE.
Sciezki 1, 2 i 3- szczepy identyczne; $ciezka 4 i 5 — szczepy potencjalnie

spokrewnione; $ciezka 7- szczep niespokrewniony

Przy zastosowaniu techniki PFGE zbadano 54 szczepy S.aureus. Przyktadowy wynik
badania podobienstwa szczepdéw technikg PFGE przedstawia Rycina 20. Poréwnanie
w obrebie szczepdw pochodzacych od poszczegdlnych chorych (2 lub 3 szczepy z réznych
miejsc pobrania od jednego chorego) wykazato 100% podobiehAstwa dla 25 szczepdw
i ponad 80% podobienstwa dla 15 szczepdéw, co ftgcznie stanowi 40 szczepow
(74% wszystkich szczepdéw). Poréwnanie podobienstwa genetycznego szczepow
od wszystkich pacjentéw wskazato na ponad 80% podobienstwo u 37 szczepow (stanowi
to 68,5% wszystkich szczepow). Pozostate szczepy byly rdézne (cechowaty sie
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podobienstwem mniejszym niz 80%). Dendrogram pokazujgcy podobienstwo genetyczne

izolatéw S.aureus przedstawia Rycina 21.

Datz Set
|68 |B‘2 |BB |_ 1 |_6 |TS |83 |8_ |9‘2 |SB |IDD

Colurnn K Colurmn Mame 2
41 para z 51 i 61 |
i para z 4 i 51 ! Al
1271 para z 128M i 12041 — A2
12041 para z 127HM i 1281 A3
51 para z <1 i 61 Ad
1530 para z 15141 i 1521 A5
IO TR
138/ para z 138M B1
13801 para z 139/ B2
jei=ry | para z 40/
&7 para z 55/ i S6M B3
S/ para z55M i 571 ] B4
551 para z56/M i 571 B5
5301 para z 541
Az para z 414 e E—_ Cc1
12801 paraz 127 i 129/ Cc2
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Rycina 21. Dendrogram pokazujgcy podobienstwa miedzy szczepami S.aureus

w badanej populacji chorych
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Bakterie pochodzace z rdéznych miejsc pobrania od tego samego chorego
podczas badania podobienstwa technikg PFGE cechowaty sie w wigkszos$ci identycznym lub
bardzo podobnym wzorem prgzkowym na zelu. Obraz dendrogramu pokazuje te szczepy
jako identyczne lub blisko spokrewnione (czyli majgce > 80% podobienstwo). Przyktadowo
na dendrogramie sg to szczepy 4/1, 5/1i6/1; 127/1 i 129/1; 138/1 i 139/1; 55/1, 56/1 i 57/1.

Badane szczepy S.aureus nalezg do 19 typdw (A-T). Typy stanowig szczepy blisko
spokrewnione. Wyrézniono 12 podtypéw: A1, B2, B5, D2, EG, H1, I1, J1, L2, R1, $1, T1,
do ktérego nalezg 2 lub 3 szczepy identyczne (tu: pochodzace od tego samego chorego
z roznych miejsc pobrania). Szczepy A1-A5, B1-B5, C1-C2, D1-D2, E1-E6, G1-G3, H1-H3,
K1-K2, L1-L2, M1-M2, O1-O2 cechujg sie podobienstwem > 80% w obrebie odpowiedniego
typu (A-O).

Poroéwnanie w obrebie szczepdw S.aureus pochodzgcych od poszczegdlnych
chorych leczonych szpitalnie wykazato ponad 80% podobienstwa w parach lub tréjkach
dla wszystkich 7 szczepow; poréwnanie szczepow od wszystkich chorych wskazuje,
ze szczepy hie sg spokrewnione (podobienstwo mniejsze niz 80%).

Badanie podobienstwa szczepéw S.aureus u chorych leczonych ambulatoryjnie
wskazuje na bliskie spokrewnienie (>80% podobiehAstwa ) u 28 z 47 szczepoéw (59,6%)
tworzagcych dwojki lub trojki u poszczegdinych chorych. Poréwnanie w obrebie szczepow
S.aureus pochodzacych od wszystkich chorych pokazuje, ze 13 z 47 szczepdw (27,7%)
cechuje sie podobienstwem >80% jedynie w obrebie poszczegdinych chorych, od ktérych
pochodzg. U pozostatych 34 z 47 szczepow (72,3%) potwierdzono podobienstwo
przewyzszajgce 80% do szczepdw pochodzacych od réznych chorych.

Zbadano 20 szczepéw S.epidermidis, z ktérych 14 szczepdw pochodzito z réznych
miejsc pobrania od poszczegodlnych chorych (2 lub 3 szczepy z réznych miejsc pobrania
od jednego chorego) oraz 6 szczepow, ktore wystepowaty pojedynczo u chorych.

Poréwnanie w obrebie szczepdéw pochodzgcych od poszczegdinych chorych, ktore
tworzg pary lub trojki wykazato > 80% podobienstwa dla 13 z 14 szczepow (93%).
Poréwnanie podobienstwa genetycznego szczepdw od wszystkich pacjentow wskazato
na ponad 80% podobienstwo u 6 szczepdw (stanowi to 30% wszystkich szczepdw).

Dendrogram pokazujgcy podobieAstwo genetyczne izolatéw S.epidermidis

przedstawia Rycina 22.
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Rycina 22. Dendrogram pokazujgcy podobienstwa miedzy szczepami S.epidermidis

w badanej populacji chorych

Szczepy blisko spokrewnione na dendrogramie: 47/2 i 48/1, 61/2, 70/1 i 420/2, 16/1 i 17/1,
78/1i79/1,11/1i12/1, 39/2 i 40/2.

Badane szczepy S.epidermidis nalezg do 11 typéw (A-K). Typy stanowig szczepy
blisko spokrewnione (czyli majgce > 80% podobienstwo). Szczepy A1, A2, B1, B2, B3, B4,
C1, C2, D1, D2, E1, E2, I1, 12, K1,K2 cechujg sie podobienstwem > 80% i stanowig podtypy
w obrebie odpowiedniego typu (A-K).

Badanie podobienstwa szczepdw S.epidermidis u chorych leczonych ambulatoryjnie
wskazuje na bliskie spokrewnienie (>80% podobienstwa ) u wszystkich 15 szczepow
tworzgcych dwajki lub tréjki u poszczegdlnych chorych. Okreslenie podobienstwa w obrebie
szczepow S.epidermidis pochodzgcych od wszystkich chorych pokazuje, ze 13 z 15
szczepow (86,7%) wykazuje podobienstwo >80% do szczepdw pochodzgcych od réznych
chorych.

Okreslenie podobienstwa pomiedzy szczepami S.epidermidis pochodzgcymi
od poszczegolnych chorych leczonych szpitalnie wskazuje, ze wigkszo$¢ szczepow (80%)
charakteryzuje sie podobienstwem powyzej 80% w obrebie par lub trojek, nie stwierdzono

przemieszczania sie szczepow pomiedzy chorymi.
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6. Podsumowanie wynikow

S.aureus przewazat wsrod gronkowcéw izolowanych z wyskrobin z dna,
z brzegu owrzodzenia i z wymazéow z powierzchni miedzypalcowej chorych
z zespotem stopy cukrzycowej (ZSC) oraz w izolatach z wymazéw z powierzchni
miedzypalcowej zdrowych ochotnikéw (50-64,7%).

Szczepy MRSA i MRSE byty nieobecne u zdrowych ochotnikow.

Szczepy MRSA u pacjentdéw ze stopg cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng
byly czesciej izolowane z wymazow z powierzchni miedzypalcowej (62,5% i 100%)
w poréwnaniu z wyskrobinami z dna owrzodzenia (36,4% i 37,5%) i z biopsji z brzegu
owrzodzenia (33,3% i 50%).

U chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng obecnos$¢ gendow eta i fnbA byta
czesciej zwigzana ze szczepami MRSA niz MSSA. Czesto$¢ wystepowania pozostatych
gendw u szczepow S.aureus pochodzgcych od chorych ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng i niedokrwienng byta poréwnywalna.

Zaobserwowano znaczacg przewage genow eta, fnbA i edin pomiedzy szczepami
pochodzgcymi z owrzodzenia (wyskrobin i biopsji) w poréwnaniu ze szczepami
pochodzacymi z wymazéw z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC.

Czestotliwos¢é wystepowania szczepow S.epidermidis pochodzacych z wyskrobin
z dna owrzodzenia chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng byta znaczgco wyzsza
w poréwnaniu z chorymi ze stopg cukrzycowg neuropatyczng (26,7% vs 5,9%).

S.epidermidis przewazat w izolatach pochodzacych z wymazéw z powierzchni
miedzypalcowej chorych z ZSC w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami.

Szczepy MRSE u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng przewazaty we
wszystkich zrédtach pobrania (83,3-100%), poza wyskrobinami z dna owrzodzenia.

Czesto$¢ wystepowania sekwencji insercyjnej 1S256 byta znaczgco wyzsza
u szczepéw MRSE w poréwnaniu ze szczepami MSSE, zaréwno u chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng, jak réwniez u chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwiennag.

Czestos¢ wystepowania gendw atlE i icaAB byta wysoka i porownywalna pomiedzy
izolatami pochodzgcymi z réznych miejsc pobrania od chorych z ZSC.

Sekwencja insercyjna 1S256 przewazata u szczepow pochodzacych z wyskrobin
z dna owrzodzenia i biopsji z brzegu owrzodzenia. Sekwencja wystepowata rzadziej
u szczepow pochodzgcych z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC.

Szczepy pochodzace od zdrowych ochotnikdw nie posiadaty sekwencji insercyjnej
1S256.
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Ekspresje genow okredlano jedynie u szczepdédw z potwierdzong obecnoscig
poszczegdlnych gendow wirulencji. Wykazano ekspresje gendw u roznej liczby szczepdw:
fnbA (64,7%), cna (49%), eta (15,8%).

Ekspresja genu fnbA przewazata w wyskrobinach z dna owrzodzenia i biopsji
z brzegu owrzodzenia w poréwnaniu do wymazdéw z powierzchni miedzypalcowe;.

Dla genu eta zaobserwowano ekspresje u jedynie nieznacznej ilosci izolatéw
pochodzacych z wyskrobin i biopsji z brzegu owrzodzenia.

Podziat chorych ze wzgledu na rodzaj stopy cukrzycowej pokazat, ze ekspresja
genu fnbA w stopie cukrzycowej neuropatycznej wynosita 47,4% i przewazata
w poréwnaniu do chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng (23,5%).

Ekspresja genu eta byta bardzo niska w kazdej z badanych grup chorych
i w kazdym miejscu pobrania materiatu do badan.

Poréwnanie w obrebie szczepéw S.aureus i S.epidermidis pochodzacych
od poszczegolnych chorych leczonych szpitalnie wykazato, ze kazdy chory posiadat swoj
wiasny klon S.aureus i S.epidermidis, a szczepy S.aureus i S.epidermidis pochodzace
od poszczegodinych chorych leczonych szpitalnie nie sg spokrewnione. Swiadczy to o braku
wystepowania zakazen krzyzowych w badanej grupie chorych.

Szczepy S.aureus i S.epidermidis wyizolowane od chorych leczonych ambulatoryjnie
wykazujg bliskie spokrewnienie w odniesieniu do réznych miejsc pobrania materiatu
od poszczegodlnych chorych, jak rowniez w odniesieniu do wszystkich chorych. Moze to

Swiadczy¢€ o przemieszczaniu sie szczepow miedzy chorymi w ambulatorium.
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7. Dyskusja

7.1. Czynniki wirulencji bakterii S.aureus i S.epidermidis

W toku prowadzonych badan oceniono czestoS¢ wystepowania gendw wirulencji
u szczepow S.aureus (eta, fnbA, cna, etd, edin) i S.epidermidis (atlE, icaAB, 1S256)
pochodzacymi od chorych z owrzodzeniem stopy cukrzycowej. Oceny dokonano
u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng, a takze pomiedzy
szczepami MRSA i MSSA. Zbadano takze wieloopornos$¢ bakterii S.aureus na antybiotyki.
Przeprowadzone badania stuzyly tez probie wykazania, iz istnieje réznica w zasiedlaniu
przez gronkowce owrzodzen u chorych ze stopg cukrzycowa, przy podziale na stope
neuropatyczng i niedokrwienng, a bakterie obecne w ranie, jej brzegu i na powierzchni skory
réznig sie co do obecnosci i ekspresji czynnikdw wirulencji. Moze to wptywa¢ w ré6znym

stopniu na wydtuzenie czasu gojenia sie tych dwdch typow owrzodzen .

7.1.1. Obecnos¢ gendw  wirulencji S.aureus u chorych

z owrzodzeniem stopy cukrzycowej

Problematyka dotyczaca gendw wirulencji gronkowcow jest czesto poruszana
w literaturze. Ten rodzaj bakterii jest bardzo rozpowszechniony na $wiecie i moze byc¢
przyczyng zakazenh praktycznie wszystkich tkanek.

W niniejszej pracy doktorskiej zbadano genom fnbA (kodujgcym biatko wigzgce
fibronektyne) i cna (biatko wigzace kolagen). Geny powyzsze uczestniczg w wigzaniu sie
bakterii do sktadnikbw macierzy zewngtrzkomaorkowej. Inicjujg w ten sposob adhezje bakterii
S.aureus do komorek gospodarza oraz inwazje komorek gospodarza. Procesy te
przyczyniajg sie do opdznienia gojenia owrzodzen [46].

Wyniki przeprowadzonych badah wykazujg, ze wystepowanie genu fnbA byto
czestsze u szczepdw S.aureus pochodzacych z wyskrobin pobranych z dna owrzodzenia
i z biopsji pochodzacej z brzegu owrzodzenia w poréwnaniu ze szczepami
wyizolowanymi z wymazow z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC. Jednoczesnie
geny fnbA i cna przewazaly u szczepow wyizolowanych z wymazow z powierzchni
miedzypalcowej chorych z ZSC w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami.

Uwzgledniajgc miejsce pobrania materialu do badah oraz rodzaj stopy

cukrzycowej wykazano wyzszg czesto$¢ wystepowania genu cna w poréwnaniu
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z genem fnbA we wszystkich trzech miejscach pobrania préobek zaréwno u chorych
ze stopg cukrzycowg neuropatyczng, jak réwniez niedokrwienna.

Odmienne wyniki uzyskali Arciola i wsp. [8], ktérzy zbadali bakterie S.aureus
réznego pochodzenia. Wyniki wskazaty, ze 89,7% szczepdw, bez wzgledu na Zzrodto,
posiada zdolno$¢ wigzania sie do fibronektyny (gen fnbA), a tylko 20,1% izolatéw
charakteryzuje sie obecnoscig genu cna (wigzanie sie do kolagenu). Arciola i wsp.
potwierdzili obecnos¢ genu fnbA u wigekszosci szczepow S.aureus powigzanych
z zakazeniami ortopedycznymi [8]. Co wiecej gen fnbA obecny byt u 100% szczepow
izolowanych z zakazen protez biodrowych i stawdéw kolanowych. Réwniez Zmantar i wsp.
[145] wykazali, ze gen fnbA obecny byt u 96,6% szczepdw pochodzacych z implantow
ortopedycznych powigzanych z zakazeniami. Podobne wyniki uzyskali Kouidhi i wsp. [76],
ktorzy potwierdzili obecnos¢ genu fnbA u 100% szczepow izolowanych z zakazeh protez
kolan i stawow kolanowych. Autorzy badali szczepy réznego pochodzenia z wykluczeniem
chorych cukrzycowych.

Wyniki uzyskane w obecnej pracy doktorskiej - 82-100% obecnos¢ genu cna
u wszystkich szczepéw pochodzgcych od chorych z ZSC -wskazujg na wieksze znaczenie
diagnostyczne obecnosci genu cna u pacjentow z zespotem stopy cukrzycowej niezaleznie
od jej typu i miejsca pobrania. Zdolnos¢ do wigzania sie do kolagenu izolowanych bakterii
moze by¢ tez niekorzystnym czynnikiem prognostycznym powiktan w postaci zapalenh kosci.

Obecnos$¢ genu cna nie jest powszechna u szczepdw pochodzgcych od chorych
z ZSC i waha sie¢ w przedziale 38-56% pozytywnych wynikow. U zdrowych ochotnikow
u bakterii obecnych w jamie nosowej wykazano obecnos$¢ genu cna w 48% przypadkow
[140]. Wedtug Zmantar i wsp. [153] gen cha obecny byt u 56,5% szczepdw pochodzgcych
od chorych 2z infekcjami uszu. Podobne wyniki uzyskali Peacock i wsp. [103],
ktérzy zaobserwowali 52% szczepow pozytywnych dla tego genu u oséb z réznymi
schorzeniami. Wedtug Wisniewskiej i wsp. [140] geny fnbA i fnbB obecne sg w 85%
badanych szczepdw, a cna w 54%. Autorzy ci potwierdzili ponadto statystycznie istotne
réznice pomiedzy szczepami S.aureus metycylinoopornymi i metycylinowrazliwymi. Geny
fnbA, fnbB i cna wystepowaly odpowiednio u 90%, 90% i 63% szczepéw MRSA
i odpowiednio u 67%, 67% i 24% szczepow MSSA. W zaleznosci od miejsca pobrania
materiatu do badan, szczepy posiadajgce gen cna stanowity od 25% szczepdw izolowanych
z krwi do 69% szczepow izolowanych z nosa, gardfa i oczu.

Obecnos¢ genu edin (inhibitor réznicowania sie komoérek naskodrka) powigzana jest
ze zdolnoscig bakterii S.aureus do inwazji komorek gospodarza. Wystepowanie genu edin
sprzyja zakazeniom gtebokim tkanek migkkich, a toksyna Edin hamuje proces gojenia sie ran

na poziomie komorek srédbtonka [94].
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W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano przewage wystepowania genu
edin w wyskrobinach z dna owrzodzenia chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng
(63,6%) w poréwnaniu ze stopg cukrzycowg niedokrwienng (25%). Ponadto gen edin
przewazat w tej grupie chorych w izolatach pochodzgcych z biopsji skory. Gen edin jest
powigzany gtéwnie z zakazeniami dna owrzodzen u chorych leczonych szpitalnie.

Czestos¢ wystepowania genu edin u szczepow S.aureus jest rozna w poszczegolnych
krajach i plasuje sie w przedziale 4-15%. W populacji niemieckiej wsréd gendéw edin
przewaza edin-B (ok. 80% wszystkich pozytywnych wynikow dla obecnosci genu edin).
Badania sprawdzajgce czesto$¢ wystepowania gendéw etd i edin-B nie wykazaty réznic
pomiedzy szczepami szpitalnymi i kolonizujgcymi (odpowiednio 10% i 9%) [38]. Po raz
pierwszy Messad i wsp. [89] wskazali, ze 71,4% szczepdw S.aureus edin-pozytywnych byto
powigzanych ze s$rednimi i powaznymi zakazeniami (stopien 3 i 4 klasyfikacji IDSA)
porownujac z 28,6% edin-pozytywnych szczepdw powigzanych z niskim stopniem
zakazenia. Wiekszos¢ szczepdw posiadata gen edin-B (86,7%). Obecnos¢ genu edin moze
by¢ wskazaniem do wdrozenia wielospecjalistycznego leczenia u chorych
z owrzodzeniem stopy cukrzycowej.

Do toksyn gorgczkotworczych odpowiedzialnych za zakazenia skéry u ludzi zaliczane sg
eksfoliatyny eta i etd. Eksfoliatyna eta przyczynia sie do ziluszczania naskorka
i powstawania pecherzy. Utatwia w ten sposdb wnikanie bakterii do gtebszych warstw
naskérka [2].

Przeprowadzone badania pokazujg, ze wystepowanie gendw eta i etd byto czestsze
u szczepdw S.aureus pochodzgcych z wyskrobin z dna owrzodzenia i biopsji z brzegu
owrzodzenia u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng oraz w wymazach
z powierzchni miedzypalcowej u chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienna.
Zaobserwowano réwniez bardzo czeste wystepowanie genu etd (70%) u szczepow
S.aureus pochodzgcych z wymazoéw z przestrzeni miedzypalcowej zdrowych ochotnikéw.
Obecnos¢ genu etd w wymazach z powierzchni miedzypalcowych moze byé powigzana
z kolonizacjg grzybami.

Czeste wystepowanie genéw fnbA, cna, edin i eta u szczepdw S.aureus
pochodzacych z wyskrobin z dna owrzodzenia i skéry z brzegu owrzodzenia u chorych
z ZSC wskazuje, ze szczepy wirulentne przewazajg w owrzodzeniu. To potwierdza teorie
Jfitness”, szybkiej adaptacji bakterii do szczegdlnych warunkéw owrzodzen stopy
cukrzycowej i warunkuje ich inwazyjnosc.

Otrzymane w pracy wyniki sg zgodne z uzyskanymi przez innych badaczy.

Peacock i wsp. [103] zaobserwowali, ze geny fnbA, cha i eta sg powszechne w izolatach
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inwazyjnych. Autorzy wykazali, ze 98% szczepdw inwazyjnych i 87% szczepdw od osob
zdrowych posiadato gen fnbA.

Przedstawione badania wykazaty réwniez, ze rozktad czestosci wystepowania genow
wirulencji w zaleznosci od miejsca pobrania materiatu byt inny w grupie chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng. Geny wirulencji eta, fnbA i edin przewazaty
w izolatach pochodzgcych z wyskrobin i skoéry chorych ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng w poréwnaniu do chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng.
W przypadku szczepéw izolowanych z powierzchni miedzypalcowych powyzsze geny
wirulencji przewazaty u chorych z niedokrwieniem.

U chorych ze stopg neuropatyczng owrzodzenia najczeéciej poddaje sie leczeniu
dopiero, gdy stajg sie bardzo rozlegte i gtebokie. Wirulentne bakterie majg wiecej czasu
na przemieszczenie sie do wnetrza owrzodzenia i przystosowanie do warunkow
bytowania. Czynnikiem selekcyjnym moze by¢ tez dtugotrwata antybiotykoterapia.

U chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng i chorych ze stopg cukrzycowa
niedokrwienng zauwazalne byly roéznice w czestosci wystepowania niektorych gendw
wirulencji u szczepéw opornych na metycyline i wrazliwych na metycyline. Geny eta, fnbA
i edin dominowaly w izolatach metycylinooopornych u chorych ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng oraz w izolatach metycylinowrazliwych u chorych ze stopg cukrzycowg
niedokrwiennag.

Postepowanie lecznicze powinno zatem uwzgledniac roznice w obu grupach chorych.
Zamiast przewlektej antybiotykoterapii by¢ moze bardziej celowe bedzie zastosowanie
w grupie chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng wczesnego leczenia chirurgicznego,
ktére poprawi ukrwienie i zapobiegnie dalszemu rozwojowi owrzodzenia oraz amputac;ji.

Wyniki badan przedstawionych w dysertacji potwierdzaja, ze szczepy S.aureus
pochodzgce od chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng znacznie czesciej wykazujg
obecnos$¢ kilku gendw wirulencji. W grupie tych chorych 18% wymienionych szczepow
posiadato 4 geny wirulencji, w poréwnaniu do 6% szczepdw w grupie chorych ze stopg
niedokrwienng. Obecno$¢ 5 gendéw wirulencji obserwowano jedynie u bakterii
wyizolowanych od chorych z owrzodzeniem cukrzycowym neuropatycznym.

Moze to sugerowaC, ze bakterie towarzyszgce neuropatycznemu owrzodzeniu
potrzebujg wiekszej liczby czynnikéw wirulencji, aby zasiedla¢ i funkcjonowa¢ w srodowisku
takiej rany. Niedokrwienie, ktoremu towarzyszy niedotlenienie, stwarza dogodne srodowisko
zycia bakteriom o mniejszej wirulentnosci. Dane te Swiadcza, ze Srodowisko owrzodzenia

decyduje o preferencyjnej kolonizacji i pozniejszej inwazji bakterii.
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W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono doniesien dotyczgcych rdznic
czestosci wystepowania genow wirulencji eta, fnbA, cna, edin i etd u chorych ze stopag
cukrzycowg neuropatyczng lub niedokrwienng.

Sotto i wsp. [129] badali obecnos¢ 5 gendw wirulencji (sea, sei, IUKDE, hlgv i cap8)
uznanych za roznicujgce chorych z owrzodzeniem stopy cukrzycowej zarbwno w obecnosci
zakazenia, jak réwniez bez zakazenia. Sea i sei to geny zwigzane z produkcjg enterotoksyn,
lukDE—z wtwarzaniem leukocydyn, hlgv -z produkcjg hemolizyn, cap8 -z wytwarzaniem
otoczek. Wyniki badaczy wykazaty, ze jedynie 2 badane geny (IukDE i higv) mogg stuzy¢

jako markery rozrézniajgce oba rodzaje owrzodzen.

7.1.2. Obecnos¢ genow wirulencji S.epidermidis u chorych

z owrzodzeniem stopy cukrzycowej

Bakterie S. epidermidis charakteryzujg sie zdolnoscig do kolonizowania powierzchni,
réwniez implantacyjnych materiatdw. S.epidermidis, jako patogen oportunistyczny
produkujgcy biofilm, moze przyczyniaé sie do rozwoju zakazen, zwtaszcza u chorych
z zastawkami serca, implantami ortopedycznymi i protezami naczyniowymi. Zdolno$¢ do
tworzenia biofilmu i oporno$¢ na antybiotyki przyczyniajg sie do wystepowania opéznionego
gojenia owrzodzen. Ponadto warstwa biofilmu chroni bakterie przed odpowiedzig uktadu
immunologicznego.

Pierwotne przyleganie bakterii, ktére zapoczatkowuje tworzenie biofilmu, mozliwe
jest dzieki obecnosci gtéwnej autolizyny powierzchniowej atlE. Operon icaADBC koduje
miedzykomorkowg adhezyne polisacharydowg PIA zwigzang z formowaniem biofilmu.

W prezentowanych w dysertacji badaniach wykazano, ze czestos¢ wystepowania
genéw atlE i icaAB byta bardzo wysoka i poréwnywalna wsréd chorych ze stopg
cukrzycowg neuropatyczng i niedokrwienng, a takze pomiedzy szczepami opornymi
i wrazliwymi na metycyling. Nie zaobserwowano réznic w powszechnosci wystepowania
powyzszych gendw w izolatach pochodzgcych z réznych miejsc pobrania materiatu.

Dane te odpowiadajg wynikom uzyskanym przez Frebourga i wsp. [43].
Powszechne wystepowanie genu atlE moze wynikac¢ z faktu, ze kodowane przez niego
biatka, poza uczestnictwem w patogenezie zakazen wywotywanych przez S.epidermidis,
petnig rowniez istotne funkcje w wielu procesach fizjologicznych bakterii.

Szczepy nie posiadajgce operonu icaADBC sg traktowane jako populacja
awirulentnych S.epidermidis. Jednakze dwa niezalezne badania wykazaly brak rdznic

w wirulencji szczepdw posiadajgcych i pozbawionych operonu icaADBC. Rohde i wsp. [118]
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udowodnili, ze szczepy S.epidermidis mogg wywotywac trwate, powigzane z biofilmem
zakazenia, np. zakazenia protez stawowych, takze przy braku obecnosci operonu icaADBC.

Ostatnie dane sugerujg, ze operon icaADBC moze stanowi¢ marker wirulenciji
gronkowcowych szczepdw Klinicznych pochodzgcych z zakazeh biomateriatdow. Arciola
i wsp. [8] wskazali, ze operon ten przewaza u szczepow S.epidermidis otrzymanych
z zakazen cewnikéw, w poréwnaniu do izolatéw ze skéry lub bton sluzowych osob zdrowych
i personelu szpitala. Frebourg i wsp. [43] wykazali obecno$¢ operonu icaADBC u 37,5%
szczepbw pochodzgcych od zdrowych ochotnikow.

Wedilug czesci badaczy operon icaADBC jest szeroko rozpowszechniony
w szczepach klinicznych S.aureus i znacznie czesciej wystepuje w szczepach inwazyjnych
w poréwnaniu ze szczepami kolonizujgcymi skoére [113]. Inne spostrzezenia majg Rohde
i wsp. [118], ktérzy wskazujg na znaczng przewage obecnosci operonu icaADBC
w komensalnych szczepach S.epidermidis w poréwnaniu do szczepow inwazyjnych.
W réznych badaniach operon icaADBC obecny byt w 43-88% szczepow od zdrowych
ochotnikéw [60].

Ekspresja operonu icaADBC i formowanie biofilmu rdznig sie miedzy klinicznymi
szczepami gronkowcowymi. Ziebuhr i wsp. [151] zbadali, ze 87% szczepdw klinicznych
moze produkowac biofilm, podczas gdy tylko 11% szczepow ze skory posiada te zdolnosé.
Fitzpatrick i wsp. [37] sugerujg natomiast, ze obecnos¢ operonu icaADBC nie jest
wystarczajgca dla formowania biofilmu.

Ocena zdolnosci S.epidermidis do tworzenia biofilmu jako markera patogennosci
bakterii jest kontrowersyjna, poniewaz wiasciwos¢ ta jest zalezna od czynnikow
Srodowiskowych. Zmienione warunki wzrostu w sSrodowisku mogg takze odgrywacé role
w patogenezie zakazen zwigzanych z biomateriatami [30, 52].

Adhezyna PIA, syntetyzowana przez biatka kodowane przy udziale operonu
icaADBC, jest niezbedna w procesie tworzenia biofilmu, ktéry odgrywa kluczowg role
w kolonizacji ciat obcych przez bakterie S.epidermidis oraz powstawaniu zakazeh [30, 52].
Eftekhar i wsp. [33] wykazali, 2ze warunki wzrostu odgrywaja duzg role
w formowaniu biofilmu poprzez mechanizmy inne niz ekspresja polisacharydowej adhezyny
miedzykomorkowej PIA [33]. Produkcja PIA i tworzenie biofilmu in vitro sg rzadziej spotykane
i obserwowane jedynie w scisle okreslonych warunkach, m.in. przy niskim poziomie tlenu
u szczepOw S.aureus w poréwnaniu do szczepow S.epidermidis [39].

Arciola i wsp. [8] wskazujg, ze ok. 60% szczepdw S.aureus z zakazen
ortopedycznych posiada geny icaA i icaD. W badaniach przeprowadzonych przez Zmantar
i wsp. [153] sposrod szczepdw, u ktérych potwierdzono obecnosé powyzszych genow,
26 szczepdw produkowato sluz, a 10 nie posiadato tej cechy.
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Analiza klinicznych szczepdw S.aureus izolowanych z zakazonych protez i cewnikow
oraz od chorych z bakteriemig pokazuje obecnosé operonu icaADBC w wiekszo$ci izolatow
[35]. Arciola i wsp. [8] potwierdzili istnienie biofimu u ok. 50% klinicznych szczepéw
S.epidermidis. Jednoczesnie udowodnili, ze wszystkie saprofityczne szczepy S.epidermidis
pochodzagce ze skoéry i bton sSluzowych nie produkujg biofilmu i nie posiadajg genu
icaADBC [121]. W innych badaniach Ziebuhr i Arciola zaobserwowali jednakze obecnos¢
genu icaADBC u odpowiednio 6% i 11,5% saprofitycznych szczepow S.epidermidis
izolowanych od personelu medycznego. Satorres i wsp. [121] dostrzegli obecnosé operonu
icaADBC u wigkszosci szczepdw gronkowcowych izolowanych od chorych, w poréwnaniu
z osobami zdrowymi. Wedtug Cafiso i wsp. [22] istnieje Scisty zwigzek pomiedzy obecnoscig
operonu icaADBC i genu mecA. Ekspresja obydwu grup genéw wzmacnia zdolnos¢ bakterii
do przetrwania w organizmie gospodarza, moggc stanowi¢ wazne markery wirulencji
w Klinicznie istotnych izolatach gronkowcowych [61].

Nie wszystkie szczepy S.epidermidis kodujg operon icaADBC. Operon posiadajg
gtdbwnie szczepy pochodzgce od osob objetych opiekg zdrowotng w szpitalach i chorych
Zz zakazeniami implantéw medycznych. lzolaty pobrane ze skéry zdrowych ochotnikdw
znacznie rzadziej charakteryzujg sie obecnoscig operonu icaADBC [115]. Pacjenci szpitalni
czesciej sg nosicielami opornych, icaADBC-pozytywnych szczepéw S.epidermidis,
w poréwnaniu z osobami nie majgcymi kontaktu ze szpitalem. Hospitalizacja indukuje zmiany
w strukturze populacji kolonizujgcych bakterii S.epidermidis, co skutkuje ekspansjg
szczepodw lepiej adaptujgcych sie do srodowiska szpitalnego [131].

Operon icaAB obecny byt we wszystkich zbadanych w niniejszej pracy szczepach
S.epidermidis pochodzacych od chorych na cukrzyce i zdrowych ochotnikéw. Podobne
spostrzezenia odnotowali takze badacze, potwierdzajgc powszechne wystepowanie
operonu w szczepach chorobotwdrczych oraz szczepach komensalnych [61].

Obecno$¢ operonu icaADBC budzi pewne watpliwoéci w aspekcie potencjalnego
markera patogennosci bakterii. Wynika to z regulacji operonu icaADBC przez inne geny,
ktorych funkcje zalezg od warunkéw Srodowiskowych. W toku przeprowadzonych badan
zauwazono, ze geny atlE i icaAB wystepowaty zaréwno w szczepach MRSE, jak réwniez
MSSE. Spostrzezenia te potwierdzajg rowniez wyniki innych autoréw [55]. Wymienione geny
wirulencji prawdopodobnie nie mogg stuzy¢ rozroznieniu szczepow S.epidermidis
inwazyjnych i kolonizujgcych.

Sekwencja insercyjna 1S256 wptywa na ekspresje operonu icaADBC oraz tworzenie
biofilmu. Ponadto sekwencja 1S256 utatwia bakteriom adaptowanie sie do warunkéw

srodowiska.
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Sekwencja 1S256 stanowi charakterystyczny element w genomie wieloopornych
szpitalnych szczepow S.epidermidis [77]. W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano
wyzszg czestosC wystepowania sekwencji insercyjnej 1S256 u szczepow MRSE
w porédwnaniu ze szczepami MSSE, zaréwno u chorych ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng, jak réwniez u chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng. Ponadto
czestos¢ wystepowania sekwencji byta znaczgco wyzsza u szczepow pochodzacych
z wyskrobin z dna owrzodzenia i biopsji z brzegu owrzodzenia, w poréwnaniu
z wymazami z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC. Szczepy pochodzgce od
zdrowych ochotnikéw nie posiadaty sekwenc;ji 1S256.

Otrzymane wyniki sg zgodne z otrzymanymi przez innych badaczy [91,59]
i sugerujg, ze sekwencja insercyjna 1S256 moze by¢ brana pod uwage jako molekularny
marker inwazyjnosci szczepu.

Gu i wsp. [52] proponujg stosowanie sekwencji insercyjnej 1S256 jako markera
patogennosci roznicujgcego szczepy S.epidermidis komensalne i inwazyjne. Rowniez
badania przeprowadzone przez Kozitskaya i wsp. [77] pokazujg, ze dystrybucja 1S256 rézni
sie pomiedzy szczepami inwazyjnymi i komensalnymi.

Szczegdblng uwage nalezy zwroci¢ na pacjentéw z zespotem stopy cukrzycowej,
u ktorych wystepuje koinfekcja grzybicza. Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu przez rézne
gatunki grzybow zostata potwierdzona w wielu pracach. Pammi M. i wsp. [102]
zaobserwowali podwyzszong autolize Staphylococcus epidermidis w uktadzie quorum
sensing z Candida albicans. Pozakomérkowe DNA uwalniane przez bakterie stymulowato

wytwarzanie biofilmu przez grzyby.

7.1.3. Oporno$c¢ na antybiotyki bakterii S.aureus i S.epidermidis

W toku przeprowadzonych w niniejszej pracy badan opornos¢ na metycyline
okreslono dwiema metodami: testem ATB STAPH 5 oraz technikg PCR sprawdzajgcag
obecno$¢ genu opornosci mecA. Przy zastosowaniu testu ATB-STAPH 5 zauwazono
przewage wystepowania opornosci na metycyline wsrod szczepdw S.aureus izolowanych
z wymazéw z powierzchni miedzypalcowej w porownaniu ze szczepami pochodzgcymi
z wyskrobin z dna owrzodzenia i z biopsji z brzegu owrzodzenia.

Szczepy pochodzgce z powierzchni miedzypalcowych majg najwiekszy kontakt
ze Srodowiskiem zewnetrznym i szczepami metycylinoopornymi, od ktérych mogg nabywaé
geny opornosci na drodze horyzontalnego transferu genéw. Przewazajgca liczba szczepow
metycylinoopornych w tym miejscu moze takze wynika¢ z zastgpienia szczepow witasnych
pacjenta przez oporne szczepy szpitalne lub srodowiskowe.
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Szczepy MRSA pochodzgce z wyskrobin z dna owrzodzenia chorych z cukrzycg cechujg
sie wspotwystepowaniem gendw wirulencji fnbA, cna, eta, edin i etd. Zaobserwowano 100%
czestos¢ wystepowania gendw fnbA, cna, eta u metycylinoopornych szczepdéw
pochodzgcych z wyskrobin od chorych z owrzodzeniem stopy cukrzycowej neuropatyczne;j
leczonych szpitalnie i ambulatoryjnie oraz od chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng
leczonych szpitalnie. Obecno$¢ wirulentnych szczepow bakteryjnych w gtebi owrzodzenia
moze $wiadczyé o stabej penetracji antybiotyku do wnetrza rany, wynikajgcej
z obecnosci niedokrwienia i neuropatii.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze metycylinooporne szczepy S.epidermidis
dominujg wsrod izolatow pobranych ze wszystkich trzech miejsc od chorych:
wyskrobin z dna owrzodzenia, biopsji z brzegu owrzodzenia i wymazéw z powierzchni
miedzypalcowe;.

W pracy Jones’a i wsp. [100] przedstawiono raport dotyczgcy opornosci na antybiotyki
réznych gatunkow bakterii izolowanych w 21 krajach europejskich. Wystepowanie szczepow
MRSA wahato sie od 0,9% w Szwecji do 60% w Portugalii i na Stowacji. W Polsce
zanotowano ok. 25%, $rednia dla Europy wynosita 31%, podczas gdy srednia dla MRSE
to 1,1%.

Przez wiele lat bakterie S.epidermidis i inne koagulazujemne gronkowce nie byty
traktowane jak szczepy potencjalnie patogenne. Uwazano je za mikroorganizmy
komensalne, kolonizujgce organizm cztowieka. Obecnie coraz czesciej spotyka sie szczepy
MRSE, co moze wynika¢ z szerokiego rozpowszechnienia sie¢ szczepow S.epidermidis
zarowno w $rodowisku szpitalnym, jak i poza nim. Szczepy S.epidermidis czesto
nie przyczyniajg sie do wystgpienia objawéw chorobowych, jednak stanowig rezerwuar
genow opornosci antybiotykowej, ktére mogag byé przekazywane do szczepow MSSA
i innych Gram-dodatnich bakterii poprzez horyzontalny transfer genéw. W ten sposéb moga
utatwiaé rozprzestrzenianie opornosci antybiotykowej [122].

Znaczna liczba bakterii MRSA i MRSE wykazuje wieloopornos¢ na antybiotyki
w zakazeniu. W ostatnich latach obserwuje sie istotny wzrost zakazeh powodowanych przez
oporne na metycyling szczepy S.aureus i S.epidermidis. W USA w owrzodzeniach
przebiegajacych bez zapalenia kosci poza szczepami MRSA, obserwuje sie takze szczepy
MRSE. W niektérych czesciach Europy szczepy MRSE stanowig az 60-70% wszystkich
szczepdw S.epidermidis [495].

Wyjasnienie réznic w inwazyjnosci i wirulencji pomiedzy szczepami MRSA/MSSA
i MRSE/MSSE to zagadnienie wymagajgce dalszych badan. Nie istniejg dowody
wskazujgce, ze szczepy MRSA s3 bardziej wirulentne niz MSSA. Fakty dotyczgce dtugosci
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hospitalizacji chorych, wskaznika smiertelnosci i poniesionych kosztéw leczenia sugerujg
jednak wiekszy udziat szczepow MRSA.

Transfer gronkowcowe] kasety chromosomowej, ktéra koduje gen mecA, pomiedzy
szczepami S.epidermidis i S.aureus zostat juz potwierdzony [139]. Bakterie, ktére nabyty
oporno$¢ na metycyline mogag przyczynia¢ sie do powaznych problemoéw skérnych
i zakazen. Dlatego niezwykle istotne jest zapobieganie rozprzestrzenianiu sie szczepow
opornych na metycyline w srodowisku np. poprzez chirurgiczne oczyszczanie zakazonych
owrzodzen.

Niewyjasniong kwestig pozostaje, w jaki sposéb chorzy z ZSC pozyskujg szczepy
MRSA i MRSE. By¢ moze jest to zwigzane z faktem, iz charakteryzujg sie oni wyzszym
wskaznikiem kolonizacji skéry i btony sluzowej nosa bakteriami S.aureus, ktére na drodze
transferu gendéw moga przeksztatcic sie w szczepy metycylinooporne. Ze wzgledu
na mozliwo$¢ rozprzestrzeniania sie szczepdw MRSE w srodowisku chorych wskazana
moze okazac sie eradykacja miejscowego nosicielstwa gronkowcow MRSE.

Nashev i wsp. [95] wykazali, ze szczepy S.aureus stanowigce flore btony sluzowej
nosa, odgrywajg role w patogenezie nawracajgcych zakazen skoéry. Szczepy te posiadajg
czynniki wirulencji m.in. adhezyny wigzgce fibronektyne i kolagen, ktére przyczyniajg sie
do zwiekszonego ryzyka pdzniejszych zakazen.

Szczepy S.epidermidis zwykle stanowig flore bakteryjna, ktéra kolonizuje gospodarza.
Bakterie znajdujg sie nie tylko na powierzchniach miedzypalcowych, ale takze na brzegu
owrzodzenia i w wyskrobinach. Po nabyciu opornosci przez szczepy MSSE Ilub
ich zastgpieniu przez szczepy MRSE ze srodowiska, szczepy oporne na metycyline zastgpig
naturalng flore bakteryjng i bedg prawdopodobnie kolonizowaé zaréwno owrzodzenie,
jak i skére. Podobne wyniki uzyskano u chorych z owrzodzeniem cukrzycowym
neuropatycznym i niedokrwiennym. Nie zaobserwowano obecnosci szczepow MRSA i MRSE
u zdrowych ochotnikéw.

CzesS¢ szczepow mogta wykazywaé oporno$¢ na metycyling, ktéra nie wynika
z obecnosci genu mecA, ale innych mechanizméw, np. produkcji penicylinazy kodowanej
przez geny plazmidowe (opornos¢ nabyta) lub mutacji w genach kodujgcych biatko PBP2,
co skutkuje zmniejszonym powinowactwem do R-laktamow.

Podobne roznice zaobserwowali takze inni badacze. Araj i wsp. [6] potwierdzili
obecnos¢ genu mecA jedynie w 13 szczepach S.aureus sposrod 31, ktore wykazywaty
opornos¢ na antybiotyki.

Profil antybiotykoopornosci szczepéw S.aureus i S.epidermidis pochodzgcych

od chorych hospitalizowanych i ambulatoryjnych byt bardzo podobny.
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Przeprowadzone badania pokazaly, ze opornosci na metycyline w grupie chorych
na cukrzyce czesto towarzyszy opornos¢ na inne antybiotyki: gentamycyne, erytromycyne,
klindamycyne, tetracykline.

Zbadana w izolatach MRSA/MRSE wrazliwos¢ drobnoustrojéw na antybiotyki jest
podstawg wiasciwej terapii. Zarowno szczepy MRSA, jak réwniez MRSE izolowane od
chorych z ZSC wykazaly opornos¢  wielolekowg (odpowiednio  70,3%
i 88,8% badanych szczepow). Oporno$é na trzy grupy antybiotykéw (sposréd szesciu
badanych) byta ponad trzy razy wyzsza u szczepdéw MRSE niz u szczepow MRSA, za$
wszystkie szczepy oporne na metycyline cechowaty sie podobng opornoscig na szeéé
grup antybiotykow.

W toku niniejszej pracy nie uwzgledniono rodzaju i czasu trwania antybiotykoterapii
stosowanej u chorych w czasie wczesniejszego, czesto wieloletniego leczenia w réznych
placowkach medycznych, co wynika z braku dostepu do tego rodzaju danych, a czesto z
braku mozliwosci uzyskania od chorych petnej informacji o stosowanej wczesniegj
antybiotykoterapii.

Brak wrazliwosci na antybiotyki szczepow S.aureus od bardzo dawna jest zjawiskiem
powszechnym. Szczepy te bardzo szybko nabywajg cechy opornosci, zwtaszcza
w $rodowisku szpitalnym. Takze leczenie antybiotykowe przed hospitalizacjg przyczynia
sie do zmiany flory bakteryjnej chorych na szczepy mniej wrazliwe na terapie

antybiotykowa.

7.2. Ekspresja wybranych czynnikéw wirulencji

Zdolnos¢ do regulacji ekspresji gendw umozliwia bakteriom odpowiadanie na zmiany
zachodzgce w otaczajgcym Srodowisku. Bakterie syntetyzujg jedynie te produkty biatkowe,
ktéore w danej chwili sg niezbedne do ich funkcjonowania. Ekspresja genéw moze byé¢
kontrolowana poprzez zmiany w transkrypcji, lokalizacji i trwatosci RNA. W literaturze brak
jest doniesieh na temat ekspresji badanych w obecnej pracy gendéw wirulencji. W obecnej
pracy nie zauwazono znaczgcych réznic w czestosci ekspresjonowania gendéw wirulencji
w zaleznosci od miejsca pobrania materiatu. Najczesciej obserwowano ekspresje genu
fnbA w wyskrobinach z dna owrzodzenia u szczepow (57,9%). Ekspresja bliska 40%
wystgpita rowniez w biopsjach z brzegu owrzodzenia dla genu fnbA i we wszystkich
trzech miejscach pobrania materiatu dla genu cna.

Ekspresja genu fnbA przewazata (47,4%) u chorych ze stopg cukrzycowg

neuropatyczng w poréwnaniu do chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng. Ekspresja
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genu cna ksztaltuje sie na podobnym poziomie w obydwu badanych grupach chorych
(ok. 40%). Ekspresja genu eta jest bardzo niska w kazdej z badanych grup chorych

i w kazdym miejscu pobrania materiatu do badanh.

7.3. Podobienstwo genetyczne izolatéw
Badanie podobienstwa genetycznego pokazuje, ze izolaty sg blisko spokrewnione

u poszczegoélnych chorych w obrebie réznych miejsc pobrania materiatu. Dotyczy to zaréwno
chorych leczonych szpitalnie, jak i ambulatoryjnie.

Podobienstwo wykazujg szczepy S.aureus i S.epidermidis pochodzgce od wszystkich
chorych leczonych ambulatoryjnie. Natomiast szczepy izolowane od chorych leczonych
szpitalnie nie wykazujg podobienstwa wiekszego niz 80%. Nie obserwuje sie w tym
przypadku przemieszczania szczepow pomiedzy chorymi, co moze wynikac ze Scistego
przestrzegania rezimu sanitarnego w placéwkach szpitalnych, m.in. stosowania jatowego
sprzetu medycznego, narzedzi i materiatdw opatrunkowych.

Badanie  podobiehstwa  genetycznego  szczepdw  S.aureus  pochodzacych
od poszczegodlnych chorych (2 lub 3 szczepy z réznych miejsc pobrania od jednego chorego)
wskazuje, ze 74%  szczepdw jest blisko spokrewnionych, wykazujgc ponad 80%
podobienstwo (szczepy blisko spokrewnione). Poréwnanie wszystkich szczepow

wyizolowanych od chorych pokazuje, ze bilisko spokrewnionych jest 68,5% szczepdw.

Badanie podobienistwa genetycznego przeprowadzone wsréd izolatéw S.epidermidis
potwierdza, ze szczepy pochodzace z ré6znych miejsc pobrania od poszczegdinych chorych
w wiekszosci (93%) charakteryzowaty sie podobienstwem genetycznym przekraczajacym
80%.

Poréwnanie w obrebie wszystkich izolatow pokazuje, Ze szczepy nie przemieszczaty

sie pomiedzy chorymi (jedynie 30% szczepdw spokrewnionych).

7.4. Przydatnos¢ badan wirulencji bakterii u chorych
z zespolem stopy cukrzycowej w postepowaniu

terapeutycznym
Kazde owrzodzenie w zespole stopy cukrzycowej wymaga oczyszczenia
i usuniecia tkanek martwiczych. Wczesna interwencja chirurga naczyniowego niezbedna
jest u chorych ze stopg cukrzycowg niedokrwienng, u ktdérych dotarcie antybiotykéw

do miejsca zakazenia jest znacznie ograniczone.
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Stosowanie antybiotykoterapii w Polsce zalezy zazwyczaj od konkretnego ambulatorium
Algorytm postepowania w przypadku zakazonej stopy cukrzycowej umieszczony zostat
w Zatgcznikach (Zatgcznik 15). W przypadku poprawy stanu owrzodzenia zalecana jest
ponowna ocena schematu leczenia antybakteryjnego, aby wybrac¢ antybiotyk o wezszym
spektrum dziatania, tanszy i z wygodniejszg formg podania [74].

Zaleceniem Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego jest stosowanie u chorych
z zespotem stopy cukrzycowej antybiotykoterapii empirycznej w poczatkowym etapie
leczenia. W razie nieskutecznosci leczenia empirycznego stosuje sie antybiotykoterapie
zgodng z wynikami  antybiotykowrazliwosci  szczepow wyizolowanych z owrzodzen.
tagodne zakazenia predystynujg do stosowania antybiotykéw o waskim spektrum dziatania,
w przypadku ciezkich zakazen stosuje sie antybiotyki o szerokim spektrum dziatania.
W leczeniu owrzodzen bez Klinicznych cech zapalenia nie zawsze stosje sie
antybiotykoterapie [27].

Algorytm postepowania terapeutycznego w przypadku zakazonej rany stopy cukrzycowej
nie przewiduje zatem rozwazenia oceny bakteriologicznej owrzodzenia.

Na podstawie badan opisanych w niniejszej pracy mozna wnioskowac, ze stosowanie
empirycznej antybiotykoterapii moze by¢ nieskuteczne i prowadzi¢ do selekcji szczepdw
opornych z uwagi na konstytutywng ekspresje gendw wirulencji.

Wydaje sie, iz przeprowadzenie badania mikrobiologicznego wraz z oceng gatunku
i stopnia wirulencji bakterii obecych w ranie umozliwi zastosowanie antybiotykoterapii
celowanej o odpowiednio szerokim spektrum dziatania juz na wstepnym etapie leczenia
chorych z ZSC. Pozwoli to na unikniecie dlugotrwatego stosowania nieskutecznej
antybiotykoterapii empirycznej.

Przedstawione w dysertacji badania dotyczg nielicznej grupy 50 chorych. Wskazane
jest potwierdzenie otrzymanych wynikdw na wiekszej, bardziej reprezentatywnej grupie
chorych. Przeprowadzenie takich badan umozliwi potwierdzenie stusznosci tezy,
wskazujgcej na koniecznos¢ indywidualnego postepowania terapeutycznego u chorych
ze stopg cukrzycowag neuropatyczng i niedokrwienng, dostosowanego do rodzaju
i rozlegtoSci zakazenia. Badania bakteriologiczne uwzgledniajgce wirulencje bakterii
powinny by¢ brane pod uwage. Jednoczesna obecnos¢ w owrzodzeniu wirulentnych
bakterii, a takze czynnika predysponujacego do opoznionego gojenia owrzodzen
(np. niedokrwienia) moze sugerowac konieczno$¢ bardziej intensywnego, celowanego

leczenia. Pozwoli to na zmniejszenie odsetka amputacji u chorych z ZSC.
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Whnioski koncowe

. Obecnos$¢ genu cna odréznia chorych z zespotem stopy cukrzycowej od zdrowych
ochotnikow, jest waznym wskaznikiem wirulencji bakterii i czynnikiem

prognostycznym powiktan owrzodzen niezaleznie od typu ZSC.

. Badanie obecnosci genéw kodujgcych czynniki wirulencji: eta, fnbA i edin moze by¢
uzyteczne dla rozréznienia pomiedzy szczepami S.aureus inwazyjnymi
i kolonizujgcymi.

. Sekwencja insercyjna 1S256 moze by¢ uzytecznym markerem inwazyjnosci szczepéw
S.epidermidis.

. Wyniki badania podobienstwa genetycznego oparte na metodzie PFGE wskazujg,
ze owrzodzenie i powierzchnie miedzypalcowe poszczegodlnych chorych z cukrzycag

sg zasiedlane przez szczepy bakterii o takiej samej klonalnosci.

. Poréwnanie wszystkich izolatéw w obrebie S.aureus i S.epidermidis wykazuje wysoki
polimorfizm genowy. Geny kodujgce wybrane czynniki wirulencji mogg stuzy¢ jako
markery inwazyjnosci szczepow. Zroznicowanie genetyczne moze zalezeé

od warunkow srodowiskowych i presji selekcyjne;j.

. Chorzy leczeni szpitalnie mieli na skérze wiasne klony S.aureus i S.epidermidis.
Nie dochodzito do przemieszczania sie szczepow miedzy chorymi i zastepowania

flory bakteryjnej chorego przez patogenne szczepy szpitalne.

Szczepy S.aureus i S.epidermidis wyizolowane od chorych leczonych ambulatoryjnie
wykazywaty bliskie spokrewnienie w odniesieniu do wszystkich chorych, jak rowniez
réznych miejsc pobrania materiatu u poszczegdéinych chorych, co sugeruje, ze moze

dochodzi¢ do przemieszczania sie szczepow miedzy tymi  chorymi.
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9. Streszczenie

Cukrzyca jest skutkiem zaburzen w wydzielaniu insuliny przez trzustke,
niewlasciwego dziatania insuliny lub obydwu tych czynnikdéw jednoczesnie. Gdy ilos¢
produkowanej insuliny jest zbyt niska, glukoza nie moze byé transportowana do tkanek
i krgzy w zwiekszonej ilosci we krwi, przyczyniajgc sie do wystapienia powikian
makroangiopatycznych: choroby wiencowej, choréb naczyn moézgowych i korhczyn dolnych,
a takze powiktan mikroangiopatycznych: nefropatii, retinopatii i neuropatii z zespotem stopy
cukrzycowej (ZSC).

ZSC, jedno z powazniejszych powiktan cukrzycy, obejmuje zakazenie, owrzodzenie
i/lub destrukcje tkanek gtebokich stopy w powigzaniu z zaburzeniami neurologicznymi oraz
chorobami naczyn obwodowych o roznym stopniu nasilenia. Wyrézniamy stope cukrzycowg
neuropatyczng, niedokrwienng oraz mieszang.

Chorzy z cukrzyca charakteryzujg sie zwiekszonym ryzykiem rozwoju zakazenia
stopy cukrzycowej, w poréwnaniu do oséb bez cukrzycy. U ok. 14-24% chorych z cukrzycg
dokonuje sie amputacji konczyny. Wtasciwa diagnoza, edukacja chorych i organizacja opieki
nad chorymi moga zmniejszy¢ ryzyko amputacji o 85%.

Owrzodzenia cukrzycowe sg czesto zasiedlane przez bakterie, zwlaszcza Gram-
dodatnie tj. S.aureus, S.epidermidis i paciorkowce. Patogenne bakterie w stopie cukrzycowej
przyczyniajg sie do opodznienia procesow gojenia owrzodzenia. Patogennos¢ bakterii
uzalezniona jest od wrazliwosci gospodarza oraz zdolnosci bakterii do produkcji czynnikéw
wirulencji wtgczonych w kolonizacje i inwazje tkanek gospodarza. Czynnikami tymi sa:
adhezyny, inwazyny, zewnatrzkomorkowe enzymy i toksyny, elementy biofilmu.

Za wiekszos$¢ hospitalizacji i amputacji zwigzanych ze stopg cukrzycowg odpowiadajg

zakazenia. Leczenie owrzodzen obejmuje postepowanie chirurgiczne i antybiotykoterapie.

Celem pracy byta ocena stopnia wirulencji bakterii S.aureus i S.epidermidis u chorych
z zespotem stopy cukrzycowej oraz badanie podobienstwa genetycznego bakterii w celu

okreslenia ryzyka przenoszenia sie zakazenia pomiedzy chorymi.

Materiat do badan stanowity izolaty bakteryjne od pacjentéw ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng i niedokrwienng oraz pochodzgce od zdrowych wolontariuszy bez cukrzycy.
Izolaty pobierane byty z trzech miejsc od chorych z owrzodzeniem stopy cukrzycowej:
z wyskrobin z dna owrzodzenia, z biopsji skoéry z brzegu owrzodzenia oraz z wymazdéw
z powierzchni skoéry okolicy miedzypalcowej. Od zdrowych ochotnikdw pobrano jedynie

materiat pochodzgcy ze skéry z okolicy miedzypalcowe;.
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Wykazano znamienne statystycznie roznice w czestosci wystepowania gendéw
wirulencji po podziale badanych szczepow bakteryjnych na pochodzgce od chorych
z owrzodzeniem neuropatycznym oraz niedokrwiennym oraz na szczepy metycylinowrazliwe
i metycylinooporne.

W toku przeprowadzonych badahn zaobserwowano znaczgcg przewage obecnosci
genow wirulencji eta, fnbA i edin wsrod szczepow S.aureus pochodzgcych z owrzodzenia
(wyskrobin i biopsji) w porownaniu ze szczepami pochodzgcymi z wymazow z powierzchni
miedzypalcowej chorych z ZSC.

U chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczng obecno$¢ gendéw eta
i fnbA byta czesciej zwigzana ze szczepami MRSA niz MSSA, natomiast u chorych ze
stopg cukrzycowg niedokrwienng odwrotnie.

Gen edin nieco czesciej wystepowat u szczepéw MSSA niz MRSA u chorych ze
stopg cukrzycowg neuropatyczng. Czesto$¢ wystepowania pozostatych gendéw byta
poréwnywalna u szczepow S.aureus pochodzgcych od chorych ze stopg cukrzycowag
neuropatyczng i niedokrwienna.

Szczepy MRSE przewazaty we wszystkich zrédtach pobrania poza wyskrobinami
z dna owrzodzenia u chorych ze stopg cukrzycowg neuropatyczna.

Nie zaobserwowano szczepéw MRSA i MRSE u zdrowych ochotnikow.

Czestos¢ wystepowania genéw atlE i icaAB byta bardzo wysoka i poréwnywalna
pomiedzy szczepami MRSE i MSSE pochodzgcymi od chorych ze stopg cukrzycowg
neuropatyczng i niedokrwienng, jak rowniez pomiedzy wszystkimi szczepami MRSE i MSSE.

S.epidermidis przewazat w izolatach pochodzgcych z wymazow
z powierzchni miedzypalcowej pacjentéw z ZSC w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami.

Sekwencja insercyjna 1S256 przewazata u szczepow MRSE pochodzacych
z wyskrobin z dna owrzodzenia i biopsji z brzegu owrzodzenia, w poréwnaniu
z wymazami z powierzchni miedzypalcowej chorych z ZSC. Nie zaobserwowano
obecnosci sekwencji insercyjnej 1S256 u zdrowych ochotnikéw.

Poréwnanie w obrebie szczepow S.aureus i S.epidermidis pochodzacych
od poszczegolnych chorych leczonych ambulatoryjnie wykazato, Zze szczepy sag
spokrewnione. Mogto wiec dochodzi¢ do przemieszczania sie szczepow pomiedzy chorymi w
warunkach ambulatoryjnych.

Szczepy S.aureus i S.epidermidis wyizolowane od poszczegdlnych chorych
leczonych szpitalnie nie byty blisko spokrewnione. Nie dochodzito do przemieszczania sie

szczepOw miedzy chorymi.
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Przeprowadzone badania potwierdzity, Zze geny fnbA, eta i edin mogg by¢ powigzane
z inwazyjnoscig szczepow S.aureus. Sekwencja insercyjna 1S256 moze by¢ uzytecznym
markerem inwazyjnosci szczepow S.epidermidis.

W praktyce, w postepowaniu leczniczym nie uwzglednia sie modyfikacji sposobu
leczenia pacjenta z owrzodzeniem cukrzycowym w korelacji ze stopniem wirulencji obecnych
w owrzodzeniu bakterii. Postuluje sie wprowadzenie do algorytmu postepowania
w zakazonej stopie cukrzycowej badania obecnosci gendéw wirulencji moze umozliwic
zastosowanie bardziej kompleksowego i ukierunkowanego sposobu leczenia. Leczenie to
powinno stanowi¢ potgczenie odpowiednio wczesnie zastosowanej celowanej terapii
antybiotykowej z leczeniem chirurgicznym oraz leczeniem dodatkowym (np. terapig

hiperbaryczna).
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9.1. Summary

Diabetes is the result of abnormalities in the secretion of insulin by the pancreas,
improper insulin action or the simultaneous coexistence of both of these factors.
When the amount of produced insulin is too low, glucose can not be transported to the
tissues and circulates in increased amounts in the blood causing complications, including
coronary heart disease, cerebrovascular disease, lower limb and microvascular
complications: nephropathy, retinopathy, neuropathy with diabetic foot (DF).

The most common complication of diabetes is diabetic foot ulcer (DFU). Diabetic foot
is an infection, ulceration and /or destruction of deep tissue of the lower limbs (below the
ankle) with neurological disorders and peripheral vascular disease of varying severity. There
are three forms of DF: neuropathic foot, ischemic foot and mixed form in which there are both
features of neuropathic and ischemic foot.

Patients with diabetes have a greater risk of developing foot ulcers and infected
ulcers than people without diabetes. About 14-24% of patients with diabetic foot ulcers
require amputation. Proper diagnosis, patient education and organization of patient care can
reduce the risk of amputation by as much as 85%.

Diabetic ulcers are often colonized by Gram-positive bacteria such
as S.aureus, S.epidermidis and Streptococcus. Pathogenicity is the ability of microorganisms
to cause disease in the host associated with the occurrence of clinically visible symptoms.
Microbes express their pathogenicity for virulence. Pathogenicity of bacteria is dependent on
the susceptibility of bacteria to produce the virulence factors involved in colonization and
invasion of host tissues. These factors are: adhesins, invasins, extracellular enzymes, toxins
and biofilm elements.

The majority of hospitalizations and amputations is associated with diabetic foot
infections. Ulcer treatment involves surgical procedure and the use of antibiotics.

The aim of this study was to investigate the incidence of staphylococcal virulence
genes in patients with diabetic foot ulceration and in the strains present in the skin of healthy
individuals.

Differences in the results achieved where also observed when strains were divided
from diabetic patients into neuropathic and ischemic strains and methicillin-susceptible and
methicillin-resistant strains.

The research revealed a significant prevalence of eta, fnbA and edin genes among
S.aureus strains isolated from the ulcer base and skin biopsy when compared to the toe web

of diabetic patients.
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The frequency of eta and fnbA genes was significantly more often associated with
MRSA than MSSA isolates from SCNeur. patients and with MSSA vs. MRSA strains from
SCNied. patients.

All isolates yielded from toe web swabs of healthy volunteers were MSSA and MSSE
(mecA-).

S.epidermidis strains were predominat in isolates yielded from toe web swabs
of diabetic patients when compared to healthy volunteers.

The frequency of atlE and icaAB genes was very high and comparable between
MRSE and MSSE strains yielded both from SCNeur. and SCNied. patients as well as
between all MRSE and MSSE. The edin gene was significantly more frequent among MSSA
than MRSA strains yielded from SCNeur. patients. The frequency of other genes was
comparable between MRSA and MSSA strains from both SCNeur. and SCNied. patients.

In case of S.epidermidis isolates the frequency of 1S256 insertion element was
significantly higher among MRSE vs. MSSE strains yielded from both SCNeur. and SCNied.
patients, as well as among all studied S.epidermidis strains.

The frequency of the 1S256 insertion element was significantly higher among isolates
yielded from ulcer curettage and skin biopsy than in toe web swabs of DFU patients.
S.epidermidis isolates from healthy controls were 1S256 negative.

The ulcer base and toe web of DFU hospital patients are colonized by bacteria of the
same or very similar clonality. In most hospital patients, they have their own clone
of S.aureus and S.epidermidis on the skin surface. The number of tranmissions of S.aureus
and S.epidermidis strains between patients was low.

The results confirmed that 1S256 might be used as a molecular marker
of invasiveness of S.epidermidis strains. Detection of eta, fnbA and edin genes can be useful
to discriminate between diabetic foot ulcer invasive and skin colonizing S.aureus strains.

In practice, the treatment is not generally correlated with virulence of the bacteria.
Meanwhile, investigation of virulence gene presence that contributes to the development
of chronic infections, allows the use of a more comprehensive method of treatment, which
is a combination antibiotic therapy with surgery (by-passes and endovascular procedures)
and additional treatment (such as hyperbaric therapy to improve the flow of oxygen through

the covered macrovascular disease dishes).
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12. Zalaczniki

Zatacznik 1. Zbiorcze dane dotyczgce izolatéw badanego materiatu od chorych

Kolejny nr probki i nr przypisany w trakcie badan- przypisane tylko dla izolatébw  uzytych
w badaniach (S.aureus lub S.epidermidis); R-opornos¢ na metycyling, zbadana wytgcznie
dla  Staphylococcus;  ScNied.-stopa  cukrzycowa niedokrwienna, @ SCNeur.-stopa cukrzycowa neuropatyczna;
W-wyskrobiny z dna owrzodzenia, S-biopsja skéry z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni skoéry
z okolicy miedzypalcowej; O- izolaty od chorych z oddziatu szpitalnego, P-izolaty od chorych leczonych

w przychodni

Kolejny quer Opornos¢ |Rodzaj stopy M'eJSC? Miejsce
Numer przypisany w Gatunek pobrania :
. numer . - na cukrzy- . leczenia
pacjenta prébki trakmfa bakterii metycyline cowej materlah’J pacjenta
badan do badan
1 4/1 S.aureus SCNeur. w
1 2 o S.aureus SCNeur. s 0
S.capitis
3 6/1 S.aureus R SCNeur. MP
5 4 8/1 S.aureus R SCNeur. S 0
5 9/1 S.aureus R SCNeur. MP
3 6 12/1 S.epidermidis R SCNeur. S 0
7 111 S.epidermidis R SCNeur. MP
8 13/1 S.aureus R SCNeur. W
S.hominis
4 S.capitis SCNeur. S 0]
S.hom!qls SCNeur. MP
S.capitis
9 171 S.epidermidis R SCNied. W
5 10 16/1 S.epidermidis R SCNied. S 0]
11 18/1 S.epidermidis R SCNied. MP
12 26/1 S.aureus SCNeur. W
6 13 27/1 S.aureus SCNeur. S @]
14 S.haemolyticus SCNeur. MP
7 15 29/1 S.aureus R SCNeur. W o
16 31/1 S.aureus R SCNeur. MP
17 39/1 S.aureus SCNeur. S
8 18 40/1 S.aureus SCNeur. MP P
19 39/2 S.epidermidis R SCNeur. S
20 40/2 S.epidermidis R SCNeur. MP
9 21 41/1 S.aureus SCNied. W
22 41/2 S.aureus SCNied. W
10 23 42/1 S.epidermidis R SCNied. W
24 471 S.epldermlms, R SCNeur. W
S.capitis
11 25 48/1 S.epidermidis R SCNeur. S P
26 48/2 S.aureus SCNeur. S
27 49/1 S.aureus R SCNeur. MP
28 49/2 S.aureus R SCNeur. MP
12 29 50/1 S.aureus R SCNeur. S
13 30 53/1 S.aureus SCNeur. S
31 54/1 S.aureus SCNeur. MP
32 55/1 S.aureus R SCNeur. W
14 33 56/1 S.aureus R SCNeur. S P
34 57/1 S.aureus R SCNeur. MP

115




Zataczniki

15 35 60/1 S.epidermidis R SCNied. MP
16 36 61/1 S.aureus R SCNeur. MP
37 61/2 S.epidermidis R SCNeur. MP
39 67/2 S.aur9u§ R SCNeur. W
S.sciuri
17 40 68/1 S.aureus R SCNeur. MP P
41 68/2 S.aureus R SCNeur. MP
S.capitis SCNeur. S
42 420/2 S.epidermidis R SCNied. w
43 420/3 S.aureus
Klebsiella R SCNied. w
18 pneumoniae P
E.faecalis
44 71/1 S.aureus R SCNied. S
45 70/1 S.epidermidis R SCNied. MP
46 72/1 S.aureus SCNied. W
19 47 73/1 S.aureus SCNied. S P
48 74/1 S.aureus R SCNied. MP
20 49 78/1 S.epidermidis R SCNied. W P
50 791 S.epidermidis R SCNied. MP
21 51 83/1 S.aureus R SCNied. W P
52 84/1 S.aureus R SCNied. S
22 53 87/1 S.epidermidis R SCNeur. MP P
23 S.xylosus SCNied. S P
54 90/1 S.epidermidis SCNied. MP
24 55 91/1 S.aureus R SCNied. W 0]
o5 56 95/1 S.aureus R SCNeur. S P
57 96/1 S.aureus R SCNeur. MP
58 101/1 S.aureus SCNeur. W
26 59 102/1 S.aureus SCNeur. MP P
S.xylosus SCNeur. S
60 103/1 S.aureus SCNeur. S
27 61 104/1 S.aureus SCNeur. W P
62 105/1 S.aureus SCNeur. MP
28 63 112/1 S.aureus R SCNied. S O
64 118/1 S.aureus SCNied. S
29 65 119/1 S.aureus SCNied. W P
66 120/1 S.aureus R SCNied. MP
30 67 122/1 S.aureus SCNeur. W P
68 124/1 S.aureus SCNeur. MP
31 69 125/1 S.aureus SCNeur. W P
70 126/1 S.aureus SCNeur. S
71 127/1 S.aureus SCNied. S
32 72 128/1 S.aureus SCNied. MP P
73 129/1 S.aureus R SCNied. W
74 134/1 S.aureus SCNeur.. MP
33 S.xylosus SCNeur. W P
S.capitis SCNeur. S
34 75 137/1 S.epidermidis R SCNied. MP P
76 138/1 S.aureus SCNeur. S
35 77 139/1 S.aureus SCNeur. W P
78 140/1 S.epidermidis R SCNeur. MP
36 SCNeur. O
37 S.luteus SCNeur. MP O
38 SCNied. 0]
39 S.simulans SCNied. W, S, MP P
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40 SCNied.
41 Pseudomonas R SCNied. W P
E.faecalis
S.xylosus
42 S.simulans SCNeur. W P
S.xylosus SCNeur. S, MP
43 S.chro-mogenes SCNeur. MP P
44 S.xylosus SCNeur. W, MP P
45 Pseudomonas SCNied. W, S P
46 S.captitis SCNied. W.,S, MP P
47 SCNeur. O
48 SCNeur. P
49 Proteus spp. SCNied. W,S P
50 S-xylosus SCNeur. s P
S.cohnii

Zatacznik 2. Odczynniki i testy stosowane do izolacji bakterii z materiatu klinicznego,

ich identyfikacji i bankowania

Stosowany odczynnik, test Numer katalogowy Producent
probowki z poditozem transportowym 408C Copan, Brescia
podtoze BHI 51011 bioMérieux
podioze state wybidérczo-réznicujgce CMO0145 Oxoid
Chapmana
testy biochemiczne API STAPH 205000 bioMérieux
Slidex Staph-kit 73112 bioMérieux
podioze Mueller-Hinton CMO0337 Oxoid
amputki Cryobank 291709 Mast Diagnostica
lizostafyna z Staphylococcus L7386 Sigma
staphylolyticus

Zatacznik 3. Test stosowany do okreslania opornosci szczepdow S.aureus i S.epidermidis

na antybiotyki oraz oporno$ci wielolekowej szczepow MRSA i MRSE

Stosowany test Numer katalogowy Producent

ATB-STAPH 5 14225 bioMerieux
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Zatacznik 4. Odczynniki i zestawy stosowane do izolacji DNA i wykrywania obecnoSci

genow kodujgcych wybrane czynniki wirulencji

Stosowany odczynnik Numer Producent
katalogowy
High Pure PCR Template Preparation Kit 11 796 828 001 Roche Applied Science
Proteinaza K z Tritirachium album P2308-5MG Sigma
agaroza NA 17-0554-03 Amersham Biosciences
bromek etydyny (10 mg/ml) 161-043 Bio-Rad
antyinhibitor PCR RP50 DNAGdansk
mieszanina deoksynukleotydéw (200puM, DTP mix) D7295 Sigma
Polimeraza Red Tag genomic DNA polymerase (1U/ul) 232-741-2 Sigma
GC-Rich (FastStart Tag DNA Polymerase) 12 161 575 001 Roche Applied Science
polimeraza RedAllegroTaq DNA polymerase N1001-05 Novazym

Zatacznik 5. Zestawy stosowane do badania ekspresji gendw czynnikow wirulencji

Stosowany odczynnik Numer katalogowy
Total RNA Kit 031-100

Producent
A&A Biotechnology

Transcriptor FlrstlStrz.and cDNA 04 379 012 001
Synthesis Kit

Roche Applied Science

Zalacznik 6. Odczynniki stosowane do badania podobienstwa genetycznego szczepow

technikg PFGE

Stosowany odczynnik Numer katalogowy Producent
Agaroza (InCert Agarose) 50123 Lonza
RNAza A (Ribonuclease A from bovine R6513 Sigma
pancreas) 9
lizozym (Lysozyme from chicken egg white) L6876 Sigma
Lizostafyna (Lysostaphin from .
Staphylococcus staphylolyticus) L7386 Sigma
proteinaza K  (Proteinase K from ) :
Tritirachium album) P2308-5MG Sigma
enzym Smal #ER0661 Fermentas
agaroza Pulsed Field Certified 1620137 Biorad
Wzorzec masy molekularnej DNA .
(Lambda Ladder PFGE Marker) NO3405 BioLabs
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Zatacznik 7. Sktady stosowanych buforéw w technice PFGE

Zatgczniki

Nazwa buforu

Sktad

PIV

0,01 M Tris pH 8,0;
1M NaCl

EC

6 mM Tris pH 8,0;
1 M NaCl;
0,1 M EDTA;

0,2% sodium deoxycholate;
0,2% N-lauroyl sarcosine sodium salt;
50 pyg/ml RNAza A;

100 pg/ml lizozym;

50 pl/ml lizostafyna

ESP

0,5 M EDTA pH 9,0;
1% N-lauroyl sarcosine sodium salt;
proteinaza K

TE

10 mM Tris pH 7,5;
1 mM EDTA

0,1 M PMSF

0,174 g PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu)
10 ml metanolu

TBE

45 mM Tris;
45 mM kwas borowy;
1mM EDTA

Zalacznik 8. Sekwencje zastosowanych w reakcji PCR starterow badanych genow wirulencji

Gatunek | Nazwa Sekwencje genu Pismiennictwo
bakterii genu
cba | 5-CACAACCAGCAAATATAG-3, 199]
5-CTGTGTGGTAATCAATGTC-3’
s | B-AGTGGTTACTAATACTG-3, 199]
5-CAGGATAGATTGGTTTA-3’
Saureus | o, |B5-ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT-3, 58]
5 - TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC-3'
og | 5 -AACTATCATGTATCAAGG-3' (140]
5-CAGAATTTCCCGACTCAG-3’
odin_| 5-GAAGTATCTAATACTTCTTTAGCAGC-3 58]
5-TCATTTGACAATTCTACACTTCCAAC-3’
e | 5-CAACTGCTCAACCGAGAACA-3 39]
_ 5 - TTTGTAGATGTTGTGCCCCA-3’
S.epider- ™ 5-TTATCAATGCCGCAGTTGTC-3,
midis | 1CAAB | 5 T TTAACGCGAGTGCGCTAT-3' (391
1256 | B-ATGTAGGTCCATAAGAACGGC-3 114)
5-TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC-3'
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Zatacznik 9. Sekwencje zastosowanych w reakcji PCR starterow dla opornosci

gronkowcowej
Gatunek |Nazwa . Pismien-
al Sekwencje genu ;
bakterii | genu nictwo

5'GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA3’
S.aureus | MECA | 5,50 A ATTCCACATTGTTTCGGTCTAAS'
'_ staph | 5-~AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA-3'
S.epider- | 756 | 5.CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC-3'
midis oy, | OATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3'
5-GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3’

[84]

Zalagcznik 10. Warunki reakcji PCR dla gendéw wirulencji fnbA, eta, cna, icaAB, atlE,
1S256

Gen Etap PCR Temperatura Czas Lé(;/zkkl)ia Pr']slgt'\:\?g
W
denaturacja w cyklu 95°C 1 minuta
fnbA, eta | przylaczanie starterow 50°C 1 minuta 30 [99]
wydtuzanie 72°C 2 minuty
wydtuzanie koncowe 72°C 10 minut
wstepna denaturacja 95°C 5 minut
denaturacja w cyklu 94°C 1 minuta
cna przytgczanie starterow 45°C 1 minuta 30 [99]
wydtuzanie 72°C 2 minuty
wydtuzanie koncowe 72°C 10 minut
wstepna denaturacja 95°C 5 minut
icanB, denaturacja w cyklu 9°C 1 minuta
AtlE przytaczanie starterow 35°C 1 minuta 35 [39]
wydtuzanie 72°C 1 minuta
wydtuzanie koncowe 72°C 10 minut
wstepna denaturacja 95°C 5 minut
denaturacja w cyklu 95°C 1 minuta
1S256 przytaczanie starterow 52°C 1 minuta 30 [144]
wydtuzanie 68°C 1.5 minuty
wydtuzanie koncowe 72°C 10 minut
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Zatacznik 11. Warunki reakcji PCR dla genéw wirulencji mecA, PVL, Staph756

Gen Etap PCR Tempera- Cras Liczba Plgmlen—
tura cykli nictwo
P —
wstepna denaturacja 94°C 10 minut 1
denaturacja w cyklu (1) 94°C 45 sekund
przytgczanie starteréw 55°C 45 sekund
wydtuzanie 72°C 90 sekund 10
mecA,
PVL, powr6ét do denaturacji w
cyklu (1) [84]
Staph756 | denaturacja w cyklu (2) 94°C 45 sekund
przytgczanie starterow 50°C 45 sekund
wydtuzanie 72°C 90 sekund 25
powrét do denaturacji w
cyklu (2)
wydtuzanie koncowe 72°C 10 minut 1

Zatacznik 12. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR w Zelu agarozowym

M1 2 34 56 7 8 910 11121314

1362 pz —»
1000 pz —»

100 pz —

Rycina 23. Rozdziat produktow reakcji fnbA-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji fnbA-PCR (1360 pz)- Sciezki 1, 5, 7, 8, 11; brak
produktu- Sciezki 2-4, 6, 9, 10,12-14
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 M1

1739 pz—p

1179 pz—»"
619 pz—»

100 p=—»

Rycina 24. Rozdziat produktéw reakcji cna-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji cna-PCR (1739 pz, 1179 pz, 619 pz)- Sciezki 1-3,

7-11; brak produktu- Sciezki 4-6

M12 3 456 7 8 9101112 1314

— @ PER - F o o

®
I -

Rycina 25. Rozdziat produktéow reakcji eta-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji eta-PCR (190 pz)- Sciezki 1-10 i 12-14; brak

produktu- sciezka 11
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1000 pz —>

376 pz—»

100 pz—>

Rycina 26. Optymalizacja warunkéw reakcji etdGRADIENT-PCR w zelu agarozowym, M-
standard masy czgsteczkowej. Produkt reakcji etdGRADIENT-PCR to 376 pz.
Sciezki 1-6 - gradient temperatur: 35°C; 36,7°C; 40,5°C; 46,7°C; 51,8°C; 55°C;
najbardziej optymalna temperatura-35°C

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112

1000 pz—»

376 pz—>

100 pz—»

Rycina 27. Rozdziat produktéw reakcji etd-PCR w zZelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji etd-PCR (376 pz)- Sciezki 3, 4, 7-10, 12; brak
produktu- sciezki 1, 2, 5, 6, 11
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1000 pz—>
625 pz —>

100 pz—>

Rycina 28. Optymalizacja warunkow reakcji edinGRADIENT-PCR w Zelu agarozowym, M-
standard masy czgsteczkowej. Produkt reakcji edinGRADIENT-PCR to 625 pz.
Sciezki 1-6 - gradient temperatur: 45°C 46,7°C; 50,5°C; 56,7°C; 61,8°C; 65°C;

najbardziej optymalna temperatura- 46,7°C

M1 2 3 4 5 67 8 9 101112

1000 pz —»

625 pz

100 pz —»

Rycina 29. Rozdziat produktéw reakcji edin-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji edin-PCR (625 pz) - Sciezki 6, 10-12; brak
produktu - sciezki 1-5, 7-9
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1000 pz
756 pz—>

433 pz—>»
310 pz —>

100 pz

Rycina 30. Rozdziat produktéw reakcji mecAStaphPVL-PCR w Zelu agarozowym, M-
standard masy czgsteczkowej. Produkt reakcji mecStaphPVL-PCR to 310 pz,
433 pz, 756 pz. Sciezki 4 i 6 — produkt genu mecA; $ciezki 1-3, 5-8- produkt
genu Staph756

1000 pz —»

682 pz

100 pz

Rycina 31. Rozdziat produktow reakcji atlE-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji atlE-PCR (682 pz) - Sciezki 1, 2, 4-7; brak

produktu - Sciezka 3
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1000 pz—>

546 pz —>

100 pz—>

Rycina 32. Rozdziat produktow reakcji icaAB-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji icaAB-PCR (546 pz) - Sciezki 3-8; wynik
negatywny - $ciezki 1, 2, 9

M12 3456738 91011 121314

1102 nz
1000 pr—>

100 pz —»

Rycina 33. Rozdziat produktow reakcji 1S256-PCR w Zelu agarozowym, M-standard masy
czgsteczkowej. Produkt reakcji 1IS256-PCR (1102 pz) - Sciezki 1-5, 7-9; brak
produktu - $ciezki 6, 10-14

126



Zatgczniki

Zatacznik 13. Obecno$c¢ genow wirulencji u szczepdéw S.aureus pochodzgcych od 0soéb

chorych i zdrowych ochotnikow
SCNied.-stopa cukrzycowa niedokrwienna, SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna; W-wyskrobiny z dna

owrzodzenia, S-biopsja skory z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni skory z okolicy miedzypalcowej

Nr
pgg- E;);P\;v Rgﬂi?i;ég'?y pl\glbegesl_rﬁiea MR| eta | fnbA | cna | mecA310 | PVL | edin |etd
jenta| trakcie wej materlah’l SA
badan do badan

2 51 SCNeur. S - - + + - - + | +
3 6/1 SCNeur. MP + | - + + + - - -
4 8/1 SCNeur. S + | - + + + - - -
5 9/1 SCNeur. MP + | - + + - - - -
6 13/1 SCNeur. w + |+ + + - - - -
7 26/1 SCNeur. w - - + + - - + |+
8 271 SCNeur. S -+ + + - - + -
9 29/1 SCNeur. w + | + + + + - + -
10 |391 SCNeur. S - |+ + + - - + -
11 401 SCNeur. MP -+ + + - - + | -
12 411 SCNied. W - - + + - - - -
13 41/2 SCNied. W - - + + - - - -
14 48/2 SCNeur. S -l - - + - - - -
15 49/1 SCNeur. MP + | - - + - - - +
16 49/2 SCNeur. MP + | - + + + - - +
17 50/1 SCNeur. S + |+ + + - - + | -
18 53/1 SCNeur. S -l - - + - - -+
19 54/1 SCNeur. MP - - + + - - - -
20 55/1 SCNeur. w + |+ + + + - - -
21 56/1 SCNeur. S + |+ + + + - - -
22 57/1 SCNeur. MP + | - - + + - - +
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23 61/1 SCNeur. MP -
24 67/2 SCNeur. w + |+
25 68/1 SCNeur. MP -
26 68/2 SCNeur. MP +
27 711 SCNied. S -
28 | 420/3 SCNied. W -
29 72/1 SCNied. W -
30 731 SCNied. S -
31 74/1 SCNied. MP +
32 83/1 SCNied. w -
33 84/1 SCNied. S -
34 91/2 SCNied. W + |+
35 95/1 SCNeur. S + |+
36 96/1 SCNeur. MP -
37 | 1011 SCNeur. w -
38 | 1021 SCNeur. MP -
39 | 103/1 SCNeur. S -
40 | 1041 SCNeur. w -
41| 105/1 SCNeur. MP -
42 | 112/1 SCNied. S -
43 | 118/1 SCNied. S -
44 | 1191 SCNied. W -
45 | 120/1 SCNied. MP -
46 | 122/1 SCNeur. w -
47 | 1241 SCNeur. MP -
48 | 125/1 SCNeur. W -
49 | 126/1 SCNeur. S -
50 | 127/1 SCNied. S +
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SCNied.

SCNied.

MP

SCNeur.

MP

SCNeur.

SCNeur.

51 128/1
52 | 129/1
53 | 134/1
54 | 138/1
55 | 1391
1 2/2
2 31
3 4/1
4 9/1
5 10/1
6 15/1
7 64/2
8 70/3
9 72/3
10 13/1

Zdrowi ochotnicy

MP

nie badano
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Zatacznik 14. Obecnos¢ gendw wirulencji u szczepow S.epidermidis pochodzgcych

od 0s0b chorych i zdrowych ochotnikow

SCNied.- stopa cukrzycowa niedokrwienna, SCNeur.- stopa cukrzycowa neuropatyczna;
W-wyskrobiny z dna owrzodzenia, S-biopsja skory z brzegu owrzodzenia, MP-wymaz z powierzchni skéry z

okolicy miedzypalcowej

Nr
\r pac przypi-| Rodzaj Miejsce M
TP sany w | SIOPY | pobraniajpg que | caaB | 1S256 |mecA310
jenta trakci cukrzyco- | materiatu E
rakci® | wej |do badan
badan
P ——S"—S———y
1 111 SCNeur. MP + + + + -
2 12/1 SCNeur. S + + + + +
3 16/1 SCNied. S + + + + +
4 17/1 SCNied. W + + + + -
5 18/1 SCNied. MP + + + + T
6 39/2 SCNeur. S + + + + -
7 40/2 SCNeur. MP + + + + R
8 42/1 SCNied. W + + + + +
9 471 SCNeur. w - + + + -
10 48/1 SCNeur. S + + + + -
11 60/1 SCNied. MP + + + + R
12 61/2 SCNeur. MP + + + + -
13 70/1 SCNied. MP + + + - +
14 420/2 SCNied. w + + + + +
15 78/1 SCNied. W + + + + +
16 79/1 SCNied. MP + + + - +
17 87/1 SCNeur. MP + + + - +
18 90/1 SCNied. MP - + + - R
19 137/1 SCNied. MP + - + - +
20 140/1 SCNeur. MP + - + - -
1 K1 - MP o + + - -
§ QO ©
2 K2 5 £ MP B[ + + - ;
© _8 o]
3 K3 N3 MP 2 + T - -
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Zalacznik 15. Algorytm postepowania w przypadku zakazonej stopy cukrzycowej [wg 74]

» Ocen ciezkosd zakazenia: glehokosd | zajecie tkanck, objawy
zakazenia ogdlnoustrojowego, objawy niestabilnodci
metaboliczne) | stopien niedokrwienia kodczyny

» Radiogramy przegladowe stopy

* Rozwaz choroby wspolistnigjace u pacjenta

* Ocenic stan psychospoleczny

Czy wymagana jest hospitalizagja ?

MIE

TAK

= Wyrdwnaj chorego metabolicznie (ptyny, elektrolity,
insulina, itd.)
# Skieruj chorego na konsultacje chirurgiczng
{np. ortopedyczna, naczyniowa, podiatryczna) w celu
usunigcia thanek martwiczych z rany,
rewaskularyzacji lub amputagji
* Pohierz odpowiednie prabki (z rany | 2 krwi) na posiew
* Rozwaz dodatkowe badania obrazowe
(TK, MR | badania radicizotopowe)

» Oceniaj stan chorego praynajmnig) raz dziennie

# Usun tkanki martwicze | zbadaj rane zgtebnikiem
o Pobierz z rany odpowiednie prabki na posiew
» Zle¢ schemat pielegnacji rany

. Wrgcz 2 Eigczng ;zazﬂcza' dnusmﬂ
Senematl

o Ponownie ocen za 3-5 dni (lub szybcig)
w przypadku pogorszenia)
# Zled konieczne konsultacje

NIE

Czy nastepuje poprawa’l

NIE

TAK Patrz algorytm

zakazona rana stopy
nieadpowiadajaca na leczenie

Czy nastepuje poprawa’

TAK

* Ponownie ocen schemat leczenia bakteryjnego
iezell to mozliwe, rozwaz leki o wgi"s?xm
!.EektrurﬁI tarisze | wrgudnie'sze

# Przejrzy] schemat piclegnacii rany

| # Przygotuj chorego do wypisania ze szpitala

(jezeli jest leczany w szpitalu)
# Ustal wizyty kontrolne za 1=2 tygodni

Podkreslone fragmenty tekstu dotyczg obszaréw postepowania terapeutycznego,
w ktorych istotne moze okazac sie zbadanie obecnosci gendw wirulencji
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